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シロイヌナズナにおけるフロリゲン線物質の動銀解析

呈圃盈込、篠崎健輝1
(京大院・生命科学・統合生命、1京大院・農・応用生物)

シロイヌナズナでは現在のところ花成誘導に関する遺伝子

の同定・単般が進みつつあるが、代総面の研究はまだなされ

ていない.我々は昨年の本年会において、アサガオ(ムラサ

キ}のフロリゲンたる条件を満たす物質を新たに開発した分

披システムを用いてW検出器で検出することに成功したこと

を報告した.本年会ではシロイヌナズナについて同様の分総

システムを用いてフロリゲン織物質の動態解析を行った結果

を報告する.

実験材料としては、シロイヌナズナの倒umbiaを用いた.

掻種後2カ月間短日条件下 (10時間明期・ 14時間暗期)で

育てたものに対し、長日処理 (16時間明期・ 8時間暗期)

を7日間繰り返したものと短目条件 (8時間明期・ 16時間

暗期)で7日間育てたもののロゼット葉をそれぞれ採取して

抽出し、附LCで分離した後、 W検出銭 (250および280

rm)で検出したものを比較した.その結果、短目条件で治加

するいくつかの物質と長田条件で増加する多数の物質を検出

した.

また本年会では、伊Igant倒、 ft、fCaQ)各花成遅延変異体に

ついての結果も報告する予定である.

S204 

ACC合成酵素遺伝子 CS-ACS2はキュウリ花芽の雌ずい原

基で発現する。

蓮池血ニ盤、安藤杉尋、水津秀雅¥松浦誠司 i、酒井慎

吾(筑波大・生物、 1蜘トーホク)

発生初期のキュウリの花芽は、雄ずいと雌ずいの両原

基を持ち、その後、一方の原基の発達が停止することに

より、雄花または雌花に分化する。キュウリの雌花分化

はエチレンにより誘導され、ACC合成酵素遺伝子CS-ACS2

は雌花分化を誘導するエチレンの合成に関与することが

示唆されている。そこで、私達はキュウリの雌花形成に

おけるエチレンの役割を明らかにする目的で、キュウリ

の花芽における CS-ACS2の発現を insituハイプリダイゼ

ーション法により解析した。その結果、発生初期の雌花

に分化する花芽において、 CS-ACS2は雌ずい原基でのみ

発現していた。さらに発生の進んだ花芽では、 CS-ACS2

の発現は子房で検出された。以上の結果より、雌花分化

において、エチレンは雌ずいの発達、特に子房の発達に

作用していることが示唆された。また、花芽のエチレン

処理は、雌ずいの発達を促すと共に、雄ずい原基の発達

停止に作用するが、 CS-ACS2の発現は雄ずい原基では検

出されなかった。以上の結果より、エチレンは雄ずい原

基の発達停止に直接的に作用するのではなく、雌ずい原

基と雄ずい原基の問のコミュニケーションの結果、雄ず

い原基の発達が停止する可能性が考えられた。
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S205 

エチレンによるキュウリの雌花誘導時に発現が誘導され

る遺伝子ERAF17の発現の局在解析

玄車並皇、佐藤由夏、酒井慎吾(筑波大・生物)

キュウリは雌雄異花同株植物であり、その性発現パタ

ーンはエチレンによって雌花形成を促進する方向に制御

されていることが知られている。我々はこれまでに、エ

チレンの発生剤である Ethephonをキュウリの茎頂部に

処理することにより雌花形成を誘導し、その茎頂部より

遺伝子発現の変化する遺伝子のスクリーニングを

Di能rentialDisplay法によって行った。その結果、雌花形

成と非常に相関性の高い発現パターンを示す遺伝子とし

てE九4F17を単離した。また、 ERAF17はMADS-box遺

伝子をコードしていた。

今回の研究ではERAF17の機能を推測するために、そ

の発現部位を詳細に解析した。まず、 Northern法により

、開花時の花における発現部位を調べた結果、雌花の小

花柄で非常に強く発現していることが分かった。また、

雄花においても雌花よりも弱いながらも小花柄に特異的

に発現していることが明らかとなった。さらに若い発生

段階での発現を insitu hybridization法を用いて調べたと

ころ、やはり雌花の小花柄部分で強く発現していること

が分かつた。キュウリの小花柄は雌花と雄花とで形態的

に異なることから、 E九4F17が小花柄の発達の制御を通

じて雌花分化に関与している可能性が示唆された。

S206 

τ"RABlを介したABA応答性遺伝子発現制御機構
担宜盆玄童、保浦徳昇l、村田道春、服部東穂

(三重大・遺伝子、 l現理研・植物分子生物)

TRABlは、種子特異的な転写活性化因子OsVPlと相
互作用するタンパク質としてクローン化されたbZIP型転
写因子であり、 ABA応答性配列仇BRE)に特異的に結合
する。さらにGBD(GAIA DNA-blndlng domaln):: 
TRABl融合タンパク質が、 GAIA結合部{立をもっレポー
ター遺伝子にABAM::、答性を付加することができること
は、 TRABlがABAM::、答反応を直接媒介する制御因子で
あるとを示している。

今回、 ABAシグナル伝達におけるTRABlの作用機構
を解析した結果を報告する。τ'RABlのdeletionやpolnt
mutationを調べた結果、 N末端領域に存在するある特定
のSer残基をAlaに置換するとGBD::G岨AのABA};e;答性
付加が失われた。さらにイネ培養細胞Oc株を用いてin

vivoでのリン酸様識実験を行ったところ、 τ'RABlが
ABA処理後15分以内にリン酸化されることが見い出され
た。また細胞分画の実験からはτ'RABlはABAのあるな
しに関わらず常に粗核区分に回収されることが見い出さ

れた。これらのことから、 ABAの一次シグナル伝達の最
終事象はすでに核に存在するT臥 Blの特定のSer残基の

ABA依存的なリン酸化であると考えられた。



S207 

ヒメツリガネゴケ完全長cDNAの過剰発現変異体スクリーニ
ングによるオーキシン、サイトカイニン作用機構解明への網
羅的研究
藤田知道1、関B賢明2、PieroCarninci3、林崎良英3、篠崎
一雄2、長谷部光泰1.4(1基生研・種分化2、2理研・植物
分子、 3~里研・生体分子繊能、 4総研大・生命科学)

オーキシンやサイトカイニンl革、植物の分化、成長に必
須のホルモンであり、その作用繊備が、モデル被子植物を用
いて精力的に研究されている。しかし多岐にわたる生理作用
のため全貌の解明にはまだ多くの図量産が予想される。コケ植
物のヒメツリガネゴケにおいても、オーキシン、サイトカイ
ニンは、細胞分化に必須であると考えられている。オーキシ
ンは、仮根や特定の原始体細胞の分化に、またサイトカイニ
ンは、原糸体から茎糞体に至るパッド(芽)の形成に重要で
ある。これらの細胞分化様式に注目することで、それぞれの
ホルモン応答に関わる突然変異体のスクリーニングが容易に
行える。さらに、ヒメツリガネゴケは、遺伝子ターゲッティ
ングが容易な唯一の植物である。
我々 は、このようなヒメツリガネゴケの特性をいかして、
これらホルモンの作用機備を解明するため、ヒメツリガネゴ
ケ突然変異体の作成、スクリーニングを試みている。これま
でに、遺伝子相同組換えを利用したi宣伝子破捜株、ジーン、
エンハンサートラップ線の作成を報告してきた。次に我々 は、
これら変異体のスクリーニングを相補するものとして、遺伝
子過剰発現突然変異体の作成を開始した。ヒメツリガネコケ
の完全長cDNAライブラリーを作成し、個々のcDNAの場基配
列を決定後、順次、相同組換えを利用してコケの特定遺伝子
座にターゲッ卜させ、過剰発現させるというものである。本
大会では、これら方法の詳細、ならびにEST解析の経過を報
告する。

S208 

ジャスモン酸メチルエステノレによるBryophy11 um 
calycinumにおける二次離層形成誘導
Marian Saniewski I、宇都宮真木2、宜主盤皆、上回

純一2 (1ポーランド国立果樹学・花井学研究所、 2大

阪府立大、総合科学)

最近、演者らは、 Bryophy11umcalycinumの節間切
片中央部にジャスモン酸メチルエステル(JA-Me，
0.5%， w/w)を50免含水ラノリンベーストとして環状
に塗布すると、処理後4から6日目に処理部の上下に
おいて、茎細胞が二次的に離層細胞に分化する現象

(二次離層形成)を見出した。この二次離層形成は

JA-Meの他、エチレン発生剤であるエテホン(Ethrel，

2-chloroethyl phosphonic acid， 1%， w/w)によっても
誘導された。 JA-Meあるいはエテホンによる二次離層

形成は、切片の茎頂端側へのオーキシン(1AA)投与に

よって阻害された。エテホンを処理した場合の茎切片

中の内生ジャスモン酸類(JAs)含量、およびJA-Meを処

理した場合のエチレン発生量は、ラノリンのみを処理

した対照区とほぼ同程度で、あった。以上の結果から、

JAsとエチレンは、 1AAと相互作用を示しつつ、茎細胞

を二次的に離層細胞へ分化させることが示唆された。

また、 JAsとエチレンの二次離層形成誘導は互いに独

立であると推察された。
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S209 

単予震情跡税関腸闘Eとオーキシンの極性総送

伊藤百代制剤冨倍大、生物分子時答研究センター)

近年、形態腕肪種々 の局面においてオーキシンの樹惣術創酒宴な

役嘗股担っていることが示唆されている.このオーキシンの掴鵠船迭を

担うトラン万代ーターとして、シロイヌナズナではいくつかの PIN遺伝

子が同定されており、その分子遺伝学齢解析により双子業抱物の間関杉

成におけるオーキシン慢性鱒滋奴潟封書助旬E々に解明されつつある.一方、

オーキシン¢極性輸送ぬ探く関与すると考えられている維管束の剖や

底におけるパターン形成において、双子灘植物と単子葉傭胸でl立、大き

く異なっているにもかかわら吠単子議織物におけるオーキシン¢樹主

総送と形態閥糊樋!こつL市立ほとんど解析されていな比

我々 はこれまでに、イネにおいて受粉後3および7日目の廃の d紬

ライブラリーから4つの PI~fani.ly に属する遺伝子の完全長 d紬を単

厳した.これらの遺伝子を用いて現在、ノザンハイブリダイゼーション

やi.n副知ハイプリダイゼーションによる詳細な発現解析、抗体染色

による PINタンパク質の細胞内局在明断、制.i~:去による機能破蟻な

どを行っている.これらの結果をもとl二単子第植物における底発生過

程やその後の形態調問点Eにおけるオーキシンの樹甥街愈乃役割について考

察する.

S210 

GUS融合遺伝子を用いたオーキシン誘導性遺伝子

MSG2/IAA19の発現様式の解析

立並圭・山本興太朗(北海道大・地球環境)

オーキシン依存性偏差成長欠損優性突然変異体

msg2の原因遺伝子であるオーキシン誘導性遺伝子
IAA19のプロモーター領域と GUSの融合遺伝子

を用いて、 Iん419の発現様式を組織化学的に調べた。
黄化芽生えでは GUSの発現が腔軸の伸長領域の直

下の維管束系において見られ、根の維管束系でもわ

ずかな発現が観察された。また、側根原基でも GUS

の発現が見られる。スクロースを添加した培地で培

養すると、 GUS染色は維管束系に加えて皮層でも見

られるようになった。黄化芽生えに重力刺激や一方

向からの青色光照射を 2時関与えた場合、スクロー

スの添加に関係なく、未処理腔軸で染色された領域

で GUS染色が増加した。水耕培養した黄化芽生え

に 50μM2，4-Dを24時間処理すると、Iff軸と根
の両方で維管束系の GUS染色の増加が見られた。
GUS染色は花茎でも伸長領域の直下で観察された

が、ロゼット葉や茎性葉では見られない。花弁や尊

の維管束系、雌しべの花住や珠柄においても染色が

観察された。



S211 

気孔形成に対するオーキシンの作用

藍旦差』盤・風間晴子

国際基督教大学・生物

オーキシンの生理作用については数多くの研究がな

されてきたが，気孔形成に対する影響に関する報告は

これまでほとんどない.我々は，キュウリの匪軸表皮

系において，気孔形成過程が外生オーキシンによって

著しく影響を受けることを見出したので報告する.

IAA処理により，気孔形成頻度には顕著な変化は認め

られなかった.しかし，孔辺細胞に特徴的な形態形成

は観察されず，葉緑体の発達は見られるものの，孔の

形成もなく，ほとんどの孔辺細胞は角張った形鍛の段

階でその形成が停止していた.また，孔辺母細胞の分

裂面の形成が途中で停止しているものが観察された.

分裂面形成が途中で停止している細胞板の形成の様子

から，細胞板の形成において，新たな細胞板が母細胞

に融合する際には，まず茎頂側に伸展して固定され，

さらに伸展して，母細胞の基底側の細胞壁と融合する

という優先順位があることが明らかになった.これら

の気孔の形成過程に対するオーキシンの作用を微小管

との関わりという観点から論ずる.

S212 

シ口イヌナズナの温度感受性突然変異体を用いた

不定根形成過程の遺伝学的解剖
小西美稲子，杉山宗陸(東大院・理・植物園)

シロイヌナズナの匪軸をオーキシンを含む発根誘

導培地で培養すると，不定根が生じる.私達はこ

の過程に異常の見られる温度感受性突然変異体を

新たに多数単離した.一次スクリーニングでは 8003

個体の M2植物から 985の候補を選抜し，二次ス

クリーニングで 473の M3系統から 60の変異系統

を得た.これらの変異体は，制限温度下での表現

型から， (A)全く不定根を生じないもの， (B)基部端

に細胞集塊を生じるもの， (c)太く短い異常な根を

生じるもの， (0)基部端だけでなく，匪軸全体から

原基を生じるもの，の 4つのグループに大きく分

類された.

現在，オーキシンの受容から不定根原基の形成開

始に至る過程を遺伝学的に解剖するために， (A)群

の突然変異系統の解析を行っている.匪軸からの

不定根形成には脱分化とそれに続く増殖という 2

つの段階があり，両方の段階においてオーキシン

が必要であると考えられるが，各突然変異の作用

点をこれらの段階と関係づけることを当面の目標

としている.
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葉の形態異常と植物体の右巻きのねじれを示すシロ

イヌナズナ突然変異体の解析
富田麻衣子、山本(魯回)章子、前田英子、船口珠紀、塚谷

裕一¥服部東穂(三重大・遺伝子、 l岡崎国立共同研究機構 ・

基生研)

ABAによる生育の阻害とクロロフィルの分解に

対する耐性によって選抜された変異系統 20・15は、

第一染色体のANGUSTIFOLIA(AN)遺伝子の近傍に

マップされた。 20・15系統は、 an変異体と同様に幅

の狭い葉を持ち、 トライコームの分枝が2本になっ

ていることから、仰のアレルである可能性が高い。

20-15系統は暗所で生育させた脹軸と根の表皮細胞

が右巻きにねじれており、垂直に立てた寒天培地上

で生育させると根が重力方向より右側にずれて伸長

する。培地に ABAを加えると、この右方向への伸

長は阻害され、根は垂直方向に伸長する。 20・15変

異系統、 ABA合成または感受性に関わる変異体、

および、ねじれ変異体 sprを用いて細胞の伸長方向

とABAとの関係について検討した。

S214 

アラビドプシスの根端優努を喪失した突然変異体の単隊と解析

患週魁，岡田清孝佐藤忍(筑波大・生物京大・生物)

高等植物の不定根及び側線の形成には、茎あるいは根を切断

することにより切り口付近での線の形成が誘導される現象が見

られ、頂芽優勢に対応させて「綬端優勢Jと呼ぶことにする.

この現象には地上部から験送されたオーキシンや傷害等が関与

していることが知られているが、 m(板端)がより基部側にお
ける穏の形成を臨書する物質を生産することにより、根の形成

を制御している可能性も示唆されている.その制御物質の候繍

として我々は、カボチャ根導管液に不定根形成阻害活性が存在

することを示してきたが、綴織で合成されるサイトカイニンを

はじめ他の要因の関与を含めその詳細な検証は未だなされてい

ないのが現状である.

そこで本研究では、アラピドプシスにおいて根端優勢が喪失

した突然変異体の単隊及びその解析を猷みた.EMS処理により
突然変異を誘起した種子から選抜を行ったところ、根や底舶を

切断しないにもかかわらず、不定根や側根の形成が多く見られ

る突然変異体rot302、8[-L14、8[-C12、8[-C22が得られた.

rot302は視の伸長が遅く、根の分校が顕著に見られ、一部で不

定栂の形成も見られた.8[-L14は側根が多く、不定複の形成も

よく見られた.8[-C12は側根形成は野生型と差が見られない

が、不定根の形成が著しかった.これらの変異体では根端分裂

組織の異常は見られなかった.8[-C22は主穏の成長が途中で停

止し、側捜を全く形成しない代わりに正常に伸長する不定根の

形成がよく見られた.これらの突然変異体は、何らかの根の機

能の異常より根端優勢を喪失した結果このような表現型を示す

可能性が考えられる.現在、これらの突然変異体の詳細な生理

学的、遺伝学的解析を行っているところである.



S215 

ジベレリンによって発現が誘導されるAtGAUR祖伝子
の解析

念国皿皐，白井美和締本辰男(愛媛大・理・生物，

l大阪大院・理・生物)

アズキの上匪軸よりジペレリンによってmRNAの蓄積

量の増加する遺伝子としてディファレンシャルスクリー

ニングにより単醸した GAUR2(GA up-regulated 

gene)は新規の遺伝子である.この遺伝子の機能は未

知であるので、遺伝子の機能を調べジペレリンの作用と

の関連性を検討する目的で、形質転換植物作製の容易な

シロイヌナズナよりGAUR2とアミノ酸配列レベルでよ

く似た遺伝子 (AtGA[底2) をRT-PCR法により単
厳した。シロイヌナズナにおいてAtGA[況2mRNAの蓄
積量は植物体にジペレリン合成阻害剤処理を施すことに

より減少し、ジベレリン処理により増加した。そこで、

AtGA【尻2のアンチセンスRNAを強制発現させた形質転
換植物の作製を試み、 RNAプローブを用いたノザンプロ

ット解析によりAtGAUR2遺伝子の発現量が減少してい
ることが確認された植物体が得られた。現在、これらの

植物体の形態やジベレリン処理による効果の解析を行っ

ている.

S216 

業の極性伸長を司るチトクロムP450について
企~墨1、藤岡昭三2、高津戸秀3、吉田茂男2、塚谷裕一 1 <I岡
崎国立共同研究機構・統合バイオ、 2理研・植物機能、 3上越教育
大・化学)

葉の発生の制御機構を解明することは、植物の形、多様化の仕
組みの理解に必須である.これまでに私たちは、発生遺伝学的手
法を導入し、アラピドプシスの業の全形が、細胞レベルでの極性
伸長を通じ、縦方向と横方向とのこ方向独立に、制御を受けてい
ることを明らかにしてきた (Tsukayaet al. 1994; Tsuge et al. 1996). 
このうち縦方向の伸長を司るROT3遺伝子単般の結果は、既に報告
(Kim et al. 1998. 1999)したように、 P450遺伝子族の一種であるこ
とが明らかになった.ROT3はブラシノステロイド合成系の遺伝子
と酷似しているが、変異体の表現裂から見てそれらとは異なる、
新規の生長調整系に関わるものと推定される.そこでその制御機
構を詳しく知るため、ブラシノステロイド生合成中間体を用いた
回復実験や定量分析を行なった.またROT3類似遺伝子を単調躍し、
トランスジェニック櫨物を用いた解析よりROT3類似遺伝子の機能
解析を進めている.さらに、ブラシノステロイドによるROT1遺伝
子発現の制御を知るため、 ROT3pro::GUSを用いた解析も行なった.
また、 ROT.公宣伝子によって制御される因子をマイクロアレ一法で
探索を行なった.本研究の結果、 ROT3は新規のステロイド生合成
系に働く可能性もしくはブラシノステロイド生合成中間体を基質
として共有する可能性が示唆された.
以上の結果を含め今回は、世界的に注目されているが、まだ全
体像は明らかになっていない業の長さ方向への伸長のメカニズム
のうち、新規のステロイドホルモンの作用による制御について考
察したい.
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S217 

サイトカイニン応答性遺伝子 (cJg)の機能解析
材慨磨1・2，金子委和伊・正中野雄司、吉田茂男1

(1理研・縫物機能、調玉大・理工学研究科、 3明治大・膨

サイトカイニンは細胞分裂促進、葉緑体分化促進等の植物体

の成育に必須な生理作用を制御することが知られているが、こ

れらの情報伝達系の上流に位置するサイトカイニン応答性遺伝

子についての知見は非常に少ない.そこで我々は、タバコ緑色

培養細胞においてサイトカイニン生理作用の前段階もしくは初

期段階と想定される刺激後12時間で発現が誘導される遺伝子

群を、 DifferantialDisplay法を用いて単厳し、 cig(cytokinin 

!nducible ~ene) 1-3と命名した.これらcig遺伝子群について

の完全長cDNAの単厳し、引き続きhomologysearchを行っ

た結果、 cig2遺伝子は翻訳開始時にribosome/tRNAと複合体

を形成するeIF2に対する GDP/GTPexchange factor (GEF) 

であるeIF-2Bファミリーと高い相向性を示した.続いてより

詳細な解析を行い、 cig2はサイトカイニン刺激後2時間以内に

発現誘導を受けること、植物体内において、つぼみにおいて最

も高い発現が見られることが明かとなった。現在、より詳細に

cig2の機能解析を行うため、 cJg2"センス、アンチセンスタバコ

形質転換植物体の作出、およびGFPを用いたcjg2j宣伝子の細胞

内局在の解析などを行っている。またcigl遺伝子はprollne

dehydrogenaseと高い相向性を示した。現在酵母遺伝子欠損

株を用いた相補実験を試みている。

S218 

マメ科有産物・メスキートの業のアレロパシー

虫壁差、藤井義晴 1、山田小須弥 2、小瀬村誠治 S、長谷川宏

司 2(筑波大院・農・応生化、 1農水省・農環研、 2筑波大・

応生化、 S慶慮義盤大・理工・化学)

植物は自らの意志によって生活の場を変えることができ

ないため、与えられた環境に適応し、周りの生物に対して

は防衛的、攻撃的あるいは共益的機構を備えて身を守り、

種の繁栄を図っている。植物から分泌・放出される化学物

質が、他の植物に対して何らかの影響を与える場合、これ

をアレロパシーという。マメ科纏物・メスキートは、サウ

ジアラピア、アメリカ合衆国、インド等に分布し、周りに

は他の植物が生えにくいというアレロパシーが確認されて

いる。これまでに、我々は、この野外で見られるアレロパ

シーを実験室レベノレで再現し、レタス、イヌピエの幼根の

生長抑制物質としてL-Trypωphanを単灘、同定した。さ

らに、このアレロパシーにL-Tryp旬，phanが深く関与して

いることを明らかにしたが、L-Trypω'phan以外の生長抑制

物質の存在が明らかになった。そこで、本研究では L
Tryptophan以外のレタス、イヌピエの幼根の成長抑制物質

の単様、同定を行ったので、その結果について報告する。



S219 

窒素栄養に応答したサイトカイニン代謝機構の解析

直畳盈、榊原均 l、武井兼太郎、谷口光隆、杉山達夫(名

古屋大院・生命農学、 l理研・植物科学研究センター)

我々はトウモロコシの窒素飢餓からの回復過程初期

において摂でサイトカイニン (CK)レベルが増加する

ことを明らかにしている。しかし、どの様な要因によ

りこの増加が起こるかは明らかにされていない。本研

究では、窒素栄養に応答した CKレベル変動の制御機

構について CK代謝系酵素に着目して検討した。

CKの代謝に関わる酵素 (adenosinekinase， adenine 

phosphoribosyltransferase， CK oxidase， s -glucosidase)の
窒素補填による遺伝子発現レベルの変化を調べたとこ

ろ、 (l-glucosidasemRNAの蓄積量のみが有意に増加し

た。s-Glucosidaseは zeatin-O・glucoside(不活性型)を
何回tin(活性型)へと変換する酵素である。このことは

CK量増加の一部は不活性型からの代謝的変換による

ことを示唆している。現在s-glucosidase抗体を作製し、
タンパク質レベルでの窒素補填による発現様式、およ

び窒素飢餓からの回復過程における不活性型と活性型

の CKレベルの変動を解析中である。更に、活性型か

ら不活性型へと変換する zeatin-O勾 losyltran砕raseと相

同↑生を持つ遺伝子をトウモロコシから単離しているの

でこの詳細についても合わせて報告する。

S220 

Alaskaエンドウ芽生えの頂芽優努に関与する成長踊

節物質
宣車主皇、山田小須弥 1、小漕村誠治 2、山村庄亮
2、長谷川宏司'(筑波大院・農、 1筑波大・応生化、 2

.廠穫塾大・理工・化〉

頂芽の存在が側芽の成長・分化を抑制する現象を頂芽優

努という。側芽の成長lま頂芽から供給されるオーキシンによ
り期胸されていると考えられているが、その関与は単純では

ないと思われる。第 39回大会において、エンドウの頂芽優
努にi志、オーキシンやサイトカイニン等の植物ホルモンとは異
なる、側芽の成長を骨目胸する物質が関与していることを示し

た。そこで本研究では頂芽を切除することにより内生量が変

動する物質を探索し、その物質本体の徳造と作用機作の解

明を目指した。

エンドウの頂芽優勢に関与する側芽成長調節物質の解明

を目的として、頂芽を有する explant、頂芽を切除した

explant及ぴ頂芽切除面に 1Mを役与したexplantから寒天

中に鉱散してきた物質を HPLCを用いて解析したところ、頂
芽を有するexplant及び頂芽切除面に1Mを投与したexplant

からの漫出物と比般して、頂芽を切除することにより含量が

変動する物質が確認され、現在これらの物質の単離・同定及

び側芽の成長期廟瑚闘Eについての検討を進めている。これら
の物質本体の縞造が明らかにされることによって、頂芽優勢

のメカニズムの解明に向けた新たな展開が期待される。

157 

S221 

Aα合成酵素のリン酸化部位の決定
立木美保、森仁志(名大院・生命農)

ACC合成酵素はエチレン生合成経路の律速段階

を触媒する酵素で、様々な刺激に応答し転写段階

で発現が制御されている。しかし、 ACC合成酵素

の活性制御は転写段階ばかりではなく、翻訳後に

も制御されている可能性が示唆されていた。我々

はACC合成酵素が組織内でリン酸化されているこ

と、前vitroでACC合成酵素を脱リン酸すると活性

が減少することを明らかにし、前大会で報告した。

更に解析を進め、 トマト果実から抽出した粗

kinase画分を用い、大腸菌に発現させたACC合成

酵素を、 invitroでCa2+依存的にリン酸化させるこ

とに成功した。このassay系を用いて、リン酸化部

位の決定を試みた。 C末端欠損変異体、セリン残

基置換変異体、各種合成ペプチドを基質としてかz

vitro リン酸他実験を行った結果、回・ACS2の460

番目のセリン残基がリン酸他部位であることが明

らかとなった。

S222 

ブラシノステロイド欠損非感受性変具体の単隙

中野雄司、永田典子、嶋田幸久、吉田茂男、法且孟皇(理研)

ブラシノステロイド欠損状況下において暗所発芽させた植物

に認められる「光形態形成Jもしくは「葉緑体初期発達度の

促進Jは、ブラシノステロイドが植物生長の正の制御要因で

あるのみならず、葉緑体機能調節においては負の要因である

可能性を示唆すると考えられる.本研究は、このブラシノス

テロイドの初期生長制御作用を手がかりにした分子遺伝学的

手法によって、ブラシノステロイド情報伝達系に関わる遺伝

子の機能解析と同定を試みることを目的とする.ブラシノス

テロイド生合成阻害剤(brassinazole)存在下における暗形態形成

を示す変異体のスクリーニングを行い、 bil(T.rassinazole 

insensitive long hypocotyl)、bih(T.rassinazole insensitive h∞'ked 
hyp∞otyl)を単離した。特にこの中で最も形質の強いbil1は、
双葉の展開、経軸の徒長、初期緑化の全てにおいて

brassinazole非感受性を示し、しかし形質の強弱は

brassinazole濃度勾配に依存しないことから、ブラシノステ

ロイド生合成過程ではなくブラシノステロイド情報伝達経路

上の位置の活性化変異であると予測している.



S223 

ジベレリン(GA)は、 SLRタンパク質を核から消失させ
ることでシュート伸長を引き起こす
生産量起，上口(田中)美弥子，芦苅基仔，松岡信 (名
大・生物分子応答センター)

近年、イネの恒常的に GAに反応する変異体 (slender
rJce) slrの原因遺伝子が単離され、そのコードするタンパ
ク質がアラピドプシスにおける GA情報伝達経路の抑制因
子として単離された GAI/RGAと類似していることが明ら
かとなり、アラピドプシスにおいては GAI/RGAがリダン
ダントに機能し GAシグナルを伝達しているのに対し、イ
ネでは SLRのみで支配されていることが示唆された。さら
に、アラビドプシスの gaiはN末端側の 17アミノ酸が欠
失することでドミナントネガティプ型タンパク質を産生す
ることにより優性の GA非感受型媛性を示すのに対し、 slr
は機能欠乏によって正反対な恒常的 GA反応性徒長裂を示
すことから、 GAI/RGA/SLRの抑制機構は GAによる伸長
制御に重要であると考えられているが、その GAシグナル
伝達に果たす機構は明らかになっていない。今回我々は、
イネ SLRの GAシグナルにおける抑制機構を解明するため
に、 SLR:GFP及びドミナントネガティブ型変異 SLR
(aDEIl.A SLR):GFPを発現する形質転換イネを作製した。
これらの遺伝子を導入した形質転換体は媛性を示し、細胞
内における Slぷ:GFPタンパク質は核に局在していた。こ
れらの形質転換イネに対して GA処理を行ったところ、
SLR:GFPでは、核における GFPの蛍光は消失し形質転換
体は徒長した。一方、aDEIl.ASlR:GFPでは核からの蛍
光の消失は起こらず植物体は媛性のままであった。このこ
とは、 SlRは核に局在することで GA情報伝達経路を抑制
していることを示しており、 GA応答により SLRを核から
消失させることで脱抑制が起こると考えられた。また、
DEIl.A領域は GAシグナルを感受して SLRの核内の消失
を引き起こすために重要であることが示唆された。

S224 

イネのジベレリン非感受性変異体、 GAinsensifive 
dwarf 1の解析(2 ) 
上口(田中)美弥子、芦苅基行、小林正智l、北野英巳、
松岡信(名大・生物分子応答センタ一、生命農学、 l理研)

イネの極媛性変異体、ι4.insensitivedwarf 1 (gidJ)は、
GA生合成欠損変異体 d18の強いアリルと類似した形
態を示す.一方、内生 GAは逆に野生裂の 100倍以上
に蓄積しており、GA添加によっても表現型の回復が
みられないことから、 gidl変異体は、 GAシグナル伝
達系に異常を来しているものと考えられた。また、
このことは、GIDl遺伝子産物の機能が、 GAシグナ
ルの伝達における正の因子である可能性を示唆する。
今回は、 gidl変異体の更に詳細な解析を目的として、
GAシグナル伝達に関与する遺伝子や、その下流の遺
伝子の gidlにおける発現を調べるとともに、 GAシグ
ナル伝達系の負の調節因子を欠損した徒長型突然変
異体、s/r-lとのエビスタティック分析を行った。
その結果、野生型においては、 GA添加により SLR-
l，GAMYB，αーアミラーゼ遺伝子が発現誘導されたの
に対し、 gidl変異体においては誘導が全くみられな
かった.一方、 GAにより発現抑制される GA200x遺
伝子は、 gidl内で発現が糟大していた。また、 gidl
ヘテロ株と s/r-lヘテロ株を掛け合わせた分隊世代に
おいて劣性ホモ表現型が s/r-l型に分離がゆがんでい
たことから、 gidlls/r-l二重劣性変異体の表現型は s/r-
l型であり、 GAシグナル伝達系において SLR-lの上
流で GIDlが機能していることが示唆された.以上の
結果から、イネ GAシグナル伝達系における GIDlの
機能を考察するとともに、 G1Dl遺伝子のポジショナ
ルクローニングの結果も報告したい。
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S225 

ダイコン下経触の光息性反応に関与するミロシナーゼ

山昼金鍾E生，長谷川棚，富田ー横谷香織，南栄一¥渋谷直人¥
長谷川宏司(筑波大・応生化， '.水省・生物研)

ミロシナーゼ(s-出iogJuco泊de gJucohydro1ase)はアブラナ
科櫨物に多く含まれているカラシ油配絡体等のチオグルコシ

ド結合を加水分解する隣家である.これまでにダイコン

(Rapt刷凶sativusvar.加rtensisf. gI8.釦 tissimusMakino) 

下経紬の光居住に伴い、光側組織に存在する4-methylthio四

3ー以比enyl glucosinolate (MTBG、不活性型)が減少し、 4-

methyl刷 o-3-butenylisothiocyanate (MTBI、活性型}が滑加

し、更にラファヌサ二ン(活性型)が生成されることを明ら

かにして光屈性刺激がMTBGからMTBIへの変換を鶴導して

いる可能性が示峻されている.このMTBGからMTBIへの変

換を触織すると考えられるミロシナーゼの光照射に伴う活性

の変化を調べたところ、片側からの光照射後すみやかに光側

組織で権大することを確箆した.一方、影側と暗黒対照では

大きな変動は見られなかった.これらの結果から不活性型の

MTBGがミロシナーゼによりMTBIに変化し、更にその一部

が活性型のラファヌサニンへと夜化した結果、光照射側組織

での成長初制が生じ、光屈性がlItil草されることが示峻され
た.本大会ではダイコン下座馳に存在するミロシナーゼ遺伝

子の滋々の光条件下での光題性刺滋に応答した発現パターン

について報告する.

S226 

ABA生合成に関与するシロイヌナズナNCED遺伝子の乾燥

ストレス応答における機能解析

井内襲、必盤孟宜、篠崎一雄(理研・植物分子)

ネオザンチン関裂酵素 (NCED)はABAの生合成にお

いて律速となる反応を触媒する。我々はカウピーより NCED

遺伝子 (VuNCEDl)をクローニングし、乾燥ストレスに応答

してVuNCEDlの発現が誘導されることを明らかにした。 (Iuchi

et 01. (20∞) Plant PhysioI. 123: 553・562)

一方、シロイヌナズナゲノムデータペース上にはNCED

と相同性のある塩基配列が少なくとも 9個存在する。そこでシ

ロイヌナズナにも乾燥ストレスに応答して発現が誘導されるN

CED遺伝子が存在するか否か明らかにするため解析を行い、

AtNCED3の発現レベルが乾燥ストレスにより顕著に上昇する

ことを明らかにした。続いて AtNCED3がコードするタンパク

の機能解析を行い、 NCED活性を確認した。さらに形質転換

植物を用いた解析により、 AtNCED3の発現量に相関して内生

ABAレベルと乾燥耐性が変化することを明らかにした。以上

の結果、 ABAの蓄積を介して乾燥耐性を獲得する過程におい

てAtNCED3の発現制御が重要な役割を担っていることが示唆

された。



S227 

アントシアニン芳香族アシル基転移酵素の活性中心
に関わるアミノ酸残基の同定

皐屋去盟、榊原(米倉)圭子l、田中良和l、久住高章l、
長谷俊治(阪大蛋白研、 lサントリー・基礎研)

アシル基転移酵素(AT)は植物の中で多様な機能を
担っており、アラピドプシスのゲノム中には数十コ

ピーあると考えられている。 ATファミリーに属する
アントシアニン芳香族アシル基転移酵素(AAT)は、
アントシアニンの糖部分に芳香族アシル基を転移す

る反応を触媒し、アントシアニン構造の多様化によ

る花色の変化に関わっている。我々はリンドウの

AATを材料として、化学修飾実験や部位特異的改変
によって基質認識領域や反応中心に関わるアミノ酸

残基の同定を試みた。

リンドウAA1の組換え体は化学修飾剤のNEMや
DEPCによって活性が阻害されたことから、 Cysと
His残基がAATの活性に重要であることが示唆された。
AATにはHis-X-X-X-Aspという ATファミリーに共通
して保存されているモチーフがあり活性中心である

と考えられているが、生化学的裏付けはない。また、

Asp-Phe-Gly-Trp-Gly-Lysの非常に保存されたアミノ
酸配列領域がAATには存在するが、その機能につい
てはまったく未知である。以上のAAT活性に重要と
予測されるアミノ酸残基を各々Alalこ置換した改変酵
素を作出し、 AAT活性に重要であるアミノ酸残基を
いくつか同定した。

S228 

ブラシノステロイド生合成の初期過程に関する研究

虫血直王」、藤岡昭三 1、田中孝志 2、高津戸秀 2、吉田

茂男 1 (1理研・植物科学研究センタ一、 2上越教育大学・

化学)

ブラシノステロイド生合成経路における初期過程を

明らかにするため、シロイヌナズナ、タバコの実生、ニ

チニチソウの培養細胞を用いて、重水素で標識した

cholesterolまたは campestanolの代謝実験を行い、代

謝産物を GC-MSで分析した。その結果、 cholesterol

からの代謝産物として cholest-4-en-3-one と

cholestanolが確認された。また、 campestanolから 28

位の脱メチル化が起こり、 cholestanolヘ変換すること

も明らかになった。シロイヌナズナ、タバコでは

C創npest釦 01から cholestanolへの変換量が、cholesterol

からの変換量よりも多く、C釘npest釦 01から cholestanol

への経路のほうが主要である可能性も示唆された。さら

に、本研究では、ニチニチソウ培養細胞と問機、シロイ

ヌナズナにおいて、 campestanol から 6-

oxocampestanolへの変換が起こることを明らかにした。
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S229 

シロイヌナズナのイソペンテニルトランスフエラーゼ遺伝子

の単離

誌韮蓋本盤、榊原 均1、杉山達夫(名古屋大院・生命農学、

'理研・植物科学研究センター)

新規のサイトカイニン合成の律速段階は

d i methylall ylpyrophosphate (0 MA pp) と5¥AMPから
isopen ten yladenosi ne' 5ヘmonophosphateを生成する反応であ
り、これを触媒する酵素はイソペンテニルトランスフエラー

ゼ(IPT)であると考えられている。現在まで、植物病原菌由
来のIPT遺伝子は同定されているが、植物からの報告はなされ
ていなかった。

我々はシロイヌナズナからのIPT遺伝子の単離を目的とし
て、バクテリアのIPTアミノ酸配列をもとにゲノムデータベー
スを検索したところ複数種の相同遺伝子の存在が示唆され

た。これらの遺伝子の中で、 tRNAのアンチコドンの3・側に隣
接したアデノシン残基にOMAPPのイソペンテニル基を転位す
る酵素であるtRNAイソペンテニルトランスフエラーゼ
(tRNAIPT)と分類されていた遺伝子のタンパク質を大腸菌
で発現させたところ、現在までに4種類の遺伝子産物について

IPT活性が確認された。現在、 IPTとしての酵素の基本的な性
質と共にtRNAIPT活性の有無についての解析、またシロイヌ
ナズナにおけるこれらの遺伝子の発現解析を進めている。

S230 

CHARACTERIZATION OF THE SPER恥UDINE
SYNTHASE GENE F AMIL Y IN ARABlDOPSIS 
THAUANA. 
Yoshie HANZA WAl，2， Akihiro IMAIl， Taku 
TAKAHASHIl， Marina FRANCESCHETTI2， 
Anthony MICHAEL2 and Yoshibumi KOMEDAl; 
lDivision of Biological Sciences， Hokkaido 
University， 060・0810，Japan， 2Institute of Food 
Research， NR4 7UA， UK 

We recently showed that the Arabidopsis 

ACAUUS5 (ACL5) gene， who哩einactivation causes a 

severe defect in the elongation of stem internodes 

encodes a polyamine biosynthetic enzyme， sperrnine 

synthase (EMBO journal (2000) vol. 19， pp4248). In 
order ωclarify further the function of polyamines in 

plant development， we have isolated three Arabidopsis 

cDNA clones with a high sequenc泡similarityめknown

sperrnidine synthases. Their enzyme activity was 

examined in yeast cell line defective in sperrnidine 

synthase and E. coli cells. In addition， a series of site-

directed mutations in ACL5 were produced. Here we 

report these results and expression patterns of these 

genes in plants and discuss the function of the 

spermidine and spermin氾inplants. 





F301 

rd29A遺伝子の低温、塩および ABA応答性発現

に異常が生じた変異体の単離と解析

皇皇二輩、三浦節子、大河原依久子、篠崎一雄¥篠崎和子

(国際農研・生物資源、 1理研・植物分子生物)

我々は、乾燥、極ストレス、および低温に対するシグナル伝達

機構を解明することを目的に、ストレス応答性遺伝子の発現に

異常が見られる変異体の単離と解析を行っている。すなわち、

乾燥、海、低温、およびABA応答性遺伝子である rd29A遺伝

子のプロモーターとルシフエラーゼ (LUC)遺伝子を融合して

シロイヌナズナに導入した。これに7クティベーションタギン

グ用ベクター pPCVICEn4HPTあるいは pSKI015をもっアグ

ロパクテリウムを感染させることにより、アクティベーション

T-DNAタグラインを作成した。得られた変異体から非ストレ

ス条件下でも発現する変異体、あるいは低温、塩、 ABA処理

時に LUCの発現が異常になる変異体をスクリーニングした。

その結果、いくつかのラインにおいて rd29A::LUC遺伝子の異

常な発現が見られた。得られた変異体のうち#1986系統は非

ストレス時においても高い LUC活性を示した。現在、得られ

た変異体の生理学的、分子生物学的、および遺伝学的解析を

行っている。

F302 

イネ縞物体におけるエリシタ一応答性遺伝子の組織特異的

及びシステミックな発現

旦盤---I圭，同国光央.J町栄一，渋谷直人
.水省・.J量生物資源研究所
イネ泊費E細胞系では.特定サイズ以上のキチンオリゴ繍 (N -ア
セチルキトオリゴ繍)が，エリシターとしてfI.qの生体防御反応を
引き起こす これまでにこの系において，エリシター処理後数分で
発現が"'lIJされ，数時間で発現レベルが低下するという一過性の発
現パターンを示す初期応答性遺伝子.EL2. EL3が単服されている.
さらにPAL'事のさ主体防御反応に関与していると考えられる遺伝子も
ヱリシターによって餓導される.これらのエリシタ一応答性遺伝子
のイネ纏物体における発現をノザン分析，的 situハイブリダイゼー
ション実験によって解析した結果から.基音容で切断し(GlcNAc)7水
湾液を切断鶴位に処理したイネ級建では.EL2. EL3の発現は堵隻細
胞系と間織の発現パターンであり.これらの初期応答遺伝子が，イ
ネ舗物体においても培餐細胞系と問機なメカニズムによって制御さ

れていることが示唆されている.そこで本研究では，インタクトな
イネの根lこ(GlcNAc)7処理を行い.EL2とPALの発現を調べた.その
結果.EL2は，線では外皮と銀冠始原細胞総燭辺に特異的かつ一過
性の発現を示したが..ではエリシターによる跨導IまS書館されなか
った.一方.PALIま，根では発現しておらず..で発現していた.
1251ラベルした(GlcNAc)7を級官官に処理しでも，業への移行は認めら
れなかった.これらの結果から，イネ植物体において.EL2の発現
lま，エリシターと嬢触するような非常に近鍍した節位でのみ麟織さ
れ.PALの発現iま.ヱリシターによって生じるシステミックなシグ
ナルによって跨導されているものと推測された.さらにプロピオン
厳などの処理を行った時のこれらの遺伝子の掌動についても併せて
報告する.
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F303 

A POSSIBLE INVOLVEMENT OF SUPEROXIOE 
GENERATION IN SALlCYLIC ACIO-INOUCEO 
STOMATAL CLOSURE IN VICIA FABA 
Izumi C. MORI¥ Beinhard PINONTOAN¥ 
Tomonori KAWAN02， Shoshi ~UT01 ，2 ， lNagoya 
University Bioscisence Center， 2Graduate sehool 
of Bioagricultural Sciences， Nagoya University， 
Nagoya 464・8601

The known mediator of systemic acquired 
resistance salicylic acid (SA) induced stomatal 
closure of Vicia faba L. Application of SA to the 
epidermal peels evoked an elevation of CLA-
chemiluminescence， suggesting the generation of 
superoxide (02..). Pharmacological stuaies by using 
inhibitors showed that SA-induced O2二generation
was inhibited bγboth 02..-specific scavengers 
superoxide dismutase (SOO) and 4，5・dihydroxy-
1，3・benzenedisulfonic acid (tiron)， and a 
peroxidase inhibitor. salicylhydroxamic (SHAM). 
Moreover， either SOO， tiron or SHAM could 
suppress the SA-induced stomatal closure. On the 
other hand， application of superoxide-generating 
system also induced stomatal closure. These 
results support the invoivement of reactive oxygen 
species on signal transduction in SA・induced
stomatal closure. 

F304 

シロイヌナズナ DNA傷害応答遺伝子の制御領域の解析

盟国宜霊、渡媛百合子、高瀬尚支、平塚和之

(奈良先端大・バイオ)

シロイヌナズナのAtRAD51i宣伝子は組換え因子RecA

様タンパク質をコードし、染色体 DNAの相同組換えや

修復に関与すると考えられている。AtRAD51遺伝子は

DNA 傷害や細胞周期により制御されることが示されて

いるが、その制御機橋と関連する情報伝達系に関しでは

必ずしも明らかでなし、。そこで、高等植物における DNA

傷害応答性遺伝子発現の機情を調べる目的で、AtRAD51

遺伝子のプロモーター解析を試み、これまでに、TATA

ボックス上流近傍に位置する領域が DNA傷害を認識し

転写活性を上昇させるのに必要であることを明らかにし

た。今回は、機能欠失実験および機能獲得実験によって、

4 4泡基対のシス制御領減を同定することが出来たので

その結果について報告する。



F305 

シロイヌナズナATSRPKl遺伝子の浸透圧および乾燥ス

トレス、 ABAによる転写量の変化

河野友子、松岡大介、南森隆司、東哲司、安田武司(神

大院・自然科学研究科)

高等植物のSNFl関連ブロテインキナーゼ (SnRK)は、

様々な環境および栄養ストレスに対する細胞の応答に関与

していると推測されており、 SnRKl、2、3の3つのサプ

ファミリーから構成される。

我々 はSnRK3に分類される全長約1.5kbの新規なシロイ

ヌナズナのSNFl関連プロテインキナ}ゼ遺伝子

(ATSRPK1)を同定した (2000年度年会発表)。

今回はATSRPKl遺伝子発現と環境ストレスとの関連に

ついて報告する。

光、低温、高温、乾燥、浸透圧などの様々な環境ストレ

スおよび姐A、BAなどの植物ホjレモンがATSRPKl転写量

に与える影響について検証した結果、高浸透圧ストレスに

より転写量は増加し、乾燥ストレスおよびABA添加によっ

ても転写量の変動が認められた。

ATSRPKlはアミノ酸配列においては同じSnRK3に属す

る小麦のWPK4と比較的近縁なものであるが、外的環境に

よる転写量の変化はWPK4とは異なっていた。従って、

ATSRPKlのこれらの特徴はSnRK3サプファミリ}におい

て新規なものであると考えられる。

F306 

イネキチンオリゴ糖エリシター結合蛋白質の単機及び
その遺伝子の探索
宜主主主、南栄一、渋谷直人(農水省・生物研)

我々は、これまで、いもち菌細胞壁の構成多糖である
キチンのオリゴ糖(GlcNAc)._ 8がエリシターとして、イネの
生体防御反応を誘導すること、さらに、イネ培養細胞の
原形質膿画分に高親和性のエリシター結合蛋白質が
存在すること、フォトアフィニティーラベル法によりこのタ
ンパク質を同定したことについて報告した。このキチンオ
リゴ糖結合蛋白質(EBP)の精製に関しては、これまでの
ところ、収率の低さ等からクローニングに必要な情報を
得るのが困難であった。本大会では、精製過程等を見
直すことにより、糖エリシター結合蛋白質の精製を大幅
に収率を向上させることができたので、その結果を報告
する。
EBPの精製は、 TritonX -1 00で可溶化した原形質膜
函分を (GlcNAc)R-APEA-CH-Sepharoseカラムに供し、
buffer 及び非エゾシター糖で洗浄後、目的タンパク質
は、酸性 buffer(pH 2.3)により溶出した。 EBPの活性の
検出は、 1251-APEA-(GlcNAc)8と架橋させた後、 SDS-電
気泳動により調べた。
銀染色及ひ・ァフィニティーラベルの結果から、 7万 5
千及び 5万 5千付近に2本の主バンドを検出した。これ
らのバンドへのラベル体の導入は、いずれもエリシター
活性を有するキチンオリゴ糖により特異的に阻害され
たの
今回使用したアフィニティーカラムにおける EBPの結
合効率は、これまで、使用していたカラム担体のものに
比べて18倍良いものであった。この EBPの回収率の糟
加により、 EBPのN末端アミノ酸配列解析が可能になり、
その情報に基いて、 EBPの遺伝子の探索を行なってい
る。
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F307 

ジャガイモ植物のエリシタ一応答性MAPキナーゼ
血盛逝主、仙田香織l、吉岡博文、道家紀志、川北

一人(名大院・生命農学 ・資源生物機能、 l岡山生

科総研)

ジャガイ モ植物の誘導抵抗反応にはプロテイン

キナーゼが関与すると考えられている。本研究で

は、疫病菌菌体壁成分エリシタ一処理したジャガ

イモ塊茎において、分子質量約51kDaのプロテイ
ンキナーゼ (p51-PK)が活性化されることをミ
エリン塩基性タンパク質を基質としたゲル内リン

酸化法を用いて見いだした。 p51-PKの諸性質に
ついて検討したところ、 p51-PKはMAPキナーゼ
ファミリーに属すると考えられた。 p51-PKの精
製を各種カラムクロマトグラフィーにより試みた

ところ、 p51-PKに加えて分子質量約46kDaの
PK (p46-PK)が共精製された。両者はゲル浦過
において予想されるサイズの位置に独立に溶出

し、それぞれ単量体として機能すると考えられ

た。両者のペプチドマッピングおよび内部アミノ

酸配列は一致し、 p46-PKはp51-PKの部分分解物
であると考えられた。

F308 

イネ酸素ストレス防御遺伝子に存在する酸素ス

トレス応答性新規シスーエレメント

韮.amム1.2、線本成文1、平野悦子1、増村威宏1，2、

田中園介1，2 (1京都府大・農・生資化、 2京都府良資セ

ンター)

我々はこれまでにイネにおいて、酸素ストレスの防御

に関与する細胞質型スーパーオキシドディスムターゼ、

細胞質型チオレドキシン、グルタレドキシンのそれぞれ

の遺伝子の5'-上流減lこ、 28bpから成る相向性の高い配
列が共通に存在することを明らかにしている.我々はこ

の共通配列がレドックス制御に関与するシスーエレメン

トである可能性を検討した.

この28bp配列をCaMV35Sプロモーターとルシフエラ
ーゼの砲合遺伝子の上流に連結したレポーターコンスト

ラクトを用いてトランジヱントアッセイを行った.その

結果、パラコート処理によりルシフエラーゼ活性の上昇

が見られ、この配列が磁調Eストレスに応答するシスーヱ
レメントとして機能していることが明らかとなった.ま

たこの配列に結合する核タンパク賀の存在がゲルシフト

アッセイにより確認された.これらの結果から、酸素ス

トレス防御に関わる復数の遺伝子が共通なレドックス制

御を受けていることが明らかとなった.



F309 

乾燥・塩・低温応答性シスエレメント DREに結合する DREB1をコ

ードしている遺伝子群のプロモーター解析

重盗蓋"SI:.'， 中島一雄"Zabta K. Shinwar!'，篠崎和子篠崎一雄 2

('国際農研・生物資源メ理研・縫物分子生物)

乾燥・塩・低温誘導遺伝子であるシロイヌナズナのrd29A遺伝子のプ

ロモーター領減には乾燥・塩・低温ストレス応答に関与するシスエレ

メント DRE(TACCGACAT)が存在し、さらにこの領域に結合する転

写因子DREBの存在を明らかにした。今回は低温応答に関与する転写

因子DREBl遺伝子ファミリーCDREBIA)のプロモーター解析を行っ

た。

3径の低温ストレス誘導性DREBl遺伝子の5側上流プロモーター

領域を比較すると 3種のプロモーター聞で保存された領減、 BOXIか

ら1xが存在していた。そこで、これら3l重のDREB1遺伝子の保存さ

れた領減を含む 5'1IIIJ上流領域と (1-グルクロニダーゼ(GUS>レポータ

ー遺伝子を融合させたキメラ遺伝子を作製し、シロイヌナズナに導入

した。得られた形質転換シロイヌナズナを低温(4'C)処理し、ノーザン

法により導入遺伝子の発現解析を行った。その結果、 3種すべての

DREBl遺伝子のプロモーターを用いた場合で GUSリポーター遺伝子

の低温誘導が示された。一方、 DREB1A遺伝子のプロモーター領域を

用いたデリーション解析の結果、 -313-ー71の領域にシスエレメント

の存在が示唆された。さらに3種のプロモーター間で保存された領域

に欠失変異を加えてDREBIAおよびlCプロモーター領域を用いて問

機に解析すると、いくつかの領減において GUS遺伝子の発現が著し

く低下し、低温応答性シスエレメントの存在が示唆された。

F310 

COMPARATIVE ANALYSIS IN BlOCHEMICAL 

CHARACTERISTICS OF OSRAB7 WITH ITS MUT ANS 

耳L.BAH広.MYNAl弘-1;Div. Appl. Life Sci.， Grad. Sch. 

Gyeongsang Natl. Univ.， Jinju 660-701 Korea 

Low temperature is a major environmental stress affecting 

plant growth and crop productivity. OsRab7 was screened 

from a cDNA Iibraγof cold-acc1imated etiolated seedlings 

of rice. Deduced amino acid sequences from OsRab7叩 d

other homologues are very same as much as 60-70%. It 

also conserved all the known functional domains of other 

small G-proteins. Its specific binding in a saturable manner 

and intrinsic GTPase activity although low， revealed directly 

that OsRab7 is indeed a GTP-binding protein. A phosphate 

binding domain mutant(Q67L) showed very lower GTPase 

activity and a gamma phosphate interaction region mutant 
(T22N) showed no GTP binding activity. Western blot 

analysis proved its wide distribution on various tissues. 

Tryptic proteolysis experiment for the confirmation of the 

binding state of T22N and Q67L mutants with guanine 

nuc1eotides exhibited different c1eavage patterns目

[This work was supported by the Brain Korea 21 Project， 

the Ministry of Education， Korea] 
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F311 

シロイヌナズナにおけるサーカディアンリズム関連遺伝子
群APRRlITOC1ファミリーの解析(1)擬似レスポンス
レギュレーターの発現とサーカディアンウェイプ
牧野蛮也、挫虚血到、小島正也、水野猿
(名大波・生命鰻)

シロイヌナズナには、 His→Aspリン酸リレー情報伝達に
関与するレギュレータ一群仇RRs)と類似した擬似レギュレ
ータ一群仇PRRs)が存在する.これらAPRRsに共通する構
造は興味深く、 N末端の疑似レギュレータードメインに加
えてC末端にCONSTANSモチーフもつ.今回、これら5種
類のAPRR遺伝子群 (APRR1，APRR3、APRR5、
APRR7、APRR9)の同定と単離を行い、それらの構造と発
現様式を解析した。最も興味深い知見は、全て遺伝子の転
写発現が典型的なサーカディアンリズムを示すことであっ
た。さらに、数時間毎の間隔でAPRR9→APRR7→APRR5
→APRR3→APRR1の順に規則正しく発現が上昇し、そのリ
ズムは生育条件としての明暗条件(日長)に左右されるこ
となく刻まれることを見いだした.この興味深い現象を
「サーカディアシウェイプ」と名付けた。この研究の過程
で、他の研究者により時計遺伝子の有力候補として注目さ
れているTOC1遺伝子が同定され、 APRR1と同一であるこ
とが分かった。これらの結果をあわせ、 APRRlI抗X1ファ
ミリー遺伝子群が、シロイヌナズナにおいて未だ知られて
いない概日時計本体と関わった働きをし、 「サーカディア
ンウェイブ」という現象が時を刻む分子メカニズムと深く
関連しているという新しいモデル(バーコードクロックモ
デル)を提案する。

F312 

シロイヌナズナにおけるサーカディアンリズム関連遺伝子群

APRRl/TOClファミリーの解析(II)何時どのようにし

てサーカディアンウエープは開始するか?

松鹿目召則、牧野明也、 d斗島正血、水野 猛
(名大院・生命農)

シロイヌナズづにみられる特徴的なサーカデイアンリズム

である rAPRRsサーカディアンウエープ」は、概日性時計

と深く関連していると予想された。そこで、これが本当に時

計メカニズムと関連した現象か否かを「光条件Jとの関係で

検討した。 r明附条件」で生育させた植物個体では、日長に
関わりなくAPRR9の転写は夜明けとともに急激に上昇し
た。連続暗所で'J:.育させた黄化めばえでは「ウエープ」は観

察されなかった。しかし、白色光に晒すと急激にAPRR9の

転写が誘導され、それに先導されるようにしてはPRR7→

APRR5→APRR3→APRRlサーカディアンウエーブ」が誘起

された。この誘導性リズムは明暗条件に依存しない自由継続

(Free-Runnil1g)性を示し、連続光条件下で3日間持続し

た。また、 「サーカディアンウエーブJを誘導するには、赤

色光 (660nm)を2分間照射するだけで十分であった。この

ことは、 APRR9の転写とそのリズムの誘導(及び結果とし

ての「サーカディアンウエーブの誘起J)は、少なくともそ

の・部が、フィトクローム関連の光シグナル入力経路に支配

されていることを示唆している。この結果を 「入力系→時計

振動体Jという 11日十の一般的基本概念から解釈することで、

先に提案した 「パーコードクロックモデルjを補強する。



F313 

ラン葎概日時計に関与する出会キナーゼと相互作用

するレスポンスレギユレーターの同定と機能解析

藍渥謹二郎1、岩崎秀雄2、三輪久美子1、饗場浩文1、

近藤孝男Z、水野猛1(各大院・ 1生命農、 Z生命理)

ラン藻勾~n町:110∞∞ussp.PCC 7942の概日時計に関
しては、 kai.4Bα宣伝子群がリズムを刻む本体(オシ
レーター)であると考えられる.最近、岩崎と近藤

らにより、 kaiA.BC1I寺計の振動制御に係わる因子とし
てSasA・阻s-キナーゼが同定され、その機能に関す

るモデルが提案されたo His-Aspリン酸リレー系の

基本概念に従えば、 SasA出s-キナーゼは未知のレ

ギユレーターとベアーで機能していると推定される

(モデルで推定されたRR-X)。今回は、大腸菌の
阻s→Aspリン酸リレー系を利用したトリックを用い
て、 SasAと相互作用して働く RR-Xに相当すると思わ

れるレギユレーター (S鎚Rと命名)を同定した。
SasRはその構造から、下等植物のプラスチドにも保

存されるDNA結合転写因子タイプのレギユレーター

と推定された.そこでSasRの構造と機能に関して、
出s→Aspリン酸リレーに関する観点、及び、ラン藻
における概日リズムの制御に関する観点の両面から

解析した.これらの結果を、ラン寝の時計メカニズ

ムや制御モデルとの関連を含めて考察する.

F314 

DNAチップを用いた運動性シアノバクテリアSynechocystIs
sp. PCC 6803におけるJexA様s1116261.宣伝子破漉株の解析
亀井綾子、 日原由香子¥歌暁星、品血晶車(東大・教養・生
物、 崎玉大・理・分子生物)

紫外線や活性酸素によるDNAの損傷は普遍的な現象で、生
物はこれに対応するための様々なDNA修復機織を持っている.

シアノバクテリアや値物は、酸素発生型光合成生物の佐賀上
DNAの損傷と修復は非常に重要と考えられるがその機構や調

節系はほとんど解明されていない.本研究では大腸菌でよく知

られているSOS遺伝子群の転写リプレッサーであるL低 Aと有
意な相同性を示すSynech何ystissp. PCC 6803の s111626遺伝
子に注目し、この遺伝子破填株のDNAchip解析を行なった。
大腸菌においてL位 Aによって発現が抑制されるSOS遺伝子
群 (recA、山nuC、sulA他)のホモログの発現レベルは野生
株と比べて有意な差は確認されなかった。一方、 s111626遺伝
子自身を含む数個の機能未知遺伝子 (s111009、slr0179、
s111765他)の発現量が 7-10倍糟加していた。また線毛の
サプユニットをコードする s111694 (pI1Al)やslr1667、
s1r1668、s1r2015、s1r2016、s1r2017、s1r2018などの遺伝子
の発現量は減少していた。 s111694の発現レベルの減少はノー
ザンハイプリダイゼーションでも確認された。これと対応して
s111626遺伝子破簸株は運動性を欠失する表現型を示した。こ
れらの結果は、 s111626遺伝子は大腸菌のLexAとは異なり、運
動性に関係した線毛織構造体の遺伝子などの発現を調節する正
と負の両方の転写因子の機能を持つ調節因子であることを示唆
している。
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運動性シアノバクテリアSynech∞:ystIssp. PCC 6803におけ
るSer/Thr型プロテインキナーゼ(SpkA)の機能解析及び基質
タンパク貿の同定
皐基盤工、湯浅高志、欧暁星、折川紅美、吉原静恵、池内昌彦
(東大・教養・生物)

我々は2000年の本大会においてSynechocystis sp. PCC 
6803においてSer/Thrプロテインキナーゼ様遺伝子の中から

spkAが運動性に関与していることを報告した.
宅Pゐ4と運動性との関連性を詳細に知るため、線毛のサプユ
ニットをコードするpIIAlの発現レベル及び線毛の形成を確認
したが親株との違いは見られなかった.これらの結果は、

SpkAは運動や線毛の生合成の必須因子ではないことを示唆し

ている。 N末端に印s-tagをつ立た融合タンパク質としてSpkA
を大腸菌で大量発現させ、 Ni アフィニティークロマトグラ

フィーで精製した。精製したSpkAを用いてInvitroリン酸化実
験を行った結果、自己リン酸化活性とSer/'百ll'プロテインキナー
ゼの一般的な基質として知られているカゼイン、ミエリン溢基
性タンパク質、ヒストンへのリン酸化が確認された。この
SpkAタンパク貨によるSynechocystissp. PCC 6803の細胞抽
出液のinvitroリン酸化実験より、複数の膜タンパク質がSpkA
によってリン滋化されたことが明らかになった。これらの結果

ほSpkAは真核生物型のSer/'τhr型プロテインキナーゼであり、
SynechoのrstIssp. PCC 6803の細胞膜に存在する運動装置も
しくはシグナル伝達経路の成分をリン酸化することによって細
胞の運動性を調節していることを示唆している。

F316 

膜脂質の流動性による遺伝子発現の制御

Silvia FRANCESCHELU'，盤蓋晶蓋，鈴木石根"Balazs 
SZALONTAI'，兼崎友"Dimitry A. LOS'， Bruno MARESCA'， 
村田紀夫， (基生研， 'Univ. Salerno， Italy， '総研大生命科学，

lnst. Biophys.， Biol. Res. Center， Szeged， Hungary，‘Inst. Plant 

Physiol.. Russian Academy of Sciences. Moscow. Russia， 1nt. 
Inst. Genet. Biophys.， Naples， Italy) 

生物は外界温度の変化に応じて遺伝子発現のパターンを変
化させ、新しい環境に適応する。我今は、生体膜の物理的性

質の変化が温度検知の機構に関与していると考えている。

Synechocystis sp. PCC 6803は4つの不飽和化酵素の遺伝子を
持つが、低温下ではそのうち d俗4，血B，出 Dの発現が誘導

され、多価不飽和脂肪酸が増加する。一方、遺伝子破壌株
d釣4・desJJは一価不飽和脂肪酸しか持たず、低温感受性であ

る。細胞質膜の脂質の「硬さ」を表す指標としてアルキル基
の分子振動の振動数をFfIR分光法を用いて解析したところ、

d俗A'desJJ株の膜脂質は野生株より硬く、その差は特に低温
で顕著であった。DNAマイクロアレイ解析により、 desA

d岱D株では、熱ショ ァクタンパクの遺伝子 (hspA.hcpG， 
dnaK2， hcrA， dna.J4)の発現が低温ストレス条件下で顕著に誘
導されることが見い出された。野生株では、これらの遺伝子
の低温誘導性は非常に低い。以上の結果は、生物が細胞質膜
の流動性の低下を低温シグナルとして検知し、遺伝子発現を
制御していることを示唆する。



F317 

イネ簡管液の中に検出される RNAに関する研究

皇竪弘範野口真己米山忠克林浩昭藤
原徹1.2e東大院・農、 2p阻 STO，JST) 

簡管はその分化の過程で核が消失するが，飾管液

中にはRNAが存在する。他の組織からのコンタミ

ネーションの最も少ない鯖管液の採取法であるイン

セクトレーザー法によって簡管液を集め実験に用い

た。飾管液中の核酸の量を測定すると，

18-44ng/μl程度であり， DNAとRNAはおよそ

半分づっ含まれていた。連続して出てくる備管液に

おいても核酸の量は減少しないことから，備管への

核酸の供給は継続的に行われていると考えられる。

鯖管液から抽出した核酸の電気泳動を行うと

100-200ベース付近にシグナルが検出され，この
シグナルはRNase処理によって消失し， DNase処
理では変化がなかった。備管液から cDNAlibrary 

を作製し，ランダムに約200のクローンについて
塩基配列を決定したところ， 20ベース弱のクロー
ンが多く得られ， tRNAやr貯'1A，あるいは機能未

知のイネのESTの断片と一致するものが得られた

F318 

イネの RING-H2fingerをコードする cDNAの単離、同定
とその発現
直畳3 率、回郁茂¥甫栄一¥長谷川宏司2
渋谷直人筑波大.a学、 1.水省・生物研、 2筑波
大・応生化)

イネ織養細胞はN-アセチルキトオリゴ績をエリシタ
ーとして認穫し、活性酸家生成、遺伝子発現等の防御反
応を展開する.この実蛾系において単離された新規遺伝

子 EL5は、これまでの研究から、エリシター処理後 45
分をピークとして一過的発現をすること、発現には de
novoタンパク質合成を必要としないこと等を明らかにし
てきた.本研究においては EL5をプローブとして単魅し
た、 RING-H2fingerモチーフを有するイネ cDNA、RR円
及びゲノム構造から推定されたアミノ磁配列 BAA78746.1 
について、その一次構造上の特徴を比較した.その結果、
これらのいずれにもN末縞領織に transmembrane doma i n、
塩基性アミノ酸領減、 Iまぽ中央付近に RING-H2 f i nger 
モチーフが見いだされ、アラピドプシスで報告されてい
るATLfami Iyに属する遺伝子群であると推定された.ATL 
fami Iyのいくつかはエリシタ一等の環涜ストレスに応答
することが知られており、現在、 RRF.EL5のストレスに
応答した発現についてもイネ纏物体、培養細胞を用いて

詳細に解析している.
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F319 

アラピドプシスにおけるERF転写因子の機能解析

高木優、太田賢、 DongyunHAO、進土秀明

(工技院・生命研・植物分子)

ERFタンパク質は、 ERFドメインと名づけた新規な
DNA結合ドメインをもっ転写因子である。アラピドプ

シスでは、約1∞個の遺伝子が、 ERFドメインを持つ
タンパク質をコードしていることが、データーベース

の解析から明らかになっている。我々は、これまでに

タバコERF3，アラピドプシスAtERF3、AtERF4が、抑
制能を持つリプレッサーとして機能することを報告し

た。 ERF因子によって調節される遺伝子発現にリプレ
ッサーがどのように関与しているのかを明らかにする

ため、リプレッションドメインの同定をおこない、 30

アミノ酸残基の領域がリプレッションドメインとして

機能することを明らかにした。これらの領域には、モ

チーフであるD/FDLNF(x)Pが、共通して存在し、さら

に、 ERFばかりでなく、 TFIII-Aタイプのジンクフィン
ガーを持つタンパク質因子にも保存されていることが

明らかになった。このモチーフのアミノ酸を置換する

とリプレッサーとしての機能を失うことから、リプレ

ッション機能に必要な領域であることがわかった。こ

のドメインと相互作用するタンパク質因子との関係か

ら、リプレッサー機能について議論する。

F320 

細胞増殖に伴うシロイヌナズナ RNAポリメラーゼ I遺
伝子の発現解析

率.?l!l隆盤松本知人谷口光隆榊原均竹田恵美

水野猛杉山達夫 1(l名古屋大院・生命農学理研・植物
科学研究センター大阪女子大・理学部)

我々 は 2成分情報伝達系が関与する、サイトカイニンを介
した窒素情報伝達系がシロイヌナズナにも存在することを示

してきた。そして、この情報伝達系の標的遺伝子の候補とし
て rRNA遺伝子 (rDNA)に着目し、窒素及びサイトカイニン

に応答して rDNAの転写が活性化されること、その転写活性

化の少なくとも一部は RNApolymerase 1の発現構大による
ことを示唆する結果を昨年の本大会で報告した。
サイトカイニンは細胞分裂を促進する作用をもつことから、

本研究では細胞増殖とサイトカイニンを介した窒素情報伝達
系による rDNA転写活性化の相関性について解析した。シロ
イヌナズナの培養細胞を用いて、栄養変動やホルモン添加に
応答した細胞周期移行時の RNApolymerase 1大サプユニッ

ト遺伝子 (AtRPA190)及び細胞周期関連遺伝子 (cycD3、
histoneH3)の発現変動を調べた。その結果、 AtRPA 190の発

現が細胞分裂の活性上昇に伴って潟大することを示唆する結
果を得た。また、サイトカイニンを介した窒素情報伝達に関
わると考えられるレスポンスレギュレーター遺伝子 (ARR) 
の発現変動と細胞分裂活性との間にも正の相関がみられた。

以上の結果をふまえ、サイトカイニンを介した窒素情報伝達

系と細胞増殖の制御について考察する予定である。



F321 

シアノバクテリア Synechocystissp. PCC ~ぬ3 の走
光性の光受容体と調節系に関与する新規遺伝子群
亘犀並車、鈴木布美子、藤田浩徳 1、歌暁星、池内昌彦
(東大・院総合文化・生命環境、 1名大・院理・生物)

多くのシアノバクテリアは滑走運動能をもち、変
動する光環境に適応している。この運動性について
1∞年以上ものあいだ研究がされてきたが、光受容
や運動のメカニズム、光刺激を運動機構に伝えるシ
グナル伝達系の分子機構はほとんど明らかにされて
いない。形質転換型シアノバクテリア
Synech∞:ystis sp. PCC 6803も寒天プレート上で
走光性を示すことが知られている。われわれはすで
に、 pi1M 遺伝子群や pJIBlなどがコードする IV
型線毛構造がべん毛をもたないシアノバクテリアに
おける運動装置であるとともに、形質転換にも重要
な働きをしているととを示してきた。本研究では、
Synechα;ystJs sp. PCC 6803のゲノム情報にもと
づいて作成した破壊株の解析によって同定した走光
性に関与する遺伝子について報告する。正の走光性
を示す野生株から sll，ω138遺伝子群の破壊株を作出
すると、負の走光性を示した。これらの遺伝子群は
走化性調節因子の cheY.cheAに相向性を示し、さ
らに sll0041遺伝子産物はフィトクロム様の色素結
合部位をもっ MCP(methyl-accepting chemotaxis 
protein)に相向性を示すことから、シアノバクテリ
アの正の走光性の調節が、フィトクロム様の光受容
体と、 CheAlCheYに似たシグナル伝達系によって
調節されていると示唆される。

F322 

シロイヌナズナの SNFl関連タンパク貿キナーゼ

AtSRl Iiカルシウム結合タンパク賀 CBL2 と相互作
用する

霊童盤、小泉盟、草野友延、佐野浩(奈良先端科学妓術大学

院大学・遺伝子教育研究センター)

光合成産物である糖は植物にとってエネルギー源であると

同時に、重要なシグナル因子である。植物体内の様々な代鮒

系が糖シグナルにより制御されている。糖のシグナル伝達に

カルシウムが関与することも示唆されているが、そこに関与

する分子種の詳細は不明である。

当研究室でシロイヌナズナより単厳したAtSRlは8NFl関

連タンパク質キナーゼのサブファミリー 3(8nRK3)に属す

るタンパク質をコードする遺伝子である。歳近、 At8Rlと問

機に 8nRK3に属する CIPKlと8082が、カルシウム結合

タンパク貨である CBLlおよび CBL4(8083)とそれぞれ相

互作用することが報告された。そこで、 AtSRlと CBLフ

ァミリーとの相互作用を、画事母の two-hybridsystemを用い
て検定した。その結果、 AtSRlは酵母内において CBL2と

特異的に相互作用することが明らかとなった。また、プルダ

ウンアッセイにより invitroでも At8Rlと CBL2が相互
作用すること、カルシウムによりその相互作用が促進される

ことが示された。ノーザン解析の結果、 CBL2は本棄におい

て絡の添加により転写産物の蓄積量が泊加していた。以上の

結果から、 At8RI/CBL2がカルシウムを介した糖のシグナル

伝達系に関与する可能性が示された。
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F323 

光合成細菌のDMSO呼吸系遺伝子の二成分制御系による発現

制御

主E畳阜、佐藤敏生、山本勇{広島大・院・理・生物科学)

光合成細菌 Rbodobac加・司pbaeroidesf. sp. d，阻itri1iClUJ8
ILI06のジメチルスルフォキシド(DMSO)呼吸系は嫌気条件下で

DMSOによって爵導され、その遺伝子 dmsCBAオベロンの転写活

性化にニ成分制御系のDNA結合型レスポンスレギュレーターである

DmsRが働く.本研究では、その対となるセンサーキナーゼDmsSを

コードする遺伝子伽dをクローン化し、その遺伝子破様株を作製し

てdmsC.制オペロンの発現制御への関与を検討した。

クローン化した dmsSの寝基配列を決定した結果、その予想される

アミノ厳配列から PAS、トランスミッター1、レシーバー1、トランスミッタ

-2、の4つのドメインが見出され、DmSSがマルチドメインを持つセン

サーキナーゼであることが判明したoILI06のゲノムDNAにQカセッ

トを縛入し、 dmsS遺伝子骨量様相~ HAS214を作製したところ、dmsA

にコードされる DMSO還元酵素の合成が検出されなくなった。また、

このHAS214に血ISS遺伝子を持つプラスミドpDMS175を接合導

入することにより DMSO還元癖棄の合成は回復した.さらに、

HAS214に必nsR遺伝子を持つプラスミドpDMS149を後合導入し、

DmsRの過剰発現させることにより他のりン酸基ドナーの有無を検討

したが、この嫌においてもDMSO還元傍棄の発現の回復は見られな

かった.このことから、DmSSIDmSRから成る二成分制御系が

dmsC副オベロンの転写活性化に関与していることが解明された.

F324 

シロイヌナズナのHis→Aspリン酸リレー系因子AHKs
とAHPsの機能解析

鐙主瓦差、石川邦子、三輪久美子、水野猛

(名大院・生命農)

His→Aspリン酸リレー系は植物ホルモンなどへの応
答に関与する重要な情報伝達系であると考えられる。

我々はこれまでに、シロイヌナズナにおいてこの情報

伝達系を構成する諸国子 (AHKs→AHPs→ARRs)を
多数解析することで、その全体的フレームワークを構

築してきた。しかし、具体的生理機能に関しては、一

部を除いて不明である。今回は、我々が取得したセン

サ-His-キナーゼであるAHK遺伝子群とHPt因子であ

るAHP遺伝子群に焦点を絞り、これら因子の生理機能

と互いの関連性に関して検討した。その結果、 AHKsに

関しては大腸菌及び分裂酵母のHis→Aspリン酸リレー
情報伝達系を利用した分子遺伝学的及び生佑学的解析

により、 AHPに関しては過剰発現形質転換体植物を作

成・解析する遺伝学的解析により、両因子のあるもの

が、ともに植物ホルモンの受容と応答に関わっている

ことを強く示唆する結果が得られた。これらの結果を

まとめ、特にAHKとAHPの生理機能の観点から、我々

が解析を進めているAHKs→AHPs→ARRs情報伝達
ネットワークの全体像の中に位置付けて考察する。



F325 

シロイヌナズナのHis-今Aspリン酸リレー系因子

A.RRSの機能解析

全虻一盤、吉野由里子、山崎正俊本、水野 猛

(名大院・生命農、*農水・生物研)

His→Aspリン酸リレー系は植物ホルモンなどへの応
答・制御に関与する重要な情報伝達系であると考えら

れる。我々はこれまでに、シロイヌナズナにおいてこ

の情報伝達系を構成する諸国子 (AHKs→AHPs→

ARRs)を多数取得・解析することで、そのフレームワ

ークを構築してきた。今回は、レギュレータ一閃子群

であり、 A/B つのタイプに大別されるARR因'r鮮に
焦点、を絞り、これら因子の繕造と機能に関して比較検

討した。各GFP融合遺伝子を構築してタマネギの表皮
細胞を用いて細胞内局在性を検討した結果、タイプ-A

(ARR6とARR7)及びタイプーB(ARRI0とARRll)

ともに核に存似し、 AHPが細胞質に存在するのと対照

的であった。また、核移行シグナル (NLS)部位をそ

れぞれ特定した。タイプ-BはBモチーフ (Myb-様)を
共通して持つことが特徴であるが、以kのように決定
されたNLS汝ひ(DNA結合活性をもっBモチーフ

(ARRIO由来・)の三次元構造をNMRを用いて決定し
た。これらの結果を、 AHKs→AHPs→ARRs情報伝達

ネットワークの全体像の中に位置付けて考察する。

F326 

塩封宙物アイスプラントおよびシ但イヌナヌ?切タンパク知見

リン醐四棟タイプ2C1PP2C)遁伝子¢欄鴎斬

本里昼題:、森県防ト1、宮崎さおり2、福廓樹デ (1東京農工

大・農・綱節シ子生軌 2アリゾナ対

タ〉ゲザ知見リ〉働団擦タイプ2C師宅C)噸栂や乙/ロ

イヌナヌナ(.4m均血F血 /isna)明開通ら蛾的ストレ

刃協粉ングナノ時過調与していることカ涼され万泊。特

にシロイヌナヌナて対アプシジン酸ンヂナ球難酪閣与す

るPP2Cをコ-}サるAB11， AB 12遺伝子カ群しく研
究されている。我々は塩生植物アイスプラント

ω&聞均翻出組問勾砲品加がから11僻わPP2
C遺伝子ω俳1-11)を単離し、また、これら遺伝子と相同
4投持つ5-')(わ河イヌナ舟句PP2Ci節汗心ヤi-o)
掛斬し明、私

今宮院溌賓て方式m材卸¢凍てこれb羽車云子のリコンビ
ナントタμパク質を用したカゼイン告よ湘財布柿筏舗

となりうるタ:，....../{ク質￠脱リ〉骨量~11商蛾定￠縦操と、アイス
プラントカ洗合戒をC3からC必Mへと蛮検するときのK町
B珂砲であるホスホエノ吋レヒツレピ〉脅肋ノぱキシラーゼ
依田杷)をコーいする遺伝子 (Etci)のストレス同芯害した
発環擁郡司すする ~4q8<l壊箱陸ω訟mbardme:詑涯を
舟明斬した結果替附す&
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F327 

シロイヌナズナの分裂組織で発現する受容体型キナーゼ遺伝

子IMK3とそれと相互作用する AGL24遺伝子の解析

竹村美保、護団秀知、機回明穂、河内孝之(奈良先立構大・バ

イオ)

植物の生長・形態形成は、茎頂ならびに根織に存在する分

裂組織の働きによって行われている。多細胞体制である捕物

においては、分裂組織内の細胞は互いに協調して、それぞれ

の梅能を果たしていると考えられる。受容体型キナーゼ遺伝

子は、そのような細胞間コミュニケーションに重要な働きを

しているものの一つである。我々は、シロイヌナズナの花序

分裂組織由来cDNAライブラリーから、受容体型キナーゼ遺

伝子 IMK3を単厳し、その解析を行っている。これまでに、

IMK3が座発生時から、植物の一生を通じて茎頂ならびに根端

分裂組織で発現していることが明らかとなった。このことか

ら、 IMK3遺伝子は植物の発生にとって非常に基本的な役割を

していることが示唆された。 IMK3の繊能やIMK3が働くシグ

ナル伝達経路を解明するために、 IMIく3キナーゼドメインと相
互作用する因子を探索した。その結果、最も可能性が高い遺

伝子として、 MADS-box転写因子AGL24を単敵した。発現
解析から、 AGL24遺伝子l草花成前の茎頂に発現し、花成後l主

主に茎I頁と花茎に発現していることがわかった。このことは、
IMK3とAGL24が花成前後の茎頂分裂組織において相互作用

している可能性を示唆している。現在、 AGL24とIMK3との
相E作用部位の同定やタグラインを用いた AGL24の機能解析
などを行っており、それについてもあわせて報告する。

F328 

Synechocystis sp・PCC6803株のグループ2シグマ因子遺
伝子z句。(s112012)の機能解析
虫霊童卒、鈴木石根1、村由紀夫ヘ田中寛、高橋秀夫
(東大・分生研、 1基生研)

シアノバクテリアは一般に複数種のグループ2シグマ
因子(主要型シグマ因子)を持ち、それらの機造はシア
ノバクテリアの種を越えて広く保存されている。従っ
て、これらの転写因子はそれぞれ、何らかの重要な生理
機能に対応すると予想されるが、その実体は全く知られ
ていない。今回我々はSynechocystissp. PCC 6803のsigD
遺伝子(s112012)の生理機能解明を目指して解析を行った
ので、ここに報告する。
これまでのDNAマイクロアレイを用いた解析によ
り、 sigD転写産物量は低温シフトにより増加することが
示されている。 sigDの発現をより詳細に調べるために、
sigDのプロモーター領域にlucifer鎚e遺伝子を融合させ、
染色体上に組み込んだ株を作成した。この株を用いた
luciferase assayにより、低温、高浸透圧、 DCMU添加等
のストレスにより、 sigD転写が活性化されていることが
明らかになった。従って、 sigDは多様なストレス
(General S位es.s)に対応した遺伝子発現に関わる転写因子
である可能性がある。次に、 sigD制御下にある遺伝子群
の同定を目的として、 sigD欠損株を用いたマイクロアレ
イ解析を行った。その粧果、光化学系I関連の遺伝子、
翻訳関連の遺伝子等の発現が、 sigD欠損により低下して
いることを見いだした。現在、細胞へのストレスとこれ
らの遺伝子の発現の関連について解析を進めている。



F329 

組生植物Atriplexlentiformisにおける GSK3/shaggyプ
ロテインキナーゼ遺伝子の同定

皇里且五I包、南森隆司、東哲司、安田武司(神大院・自然
科学研究科)

湿生植物Atriplexlentiformisにおける情報伝達の解明を
目的として、新規なプロテインキナーゼの同定をま式みた.

そして、 2つの CDPKと考えられる遺伝子断片と、 1つの

GSK3/SGG(GSK3/shaggyプロテインキナーゼ)と考えら

れる遺伝子断片が得られた.

高等値物の GSK3/SGGは、そのキナーゼドメインが

Drosophila SGGや哨乳類の glycogensynthase kinase.3 
のものと高い相向性を示し、マルチジーンファミリーを形

成する。しかし、そのうちの一部の遡安子で発現部位など

が特定されているものの、個々の GSK3/SGGの性質など
についてはほとんど不明である.

今回、演者らは Atriplexlentifonnisの全長約1.9kbの
GSK3/SGGホモローグを同定した.本醇索、そして、現在

同定されている植物、動物の GSK3/SGGホモローグのキ

ナーゼドメインをもとに系統解析を行った。その結果、捕

物の GSK3/SGGホモローグは 3つのグールプに分けられ

るが、本酵素はArabidopsisthal悶 IUlの ASKkappaと近
縁で、上記3グループに属さないものであることが判明し

た.
ノーザンハイプリダイゼイションにより、本酵素の遺伝
子は、業で多く発現していることが判明した.現在、本酵

素の全長領主義をコードする領域を大腸菌内で発現させ、活

性の発現、諸性質の解析を行っている.

F330 

イネ3量体Gタンパク質αサブユニット遺伝子の発現儀式
益還阜起王、南美穂、大級閑、旭正、岩崎行玄
(福井県立大・生物資源)

イネ3量体Gタンパク質αサプユニット遺伝子(RGA1)を欠領し
た変異体、大黒dlは、綾性、短粒、語圏緑葉など特徴のある表現
型を示す.このことから、 3量体Gタンパク貿遺伝子は、節問伸
長や種子形成の時期に重要な役割をしていることが予想される.
そこで、 3量体Gタンパク貨が、予想されうる組織において、
発現しているか否かを、 GUS活性を指標に検討した.はじめに
約900塩基のプロモーター領域を含む全鎖長RGAl遺伝子を単厳
した.次に、この遺伝子を大黒dlに導入したところ、野生型に
復帰することを確認した.この結果は、約900塩基のプロモータ
ー領域は、組織特異的な制御領績を含んでいることを示した。
GUS遺伝子を、全鎖長RGAl遺伝子の第3エクソンに連絡し、
キメラ遺伝子を作出した.アグロパクテリウム法を用いて、野生
型イネに遺伝子導入し、形質転換体 (T3世代種子)のGUS活性
を解析した.吸収初期においてはアリユーロン層、匪盤上皮細胞、
業側にGUSの発現が観察された.伸長が盛んな時期では伸長節
問、出穂前では外穎と内穎、出穂後では成熱した花粉に顕著な
GUS活性が検出された.イネ3量体Gタンパク質は、ジベレリ ン
情報伝達に関与しているので、アリユーロン層での発現は合目的
であろう.大黒dlは、経性、短粒の表現型を示すので、葉革帯、節
間伸長、外穎、内穎に発現がみられるのも合理的である.目玉盤上
皮細胞と花粉での3量体Gタンパク貨の機能解明に興味がもたれ

る.

168 

F331 

エクオυン海λ植物体を用いた
カノルシクムシグナυング携縛の解析

車宣車並'、武藤尚志1，3

(名古屋大;1院生命厳学研究科生物分子応答研究センター)

我々は既lこCa'+依存性発光蛋白質エクオリンを導入し

たシロイヌナズナ植物体において、代謝絡に応答して

[Ca'+]叩上昇が起こること、この[Ca'+]叩上昇が細胞外か

らのCa'+*入によるものであることを恒明した.また、

糖/H+共験送により細胞内に績が取り込まれる際には形

質膜が大きく脱分極すること、形質膜に電位依存型Ca'+

チャネルが存在することが報告されている.

今回、我々は形質膿電位の変化と細胞外からのCa'・流

入の相関について詳細な知見を得る目的で、糖トランス

ポーターの発現解析を行った。また、纏問機に細胞内に

取り込まれる際に形質膿の電位変化が生じるN03"を処理

したシロイヌナズナ樋物体についても同様に解析を行

い、形質膜電位の変化と細胞外からのCa'+流入が密綾な

関係にあることを明らかにした.

S301 

イネPR1遺伝子群の発現特性の解析
量韮重盗1ペ足立陽子.，佐々木卓治大橋祐子1.2

1農業生物資源研究所・幻ST/CREST.3宮城県園芸誌
験場

PR1タンパク質は、過敏感反応(HR)や全身護得抵
抗性 (S舗のマーカーとして種々の植物でよく研究さ
れている.我々は、イネいもち病抵抗性のメカニズムを

解明するために、イネESTよりタバコPR1aタンパク賀
遺伝子と相同な3種類の遺伝子 (OsPR1.1.0sPR1.2.
OsPR1.3)を選抜し発現特性を調べた.これらは、アミ
ノ酸配列でタバコPR1aとそれぞれ59、54.42%の相向
性を示し、 OsPR1.2、1
末端に余分の8アミノ酸残基を有していた.これら遺伝
子はすべて根で発現していたが、1.1は鞘葉、穆でも、
1.2は鞘業でも恒常的に発現していた.また、イモチ病
菌を櫨病性イネ品種に按種すると3日目から進展型病斑
が観察され.5日目には分生子の形成が認められ、イネ
PR1遺伝子の発現は3日目から緩やかに誘導された.抵
抗性の組合せでは2-3日目に過敏型病斑が形成され、イ
ネPR1遺伝子の発現は3-4日目までに急速に誘導された
のち減少することが分かつた.以上の結果は多重遺伝子

族を形成するイネPR1遺伝子は、それぞれ異なった器官
特異的発現やイモチ病害感染応答することが分かった.

今後、これらイネPR1遺伝子は、いもち病抵抗性メカニ
ズム解明のためのマーカーとして使用可能と考えられ

る.



S302 

イネ3量体Gタンパク質αサプユニットの生化学的解析

盤釜量産、和田 大、旭正、岩崎行玄(福井県大・生物資

源)

3量体Gタンパク質は、 GTPを結合したαサブユニット

とβTサプユニットに解離した後、下流の因子に情報を伝達

する o αサプユニットは、 1アミノ駿置換で、恒常的に活性
型を示す事例が報告されている。これは、アミノ酸置換によ

り構造変化したαサプユニットが、 GTPを結合できるが、

GTPを加水分解できないことによるものと考えられている。

イネ3量体Gタンパク質αサプユニット侭GAl)は、動物由来

のものと相向性がある。特に、 GTP結合領域は、高度に保存

されている。今回は、動物で解析された変異部位を参考にし

て、イネ3量体Gタンパク質αサプユニット侭GAl)を恒常的

に活性型に改変できるかを検討した。改変部位は、 223番目

のグルタミンをロイシンに置換した(Q223L)ものを用いた。

In vitro mutagenesis法を用いて、 RGAlに変異を導入した

後、 E五s-tagを有する発現ベクタ-(PQE30)に挿入し、大腸

薗にて融合タンパク質を合成した。融合タンパク質は、 Ni2+

アフィニティカラム、 MonoQクロマトグラフィーを用いて

精製した。 [α_3ZPjGTPを用いてGTP結合能を、 [y・32PjGTP

を用いてGTPase活性を測定した。 Q223Lは、 GTP結合能

を示すものの、 GTPase活性は有していなかった。この結果

は、高等植物のαサプユニットも、動物と同様の変異で、恒
常的に活性型を取りうることを示した。

S303 

イネの同組Aホモローグ遺伝子制限1の揚迭と様飽の解析
姐缶、湖町官、腐⑤暢え鵬輔忠告盤大出好靖鰍凪鴨螺大・
生鍋底尿 2.4財省・生揚研・分者.le

円剣弘11立、コムヰ司こおいて7ブシジシ昔慣例制により発頭誘導されるブb

テインキナー七溜云子として単厳さ久オオムキ初アリユーロン眉でこれ

を強諸積匂こ奨窺させると~べレリン@ゆにより鶴導されるaーアミラー

ゼ薗却場動強く貌制されることから、雌による似顔満E伝子。溌

現蹄1J:1l'在してし、ると考えられてし喝。しかし、こ¢岨好の雌シグ

ナJ咽溺..こおけるその儲ドコマ同司肘ある。我々はイネの活

怪型レトロトランスポゾン、Tos170:甑移研l周して作製されt~裂護実集

団から限延弘ホモローグi町云子StfK1笹:tr輔副lor仰向J.llat凶

protein~i間関)の対個翼体を単離したる鋭利は8イントロンに分断さ

れた9エキソンて精愛されており、コードされているタンパク質はコムギ

隊凪1と砂ψ湘離を示したb嚇 1-1盈漠体で崎位エキソ河)12 

番目伝活盛削おこTos17カ帽入し泊毒見異常スプライシングLこよって第

二エキゾ沖吹搭し正常な転覇頭吻よりも78塩翻ii.'rT骨払カ治成され

てい九こ0溜漠体問盈卿滞副将校注賓l広野生型と慣轍であり、

緩衝連昆こ~ますrAあるいは雌の膨輯こ司、て封奇書術担賭な.ìA\，、

l;t窃められなかったbノーザン繍府羽観主釧来1出也昌誌でl羽甑敏!)JJl寺

に、根で』埠鋭販ぴ雌銀閣こよって誘導されることカ明らかとなった。

ま浩組型と妥実体初 rめ116由、 salT、li州、 wsi18智コストレル凪

誘糊当直去弥η発現輔舟こ司、でもあわせて報告する。
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S304 

アオウキクサ 151系統における安息香酸による花成誘導への

NF-κB様転写因子の関与の可能性

孟.!!!u:盤，佐伽羅純一，羽石将弘，松元健田中修別府

敏夫(帝京科学大・理工甲南大・理)

花芽形成は花成ホルモンにより制御されていると考えられ

ているが、その実体は明らかにされていない。我々は、花成

誘導のシグナル伝達経路の解析からその機構解明を試みてい

る。サリチル酸はアオウキクサの花成誘導に有効な物質の一

つであるが、その作用機作は未だ不明である。一方、動物で

は、サリチル酸が転写因子 NF-κBの活性化を抑制するとの

報告があることから、サリチル酸による花成誘導への NF-κ

B関与の可能性を検討した。実験材料には、鈍感な短自性の

アオウキクサ 151系統を用いた。サリチル酸の類縁化合物で

ある安息香厳による花成誘導処理時に NF-κBの活性化に影

響を及ぼす種々の薬剤を投与して花成への影響を調べた。そ

の結果、 NF-κBの活性化調節因子である IκB分解の阻害剤

や、 NF-κBの活性化阻害剤などの添加により花成は抑制さ

れ、活性酸素の発生による NF-κB活性化条件下では安息香

酸の非存在下でも花成が誘導された。これらの結果は、安息

香酸による花成誘導における NF-κB様転写因子の関与を示

唆するものと思われる。

S305 

A剖DKlと相互作用する因子のTwo-hybridsystemによる
探索
深松陽介矢部尚登蓮沼仰嗣(横浜市大院、総合理学、
木原生研)

当夜開室ではアラスカエンドウにおいて、赤色Jt照射
特異的にリン酸化が促進される 18kDaのタンパク質を
見い出した.タンパク質の精製と解析の結果，NDK(
Nucl・eoside町.phosphateKinase )であることが判明し
NDK-Plと命名された.NDKはNDK活性だけでなくタ
ンパク質キナーゼ活性、 DNA結合活性を有し、他の因
子との相互作用により情報伝達系の因子として働くと考
えられている.シロイヌナズナにおいてNDK遺伝子は
被数単離されているが、もっとも NDK-Plに相向性が高
くかっ存在量も多い A剖DKlがシロイナズナにおける
NDK-Plの相同遺伝子であると推定された.そこで
A削DKlの光をはじめとした情報伝達系での役割を明ら
かにするため酵母Two-hybridsystemを用いA創DKlと

相互作用する因子を検察すことにした.約1.0X 106ク
ローンをスクリーニングし、候補を5クローンに絞った
が有意なものが含まれなかった.真核生物においてNDK
は6量体を形成し情報伝達体として働くことが知られて
いる.そこでA創DKl自体の相互作用に必要な領域を
Two-hybrid systemにより調べたところN末繍側の領域
(1-89残基)同士が相互作用することが確認され、こ
の領域で6量体を形成することが推測された.そこで
A剖DKlのN末端側の領域 (1-89残基)とC末端側の
領域 (90-150残基)で強立にスクリーニングを
行い、複数の候補が得られたので詳細を報告する.



S306 

シロイヌナズナNDK遺伝子ファミリー構成遺伝子群
の単離と解析

撞主盤、矢部尚登、加藤友彦1、田畑哲之1、蓮沼仰

嗣{横浜市大院・総合理学・木原生研、 1かずさDNA
研究所)

当研究室においてアラスカエンドウPNDKlが光信
号伝達に関与することが示された.シロイヌナズナで
は既に4積のNDK(AtNDK1，1 a， 2， ~りが単離されてい
るが、韻やかな条件でのサザン解析により、更に遺伝
子の存在が示唆されたため検察を行ったところ新規の
NDK遺伝子AtNDK4を含むゲノミッククローンλ
AtNDK6が単離された.推定アミノ陵配列から
AtNDKlは細胞質、 AtNDKla，2，3， 4はN末端側にリー
ダー配列を持ちともにオルガネラに局在すると推測さ
れる.
生化学的機能分担を明らかにするために5種の組換
えAtNDKタンパク貨を分裂酵母発現系で発現させ、
精製、 NDK，protein kinase， DN A biding等の活性に
ついての相互比較を行っている.また生物学的機能を
解明するためにかずさDNA研究所のT・DNAタグライ
ン共同利用システムから各NDK遺伝子持入破犠変異
体のスクリーニングを行い、 5・側鎖減約lkbを含む領
域にT-DNAの持入された最終候補を得ている.現在、
戻し交雑を行った後代を用い様々な環境刺激に対する
応答などの表現型解析を行っている.細胞内局在に関
しては、 AtNDK::sGFP融合遺伝子をシロイヌナズナ
植物体ヘ導入し一過性発現により解析を行っており、
これらの詳細について報告する.

S307 

アカパンカピNDK・1変異株ndk・lP72Hを用いたNDK・1機能
の解析
五回益企、矢部尚登、蓮沼仰嗣 (横浜市大院・総合理
学・木原生研)

NDK・1の生物学的機能を解明するためアカバンカピ突
然変異体ストックよりNDK・1のリン酸化が低下している
株:pspV2.hosphoryJa的tJlof主，maJJI!.IV紅白)を単離した.その
表現型について解析したところ子寝殻極性の光依存的秩
序性の欠失、高温下での菌糸伸長の低下を示した o psp 
株はNDK・1の72番目のプロリンがヒスチジンに置換した
点突然変異体であることが解り、前述の表現型が共に野
生型ndk・1遺伝子の導入により相補されたことからndk・1
~標因遺伝子であることが示された.以後pξp株をndk・
lP72Hとする.表現型の解析から共通因子として活性酸素
分子種の関与が示唆され、活性酸素源であるParaquat
(methyl viol喝阻)やBloomyc泊を外的に投与した場合
の影響を観察した.その結果、両剤ともに高感受性を示
した.これらの高感受性が二次的t~到Aやタンパク質傷
害ストレスによるものか活性酸素分子種の直接的な影響
によるものかを判別するため現在、過酸化水素やUV、
亜ヒ酸等の影響をみている.活性酸素除去酵素である
su問 oxi必 dismu飽se(Cu，Zn-SOD)の欠損株であるsod・1
とndk・lP72H，の熱感受性や活性酸素源感受性の表現型が類
似していることからsod-lの光応答反応を観察した.そ
の結果、 ndk・lP72Hと同様子議殻極性の光依存的秩序性に
欠失が認められた.このことから子褒殻極伎の光依存的
秩序性に生体内の活性酸素分子種が関与する可能性が考
えられる.現在、 SOI精性や舗alae活性の測定及び二重
変異体によるNDK・1との上位下位性を検討している.
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S308 

タバコ転写抑制因子 ERF3と相互作用するユピキチ

ン結合酵素NtUBC2の解析

土山担且l、岡田県、北島佐紀人1， 2、高木優 3、
進士秀明 3、佐藤文彦1.4 (1京大院・農、 2RITE

3工技院・生命工学、 4京大院・生命科学)

エチレン応答性転写因子ERF(E阻 BP)はGCCbox

を介して一群の PR(Pathogenesis-related)遺伝子の

発現を制御する。転写抑制因子タバコ ERF3の遺伝

子発現は種々のストレスにより誘導されるので、 PR

遺伝子の発現誘導には ERF3の転写抑制活性を転写

後レベルで負に制御する機構が必要である。

転写因子の多くがタンパク質問相互作用を介した

制御を受ける。そこで、 ERF3と相互作用するタン

パク質をコードする遺伝子を酵母 two-hybridsystem 

により探索し、ユピキチン結合酵素 (UBC，E2 

enzyme)をコードする遺伝子タバコ NtUBCI と

NtUBC2を単離した。NtUBC2は ERF3に特異的な

領域と相互作用したが、転写活性化因子 ERF2とは

相互作用しなかった。 ERF3との特異的な相互作用

から、 NtUBC2は ERF3の転写抑制活性の制御を介

してPR遺伝子の発現誘導に関与する可能性がある。

S309 

シロイヌナズナ培養細胞における高浸透圧応答のシグナル
伝達に働くホスホリバーゼCの機能解析
高橋征司1、z、片桐健1、平山隆志¥篠崎和子3、篠崎一雄1.2

e理研・植物分子、視波大・生物科学、官際農研・生物資源)

高等植物においてイノシトールリン脂質代謝(PI代謝)は種々
の細胞外刺激により活性化することが報告されている。本研究
では特に、シロイヌナズナ培養細胞における各種浸透圧ストレ
スに対するホスホリバーゼC(PLC)の活性調節について解析を行
うことにより、浸透圧ストレス応答の情報伝達機構におけるPI
代謝の役割を明らかにすることをB的としている。
T87培養細胞におけるイノシトール31)ン酸(IP

3
)量はNaCl、マ

ンニトールの波度に依存して処理後30秒以内に一過的に上昇す
る。この一過的上昇は、 PLC阻害剤により阻害されることなど
からPLCの活性上昇によるものであることが分かつた。浸透圧
ストレス応答機構におけるPLCの役割を明らかにするため、 PLC
阻害剤を処理した細胞における乾燥応答性遺伝子の発現誘導に

ついて解析を行った。その結果、ネオマイシン、 U73122により
rd29A等の遺伝子発現誘導が有意に抑制されていることが明ら

かとなった。浸透圧ストレス応答におけるPLCの関与をさらに
直接的に解析するため、 T87培養細胞の形質転換系を確立し、

T87培養細胞において特に発現の強いPLCのホモログである
AtPLCls、AtPLC2のセンス、アンチセンス形質転換細胞を作成
し解析を行った。その結果、 PLC過剰発現の形質転換細胞にお
いて浸透圧ストレスに対するIP

3
の産生量、 rd29Aの遺伝子発現

誘導が有意に上昇していることが分かった。



S310 

タバコカルモジュリン遺伝子鮮の病傷害ストレス応答
山且盤盤1.2.3.光原一期2.3，伊藤直子2.3，鎌田博1，大橋祐

子2，3(1筑波大・生物科学， 2M水省・生物研・分子遺伝，

3JST' CREST) 

植物は害虫による食事与などの傷害や、病原体による感染に
対して巧妙な機構で自身を守っていることが知られている

が、これらストレス応答のシグナル因子としてCA2+の関与
が示されている.一方、動物とは異なり、植物は標的酵素の
特異性が異なる複数のカルモジュリン(caM)分子種をもっ
ており、それぞれが異なる機能を有していることが予想され

ている.そこで我々は、代表的なCa2+シグナル受容タンパ
ク貨であるCaMに着目し、傷害およびタバコモザイクウイル
スロ"MV)感染業より作成したcDNAライブラリーから13
種類のCaM遺伝子 (NtCaMl-l3)を単商量した.これらはア
ミノ酸配列の異なる4種類のCaMをコードしており、既知の
3タイプすべての植物CaMを単隠することができた.すなわ
ち、 NtCaM1/2はポテトのPCM1と、 NtCaM3/4/S/6/7/
8/11/12とNtCaM9/10はさまざまな植物より単隠されてい
るCaMと、 NtcaM13はダイズScaM4とそれぞれ高い相向性
を示した.このうち、 NtCaM1，2， 13ぽrMV感染による過敏
感反応によって、 NtCaM1，2， 3， 4， 13は傷害によってそれ
ぞれ転写産物の蓄積がみられた.これらの結果は、タバコ病

傷害応答において復数のカルモジュリンが協鯛的に機能して
いることを示唆する.現在、特異的抗体を作成し、タンパク

質レベルの解析を行っている.

S311 

新規糖鶴導型カルシウム結合タンパク質遺伝子OsSURl
の発現制御

去盟遺皇、松倉千昭1、武蔵尚志、山口淳ニ(名大・

生物応答せンタ一、 1(株)オリノパ)

植物内において、糖は代謝産物として重要であるば
かりではなく、遺伝子発現制御のシグナル因子として
も注目されている.糖によって発現制御を受ける遺伝
子群を網羅的に掌握するために、繍処理したイネ単離
匪カルスより単離したmRNAをプローブとして、マイク
ロアレイ解析を行った.この結果、高糖温度の匪カル
スにおいて発現が鶴導されるクローンが2つ
(OsSURl，Z呈ugar即-r.egulation)、低糖濃度匪カル
スで発現するクローンが5つ (OsSDRl-5~ugar Qown-
reaulation)同定された.機能未知なこれらの遺伝子
盈鞠をモチーフ検察した結果、 OsSUR1タンパク質が、
カルシウム結合モチーフであるEF・handを2カ所持つ
ことが明らかとなった.大腸菌に発現させたOsSUR1タ
ンパク質はカルシウム結合能を示したo OsSURlの発現
制御を、糖添加、槍飢餓処理を施したカルスを用いた
ノーザン解析より、いずれも数時間以内に発現の上
昇、抑制が観察されたo OsSURlの発現器官を解析した
ところ、出穂後の樟において発現していることが明ら
かとなった.これらのことから、 OsSURlは樟などの糖
転流器官において、糖とカルシウムのシグナル伝遣に
関与していることが示唆された.この研究は、鹿林水
産省イネ・ゲノムプロジェクト (GS・2218)の援助を
受けた.
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S312 

トウモロコシ幼葉鞘の先端特異的な生理機能と先端切除

で誘導される機能再生に関わるタンパク質キナーゼ

盟主主益.R. Kalde出oft¥飯野盛利(大阪市大・院理・
生物地球.lJulius-von-Sachs-InstitutぬrBiowおsen-

scha氏en，Univ. Wurzburg) 

トウモロコシ (Zeamays L.)幼葉鞘の先端はオーキシ

ン生産，及び光屈性シグナル受容のセンターとして働い

ており，これらの生理的機能は先端を切除した幼葉鞘に

回復することが知られている。これらの知見をもとに，

先端 (5mm)を切除した幼葉鞘の上部組織で特異的に

発現する遺伝子をsuppressionsubtractive hybridization 

法で単離することを試みたところ，推定アミノ酸配列か

ら，タンパク質キナーゼと相向性をもっ新規なcDNAが

得られた。この遺伝子のmRNAは幼業鞘先端で特異的

に発現しており，先端から 5mm以下の幼葉鞘ではほと

んど検出されなかった。しかし，先端を切除すると，発

現量は30分から90分の聞に上部5mmの組織で上昇

することが分かった。これらの結果から，同定した遺伝

子のタンパク質は，オーキシン生産，あるいは光屈性シ

グナル受容など先端特異的な生理機能，及びその再生現

象に関わるものであると推定される。

S313 

親和性標識を利用したキチンオ 1)ゴ積エリシタ}

結合蛋自の挙動の解析

盟国並去1.2、伊藤ユキ1、松村正利2、渋谷直人 1
(1農水省生物研、 2筑波大応用生物化学系)

イネの培養細胞系において、キチンオリゴ糖はエリシタ

ーとして様々な防御応答を誘導する。これまでに lおIラベ

ルしたキチンオリゴ糖誘導体とイネ原形質膜蛋白を非可

逆的に架橋することによって、このキチンエリシター受容

体と想定される約75kDaの高親和性キチンオリゴ糖結合
蛋自の存在が示された。1)

こうした実験において、用いるラベル体と架橋反応の条

件によっては、従来の 75kDaのおよそ2倍の分子量の位
置にもラベルされた蛋白が検出された。この2量体相当の
パンドは、キチンエリシタ一応答性を示し、また、類似の

キチンオリゴ糖結合蛋自の存在が確認された他の植物の

場合にも見いだされた。また、光親和性標識と還元性架橋

剤を組み合わせた実験からも、エリシター結合蛋白質と膜

上で隣接する蛋自分子が架橋されていることが支持され

た。これらの結果がエリシターによる受容体の2量体化を
示すものかどうかさらに検討中である。

1) Y. Ito et al.. Plant J.， 12:347-356 (1997) 



S314 

キチンオリゴマーがイネ培養細胞に跨導する
初期応答の解析

盆杢壬畳，場田幸治，矢崎芳明，坂野勝啓，渋谷直
人，南栄一(量水省・庫業生物資源研)

キチンオリゴマーをイネ培養細胞に作用させる
と，一連の初期応答を経て遺伝子発現やファイトア

レキシン生成等の防御応答が観察される.本研究で
は，これらのうち初期応答であるイオンフラックス
と，活性酸素生成，遺伝子発現との関係について解

析した.培地からカルシウムイオンを除去すると初
期応答であるカリウムイオンの放出，細胞質酸性化
および遺伝子発現が抑制された.細胞質酸性化やエ
リシタ一応答性遺伝子の発現を阻害するタンパク質
リン酸化酵素阻害剤K-252aは，カリウムイオン放出

を阻害したが，これらをヱリシターなしでも醗導す
るタンパク質脱リン酸化酵素阻害剤IJCalyculinAは，カ

リウムイオンの放出を誘導しなかった.以上の結果

より，カリウムイオンの放出に関わる因子はカルシ
ウムによって制御され，かっCalyculinAの作用点の上
流に位置するものと推察された.また， CalyculinAは

カルシウムを含まない培地中でも細胞質酸性化を腸
噂した.現在，カルシウムが遺伝子発現や活性酸素
生成に及ぼす影響をさらに解析中であり，その結果

も併せて報告する.

S315 

タンパク質性エリシターにより誘導されるタバコ培養
細胞の過敏感細胞死におけるイオンチャネルの役割
白血塵弘，中村衣里，玉内亮介，平沢賢一武藤尚志
朽津和幸(東京理科大・理工・応用生物科学静岡大・
理工名古屋大・生物分子応答研究センター)

タバコ培養細胞はタンパク質性エリシター(クリ
プトゲイン)を認識し、過敏感細胞死を誘導する。イ

オン選択性電極やCa2+感受性発光タンパク質を用い

て解析した結果、エリシター処理直後に一過性の
Ca2+流入や持続的なH+流入をはじめとする様々なイ

オンフラックスが誘導されることが明らかとなった。

一方、過敏感細胞死は、陰イオンチャネル阻害剤
(DIDS， A9C)により完全に、 La3+(Ca2+チャネル阻害

剤)により部分的に阻害された。また細胞膜を介した

H+フラックスは、 DIDS，La3+， BAPTA (Ca2+キレート

剤)， K・252a(プロテインキナーゼ阻害剤)により阻害

された。以上からタバコ培養細胞における過敏感細
胞死の情報伝達系に細胞膜上のCa2+チャネル、陰イ

オンチャネル、タンパク質リン酸化が関与している
可能性が示唆される。
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S316 

イネ培養細胞においてオリゴ糖エリシターにより活性

化されるプロテインキナーゼの性質

丞盟主二，小松節子渋谷直人朽津和幸

(東京理科大・理工・応用生物科学農水省・生物研)

イネ培養細胞は N-アセチルキトオリゴ糖を認識し、

一連の生体防御反応を誘導する。様々な条件でゲル

内リン酸化法を試みたところ、オリゴ糖エリシター刺激

により活性が上昇する複数のプロテインキナーゼ(PKl

を検出した。ミエリン塩基性タンパク質(MBPlを基質と

する分子量44kDaのMBPキナーゼの活性はエリシタ
ー処理後 5分以内に上昇し、 60分で対照と同程度ま

で減少した。ヒストンill-Sを基質とするカルシウム依存

性の PK活性もまたエリシター刺激の影響が認められ

た。また、 PK阻害剤K-252aはエリシターにより誘導さ
れたこれらの PKの活性化を抑制したことから、エリシ

ター刺激に伴うこれらの PKの活性化には別の PKが
関与していることが考えられた。以上の結果より、これ

ら2種類のプロテインキナーゼがエリシター情報伝達
系へ関与することが示唆される。

S317 

キチンオリゴ糖エリシターにより誘導される
イネ培養細胞のイオンフラックスの分子機構の解
析

門田康弘，玉内亮介，中村衣里，渋谷直人J，i2連盟主
(東京理科大・理工・応用生物科学農水省・生物研)

キチンオリゴ糖エリシターによりイネ培養細胞

の一連の生体防御反応が誘導される過程では、シグ

ナル伝達の初発反応として急激かつ一過性の膜電

位の脱分極と細胞膜を介したイオンフラックスが

誘導される[1-3]。この分子機構を解明するため、イ
オン選択性電極マルチチャネル同時計測システム
を構築し解析した結果、H+の流入や細胞質の酸性化

に先立つてcrの流出が誘導されることが明らかと
なり、膜電位脱分極の主原因となっている可能性が

考えられた。ぽの一過性の流入は、 Ca2+キレート剤

(BAPTA)、プロテインキナーゼ組害剤(K・252a)によ

り完全に抑えられた。 crの流出と膜電位脱分極、
『の流入と再流出(回復)過程に関与するイオンチ

ャネルやイオンポンプの実体とその調節機構につ

いて考察する。

【文献】 1.Kuchitsu et a/. Protoplasma 174: 79・(1993);

2. Kikuyarna et al. Plant Cell Physiol. 38: 902-(1997); 
3. Kuchitsu et al. Plant Cell Physiol. 38: 1012・(1997)



S318 

イネ培養細胞のキチンエリシターによる活性酸素生

成の制御機構の解析

山早車率前原有美子渋谷直人(農水省農業生

物資源研究所)

キチン系エリシターはイネ培養細胞に対して強いエ
リシター活性を示しω、その初期反応として活性酸

素を生成する(2)0 Dihexanoylglycerol C6:0-DG)、
DioctanoylglycerolC8:0-DG) 、 Dioctanoyl
phosphatidate C8:0-PA)が強い活性酸素生成活性
を示し、さらにキチン系エリシターはイネ培養細胞

に対して DGとPAの大幅な増加を誘導したことか
ら、 DGと PAは活性酸素の生成に対するセカンド
メッセンジャーであることが示唆された。培養細胞

のphospholipase活性を解析した結果、膜画分にエ
リシタ一応答性の PLD活性の大幅な上昇が認めら
れ、この活性は proteintyrosine kinaseの阻害剤
処理した細胞から抽出した膜画分では大幅に減少し

ていたことから、キチン系エリシター受容体から

PLD の活性化の聞に protein tyrisine 
phosphorylationが関与していることが示唆された。
1) A.Yarnada et al.， (1993) Biosci.Biotech.Biochem. 
57，405 
2) K.Kuchitsu et al.(1995) Protoplasma， 188，138 

S319 

ビオチン化アプシジン酸を用いた気孔孔辺細胞の
ABA結合部位の可視化

山監本盤，小笠原ょう子，浅見忠男 1，吉田茂男 I，

朽津和幸(東京理科大・理工・応用生物科学理研・
植物機能)

気孔閉鎖過程における孔辺細胞のアプシジン酸

(ABAlシグナル伝達には、タンパク質リン酸化/脱リ
ン酸化を介したイオンチャネルの活性制御が重要な

役割を果たしているが、 ABA受容体の分子的実体は
同定されておらず、局在部位も明らかではない。そ

こでピオチン化した ABA(b i oABAlを合成し、気孔孔
辺細胞における ABA結合部位の可視化を試みた。ソ
ラマメとシロイヌナズナにおいて、 bioABAは気孔の
閉鎖、孔辺細胞プロトプラストの収縮共に、やや弱

いながらも ABAと同様の活性を示した。ソラマメの
孔辺細胞プロトプラストを bioABA、蛍光標識化アピ
ジンで処理した後、蛍光顕微鏡や共焦点レーザー顕

微鏡で観察したところ、細胞表層にパッチ状の蛍光

が観察され、この蛍光は無標識の ABAの添加により
減少した。またフローサイトメータ一等を用いて蛍

光量を定量的に解析した。こうした結果は気孔孔辺

細胞の細胞表層に ABA結合部位が存在する可能性を
示唆すると考えられる。
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S320 

ソラマメ孔辺細胞からのおNFl関連プロテインキナーゼ
cDN̂の単荷量とキナーゼの生化学的特質
主主主主主、重永綬下、木下俊則、島崎研一郎
(h州大・院理・生物科学)

気孔開孔は、青色光によって原形質膿H'-̂TPaseが祈性
化され、その結果生じるプロトンの電気化学的勾配が駆動力

となって誘噂される。最近の我々の研究で、この1-1+ -

ATPaseの活性化はC末端自己阻得領域のリン酸化により引き
起こされることが明らかになった。しかし青色光受容体から

原形質膜H'-ATP社seまでのシグナル伝達については不明な
点が多い。本研究では青色光のシグナル伝達に関与するプロ
テインキナーセ.のcDNAを単離する目的で実験を行い以下の
結果を得た。ソラマメ孔辺細胞cDNAを鋳型として既知のキ
ナーゼドメインを基に設計したdegenerateプライマーを用
いて、 RT-PCRを行ったところ8つのcDNA断片が得られた。
その中で最もクローン数の多いvfPKlに関して3・RACE、
5・RACE法により完全長cDNAのシークエンスを決定した.
vfPKH宣伝子は全長1，716bpの新規のプロテインキナーゼ遺
伝子で455アミノ酸残基のタンパクをコードしており、キナー
ゼドメインの配列から植物SNFl関連プロテインキナーゼの
Sn即位グループに属することが分かった.vfPKl遺伝子発現
の組織特異性をノーザンプロッティング法で調べた結果、孔

辺細胞の他に根でも多く発現が見られた.次にvfPKlを大腸
菌内で発現させ精製後、プロテインキナーゼ活性を測定する

と、このキナーゼは自己リン酸化活性を持ち、スタウロスポ

リンで阻害された.さらにキナーゼドメインEに変異を入れ
た場合、キナーゼ活性が無くなることが確認された。

S321 

気孔孔辺細胞に発現するカルシウム依存性プロテ

インキナーゼの解析

重永綾子・木下俊則・島崎研一郎(九大・院理・

生物科学)

気孔は様々な環境要因に応答することが知られ

ている.中でも青色光が気孔開孔には有効である.

青色光によってW-ATPaseが活性化され、その結
果生じるプロトンの勾配が気孔開孔の駆動力とな

ると考えられている.青色光に依存したプロトン

放出は特定のギナーゼ阻害剤によって抑制される

ことから、気孔開孔にはカルシウム/カルモジュリ

ン依存性ミオシン軽鎖キナーゼ(MLCK)、またはカ
ルシウム依存性、カルモジュリン非依存性プ口テ

インキナーゼ(CDPK)様のキナーゼの関与が考えら
れた.そこで、気孔開孔に関与するキナーゼの単

離を目的として、ソラマメ孔辺細胞に存在する複

数のキナーゼに対してクローニングを行った.そ

の結果、 4種類のCDPKが孔辺細胞に存在し、その
うち3つが孔辺細胞に多く発現していることが分かっ
た。 3つのCDPKisoform(VFCDPIく1，3，4)に闘し
て、そのcDNAsequence、細胞内局在、そして、
キナーゼ活性について報告する。



S322 

ルシフエラーゼ・レポーター遺伝子によるベチュニア・
ジンクフィンガー遺伝子ZPT2・3のストレス応答プ口ファ
イルの解析
よ皇弘皇，菅野正治，高辻1・志(鰻水省・生物研)

ベチュニアのジンクフィンガー(ZF)遺伝子 (EPFファミ
リー)のうち、徳教の2フィンガー型ZF遺伝子が、織々
なストレスによって発現鴎樽を受けることを明らかにし
てきた.中でもZPT2・3は、傷、低温、乾燥、塩など績数
のストレス処理に対して急速かつ強く応答し、またシグ
ナル伝達物質として知られるエチレン、ジャスモン酸、
活性破濠によっても発現跨織を受ける.今回、 ZPT2・2遺
伝子のストレス応答性発現際導の空間的分布をリアルタ
イムにモニターすることによって本遺伝子のストレス応
答における役割を推測するため、 ZPT2・3プロモーター領
織とルシフエラーゼ(LUC)遺伝子との融合遺伝子を羽入し
たトランスジェニック植物を作出し、 20・ルミノメーター
による解析を行った.その結果、乾燥、低温ストレスに
より、顕著なLUC活性の上昇が見られ、その反応は以前報
告したZPT2・2よりも速い応答であることがわかった.ま
た、 ZPT2・3プロモーターは傷処理に対しでも応答し、処
理濃のみならず無処理の濠においてもLUC活性の上昇が観
鍵され、システミックな応答が起こることが明らかに
なった.このような応答パターンは、植物ホルモンに対
する発現応答とともに、病書抵抗性に関与する遺伝子の
発現応答と似ており、 ZPT2・3tJf病書抵抗性に関与してい
る可能性を示唆している.阻書剤寄与がZPT2・3のストレス
応答性に及ぼす効果についても報告する。

S323 

ラン藻Synechocystissp. PCC6803の低温検知機
構の解析
盆率五盤、兼崎友l、村田紀夫(基生研、 1総研大)

生物は環境温度の変化を検知し、遺伝子の発現を

調節して適応し、生育している。我々はラン藻

Synechocystis PCC6803の、環境温度の低下によ
る脂肪酸不飽和化酵素遺伝子の発現誘導機構の解析

から、 43個のヒスチジンキナーゼホモログのうち
Hik33と名づけたヒスチジンキナーゼが、複数の低
温誘導性遺伝子の発現を制御する低温センサーであ

ることを明らかにしている。
Synechocystisの野生株とHik33の変異株につい
て、低温条件下における遺伝子の発現を網羅的に解
析した。野生株では、遺伝子の転写や翻訳に関わる

タンパク質の遺伝子が低温により顕著に誘導され、
フイコピリゾームや光化学系 Iの構成タンパク質遺
伝子の発現が低温により抑制された。それらの低温

誘導性遺伝子は、①Hik33の変異により低温誘導性
を完全に失う遺伝子群、②低温誘導性が減少する遺

伝子群、③低温誘導性が影響を受けない遺伝子群、
の3つのグループに分類されることがわかった。こ
れらの結果から、 Hik33のほかに少なくとももう l
つのセンサーおよび遺伝子発現調節系が存在するこ

とが示唆された。現在、第2の低温検知機構の同定
を試みている。
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イネの低温・塩ストレス条件下における OsCDPK7シグナ

ル系の組織局在について

杢王室畳王、西僚雄介、石山敬貴1、早JII俊彦1、古本強、
畑信吾、山谷知行1、泉井桂(京大院・生命科学、 1東北

大院・農・応生科)

イネにおける低温・塩ストレス誘導性カルシウム依存性

プロテインキナーゼ (CDPK)、OsCDPK7は過剰発現植物

の解析から、上記ストレスに対する耐性の増強に寄与し

ていることが示された (PlantJ. 23， 319必7(20∞)). 
本酵素が機能している部位を明らかにする目的で、こ

れら過剰発現系統と野生型において、 OsCDPK7とその下

流で機能していると推定される rab16Aの発現部位の解析
をinsituハイブリダイゼーションおよび免疫組織化学的染
色法を用いて解析した.その結果、 OsCDP，灯、 rab16Aとも
に地上部では維管束系、根では中心柱・厚膜組織・根端

分裂組織において特異的に発現していることが確認され

た.過剰発現系統においても、ほぽ同じ組織でOsCDPK7、
rab16Aのより高い発現が確認されたので、過剰発現系統
では CaMV35Sプロモーターがこれらの部位での OsCDPK7
の発現を増強して耐性獲得に至ったと考えられた.

また、シグナル伝達機構を明らかにするため、抗体を

用いた生化学的解析も現在進行中である.

S325 

オゾンにより鶴導される葉の可視障害はエチレン

生成により促進される
玉量準記、松山崇1、中嶋信美、久保明弘、青野光子、佐治光
(国立環境研究所、 1科技庁娠興事業団)

オゾンは光化学オキシダントの主成分であり、纏物に取

り込まれることにより活性陵素を生じさせ、棄に可視障害
を引き起こす。しかしながら、オゾンの織物への分子レベ

ルでの作用機作はよくわかっていない.本発表では異なる

オゾン耐性を示すシロイヌナズナ生態型ColとWsを用いた

研究結果を報告する.

O.2ppmのオゾン暴鍵によりWsではColに比べ生重量の
低下、業の可視傷害が顕著に現れた。このことからWsは

Colに比ペオゾン感受性であることが示唆された。ノーザ
ンハイプリダイゼーションの結果、オゾン暴第によりWsに
おいてヱチレン誘導性遺伝子 (PR-3b、PR-4、PDF1.2)の
発現及び、サリチル酸誘導性遺伝子 (PR-l、PR-5)の発現

がColより顕著に高くなっていた。これらの遺伝子の発現

を綬時的に調べたところWsにおけるエチレン誘導性遺伝子

の発現上昇はサリチル酸誘導性遺伝子の発現上昇より早く

起こっていた。また、オゾン暴露によりWsでは暴震後3時

間自にColの約2倍のエチレンを発生した。

以上のことから、オゾン暴露によるヱチレン生成量の治
大は、サリチル酸による過敏感反応を促進することが示唆
された。



S326 

ポプラの2つのプロテインキナーゼの発現と酵素活性

i!!il=l輩、角圏敏郎 (農水省・森林総研)

樹木の成長や分化、環境適応には様々なプロテイン

キナーゼが関与していると考えられる。我々が昨年度

年会で報告した、ポプラ (PopuJusn伊'8var. itaJico) 

の頂芽からクローニングした PnPKl(405アミノ酸残

基)、 PnPK2(406アミノ酸残基)は、プロテインキナ

ーゼスーパーファミリーに特有なIからXIまでのサブ
ドメインを持つ、お互いに相向性の高い (88%)プロテ

インキナーゼである。各々の mRNAは、ノーザンハイ

ブリダイゼーションにより ポプラの根、茎、菜、芽

で検出された。大腸菌で作製した組換え PnPKl、

PnPK2タンパク質は自己リン酸化活性を示した。活性

には、二価金属イオンを必要とし、 Mn2+、Mg2+、Zn2+

でリン酸化が見られたが、 Ca2+の添加ではリン酸化能

を示さなかった。リン酸化アミノ酸分析により、自己

リン酸化される残基はセリンとスレオニンであること

が分かつた。組換えPnPK2タンパク質を用いてウサギ

を免疫し、得られた抗 PnPK2抗血清は、 PnPK2だけ

でなく PnPKlとも反応した。

S327 

高等植物における新規なAGC系プロテインキナーゼの同定

盛田単品:、松岡大介 2、南森隆司1.2、東哲司 2、安田武司1.2

('神大・農、 2神大院・自然科学研究科)

AGC系プロテインキナーゼは、主として動物、酵母よ

り種々のものが同定されており、細胞内情報伝達系にお

いて軍要な役割を演じている。代表的なものとして、

PKA，PKG，PKCなどのプロテインキナーゼ (PK)がある.

ところが、高等植物ではこれら三つのグループの PKは

報告されておらず、 S6KとPVPK系の PKが縞物におい

ては、 AGC系の PKとして報告されている。

今回シロイヌナズナより、 AGCキナーゼに存する新規

な PK遺伝子を同定した.そこで本遺伝子の相向性検索

を行ったところ、他の動物種においても相同遺伝子が存

在することが判明し、さらにこれらの遺伝子と既知の

AGC系 PKの触媒領域の系統解析を行ったところ、動植

物共通に存在する新規なクラスターを形成していること

が明らかとなった。そこで本遺伝子群をPKXと名付けた。

現在、本遺伝子の各組織や様々なストレスによる転写

量の変化の解析を行うと同時に、 GST融合蛋白質として

大腸菌内で発現させ、その務索活性の測定を行っている.
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シロイヌナズナのヒスチジンキナーゼ AT田口の dominant

negative型変異遺伝子を導入した形質転換植物の解析

誼星園、7fiJ音E祐里子、篠崎一雄 l、篠崎和子
(農水省・国際農研・生物資源、 1理研・植物分子生物)

我々は植物の情報伝達におけるTwo-CornponentSystem 

の役割を解析することを目的として、シロイヌナズナから N

末側に2個所の膜貫通ドメインを持つハイブリッド型ヒスチ

ジンキナーゼATHKlをコードする cDNAをクローニングし

た。さらに、酵母の浸透圧応答変異椋を用いて AT日<1が酵

母の中で浸透圧センサーとして働くことを示してきた。

次に AT阻むの植物における機能を解析するために、

AT田口の活性を改変した変異遺伝子を導入した形質転換植

物の作出を試みた。まず初めに、酵母の51n1欠損掠を用いて

野生型 AT日(1の活性を阻害するような6種類の dominant

negativeAT日<1変異体 (ATHK1-1~6) を単厳した。 それ

らの塩基配列を調べた結果、 ATHKl-2はN末側の 641アミ

ノ酸が欠失した変異体、 ATHKl-6はATP結合部位と推定さ

れる 726番目の Glyのアミノ酸置換の変異体であることがわ

かった。さらに、これらの変異遺伝子を導入した形質転換植物

を作成したところ、発芽遅延、根の伸長岡害、生育遅延、本業

の肉厚化、子葉の肥大、アントシアニン蓄積等の異常が認めら

れる複数の系統があった。また、これらの系統における乾燥誘

導性遺伝子の発現を調べたところ、いくつかの遺伝子の発現量

が無処理の条件下でも冗進していた。

S329 

7ラピドプシスニ成分制御系因子ATRRlI ARR4IIBC7 
およびAτ'RR3/ARR8の形質転換植物体による、サイトカ

イニンシグナリングにおける機能解析

型盤量星王:、浦尾剛 1、篠崎一雄三篠崎和子'

(1.腹水省、国際.研、 2理研、植物分子)

アラピドプシス ATRRlIARR4.江BC7およびAτ'RR3/ARR8は、

大腸菌等の代表的なシグナル伝達機織であり、真核生物で

は酵母における浸透圧制御、植物のエチレン受容機織に関

わるこ成分制御系に含まれる、レスポンスレギュレーター

(RR)の相同遺伝子である.我々はこれまでATRRlから

ATRR4の4櫨類のRRについて単離解析を行った.これら

には低温や乾燥ストレスまたはサイトカイニンによって発

現が跨導される遺伝子が含まれている.本報告ではこれら

遺伝子の高発現形質転換アラピドプシスを作製した.1'2世

代を用いた解析では、 ATRRl高発現体はコントロール及び

ATRR3高発現体と比較し鏑だいが早いが、両遺伝子ともに

形態異常は見られなかった.シュート分化堵地上での泊費E
では、 A百 Rl高発現体はサイトカイニン存在下でシュート

分化が高頻度に行われ、 ATRR3高発現体についてはカルス

緑化及びシュー卜分化が抑制された.この条件下でA冗 Rl

iIi発現体は cycD3およびcab遺伝子の発現量が治大しており、

ATRR3高発現体では抑制されていた.乾燥ストレスに関わ

るrd29Aおよびel・dl遺伝子の発現は変化が見られなかった.

本報告ではさらに、アラピドプシスRRの機能について考療

を行う予定である.



S330 

シロイヌナズナ MYC相同性タンパク賀rd22BPlとMYB相向

性タンパク質 ATMYB2の刈弘シグナリングにおける研究

室車道、滞尾剛、篠崎一雄 1、篠崎和子

(農水省・国際農研・生物資源、 lJ里研・植物分子)

乾燥ストレスによる遺伝子発現調節機構を明らかにするた

め、シロイヌナズナの乾燥誘導性遺伝子 rd22遺伝子の転写謂

節織槍について研究を行っている。 rd22遺伝子は乾燥ストレ

スによって地加した植物ホルモンのアブシジン酸(ABA)を介

して続導される。 rd22遺伝子のプロモーターには ABA

Res間百sive日ement(ABRE)が存在せず MYC!車検配列友び

MYB !S織配列が刈訟を介した乾燥応答性のシスエレメン卜と

して働いている事を明らかにした。また、これらのシス配列に

結合する MYCう相同性因子 rd22BP1 と MYB相同性因子

ATMYB2を単離した。また rd22BP1~び ATMYB2 は共に rd22

遺伝子の乾燥応答性のシス領域を介した転写活性化能を有し

ている事を明らかにしてきた。今回我々は、 rd22BP1及び

Atn肘立を過剰発現させた形質転換植物が ABAに対する感受
性が婚すこと、 rd22遺伝子が過剰に発現することを明らかに

した。以上の結果をもとにこれら遺伝子産物の ABAシグナリ

ングにおける役割について考察する。

S331 

トウモロコシ由来新規ヒスチジンキナーゼcDNAのクローニン

グ

銀鹿孟壬¥早川敦子2、杉山遺失1.2、山谷知行1.3、榊原均1

( 1理研・樋物科学、 2名古慶大院・生命農学、 3東北大院・農)

近年、高等植物においても、浸透圧応答やホルモン応答に

際するシグナル伝達に His-Aspリン酸リレー系が関与してい

ることが明らかにされつつある。真核生物の His-Aspリン酸リ

レー系は、基本的にはsensoryHis-kinase (HK)、 His-

phosphotransfer protein (HPt)、responseregulat町 (RR)の3

因子から構成されていると考えられる。トウモロコシにおいて

は、すでに2種のHPt遺伝子(ZmHP1，2)、8種のRR遺伝子

(ZmRRl-8)が単騰され、その発現様式や相互作用の特異性

などについても解析が進みつつあるが、外界からのシグナル

を直嬢受容するHKIこ関する報告はいまだなされていなし、。

今回我々は、トウモロコシからヒスチジンキナーゼcDNA-#重

(ZmHKl-4)をクローニングした。そのうちZmHK4はシロイヌナ

ズナのETR2と金領域にわたり高い相同性を示した。ZmHK1-

3については、3者聞では高い相同性を示したものの、エチレ

ンレセプターや浸透圧センサー、またC附1など既知のものと

は膿貫通領減も含めて相同性が低かった。現在会長クローン

の取得と、機能解析、および発現パターンについて解析を進

めつつある。本発表では、これら新規遺伝子の構造と発現様

式を中心に報告する。
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F401 

光によるフィトクロム B細胞内局在変化のメカニ
ズムについて
訟主宣車、望月仰悦、長谷あきら(京大・理・植物)

植物の主要な光受容体であるフィトクロム B
(phyB)と GFPの融合蛋白質 phyB-GFPは暗所では
細胞全体に分布するが、明所では核内へ蓄積し、
そこで頼粒状の構造体を形成するということが、
既に複数のグループから報告されている(Kircheret 
al.，1999; Yamaguchi et al.，1999)。しかしながら、
phyB-GFPのこのような光依存的な細胞内局在変
化を制御するメカニズムについては何も分かって
いない。今回、フィトクロムが結合する転写因子
である PIF3(Ni et al.，1998，1999)との相互作用に重
要であると考えられている phyB分子内の特定の
アミノ酸残基をアラニンに置換したところ、その
改変 phyB-GFP分子は明所においても細胞質と核
内に均一に分布し、核内での頼粒状構造体形成は
見られなかった。したがって、 phyB-GFPが明所
で示す核内への蓄積は、 phyBが光依存的に PIF3
などの転写因子と結合することによって起こるの
ではないかと考えられる。また、 phyB-GFPが核
内で形成する頼粒状構造体は、光応答性遺伝子の
プロモーター領域上に集合したトランス因子の複
合体を反映しているのではないかという可能性が
示唆される。

F402 

核局在フィトクロムの生化学的研究

虫~在、中村正展 I 、望月伸悦、長谷あきら(京大
院・理・生物科学、 1東京大・院理系生物科学)

シロイヌナズナにおいて phyB・GFP融合タンパク
質は光依存的に核移行し、核内で GFP蛍光が頼粒状
に観察されることを本研究室が発表した(Yamag凶1I
etaL，1999 )。 本研究では頼粒状の核内構造体(以
後PHYB・加dy) を精製し、生化学的な解析を行うこ
とを目的とした。
生化学的な研究を行うための試料をシロイヌナズ
ナでは充分得られないため、まずタバコで phyB・GFP
を発現させた。 phyB-GFPはタバコにおいても光依
存的に核移行し、核内で頼粒状に観察された。
phyB・GFPを発現させたタバコの葉 2却 gから 3x
Hf個の核をパーコール密度勾配遠心分隊法により単
厳したのち、 PHYB・bodyの GFP蛍光を失わせるこ
となく核を破砕する条件を決定し、 6x l(f個の
PHYB-bodyを粗精製した。 その画分に対し、 抗
phyB抗体と Cy・3標識2次抗体を用いて免疫染色を
行い、 GFP蛍光像と Cy・3蛍光像が一致することを
確認した。 現在、 抗phyB抗体を用いて PHYB-body
を高度に精製し、銀染色によるタンパク質の確認を試
みている。 また、 PHYB・body分画についてタンパ
ク試験管内リン酸化反応を調べている。
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STRUCTURAL FEATURES OF BfLIN CHROMOPHORES 
NECESSARY FOR PHYTOCHROME-B MEDfATED 
REGULATfON OF HYPOCOTYL GROWTH IN ARABlDOPSfS. 
Hiroko HANZAWs.， Katsuhiko INOMATA¥Tomoko SHINOMURA， 
Takashi KAKIUCHf'， Krishanthi Padmarani JAYASUNDERA'， Hideki 
KINOSHITA'， Keishiro WADA'， Masaki FURUYA 
Hitachi Adv. Res. Lab， Saitama， 950・0395，Japan;・Fac.Sci.， Kanazawa 
Univ.， Ishikawa 920・1192，Japan 

Phytochromes have an open-chain te廿ap戸role，phytochromobilin 
(PφB) as a chromophore. We have synthesized phycocyanobilin 
(PCB)， PφB， and their analogs by preparing each pyπole ring 
separately and then coupling them'4. To analyze the structural 
features of each pyrrole ring required for biological function， we 
examined in viνo assay system using chromophore-deficient hyJ and 
hy2 mutants in Arabidopsis. Seedlings were grown on media 
containing bilins under a 4・hourcycle of red light pulse町 adiationS，
and hypocotyl length was. measured. Inhibition of elongation in 
seedlings grown with PCB or PφB was similar to that of the wild-
type. lf the methyl group of PCB at the C 17・orC 18-position was 
replaced with longer side-chains， such as n-propyl， n-pentyl or n司
octyl group， the extent of the hypocotyl elongation inhibition 
decreased with the length. These results suggested that the side-
chains of the D-ring of the chromophore is structurally important for 
biological activity ofphytochrome-B under red light induced HfR. 

1. Masukawa. T.. Kato. H.. Kakiuchi. T.， Jayasunde日.K. P.， Kinoshita. H， 'and Inom.回，K
(1998) Chem Lett. 455456. 2. J.y.sundera， K. P.， Kinoshita， H.，叩dInom...， K. (円98)
Chem lerr， 1227・1228.3. Kakiuchi， T.， Kato， H.. Jayasundera， K. P.， Hig:田hi，T.， Wn国be，K，
Sawamoto. 0.， Kinoshita， H.，加dInomata， K. (19ゆ8)Chem Lett， 1 ∞1-ω02.4. Kakiuchi， T.， 
Kinoshi回，H.， and Inom...， K. (1999) Synlett， 901・904.5. Sh川Olnura.T.， Uchida， K.， and 
Furuya， M. (2000) Plonr Physiol， 112， 147-156 

F404 

DfFFERENTIAL INTERACTIONS OF PHYTOCHROME A IN Pr 
AND P仕 FORMSWITH DIVERSE ANTI-PHYTOCHROME A 
MONOCLONALS 

ιhih旦主立主進呈且""，Seong Hee Bhoo'， PiII-Soon Song' and Masaki Furuya b 

• Hitachi Instruments Service Co.， Shinjuku， Tokyo 160・0004，Japan; 
OHitachi Advanced Research Lab， Saitama 350-0395， Japan; ， 
University of Nebraska， Lincoln， NE， USA and Kumho Life & 
Environmental Science Laboratory， Kwangju， Korea 

Surface properties of proteins are crucial for the function of 
phytochrome molecules'. Using IAsys surface plasmon resonance 
spectroscopy， we measured the dissociation constants for oat 
phytochrome A (PhyA， 98% pure， Kumho Petrochem. Co.， Korca) 
and antトPHYA monoclonal antibodies. Prior to this study， the 
epitopes of diverse anti-PHY A monoclonals in our stock were 
dctermined by using variously engineered recombinant PhyA genes. 
First， PhyA was immobilized to the corboxymethyl dextran matrix in 
cuvette， and the interaction of a chosen monoclonal with PhyA in 
either Pr or Pfr form was monitored at different concentrations. The 
binding profiles were analyzed by using FAST fitting procedure 
The resultant values of dissocialion constants clcarly indicated that 
the affinity belwe巴nthe PHY A and the monoclonals varied 
depending upon 1) Pr or Pfr form of Phy A， and 2) the epitopes of the 
monoclonals tested. This preliminary study on a model system 
indicated that the present approach to measure quantitatively the 
binding affinity between PhyA and differently interacting 
monoclonals would open a new way for the study of phytochrome's 
surface properties and PhyA:protein interactions. 

， Song， P. S (2000) Seminar Cell Dev.BioJ 



F405 

INTRACELLURAR DISTRIBUTION OF ENDOGENOUS 
PHYTOCHROME A IN RICE SEEDLlNGS 

Sam-Geun Kong， Akiko Hisada， Makoto Takano¥and Masaki 
Furuya; Hitachi Advanced Besearch Laboratory， Hatoyama， 

Saitama 350・0395，Japan;Department 01 Plant Physiology， 
National Institute 01 Agrobiological Resources， Tsukuba， 
Ibaraki 305・8602，Japan 

Endogenous rice phytochrome A apoprotein (PHYA) in 
cryosections 01 etiolated rice seedlings was visualized by 
immuno-Iabeling techniques， using a phyA delicient mutant* as 
a negative control. 8trong PHYA immuno・signalwas observed 
in epidermal cells 01 the coleoptile， in young developing cells 01 
the lirst， second， and third leaves， and in cortex cells 01 the root 
tip. Nuclear translocation 01 PHYA in the coleoptile and the lirst 
leal 01 3・day-oldrice seedlings occurred within a lew minutes 
under continuous red light illumination， but was clearly 
observed after 6 hours under continuous lar-red light 
illumination. The immuno・labeling01 PHYA in the tissues 01 the 
coleoptile and the lirst leal 01 3・day-oldrice seedlings was no 
longer detectable after continuous red light illumination lor 6 
hours， but detectable in young developing tissues 01 the 
second and third leaves under the same condition. However 
the level 01 PHY A immuno-signal was not changed by 
continuous lar-red light illumination目 Weconclude that the 
ellects 01 light on rice phytochrome A distribution may differ 
depending on the cell type， tissue and/or organ. 

合 Takanoet al.， (2000) Plant Cell， in press. 

F406 

LIGHr-別DUCEIコIトJ1RACEl1..ULAR REDISIRlBUI10N OF 
即日XiENOUSP臥 PHYI町田伽1EB

Akiko HISAD.~ James L WEU.ER'， James B. REID" Masaki 
FURUYA， Hitachi Adv. Res. Lab.， Saitama 350・0395，'School 
of Plant Science， Univ. of Tasmania， Tasmania 700 1， 

Australia 

We have established a method for detecting phytochrome 

B apoprotein (PHYB)-specific immuno-Iabeling in 

cryosections of etiolated pea seedlings， using PHYBィlUlI/v5 
mutant (Weller et al.， 1995) as a negative control. In etiolated 

apical hook cells， immuno-Iabel of PHYB was diffusely 

distributed in the cytosol. However， when etiolated seedlings 

were exposed to continuous red light (cR)， nuclear 
accumulation was first clearly detectable after 4.5 hr and 

continued gradually over the next 1.5 hr. Furthermore， to 
investigate the effects of various light conditions on both 

phytochrome A (PHY A) and PHYB distribution in single 

cells， we have established multiple labeling using each PHYA 
and PHYB specific antibodies conjugated to a differently 

colored fluorescent label. Results confirm cytosolic 

distribution under darkness， and the distinct kinetics for 
nuclear redistribution observed using single labeling. 

Weller， J.L.， Nagatani， A.， Kendrick， R.E.，ルlurfet，I.C.， and Reid， 

J.B. (1995). Plant Physiol. 108，525・532
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AUTOMATED DEVICE FOR CRYOFlXATION OF 

ELECTRON MICROSCOPIC SPECIMEN AT LIQUID 

HELIUM TEMPERA TURE 

Akiko Hisada， Tomoko Yoshida " Shigeo Kubota 2， Naoko K 
NishizawaヘMasakiFlIrllva， Hitachi Adv. Res. Lab.， Saitama 
350・0395，'Hitachi Instruments Service Co.， Tokyo 160・0004，
2 Kubota Techno， Saitama 350・1255，J The Univ. of Tokyo， 

Tokyo 113・8657

Metal-contact rapid freezing method using liquid helium is 

potential1y best to preserve the fine structure of living cells for 

electron microscopy. This method， however， has not been 
used so often as expected， because of its technical di伍culty
and low reproducibility. We have designed and custom-

constructed an automatic device for this method， so that any 
non-specialists can now prepare for veηI short time as many 
specimen of high quality as we want. We tested this new 

device as to how well the uJtrastructure of specimens is 
conserved in terms of the distance from the contacted metal， 
finding that the region of 10 μm on shorter distance from the 
metal-contact plane was fixed in the best quality. We applied 

this device to observe quickly changing phenomena by rapid 

freezing and freeze-substitution methods， like the active 
subcellular movement of the papillar cells in stigma. 
Considering the importance of understanding in the subcellular 
events of living cells in molecular and cell biological 
approaches， this device wil1 open a new field in biotechnology 
in future. 

F408 

b仏1l別α::YlOCI-宜野lICALANALYSISα:< PHYnXHROME A 
LC丈ALIZA1IONBYB.正nRONMIC夜叉丈丈>PYUS別G

RAPIDFREEZ別GτECHNIQUE

Tomoko YOSHID'A， Akiko HISADA¥Surniko YABE 1 ， 

Masaki FURUYA¥Hitachi Instrurnents ServiωCo.， Tokyo 

16ο-0004， 'Hitachi Adv. Res. Lab.， Saitarna 350・0395

We recently charactrised reported the rapid light-induced 

subcellular translocation of phytochrome A apoprotein (PHYA) 
(1) 

using light microscopy 目 Toinvestigate rapid redistribution 

under electron microscope， we have app1ied the rapid freezing 

rnethod at Iiquid helium temperaωre using a newly developed 

autornatic device for cryofixation. After freeze substitution， 

endogenous pea PHYA was visualized by 

imrnunogold-Iab巴ling in ultrathin sections， using a 

PHYA-d巴fici巴ntmutantfunl・/"as a negative control. 
In etiolated hook cells of 5-day-old seedlings， 

imrnunolabelled PHYA was diffusely distributed in th巴cytosol.

When etiolated seedlings were exposed to continuous red Iight 
(cR) for 30 min， irnmunolabel appeared in the nucleus， as 

small aggregations， whereas remaining sytosolic diffus巴d

immunolabel. We consider that these aggregates may 

corresponds to the previously reported speckled distribution of 

PHYA immunofluorescence in the nucleus under cR川 .

(1) Hisada et a1.， 2000， Plant Cel1， 12， 1063-1078 

(2) Wel1er et a1.， 1997， Planl Physio1.， 114， 1225-1236 
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VERY RAPID REGULATION OF CYTOPLASMIC AGITATlON 
BY TVPE II PHYTOCHROME IN Vallisneria EPIDERMIS CELLS 
shi且且工位認i，'Sam-Geun Kong.' Y oshinobu Mineyuki，' and Masaki 
Furuyab 

• Department of Biology， Graduate School of Science， Osaka University， 
Toyonaka， Osaka 560・∞43，Japan， b Hitachi Advanced Research Laboratory， 
Hatoy田na， S創出rna350・0395，Jap胡， ' Department of Biological Science， 
Graduate School of Science， Hiroshima University， Hig出hi-Hiroshima，
Hiroshima 739・8526，Japan 

Using a custom-made， dynamic image-analyzer， we examined 
quantitatively effects of light on the actin-dependent cytoplasmic 
agitation in epidermal cells of green leaves of the aquatic monocot 
Vallisneria.gigantea. We found白紙 atype II ph戸ochromeregulates 
photoreversibly the randomly oriented， short-distance movement of 
cytoplasmic particles. The phytochrome-dependent cytoplasmic 
agitation was induced not uniformly in the cytoplasm but as scattered 
patches where no specific cell organelles， such as the nuclei and 
chloroplasts， existed. The induction was frrst detectable around three 
seconds after the start of red light irradiation. The cytoplぉmic
agitation was accelerated only in the microbeam light-exposed area of 
cytoplasm， but no such acceleration was observed in non-irradiated 
areas. This photoinduced agitation disappeared within minutes and 
was never transmitted合oman肘adiatedcell to its neighbors. 
Cryosections of the epidermal cells showed immunocytochemically 
positive signals when anti-phytochrome B antibodies， mBAO 1 and 
mBTOI， were used. But no specific signal was detectable when anti-
phytochrome A antibodies， mAR07 and mAR14， were used. This is 
consistent with the results that the effect of type 1 phytochrome on白e
cytoplasmic agitation was not detectable in the present material. 

F410 

PHYSIOLOGICAL ROLES OF AN  EARLY-

PHYTOCHROME-RESPONSIVE GENE EN-
CODlNG  A NOVEL MYB-RELATED PROTEIN 
IN ARABIDOPSIS 
Norihito KUNOI， Simon Geir M0LLER2， Imlli!.包Q
RHTNOMlJR&1， Nam・Hai CHUA2 and Masaki 
FUR UY  A 1; 1 Hitachi Advanced Research Laboraωry， S副tama350-

0395， JAPAN， 2旬leRockefeller Univ.， Ne畑 York，NY 10021， USA 

We used a f1uorescent differential display (FDD) technique 
(Kuno et al.， 2∞0， Plant Physiol. 122: 15-24) to screen early-
phytochrome-responsive genes and isolated one inducible 
cDNA encodes a novel MYB-related protein of 346 amino 
acids harboring a single N・terminal MYB-domain in 
Arabidopsis. We transformed Arabidopsis with sense-and 
antisense-construct to probe the functionality of the isolated 
gene product. Under continuous red and far-red light， the 
antisense-transgenic plants showed reduced cotyledon 
opening than the wild-type plants. When plants were grown 
under long days (LD; 16h-white light/8h-dark) or short days 
(8h-white light/I6・dark)，one of the sense-transgenic lines 
(OX-19) showed elongated hypocotyls than the wild-type. 
Under LD， the OX・19line f10wered 5 days later (27.4:1:4.0 
days) than the wild-type Arabidopsis (22.0士2.0days). The 
OX-19 line f10wered when they developed 15 leaves， whereas 
the wild-type plants did when they developed 12 leaves. The 
OX-19 line showed elongated leaves (average length of the 8'" 
to 10山 leaveswas 56.4:1:4.1 mm) than the wild-type (45.6:1:3.7 
mm) under LD for 4 weeks. These results suggest a function 
for this myb-related gene in the phytochrome-signal 
transduction pathway. 
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シロイヌナズナ葉緑体光定位運動に関与する新規な遺伝子の

単荷量と同定

及川和聡I、消末知宏2. 3、加川貴俊3‘4、末次憲之l、和田

正三し(1都立大・院理・生物科学、 2香川大 ・遺伝施設、

3基生研・情報制御、 4科技団・さきがけ21研究)

葉緑体は光の質、量および方向に応じて細胞内でその位置

を変える。この葉緑体光定位運動は一般的に青色光で制御さ

れており、弱光下では光に集まる弱光反応を示し、強光下で

は光から逃げる強光反応を示す。我々はシロイヌナズナから

葉緑体光定位運動を示さない突然変異体を選抜し、分子遺伝

学的解析を行っている。今回我々は T-DNA挿入突然変異体

のラインから強光反応、弱光反応のいずれの反応も欠損して

いる変異体を得た。この変異体の原因遺伝子を同定したとこ

ろ、今までには報告されていない新規な遺伝子であり、いく

つかの機能部位が存在していることがわかった。アクチンと

の結合に関与すると思われる部位、プロリンに富む領域、 2

つのロイシンジッパー構造である。この遺伝子の機能を解明

することにより葉緑体光定位運動の作用機作に新しい知見を

与えるものと恩われる。

F412 

キュウリ CPD光回復酵素 (CsPHHJの光による発現誘導
直益基主主l、中嶋信美 2、近藤矩朗¥渡辺正勝s
(1東京大・院・理・生物、 2国立環境研・地域、 S基生研・培養育成)

UV-B照射による生体内でのDNA損傷の生成はDNA複製やRNA
転写の阻害などの悪影響を及ぼす。績物ではこれを回避するために光

回復を主としたDNA損傷修復機構が備わっていることが知られてい
る。しかし、高等徳物では光回復に関わる光回復酵素に関する研究は

あまり進んでいない。我々は昨年の大会でキュウリ実生からのclassII
CPD光回復酵素 (CsPHHJのクローニングについて報告した (2000
年度本大会).CsPHRは日周サイクルに従って発現量が変化しており、
また UV-B照射により発現量が噌加することが示された。今回、
CsPHRの光による発現誘導の作用スベクトノレについて調べたので報
告する。

実験材料として、第一本業が展開した直後のキュウリ (CucumIs

sativus L.)を用いた。主主礎生物学研究所の大型スベクトログラフに
て270-700nmの範囲の単色光を4時間照射したのち、直ちに第一本
業を凍結し、 totalRNAを抽出して定量的RT-PCRに用いた。
白，PHR発現誘導の作用スベクトルは、uv・B領域の300nmに顕著
なピークを示した。また、青色光 (420，450nm)緑色光 (550nm)
の可視領域でも効果があることが示された。逆にUV-C領域(270nm)
では発現は阻害された。

これまでに、高等継物における光回復酵素の光誘導に関してはいく

つかの結果が示されている。シロイヌナズナではUV-Bにより誘導さ
れるという報告がなされている。またいくつかの継物種では UV.A、
青色光、赤色光などが有効であり phytochromeなど各種光受容体の関
与が示唆されている。本研究において 300nmで強い発現務導が見ら
れた。 DNA損傷の生成・蓄積による誘導と未知の UV.B光受容体の
関与と 2つの可能性が考えられるが、300nmにピークがあり、 UV.C
で阻害されたことからUV.B光受容体が関与している可能性が高い。
また、青色光、緑色光でも発現誘導されたことから、 CsPHRの発現
誘導には複数の光受容体が関与している可能性も考えられる。
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DF1;最小プロモーターに光応答性を付与で、きる、ンスエ

レメント DE1に結合するタンパク質

丞亙主主、稲葉丈人、古橋寛史、佐々木幸子

(名大院・生命農学)

エンド、ウ低分子量GTPase遺伝子pra2は暗所生育エ

ンドウの上脹軸で発現しており、光により発現が抑制さ

れる(Naganoet a1.， PNAS 92， 6314 (1995))。我々はこの

光抑制性発現制御機構を明らかにするため、レポータ

ー遺伝子を用いた 5'上流域のシスエレメントの解析を

行ってきた。その結果、この遺伝子の暗所における発現

誘導及び光抑制に関わるシスエレメントDE1を見つけた

{Inaba et a1.， Plant Physiol. 120， 491 (1999))。また、

DE1 は最小プロモーターに光応答a主を付与するのに十

分であることも明らかにした(Inabaet a1.， jBC 275， 

19723(2000) )。最小プロモーターに光応答性を付与で

きるシスエレメントとしては最初の発見で、ある。次に酵母

one-hybrid法により DE1に結合するタンパク質をコード、

している cDNAをクローニング、した。組換え型タンパク質

を作り、その認識する DNA配列を調べた。その結果、こ

れまでのシスエレメント解析からわかった結果とよく一致

した。

F414 

ルシフエラーゼ遺伝子導入植物をモデルとした

ジーンサイレンシングの解析

光原一朗日、瀬尾(白濁)直美S、中村茂雄九岩井孝尚l久本重量良三

S、大橋祐子1." (1腹水省'.重量生物資源研究所、 "JST・CREST、S宮

滅県度重量センター)

ジーンサイレンシングとは、導入した外来遺伝子の発現が抑

制される現象で、相向性のある内在遺伝子の発現抑制も伴い、

菌類におけるquelllngや線虫やショウジョウパエで報告されて

いるRNAl(RNA Interference)と類似の現象であると考えられ

ている.ジーンサイレンシングは、形質転換植物を作成する際

に障害となると同時に、逆に内在住の遺伝子を抑制する方法と

して積極的に利用される場合も少なくない.我々は、との機構

を調べるために、ホタルのルシフエラーゼ遺伝子を高発現させ

たタバコを作成し、これらの植物で観察されるジーンサイレン

シングを解析している.生化学的な解析から、我々の植物で認

められるサイレンシングは、mRNAが特異的に分解される転写

後型ジーンサイレンシング(PTGS)と考られた.冷却CCDカメ

ラを用いて微弱なルシフエラーゼ活性を検出することにより、

植物体におけるジーンサイレンシングを解析したところ、頂芽

周辺やカルスなど成長が盛んな部分ではこれが認められなかっ

た.花芽から種子形成過程におけジーンサイレンシングについ

て、継続的に観察した結果についてもあわせて報告する.

180 

F415 

NPL1が関わる光屈性応答の赤色光による増感について

直直宜主1.2、中海美紀久酒井達也 3、加川貴俊..，、真

鍋勝司 1、松井商 2(1横浜市大・院・総合理、 Z理研GSC、

3理研・植物科学研究センタ一、 4科学事業振興事業団・

さきがけ研究21、S基生研・情報時計j御研究部門)

シロイヌナズナのはい軸は、青色光を一方向から照

射すると正の光屈性応答を示し、その屈曲は弱い光フ

ルエンスに応答する一次正屈曲と、強い光フルエンス

に応答するこ次正屈曲に分けられる.このどちらの光

屈性応答も赤の前照射によってその屈曲の度合いが増

すことが知られており、フトクロム変異株の研究によ

って、この増感には PHYAと PHYBが関わっているこ

とが明らかになっている.これまでに光屈性応答を示

さない変異株として nphlが単隊されており、この変異

株は弱い光フルエンスでの光屈性応答を示さない.し

かし、最近になって強い青色光の連続照射によってnphl

変異株は正の屈曲を示すことが報告され、さらにこの

応答には NPHlのホモログである NPLlが関わってい

ることが示唆されている。本研究では光屈性応答にお

ける、 NPL1、 NPHlとフィトクロム系との関係につい

てnpl1変異株などを用いて解析した.

F416 

アラピドプシスを用いた根の水分屈性実験系と各種

突然変異体の水分屈性

直盛畠丘，後藤伸治岡田清孝久高橋秀幸(東北大・

遺生研宮教大・教育・生物京都大・理・植物)

本研究では根の水分屈性の分子機構を解明するため

に，アラピドプシスの根における水分屈性実験系を確

立し，各種突然変異体の水分屈性を解析した。

閉鎖系チャンパー内で 1%寒天プレートと飽和塩溶

液によって湿度勾配を形成させた場合，水分飽和条件

下の根と比較してわずかに成長速度が低下するものの，

根は 1時間後には 20度以上の水分屈性を示し，その

屈曲は 24時間後には 90度以上に達した。このことか

らアラピドプシスの根が水分勾配に敏感に反応し，顕

著な水分屈性を発現することが明らかになった。また，

重力屈性突然変異体である auxl，pgmや光屈性突然変

異体である nphlは水分屈'性を正常に発現するのに対

して， ABA突然変異体である abal，abi2では水分屈性
が低下した。

これらの結果から，水分屈性が重力屈性や光屈性と

は異なるシグナル伝達経路を有し，かつ水分屈性には

ABAを介した経路が存在することが示唆された。
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疑似微小重力環境下における

ヤマザクラの茎の二次組織の発達について

主山塞丞、佐野雄三1、船田良1、山田晃弘Z、中村輝

子(日女大院・理、 1北大・農、 z放送大)

既に、疑似微小重力環境下においては、サクラ

幼植物二次木部の発達が対照に比べて、著しく低

下しており、二次木部の形成に重力が深く関わっ

ている事を報じた。今回は電界放射型走査電子顕

微鏡 (FE.SEM)と解繊法を用い、地上と3D・ク
リノスタット上で培養した約4週齢のヤマザクラ
(Prun us jamasakura)の茎基部を実験材料として、
細胞形態について観察した結果を報告する。 3D・
クリノスタット処理植物におけて、二次木部の軸

方向柔細胞、道管要素、師部じん皮繊維等の著し

い細胞形態の変化が観察された。特にじん皮繊維

に関しては、細胞壁肥厚の顕著な低下が認められ

た。今回の研究において、各組織を構成している細胞

の著しい変形、その形態の不揃い、更に木部の細胞

配列の乱れが認められた。これらの結果は各組織及

び細胞の分化発達に、重力が大きく関わっていること

を示唆している。

F418 

光によるキュウリのペグ形成の抑制
厳井申i1t.鎌田源司，高橋秀幸
東北*.遺伝生態研究センター

キュウリの種子を水平に置き暗所で発芽させた渇合，座
紬と幼栂の焼界領犠 (TR領織)が正の霊力属性により下側
に轡幽し，その内側にペグと呼ばれる突起状の締官が発遣
する.いくつかの植物積において光が軍力応答に影響を及
ぼすことが知られている.そこで，本研究では，霊力によ
り制御をうけるペグ形成に対する光の彫響を解析した.
水平にキュウリの種子を置き発芽させた吻合，暗所，明
所ともにTR領域の下方向への轡幽と，その内側に一つのペ
グ形成が忽められた.ペグ形成が開始する芽ばえのTR領織
は種皮で桓われている.ペグが形成される全ての期間を通
じてTR領織に光を照射するため，種皮を剥いだ種子を用い
て解析を行った.暗所で水平に発芽させた場合，ほぽ全て
の芽ぱえにおいてペグ形成が惚められた.したがって，積
皮の除去によりペグ形成は阻害されないことが示された.
一方，明所で水平に発芽させた場合，約80%の芽ぱえにお
いてペグ形成は~められなかった.
上記の種皮をltJいだ穂子を水平に発芽させた芽ぱえにお
けるペグ形成事の低下が，光条件によることを確録するた
め，種皮を剥いだ種子を水平に置き暗所で生育させた後，
明所で72時間齢まで生育させた芽ぱえのペグ形成率を測定
した.吸水後12時間，暗所で生育させた後，明所でさらに
生育させた場合.90%以上の芽ぱえにおいてペグ形成は認
められなかった.一方，吸水後21時間以上暗所で生育させ
た芽ぱえでは.90%以上の個体でペグ形成が観寂された.
したがって，ペグ形成には吸水後21時間以上，暗所で生省
させることが必要であることが示された.この結果から，
光はペグ形成を抑制することが明かとなった.
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重力によって制御されるウリ科植物のペグ形成とオーキシン

輸送キャリア遺伝子の発現

鎌田混昌，藤井伸治，東谷篤志，高橋秀幸

東北大・遺伝生態研究センター

ウリ科植物の芽ばえでは，維管束鞘細胞による重力の感受

がオーキシンの不均等分布を誘導し，根と妊軸の境界部(百

ゾーン)における特定の皮層細胞がその一定以上のオーキシ

ン濃度に反応して成長極性を変化させ，ペグを発達させるも

のと考えられている。我々は，宇宙実験の結果から，微小重

力下で育成されたキュウリ芽ばえは， τRゾーンに 2個のペ

グを対称的に形成し，地上における 1個のペグ形成が重力に

よるネガティプコントロールによって抑制されることを示し

た。さらに，オーキシン制御遺伝子 α品 Alの発現解析か
ら，重力によるネガティプコントロールには，オーキシン濃

度の局所的な減少が関与する可能性を示した。

そこで，本研究では，重力によって制御されると考えられ

るオーキシン分布およびオーキシン輸送がキュウリのペグ形

成に果たす役割を解明するために，キュウリ芽ばえからオー

キシン輸送キャリア遺伝子を単離し，その発現解析を行なっ

た。

F420 

オオムギのプロリントランスポータ-(1如向。わの傷能解析

よE墨弘施術明高倍鉄子'
(名大・生暢汗応答窃院センター名大醜・生命鹿学)

プロリンは海ストレス下で適合漕貨として軍要な役割をはたす

ことが知られている裳々は先に，オオムギから犠ストレス下で特

に根で強〈発現するプロリントランスポーター遺伝子。和向。η
をクロ一三ングした.酵母のプロリントランスポータ一定翼線を用

いてその蕃醐和性を砕くたところ.これまでに報告されているア

ラピドプシスω例。1"2)やトマト弘d寺oT1)のプロリントラン
スポーターとは遭う性質が見られた帥向。T/ましプロリン以外に

ひブロリンにいく l~:JvtJ吻繊細企を示したほか，プロリンのアナロ

グであるハイドロキシプロリンや鉱湾側討ゅ.2-<:割以時恥a紙他の

数酒類のアミノ醐こ対する観束性Iま働、った.一方で，しプロリン

の取り込みは臥臥 (y噂 ninob吻捻ぉ細)やグリシンペタイン
とはほとんど蛾合しないことが示された.これは A円。T2や

u拘oT1とは遣い.帥向。T/まプロリン特異的なトランスポーター
であるということを示峻している.またそのトランスポート活性は

PH依存型であることから，げfアミノl強トランスポーターのー積で
あることが示峻される.これらの脂性質より犠ストレス下でオオム

ギの積において州向。Tの果たす役割について考察する.
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シロイヌナズナの完全長cDNAマイクロアレイより得られた
新規の乾燥/低温ストレス応答性遺伝子の発現解析

撞盛墜盗1.2.関 原明2久鳴坂真理3 藤田美紀3 篠崎一雄2.3(1株式会社

コンポン研究所 2理研・植物分子 3理研・ゲノム科学総研セ)

高等植物を取り巻〈環境ストレスの中でも乾燥，高塩濃度，低温

は成長や生産性を規定する主要なストレス因子である。農業生産の

向上や環境保全の見地から，植物におけるこれらのストレスに対す

る応答や耐性の分子機構の解明が急務である。

このような背景のもとで.DNAマイクロアレイをもちいたストレ

ス関連遺伝子の網羅的な探索と発現解析は，基礎研究だけでなくス

トレス耐性植物の分子育種を目指した応用研究にとっても非常に有

効な手段として注目されている。これまでに我々は，シロイヌナズ

ナの完全長cDNAマイクロアレイをもちいて多数の乾燥/低温スト

レス誘導性遺伝子を同定している。

今回我々は，それらの中で新規に得られた複数の乾燥/低温スト

レス誘導性遺伝子の発現解析結果について報告する。また我々は，

これらの遺伝子のプロモーター領域を単離し，それぞれのプロモー

ターにレポーターをつないで導入したシロイヌナズナおよびタバコ

の形質転換体を作成した。これらの形質転換体をもちいた組織化学

的な発現解析の結果について報告し，新規の環境ストレス応答性遺

伝子群の発現特性について考察する。

F422 

オオムギの水チャンネル遺伝子bpwlの局在性と発
現の日周変化

小塩和輝，且原真木，笠毛邦弘(岡山大・資生研)

aquaporin(AQPs)は、 M1 P遺伝子ファミリーに
属し、水輸送をつかさどるタンパク質である。我々

の一連の研究から、bpwlはAQPをコードしている
遺伝子であり、その塩基配列から原形質膜局在型

(PIP)に属する事が示唆されている。
本研究では、 bpwlのN末端の予想アミノ酸配列
に相当する人工ペプチドを基に作成した抗体を用

いて、タンパク質レベルでの細胞内局在性と、

恒ssueprint imunobulot法による、オオムギの根に
おける bpwlタンパク質の組織内の分布をしらベた。
また、 AQPのmRNAレベルで日周変動が報告され
ているので (Da吋d， T. et a1. J.Exp.Bot 51: 
342，2000)、我々は bpwlタンパク質の日周変動の
解析を試みた。これらの結果、 1)bpwlは原形質
膜局在型 (PIP)である。 2)表皮組織と木部組織
周辺に多く分布する。 3)深夜 (0時)から明け方

(4時)にかけて、 bpwlタンパク質の発現が増加
した。これらの結果をもとに、 bpwlがオオムギの
根における水の輸送とその調節にどのように関与

するのかを議論する。
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COORDINATE OENE RESPONSE TO SALT-STRESS IN RlCE 

(臼yza組.tivaL.) 
M. Arumugam PlLlAI 1， S. YANAOIHARA2， H. FUNATSUKI1• 

T.A阻YAMA1

lDe阿tmentof Low 11訓 peratureScience， Ho肱過idoNational
A炉cultura1Experiment Station， 1 Hitsujigaoka， Sapporo， Hoはaido

062・回:SS，Ja問 1，2Iapan Int町nationalR総伺rchCen回伽
Agriωltural Sciences Okinawa釦b町'opicalStation， Ishig依i，O始祖.wa
907・0∞2，Iapan
m仔erentialsα-eening w凶perf<叩百“byusing由ecDNA Iibrary 
∞悶truc凶 fr.叩 1the seedlings of rice variety TSA 1， grown in watcr 
culture either without or with osmotic shω:k (1.50 mM NaCI) for 3h. 
Six回 nc10nes were iso同edandbas“on也e鑓quencinganaIysis伽明
clones enα刈ingsalt responsive protein were selec凶 forfu民恥rst凶y.
伽 eof the c10nes OSINP re戸'CSen凶agene that is expressωat high 
levels during 24h NaCI回atment.The DNA問問問創凶ysisof 
OSINP indica凶 asimi加itybetween the deduced amino acid seque.邸調E
ofin叩 tolpho哩ph蹴 kinωeIike proωin of Arabldopsis伽ルVUI.
Anothercl∞e OSSRlI show.ωidentity to the photωystem 11 w 
protei且Thec10ne OSSRlII was highly similar to cys制限pro回nase
inhibitor which is 8加，nglyassocia凶 withchilling inducible and 
droughtω，Ierant protein of rice. Hybridization of the cl∞.eOSINPめ
genomic DNA diges凶 withEcoRl. EcoRV. Hind III， ar凶Sal1
ind悶凶thata single∞py of gene en，叫“thesalt inducible 
国nscript.RNA blot hybridization showed the∞π軍将lOndingmRNA
鉱沼田nulationof 1.3， 1.0，0.9 kb for the clones OSINP， OSSRlI and 
OSSRlII r，ω戸時velywhich inα'C8Singlya∞umulated over time. 
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孔辺細胞のリンゴ酸代謝に関わる酵素の活性に対する
浸透圧ストレスの影響
塗差且王，中嶋信美玉置雅紀後藤潔2 鎌田博，
近藤矩朗 3(筑波大・院・生命環境国立環境研聖徳
大東京大・院・理・生物)

気孔は大気との接点にあるため、特に大気の乾燥
時には孔辺細胞は乾燥に曝される。したがって、孔
辺細胞は乾燥に対して何らかの防御機構を持って
いると考えられるが、そのしくみについては研究さ
れていなかった。そこで、我々は孔辺細胞の乾燥に
対する抵抗性のしくみについて調べてきた。ソラマ
メ(巧ciafabaL.)の葉の裏側表皮を 0.4Mマンニト
ール水溶液に浸潤することにより、孔辺細胞に浸透
圧ストレスを与え乾燥の代わりとした。我々は、こ
れまでに浸透圧ストレスによって孔辺細胞でリン
ゴ酸の蓄積が起こることを明らかにしている。また、
リンゴ酸の合成酵素であるホスホエノールピルビ
ン酸カルボキシラーゼ (PEPC)のタンパク量が上
昇することも見出している。しかし、 PEPCのタン
パク量の上昇はあまり顕著ではなかったため、浸透
圧ストレスによるリンゴ酸の蓄積がこのことだけ
に由来しているのか疑問である。そこで、今回リン
ゴ酸の合成や分解に関わる酵素の活性変化につい
て検討したので報告する。
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PROMOTER ANAL YSIS OF AREB GENES IN THE REGULATION 

OF DEHYDRATlON- AND ABA-RESPONSIVE GENE 

EXPRESSION OF rri29B IN ARABIDOPS/S 

Mohammad Masud PARVEZ¥ Takashi FURIHATA¥ Kazuo 
1 1 Shinozaki2 & Kazuko Yamaguchi-Shlnozakl'. 1 Japan Intemational 

Research Center for Agricultural Sciences (JIRCAS)， 1・20hwashi，

Tsukuba City， 305・8686，Japan， 2RIKEN Tsukuba Institute， 3-1・1
Koyadai， Tsukuba City 305・0074，Japan. 

The induction of dehydration-responsive gene rd29B is mediated by 

abscisic acid (ABA) in Arabidopsis. Previously we have reported 

that AREB1 and AREB2 proteins function as transcriptional 

actlvators in the ABA-inducible expression of the rri29B gene under 

dehydration condition. In this study， we Isolated Arabidopsis 

genomic DNAs of AREB1 and AREB2， and carried out promoter 

analysis of these genes. We found an intron having 321bp in the 

genomic DNA sequence of 5・upstreampromoter region of AREB1 
Under dry condition， AREB1 construct containing the 321bp in甘口n

had a significantiy higher GUS activity than that of control in 

transgenic toabcco. High GUS activity was also found in transgenic 

Arabidopsis seediings with this construct whiie were treated with 

dry， exogenous ABA and NaCI. Histochemicai anaiysis of 

Arabidopsis seediings showed a high correlation with its GUS 

activity. In Arabidopsis plants having AREB1 construct containing 

the 321 bp intron showed that GUS stained strongly in leaf， stem 

and root under dry， exogenous ABA and NaCI conditions. Detetion 

analysis of AREB1 construct is underway and will be discussed. 

F426 

ゼンマイ胞子の葉緑体に多量に存在する蛋白の性質

井上弘，蒲池浩之，中山耕造l
マ菅百実・理・生物圏環境信州大・医・解剖)

ゼンマイの胞子葉緑体中には，サプユニットの分

子量が42kDa近辺の可溶'性蛋白群，膜に強く結合し
ている24・kDa蛋白，ゆるく結合している22・kDa蛋白
などが，多量に存在している。このうち， 22・kDa蛋
白は精製され，またこの蛋白を特異的に分解するプ
ロテアーゼも休眠胞子から部分精製されている。こ
の蛋白の性質を明らかにする一環として， 22-kDa蛋

白をコードしているmRNAのcDNAをイ乍成し，
その全アミノ酸配列を知ることを計画した。結果と

して， 1080bpのcDNAが得られ， N末端に
1 6残基のシグナjレペプチドがついた 196アミノ
酸がコードされており，成熟蛋白は 180アミノ酸
で構成されていることが明らかになった。

Deinococcus radiodurans， Drosophila melanogaster， 
Caenorhabditis elegansなどのLEA蛋白ホモログと称さ
れている仮説蛋白やクロレラの低温応答蛋白で，グ
ループ3L e a蛋白ホモログと似ている傾向がある
が， LEA3の特徴は少なく，新しいタイプの乾燥
耐性蛋白群として検討する必要がある。形質転換細

胞を作成して機能を解明することを試みている。
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H刃湖伽ctre伽 entindu儲 a回nsientea2+ -deper蜘1tc部副onof
q師岡山鈎-eamingin VaJ/isnl!1均成閣制rr悶ゆ~IJ ∞IJs
TenNUki HAYASl-E 副 ShingoTAKAGI; D明.Biol.， Grad. Sch. 
Sci.， 0額kaU凶v.， To~1叩aka560-0043， J匂)3Jl

ωIJs 1ぉpondto vario凶 kindsof mechanica1剥muli，
ωuch and e泊百celJularchanges in個 notic伊お釦re. In 
ceUs of附l防御匂 gigant叫如何幽C釦 gios問m，
I湖町UIl泊-eamingof the ~ωpIasm is ot閣 vedin 

We foundめath汚期制uctreatment w泊1O.5Mωぬ加l
w耐 1afewminl臨，a回nsient償制叩ofthe C)'topIasmic 
百lere恥脱化問dson血e伊首航路eofe油'3CelJular
was subs伽1tial砂凶ib耐， even in the伊閣ImofCah， 
of ceUs w油臼，"'"-cl削隠1bl∞kers，叫:has LaCh， 
nifedipine. Hypertonic出削.ent氏湖nsto induce ea2+ 
恥 pl翻 namembrane through臼1"'"channeJsωproduce 
備制onofthe~ωpIasmic鈎-eaming. once ceUs w閑
世10鉛 celJshardl~ respond国 tothe鑓悶1dhyperto凶c
m創 12ω24加ursa伽句協moゆ Weu剖

(RGD) hexap酬de，which is蜘 mωinh耐 a
ofanimaJωlIs to倒蹴:llularm刷崎，ω拙 minewhether 
d悶悶10fpIasma問 n加 leωcelJw叫1is ne蹴 saryω
ωh河期tonictrea卸悶1t RGD 似判demm私語I~diぬlI'bed
of以mdlesof鉱山自凶nents，加明ver，祉 h剖 m

悦 responseto h:汚濁畑氏白羽信問1t 百】is悶凶tindicated 
RGD-悶lSitiveadI鴎i∞白戸叫Jablync証involv吋 inthe
M叩耐ingof [1白勺叩 levelduring恥 E時間四 ω
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m翁oph~1J celJs Ic凶edwi出 a1甜ometric

伽加・2isundぽ町剖例∞.

Differential Displayを用いたイネ冠水ストレス誘導性

遺伝子の単離と発現機構

本理雄造、河野尚由、伊藤治人山内矯雄、田中浄(鳥

取大・農・植物機能学、 1農水省・JIRCAS)

植物は大雨や洪水時の異常出水などにより冠水状態にな

ると、大気との接触が断たれるため、植物に対する酸素の供

給は水中の溶存酸素だけとなり、急速に酸素欠乏の状態に

陥る。したがって、正常な酸素呼吸が急速に減少する反面、

嫌気呼吸が増加し植物体内の炭水化物が急速に消費され、

枯死にいたる。しかし、冠水に対し耐性を持つ植物では冠水

ストレスを受けても生育することができる。この時冠水耐性品

種は感受性品種に比べ高度な冠水耐性メカニズムがあり、

遺伝子レベルでの特異的な誘導、抑制があると思われる。そ

こで我々は冠水により誘導される遺伝子の単離を試みた。材

料として冠水耐性イネ FR-13A(Oηzasativa IND FR-

13A)の約 4週齢の幼苗を用いた。冠水未処理 FR-13Aと

一週間の冠水後2日間脱冠水したFR-13AのmRNA量を

比較した結果、冠水処理によりmRNAの蓄積量が増加する

遺伝子を単離した。
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耐極性品種イネにおける

高温ストレス鶴導性遺伝子の単離と発現解析

宣E主2壬、伊藤治¥山内錆雄、田中j争

(鳥取大・農・植物機能学、 1腹水省・JIRCAS)

耐纏性植物lま形態的変化や浸透圧保謹物質の蓄積、イオ

ンの積極的排除など何らかの適応機織によって泡温度の高い

土地に適応し生育することができる。このとき耐塩性循物体肉

では泡ストレス適応機構に関わる遺伝子群が発現していること

が期待され、また閉じ作物聞でも耐梅性には品種間差がある

ことが知られている。本研究ではこの品穫聞の耐性の遣いに

着目し、耐自極性品種からの高温ストレス銃導性遺伝子の単縫

を紙みた。耐泡性品積イネNonaBokraと温感受性品種IR20に

連続光のもとO.2MNaCIを含有する猪養;夜を与えて泡処理を行

い、処理後 24時間自のストレス時の遺伝子発現の変化を

Di仔'erentialDisplay去によって解析した。その結果、耐温性品

種イネの塩処理サンプルにおいて高温ストレス誘導性遺伝子

であると推測される特異的な断片を得ることができた。現在こ

れらの断片について発現時期や他のストレスによる誘導などを

ノーザンプロット法によって解析している。

F430 

タバコ培養細胞およびシロイヌナズナ変異株の

耐塩性に及ぼす不飽和脂肪酸の影響

~盤盤三、田中重雄、武長宏
(東農大・応用生物科学)

高等植物の耐塩性と不飽和脂肪酸との関係につ

いてはほとんど明らかとなっていない。そこで、

著者らは、脂肪酸の不飽和度の増加が植物の耐塩

性に及ぼす影響について検討した。 0.2MNaCl添加

培地で選抜された光独立栄養性タバコ緑色培養細

胞 (Nicotianatabacum cv. Samsun NN、選抜細胞)

は、無選抜の細胞と比較してC16 : 1およびC
18 : 3の含有率が高く、 C16:0、C18: 0、C
18: 2の含有率が低かった。 このことは、選抜細
胞の脂肪酸の不飽和度が無選抜の細胞に比べて高

いことを示している。他方、脂肪酸の不飽和化遺

伝子が欠損したシロイヌナズナ変異株は、発根時

あるいは子葉の展開時において野生株に比べて耐

塩性が減少していた。

これらの結果から、脂肪酸の不飽和度の増加が

タバコ培養細施およびシロイヌナズナの耐塩性に

関与していることが明らかとなった。
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I百E皿GHl芭ROUGHPUTSCREEN FOR TBE ISOLATION 
OF NOVEL CLOCK MUTANTS町 ARABIDOJ司Y/S
S悩e:eruHananQI，An曲。岨yHall'，Ru也Bぉtowl，Lazslo Kozma 
Bo卵 r，F，関ncN:相2釦 dAn的wJ. Millar'.町pt.Biologiω 
Sci阻.ce，Warwick Univeぉity，Cove泊町， CV47AL， UK. 2siologiωI 
R鎚ぬ民hIns帥te，Hungarian Aω必myofScien∞:，Szeged， Hung;uy. 

Like many other or伊 IIsms，1削 ts蹴 anendogeno凶 2牛.hourclock
to synchro凶zedevel句:mtentand meta加lismto the day/l凶ghtcycle.
Geneticぉreensfor clock m幽 ntbavei必a凶 edlong-and short-
peri:叫 mu回 tsinArabidopsis and other organisms， such as ntice， 
flies and cyan伽cteria.Althoug担ω:meofth間 mu凶 .ts旬ve
identified central∞:mponents of the clock mecbanism in other 
旬開係，itis not cl臨白紙飢lysuch伊鴎haveyet been i必ntifiedin 
plants. 

InArabidopsis the e:湾問ssionof也echloro同町ylla/b binding戸'Otein
(C4B) gene has been shownωbere伊latedby the circa必anclock. 
Here，ωiω，late mutants in novel a勾配tsofcl∞kfunction釦cltぉ a
cin:組組側略wegener富岡a且EMS-mu匂geni剖 po凹lationof 
Arabidopsis肉ntsω町ingthe伺b2promoter-luciferase gene fusion. 
UsingaPlおkardTo.戸側ntweぉsay叫岱eluntinωcenceofl飢)()
鈎edlingsonce every hour for 36 hour宮m∞nstant伽恒鰯 τbe
間耐且S肉質おsionJ:踊.ttemsforωclt鈴edlingwere∞mpar吋 with
thωe of non-mutagenisedがants(wt.). 18 m幽皿shave been isolated 
fromappr捌 mately15，似)()鈎edlings民間ned.Sixand凶neofthem
showashoルandlong-peri叫がlenotype，問問附ly.We bave alω 
foundm凶antswith sintilarityωthega血gmu回 ，temか-f1owering3. 
百聞m臨且tsmaybe町 'olv吋旭町但cadian伊血.goflight・
activated C4B ex伊溺sion.
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アルミニウムによるコムギ根細胞内の糖含量の変化

田測彰1、2、松本英明 1(1岡山大・資生研、2生研機構)

コムギのアルミニウム (Al)感受性品種 (Scout)と耐

性品種 (Atlas)を10tAMのAl環境下で生育させると、

Scout根では細胞壁伸展性の大きな低下と伸長阻害が見

られた。しかし、伸長阻害が見られなかったAtlas根に

おいても有意な伸展性の低下が見られた。このことから

Atlas根では、 Al存在下でも根の伸長を維持する機構が

働いていることが示唆された。本研究では、両品種の根

端の細胞内の糖について検討した。根端から採取した細

胞液に含まれる可溶性の糖濃度を測定した結果、 Al処理

により、 Scoutでは低下し、 Atlasでは増加することがわ

かった。細胞液中の糖の大部分は単糖であったことから

細胞内の糖濃度の変化は単糖レベルの変イじによるもので

あることが考えられた。これらの結果から、Alに応答し

た糖の蓄積がAl耐性機構に関与する可能性が示唆された。
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DIFFERENTIAL RESPONSE OF THE W-ATPase ACTIVITY 
AND PM SURF ACE POTENTIALS IN ES8 AND ET8 ROOTS 
OF WHEAT AFFECTED BY ALUM町UM
Sune Ju AHN1.2， Hideaki MA TSUMOT01， Res. Inst. 
lBioresources， Okayama Univ.， Kura蝋 Okayama710・0046，
'Dept. Hort.， Co勘geof Agri.， Chonnam Univ.， Kwangju 500・
757， Korea. 

Here we report the W -ATPase activity飢 dsurface potentials 
(zeta potentials) of plasrna membrane (P問 vesiclesisolated 
企'omtip (lcm) and tip-less roots in Al-sensitive (ES8)飢 dAl-
ωl釘釦t(ET8) of wheat by AI. Al (2.6凶，f)inhibited the H七
ATPase activity of PM vesicles of ES8 prepared企omonly tip 
r∞ts after 4h田a回.ent.Congruent with H七ATPaseactivity，性le
zeta potential depolarized only in the PM vesicles isolated企'om
Al・釘eatedtip roots of ES8 and different resting potentials were 
observ吋 betweenES8 and ET8. Interestingly， W・ATP鎚e
activity increased and zeta potentials hyperpolarized slightly 
after Al回a回.entin only tip-less roots of ES8 and in both root 
portions of ET8. W・回nsportrate of inside-out PM vesicles was 
monitored by acridine or釦.geand a similar result of activity as 
W-ATPase was obtain吋TheH+ -A TPase activity of tip root 
vesicles ofES8 was se田itiveωAl(0 to 10凶，f)in vitro but tip-
less root vesicles sustained the activity. However， W -A TPase 
activity of ET8 PM vesicles of tip root increased，出oughtip-less 
r∞t sustained the activity. The zeta potential meas町'edunder in 
vitro Al treatment showed a similar result. Immunolocalization 
ofW・ATPase revealed a dcreases in the intensity of apical cells 
as well as matured cells in ES8 but not in ET8 after 4h Al 
佐官atmentm VIVO. 
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イネのケイ酸吸収における根毛と側根の役割

墨一重量、後藤尚子、一井僕比古 (香川大・農学部)

イネは典型的なケイ酸集積植物として知られているが，そ
のケイ酸の吸収機構については未だ明らかにされていない。
本研究は彼毛のない突然変異体(即ロ)と側根のない突然変
異体侭MI09)を用いて，ケイ酸の吸収における側根と根毛の
役割について検討した。まずはケイ酸濃度の低い(O.lSm閉ま
たは高い(1.5m附溶液からの吸収速度を 3時間ごとに比較し
た.その結果.RH2の吸収は野生型 (WT.品種 オオチカラ)
と変わらなかったが， RMI09の吸収はWTよりはるかに低か
った.また一ヶ月間l.5mMSiのケイ畿を含む培養液で栽精し，
地上部のケイ酸含量と吸収量を比較した.RH2の地上部のケ
イ酸含量はWTと間程度であったが.RMI09はWTの半分以
下であった。さらに、一ヶ月間3系統を土耕栽培し(土 lkg
あたり 2gNa1Si03添加).地上部のケイ酸含量とケイ化細胞
の数を比較した.水耕栽培の結果と同織に阻包の地上部のケ

イ駿含量はWTと同程度であったが.RMI09の地上部のケイ
酸含正はWTの半分以下であった.RM109の第3業のケイ化
細胞数はWTと即i2の3分の 1しかなかった。コンパートメ
ントボックスを用いて，根の異なる部位によるケイ酸吸収を
調べた。根毛も側根もまだ形成されていない恨の先端(0・1

cm)の吸収はWTとRM109、阻ま2との聞で差が見られなかっ
た。しかし、根毛と側根が形成された部位 cl・2cm)では、
RH2と WTの聞に有意差が認められなかったが.RMI09の吸
〆収は WTより明らかに低かった.以上の結果は根毛がケイ酸
の吸収に寄与せず，側線がケイ酸の吸収に大きく寄与してい
ることを示している.RMI09とWTとの聞の胞を用いて解析
したところ、ケイ質量吸収の高低の比率は側線のあるなしの比
率と同じく 1・3であった。このことは側根の形成とケイ畿の

吸収を支配する遺伝子は単一の優勢遺伝子である。
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クラミドモナスC01シグナル伝遥因子CCMlの解衡とcDNAマ

クロアレイを周いた事匝的遺伝子の探*
三浦線治1、九町健一l、井上能宏1、谷口郁也1、小日向務l、能阿智l
、浅水恵理香2、中村保_1、田畑智之z、大山発爾l、福調理秀吉島1

t京大院生命・統合生命科学、 ZかずさDNA研)

クラミドモナスは、 C01欠乏ストレスにさらされるとそのシグナ

ルを伝達し、費者機炭素潰縮機機(CCM)に関わる複数の遺伝子発現が

誘導される.こうしてC01を能動的に体内に取り込むよう順化する.

しかし、そのシグナル伝達の分子機構についてはほとんど分かって

いない。我々は複数の遺伝子の調節に変異をもっ高C01要求位変異

様C115を相補する遺伝子CCM1を単降した(2000年度年会}・ CCM1の

転写産物及びタンパク貨はともに栂成的に発現していたことから何

らかの修飾によってC01シグナルを伝達していると考えられる.ま

た、このタンパク貨はジンクフィンガ一様ドメインをもち、このド

メインの重要性が示唆された.

CCM1がCO2シグナル伝達経路において重要な役割を果たしている

ことから、この遺伝子によって調節を受ける遺伝子群を、 9ω種の遺

伝子をスポットしたcDNAマクロアレイメンプレンを作成して検衆

した.変異稼C115と野生繰との発現プロファイlレを比較し、 16種の

遺伝子でZ倍以上の発現の差がみられた.これらの遺伝子転写産物の

量的変化はCCM1遺伝子の変異によるものと考えられた.115種の遺

伝子の中には、これまでに報告のあった炭酸脱水醇棄をコードする

臼 H1，Mcaなどの低C01跨導性遺伝子やABCトランスポーターのオー

ソログも含まれていた.このことは、 COzもしくはHC03'の愉送体遺

伝子の可能性がある.また、新規なC01応答性遺伝子が多数存在し

ていたことから、このcDNAマクロアレイの有用性が示された.

F436 

緑藻クラミドモナスにおける低CO2続導性遺伝子の

酢酸による抑制機情

福漂秀哉、九町健一、日吉勇人、大山莞爾

(京大院生命科学・統合生命科学科)

低CO2条件 (0.04%)、明所で誘導されるクラミド

モナスの細胞表層の炭酸脱水酵素 (CA)をコードする

CAH7遺伝子の転写は、酢酸が存在すると抑制される.

この原因として①酢酸添加による呼吸活性の上昇に伴

う細胞内CO2濃度の上昇、②酢酸添加によるPSII活性の

低下に伴う光合成電子伝達の低下、の2つが提唱され

ている。クラミドモナス呼吸変異株dum-7を用いて3

つの低CO2誘導性遺伝子 (CAH7.ミトコンドリアCA、

LlP36)の発現に対する酢酸の影響を調べた。野生株
で見られるような酢酸による発現の抑制がdum-7株で

は見られなかった。また、 dum-7株では呼吸活性は酢

酸の添加によりほとんど上昇しなかった。さらにPSII

活性は野生株、 durrト1共に酢磁の添加により低下した。

これらの結果より、酢酸による低CO2誘導性遺伝子の

抑制は、呼吸活性の上昇による細胞内CO2の上昇が主

要な原因であることが強く示唆された。
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4つのダイズ・フェリチン遺伝子の発現解析
鍾盟主主・吉原利一・増田太郎(電中研・生物科学)

フェリチンは、 1分子に最大4α氾原子ちの鉄を貯蔵

することカTできる巨大タンパク質である.従来樋物フエ
リチンの遺伝子la1っと替えられていたが、置近、複数

の遺伝子がは州問a等において明らかにされた.しかし、
各遺伝子の発現が外界からの刺溜や、生育ステーヲによ

りどのように変化するかはほとんど明らかにされていな

い.また、遺伝子同士の役割分担については不明である.

そこで、我々は、ダイズから4種のc臼¥JA(均r1-4)
をクローニングレ、発現パターンをノーザンプロットに

より解析した.その結果、ゐ1("1(既知〉、白r-2は、 Fe
による刺激によって強く発現語噂されたが、その他の金

属に対しても発現が留められた.但レ、治r乏ではCd.Ni

に苅する発現は見られなかった.また、 fer1は関宿後、

種子申〈直径3-9mm)において発現力噴く留められた

が、危r乏でIa、直径5mm未満の種子ゅでは強い発現が

見られたものの、発育が進み5mm以上になると弱くな
った.治1("3財 41こついては、上記の刺灘や、生育ステ

ージでは全く、発現が留められなかった.現在、他の刺

灘や組織特異性についても検討を加えている.

F438 

今mechocystissp. PCC 6803のPnタンパク質の機能解析

直釜盆卒、白髭耕平、小俣達男(名古屋大院・生命農学)

ラン藻の Pnタンパク質は窒素栄養条件の変化に応答

してリン酸化/脱リン酸化を受けるタンパク質で、翻訳

後段階での硝酸同化活性の制御に関与している。本研究

では、 Puが硝酸同化の制御以外の役割を持つか否かを

検討するため、アンモニアを窒素源として硝酸同化系が

発現しないようにした条件のもとで Synechocystissp. 

PCC 6803の野生株と Pn欠損株の増殖を比較した。種々

の光強度のもとでの増殖を比較した結果、強光条件下で

の Prr欠損株の増殖速度が野生株と比べて低いことがわ

かった。培地中のアンモニアの減少をモニターすること

により、アンモニア同化速度を測定したところ、野生株

の場合には、光強度を上げるにつれてアンモニア同化速

度が上昇したが、 Pn欠損株では、この上昇が起こらな

かった。また野生株において見られたアンモニア同化速

度の上昇は、タンパク質合成阻害剤のリンコマイシンに

よって阻害された。これらの結果から、Synechocystissp. 

PCC 6803では、アンモニア同化系の活性発現が光強度

に応答して正に制御されており、 Pnがこの制御に関与

していると推定した。
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ラン藻Synechocystissp. PCC 6803のntcB遺伝子の同定と機能解
析

霊匁裏率王、小俣達男(名古屋大院・生命農学研究科)

ラン藻は樋物と同様硝酸を還元、同化して増殖する。一般に

ラン藻では、硝酸同化に関わる NRT、NR、NiRの遺伝子がオペ

ロンを形成していて、その発現はアンモニアにより抑制され、

アンモニアの除去により脱抑制される。また我々は、 Synecho-

cocc凶 sp.PCC7942 (以下 7942)において LysR型の転写制御因
子 NtcBが亙硝酸を検知して硝酸同化系オベロンの転写を活性
化することを明らかにしている。 Syn配占ocystissp. PCC6803 (以
下6803)の場合は、NRTとNRをコードする遺伝子群と NiR遺
伝子が別個の転写単位となっているが、これらの転写はアンモ
ニアによって抑制され、アンモニアの同化を阻害すると脱抑制
され、さらに亙E青酸イオンに応答して活性化される点で 7942の
場合と同じだった。6803の遺伝子の中でntcBと最も高い相向性
を示すslr0395を破壊した変異株では、脱抑制時のよ述の2つの
転写単位の誘導レベルが低〈、亜硝酸による転写活性化も起こ
らなかった。このことから、 slr0395を6803のntcBと向定した。
ntcB欠失株の NR、NiR活性は、 7942においては野生株の 70-
80%であるのに対して、 6803では野生株の約 50%であり、碕酸
培地における ntcB欠失株の世代時間も、 7942では野生株の1.5
倍であるのに対して、 6803では野生株の3倍となって増殖速度
が大幅に低下した。以上の結果から硝酸を窒素源として増殖す
る場合、 NtcBによる転写活性化が、 7942より 6803において、
より重要な生理的意義をもつことが明らかとなった。

F440 

形質転換イネを用いたムギネ酸合成酵素遺伝子の

同定

止挫直範l、中西啓仁1、高橋美智子2、川崎信二3、
西津直子1、森敏1.2

(1東大院・農学生命科学、 2CREST、3農水省・生資研)

オオムギ根から単厳された鉄欠乏誘導性遺伝子 lds3Qron 
deficiency ~cific clone no.訟は、ムギネ酸類の生合成
経路のうち 2・ーデオキシムギネ酸 (DMA)からムギネ酸

(MA)への水酸化反応を触媒する dioxygenaseをコード

すると推察された。これを証明するため、 !ds3を持たず、

DMAのみを分泌し、 MA以降のムギネ酸類を分泌しない

イネに lds3遺伝子を導入した。CaMV35Sプロモーター

の下流に !ds3cDNAをつないだコンストラクトを導入し
た形質転換イネでは、水耕液の鉄の有無によらず !ds3

mRNAは恒常的に発現していた。一方、 lds3を含む 20
kbpのオオムギゲノム配列を導入した形質転換イネでは、

鉄欠乏処理により根での !ds3の発現が顕著に誘導され、
鉄欠乏の葉でもわずかながら !ds3の発現が検出された。
鉄欠乏条件下で、野生裂のイネは DMAのみを分泌したの

に対して、 2種類の形質転換イネはともに DMAだけでな

く MAを分泌した。これは、 IDS3が 2・ーデオキシムギネ

酸からムギネ酸を合成する「ムギネ酸合成醇素」であるこ

とを invivoで証明したものである.
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オオムギ鉄欠乏応答性遺伝子 Ids2のプロモーター領域の解

析;タバコにおける5.欠失変具体の解析結果について

宣車到ニい小林高範 1.2・後藤文之い湘聞太郎 1・樋口恭子

s・中西啓仁 2・西海直子 2・森敏 2.8(1.電中研生物科学、 2.

東大農学生命科学、 3.CREST)

オオムギより単隙した鉄欠乏応答性遺伝子の一つである

Ids2は、最近ムギネ酸の生合成に関与することが明らかにさ

れている。これまでにノーザンハイブリダイゼーションによ

って、 Ids2の鉄欠乏応答性と根における特異的発現が示され

ているが、この遺伝子が鉄吸収戦略を異にする植物において

も同様の発現を示すのか、また、どの配列がその特異的発現

を担っているのかは、明らかにされていない。そこで、本研

究では Ids2の 5'上流配列を欠失させたいくつかの変異体を

GUS遺伝子と共にタバコに導入し、その発現について解析を

行った。その結果、 Ids2は、タバコにおいてもオオムギと同

様に一定の鉄欠乏によって発現が誘導されることが明らか

となった。また、欠失変異体のうち最も短いもの(・272/'47)

においても発現量は減少するものの、特異的発現に関しては

変化が認められず、転写装置近傍における配列に特異的発漢

を制御する領域が存在するものと考えられた。
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正常な花の形態形成と種子の成熟にはニコチアナ

ミン鉄 (NA-Fe)が必要である
高橋美智子1.中河卓也根岸孝至寺田靖子

ぺ中井泉吉村悦郎西津直子森敏1.2 

(1.CREST， 2.東大院・農 3.東京理科大・理)

ニコチアナミンアミノ基転移酵素 (NM甘はムギ
ネ酸生合成経路上の酵素であり，鉄欠乏ストレスに

よって発現が誘導される。 NMTは双子葉には存在せ
ずイネ科のみに存在する。このイネ科植物に特異的な

酵素NMTを双子葉植物で発現させるとどうなるのか
という興味から，この遺伝子の一つ (naaト.4)を過剰
発現する形質転換タバコ (naat-to凶∞0)を作成し
た.naat.切回αゎの新葉は顕著な葉脈問クロロシスを
呈し、花は異常な形態を示し不稔であった。シンクロ

トロン蛍光X線解析や金属含量の測定によりn閣ト
蜘 crots特に鉄輸送に異常を来していることがわかっ
た。またnaat-tc粗ωでぼ仏カ輸出されなかった。ニ
コチアナミン的rvと鉄の投与によって葉脈問クロロシ
スは回復し、 NA合成静索 (NAS)を過剰発現するタ
バコに継ぎ木することで正常な花が形成され、不稔も

回復した。しかしながら、 wr臥沼a:rY¥の継ぎ木では
種子が成熟しなかった。これらの結果からニコチアナ

ミン鉄(ト仏:-Fe)は正常な花の形成と種子の成熟に必
須であることがわかった。
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UTlLIZATION OF N-FERTlLIZERS BY TRANSGENIC 
JAPONICA RICE EXPRESSING CUCUMBER NITRlTE 
TRANSPORTER (CsH仰す}

~担盛盆!JQ， Miwa 5ugiura， and Masaaki Takahashi; Dept. 
Applied Biol. Chem.， Osaka Pref. Univ.，1・1Gakuen-cho， 
5a同i，Osa岡田9-8531

In the nitrate (N03-) assimilation of higher 
plants， nitrate is firstly rl凶 ucedby cytoplasmic 
nitrate reductase to nit同te(N02-)， which is then 
reduced to ammonium by nitrite reductase in 
chloroplast. Rapid transfer of N02・fromCytoωI to 
chloroplast is nece鎚aryto SUpport the efficiency of 
NOi assimilation and to lower the ∞ncentration of 
toxic N02-.刈though 付ceplant叩 nabso巾 NOi
and redu伺 sit to N02-，同僧 utilizesNH4 + better than 
N03-. We ∞nsider that N02-transfer might be slow 
in両信plantdistinct from general higher plants. 
We have cloned a N02-transporter gene， 

Nitr1， transc巾Itof which localizes on chloroplast 
envelope membranes. Agrobacterium tume俗ciens
cells that contain T -DNA ha巾ouringcucumber Nitr1 
infected into付ce伺lIiand we got the transgenic 
Japoni伺 rice plants. Phenotypic observation 
indicated that the transgenic plants were 
hydropon抱剖Iygrown well with 40 ppm N03-as sole 
N source， while the growth of untransformed control 
was inhib刷.

F444 

シロイヌナズナのニコチアナミン合成酵素(AtNAS)遺伝子
の上流域解析(II)

鐙率二宣言ぺ 中西啓{プ， 西湾直子 森敏は

(' CREST， 2東京大学大学院農学生命科学)

双子葉植物であるArabidopsisthaJianaからのニコチアナ
ミン合成酵素(NAS)の3つの遺伝子(AtNASl-3)はそれぞれ

異なるプロモーター活性を持っている.今回、これらの上流

配列について更に詳細な解析を行ったのでこれを報告する.

AtNASlの上流域においては、 Fe，Cu，Znの欠乏条件で
GUS活性の上昇がみられたものの、 Mnの欠乏条件では
GUS活性の上昇はみられなかった.この金属欠乏に応答に
関すると考えられる部位についてさらに細かくデリーション

シリーズを構築し、解析をおこなっている.AtNAS2の上流

配列の解析では、様々な環境の変化の下でもGUS活性に変
化はみられなかった.AtNAS3の上流域においてはカーネー

ションの GST-l遺伝子の上流などにみられるエチレン応答

に関する配列によく似たが存在することが分かった.この配

列に変異を入れたところ、エチレンに対する応答がなくな

り、この配列がエチレンの応答に関与する配列であることが

わかった.このことからAtNAS3とエチレンとの関与が示唆
された。



F445 

C02濃度とpH環境が好熱性ラン藻の性質に与える
効果

宮入祥夫(工技院・生命研)

好熱性ラン藻Synechococcuselongatus は0.04

%から100%1こいたる広~\CC泣濃度条件下で生育す

る.非常に高いcc泥沼度下では生育速度が低下す
るが、これはcc泡により培地のpHが低下すること
によるものと考えられた.異なるα)2潰度下で生

育したラン藻は光合成色素の含量や光合成活性が

異なっていた.

今回は高温度cc泡により生ずる低pHの効果を調
べるために、低濃度∞2で且つ低pH条件下で生育
したラン藻の様々な性質を種々のC02温度で生育

したラン藻と比較した.低∞2低pHで生育したラ
ン藻細胞の光合成酸素発生活性は、高α)2低pHの
場合と低C02高pHの場合の中間的な値を示したが、
活性のpH依存性は高C02低pHの場合に類似した

性質を示した.

F446 

塩ストレスにより発現が調節されるイネの遺伝子
群
E皇葺之、福田;篤徳、 1中村敦子、 (農水省・生
物研、 1筑波大・生物科学)

イネの根、葉、茎などにおいて塩ストレスによ
り発現が調節される遺伝子をマイクロアレイ法を
用いて網羅的に解析した。
イネ(日本晴)を水耕法により 7日間生育させ
たのち、 NaClを添加し経時的に根および葉を採取
し、フェノーノレーSDS法により抽出したRNA
からポリ A+RNAを調製した。これを鋳型にcy5
により標識した一本鎖cDNAを合成し、スライドガ
ラス上に貼りつけたRiceGenome Research 
ProgramのESTクローン由来のcDNAとハイプリダイ
ゼーションを行った。 内部標準による濃度依存
性を調べると、良い直線性を示したので各スポッ
トにおける処理・無処理における発現量の差を信
頼性高く検出できると結論した。 0.2MNaCl処理に
より短時間内に10--20個のクローンが発現し、急
速に減少した。一方塩処理により速やかに発現が
抑制されるクローンも見いだされた。 50mMNaC1処
理によりより緩やかに誘導され、そのレベルを維
持あるいは緩慢に現象するクローンが見いだされ
た。
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塩害イネにおけるナトリウムの吸収経路

落合久美子，間藤 徹(京都大院農・応用生命・
植物栄養)

水耕14日齢 (3.5葉)のイネCIR36)に100mMNaCl 
含有培養液を与えると平均10日で枯死する。このと

き塩添加後72時間まで葉身Na+濃度は直線的に増加

した。葉身Na+濃度の増加速度は光条件に影響され
なかった。しかし培地pHが6から4に低下したり，培
地Ca2+濃度が0.5mMから0.05mMに低下するとNa+
輸送速度は約2倍に増加した。同一条件下でイネ根
をCalcoflourで染色すると，対照区では染色されな
い根端分裂組織，導管内壁が塩共存下では強く染色

された。これらの結果はNa+が根端からアポプラス
トを経由して導管に侵入する可能性を示す。この実

験系を用いて水耕イネのNa+吸収に影響する化合物
を検索したところ，エチレングリコール誘導体(EG)
に顕著な効果を認めた。塩添加土壌 (40mmol 
NaCl /kg)で栽培したイネは1ヶ月で枯死したが，
5gのEGを補った塩添加土壌ではイネは登熟まで生存
し対照区の30%のモミ収量を挙げた。この結果はイ

ネ根に侵入するNa+がアポプラストを経由してお

り，この部分を修飾することでNa+吸収を抑制し塩
害を軽減できる可能性を示している。

F448 

ソパにおけるアルミニウムの分布、移動と局在性
注主主，馬建鋒(香川大・農学部)

ソパは高濃度のアルミニウムを地上部に集積しても毒性を
示さないアルミニウム耐性植物である.我々はソパのアルミ
ニウム集積機構を明らかにするために，ソパ体内におけるア
ルミニウムの分布，体内での再移動及び細胞内の局在位につ
いて検討した。 28日間アルミニウム (50μM)処理したソパ
におけるアルミエウムの分布を調べたところ，アノレミニウム
濃度は古い葉から新しい業に向かつて煩に減少した.しかし、
一日だけアルミニウムを処理したソパにおいては葉令と関係
なく均一な分布を示した.第 4業を透明なピニルバッグで覆
う処理をすると、その業のアルミニウム浪度は処理しなかっ
た葉の4分のlであった。これらの結果はアルミニウムの地上
部への分布は蒸散量によってコントロールされていることを
示唆している.体内におけるアルミニウムの再移動はアルミ
ニウム溶液に一定期間処理してからアルミニウムのない溶液
に移し、異なる葉のアルミニウムの集積量を測定することに
よって検討した。その結果，新しく展開した業でのアルミニウ
ム濃度は緩めて低く，また古い葉のアルミニウム集積量は減
少しなかった。これらの結果はアルミニウムが一旦集積する
と，古い葉から新しい葉への再移動がないことを示している。
アルミニウム処理した業のプロトプラストと液胞を単離し、
アルミニウムの細胞内の局在性を調べたところ、すべてのア
ルミニウムは液胞に局在していた。アルミニウムは細胞内に
シュウ酸と 1:3の錯体の形態で存在していることがすでに明
らかにされているので，この錯体の液胞内への局在は高濃度
のアノレミニウムを集積する上で重要であると考えられる。



F449 

ラン藻 Synechococc~ssp. ~CC 7942の重金属結合タンパ
ク質SmtAの溶液構造解析
盛田重ム、溝尾昌也、小佐田高宏、山崎俊夫2、京極好正日、
林秀則 慎媛大院・理工・物質理、 1阪大・蛋白研、 z福井工
業大・工)

ラン藻Synechoωccussp. PCC 7942のSmtAは細胞内
の重金属イオン濃度のど界に伴い、その発現が誘導され
るメタロチオネイン様タンパク質である。しかし、
SmtAは真核生物のメタロチオネインとのアミノ酸の相
同性が低いことから、 SmtAにおける重金属結合様式は
真核生物のメタロチオネインとは異なると推測される。
本研究では、安定同位体標識法を併用した多次元NMR
分光法による SmtAの溶液構造決定を行い、 SmtAの重
金属結合様式を解明することを目的とした。
大腸菌による大量発現系を用いて、明又は吃及び

凶Nで安定同位体標識し、 SmtA標品を作製した。Zn'φ
と結合したSmtAの'H-"NHSQCスペクトルを測定
し、さらに、多次元NMRスペクトルから得られた各プ
ロトン間の距離情報をもとに、シュミレーテッドアニー
リング法により、 SmtAの溶液構造決定を行った。この
構造から、 SmtA中には重金属と結合する領域が2ケ所
に分かれて存在すること、各領域聞はフレキシプルなリ
ンカーによりつながりること、ならびに、一方には重金
属イオンが2個結合し、他方には 1個結合することを明
らかにした。立体構造が知られているメタロチオネイン
の場合も、重金属と結合する領域が2ケ所に分かれて存
在し、各領域はそれぞれ独立して存在するが、 SmtAの
構造的特徴とは異なっており、 SmtAは真核生物のメタ
ロチオネインの機能領域の原形であると考えられる。

F450 

シロイヌナズナ重金属応答遺伝子の単離と解析

鎗本血島、小泉望、草野友廷、佐野猪{奈良先繍大・
遺伝子教育研究センター}

被物による箪金属汚染土績の浄化(phytα四 ledla世∞)を最終回線に、.金
属の植物に与える影響を分子レベルで開べた.植物種としてシロイヌナズナを、重

金属元来としてカドミウム(Cd)を用い、 5∞μM、2時間のカドミウムストレス
により特蝉甘に審積される約 1切のmRNA由来の陀R断片を蛍光ディフ7レン

シャルディスプレ}法により決定した.さらにノーザン解析と BI.ASTによる相向

性検索の結果、 cdストレスにより蓄積量が期加する約30の遺伝子を確認できた.

HSPを含めシャベロンと恩われる4種の遺伝子、グルタチオンsトランスフ
エラーゼ、モノオキシゲナ}ゼのようなストレス応答遺伝子.硫黄代鮒に関わるア

デノシンホスホ硫酸還元酵素遺伝子などがあった.また、繊能未知のものを含めて

4種の転写因子と 3種のリン餓イ岬索、さらにカルモジュリンと推定されるタンパ
クをコードする遺伝子も含まれており、シグナル伝達に関わると考えられる多数の

因子の存在カ句闘できた.しかし、約半数は織能未知の遺伝子であった.

単擁した遺伝子のうち13はHρ2ストレスにも応答し、これらの遺伝子はcd
によって生じた酸化的ストレスに関与している可能性が考えられた.転写因子やリ

ン酸北酵素の一部は、 cdに加えてスタウロスポリンの添加によりmRNAの蓄積

量が減少した.このことは cdストレスによるシグナルの伝達にリン酸化の経路が
関与していることを示唆する.銀仏g)、鋼 (Cu)、亜鉛位。イオンに対する

これらの遺伝子の応答を調べたところ、それぞれについて mRNA蓄積量はかなり

異なり、積物への影響は金属種によってかなり遭うことが推察されえ.纏物に与え

るcdの彫轡として、タンパク貨のフォールディング阻害や酸化的ストレスなどが
挙げられる.今回の実験で示された HSI苛nRNA蓄積量の培加や、いくつかの遺伝

子のH，O，ストレスへの応答はこの仮説を支持する.

今後、さらに詳細な研究を行うとともに‘機能未知の遺伝子の解析も進めるこ

とで重金属に対する植物の生理機構を理解し、実用的な環境浄化植物の創出につな

げたいと考えている.
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コムギ Phosphoethanolamine Cytidyltransfer百se (ET) 
の cDNAクローニングと低温馴化過程における発現誘
導
主畳屋ι1.2榊剛今井亮三 I(1農水省・北海道農試
北海道東海大・工)

低温動|化過程で観察される主要生理応答の一つに膜
脂質の低温適応がある。これまでに脂肪酸の不飽和化
による膜流動性維持機械に関しては分子レベルで詳細
に解析されているが、リン脂質レベルの変動について
は不明な点が多い。
我々は cDNAマクロアレイ解析により、コムギ低瓶
馴化組織に寄与積し ETをコードする cDNA WECTJを
得た。 ETは phosphatidylethanolamine (PtdEtn)の生合
成における鍵酵素であり、phosphoethanolamine及びCfP
から CDP・ethanolamineを生成する。 WECTJ遺伝子は
I 266bpよりなる ORFにより、 46.7kDのタンパク質を
コードしており、推定 WECfIタンパク質は、ヒトの
hET及び出芽醇母の ECfIとそれぞれ 43%と 34%の
相向性を示した。町に共通な保存配列の繰り返し構
造はWECfIにも見い出されたが、 N末端の40アミノ
酸よりなる疎水領域は、動物及び酵母の ETにはみら
れないユニークな構造であった。 WECTJの発現は4'C、
2週間の低淑期11化誘導期間中 1日目より顕著に誘導さ
れ3日目にピークとなり以後 14日目まで高いレベル
で維持された。
現在、低温恩11化中のPtdEtn量の変動について測定を
行っており、その結果についても報告する。

F452 

新規抗菌タンパク質 δ.ピユーロチオニン遺伝子は低
温馴化過程で誘導される

盟主量皇、今井亮三 (農水省・北海道農業試験場)

植物の越冬には耐凍性と並んで耐病性の獲得も重要

である。コムギにおいては積雪下O'C環境で起こる
雪腐菌の感染は大きな被害となっている。チオニン

は分子量 5kDの 6-8個の Cys残基をもっ抗菌タンパ

ク質である。発見の端緒となったコムギではα1.α2.

s. rおよび typeVが知られている。我々は低温恩11化
コムギ冠部における低温誘導遺伝子をマクロアレイ

法により解析し、 Petuniaのr-thioninと高い相向性を
示すクローンを見いだした。塩基配列から予想され

るアミノ酸配列からコムギの7・purothioninとは異な

る新しいタイプのチオニン(δ-purothionin)である事が

示された。構造上の特徴として N末端にはシグナル

配列をもつこと、 α、0型分子とは異なり C末端の
酸性ドメインは存在しないこと、また全体で 8個存

在するシステイン残基は非常によく保存されいるこ

とがあげられる。低温誘導したコムギのノーザン解

析では、処理後 24時間で強い発現誘導が見られた。

また一方でジャスモン酸、サリチル酸処理では発現

誘導されず、多くのチオニンで知られている感染応

答による発現制御は受けないと考えられた。低温下

での耐病性獲得は感染応答とは異なる機構で起こる

ことが示唆された。



F453 

シロイヌナズナの譲位により変化する凍結耐性能

と低温馴化能について

高率玄血中村正展 1ペ林浩昭西国生郎 1C東
大・院理・生科 2生研機構 3東大・院鹿・応生化)

シロイヌナズナのロゼッ卜葉は、低温馴化し、そ

の凍結耐性を高める.ロゼット葉の中心部が凍結に

より強いと観察されたが、凍結という厳しい現境条

件下で生長点を含む若い組織を優先的に保醸するこ

とは合目的的である.我々は、葉位毎にロゼット葉

を分離して行った電解賀漏出を指標とした凍結耐性

の測定で、葉位が高い(=若い)葉ほど凍結耐性および

低温馴化能が大きいことを見いだした.さらにプロ

リン含量・浸透圧を測定した.これらは個体の凍結

耐性の高まりと共に上昇することが知られているが、

今回、藁位が高い程その上昇幅が大きいことを明ら

かにした.しかし、凍結耐性と、これら測定値とは

直接的に相聞が無く、その他の要素も考慮する必要

がある.低温誘導性遺伝子の転写産物など、低温に

応答して変化することが知られるいくつかの要素に

ついても葉位をわけで解析し、報告する予定である.

F454 

低温誘導性遺伝子rbpAlの調節lこcis/こ働く配列の
解析
重至草盟1，2 大森正之2 佐藤直樹1e埼玉大・理・
分子生物，記東大・院・総合文化)

ラン藻Anabaenavariabilis M3株では，指養
温度の低下にともない7個のRNA結合タンパク質を
コードする遺伝子 (rbp遺伝子)の発現が誘導され
る。その内のひとつであるrbpAlは，低温での発
現誘導が特に顕著であり，その転写産物には158塩
基の5'非翻訊領場が存在する。この5'非翻訳領域の
配列は，その他の低温誘導性のrbp遺伝子でも保存
されている。特lこRBS(5・-TTYGGAGA-3')， 
BOX 1 (5'-TCTCCGAA・3') ， BOX 11 (5'-
TTGTTTTNAGT-3' )およびBOX 111 (5'. 
TTCGGYGA・3')と名付けた4ヶ所の配列の保存
性が非常に高い。これら4個の保存配列にそれぞれ
変異を導入し、その低温における発現誘導への影響
をlacZ融合遺伝子を用いて解析した。その結果，
RBS領域を変異させると低温における転写産物の
蓄積が見られなくなった。転写産物の安定性を調べ
ると， 5'非翻訳領域をもっ転写産物は，低温におい
て非常に安定であった。一方， RBS領域に変異を
入れた5'非翻訳領域をもつものでは，非常に不安定
となっていることが明らかとなった。 RBS領域に
よる転写産物の安定化が，rbpAlの低温での蓄積
に重要な役割を果たすことが示唆された。
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アプシジン酸処理によるヒメツリガネゴケの耐凍性

上昇と遺伝子発現

長屋主、南杏畿、竹津大輔、荒川圭太、藤川清三l
(北大・低温研、 l北大院・農)

本研究では、遺伝子破壊により特定の遺伝子の生理機

能を解析できるヒメツリガネゴケ (Physcomitrella
patens)を用い、耐凍性の誘導など積物の寒冷環境への

適応機構を調べることにした。ヒメツリガネゴケの原糸
体を植物の耐凍性誘導と関連性のあるアブシジン酸
(ABA)および、低温で処理した後、耐凍性 (LT50)を電解

質漏出法により測定した。未処理の原糸体ではLT50は

・1.8'Cであったのに対し、lO!1MのABAで1日間処理す
ると・8.0'C、 4日間処理すると・10.0'Cにまで上昇した。

一方、同日数2.0'Cで原糸体を低温処理した場合、耐凍

性はほとんど上昇しなかった。さらにABAと低温処理
による遺伝子発現の変化を解析すると、コムギの低温誘

導性遺伝子 WCOR413と相同性のある遺伝子の発現が

ABA処理により短時間で増加した。それに対し、低温処
理を数日間行ってもこの遺伝子の発現はわずかな増加

にとどまった。これらの結果から、ヒメツリガネゴケの

耐凍性上昇とABA誘導性遺伝子の発現との関わりが示
唆された。

F456 

ジャガイモ塊茎の低温貯蔵における糖変動機構

速雄壬絵，小林晃，森元幸(農水省・北海道農試)

ジャガイモ塊茎は低温貯蔵すると一般に還元糖が増加する

が，地加程度には品種間差がある。本研究では，強い難糖化

性を有する系統や，還元糖ではなくスク日引を特異的に集積する

品種等， 6品種を用いて，貯蔵中 (20.C/4.C，湿度90%，暗

所)の糖変動メカニズムを解析している。これまでに20.C貯

蔵はいずれの品種もグルコース， 7うクト-A，Aク日-A量とも低く推移す

るが， 4.C貯蔵では，糖変動は①還元糖増加型，②糖量低推

移型，③スクロースt普加型の3タイプに分かれること，この時の還

元糖の増加には酸性インヘーM-tの活性の有無が関与することを

明らかにしてきた(植物生理学会， 2000)。

今回，酸性インヘ"M-t活性の調節機備を明らかにするために，

RT-PCR法により貯蔵中の塊茎における本酵素の遺伝子発現

について解析した。その結果，①の還元糖増加型品種では4
。C貯蔵で本酵素の遺伝子発現が誘導されるのに対し，②@型

の品種では低温での特異的な誘導は認められなかった。貯蔵
過程で塊茎を4.Cから20.C，あるいは20.Cから4.Cに移行させ

た場合について検討中であり，繍変動の制御メカニズムにつ
いて考察する。



F457 

ラン藻Anabaenavariabilis M3のRNA結合タンパク質
RboA1の溶液構造解析
主よ童基、森田勇人、山崎俊夫1、佐藤直樹2、京極好正1，3、
林秀目Ij(愛媛大院・理工・物質理、阪大・蛋白研1、埼玉大・
理・分子生物Z、禰井工業大・工1，3)

ラン藻Anabaena叩巾bilisM3のRNA結合タンパク質
RbpA11ま低温環境下で誘導され、 mRNA上の部分的相
補領域が低温ストレスによって形成した二本鎖を解きほ
ぐし一本鎖のランダムコイル状に戻すことでmRNAのタ
ンパク質への翻訳効率の低下を防いでいると考えられ
る。また、 Rb凧A1は他の原核生物から高等植物などの真
核生物まで普通的に見られる構造単位であるRNA
recognitioIl I!lotif(RRM) 1っとglycine-richdomelin ((;D) 
lつから構成されることからRo恥A1は進化的に最も基本
的なタンパク質であると考えられる。本研究では、ラン
蕩から真核生物まで普通的に存在する低温環境応答機構
を解明することを目的とし、安定同位体標識法を併用し
た多次元NMR分光法を用いたRbpA1の溶液構造解析を
行い、 RbゅA1によるmRNAの構造転移誘導の分子機構
を解析した。 "Nのみあるいは"Nおよび℃で安定同位体
標識したRbpA1を用いた多次元NMRスペクトルの測定
により得られた各プロトン聞の距離情報をもとに、シュ
ミレーテッドアニーリング法によりRbpA1の溶液構造決
定を行った。その結果、 RRMは二本のαヘリックスと
一枚のβシートから構成されるが、 GDはRbpA1が溶液
で単独に存在する条件下では明確な構造をとらないこと
が分かった。現在、 RbpA1およびGDを取り除いた
RbpA1と二本鎖形成したモデルRNAとの反応性を比較
することで、二つの機能領域、特にGDが二本鎖を形成
したRNAの認識や解きほぐしの過程で果たす役割の同
定を試みている。

F458 

コムギフルクタン合成遺伝子の糖誘導発現及ぴ
そのプロモーターの糖シグナル応答

宣国主主主.LIn Dlngbo.川上顕(農水省、北海道農試)

フルクタンはスクロースにフルクトースが重合したオリ
ゴ糖及び多糖で、ストレスに曝された植物内で重要な機能

をはたしているとされている.コムギではハードニング中
のフルクタンの蓄積量がその耐凍性と雪腐病抵抗性に強く

関わっている。我々は、コムギからフルクタン合成に関わ
る2つの遺伝子、 l-SST(sucrose: sucrose 1-
fructosyltrasferase)と6-SFT(sucrose: fructan 6-
fructosyltransferase)を単離し、その発現とコムギの
ハードニング中のフルクタン蓄積との聞に高い相関がある
ことを明らかにした(植物生理学会.2000)。この2つの
遺伝子の5.上流域を単離したところ、種々のシグナル応
答シスエレメントが存在する可能性が示された。そこで、

レポーター遺伝子としてsGFP(S65T)を用い、コムギ葉に
おける一過発現によりプロモーター解析を行った。 1-SST
と6-SFTのプロモーターともGFPの発現は光によって顕
著に誘導されたが、低温では発現が抑制された。フルクタ

ン蓄積については糖誘導性が示唆されているため、 1-SST
のプロモーターについて糖応答を調べた結果、グルコー
ス、フルクトース、スクロースによってGFPの発現が堵
加した。糖処理葉でのl-SST遺伝子発現も同様の結果を得
た.さらに1-SSTプロモーター内の糖応答領域を調べた結
果、 TATA-boxから250bp内iこ、ヘキソースに強く応答す
る領域とその応答を制御する領域の存在が示唆された。
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F459 

ラン藻 Synechococcussp. PCC 7∞2の高温感受性変異株
において特異的に減少するタンパク賀の解析

主宜霊壬、森田勇人、林 秀則(愛媛大院・理工・環境

科学)

ラン藻SynechococαlSsp. PCC 7∞2から insertional
mutagenesis法によって高温感受性変異株 (SlIT1株)を
単離したところ、この変異株では内在性プラスミド

pAQ1のoザ93に変異が起きていた。このプラスミドに
おける変異と高温耐性の変化の関連を明らかにする目的

でタンパク賀組成の変動について解析した。

SlfT1株と野生株のタンパク質を二次元ゲル篭気泳動

を用いて解析し、両者で含有量の大きく異なるタンパク

質の1つについてクローニングを行った。このタンパク
質は192アミノ酸残基からなり orf93の直接の産物では
なかったが、ホモロジー検索によって Synechocystissp. 

PCC6803の hypotheticalproteinである Slr∞06と約40
%の栂向性が確認された。また相向性の見られたタンパ

ク質の多くが好熱性細菌由来のものであったことから、

このタンパク質は高温に対して安定である、あるいは高

温耐性に関与している可能性がある。

現在このタンパク質をコードしている遺伝子を欠損さ

せた変異株を作製し、このタンパク質と高温耐性の関与

についての解析を進めている。

F460 

好冷性微生物からの熱ショックタンパク質遺伝子の

クローニングおよびその発現機構の解析

止血重量、 奥山英登志1、 森田勇人、 林秀則

(愛媛大院・理工・物質理、 ‘北大・地球環境)

好冷性生物は、一般の生物と異なり低温環境で生育する(最適生
育温度0.....20・C)0 このような生物の一つである好冷性細菌
Co/wellia maris sp. nov.は5.....15・Cで生育するため、比較的低温の
25・C程度で熱ショックタンパク質を発現することが予測される.こ
のような常温で発現する熱ショックタンパク貨の機能や発現機構の
遣いを明らかにする目的で、 Co/welliamaris sp. nov.から熱ショッ
クタンパク貨の一つであるgroELi宣伝子を単隠し、その温基配列の
解析および発現機構の解析を行った.
Co/wellia maris sp. nov.の高温耐性を解析すると、 30・Cl時間の
処理で生育の劃合が激減した.また、穏やかな熱ショックを与える
ことにより、さらなる高温に対する耐性の獲得が見られた.このた
め好冷性生物でも熱ショックタンパク質が機能していることが推測
されるoCo/wellia mari. sp. nov.のgroEL遺伝子をクローニングし
たところ、推定されるアミノ陵配列の80%が大腸菌のものと一致し
ていた.また、 groESとオベロンを構成しており、その上波には大
腸菌に見られるような熱ショックプロモーターが確認された.一
方、非翻訳領域に相当すると推測される部分のA.T含量は非常に高
かった.このため、 rpoH遺伝子機能の温度依存性および非翻訳領域
の塩基配列が好冷性細菌における特異的な発現に関係していると推
S則される.
現在、 groEオベロンのノーザン分析およびrpoH遺伝子のクロー
ニングを行っている.



F461 

cDNAマイクロアレイシステムを用いたイネの sp/

突然変異株の遺伝子発現解析

企旦堕並f，楠見健介山本公子坂田克巳佐々木
車治藤井文子大塚好美真保佳納子矢崎潤史

岸本直己菊池尚志i射場厚¥c九州大・院・理・
生物科学農林水産先端技術研究所農水省・農

業生物資源研究所)

イネの突然変異株sp危120悦ed!ea町は、屋外で生
育したとき、ネクロシスを起こした葉細胞からなる

茶色もしくは白色の斑点を葉に生じる.これまで遺

伝子座の異なる 11系統のsp/変異株(spパ-sp/11)

が単離されており、いずれも特定の生育環境下で

擬似病斑を葉に形成する.本研究では、最近遺伝

子の発現パターンの大量解析のためのツールとし

て使われている cDNAマイクロアレイシステムを利

用し、 sp/突然変異稼における遺伝子発現パターン

の比較から、共通して抑制もしくは過剰発現してい

る遺伝子群を探索することを目的として、野生株と

20.Cまたは 30.Cで生育した幾つかの伊/変異株を

解析した.その結果を報告する.

F462 

乾燥・低温・塩ストレス下におけるシロイヌナズナ完全長cDNAマイ

クロアレイを用いた遺伝子発現解析

堕単車墨1，関康明1，楠織時fJZ，.岡美紀1，石田順子1，神谷麻子1，佐
藤将一1，領井智也1，Piero Carninci3，林崎2県美3，篠崎-i量1
(1理研・ゲノム科学セ・植物ゲノム、 Zコンポン研、3理研・ゲノム

科学セ・遺伝子舗道)

2000年にシロイヌナズナの全ゲノム配列が決定されたが、今後、

遺伝子やタンパク貨の機能解析を進めるには完全長cDNAを用いるこ

とが有効であると考えられる.

君主々は乾燥や低温ストレスにより鶴渇される遺伝子の繊能や発現に

ついて研究を進めている.そこで、乾燥および低温処理をしたシロイ

ヌナズナ織物体などを出発材料に用い、ピオチン化captrapperl去に

より完全長cDNAライブラリーを作製したり.2).これらよりcDNAク

ローンを単厳し、これまでに約40000クローンの3'側湿器配列を決定

し、クラスタリングを行った結果、それらは約14000個の独立した

cDNAグループに分類された.これまでに約1300個のcDNAクローン

を含む完全長cDNAマイクロアレイを用いて乾燥、低温ストレス銭導

性や転写因子DREB1Aのtarget遺伝子の同定を目指して研究を進めて

きた3).今回新たに約7500個の独立した完全長cDNAを含むcDNAマ

イクロアレイを作製した.現在、作似した完全長cDNAマイクロアレ

イを用いて舵燥、低温および泡ストレス応答遺伝子の研究を進めてい

る.今回の発表では7500個の完全長cDNAクローンを含むマイクロア

レイを用いた解析によりこれまでに得られた結果について報告する.
1) Seki et al. (1998) Plant J. 15: 707・720
2) Seki et al. (2001) Plant Physiol. Biochem. (in press) 
3) Seki et al. Plant Cell (revision) 
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F463 

2車結制御に関わる植物由来の氷核活性物質

量主豆、石川雅也
(生研機構、鹿水省・生物研)

酎漉性を示す温帯性木本植物は濠結温度下で組

織特有の漉り方をする。木部放射性柔細胞や花芽の

小花は多くは組織を濠らせない(過冷却する)。一方、

花芽儲片や皮膚組織は-50C程度で積極的に濠り、
器官外漉結や細胞外濠結を行う。後者の木本組織に

は積極的な濠結を導く氷の核となる物質(氷核活性

物質)が関与すると考えられるが、その実体の詳細は

あまりよく分かっていない。そこで、氷核活性物質の

同定を目的に調査した。様々な植物の枝・葉・実・花

芽について氷核活性を測定したところ、枝に高い活性

が示された。枝の髄や木郵には活性が包められず、

靭皮組織を含む樹皮に強い活性が存在していた。一

方、枝から鶴導した培養細胞は活性を示さなかった。

細胞分画法では細胞壁画分にのみ、強い活性が留

められ、セルラーゼとペクチナーゼ処理により遊離し

てきた物質に部分的な活性が見られた。現在、細胞

壁画分から氷核活性物質の可溶化について成功し、

様々な特性についての調査を進めている。

F464 

ウンシュウミカンの低温応答性デハイドリンの凍結保穫効果

盛一孟盟、寺島彰吾、久保井徹 (静岡大.A) 

われわれは、ウンシュウミカンのデハイドリン

(CuCOR19)のcONAクローニングと低温ストレスによる

mRNA量の治加を報告した.ここでは、 CuCOR19タンパク

貨の水ストレス応答、性質、機能について報告する.ウンシュ

ウミカンの若葉を採取し、低温 (4"C)、 ABA(0.1.....10 μ 

M)、NaCI(50.....200 mM)、乾燥の各処理を施した.ノ

ザンおよびウエスタン解析でCuCOR19のmRNAとタンパク

を検出したところ、低温処理によってのみ両者の蓄積が見ら

れた.pETベクターによる大腸菌発現系で得たCuCOR19タ

ンパクについて円二色性分析を行ったところ、 CuCOR19の

備造は、 10mM SOSを加えることにより、ランダムコイル

から α・ヘリックスへ変化することがわかった.これは、

CuCOR19が、デハイドリンに一般的に見られる両親煤性ヘ

リックスを持つことを示している.CUCOR191立、カタラー

ゼと乳酸脱水素醇紫の凍結失j舌を保11し、その効果は適合溶
質やBSAよりも高かった.CuCOR19に多いランダムコイル

は、水の結合やタンパク質の情造保持をもたらしうるので、

CuCOR19は、低温ストレスからの植物細胞の保霞作用をも

っと恩われる.



F465 

ミトコンドリア型 sHSPを過剰発現させた形質転換

タバコの解析

Ishwar SINGH 1， 2、 Jian L即 3、 三宮ー宰川、 正竪
皇翠手 1 (1農水省・国際農研・沖縄、 2Indian Inst. 
Sugarcane Res.、 3山東師範大・中国、 4生研機構)

トマトからクローニングしたミトコンドリア型

sHSP遺伝子を CaMV35Sプロモーター制御により過

剰発現させた形質転換タバコを用いて、その機能の

解析を行った。

sHSP形質転換タバコは花粉においても sHSPを多

量に発現しており、その花粉はコントロールと比較

して高温耐性を持つことが明らかとなった。平常温

度区 (280C)、高温処理区 (37
0

C)共に形質転換

体は、コントロールと比較して常に高い呼吸量、光

合成量、蒸散量を示した。一方、平常温度区での呼

吸量に対する高温処理区での呼吸量を比率で示すと

sHSP形質転換体はコントロールと比較して低い値

を示した。 sHSP形質転換タバコは個体レベルにおい

てもコントロールと比較して高い高温耐性を示した。

本研究の一部は、生研機構基礎推進事業の支援で行われ

fこ。

F466 

タバコ ERF3遺伝子のシクロヘキシミドによる発現誘導の制

御機構の解析

西内巧，進士秀明，盆率一盛

(工技院・生命研・植物分子生物)

タバコ ERFは防御遺伝子の転写制御に関与する転写因子で

ある。 ERF遺伝子は傷やエリシターだけでなくタンパク質合

成阻害剤として知られているシクロヘキシミド

(cycloheximide， C回)処理によって，迅速で顕著な発現応答

を示す。しかし他のタンパク質合成阻害剤アニソマイシン

(anisomycin)及びピユーロマイシン (puromycin)処理には，

このような顕著な応答は示さない。傷やエリシターで活性化

する初期応答遺伝子の多くが， CI王X応答性を示すことが知ら

れており，Cf既による遺伝子発現活性化機構を解析すること

は大変興味深い。 ERF遺伝子のプロモーター領域と GUSの

融合遺伝子をタバコに導入して解析を行った結果， CI王X処理

によって，ERF遺伝子の転写活性化が起こることが示唆され

た。最も顕著な応答性を示す ERF3遺伝子の cf武応答性転写

制御についてさらに解析を行った。 ERF3遺伝子のプロモー

ター領域の deletion解析の結果，翻訳開始点からー163bpまで

の領域に CI政応答性エレメントが含まれていることを明ら

かにした。さらにこの領域中の特定の配列と特異的に結合す

る核タンパク質が存在し，CHX処理によってその結合活性が

顕著に増加することを明らかにした。
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F467 

インゲンマメさや貯蔵タンパク賀遺伝子の傷害応答性発

現の解析

阻車型車、岡本音量史、南川隆雄、山内大嶋(都立大院・

理・生物)

インゲンマメさや貯蔵タンパク質 (PSP)は'さや・に加え

若い茎・葉などの栄養按宮においても蓄積され、漢では

傷害ストレスに応答して合成されることが現在までに示

されている。今回、我々は、薬における PSPの傷害応答

性発現について解析を行った。

漢に傷害処理を与えると、 48時間後に約 3倍までに

PSPの蓄積量が増加し、 PSPmRNA量もそれに対応し

て増加した。また同一植物体の傷害葉以外でもPSP遺伝

子の発現が誘導され、植物体全身の応答であることが示

唆された。傷害応答への関与が報告されている植物ホル

モン等を葉に添加すると、 PSPの蓄積量はメチルジャス

モン酸 (MeJA)によって増加したが、サリチル酸 (SA)と

ACCは傷害や MeJAによる PSPの場加を抑制した。こ

れらのことから傷害による PSP遺伝子発現のシグナル伝

達系にはジャスモン酸合成緩路が介在し、その下j戒を

SAやエチレンが抑制することが推定された.さらに、

PSP遺伝子を単離し、その 5'-上流繊の温基配列を決定

したところ、エリシタ一応答配列 TTGACTが見出され、

この配列が傷害応答に関与すると推定された。

F468 

活性酸素消去系酵素とイオウ代謝系酵素形質転

換植物の亜硫酸耐性

位字率皐ヰ丘、芦口篤広、石田純規、大島健太、山内錆

雄、田中浄(鳥取大・農・槌物機能学)

植物の二酸化硫黄障害は亜硫酸イオンそのものとこ次

的に生成する活性酸素による障害がある。植物のsox耐
性を高めるためには活性酸素消去系を強化することが有

効であることは既に報告してきた。より以上にso刻耐性
を高めるには、活性酸素消去系をさらに高発現させるこ

とと同時に、植物のイオウ代謝系を高める、毒性化学種

亜硫酸を無毒な硫酸に変える亜硫酸酸イじ酵素を強化する

ことが重要であると思われる。本研究ではグルタチオン

還元酵素(Arabidop sis)、アスコルビン酸サンペルオキ

シダーゼ(Arabidop sis)、スーパーオキシドジスムター

ゼ(イネ)、 ATP-sulfury lase(Arabidopsis)、亜硫酸酸

化酵素(ラット肝臓)のcDNAを植物高発現プラスミド

ベクター(農水生物資源研の大橋、光原両博士より分譲

していただいた)を利用し、 Arabidopsおの葉緑体型グ

ルタチオン還元静素の葉緑体シグナルペプチド遺伝子を

連結することにより、葉緑体で高発現させた。これらの

形質転換タバコの亜硫酸耐性について検討した結果を報

告する。



F469 

オオシヤジクモにおける傷害電位の解析

逝急盟星(姫路工大・理・生命)

植物体の一部が傷害を受けると、その植物は全

身的な応答を示す。 傷害に関する情報の受容は、

まず、死んだ細胞に隣接した細胞において行われ

ると考えられる。細胞が大きく、組織が単純であ

るというシヤジクモ類の特徴を利用することによ

り、この最初の受容過程を記録することが可能に

なった。オオシヤジクモを用いて、ニつの節間細

胞がつながった試料を作製した。一方の細胞を切

断すると、 生き残ったもう一方の細胞で 10分以

上も続くゆっくりとした脱分極と活動電位が発生

することを明らかにし、 日本植物学会第63回大

会{秋田)において報告した。今回は、同じ実験

系を用いて、さらに解析を進めた.その結果、ゆ

っくりとした脱分極や活動電位の前に非常に速い

脱分極応答があるζとを明らかにした。また、こ

れらの電位応答の発生メカニズムについての解析

を行った.

F470 

シ口イヌナズナの UV-B照射による葉の損傷に対す
る培地に添加したショ糖の効果
墜豊重室、竹内裕一¥山本興太朗(北海道大・地
球環境・生態環境、 1北海道東海大・工・生物工)

植物の UV-B現収色素量の泊加がその遮蔽作用に
よって UV-B損傷を軽減する効果があるかどうか調
べるために、 UV-B吸収色素合成促進効果を持つシ
ョ糖を添加した培地で栽培したシ口イヌナズナの
UV-B照射による損傷を、葉より溶出してくる電解
質を定量することによって評価した。培地に 2%シ
ョ糖を添加して栽培したシロイヌナズナの葉(葉柄
を含む)を切り取り、 24時間 UV・8と可視光を同時
照射した場合、葉からの電解質の溶出は 0.5%ショ
糖添加培地の場合より少なかった。培地へのショ糖
の添加によって葉の UV-B域に吸収を持つ色素の量
は増加した。また、 UV-Bにより誘起される DNA損
傷である cyclobutane-pyrimidinedimer (CPD)含有量は、2%
のショ糖を添加して生育した植物の方が少なかっ
た。さらに、 UV-B照射によって発生する活性酸素
を除去する酵素のひとつであるべルオキシダーゼの
活性もショ糖の添加に伴って増加した。培地へのシ
ョ糖の添加が UV-B照射による損傷を軽減する効果
は、 CPD含有量の低下が示唆する UV-B吸収色素に
よる UV-B遮蔽効果と、活性酸素除去酵素系の活性
増加というこつの作用の結果であると考えられる。
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F471 

クロロイソニコチン酸誘導体による全身獲得抵抗性誘

導に関する研究

ま血差宜王，新田貴子，仲下英雄，鈴木義勝，山口勇(理研)

病害に対する植物の全身獲得抵抗性 (SAR)の誘

導機構は、サリチル酸の生合成を介していることが明

らかになっている。この経路を活性化する低分子化合

物 benzoisoぬiadiazole(B古1)、probenazole(PBZ)は、それ

ぞれサリチル酸の下流および上流に作用し、 SAR研究

の有効な分子プロープとなっている。 N-cyanomethyl・2・

chloroisonicotinamide (NCI)はイネにいもち病抵抗性を付

与する化合物であり、その作用の詳細は明らかでなか

った。タバコおよびアラピドプシスを用いて、 NCIの作

用機構に関する研究を行ったので報告する。

NCIはタバコにおいてタバコモザイクウイルスに対

する抵抗性を誘導し、双子葉植物に対しでも効果があ

ることが示された。また、 NCIはアラピドプシスにおい

て SARのマーカー遺伝子である PR・1遺伝子の発現を

誘導した。この誘導はサリチjレ酸分解酵素を導入した

アラピドプシスでは認められなかったことから、 NCIは

サリチル酸生合成を介して SARを誘導していることが

明らかとなり、 PBZと類似の作用機構であることが示

唆された。

F472 

Potential Symbiotic and Protective Activities of 
Compounds from the Water Fern Ar.olla 
Michael F. COHEN， Yojiro TAKAGI， Mami KA別UMA，

Hideo Y AMASAKI; Fac. Sci.， Univ. the Ryukyus， 
Nishihara， Okinawa 903・0213

Species of the water fem Azolla retain symbiotic 
cyanobacteria that provide fixed ni甘ogento the plant. 
Here we report on two components that may be involved in 
maintaining the symbiosis. Nostoc punctiforme， a model 
symbiotically competent cy飢 obacterium，upregulates 
expression of a symbiotic-related hrmA gene in response to 
naringin， a flavonoid found in many plant species 
incIuding some fems [1，2]. We have characterized a 
component in extract of Azolla imbricata that shows 
si伊ificant¥yhigher hrmA-/uxAB inducing activity than 
naringin. A red flavonoid pigment common in Azolla 
species does not induce hrmA but wasfound to have potent 
antimicrobial activity， especially against cyanobacteria， 
gram-positive bacteria and fungi. We hypothesize that 

these components may act in concert to limit the 
cyanobacterium to the leaf cavity 

[1] Cohen， MF & Yamasaki， H (2000) J. Bacteriol 182: 
4644-4646. 

[2] Cohen，問et.a1. (2000) In Recent Res. Developments 
Plant Physiol.， Research Signpost， in press. 



F473 

GENETIC TRANSFORMATION OF ORIENTAL CYMBIDIUM 
BY A MODIFIED AGROBACTERIUM INFECTION METHOD 
Hye・JoungKIM， Sang-Hyun SHIN， Xouna-Soo CHUN~， Jong-
Suk LEf;:'; Dept. Bioresourc泡s，Dong-A Uni.， Pusan 604・714，
Korea， 'Dept. Hort.， Seoul Women's Univ目， Seoul 139・744，
Korea 

Genelic Iransformalion of Orienlal Cymbidiums (C. lanciforlium 
and C. kanran) was performed 10 creale high value of varianls. 
An expression veclor (pAT6K) conlaining a Iransposable 
elemenl was used for genelic Iransformalion wilh a modified 
Iransformalion melhod. In Ihe melhod， rhizomes were 
precullured for 3 days or 7 days in MS liquid media. For efficienl 
wounding， seasands were added inlo Ihe precullured rhizomes 
in flask and wounding has been proceeded for 0， 2， or 4 days， 
respeclively. GUS expression was analyzed 10 confirm 
appropriale genelic Iransformalion. In Ihe experimenl 10 
oplimize preculture condition， 7 days preculture period showed 
higher frequency or transformation (42%) than 3 days 
preculture (22%). In the wounding analysis， 67%， 30%， and 17% 。frhizomes were identified as GUS positives for 4 days， 2 days， 
and 0 day wounding treatment， respectively. 

F474 

イネいもち病菌エリシターで活性化される遺伝子の単離

窪田迦低三、岩田道顕2;l(1出光興産中央研、 Z明治製菓

薬総研、 3植物防御システム研)

いもち病菌帥伊apahegtお'ea)由来セレプロシドエリ

シターで活性化されるイネ(向四sativacv. Akitakomachi) 

の遺伝子をmRNAディファレンシャルディスプレイ法

により単離した。

単離したcDNAクローンのうち、クローンNo.B1x

A2・7∞はほ乳類で解毒機能に関係することか寺賭されて

いるセレニウム結合タンパク(SBP)と高い相向性を示し

た。c4凶5-800は細胞壁強化に関与するグリシンリッチ

タンパクと、 B2xB1・650はs1，3・グルカナーゼと相向性

を示した。 2つのクローン(C4xA5-750とB2xA5・7∞)

は新規遺伝子の可能性が示唆された。またB1xA2・7∞、

αxA5-750およびB2xA5・7∞遺伝子はイネいもち病菌の
接種によっても発現が誘導され、とくにB1xA2・7∞およ

びα凶5・750遺伝子は非新口性菌031接種において親和
性菌∞7に対してより、早く発現芯答することが認めら

れた。
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F475 

ミヤコグサのグロビン遺伝子群の共生微生物感換に

対する発現応答

血握盤盤，下回宜司鎗田智子肉吉由美，鈴木章弘，

阿部美紀子，東四郎(鹿児島大・理・生命化学鹿児島大

院・理工)

植物のグロビンとしてマメ科値物の根粒内に大量に存在

するレグヘモグロビンが知られているが，マメ科以外の値

物にも広くグロビンの存在が明らかとなってきた.レグヘ

モグロビンのように微生物との共生に関与するグロビンを

symbiotic globin ，広く縞物に存在するグロビンを

nonsymbiotic globinとよんでいる.根粒細胞内におけるグ

ロビン遺伝子の特集的な大量発現機構，及び，縞物におけ

るnonsymbioticglobinの機能については興味の持たれると

ころである.

ミヤコグサ(Loωsfi申onicus)には 3種のsymbiotむ
globin遺伝子と1種のnonsymbioticglobin遺伝子が存在す

る.symbiot除globin遺伝子は，成熟個体では根粒細胞の

みで特異的に発現していたが，根粒菌を接種していない幼

植物でも発現していた.nonsymbiotic globin遺伝子は，植

物体全体で発現していたが、根粒では発現量が矯加してい

た.しかし，菌根衝が感染した穏では，発現が著しく抑制

されていた.

F476 

タバコ培養細胞BY-2キチナーゼ (TBC)の単離と

解析

産屋裏塁、片木徹也、斉藤美佳子、松岡英明(東京

農工大・工・生命工学)

タバコ培養細胞BY-2キチナーゼに関する一連の

研究を行っており、これまでに A1ternaria
alternataの培養上清を作用させた際に、細胞内外

において、複数のキチナーゼ活性をもっ酵素が誘導

されることを確認している。細胞内キチナーゼ

(TBC-11、2、3) においては作用後 3時間で、細

胞外 (TBC-Sl)においては作用後 12時間で活性が

最大になった。それぞれの時点でキチナーゼを抽出

し、 TBC-I1.......3については、コロイダルキチンアフ
イニティー、陽イオン交換クロマトグラフイ}、陰

イオン交換 HPLCを、 TBC-Slは塩析、陰イオン

交換クロマトグラフィーを用いて分離をおこなっ

た。その結果、それぞれのキチナーゼの分子量と等

電点は、 TBC-I1-3は 15-20kDa、pI=4.0付近、
TBC-S1は 18-25kDa、pI=4.0-4.5と推定された。
現在アミノ酸配列の解析を行っており、併せて報告

する。



F477 

コムギ赤カピ病菌のトリコテセン、マイコトキシンが
植物の生育及び形態形成に及ぼす影響について

亙血豆、木村真、山口勇

(理研・植物セ・レメディエーション)

コムギが赤カピ病菌に感染すると、減収や品質劣化だけで

なく、本菌が産生するトリコテセン等のマイコトキシンによ

って、人や家畜が中毒症状を起こすことから、世界的に大き

な問題となっている.動物細胞では、トリコテセンが蛋白質

合成の阻害やアポトーシスを誘導することが知られている。

一方、植物では、トリコテセンが宿主非特異的毒素としてコ

ムギへの感染過程で作用するこが知られているが、その作用

機構についてはあまり解明されていない.トリコテセンの植

物細胞への影響について鯛べるために、 τ'2toxin， DON 
(deoxynivalenoI)，あるいは DAS(dlacetoxyscirpenoI)等の

トリコテセンを含む培地上にコムギ及びシロイヌナズナを矯

種し、生育させたところ、いずれのトリコテセンも発芽には

顕著な阻害効果は見られなかったが、1-10μMのDONやDAS

は根の伸長を顕著に阻害し、また、シロイヌナズナの業では

アントシアニンの蓄積が見られた.-1μMのτ'2toxinは、シ
ロイヌナズナの業の形態形成に異常を引き起こすことが分か

った.一方、蛋白質合成阻害剤として広く知られているシク

ロヘキシミドは、発芽を顕著に阻害したが、トリコテセンで

見られたような作用は確認できなかった.これらの結果は、

トリコテセンが蛋白質合成阻害に加えて、低濃度で植物の生

育や形態形成に影轡を及ぼすことを示唆している.

F478 

ジャガイモ塊茎におけるエリシター誘導性遺伝子

群のサブトラクション法による探索

井戸邦彦、竹本大吾、吉岡博文、道家紀志、山北

二ム(名大院・生命農学・資源生物機能)

植物が病原菌の侵入に対して動的抵抗反応を発

動する際、種々の抵抗性関連遺伝子の発現を伴う

と考えられる。今回、抵抗性関連遺伝子を単離す

るため、疫病菌菌体壁成分 (HWC)エリシター未処

理および処理後3、6時間のジャガイモ塊茎より全

RNAを抽出し、 Subtraction法を用いたクローニング
を行った。 120クローンの部分塩基配列を決定した

ところ、63クローンが既知遺伝子と相同性を示

し、 PR・タンパク質や、グルタチオン-s-トランス
フエラーゼ、ペルオキシダーゼ、カタラーゼ、ア

ミノシクロプロパンカルポン酸オキシダーゼの各

遺伝子や傷処理誘導性遺伝子が含まれていた。

HWCやアラキドン酸処理に応答したこれら遺伝子

の発現の増加がノーザン解析により認められた。

また、ジャガイモ疫病菌接種時の応答性を調べた

ところ、親和性菌と非親和性菌の接種により異な

る発現パターンを示す遺伝子が4種存在した。
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F479 

プラシノステロイドによる病害抵抗性誘導に関する研

究

盤ヱ基雄、新田貴子、浅見忠男、安田美智子、藤岡昭

三、吉田茂男、山口勇(理研)

ブラシノステロイドが植物の病害抵抗性に与える効

果について検討した。タバコにブラシノライド(BL)を5
日間処理した後タバコモザイクウイルスを接種したと

ころ、 N遺伝子を介した抵抗性反応の結果生じる病斑の

サイズが小さくなり、 BL処理が抵抗性を増強している
可能性が示唆された。そこで、他の病原菌についても

検討した結果、タバコ野火病(Pseudomonassyr泊Igaepv. 

tabaCl)、うと'ん粉病(αdiumlycopersici )に対しでも抵抗

性を示した。さらに、単子葉植物であるイネについて

も検討したところ、 BL はイネいもち病(拍~apo.助e

grisea)、白葉枯れ病(Xan的omonasoryzae pv. oryzae)に対

しでも抵抗性を誘導した。イネいもち病に対しては、 BL
濃度がo.∞1mg/potから抵抗性誘導が認められた。これ
らの結果から、 BLが双子葉植物と単子葉植物の両方に
おいてウイルス、細菌、糸状菌に対して抵抗性を誘導

することが明らかとなり、ブラシノステロイドが高等

植物の抵抗性誘導に関わる植物ホルモンであることが

示された。

F480 

根圏における芳香族化合物の分解に関与する植物酵

素の研究

注目盤芸、高橋美佐、森川弘道(広島大院・理・数

理分子生命理学)

自然界に放出されたダイオキシンや PCBなど難

分解性多環芳香族塩素化合物の生物分解については，

脱塩素，水酸化，開環等に関与する微生物酵素が比

較的研究されている。 しかし，植物酵素については

未だ研究が少ない。そこで，本研究は，植物細胞組

織外に分泌され、芳香族化合物の分解に関与する植

物酵素の研究を目的として行った。多環芳香族化合

物色素(Remazolbri11iant blue同の分解を指標とし
て、植物根圏のスクリーニングを行い、ギシギシ

(Rumex crlspus L.)が高い分解能を持つことをみつ

けた。さらに，ギシギシの培養液に過酸化水素を添

加すると、色素分解の促進が観察された。この培養

液を加熱した場合には色素分解活性が無くなった。

これらの結果から、色素分解促進活性は植物の根か

ら分泌された酵素(おそらくベルオキシダーゼ)によ

るものと推定された。現在、培養液中の色素を分解

するタンパク質について解析を進めている。



F481 

In vivo ESR法による植物のストレス応答の実時間計測
盆E蓋室、白石卓夫l、大矢慨否1・2、背山E明1.2、尾勝朝3
(1科技団・地域結集型、 2生物ラジ研、 3山大院・理工)

本研究では、植物のストレス(外部刺激)に対する応
答機構の解明を目的として、 invivo電子スピン共鳴
(ESR)法による実時間計測を試みた。
計測には、表面コイル型共振器(SCR)を設置した低
周波(700MHz) ESR装置を開発し用いた。供試植物に
はタバコを用いた。枝または葉にスピンプローブ剤
(G!ucosy!-TEMPO， GT)溶液を切り口から取込ませ、
試料挿入空間(5cmX5cmX 30cm)に給水させた状
態で保持した。 SCRの検出部であるループ(検出空間:
14 mmφX 4 mm)を葉の測定対象部位に密着させ
た。葉中の GT信号を確認し、冷却、傷等の刺激による
ESR信号強度(SI)の経時変化を追跡した。
GTは植物中で還元され、その ESR信号を消失する
が、酸化されると再び ESR信号として検出される。冷却
刺激によってSIは急激に増加し、約4分で処理前の約
3倍のレベルに達した。傷刺激では、SIは緩やかに増
加し刺激後20分間で1.5""'2倍に増加した。これらの結
果は、刺激の違いによって葉内部の酸化還元バランス
の移行パターンが異なることを示す。本計測法によっ
て、その移行を実時間で観測することが可能となった。

F482 

植物ESR計測用スピンプローブ剤
皐亙皇玄l、伊東治2、青山正明 1.2、大矢博昭日
c科技団 山形県地域結集型共同研究事業、 2生物ラジ
カル研究所)

我々は電子スピン共鳴但SR)計測による植物のストレ
ス応答検出を目的として、植物の計測に適したスピンプ
ロープ剤を探索してきた。今回は、開発した植物用プロ

ープ剤の取り込み・ストレス応答様式を検討した。
一般的なスピン化合物1E恥1PO，PROXYLにglucoseを
結合させたプローブ剤 Glucosyl担問o(G'D， Glucosyl-
PROXYL (G町を合成した。植物試料としてヨトネTJ..テル・イネ
を用い、取り込み量は葉の水抽出液の邸R測定により求
めた。葉中のプローブ剤のESR信号は、開発済みの植物
計測用セルを用いて生理的条件下で観察した。
GT， GPの葉への取り込み量は、コトネTJ..テルの茎から取り
込ませた場合、 gluc慨を結合していない4-hy企'oxy-
τEMPO， 3-carbamoyトPROXYLの5倍以上であった。イネ葉
に取り込まれたGTは、暗所で還元され、 par珂uat存在下
での光照射によって速やかに再酸化し、消光により同程
度の速度で還元された。一方、葉中のGPのESR信号は、
約5分の遅延時間を経た後に緩やかに増大し、消光後も
減衰しなかった。 GTは細胞内まで取り込まれ酸化還元
を受け、 GPは葉中に取り込まれた後も細胞間スペース
に止まっていると推定される。
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F483 

樹木業のα・トコフエロール・アスコルビン酸含量の季節変化

宣旦童盟，中島貧道，小倉あゆみ，柴田勝(長岡高専・物

質工学)

樹木のストレス感受性の遣いを明らかにするために活性

酸素を効率よく消去できる低分予抗酸化物質であるアスコ

ルビン酸(AsA)、デヒドロアスコルビン酸ρAsA)、α.トコフエロ

ール(α・T∞)1こ注目し、これらの季節的な業内含量変化と共に
樹種間差の測定を行った。常緑広葉樹・ゲッケイジュ包.aurus

nobilis)、落葉樹広葉桜・キリ(Pau/owniatomentosa)葉片の

AsA+DAsA含量は、9-11月にかけて業内含量が鴻加して

おり、特にキリでは同期間に4.8倍の灘度上昇を示した。ゲ

ッケイジュのα-Toc濃度は7-11月に港加していたが、キリ

では落葉月に急激な減少を示した。このような、秋口の

AsA+DAsA量増加は、主にDAsA増加によるものであった

ことから、気温の低下と共に葉肉で発生する活性酸素の消

去にAsAが用いられた結果、DAsAが増加したと考えられ

る。AsAtDAsA比の低下と共に、業内α・Toc含量が僧加し

ていたことから、葉緑体の臨肉で発生した活性酸素消去に

α-Tocが働いており、さらにα・Toc再生のために AsAから

DAsAへの反応が促進されていることが示唆された。これら

の結果は、業内抗酸化物質が樹木の枯死原因である活性

酸素の消去に有効であり、各抗酸化物質との相互反応によ

り効率的に働いているとことを示唆している。

F484 

樹木の季節的なカロチン組成変化

小倉あゆみ，中村舞子，高見常明，柴田勝(長岡高専・

物質工学)

樹木のストレス耐性能と活性酸素消去能力の高い低

分子抗酸化物質との関係を明らかにするために、20種

の樹木を対象として、21種の葉肉代謝産物含量の季節

変化を調ベ、その中で特に顕著な拳節変化を示したカ

ロチン(Car)について報告を行なう。

新潟県長岡市に生育する樹木を対象として色素・抗

酸化物質を 1998年 7月-2000年 12月の 30ヶ月間、

測定を行なった結果、多くの樹種において革本植物の

葉片にはほとんど見られないα・カロチン(α・Car)を樹木

葉に見出した。クロロフィル(Chl)とカロチン(α.+s-Car) 

比が樹種に関係なく一定(Chl/Car=1 011 ;moVmol)であり.
樹木葉内で同様な色素組成比も持つ色素タンパク質の

存在を示唆した。また、α・Car量が春~夏にかけて増加

し、秋~冬に低下しており、s-Car量がα・Car量の低下と

共に増加していた。これは、樹木、特に針葉樹では Car

組成を変化させることにより季節的な環境ストレスへの

耐性機構を獲得していることを示している。常緑樹では

Carをはじめとした抗酸化物質の季節的な濃度変化は

緩やかであることから、環境ストレスに対して葉肉の環

境を一定に保つ働きが強いと考えられる。



F485 

ストロマのキノン結合性タンパク質

盤E腫.長谷川健武，小倉あゆみ.高見常明(長岡高専・物
質工学)

葉緑体のチラコイド膿に存在している主なキノンとして、

PSI反応中心のフィロキノンや光合成電子伝遺体であるプラ

ストキノン、低分子抗酸化物質のトコフエロールがある。これ

らのキノン種は、全て包膿で合成され、水溶性ストロマを通

過し、チラコイド膜に移動するが、葉緑体におけるキノン種の

膜間移動に関する研究はほとんど行なわれていなかった。こ

のことから、キノン種の膜間輸送系について調べた結果、ス

トロマタンパク質(tocopheroltransfer protein; ITP)によりトコフ

エロールの膜間移動が行なわれていることが明らかとなった。

しかし、ITPの基質特異性やフィロキノン・プラストキノンの膜

聞移動を行なうタンパク貨の有無やその差異などの基本的

な性質については今なお明確ではない。多くのキャリヤータ

ンパク貨が基質と特異的に結合するのを利用し、ストロマに

存在するキノン結合性タンパク質(quinonebinding protein in 

stroma; QBPS)の測定を行なうことにより、キャリヤータンパク

賓の存在の可能性を鯛ベた。そして、還元型フィロキノンに

特異的に結合する 110印 aのタンパク質(phylloquinol

binding protein(s): PBP)を見出した。これらの結果をもとに

PBPのキノン基質特異性およびプラストキノン、トコフエロー

ルなどのキノン種と特異的に結合するタンパク質(quinone

binding protein in stroma; QBPS)について報告する。

F486 

EXPRESSION OF AN SUPEROXIDE DISMUTASE GENE 
IN TRANSGENIC CUCUMBER AND 'IひMATO
Eun-Jeona PARK_， Haeng-Soon LEE， Suk-Y，∞n KWON， 
Kwan-Sam CHOI¥ Sang-S∞ KW AK; Plant Cell Bio快ch.
Lab.， Kor，四 Res. Inst. Biosci. & Bio句ch. (KRIBB)， 
Oun-dong 52， Yusong， Taejon 305-333， Korea， lDept. 
Agr. Biol.， Chungnam Natl. Univ.， Yusong， Taejon 
305-764， Korea 

Superoxide dismutase (SOO) plays an important role in 
C泡llulardefense against 0対dativestress in plants and 
may be verγusef叫 inthe field of medicina1， food and 
cosmetic industries. In this repo此， to develop the fruits of 
cucumber (Cucllmis sativ凶L.)and tomato (Lyco，μ'rsたon
esculentum) producing high yields of SOD as a plant 
bioreactor， the cassava SOD cDNA (mSODJ) was 
in仕oduced into cotyledone segments by Agorbaterillm-
m伎:liatedtransformation. The kanamycin (KA)ーr四 istant
tomaωshoots were selected on the selection medium 
containing MS basa1 sa1ts， 2 mg/L BA， 0.1 mg/L lAA， 300 
mg/L c1aforan and 100 mg，九 KA.The cucumber explants 
were cultured on selection medium with 5噌九 Basta.
PCR and Southem ana1ysis confirn凶 thatthe mSODl gene 
was incorpora飴dinto the tomato and cucumber genomic 
DNA of regenerants. Further charac凶 ;zation of 
transgenic plants will be described. 
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F487 

ルシフエラーゼレポーターを用いた遺伝子トラップ

止庄差益、津原優美、合田和史、鈴木久美子、松井南

(理化学研究所・ゲノム科学総合研究センター)

シロイヌナズナの全ゲノム配列の決定に伴い遺伝学

的並びに逆遺伝学的研究が促進されている。研究の速

度をさらに加速するためにはゲノム機能解析のための

リソースの整備が必須である。理化学研究所での植物

ゲノムグループのプロジェクトの一環として私達はル

シフエラーゼレポーターを用いた遺伝子トラップのベ

クターを構築した。このベクターをシロイヌナズナゲ

ノム中にランダムに挿入し、その中から芽生えの時期

にレポーターを発現している個体を選抜し、ライン化

を進めている.確立されたラインを用いて環境応答や

芽生え期での形態形成の解析に試用したのでそれにつ

いて報告する。

S401 

イネCiNA.マイクロアレイを周いた乾燥と低温ストレスによっ

て誘導される遺伝子の単離と解析

且A島出血i、安部洋、斉藤扶美恵、鳴坂真理人関康明 1、篠
崎一雄 1、篠崎和子

(農水省・国際農研・生物資源、 1理研・ゲノム科学センター)

近年ゲノム科学の発展はめざましく、多くの情報が得られて

きている。我々は単子葉植物のモデル植物であるイネにおいて

乾燥または低温ストレスによって誘導される遺伝子を単厳し

解析する事を目的として実験を行っている。乾燥、高温;.1度、

低温処理を行ったイネ植物体より作製したG叫ライブラリー

よりランダムにクローンを選抜、塩基配列を決定し独立した

1500 ESTクローンよりなるd亦ぬマイクロアレイを作製した。

そこで 10時間の乾燥、高温濃度、低温、アブシジン酸処理を

行ったイネ植物体より州M を調整し Cy3、Cy5による二蛍

光標織法によりマイクロアレイ解析を行った。その結果、いく

つかの陽性クローンを得る事ができた。これらクローンの中に

は既に乾燥や低温ストレス続導性遺伝子として報告されてい

るrab27やIip7 9遺伝子などが含まれていた。更にこれまで
報告されていない新規のストレス誘導性遺伝子も存在してい

た。これら遺伝子のノーザン解析などの結果も含めて報告する。



S402 

マングロープ TCP'lの耐塩性強化機能の解析

盟且蓋記手、山田晃世、 3野藤丈夫、三村徹郎1、小関良宏
(農工大・工・生命、 1奈良女子大・理・生物)

演者らは、マングロープ (smgllieraSexa/lgllla) cDNAライブ

ラリーから大腸菌を利用した機能スクリーニング法で耐塩性

関連因子の探索を進めている。その結果、マングリン cDNA

の他にシヤペロニンの一種として知られているT・complex

polypeptide 1σCP-l)をコードしていると考えられる cDNAが

得られた。このマングロープTCP-lは、アラピドプシス由来

の TCP・! とアミノ酸レベルで 89.4% の相向性を有してい

た。一般に TCP・1は真核生物において、 ATPを利用したアク

チンやチュープリンのフォールデイングを行う機能を有する

事が知られている程度であり、 TCP-l の発現と耐塩性の関連

を検討した研究はこれまでにない。本研究では、宿主に大腸

菌を利用し、マングロープ、及び耐塩性の低い植物であるア

ラピドプシス由来の TCP・lcDNA、さらに ATP結合領域に部

位特異的変異を導入した TCP-lcDNAを用いて、 TCP-lの発

現と宿主の耐塩性の関係を明らかにすることを目指した。そ

の結果、アラピドプシス 由来の TCP-l にもマングロープ

TCP-l と同様な機能が確認され、また、この機能は ATPに

依存するものではないことが示唆された。さらに本研究では

Mang TCP-lを酵母等の真核生物に導入し、得られた形質転換

体の耐塩性について検討したのでその結果を報告する。

S403 

S包モ88.
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S404 

水ストレスによって陽線されるキウリ子獲βーアミラーゼの繍銀と生

化学的商事訴

~孟盟，金鶴一樹.路指征.1(東京農工大観'.，，鱒玉大・理)

水ストレスに適応することは、植物にとって緩めて霊要であり、乾

燥に対する様々な耐性健機があることが分かってきている。蓑々は、

これまでにキウリ子葉に対して水ストレスを与えると、高いβーアミラ

ーゼ活性が跨導されることを見出している九このβーアミラーゼの

生理後能を明らかにするために、本画事.を精製して生化学的な解

析を行った。

思ti、または水(コントロール)で6時間処理したキウリ子獲(50e)よ

り 50mMリン重量級衝波(pH5.5)で鎗出したタンパク貧困分から、

DEAEToy。閃刷、 ifycopn沈殿、 Supe吋ex2∞p，ゲルろ過によって
デンプンを分解する活性をそれぞれ節分精製した。Supe吋倒 2∞p，
ゲルろ過では、 l05kD(A-1)と ωkD(A-II)に活性が分蔵した。A-Iも H

もPNPG5を分解したがBPNPG7を分解する活性がなかったことから、

どちらもαーアミラーゼではな〈βーアミラーゼであることが明らかとな

った。さらに A-IIを2次元(等電点と Native-PAGE)電気泳動で分雌

後、活性綾色したところ、 βーアミラーゼのスポットが複数検出された。

これらの肉、特に plが5.8から 6.8の4つのスポットの活性l玄、鳳舵

処理した場合に著し〈強いことが明らかとなり、水ストレスに対する

応答健機で軍要な役割を果たしている可能性が高いと考えられた。

"Tod蜘・t・1.(忽閥)J.Exp・内情ntalB制 ny51: 739・745

S405 

乾燥ストレス耐性におけるシロイヌナズナgalactinolsynthase遺

伝子の機能解析

さ並望~'・ 大住千栄子ヘ関 原明九井内II!九篠崎和子〈篠崎
一雄'('理研・植物分子筑波大・生物科学味の集(線) ・中

研農水省・国燦.研・生物資源)

Raffinose Family Oligosaccharides (RFO)は種子の乾燥過程にお

いて嘗積し，種子の乾燥耐性に軍要であることが知られている.し

かしながらRFOの植物における機能については不明であった.そ

こで我々はシロイヌナズナを用いてRFOの組物体における機能の

解明を目的として研究を進めた.

線物体に乾燥などの水ストレスを与えたところ，植物体においても

raffinoseの蓄積が認められ，植物体の乾燥耐性にもRFOが関与す

ることが示唆された o RFOの合成はこれまでの研究でgalactinol

synthaseが律速段階と考えられている.そこでシロイヌナズナよ

り3種の水ストレス応答性galactinolsynthase遺伝子 (AtGoβ1，

AtGolS2， AtGo1S3)を単隠した.これらの醇索活性を調べたところ

すべてgalactinolsynthase活性を示した.そこで各々の遺伝子に

ついて過剰j発現，あるいは発現抑制させたトランスジェニック組物

を作成し，乾燥ストレスに対する耐性試般を行った.その結果，

AtGolS2を過剰発現させた編物は野生型と比較して乾燥耐性を示し，

逆にAtGolS1を発現抑制さ:せた被物は乾燥高感受性を示した.こ

れらの耐性の程度は遺伝子の発現量の滑減，さらにはgalactinol，

raffinose含量の変化と相関を示した.



8406 

シロイヌナズナの乾燥・低温・高温温度ストレス応答性トランス因子

をコードする遺伝子DRE8の類似遺伝子の解析、およびDRE82A破繍
織の解析

盆2..n!I.....J差、三浦節子、JosephG. DUBOUZET、EmilynG. DUBOUZE丁、
1 Anna N. STEPANOV、1Joseph R. ECKER、2篠崎一級、篠崎穂子
(A水省・国際A研・生物資源、 1Plant Science Institute， University 
of Pennsylvania、2理研・組物分子生物)

シロイヌナズナの乾燥・低温・高泡濠度ストレス応答性シス因子 DRE
(Dehydration Responsive Element， TACCGACAT)fこ結合するトラ
ンス因子には、 DREBlとDREB2の2祖類が確箆されており、 DREBl
には A、B、Cの3つ、 DREB2には A、Bの2つのホモログが存在す
る.すべてのDREBタンパク貨はDNA縮会ドメインとしてERF/AP2 
ドメインを持ち、 DREBlは低温の、 DREB2は乾燥 .jfjl;lil度ストレ
スのシグナル伝速に関与するが、 ABA応答性の遺伝子発現には関与し
ない.乾燥応答性遺伝子の一つ rd29Aはプロモーター領織に DREを
有し、 DREBにより舵燥・低温・高塩濠度ストレス応答性の発現麟織を
受けている.rd29Aは乾燥により、.と恨の両方において強〈発現が
餓導されるが、 DREB2A、Bでは乾燥による発現は銀において強〈、
業ではあまり強くない.このため、 rd29Aの震での乾燥による発現餓
導に関与している新たなトランス因子の存在が予測されている.この

新しいトランス図予を特定するために、 DREBタンパク貨のERF/AP2
ドメインのアミノ厳11mを元にシロイヌナズナのゲノム配列を検察し
た結果、 DREBlに近い配列が7つ、 DREB2に近い配列が6つ見いだ
され、これらの配列を用いてノーザンハイプリダイゼーションを行い

発現パターンを解析した.また、 DREB2Aの破織橡を用いて、ノーザ
ンハイブリダイゼーションにより即日2A、rd29Aおよびその他の
DREBターゲット遺伝子の発現パターンの変化を解析した.

8407 

Promoter analysis of erd1: An Arabidopsis ClpA-

homologous-gene， up-regulated in response to 
dark-induced senescence and dehydration 

stress. 
s.wl D-S.imp.亘00'，Kazuo N司kashima1， Yoshihiro 
Narusaka'， Kazuo Shinozaki< ，Kazuko Yamaguchi-
Shinozaki¥. 'Japan International.Research Center for 
Agricultural Sciences (JIRCAS). < Tsukuba Institute (RIKEN) 

The erd1 gene encodes a 97kDa protein with sequence 
homology to the regulatory ATPase-subunit of the plant Clp 
protease， and is thought to function in protein degradation in 
chloroplasts. Expression of erd1 was found to be strongly 
induced by dehydration and salinity stress， plus natural and 
dark-induced senescence. Analysis of the erd1 promoter was 
performed by fusing a number of discrete portions of the 
promoter to the coding region of the LUC (Luciferase) 
reporter gene. Luciferase activity was subsequently 
measured in transgenic plants exposed to dehydration or 
dark conditions. These experiments revealed that a 69bp 
region of the erd1 promoter may contain cis-acting elements 
involved in the senescence-induced expression of erd1. This 
region contains the ABRE (ABA responsive element)-like 
sequence (ACGTG) and a second ACGT sequence. Data 
from constructs containing base substitutions in each of 
these elements revealed that they may both be involved in 
erd1 gene expression during s自nescence目 Furtheranalysis 
was performed in order to asses the activity of this 69bp 
sequence in response to other senescence ・inducing
conditions. 
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8408 

CLON町G OF TRANSLATION ELONGATION FACTOR lB 

SUBUN訂 y FROM A HALOPHYTE ANEUROLEPIDIUM 
CHINENSE BY DIFFERENTIAL DlSPLAY. 

主cim血a..S血1，Keiko OZAKI， Tetsuko TAKABE 
Gr“. Sch.Biω.gri. Sci.， Nagoya U町川agoya464・8ω1
lBio-ωiented Tech. Res. Adv. Inst.， Tokyol05心∞1

As ∞mpared to crop p1ants， wi1d p1飢 tsexp回encemore severe 
abiotic s位ωseslike drought， high叫 L∞11d，and heat in natura1 
environments and therefore have deve10ped particular adapta出n

mechanism. Sheep grass (Ane制rolepidiumchinense (Trin.) kitag)， a 
wi1d perennia1 p1ant grown natura11y in semi-抑制 r噌onof 
Mongo1， has strong to1erance to abiotic stresses. We have used 
differentia1 disp1ay (DDRT-PCR) techniqueωiso1ate白ehωt-s位'ess

rωponsive genes from也isp1ant. And a 1.4 Kb 10ng cDNA clone 

wωiωlated with high homology to plant translation elongation 

fa伽 rlB帥 unitgamma (eEFJB gamma). The dωuced amino acid 

鈴quenceof也esheepgras唖eEFIBgamma (AぬEFIBgamma) had 
abωt 60% homology to the protein from rice and swωt berry and 

low homo10gy to that合'omhuman or y側 t(10-15%). Sωthem blot 

ana1ysis indicated that eEFIB gamma was encoded by a sing1e-copy 
gene in也esheep grass genome. Northem blot ana1ysis showed白紙
AceEFIB gamma紅an悶 iptincrl側 ωremarkab1yin response to b制
。Irdrωghts釘'ess.

・ This research w総釦ppo巾 dby Program for Promotion of Bωic 
Research Activities for Innovative Biosciences (pROBRAIN). 

8409 

E5I温基配列情報を利用した適性CAM植物アイスプ
ラントにおける塩ストレス応答の解析
是盆宜l，M町AnnCUSHMAN，東江栄2，Elizabe血
CLARK， John C. CUSI副 AN(ネパダ大学・分子生物
埼玉大・理・分子生物 2佐賀大・農・生物生産)

高温度の塩による水ストレスでG型光合成から
CAM  (Crassulacean acid D蜘加，usm)型光合成へ転換す
るアイスプラント(Mesem均四帥emumcr抑飽蜘um)
は近年CAM植物のモデルとして注目を集めている
が、分子生物学的に解析された遺伝子の数は限られ
ている.我々は、アイスプラントの塩ストレス応答
に関わる新規遺伝子の発見とその発現制御の解明を
目標として、水を十分与えたアイスプラントと、 0.4
MNalαを30時間または.48時間与えたアイスプラント
からcDNAライブラリーを作成後、約10，000個のクロー
ンの部分塩基配列(侃presseds司uencetag; FST)を5・
側から決定した.これらは約4，5∞種類の転写産物に
由来しており、そのうち約2/3は機能の解っている
タンパク質と相向性を持っていた.このうち、集光
性複合体、光化学系複合体及びQ経路に関わる転写
産物の出現頻度は水ストレスにより大幅に減少する
のに対し、 CAM及び様々なストレス応答に関与する
転写産物の出現頻度は増加していた.さらに、代謝
産物輸送体と高い相向性を持つ転写産物も10種類以
上見いだした.現在、これらの完全長cDNAの単雌
と機能解析を行っている.



S410 

低浸透圧及びプロリンで額導される ProDH遺伝子の
プロモーター解析

生直星盤、中島-i盤、篠崎一雄¥篠崎和子
(腹水省・国際鰻研・生物資源、 1理研・植物分子生物)

プロリンは、水分ストレスを受けた植物が浸透圧調節物質と

して細胞内に蓄積する適合溶震のひとつである.我々はプロ

リン分解蘇索、プロリンデヒドロゲナーゼ(ProD，帥の cDNA
及びそのプロモーター領織をシロイヌナズナから単厳した.

これまでに、 ProDH遺伝子の発現は乾燥処理で抑制され、吸
水、低浸透圧及びプロリン処理で促進されることを報告して

いる.そこで、 ProDH遺伝子の低浸透圧及びプロリン応答性
発現に関わるシス因子を明らかにするため、 ProDH遺伝子の
プロモーター領域に欠失及び変異を加えたものとルシフエ

ラーゼ (LUC)またはかグルクロニダーゼ (GUS)遺伝子と

のキメラ遺伝子を導入した形質転換植物を用いて鉾しく解

析した.その結果、 70bpのプロモーター領媛に、 ProDH遺
伝子の低浸透圧及びプロリン際導性発現に関与するシス因

子、 ACTCAT配列を見出した。また、乾燥ストレスを受けた

シロイヌナズナではプロリンが醤積されるにも関わらず、

ProDH遺伝子の発現は抑制される.形質転換植物の解析から、
この ProDH遺伝子の発現抑制に関与するシス因子も 70bp
のプロモーター領織に含まれていることが示唆された。

S411 

イネAOX遺伝子の111，1ストレス及びABAに対する発現応答

主準型~1.伊藤裕介 1， 1・絡賀啓明 1・中田幹生 1・1，1伸浩 1・平井篤

志 1(1.東大農学生命科学、2.国際獲高野・生物資源}

縞物のミトコンドリアには、通常鋤いているシトクローム系呼吸

のほかに、ATP合成と共役していないオルタナティブ呼吸という呼

吸経路が存在する.しかし、この呼吸経路の存在怠穫に闘しては

いまだ不明な点が多い.

この.穫を解明するため、オルタナティブ呼級を担う末鋪酸化

醇素である AOXに関して織々な解析が行われ、いくつかの知見

が蓄積されている.以前私遣は、イネ AOX遺伝子の発現が低温

によって鼠導されるという事を示したが、これは、植物の環境ストレ

スに対する応答にAOXが繍与しているということを示峻している.

そこで今回私遣は、<<t温以外の環境ストレスである、塩ストレス

及び乾燥ストレスに対するイネAOX遺伝子の発現応答に関して解

析を行った。その結果、いずれのストレスをかけた場合でも、イネ

AOX遺伝子の銭湯は紙調草された.

一方、多くの環境ストレスに対する纏物の応答に、植物ホルモン

である ABAが関与している事が知られている.そこで私遣は、イ
ネにABA処理を加え、AOX遺伝子の発現を調べてみた.その結
果、イネAOX遺伝子の発現i志、ABA処理によっては縁海されな
かった.このことは、低温、塩、乾燥といったストレス条件下におけ

るイネAOX遺伝子の発現lot.組 Aの関与していない経路によっ

て制御されている事を示している.
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S412 

カタラーゼおよびベタイン合成遺伝子を共発現さ

せた淡水性ラン藻SynechococcusPCC 7942の塩

ストレス応答

輩率盤王、加来伸夫、日比野隆1、問中義人1、高倍

昭洋(名城大・総合研、 1名城大・理工・化学)

植物が高塩濃度下でも生育するためには、ベタ

インのような適合溶質の蓄積、 Na+の細胞外への汲

み出し、または液胞への蓄積が重要である。同時

に、塩ストレスによるCOz取込み速度の低下は、電
子伝達鎖の過剰な還元を招き、活性酸素の生成を

もたらすことが考えられる。塩ストレスがもたら

す酸化ストレスの寄与について検討するために、

Synechococcus PCC 7942にカタラーゼ

(kat町、ベタイン合成遺伝子(bet)、及び両者

(katE/bet)を導入した.kat及びkatE/bet遺伝

子導入株のカタラーゼ活性は、コントロール株の

1. 4-1.8であった。低い塩濃度のとき、形質転換

体はコントロール株と同じ生育速度であったが、

高塩浪度下において、コントロール株よりも速い

生育速度を示した。また、 katE/bet株は、 katE

のみ、 betのみを発現させた場合よりも生育速度は

速かった。これらの結果について報告する。

S413 

DREB genes in Rice， 0.ξ戸 asativa L. 

，Tn.CH~nh ロ nr隅nlT7.F.中 1 ， Yoh SAKUMA1， Emil戸 G.DU即UZET1，
Kazuo SHINOZAKI' and Kazuko YAMAGUαiI -SHINOZAKI' 
'Japan Intl Res C冶ntAgric Sci (JIRCAS)， Tsukuba 305-
8686， 'Inst Physic Ch宙nRes (RlKEN)， Tsukuba 305-0074 

DRE-Binding proteins (DREB) play key roles in the 
response to environrnental stress such as drought， 
high salt and low t田nperature. 官lisreport deals with 
the isolation and functional characterization ofせle
DREB homologues in rice (OsDREBs). 

Two sequences (OsDREBIGl and OsDREBIG2) in出e
GenBank database have putative translations that are 
hcxnologous to the DREBIA protein. An OsDREBIGl 
fragment was used to probe cDNA libraries but only 
OsDREBlA was isolated. OsDREBIB was obtained as an 
EST clone fran the Rice Gen明暗 Project. Blast and 
tblastn search of the Monsanto database revealed 4 
町田re DREBlA h団nologues. OsDREBlA and OsDREBIB， like 
DREBlA， are upregulated by cold stress. OsDREBlA is 
sensitive to salt and wound stress as well. OsDREB2 
was obtained from a cDNA library and， like DREB2A， it 
is induced by drought and salinity but not by cold 
exposure. Experimental results indicate that OsDREBlA 
and OsDREB2 specifically bind in vitro to the DRE-
motif of the stress-inducible rd29A of A. thaliana. 
OsDREBIA and OsDREB2 effector constructs 
transactivated a GUS reporter gene fused to the DRE 
motif. The OsDREB genes 古田Y be useful in the 
production of rice varieties that are resistant to 
multiple stress environrnents. 



S414 

ベタインを蓄積するマングロープのベタインアル

デヒドデヒドロゲナーゼ遺伝子の分子的性質

旦比竪隆、孟玉玲1、田中義人、上原直子2、馬場繁

幸2、川満芳信2、高倍鉄子3、石井忠4、高倍昭洋1

(名城大・理工・化学、 1名城大・総合研、 2琉球

大・農・熱帯、 3名古屋大院・生命農・生物資源、 4

森林総研・生物機能)

我々はマングロープの環境ストレス応答機構の分

子レベルの解明を目的とし、マングロープのうちベ

タインを蓄積するマングロープであるAvicennia
marinaのベタイン合成遺伝子について検討を行
なった。 Avicenniamarinaの葉からcDNAライブ
ラリーを作成した。そして、ライブラリーからベタ

インアルデヒドデヒドロゲナーゼ(BADH)遺伝子を

単離したところ2種類のBADH遺伝子を単離した。

一方の遺伝子のmRNAの蓄積量は、塩により増加し

たが、他方は蓄積量も少なく、塩よる誘導はほとん

どみられなかった。マングロープBADHを大腸菌で

発現させた後、精製して酵素化学的性質を調べたと

ころ、マングロープBADHとホウレンソウBADH

はベタインアルデヒドデヒドに対する親和性は同じ

であったが、 ω・アミノアルデヒドに対する親和性、

及び安定性において異なることが明らかになった。

S415 

シロイヌナズナのbZIP型転写因子AREBによる
ABAを介した乾操応答性遺伝子発現制御機構
堕血盤\宇野雄一1ベ安部 ~1 ，吉国理一郎篠崎一銭3 篠崎
和子旬

。農水省・国際農研・生物資源神戸大・農・植物資源理

研・植物分子)

シロイヌナズナrd29B遺伝子の乾燥応答による発現は、主に
ABAを介して制御されていると考えられる。われわれはこ
れまでに、 rぜ29B遺伝子のプロモーター領域に存在する2個
のABRE也旦ABesponsive glement)が乾燥縁導に関与する
シス因子であり、酵母のone-hybrid系を用いて単離した新規
のbZIP型転写因子AREB(企BABesponsive glement !iinding 
Protein)がこのABREIこ特異的に結合じて下流の遺伝子発現
を制御する転写因子であることを明らかにした。
業肉細胞プロトプラストを用いたトランスアクティペー
ション実験において、 AREBIこよる転写の活性化はABAの添
加によって付加的に油大し、 ABA欠損変具体であるaba2を
用いた場合、 ABA非存在時の転写活性が纏めて低かった。
このことからAREBの活性化には、 ABAIこ応答したリン重量化
などの翻訳後の修飾が必要であると考えられた。そこで、
AREBタンパク貨の保存領域を器質として活性ゲル内リン酸
化実験を行ったところ、シロイヌナズナのT87培餐細胞から
抽出したタンパク質中!こABA処理に依存してAREBタンパク
賀断片をリン酸化するkinase活性が存在した。さらに保存
領峨中のリン厳化target配列にアミノ厳置換を導入したとこ
ろ、活性ゲル肉リン酸化実験におけるリン酸化バンドは検
出されなくなり、トランスアクティペーション実験におい
てもABAによる転写活性化が抑制された。
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S416 

低温誘導性転写因子DREB1Aを過剰発現させたシロイヌナズナ
のプロリンの蓄積

畳E差2工、楠緩時彦¥佐藤里絵、篠崎一雄¥篠崎和子
(鰻水省・国際農研生物資源、 1理研植物分子生物)

我々は、乾燥、塩、低温ストレス応答に関するシスエレメント

DRE配列に結合して働く転写活性化因子DREB1Aについての解
析を行っている.これまでにDREB1A遺伝子をシロイヌナズナ
中で過剰発現すると、ストレス耐性に関与する復数のターゲット

遺伝子が過剰発現し、高い乾燥、塩、低温ストレス耐性が付与さ

れることを報告した。 35Sプロモーターを用いてDREB1Aを過
動j発現させた遺伝子導入植物を用いて、 ストレス時に適合~貨と

して働くプロリンの蓄積について解析した.その結果、この遺伝

子導入植物では野生株に比較してストレスのないコントロール

時や乾燥後の湾吸水時にも高いレベルのプロリンが蓄積されて

いることが明らかになった.このDREB1Aを過剰発現させたシ
ロイヌナズナをノーザン解析した結果、ブロリン合成の律速醇棄

をコードする P5CS遺伝子の発現は変化が見られず、 DREB1A
のターゲット遺伝子ではないと考えられた.一方、プロリンの分

解に関与するProDH遺伝子の発現は明らかに抑制されていた。
また、遺伝子導入植物のプロリンの蓄積量と ProDH遺伝子の抑
制のレベル、さらにDREB1A遺伝子の発現レベルには相関関係
が認められた.DREB1Aがなんらかの繊構でProDH遺伝子の発
現を抑制してプロリンの蓄積量を増加させていると考えられる.

S417 

マングリンを導入した形質転換体の細胞内イオン組成の検討

且且墨止、驚藤丈夫、三村徹郎l、小関良宏

(農工大・工 ・生命、 1奈良女子大・ 理・生物)

当研究室ではマングロープ植物の耐塩性に関与する遺伝子

の探索とその応用に関する研究を進めている。その結果、ヒ

ルギ科のマングロープ (Bruguierasexangula)に特異的に存在

し、大腸菌の耐塩性を強化する機能を有する新規タンパク質

をコードする cDNAの単離に成功した。我々は、このタンパ
ク質をマングリンと命名した。マングリンは、大腸菌の他、

酵母やタバコ培養細胞の耐塩性を強化する機能を有すること

も既に確認されている。また、 B.sexangulaの懸濁培養細胞

におけるマングリン mRNA量は、その細胞懸濁液に100mM 
NaClを添加した場合、約10分で急激に増加することが明らか
になっている。これらの結果から、マングリンは原核生物か

ら酵母、高等植物に至る、幅広い生物群の耐塩性を強化する

機能を有し、 B.sexangula自身がNaCl;存在下で生育する上で
も何らかの重要な役割を担っているものと考えられた。しか

し、何故マングリンにこの様な機能があるかは全く明らかに

なっていない。そこで本研究では、マングリン cDNAを導入
した大腸菌、酵母等の形質転換体を用い、その細胞内におけ

る各種イオンの量、組成を検討することで、マングリンが有

する耐塩性強化機構の解明を目指した。



S418 

ホウレンソウと大腸菌のベタインアノレデヒドデヒ

ドロゲナーゼの基質特異性と安定性
Aran Incharoensakdi、日比野隆1、孟玉玲2、荒木
悦子2、石川浩1、直盤回準2(チュラロンコン大・

理・生化、 1名城大・理工・化学、 2名城大・総合

研)

ベタインアルデヒドデヒドロゲナーゼ

(BADH)は、植物や微生物においてベタイン合
成に関与する酵素である。近年、 BADHがベタイ
ンアルデヒド(Bet-ald)以外にポリアミンの代謝な
どいくつかの反応を触媒することが報告された。

そこで我々は、ホウレンソウおよび大腸菌の本酵
素を大腸菌で大量発現し、その基質特異性、安定

性について検討した。また、基質のトンネノレ入り
口に存在すると思われる103番目のGluをGlnとLys
変えたmutant、及びホウレンソウと大腸菌の
BADHのハイブリッドBADHも作成した。ホウレ
ンソウBADHは、 Bet-aldに対しては、大腸菌
BADHと同じ親和性を示したが、 3・アミノプロピオ
ンアルデヒド及び4-アミノプチルアルデ、ヒドに対
しては大きな値を示した。 El03K変異体は活性がな
かったが、 El03Q変異体はω-アミノアルデヒドに
対して野生型より小さい値を示した。これらの結
果について報告する。

S419 

野生種スイカで乾燥誘導されるメタロチオネインの

機能解析

直誼草卒、明石欣也、三宅親弘、河内孝之、

横田明穂(奈良先端大・バイオ)

我々は、植物の耐乾燥性機構を明らかにするにあ

たり、超乾燥条件下においてほとんど水分を失わず、

C3型光合成代謝を営むアフリカ・ポツアナ原産の

野生種スイカ(Citrulluslanatus)に注目した。野生
種スイカ生葉を用い、乾燥による遺伝子発現の変動

を蛍光ディファレンシャルディスプレー法より解析

し、そのうちの一つがメタロチオネイン-II (Mf-II) 
遺伝子と高い相向性を有していた。ノーザン解析よ

りそのrnRNAの蓄積は、乾燥ストレスにより約 3

倍に増加していることが明らかとなった。

植物と動物の MTはアミノ酸における相同性は低

く、構造・機能上の特徴であるシステインの数も動

物が20個あるのに対し、植物は 14個しか有さない。

これまでに動物の研究から MTが活性酸素(02-，OH)

消去に働くと知られているが、植物においてはいま

だ不明である。現在、野生種スイカの MT-IIが活性
酸素種消去に働くかを詳細に解析を行っている。
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S420 

野生種スイカで蓄積される高濃度シトルリンの

活性酸素消去能
明石欣也、三宅親弘、河内孝之、横田明穂
(奈良先端大・バイオ)

アフリカ・ボツアナ原産の野生種スイカは、乾燥・
強光ストレスに対して高い耐性を示す。その葉組織
では、アルギニン生合成経路の中間物質であるシト
ルリンが約 600mMまで高蓄積する。しかし蓄積し
たシトルリンの分子機能は明らかでなく、その生理
的意義は不明であった。そこで本研究では、シトル
リンの適合溶質性、活性酸素消去能などについて調
べた。 6∞mMのシトルリンは、野生種スイカのリ
ンゴ酸脱水素酵素などの機能を阻害せず、シトルリ
ンの適合溶質性が確認された。サリチル酸の水酸化
をラジカル検出の指標とした競争反応解析により、
シトルリンとヒドロキシルラジカルの二次反応速度
定数は約 3X 109 M-1s-1と算出され、植物一般で水ス
トレスにより蓄積されるプロリンやグリシンベタイ
ンに比べ約 l桁及び 2桁大きいことが示された。ま
たシトルリンは、ヒドロキシルラジカルによるピル
ビン酸リン酸化酵素の失活や、 DNA二本鎖の切断な
どに対し顕著な保護作用を示した。以上の結果から、
乾燥下の野生種スイカにおいて、シトルリンが活性
酸素スカベンジャーとして、酸化的障害に対する防
御に寄与する可能性が示唆された。

S421 

コケ植物のMn-SOD活性をもっジャーミン様タンパク質

の生理機能の解明

中田克、塩野忠彦、鈴木崇紀、渡辺弥生、山本勇、佐藤

敏生(広島大・院理 4生物科学)

当研究室では癖類ネジクチゴケ (BarbuJa

unguicu1ata )から細胞外Mn-SODを見出した。このタ
ンパク質はそのcDNAの解析によりジャーミン様タンパ

ク質 (BuGLP)の1つであった。ジャーミンはoxalate

oxidase活性を持つことが知られているが、 BuGLPは

持っていなかった。本研究はBuGLPの生理機能を明ら
かにすることを目的とした。

生育とBuGLPの発現レベルを調べた。 mRNAレベル
では対数期に多く発現したが、タンパク質量は後期にな

るほど増加していた。次にストレスに対するBuGLPの

発現を調べた。培地にNaClを加えた塩ストレス状況下

ではBuGLPはmRNA量およびタンパク質量ともに増加

した。しかし、 BuGLPタンパク質の大部分は培養液中

に溶出した。 BuGLPは細胞壁にゆるく結合し、細胞壁

合成と関係あるのではないかと推定した。



S422 

簿類ネジグチゴケ葉緑体における鋼によるFe'SODの転写抑制

とCuZn'SODの転写誘導

塩野忠彦、宮田幸典、中国克、鈴木崇紀、山本勇、佐藤敏生

(広島大院・理・生物科学)

コケ構物は、最も原始的な陸上植物であり、植物の陸上化に

伴う酸素ストレスへの適応を考える上で重要な位置にあると考

えられる。私達は、コケ植物の活性酸素除去に関わる酵素のう

ちsuperoxidedismutase(SOD)に着gし、その種類と性質につい
て調べてきた。

量革類ネジグチゴケのSODイソ酵素の分布は高等権物と類似し、

葉緑体にはFe'SODとCuZn'SODが局在していた。これら 2つの

葉緑体SODは、培地中の銅漫度により発現が制御されており、

銅漣度0.1μM以下の低漉度ではFe'SOD、それより高波度では

CuZn'SODが発現していることが活性染色により明らかになっ

た。さらに、葉緑体Fe'SOD、CuZn.SODのcDNAを単離し、こ

れらを用いてノザン解析を行った。 Fe.SODI土、培地中の鋼漫

度0.1μMまで転写されており、それより高濃度では転写が抑

制されていた。一方、 CuZn'SODは、培地中の鋼濃度0.1μMま

で転写が抑制されており、高濃度では転写が促進されていた。

これらの結果より、培地中の銅漣度の増加により転写レペルで

葉緑体Fe'SODの発現は抑制され、 CuZn'SODは誘導されている

ことが分かった。一方、体制がより古い苔類フタパネゼニゴケ

では、これらの現象は見られなかった。

S423 

チューリップ花弁のaaおよE細胞伸長におけるトレハロースの作用相量作
芥上健司E ・高困胞質・戸田智子 1 ・和国情史 3 ・福山..'・池田敏 2 ・野.~浩 t

{九州大検・.・値物資源科学，'."大・.， 2京観府大・.)

ヱチレン彬(低)園陸受性として知られるチューリップでは、切り花の花

弁の自搬や老化に対し抑制トレハロースが.も効』匹釣であることを明ら

かにした1).トレハロースの老化抑制の樋構については鉱削ト包'H-NMR分

光計、司事圧主主サイクロメーター勧による水分生理学的な解析を中心に行っ

た.トレハロースl草花弁の夜皮細胞および孔辺細胞の生理活縫の維持に寄

与した.細胞伸長においては‘トレハロースによる効果l孟膨められなかっ

たが、繍方向への細胞舷大を維持した.花弁の含水車および膨庄はトレハ

ロースにより初期値に近い値を保ち、波胞に由来すると考えられるnの長
い成分とよ〈相闘した.a圧の保締l孟繍方向への細胞鉱大が維持されてい
ることを嚢付ける鎗泉と考えられ、 ii胞が健全な状.であることが示司置さ

れた.トレハロースによる生長阻書はダイズ症の培養細胞においても銀め

られ、スクロースに比べ細胞内への氷透過憶が阻書されていることを明ら

かにした九切り花花弁において、スクロース役与は浸透庄綱節物質やエ

ネルギ-.として効県的であることが知られているが、トレハロースIまス

クロースと異なる作用鎗作として、目圃系を保E置することで花弁の老化を銅

剣していることが示喰された.

1) Iway肘noue，M. & M. Taka旬 (2∞1) H<町t5α肘岬 36In p情同
2) Nonam， H.， J.S. Boyef & E. St，制d同 (1987) 月酎tPhysiol. 83:592-595 

3) 1同咽，T.，M. Iwly制間嶋， T. Fukuyama & H. N。幅削。∞0)月制&蜘抗
17:119-125 
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S424 

塩ストレスによってトウモロコシ根の内皮カスパ
リ一線の発達は促進されるか?

慶屋二皇E、近藤貴宜、池田敦夫(富山大・理・生物)

カスパリ一線は根の内皮に形成され、アポプラストにおける

物質輸送のバリアとして物質輸送の要となる様造であるため、

その発達は土嬢環境の影響を受ける可能性が考えられる。実

際、ワタの根においては根端から内皮カスパリ一線の形成位置

までの距離が、組ストレス下では短くなるという報告がある。

しかしそれだけではカスパリ一線の形成が細胞レベルで促進さ

れたとはいえない。そこでこの可能性を定量的に検証した。

トウモロコシ種子を蒸留水または0.2Mの濃度のNaCl水溶液

で湿らせたパーミキュライトに婚き、暗所で8日間育て、各条
件で長さが貫主頻値周辺の根を選び、カスパリ一線形成を調べ

た.塩ストレス下においては蒸留水と比べて根端から内皮カス

パリ一線形成位置までの距離は短くなっていた。各条件下で育

てた根端からカスパリ一線形成位置までの部分を切り出して包

埋し、 1列分の内皮細胞数を数えたところ、根端からカスパ
リ一線形成位置までの細胞数は嵐ストレス下においては蒸留水

の約半分であった。しかし次に芽生えを各条件下で育てた4日
齢の芽生えの根における内皮細胞の産生速度を求めたところ、

塩ストレス下においては蒸留水の場合の約半分に低下してい

た。これらの値を用いて、各条件下において内皮細胞が産生さ

れた後カスパリ一線を形成するまでにかかる時間を求めたとこ

ろ、余り変わらないことがわかった。以上より、塩ストレス下

で根端からカスパリ一線形成位置までの距離が蒸留水の場合に

比べて短くなったのは、内皮細胞の産生速度が低下したためで

あり、個々の内皮細胞でカスパリ一線形成の過程が促進された

わけではないことが示唆された。

S425 

H202がヒヨス毛状根の酸化ストレス関連代謝に及ぼす彫轡

車盗銃組三ル高山真策(東海大・開発工・生物)

活性!!Il重量は様々な代謝過程および生体外の物質によって発生し、消去

されなければ細胞障害の原因となる。このため、活性酸素の発生する組
織や細胞内局所には抗俊化物質や抗酸化酵素が分布し、これらを利用し
ながら生体を防御している。本研究では、ナス科のヒヨス毛状根の縫地

へ活性厳棄の一つであるH202を添加して、!!Il化ストレス防御系のア
スコルビン酸グルタチオン経路、カタラーゼ、 SOD活性等について調べ
た。
ヒヨスの毛状根 (Agrobacteriumrhlzogenes ATCCl5834綜の媛種
により誘尊)を.シュークロース30g/lを添加したB5液体培地で振とう

培養して滑殖し、実験材料とした園培養は、 30 0mJ:::::角フラスコにシ
ュークロース30，，/1を添加したB5液体絡地 100mlを入れ、新鮮重
0.5gの根を移植して.23"C.連続照明下 (PPFD:6μmolm-2 s-1) 

毎分100回転で振とう繕養した。緒豊豊14日後に、 H202を洛地にO.
1.0、2.5、5.0、7.5、10、25、50、75.1∞mM添加して培養し、添加3
日後の生育、呼吸活性、ラジカル消去系の代謝等について調べた。

その結果、指地へのH202添加潰度の上昇にともなって毛状根の生
育(FW、DW)は抑制された。 H202添加量25mMまでの区では対照
区と向等な呼吸活性が保持されていた。しかし、 50mM以上の添加区で

は、呼吸活性が顕著に抑制され旬、 100mM添加区ではほとんど呼吸活性
を示さなかった。細胞のカタラーゼ、 SOD、AsAPOX活性はH202

添加により低下する傾向があった。これに対してDHAR、MDAR、GRな
どの抗酸化醇3慢の活性はH202.度10mM付近で増加する傾向が見ら
れた.細胞中の酸化裂と還元型アスコルビン酸はH202添加により減

少する傾向が見られた.これに対してグルタチオンは還元型のみが減少
し、酸化裂についてはH202.度10mMから50mMの添加区で増加した。
以上のことから、ヒヨス毛状線はH202添加によって固ま化ストレスが高

まるが、特に10町制付近のH202滋度でアスコルビン俊ーグルタチオン
代総系が活発となり、酸化ストレスによる細胞陣容を防いでいるものと
考えられる。



S426 

ヒヨス毛状楓へのH3:コ2処理がトロパンアルカロイドの透邑吸収ならびに
代謝に及ぼす影.
高織佐知子、車山基盤t{東海大・開発工・生物)

ヒヨスの毛状根緒豊曜にH:D2を添加すると.細胞内で生産蓄積されたト
ロパンアルカロイドの猪地中への透過が促進された。本銀告ではH3:コ2が
細胞膜の透過ならびに培地からの吸収に及ぼす影響について述べる。
ヒヨスの毛状根 (Agrobacterlumrh/zogenes ATCCl5834稼の媛種に
より続導}を、 300mE角フラスコにシュークロース30g!1を添却したB
5液体熔地100ml当たり新鮮重O.5gを移植して、 23"C、連続照明下‘
毎分10 0回転で振とう埼養した。浩美14日後に.脱イオン水1O(x叫中に
毛状綬2g(FW)を入れ.H202をO、1.0.2.5、5.0.7ふ 10.25、50、
75. 10伐nMの浪皮で添加して培養し、 EC値の変化およびトロパンアルカ
ロイド量を測定した。また、培地に10町制のH2叩を添加した後、1.5、3、
6、12、24.48、72.120、168、240時間後の猪地中および細胞中のトロ
パンアルカロイド (6shydtoxyhyoscy am Ine. scopolamlne. 
hyosq喝m!ne.Uttorine)を測定した。
培養14日後に、脱イオン水に毛状根2gを入れ.H202をO.1.0、2.5.
5.0、7.5、10、25.50、75.10白nMの浪度で添加した結果.添加浪度に
依存してECf直が上昇した。細胞内に生産蓄積されたトロパンアルカロイ
ドの細胞外への透過も同織であった.10mMH2也添加時のトロパンアル
カロイドの細胞外への透過を経時的に測定した結果.H202添加後
hyoscyam!ne. s∞po泊m!ne.Uttorlneの細胞外への透過が促進された。6
βhydroxYhyoocyamineの遺品は促進されたなかった。透過は6-12時
間後まで促進され、その後は細胞内への再吸収が始まり、 4砂~12()!寺間後
までは培地中にはトロパンアルカロイドはほとんど検出されなかった。細
胞内のトロパンアルカロイドは培地中とは逆の漫度変化を示した。しかし、
細胞から細胞外へ透過したアルカロイドが~時間の後までに再吸収された
後.240時間後まで6shydroxYhyoscyamin巴とhyoscya凶neは低下し
続け、且出dneとscopo泊mineの温度は維持あるいは上昇した結果、 240
時間後のトロパンアルカロイドの組成比E附句幻2無処理の場合と比較し
て大きく変動した。

S427 

PETIS法を用いたオオムギ.イネでの金属元素(52Fe，
52Mn， 62Zn)の吸収・移行・転流解析

虫車畳ιl，清宮正-~ß1，吉村将志1，渡辺智2 石岡典子Z，
長明彦2，内田博3，辻淳憲3，松橋信平2，関根俊明2，橋
本昭司2，森敏1

(1東大院・島学生命科学..2日本原子力研究所.3浜松ホトニクス)

ボジトロン核種.52Fe. 52Mn. 62Znのオオムギ.イネ体内に
おける吸収・移行・転流をPETIS(positronemitting tra田 r
imaging system)法で可視的かつ経時的に測定した
①52Cr(α.4n)52Feにより生成した52Feをムギネ酸とキレート

させ，オオムギ根から吸収させた 52Feは根と葉の付け根部

分であるdiscriminationcenter (d.c.)へ15分で到達し，その
後最新築，最大展開業へと移行した.鉄欠乏処理により，地

上部への移行量は塘加したが.1.5倍程度であった.②52Mn

はオオムギのd.c.へ40分で到達し，マンガン欠乏処理により

最新薬.d.c.への蓄積は数~十倍に糟加した.③イネでの
62Znを用いた吸収実験では.d.c.には吸収開始後40分で到達

した.亜鉛欠乏処理でd.c.への移行は10倍以上に増加した.
また，亜鉛欠乏の葉での62Znの移行は単調に繕加するのでは
なく，他では見られなかった波動パターンを示した • 3種の
元素ともd.c.への移行は150-水の移行(1-2分)に比べてー
桁以上おそい.それが微量要素たる所以かもしれない.暗処

理，アプシジン酸処理，その他の要素欠乏処理の影響の結果
も報告する.
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S428 

銅イオンによるフィトケラチン合成とCd耐性の臨書繊織
畳よ盤益，寺岡里予，伊藤祥子，遣山 鴻，織尾・範
(量蝿大・理・生地)

トマト懸濁箱養細胞はCd耐性を持ち200-1000μM 
という高浪度でも成長可能である.ところが、 Culこは弱
く、通常50-100μM以上の灘度で殆ど成長できない.
この遣いは置金属結合ペプチドであるフィトケラチン
(PC)の合成と関係があると恩われる.本研究はトマト
細胞のPC合成とCd耐性に対するCuの影響を調べた.
以前報告した織に、 トマト細胞はCd存在下でPCを多
量に合成し‘ Cu存在下では全く合成しなかった.このた
め、 50-100州 Cu泊地で数カ月継代指援しでもCu耐
性は殆ど増加しなかった.逆に、その細胞のCd耐性は野
生稼より低下していた.また、 100-400μMIこ順応し、
かつPCを多量に生産可能になった細胞でも、 Cd添加の
有無に拘らず、 Cu耐性lま野生練と間程度だった.これら
細胞中のPCペプチドの灘度がCuイオンの存在によって
減少していることが判明した.そこで、細胞から嫡出し
た醇集蛋白質のPC合成酵索活性に対するCuの作用を聞
ペた結果、本醇索活性を強く阻奮することがわかった.
Cdは逆にその活性を数倍に高めていた.
以上の結果からCuはCdと鱒争的に働くPC合成醇濃の
阻奮剤であり、それによってCd耐性を減少させることが
判明した.

S429 

アルミニウム (AI)耐性タバコ細胞株 ALT301にお

ける抗酸化物質の増加:アルミニウム耐性機惜の可

能性

Saddikuti RAMA DEV1123山本洋子松本英明'

c岡山大資生研， 2BRAIN) 

アルミニウム(AI)耐性タバコ細胞株 ALT301は、

親株(SL)に比較して、カルシウム溶液中での AI処

理を行なった後も高い増殖能を維持している。

ALT301における AI耐性機構を明らかにすることを

目的として、特に原形質膜損傷及ひ'脂質過酸化につ

いて親株と比較検討するとともに、抗酸化物質につ

いても検討した。親株では、 AI処理後の増殖期間中

に原形質膜損傷と脂質過酸化が増加するが、ALT301

ではその程度が低かった。 ALT301は、通常の増殖

条件において、親株よりも高いアスコルビン酸(ASA)

含量とグルタチオン(GSH)含量を示した。両株にお

いて AI処理期間中の ASAならびに GSH含量の変

動はみられないが、 AI処理後の増殖期間において、

親株の GSH含量は 1/10に低下したが、 ALT301株

は 1/2に低下したのみであった。以上の結果より、

ALT301のAI耐性は、 ASAやGSH含量の増加によ

り AI処理後の増殖に伴う脂質過酸化や原形質膜損

傷を抑制することによる可能性が考えられる。



S430 

タバコ培養細胞におけるアルミニウムによって誘導され

るミトコンドリアの障害について

企益血鑑王、山本洋子、松本英明(岡山大、資生研)

アルミニウム(A])は植物根の生育を阻害するが、その毒

性機構については不明である。我々は、タバコ培養細胞を

用いてAl毒性におけるミトコンドリアの関わりについて

検討した。タバコ細胞のAl処理をカルシウム溶液中で行

うと、Al:添加後、細胞へのAl集積が直ちに見られ、 9-

12時間経過した後に、カロース (13-1，3・グルカン)の分泌や

増殖能の低下がみられた。細胞内のミトコンドリア活性の

指標として、MTI'還元能並びにATP含量を用いて検討し

た。異なる濃度のAlを用いた 24時間処理後のMTI'還元

能ならびにATP含量は、Al濃度に依存して低下し、増殖

能低下のAl濃度依存性とも一致した。さらに、経時変化

をコントロール細胞とAl処理細胞で比較すると、Alによ

るMTI'還元能の抑制はAl処理開始後 3時間目から、ま

た、 ATP含量の低下は 15時間目以降にみられた。

以上の結果から細胞内に集積したAlは、細胞内ミトコ

ンドリアの機能を抑制し、カロース分泌や増殖能の低下を

引き起こしている可能性が示唆された。

S431 

タバコ培養細胞におけるアルミニウムによるミトコ

ンドリア障害に対する抗酸化剤による抑制効果

山杢差圭、小林由樹子、力石早苗、松本英明(岡山

大・資生研)

タバコ細胞(SL株)のAI処理をカルシウム溶液中で

行うと、 AIが細胞に集積し増殖能の低下がみられる。

増殖能の低下の原因を明らかにすることを目的に、

AI処理期間中のミ卜コンドリア活性について検討し

た結果、 MTT還元能の低下とATP含量の低下(小林

ら、本大会で発表)に加え、ミトコンドリアの膜電

位に依存するRhodamine123の取り込みの低下も

みられた。さらに、蛍光プロープ(DCFt-VDA)を用

いることによりAI処理に伴う細胞内過酸化水素の湘

加が示唆された。そこで、抗酸化剤によるAI毒性の

抑制効果について検討したところ、 Butylated 

hydroxyani 501 e (BHA)は、 AIによる増殖能の低下、

ミトコンドリア機能障害、過酸化水素の増加を抑制

した。従って、 AIはミトコンドリアの機能障害と共

に活性酸素ストレスを誘発し増殖能の低下を引き起

こしている可能性が示唆された。
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S432 

電気的活動を指標とした幹一枝、枝一枝聞の生理的

相関、および、光周性の解析

虫盤盤、依田清胤、鈴木均(石巻専修大・理工、

理研・フォトダイナミクス)

ベンケイソウ科木本 (Crassu.よ9portuJacea L.) 

の幹、および、 3本の枝表面に、双極電極を取り付

け、 3ヶ月の問、 3秒間隔で連続的に電位を軒測し
た。その結果、全ての部位で24時間の周期的な電

位変動が記録された。その周期の、幹一枝、ある

いは、枝一枝問での相関は、数日にわたって同期

したあと、脱同期することが認められた。この点

を全ての幹、枝の組み合わせについて、一日ごと

の相関係数を並べ、二次元表示したところ、つぎ

のことが分かった。1)幹と特定の枝との聞での

相聞は数日周期で、同期一脱同期を繰り返す。 2)

幹と特定の枝が同期しているとき、幹と他の枝は

脱同期している。 3)同期している状態から徐々

に位相のずれが起き、その後脱同期にいたる。 こ

れらの現象は幹、および、枝内部の生理的相関の

様子を示していると考えている。そこで、この点

について時間的な変化を明確に示すために、

Wavelet解析を実施した。

S433 

クロレラの窒素化合物取り込みの青色光制御
神谷明男(帝京大・薬)

青色光により誘導される現象の光受容体は、 DNA
photolyase. Cryptochrome. NPHlなど知られている。
クロレラでは、原形質膜結合の120Kdと34Kdタンパ
クのリン酸化反応が青色光で誘導される。この現象
は Proteinkinaseの阻害剤 Staurosporineで阻害
される。クロレラの青色光で誘導されるデンプン分
解 ・呼吸促進、硝酸取り込み・培地の酸性化現象は
Staurosporineで阻害されることを以前報告した。
一方、クロレラの硝酸還元酵素(補酵素中に FADを
含む)は青色光により活性化される。同じ細胞のア
ンモニア取り込みは逆に青色光により阻害される。
この点を以下のように解析した。アンモニアをアミ
ノ酸に固定するグルタミン合成酵素をメチオニンサ
ルフォキシミンで間害する(細胞内でのアンモニア
蓄積が認められる)と外部からのアンモニア取り込
みは阻害される。クロレラをアンモニアで培養する
と硝酸還元酵素のない細胞が得られる。この細胞は
アンモニア取り込みに対する青色光阻害を示さない。
これらの結果から、クロレラの青色光によるアンモ
ニア取り込み阻害は硝酸還元酵素がその光受容体と
考えられる。またクロレラのアミノ酸の取り込みも
青色光により制御される。今回その光受容体につい
ても議論する。



S434 

トウモロコシにおける光制御性リボヌクレアーゼ
(RNase)の同定
墨盆宣ニl、泉井桂12 (1京都大・院・農、 2京都大・
院・生命科学)

トウモロコシにおいてホスホエノールピルビン酸

カルポキシラーゼの遺伝子 (PpclA)は黄化葉に光
を照射して緑化する過程で、光に誘導されて発現す

る。また、明暗周期のもとで生育するトウモロコシ

葉においては、明期にのみmRNA蓄積が見られ、
暗期にはほとんど蓄積が見られない。このPpclAと
光誘導性遺伝子として知られるCabの発現調節機構
に、転写段階の調節と同時にmRNAの安定性の調
節が関与している可能性を発表者らは以前に見出し
た[PlantCell Physiol. 40(4): 423-430 (1999)J。本
研究においては光誘導性遺伝子の転写後のmRNA
安定性調節に関わるRNaseの同定を目指し、明暗各
条件下での、 RNase活性をRNaseactivity gelアッ
セイを用いて調べた。まずトウモロコシ総タンパク
質中より少なくとも8種のRNaseを10kDaから45
kDaのサイズで検出し、光の有無、黄化葉の緑化に
より活性の変動するRNase分子種が数種類存在して
いる事を見出した。また、総タンパク質をゲル浦過

により分離した後、 RNaseactivity gelアッセイを
行い、ある種のRNaseが他の分子と相互作用してい
る可能性を見出した。

S435 

孔辺細胞プロトプラストの青色光依存プロトンポンプ活性と

zeaxanthin含量

ヰ韮道生，島崎研一郎 1(九州大・大教センター九州大・理・

生物)

気孔関口は青色光やUV-Aにより引き起こされ、これらの

光は孔辺細胞中の青色光受容体により吸収される.又，この反

応は赤色光が存在すると促進されることが知られている.そこ

で，ソラマメ孔辺細胞プロトプラスト (GCP)を材料としてプ

ロトンポンプ活性化における赤色光の関与について又、青色光

受容色素として提唱されている zeaxanthlnが機能する可能性

について検討したo GCPのプロトンポンプ活性は青色光や

UV-Aの光強度に対してぬrperbolicに依存し，同時に赤色光

が存在すると青色光に対する感受性の増加と最大活性の期大

が見られた.この赤色光による促進は光合成電子伝達阻害剤に

より抑制された.これらの結果は光合成によるプロトンポンプ

へのATPの供給と赤色光照射による光受容体の増加を示唆す

る.また赤色光照射により zeaxanthln含.は働日し，光合成

電子伝達阻害剤存在下ではこの糟加は抑制された.以上の結果

に基づいて気孔の青色光受容色素について議論する.
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S436 

イネのPHOT相同遺伝子、 OsNPHlaとOsNPHlbは、光に
よって異なる発現併j御を受けている。

鐘ケ江弘美、FedericaSAVA沼町I、M.TAHIRl、鐘ケ江健2、
和田正三2、直壁豊富犠業生物資糠研宛努・分子遺伝部、 1生物

系特定産業ぜ術研究推進機構、 2東京都立大学・理学研究科)

PHOT遺伝子群は、植物において光屈性に関与する青色う俊
容体をコードしている。私たちはこれまでに、イネから2種類

のPHOT相同遺伝子 (OsNPHlaとOsNPHlb)を単離して
解析を進めてきた。これら2種類の遺伝子産物は、全体で54%、

PH仰に特徴的なωIVl，LOV2， PK ドメインでは70~85%の

高い相向性を示した。また、 OsNPHlaはシロイヌナズナの

PHOTlと、 OsNPHlbはPH0T2と類似していた。
黄化芽生えにおける組織別の発現を調べると、 OsNPHla 
が子葉鞘で多量に発現しているのに対して OSNPHlbは業に
おける発現の方が高かった。黄化芽生えを暗所から明所に移す

と、子葉鞘に多量に存在していた OsNPHlaは急速に減少し

た。一方、葉における OsNPHlbの発現量は徐々に増加した。
これらの結果は、 OsNPHlaとOsNPHlbが、イネの黄化芽

生えの子葉鞘と葉でそれぞれ持徴的な発現を示し、さらにそれ

らの転写産物は光によって異なる発現前脚を受けていることを

示している。

S437 
フィトクロムphyAによるトマト種子発芽の抑制

主筆王逮王， 片図利也 田中修 橋本徹2 神戸大・
理・生物甲南大・理・生物 2神戸女子大・家政)

光は種子発芽を促進する場合と臨書する場合がある。逮赤

色光(F町の連続照射による、種子発芽阻害の光受容体は、

phyA'であることを、トマトのフィトクロム欠損突然変異体を

用いて明らかにした。フィトクロム反応を増幅する突然変具

体hp・1Wと、 phyA欠損二重突然変異体hp・1W，frit、及び

phyB1欠鍋二軍突然変異体hp・1W，tritを用い、次の結果を

得た。 1)これらの種子を暗黒で吸水させると発芽した。 2)

暗黒吸水1-3時間目のFRパルス照射で発芽は抑制された
が、その後赤色光(R)パルスを与えると再び発芽した。 3)こ

のRIFR可逆性は、いずれの突然変異体でも露められたこと
から、 phyAとphyB1がこの反応に不可欠であるとは考えら

れない。 4)暗黙吸水18時間目以後のFRパルスは発芽を抑制
で8なかった。これはPfr作用が、 FRの打消しからエスケー
プした為と考えられる。 5)その場合でも、連続FR照射では
発芽が抑制された (High-i r r剖iance反応)。この発芽阻害

は、 hp-1 Wとhp・1w， tr iげでは認められたが、 hp・1w，frit 

では全くaめられなかった。よって、トマトの発芽過程は、
Low Fluence反応により制御される初期とHigh-irradiance

反応の制御lを受ける後期に分けられ、後者の光受容体はphyA

であることが示された。



S438 

S439 

エンドウ SCR遺伝子の組織特異的発現とプロモー

ター解析
佐々秦舗養 1、松下保彦z、丹生谷博z、中村輝子 1

c日本女子大・理、 z東京農工大・遺伝子)

高等植物の地上部の重力応答に関する遺伝的情

報を蓄積することを目的に、シロイヌナズナにお

いて重力感受部位である内皮の分化に関与するこ

とが報告されている SCARECROW (SCめホモログ

をエンドウ地上部のcD仙ライブラリーから単離し
た.
in situハイプリダイゼーションによって、エ
ンドウ SCRが茎では茎頂分裂組織および葉原基で

高く発現し、根では内皮と考えられる細胞層のみ

で発現していることを確認した.

さらにゲノム DNAからプロモーター領場ををク

ローニングした.SCRの内皮特異的発現に関わる

配列の解析を、 SCRプロモーター領域を GFPにつ

ないだものをアグロパクテリウムによってエンド

ウ茎切片に感染させ、得られた毛状根を観察する

ことで行なっている.
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S440 

アラピドプシスの光ストレスによる転写制御

杢並進霊ζ1・1吉積毅真鍋勝司2 松井南
山本義治 1e理化学研究所ゲノム科学総合
研究センター 2横浜市立大学総合理学研究科)

植物への強光照射は，葉緑体並びに細胞質に

おけるストレス防御機構として転写制御を含む

様々な反応を引き起こす。この光ストレスに

よる転写制御の分子機構を解析するため，

本研究ではルシフエラーゼレポーターを用いて，

強光ストレスに対する転写応答をinvivoで

モニタリングするシステムを構築した。

本システムを用いて強光シグナル伝達系の解析

を行った。

S441 

アズキとレタスの細胞の成長に対する植物ホルモンと

疑似微小重力の影.

dこ主L..g， 井上雅裕， 保尊隆享1 (愛媛大・理・
生地大阪市大・理・生物}

明所で生育したアズキとレタスの芽生えを用いて、茎の

細胞の成長に対する疑似微小重力 (1Dクリノスタット)

と植物ホノレモンの影響を調べた。その結果、 24'""'72時

間クリノスタット上で生育させたアズキの芽生えは伸長

成長が限害され、茎の肥大成長が促進されていた。この疑
似微小重力条件下でのアズキの伸長成長の限害はジベレ

リンを根から与えることにより回復した。また、疑似微小

重力条件下の茎の肥大成長もエチレン限害剤 (AOA)に

よって阻害されることが明らかになった。これらの結果は、

疑似微小重力によって生じるアズキの芽生えの伸長成長

と肥大成長の変化にはジベレリンとエチレンが関係して

いることを示している。

また疑似微小重力条件下で生育させたレタスについて
も、第一葉と下座輸において同様なジベレリンによる伸長

成長の回復が観察された。しかし、レタスの芽生えを密閉

した容器に入れて生育させた場合、ジベレリンによる伸長

成長の回復はあまり見られなかった。これは蒸散流がジベ

レリンによる伸長成長の回復に必要であるからと思われ

る。



S442 

BADH遺伝子が CMO形質転換タバコのベタイン合成
能に及ぼす影響
西村哲、小池あゆみ、竹内由枝、山中陽子、近藤 聡

(トヨタ自動車・バイオラボ)

我々は、耐塩性を有するシロザ(ChenopodiumAlbum 
L.)のベタイン合成機能に着目し、シロザのペタイン合成
能付与のキー酵素である 2遺伝子ーコリンモノオキシゲ
ナーゼ (CMO)遺伝子、ペタインアルデヒドデヒドロゲ
ナーゼ (BADH)遺伝子ーについて研究を行ってきた。
これまでに、シロザCMOに葉緑体移行ペプチドを付
与した形質転換タバコが、コリン存在下でベタインを蓄
積できることがわかっている。このことは、タバコが内
在の BADH活性を有していることを示している。しか
し、シロザCMO形質転換タバコでは、コリン 10mMを
供給した寒天培地でのペタイン蓄積が2μmoVgFWと、
低いことが問題としてあがっていた。そこで、シロザ
BADHがシロザCMO形質転換タバコのペタイン合成能
を向上させ得るかについての評価を実施した。
その結果、 CMO形質転換タバコにおいて葉緑体移行
ペプチドを付与したBADHを発現させることによって、
8μmoVgFWのペタイン蓄積が可能であることがわかっ
た。この蓄積量は、通常条件下での耐塩性植物シロザベ
タイン蓄積の半量相当であるが、 CMOとBADHを同時
に強発現させることによってさらにペタイン蓄積能を高
められることが明らかとなった。
今後、ベタインの局在、発現量の制御を行うことによ
ってさらに蓄積量を向上させ得ると期待される。

S443 

抗マングリン抗体を用いたマングリンタンパク質の検出

車車主主、山田晃世、三村徹郎1、小関良宏

(農工大・工・生命、 1奈良女子大・理・生物)

当研究室ではマングロープ植物の耐塩性に関与する遺伝

子の探索とその応用に関する研究を進めている。その結

果、ヒルギ科のマングロープ (BruguierasexanguJa)のcDNA

ライブラリーから大腸菌、酵母、タバコ培養細胞の耐塩性

を強化する機能を有する新規タンパク質をコードすると考

えられる cDNAの単離に成功した。我々は、このタンパク

質を「マングリンjと命名した。B.sexanguJaの懸濁培養細

胞におけるマングリン mRNA量は、 NaClやソルピトールを

添加した場合、急激に増加することが既に明らかになって

おり、このことから、マングリンは、マングロープが NaCl

等のストレス環境下で生育するための重大な役割を担って

いるものと考えられた。しかしながら、実際にマングリン

タンパク質の量が上記のストレスに応答して増大している

か?については全く明らかになっていない。そこで、本研

究では、大腸菌のタンパク質発現系を利用してマングリン

タンパク質を生産させ、これを用いてウサギより抗マング

リン抗体の作成を行った。さらに、ここで得られた抗体を

用いて、様々なストレス環境下でのマングロープ培養細胞

の生育とマングリンタンパク質の含量の関係を調べた。
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S444 

ラン藻Synechococcussp. PCC 7942の転写因子SmtB
の塩基配列認識機構の解析
蓋盤差組、三浦晃、森田勇人、林秀則(愛媛大院・理
工・物質理)

ラン藻Synechococcussp ~ PCC 7942の転写因子
SmtBは、メタロチオネイン様タンパク質SmtAをコー
ドするsm凶遺伝子の転写を抑制するリプレッサーであ
ると同時に、細胞内で亜鉛イオン等の重金属イオン濃度
のセンサーとしても機能する。 SmtBが亜鉛イオンと結
合すると、オベレーター/プロモーター領域に対する親
和性を失い、 smtA遺伝子の転写が誘導される。 SmtBの
認識塩基配列は、自己相補的配列を形成しており、それ
らは6塩基から成るリンカーにより結ぼれている。また
このような配列は、 smtA遺伝子のオペレーター/プロモ
ーター領域に2箇所(Bbsl、Bbs2)存在している。このよ
うな配列が2簡所に存在する理由を解明する目的で、 2箇
所の認識配列、 BbslとBbs2に対するSmtBの親和性お
よび形成されるタンパク質・DNA複合体の構造の相違を
ゲルシフト法によって解析した。その結果、 Bbslと
Bbs2では、 SmtBと形成されるタンパク質-DNA複合体
の種類に相違がみられ、この相違には自己相補的配列中
のリンカー配列の相違と、直列反復配列の有無が関与し
ていることを明らかにした。現在、点変異を導入した
SmtBを用いた場合のBbsl、Bbs2中の認識塩基配列に
対する親和性やタンパク質-DNA複合体形成能の変化に
ついての解析を行うことで、それぞれのタンパク質.
DNA複合体の形成に重要なアミノ酸の同定を進めてい
る。

S445 

シロイヌナズナ耐塩性弾犯変異体凶における高Na羽出欄脅

』盛監怪，/J¥f.本京子.栂恨一夫'，*下f蝦1]2，島崎研-aB2，IJ叫橋
和俗岡県大続・生活悩軒ヰ学現基生研丸州大院・理・生物

シロイヌナズナを用い.耐海性光合成生育突然変異体 pst

(且hotoautotrophicialt tolerance)を2系統得た (PlantCeJl， 

11， 1195・1206，1999).これらのうち.耐塩機材障が未解析の pst2

について.その繊制障を解明した.Na'放出を 22Na'により.植物体

内へのr取り込みを Rb"こよh人混憶した.200mM NaCI含有
織地において，pst2におけるNa'の植物体外への排出'1，野生体の
それよりも有意に高かった.また，pst2のこの能力は， NaCI短躍

に係わらず.恒常的に検出された.一方，脱共役剣CCCPの培地へ

の澗日およ抗告地のpHを上昇させる実験により，pst2の耐塩性が

野生体と向程度まで弱くなることかE膿された.以上のことより.
pst2においては.細制 NaCIi.湿度カ惜し喝合も， H'をサイトゾ

ルから放出して細蛾を介したH'勾配を形成し， NぶIH'.アンチポ
ーターにより， Na・が排出されるという機備が想定された.細胞内

H'il度制丘下'1，細胞膜H'.ATPase，液胞膜H'.ATPase，およ
ひ鴻抱腹HヘPPaseの関与が考えられる.pst2の耐塩伎は鉱続的
で， 200mM NaCI 存在下で開Eまで可能であることから，細胞
膜げ.ATPaseの関与が最も有力であると考えた.ウエスタンプロ

ット法により.根における細包膜H'.ATPaseの含量を此殺したと

ころ，pst2と野生体との聞に.有意な差'1見出せなかった.したが

って， f也別鮒調について検討を加えた.



S446 

植物、動物、バクテリアのNa+圧王+アンチポーターと相

同性の高い伽3即hα加 tisPCC 6803のNa+周+アンチボ

ーターの分子的性質

直且皇、日比野隆1、石川浩1、中村辰之介2、

Rungaroon Waditee、高傍昭洋{名城大・総合研、 1

名城大・理工・化学、 2千葉大・薬・膜機能)

植物が高塩濃度下でも生育するためには、 Na+の細胞

外への汲み出し、または液胞への蓄積が重要である.

Na+周+アンチポーターはこれらに関与する重要な蛋由

貿と考えられている.ごく最近、液胞膜のアンチボー

ター(AtNHX1)に引き続き、細胞質膜のアンチポーター

と思われる遺伝子(sosl)が単離されたo Synechocystis 

PCC 6803には、少なくとも5種類のNa+周+アンチポー

ター遺伝子が存在するが、我々は、その中に植物、動

物、バクテリアのものと相向性の高いものが存在する

(Synnhaめことを見い出したo SynNhaPは大腸菌の欠損

株を相補して、 0.2MNaClでも生育したo SynNhaPは

Na+周+及びLi+圧王+の交換活性をもち、しかもその活

性は、 pH5-9の広い範囲で高い値を示したo SynNhaP 
のAsp138をGluあるいはTyrに変換するとアンチポータ

ー活性は消失した.これらの結巣とともにSynNhaPの

トポロジーモデルについても報告する.

S447 

cDNA-AFLP法によるダイズのイオンストレスおよび浸透ス
トレス応答性遺伝子の単離

盤豊重皐，水野幸一，藤村達人(筑波大・農工系)

植物における塩ストレスの影響は、「イオンストレス」と
「浸透ストレス」に分けられる。植物の耐塩性機構を解明す

るためには、まずこの2つを分離することが必要であると考
え、以下の実験を行った。 NaCI処理(イオン+浸透ストレ
ス)あるいはPEG処理(浸透ストレス)を 24時間施したダ

イズ (Gかcinemax (L.) M即'.)からストレス応答性遺伝子を
別々に単離することで、これら二つの影響を分離・解析する
ことを試みた。遺伝子単隊法としてcDNA-AFLP法を採用し、
より解像度の高い解析を目指して若干の改良を行った。
cDNA-AFLP法によって、ダイズから最終的に 143個のcDNA

断片を単離し、 Qlycinemax皇国ss・丞esponsivegenes (GSRs) 
と名付けた。塩基配列を決定し、相向性検索を行った結果、
約 60%が既知の遺伝子と相向性を示した。それらは、推測
される機能から、イオン給送、炭水化物代謝、アミノ酸代謝、
シグナル伝達系、酸化還元酵素、二次代謝、病害・傷害応答、
プロテアーゼ類、ストレス応答、老化、ヒストンおよびその
他の 12グループに大別できた。 GSRの分布状況から、ダイ

ズではイオンストレス応答と浸透ストレス応答に関与する
遺伝子がほぼ同数であるという結果を得た。このことは、塩
ストレス下のダイズにおいて、浸透ストレスと同等か、もし
くはそれ以上にイオンストレスの影響が大きいことを示し
ている。
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S448 

耐塩性ラン藻(Aphanothece halophytica)のNa+/H+

アンチポーター遺伝子と塩ストレス防御

Rumzaroon Waditee、日比野隆l、田中義人1、演田

玲、中村辰之介2、Aran Incharoensakdi3、直盤回

遊2(名城大・総合研、 1名城大・理工・化学、 2千

葉大・薬・膜機能、 3チュラロンコン大・理・生

化)

A. halophyticaは3MのNaCI存在下でも生育可能
なユニークなラン藻である。 A. halophyticaの培養

液のNaCI捜度を増加させると、急速なNa+イオンの

取込みとそれに続く、 K+イオンの蓄積、最後にベ

タインの合成が生じる。培養液のNaCI漉度を急激

に減少させるとベタイン漉度も減少する。この減

少には、ベタイン・ホモシステインメチル転移酵素

が関与している。今回、 A. halophyticaはの塩スト

レス防御におけるNa+/H+アンチポーターの役割の

解明を目指しNa+/H+アンチポーター遺伝子の単離

を試みた。 A. halophyticaのゲノムライブラリーを

大腸菌のアンチポーター欠損株を用いて相補実験

を試みたが遺伝子は単離できなかった。 PCR法を

用いて遺伝子の単離を試みた。これらの結果につ

いて報告する。

S449 

ヨシWトランスポーター (PcHAK)cDNAの単障と
機能解析

直掻章_.長岡修一，高野哲夫(東大・アジアセン

ター)

ヨシ (Phragmitescommunis)は河口のような汽

水域から河川敷のような淡水域まで、様々な立地に

分布している野生植物であり、中国の塩類集積地に

もその分布が認められている.塩類集積地(塩池，

南皮)に自生しているヨシは、河川敷(宇都宮)に

自生しているものに比べて、土壊中のNaCI温度が2

倍以上の条件下でも生育することが確認されており、

両者を比較することは中生植物の耐塩性メカニズム

を探る手がかかりになると考えられる.

そこで本研究は、 Na+の流入およびrとの選択性
に関与していると考えられるK+トランスポーターに

着目し、各地場のヨシの根からHAKタイプrトラン
スポーターcDNA(PcHAK cDNA)を単離した。

発現解析を行ったところ、 K+を含まない養液で生

育させたものよりもコントロールの方が発現量が多

く、 NaCI存在下では地域間で異なる発現パターンを

示した。

続いてK+トランスポーターを欠失させた酵母に

PcHAIくを導入し、 K+の吸収特性を調べた。



S450 

アルミニウム耐性タバコ培養細胞株における脂質過

酸化抑制機構の解析ーグルタチオンペルオキシダー

ゼ(GPx)とグルタチオン-S-トランスフエラーゼ

(GST)について
山口雪子¥山本洋子田中宏明松本英明2(1岡山短

天7商宙大・資生研)

タバコ培養細胞SL株より分離されたアルミニウム
(AI)耐性株ALT107は、種々の指質過酸化読発剤に耐

性を示す。 ALT107株の示す高い脂質過酸化抑制能

に関わる酵素として、 GPx活性を見い出している。

ALT107株のGPx活性は、過酸化水素(HP)を基質と

した場合、動物のGPxと同様にモノヨード酢酸やメ

ルカプトコハク酸により阻害された。さらに、陰イ
オンクロマトグラフィーによる分画によって、

Aし了107株のGPx活性は、 H202を基質とするものと、

リノール酸ヒドロペルオキシド(しOOH)を基質とする

ものとに分かれること、しOOHを基質とするものは

GST活性と共に溶出するGSTのアイソザイムの一つ
である可能性を見い出した。このように、 ALT107
株では、親株に比べ2種類のGPx酵素の活性を高める

ことにより高い脂質過酸化耐性を獲得していると考

えられる。

S451 

シロイヌナズナ匪軸カルスのアクティベーションタグ

ラインの作製と耐凍性に関わる突然変異体の分隊

国返益圃1、2、大坪繭子l、和田元1 (1九大院・理・

生物、 2生研機構基礎研究推進事業)

シロイヌナズナを低温処理(2'(:・明・ 5日間)する

と糖やプロリン、適合溶質等を蓄積し耐凍性が付与され

ることが知られている(低温馴化)。本研究では、低温

馴化に関わっている遺伝子をクローニングすることを目

的として、耐凍性が向上したシロイヌナズナ突然変異体

をアクティベーションタギング法を用いて分隊したので

報告する。 35Sプロモーターのエンハンサーを備えたベ

クターp陀 VIC&叫HPfを使って約33，1仰の匪軸カルス

を形質転換し、アクティベーションタグラインを作製し

た。未馴化の野生株のシロイヌナズナ旺軸カルスは

-2O'C凍結により完全に死滅するのに対し、思"化カルス

では約 5%が生き残った。そこで、ラインの中から低温

馴化させなくても高い耐凍性を示すラインを分離するた

めに、ラインをいきなり-2O'Cで凍結しても生き残るラ

インをスクリーニングした。その結果、耐凍性が向上し

た突然変異体を80ライン分離することが出来た。
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S452 

冬小麦WAS-3aタンパク質の雪腐れ病菌への効果

盈犀量王、竹津大輔、藤川清三1、荒川圭太(北海道

大・低温研、 1北海道大院・農)

冬小麦の低温馴化過程で蓄積する病原菌関連タンパ

ク質の雪腐れ病菌抵抗性における役割を明らかにする

ために、私達は、低温馴化によってアポプラストに蓄

積する抗菌性タウマチン様タンパク質WAS-3aの解析

を行っている。異なる分類群に属する雪腐れ病菌に対

するWAS-3aの抗菌作用を調べたところ、

Michrodochium n1va1eの菌糸の成長を阻害したが、
刀rphulaspp.やSc1eotin1aborea1isに対する阻害効果
は見られなかった。これらの雪腐れ病菌は異なる細胞

壁成分を持つことから、菌から調製した細胞壁と

WAS-3aの親和性を調べたところ、属によって親和性

に差が認められた。これらの結果をふまえて、 WAS-

3aの抗菌活性と雪腐れ病菌の細胞壁に対する親和性と

の関係について考察する。

S453 

凍結耐性におけるグリシンベタインの役割:

形質転換植物を用いたアプローチ

盟主)盈， Zoran JEKNIC1， Raweewan 

YUWANSIRI1， Tony H.H. CHEN1，村由紀夫

(基生研， 10regon State Univ.) 

私たちは以前に細菌由来のコリンオキシダーゼ遺

伝子 (codA)の導入がアラビドプシスに適合溶質グ

リシンベタイン (GB)の合成能を付与するとともに

その凍結耐性を増強することを報告した¥凍結耐性

における GBの役割を明らかにすることを目的に，

葉緑体，細胞質，あるいはその両コンパートメント

でベタインを産出する形質転換アラビドプシスを作

出した.またプロリンを過剰生産し恒常的に凍結耐

性であるアラビドプシスの eskimo1変異株にも

codA遺伝子を導入し.GBを蓄積する本変異株の形

質転換植物を得た.これらの形質転換アラビドプシ

スの凍結耐性をー GBの蓄積量および細胞内局在

性暗またGBによる凍結耐性の増強に対する

eskimo1変異の影響と関連づけて議論する.

合Sakamotoet al. (2000) Plant J. 22: 449・453.



S454 

植物型 Coldshock pro旬in(Csp)の構造と低温思11化における

機能

中南健太郎1.2、豊増知伸¥今井亮三('山形大・農、

2農水省・北海道般試)

コムギをはじめとする越冬性植物では、長期間の低温処理

により高度な耐凍性を獲得する低温馴化現象が知られている。

しかし、低温馴化発現の分子機構に関しては不明な点が多い。

大腸菌など原核生物では、低温ショックにより誘導される一

群の Coldshock protein (Csp)の存在が知られている。これら

は、一本鎖DNAまたはRNAに結合し、転写因子または RNA

シャペロンとしての機能が推定されている。

今回、我々は冬コムギの低温場11化クラウン組織より、大腸

菌の cspAときわめて相向性の高いクローン (wcspl)を単離

した。 wcsplは142アミノ酸をコードし、 N末端側はCsp及

び Y-boxタンパク質の RNAIDNA結合ドメインと相同性の

高い部分を持ち、 C末端側は RNA結合タンパク質に多く見

られる Gly-rich領域からなっている。 wcsplの低温恩11化過程

における誘導を調べたところ、低温処理 3日目までに顕著な

発現が見られ、その後、高度な耐凍性を獲得する 14日固ま

でそのレベルは維持された。詳細な発現解析及び機能解析に

ついても併せて報告する.

S455 

季節的低温馴化過程でクワ皮層柔細胞に蓄積す
る18kD細胞内PRタンパク質
主握箆卑1.3・竹津大輔2・荒川圭太2・藤川清三3
(1生研機構、 2北海道大・低温研、 3北海道大・
院農)

クワ皮層柔細胞から抽出した可溶性画分をSDS-
PAGEで解析したところ、季節的低温恩11化過程
と並行して蓄積する18kDの分子サイズをもっポ
リペプチドバンドの存在が明らかとなった。こ
のポリペプチドはpI5.0付近の等電点を有し、少
なくとも2つのisoformが存在する。これらのポ
リペプチドは80%飽和硫安処理しでも塩析され
ず、この可溶性画分を疎水性カラムで分画する
ことにより容易に精製された。特異抗体を用い
た免疫プロットにより、 18kDタンパク質の冬季
特異的な蓄積が確認された。抗体スクリーニン
グ法により得られたcDNAは細胞内PRタンパク
質と高い相向性を持つことが明らかとなった。
18kDタンパク質の冬季特異的な蓄積と、クワ皮
層柔細胞における耐凍性獲得の関係について議
論する。
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S456 

ディファレンシャルディスプレイを用いたレンゲ

ツツジの耐凍性に関与する遺伝子の単離

中村敏英1，2 西尾直美1，2 石川雅也1 (1庫業生物資

源研究所・植物保存 2生研機構)

越冬植物は、気温が低下するにつれて徐々に耐

凍性を獲得(低温馴化)する。我々は耐凍性機構

を解明するために、低温国iI化の初期過程で発現す

る遺伝子の単離を行った。

レンゲツツジの内鱗片を用いて低温馴化特異的

に発現鶴導される遺伝子をディファレンシャルディ

スプレイ法によって探索した。 480種のRAPDプ

ライマーを用いて探索し、これまでに137クロー

ンを単離した。単離した遺伝子の塩基配列を決定

し、ホモロジー検索を行った結果、そのほとんど

が機能不明なタンパク質をコードしていた.

現在、単離した遺伝子の発現様式について解析

を進めている。

S457 

低温誘導性rbpAl遺伝子の5'非翻訳領域に結合す
るタンパク質の解析

園山恭才ii佐藤直樹(埼玉大・理・分子生物)

シアノバクテリアAnabaenavariabilis M3株に
は、 9f固のRNArecognition motifタイプのRNA
結合タンパク質遺伝子(rbp遺伝子)が存在する。
その内の1つのrbpAl遺伝子は、低温誘導性であ
り、 5・非翻訳領域(5・-UTR)には特徴的な4つの保

存領域が存在する。ゲルシフト解析の結果、この

5'-UTRのDNA塩基配列には結合するタンパク質

が存在し、生育温度の違いにより結合するタンパ

ク質複合体が異なる事が解った。高温条件で培養

した細胞から5'一UTRに結合するタンパク質複合

体を精製し、 2種のタンパク質のN末端配列を同

定した。それらは、 SSBタンパク質と新規タンパ
ク質CRRタンパク質であった。大腸菌で発現し得

られたCRRタンパク質は、 DNAとの結合性を示

した。現在このタンパク質がrbpAl遺伝子の転写
調節にどのように関わるかを遺伝子破嬢株等の作

成により解析している。




