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ƒŠƒ|Ž_‚ÍŒÄ‹z‘ãŽÓŒn‚É‚̈ ‚¢‚Ä•d—v‚È‹@”\‚ð’S‚Á‚Ä‚¢‚é
ƒsƒ‹ƒrƒ“Ž_’E•…‘f•y‘f‚È‚Ç‚ÌŠˆ•«”­Œ»‚É•K—v•s‰ÂŒ‡‚È•â
•y‘f‚Å‚ ‚è•AƒŠƒ|Ž_“]ˆÚ•†Šü‚Ì“­‚«‚Å•ÃŽ‡‚Ì“Á’è‚ÌƒŠƒW
ƒ“ŽcŠî‚É“]ˆÚ‚³‚ê‚é.•A• ‚̈Å‚ÍƒŠƒ|Ž_‚ð•â•ÃŠü‚Æ‚·‚é•†
‘f‚Íƒ~ƒgƒRƒ“ƒhƒŠƒA‚Æƒvƒ‰ƒXƒ`ƒh‚É‘¶•Ý‚·‚é‚±‚Æ‚ª’m‚ç
‚ê‚Ä‚̈ ‚è•AƒŠƒ|Ž_“]ˆÚ•ÃŠü‚à‰ÏƒIƒ‹ƒKƒlƒ‰‚É‘¶•Ý‚·‚é‚à
‚Ì‚Æ•„‘ª‚³‚ê‚é.ƒ~ƒgƒRƒ“ƒhƒŠƒA‚É‹Ç•Ý‚·‚éƒŠƒ|Ž_“]ˆÚ
•y‘f‚É‚Â‚¢‚Ä‚Í•AŽ„’B‚É‚æ‚Á‚ÄŠù‚É cDNA(U P2) ‚ªƒNƒ••[
ƒjƒ“ƒO‚³‚ê•A•y‘f‚Ì̂ êŽŸ•\‘¢‚È‚ÇƒJ–¾‚ç‚©‚É‚È‚Á‚Ä‚¢‚é.

–{Œ¤‹†‚Å‚Íƒvƒ‰ƒXƒ`ƒh‚É‹Ç•Ý‚·‚éƒŠƒ|Ž_“]̂ Ú•y‘f‚ðƒR
•[ƒh‚¸‚éƒVƒ•ƒCƒkƒiƒYƒi cDN A( U P2 p) ‚ÌƒNƒ••[ƒjƒ“ƒO‚ð
•s‚¢•A ¢̂‘hŠü‚ÌŽÀ‘Ì•§•¶Ž¿‚É‚Â‚¢‚Ä‰ð•Í‚µ‚½ .UP 2p cDNA

‚Í Z”TƒAƒ~ƒmŽ_ŽcŠî‚©‚ç‚È‚éLllƒ̂ ‚Æ•‚‚¢‘ŠŒü•«‚ðŽ¦‚·ƒ̂
ƒ“ƒpƒNŽ¿‚ðƒR•[ƒh‚µ•A‚±‚Ì cDNA ‚ð‘å’°‰æ–Ê‚ÌƒŠƒ|Ž_“]̂Ú
•y‘fŒ‡‘¹Š”‚É‚̈ ‚¢‚Ä”­Œ»‚³‚¹‚é‚Æ•ÏˆÙ‚ª‘Š•â‚³‚ê‚é‚±‚Æ
‚©‚ç•A‚±‚Ì cDNA ‚ªƒŠƒ|Ž_“]ˆÚ•y‘f‚ðƒR•[ƒh‚µ‚Ä‚¢‚é‚±

‚ÆƒJ‰Y”F‚³‚ê‚½.‚Ü‚½ w •«‚ÉƒR•[ƒh‚³‚ê‚½ƒ^ƒ“ƒpƒNŽ¿
‚ÌƒAƒ~ƒm––’[‚Ìƒgƒ‰ƒ“ƒWƒbƒg—l”z—ñ‚ÆGFP ‚Æ‚Ì—Z•‡ƒ^ƒ“
ƒpƒNŽ¿‚ð•A•¨•×–E‚Å”­Œ»‚³‚¹‚é‚Æ•A—t—Î‘Ì‚Éƒ^•[ƒQƒbƒg
‚³‚ê‚é‚±‚Æ‚©‚ç•A‚±‚Ì•y‘f‚ªƒvƒ‰ƒXƒ`ƒh‚É‹Ç•Ý‚·‚é‚±‚Æ
‚ªŽ¦•́ ‚³‚ê‚½.
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ƒVƒ•ƒCƒkƒiƒYƒi‚É‘¶•Ý‚·‚é 2 ‚Â‚Ì“œŽ‰Ž¿•‡•¬Œo˜H‚É‚¨‚¯

‚é 3 ‚Â‚Ì MGDG •‡•¬•y‘f‚Ì–ðŠ„
–n•³•¹“ñ˜Y•C Delphine Brun' •C Eric Marechal' •C Maryse A. 
Block' •C‘•“cŒš•C“‡“c—TŽm•C Jacques Joyard' •C•‚‹{Œšˆê˜Y.
‘¾“cŒ[”V(“Œ•H‘å•C‘åŠw‰@•¶–½—••HŠwŒ¤‹†‰È•C•¶‘ÌƒVƒX
ƒeƒ€•ê•U; 'CNRS/CEA •C Grenoble •C France) 

Monogalactosyldiacylglycerol (MG DG) ‚Í•AŒõ•‡•¬•¶•¨
‚É“Á’¥“I‚È“œŽ‰Ž¿‚Å‚ ‚é•B‰ä•X‚Í‘O‰ñ‘å‰ï‚É‚¨‚¢‚Ä•AƒV
ƒ•ƒCƒkƒ iƒYƒ i ‚æ‚è ’P—£‚µ ‚½3 ‚Â‚ Ì MGDG • ‡ • ¬ • y ‘ f
(atMGD 1•C atMGD2 •C atMG D3)‚ª—t—Î‘Ì‚É‹Ç•Ý‚µ•AƒKƒ‰ƒN
ƒgŽ‰Ž¿‚Ì2 ‚Â‚ Ì •‡•¬Œo˜H(Œ´ŠjŒ^Œo˜H‚¨ ‚æ‚Ñ•^ŠjŒ^Œo
˜H)‚É‚¨‚¢‚Ä•A‚»‚ê‚¼‚ê‚ªˆÙ‚È‚é–ðŠ„‚ð‰Ê‚½‚·‚±‚Æ‚ðŽ¦

•´‚µ‚½•B•¡‰ñ•AŠe•y‘f‚Ì•¶‰»Šw“I‚È‰ð•Í‚ð•s‚Á‚½‚Ì‚Å•ñ
••‚·‚é•BŠîŽ¿“ÁˆÙ•«‚Ì‰ð•Í‚Ì‹‹‰Ê•A atMGD2ƒÀ ‚Í•^ŠjŒ^

‚Ì diacylglycerol ‚É“ÁˆÙ•«‚ª•‚‚¢‚ª•A atMGDl ‚ÍŒ´ŠjŒ^•E
•^ŠjŒ^‘o•û‚ðŠîŽ¿‚Æ‚·‚é‚±‚Æ‚ª‚í‚©‚Á‚½•B atMGDI ‚ª‚Ç
‚ Ì ‘g •D ‚É ‚ ¨ ‚¢ ‚Ä ‚àŽå—v‚É” ­Œ»‚µ ‚Ä ‚¢ ‚½‚± ‚Æ•A‚Ü‚½•A
atMGD2ƒÀ ‚ª‚»‚ê‚¼‚ê•ª‚â‰Ô‰è‚ÅŽå‚É”­Œ»‚µ‚Ä‚¢‚½‚±‚Æ
‚ð•l‚¦•‡‚í‚¹‚é‚Æ•A atMGDl ‚ª“œŽ‰Ž¿•‡•¬‚ÌŽå—v‚È•y‘f
‚Å‚ ‚è•A atMGD2ƒÀ ‚Í•ª‚â‰Ô‰è‚ÅŽå‚É•^ŠjŒ^“œŽ‰Ž¿‚Ì•‡
•¬‚ÉŠÖ—^‚µ‚Ä‚¢‚é‚Æ•l‚¦‚ç‚ê‚é•BŒ»•Ý•AŒõ‚â•A•¨ƒzƒ‹ƒ‚
ƒ“•AŠO•”ŠÂ‹«‚É‘Î‚·‚éŠeˆâ“`Žq‚Ì mRNA ”­Œ»‰ð•Í‚ð•s‚Á
‚Ä‚¨‚è•A‚»‚ê‚É‚Â‚¢‚Ä‚à•ñ••‚·‚é—\’è‚Å‚ ‚é•B
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ƒyƒ`ƒ…‚±ƒA‚Ì‰Ô‚ÌŒ`•¬Žž‚É‚̈ ‚̄ ‚é“œŽ‰Ž¿‚Ì•¶•‡•¬
Žå‰·‹N‘••·•Aˆ¾ˆäŒõˆê˜Y•AŽR—Ì̃ a‹I•A•¡ˆä”Ž”V 1 •A
“‡“c—TŽm•A‘•“cŒš•A•‚Š¯Œšˆê˜Y•A‘¾“cŒ[”V
—û•H‘å•E‘åŠw‰@•¶–½—••H•A1 •b“ì‘å•E—• •E•¶•̈)
monog aJ•› osyldi ’¬ Iglycerol (M G D G )‚â dig aJ actosyl-
diacylgly •‡101 (D G D G) f‚Ü—t—Î‘Ì‚É“Á’¥“I‚È“œŽ‰Ž¿‚Å‚ ‚è•A
Œõ•‡•¬‹@”\‚Ì”­Œ»‚É•[‚­ŠÖ‚í‚Á‚Ä‚¢‚é‚Æ•l‚¦‚ç‚ê‚Ä‚¢‚é•B‚µ
‚©‚µ•A•Å‹ß‚ÌŒ‹‰Ê‚©‚ç‚±‚ê‚ç•JŽ‰Ž¿•‡•¬‚ÌŒ®•Ã‘f‚Å‚ ‚é MG
DG •‡•¬•y‘f̂ â“̀ Žq‚ª—t‚È‚Ç‚ÌŒõ•‡•¬‘g•D‚¾‚̄ ‚Å‚È‚­•AˆÓŠO
‚É‚à”ñŒõ•‡•¬‘g•D‚Å‚ ‚é‰Ô•A•p‚Å‚à•‚‚¢ƒŒƒxƒ‹‚Å”­Œ»‚µ‚Ä‚¢
‚é‚±‚Æ‚ª‚í‚©‚Á‚½•B‚»‚±‚Å•A‰Ô‚É‚̈ ‚̄ ‚é•JŽ‰Ž¿‚Ì•ª•z‚â•W•‡
•¬•A‹@”\‚È‚Ç‚É‚Â‚¢‚Ä–¾‚ç‚©‚É‚·‚é‚½‚ß•A‰ÔŽq— ‚̂ª‘å‚«‚­•A•¶
‰»Šw“I‚È‰ð•Í‚É“K‚µ‚½ƒyƒ`ƒ…ƒjƒA‚ð—p‚¢‚Ä•A‰Ô‚ÌŒ •̀¬Žž‚É‚̈
‚̄ ‚éŽ‰Ž¿‚âŽ‰–bŽ_‘g•¬•A—iŽ‰Ž¿•‡•¬Š •̂«‚Ì•Ï‰»‚È‚Ç‚ð–Q‚Ø‚½•B
‰Ô‚ÌŒ`•¬Žž‚É‚̈ ‚¢‚Ä•A”á rylgly •‡side(SG) ‚Ì‘•‰Á‚ª‚Ý‚ç‚ê•A‹t
‚Éƒvƒ‰ƒXƒ`ƒh—R— ‚̂Ì“œŽ‰Ž¿‚ÍDGDG ‚ð•œ‚«‚¢‚¸‚ê‚àŒ¸•­
‚µ•A‰Ô‚ÌŒ•̀¬‚É”º‚¢ MGDG ‚ÆDGDG ‚Ì—Ê”ä‚Ì‹t“]‚ª‚Ý‚ç
‚ê‚½•B‚Ü‚½ŠeŽ‰Ž¿‚Ì•\•¬Ž‰–b•d—Ê‚ð‰ð•Í‚µ‚½‚Æ‚±‚ë•A“Á‚É•fŽ‰
Ž¿‚É‚̈ ‚¢‚Ä•A‰Ô‚Ì”­’B‚É”º‚¢ 18:3 ‚ªŒ •̧­‚µ•A‹t‚É 18:2 ‚̈‚æ
‚Ñ 16 :0 ‚ª‘•‘å‚·‚éŒXŒü‚ª‚Ý‚ç‚ê‚½•B‚³‚ç‚ÉŠÉ•s‚µ‚Ä•A“œŽ‰
Ž¿•‡•¬Š •̂«‚Ì•Ï‰»•A‚»‚Ì”½‰ž‚É—R— ‚̂·‚é”½‰ž•¶•¬•̈ ‚Ì•Ï‰»‚ð
’²‚×‚½‚Æ‚±‚ë•A“Á‚É•A SG •¶•‡•¬Šˆ•«‚ÌŒ°’̃ ‚È‘•‘å‚ª‚Ý‚ç‚ê
‚½‚ª•A MGDG ŠÜ—Ê‚ª’á‰º‚·‚é‚É‚àŠÖ‚í‚ç‚̧ •A MGDG •‡•¬
Š̂•«‚Ì‘•‘å‚à–O‚ß‚ç‚ê‚½•B‚Ü‚½•A SG ‚Ì•‡•¬‚É‚̈ ‚¢‚Ä‚Í UDP-

ƒOƒ‹ƒR•[ƒX‚ð—Ç‚¢ŠîŽ¿‚Æ‚µ‚½‚ª•A UDP •[ƒKƒ‰ƒNƒg•[ƒX‚Å‚à•‚
‚¢•‡•¬Š̂ •«‚ªŒŸ•o‚³‚ê‚½•B
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ƒgƒ}ƒgƒtƒ‹ƒNƒgƒLƒi•[ƒ[ƒAƒCƒ\ƒUƒCƒ€‚ÌƒAƒ“ƒ`ƒZƒ“ƒX
ˆâ“`Žq“±“ü‚É‚æ‚é‰h—{•¶’·‚¨‚æ‚Ñ•¶•B•¶’·‚Ö‚Ì‰e‹¿
•¬“c’†•²•Û—¢•E‹àŽRŠìŒ€(“Œ–k‘å‰@•E”_•E‰€Œ|)

ƒgƒ}ƒg‚Ì“]—¬“œ‚Å‚ ‚éƒXƒNƒ••[ƒX‚Í‰ÊŽÀ‚É‚¨‚¢‚ÄƒO
ƒ‹ƒR•[ƒX‚âƒtƒ‹ƒNƒg•[ƒX“™‚ÌƒwƒLƒ\•[ƒX‚Ö‚Æ‘ãŽÓ‚³‚ê•A
‰ÊŽÀ‚ÌŽå—v‚È“œ‚Æ‚È‚é•Bƒtƒ‹ƒNƒg•[ƒX‚ðƒŠƒ“Ž_‰»‚·‚é
ƒtƒ‹ƒNƒgƒLƒi•[ƒ[‚É‚Í Frkl ‚ÆFr k2‚Æ‚¢‚¤ 2 ‚Â‚ÌƒAƒC
ƒ\ƒUƒCƒ€‚Ì‘¶•Ý‚ª’m‚ç‚ê‚Ä‚¨‚è•AˆÙ‚È‚é”­Œ»ƒpƒ^•[ƒ“
‚ðŽ¦‚·•B–{Œ¤‹†‚Å‚Í•A Frkl ‚Æ Fr k2‚ÌƒAƒ“ƒ`ƒZƒ“ƒXˆâ
“`Žq‚ð 35S ƒvƒ•ƒ‚•[ƒ^•[‚É‚Â‚È‚¢‚Å•Ê•X‚Éƒgƒ}ƒg‚É
“±“ü‚µ•A‚»‚ê‚¼‚ê‚ÌƒAƒCƒ\ƒUƒCƒ€‚Ì•¶—•‹@”\‚Ì‰ð–¾‚ð
•s‚Á‚½•B

Frkl ƒAƒ“ƒ`ƒZƒ“ƒXŒÂ‘Ì(AFrkl) ‚ÆFr ‰ ñ ƒ A ƒ “ ƒ ` ƒ Z ƒ “
ƒXŒÂ‘Ì(AFr k2)‚É‹¤’Ê‚µ‚½•\Œ»Œ^‚Í•A•¬•n—t‚É‚¨‚¯
‚é•V‘N•d“–‚½‚è‚ÌƒwƒLƒ\•[ƒX•Eƒfƒ“ƒvƒ“ŠÜ—Ê‚Ì’á‰º•A
•A•¨‘Ì“–‚½‚è‚Ì‰Ô•”•E‰ÊŽÀ•”‚Ì’á‰º‚Å‚ ‚Á‚½.‚±‚ê‚ç
‚Í‚¢‚¸‚ê‚à AFrkl ‚æ‚è AFr k2‚Å‹­‚­Œ»‚ê‚½•Bˆê•û•A
AFrkl “Á—L‚Ì•\Œ»Œ^‚Í’…‰Ô•ßˆÊ‚Ì•ã•¸‚Å‚ ‚Á‚½‚±‚Æ‚©
‚ç•A Frkl ‚Ì‰Ô‰è•ª‰»‚Ö‚ÌŠÖ—^‚Ì‰Â”\•«‚ª•l‚¦‚ç‚ê‚½•B
AFrk2 “Á—L‚Ì•\Œ»Œ^‚Í•A•L’·•¶’·•E•ª‚Ì•¶’·‚Ì—}•§•A
•¬•n‰ÊŽÀ‚Ì•V‘N•d‚Ì’á‰º‚ÆŽíŽq•”‚ÌŒ¸•­‚Å‚ ‚è•A Fr k2
‚Í‚±‚ê‚ç‚É“ÁˆÙ“I‚ÉŠÖ—^‚µ‚Ä‚¢‚é‚Æ•l‚¦‚ç‚ê‚½•B‰ÊŽÀ
‚Ì•V‘N•d“–‚½‚è‚Ìƒfƒ“ƒvƒ“‚¨‚æ‚Ñ“œŠÜ—Ê‚É‚Â‚¢‚Ä‚Í•A
—¼ƒAƒ“ƒ`ƒZƒ“ƒXŒÂ‘Ì‚Å‘Î•ÆŒÂ‘Ì‚Æ‚Ì•·ˆÙ‚Í‚Ù‚Æ‚ñ‚Ç‚Ý
‚ç‚ê‚È‚©‚Á‚½.
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シロイヌナズナ5番染色体より転移したトランスボゾン Dsエレメ
ントの揮入部位同定
伊園高卓也 1、本橋令子 Z、水門佐保 2、関原明 L2、篠崎一雄 1.2(1理研・

植物分子生物、 2理研・ゲノム科学総合研究センター・催物ゲノム機
能)

我々のグループではシロイヌナズナの機能ゲノム学に向けて、トラ
ンスポゾン仰のタギングラインの作成と Ds掬入部位の同定を行って
いる.近傍転移システム(1)を用いて、 5番染色体に Dsドナ一
部位がマッピングされている 4系統から、現在までに約 5，0∞転移
ラインを作成した(2) .これら転移ラインについて、 TAIしPCR
t去を用いた Ds隣接ゲノム DNAの回収、部分塩基鹿列の決定、シロ
イヌナズナ・ゲノム DNA塩基配列データベースとの比較を行い、
現在までに約 1，∞oラインのDs掬入部位を同定した.その結果、9，17，
8，17，49%が、それぞれ、 1，2，3，4，5番染色体に転移していた.また、
Dsドナー部位近傍以外に、 2カ所の転移ホットスポットー-NOR
(nucl回Iiorg岨izerregion) 2， NOR4領域ーーが見られた.NOR2と
NOR4領域には、 9%が転移していた.現在、残りの転移ラインの挿
入部位マッピング及び、挿入部位のデータベースイむを行っている。

(1) Smith et al， PI釦 tJ.10， 721・32.
(2) 110 et al.， Plant J. 17， 433-44. 
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ソパ子実の登熟過程のルチン，イソク工ルシトリン含量と

それらの分解活性

鐙杢塗盤、本田俗、船附穂子 (:l~;毎週農業献銭湯〕

我々はソパ子実のルチン含量を高めだいと考えており、そのた

めの基礎的な情報を得る目的でルチンの代謝機構に注目して

いる。今回は登熱過程子実のルチン、イソク工ルシトリン〈ル

チンの前駆体と考えられている)含量と、それらの分解活性を

調査しだ。フツウソパでは、ルチン、イソクエルシトリン含量

とちに受粉後27日目まで緩やかに上昇レだ。完熱子実ではイ
ソクヱルシトリンを倹出する事は出来なかったが、ルチンr~

27日目とほぼ同じ量移在した。ルチン、イソクエルシトリン
の分解活怪は、受粉後緩やかに上昇し、完熱子実でも27日目
とほぼ悶程度であった。上記の結果は、フツウソパの30-100

倍近いルチン含量と、 100倍近い分解活性を符つダッタンソ

パでもほぼ悶僚の傾向であった。ルチン、イソクエルシトリン

と、それらの分解活怪が共存するというのは一見矛盾しだ現象

である。そこで、完熱子実の各器官におけるルチン、イソク工

ルシトリン含量と、それらの分解活性を調べたところ、ルチン、

イソク工ルシトリンの大部分は腔に存在し、分解活性の犬部分

は包皮に惇在レた。これらの結果から、ルチン、イソクエルシ

トリンの分解活怪がソパ子実のルチン含置の主要な制限要因

ではないと縫;則レ定。(ルチン:血圧降下作用、抗酸化能等の

機能性を持つフラボノール)
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シソ(PerilJllfrutescens)のlimoncncsyntbascの発現
解析

松本 隆、植団法一、井上文秀、 国遡--:J皇、
唐沢{専英(信大農、応用生命科学)

シソ (Pcri11afrutesccns)のIimonenesynthase (LC)は，
geranyl pyrophosphateからIimoneneを合成する酵素であり，
生成物のIimoneneからの代謝生成物perillaldehydeはシソ
精油の主成分である。本研究の目的は，環境応答の情報
伝達系の影響下にあるLC遺伝子の発現解析を行う事で
ある
まず，シソを初めとするいくつかのハッカ属植物の
LCについて，スペアミントのLCタンパクに対する抗体
を用い.交文反応の確認を行った.その結果， ~ 、くつか
のハッカ属植物において.このLCタンパクの抗体との
交文反応によるシグナルが確認された.
次にシソの成薬をサリチル酸を含む緩衝液に浸演後，
経時的に粗タンパクを抽出し， LCタンパクに対する抗
体を用いて westemblotを行った. 検出されたシグナルに
ついて，デンシトグラフを用い. LCタンパクの発現量
の解析を行った.同時に， total RNAを抽出し， RT・PCRに
よりLCmRNA量の解析を行ったその結果，シソの成葉
においても.培養細胞の犠合と同様に，サリチル酸存在
下. LC遺伝子の発現が誘導的に増加した それは，
mRNAの増加に続きタンパク量の増加が現われ，特徴的
なほぼ二つの発現ピークとして認められた .

F724 

芳香族佑合物を基質とするプレニルトランス

フエラーゼの構造と機能解析

園久美由紀、佐藤文彦、長喧ニ虫

(京大院・生命・統合生命)

芳香族イじ合物のプレニル化は、高等植物の二次

代謝産物の多様化にとって大きな役割を果たして

いる。我々は、ムラサキから4・hydroxybe n zoic 

acid (4HB)を基質とするプレニルトランスフエラー

ゼをコードすると考えられるcDNAを2種クロー
ニングし、それらの構造及び機能の解析を行った。

推定された蛋白質は8回膜貫通領域を有する膜酵

素で、局在部位は小胞体と予想された。酵素活性

の測定において障害となりうる内在性の 4HB:

h exapren yltran sfe rase遺伝子 (COQ2)を破壊し

た酵母株をホストとして単離した遺伝子を発現さ

せたところ、両蛋白質ともミクロソーム画分にお

いて geranyl d iph osph at eを選択的に基質とする

高い4HB:geranyltransferase活性を有すること

が証明された。これらは高等植物から単離された

初めての芳香族トランス・プレニルトランスフエ

ラーゼである。



F725 

タマネギのAIIim鵬遺伝子プロモータ領域の構造・

機能解析

よ直垂壬、野村研、大矢武志、北宜裕(神奈川農総研)

アリイナーゼ'(Al)はタマネギ鱗茎に含まれるアリイン

を加水分解して特有の揮発性辛味成分であるアリシン

を生成させる酵素である。タマネギ鱗茎にはこのIAlが

可溶性タンパク質の6%以上も含まれていることから、

Al遺伝子のプロモータには非常に高い活性が期待され

る。すでに取京法によりAl遺伝子のプロモータ領域を

含む新規のDNA断片を得ている。そこで本DNA断片を

pBI101Iこ組み込み、赤タマネギ鱗片裏侭屈波を用いてパ
ーティクルガンによりGUS遺伝子をレポーターに一過

性発現検定を行ったところ、白MV35Sプロモータと同

レベルの活性が認められた.このコンストラクトを用

いてシロイヌナズナを形質転換したところ、部位特異

的なプロモーター活性が認められた。さらに本DNA断

片をタマネギ初生根端細胞由来カルスにアグロパクテ

リウム法により導入した結果、すでに単離されている

Alプロモータと相向性の高い領域保切D:p)に高v~UST舌
性が認められた。

F726 

植物フェノール代謝におけるアグロパクテリウム腫
痕遺伝子AK.-6bの機能
皐自皐章、 IvanGalis、我彦広悦(秋田県立大、生物
資源、生物工学研究所)

且1&:根頭癌腫病を引き起こすアグロパクテリウ
ムの6b遺伝子は機能がいまだ明らかでない。我々は
A悶 10株由来の6b(AK・6的遺伝子を導入したタバコ
がホルモンフリー培地で生育し、内生フェノール化
合物代謝が影響を受けていることを示してきた。こ
こではAK・6b遺伝子の発現レベルとフェノール化合
物動態の関連を調べる。 五孟:発現レベルの異な
るAK.・6b-カルスについて、内生フエノール化合物量
をHPLCにより定量した。フェノール物質生産に関
わる遺伝子の発現レベルをノーザン解析した。
益基:AK.・6bタバコでは野生型タバコに比べてスコ
ボレチンが少なく、反対にクロロゲン酸は多かった。
これらの生成を調節するフェニルアラニンアンモニ
アリアーゼ(PAL)、ケイヒ酸4ヒドロキシラーゼ
(C4H)およびクマリル白Aリガーゼ(4CL)の発現レベ
ルはほぼ一定であり、AK.・6b遺伝子はこれらとは別
の方法で代謝調節を行っていると考えられる。スコ
ポレチンやクロロゲン酸は植物の病原抵抗に関係す
ることから、 pathogenesis-related(PR)遺伝子の1つで
あるPR・1の発現レベルを調べた。 PR・1遺伝子の発現
レベルはAK・6bタバコで抑えられており、AK.・6b遺
伝子が宿主植物の防御機能を抑制する働きを持つこ
とが示唆された。
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F727 

シアン耐性呼吸の二次代謝における役割

塁塁盤壁、矢崎芳明、清国械一郎(農水省・生物研)、野剥佐之(信

州大・繊維)M.G~依sák Onst. Animal Biochem Genetics. Slovak 
Acad Science)瓜谷郁三(名古屋大学)

織物に特有のシアン耐性呼吸の機能は熱発生、;百室酸素生成の抑

制に加え、細胞質pH調節があげられる (Sakano.1998)。しかし、この
呼吸が傷害や権病時に増加することの理由は説明されていない。黒

斑病菌に穫病したサツマイモ塊根組織ではシアン耐性用及の増加に

{半い、多量のポリフエノール、ファイトアレキシンであるイポメアマロン

が合成・蓄積される。これら二次代謝産物のブドウ糖からの生合成に

ついて化学量論を検討した結果、予想lこ反してATPの需要は小さく、
ilJ産物として多量の還元当量NAD(P)H+H+が生成することを見いだ
した。これは「これら二次代謝産物の生合成が進行するためには過剰

の還元当量が呼吸により酸化・除去されねばならないJことを示してい

る。この場合、これらの生合成はATPをあまり必要としないのでAEC

の翻節を受けるチトクロム系の呼吸は適当ではなく、シアン耐性呼吸

が適している。実際、オランダのHagendoomら(1994)は植物細胞によ
る「アントシアン等の二次代謝産物生巌が細胞質pHの低下と密綾な
関係があるJことを示しており、酸性条件下のBiochemicalpH-statで
あるシアン耐性呼吸の関与(Sa陥no1998)を強〈示唆する。われわれ
は野末らが開発した光誘導性アントシアニン合成能を持つサツマイモ

培養細胞で、光誘導時に叩及がシアン耐性系に切り換えられるかどう

かを、酸素安定伺位体を用いて検討している。

F728 

シロイヌナズナのヒスチジン脱炭酸静素遺伝子の単隙と
解析
1太田大策 2藤森功(1大阪府大院.J量生命科学大阪
バイオサイエンス研)

我々はこれまでに高等織物のレヒスチジン(His)生合成経
路を解明した.一方.Hisの分解酵素であるヒスチジン
脱炭酸醇素 (Histidinedecarboxylase; HDC)についての
研究はほとんど無く，植物組織におけるヒスタミンの生
理的役割は不明である.今回.RACE法によりシロイヌ
ナズナから完全長HDCcDNA(AtHDC)を単降した.AtHDC 
cDNAは482アミノ酸からなる 54.1kDaのタンパク貨を
コードする翻釈領域を含んでいた.一次構造の比較を行
ったところ， トマト HDCに39%.微生物のホスホリボ
シルピロリン酸 (PLP)依存性 HDCに21""'24%の相向
性を示したが，哨乳類の PLP依存性 HDCには相同性を
示さなかった.一方.PLP結合領域周辺配列はヒトやシ
ョウジョウパエのグルタミン脱炭酸酵素と相向性を示し
た.AtHDC遺伝子を単厳し，それが第 1染色体に存在
することを明らかにした.またサザン解析の結果から，
AtHDC遺伝子は染色体中に 1コピーのみ存在することが
示された.AtHDC遺伝子は，成長過程を通して，業・根
で強く発現しており，この発現分布は His生合成系の酵
素遺伝子の発現分布と一致していた.His代謝活性の生
理的意味について検討するため，さらに詳細な発現様式
の解析中である.



F729 

タマネギ餓釜での感染紡御物質としてのフェノール性化合物と

活性酸震の生成

高浜有明夫、鬼木隆望書 (九州歯科大学、一般徹宵)

感染に対して強い耐性をもっている貧タマネギ餓茎の外銭薫

は成熱過程で褐色に変化していくが、感染しやすい自タマネギ

ではその様な変化は見られない.我々は、この変化は、賞タマ

ネギに含まれているケルセチンのペルオキシダーゼに依存した

磁化のためであり、その磁化過程で生成する化合物の一つに銑

菌作用をもっ3.4-dihydroxybnenzoicacidが合成されること

を報告している(1).今回は、褐色に変化した鱗束中に活性

酸素を生成する成分が存在するのでその生化学的性質について

報告する.

褐色銭葉を水に懸濁すると磁素吸収が見られる.この酸.吸

収に伴って赤色物質が湾出し、遇面量化水紫が生成した.褐色餓

震の水鏑出波から単援した赤色物質はペクチン様化合物と結合

していた.この化合物は酸.を吸収し、それにともないスーパ

ーオキシドラジカルと過磁化水震を生成した.また、この物質

は安定なラジカルであった.これらの性質は磁加水分解でペク

チンを除いた湯会にも観怨された.以上の結果に基づいて、タ

マネギ外叡銭.の褐変の生理的窓臓について報告する.

(1) Takahama and Hirota (2000) Plant Cell Physiol. 

41: 1021・1029.

F730 

CLONING AND EXPRESSION OF NICOTIANA GLUTINOSA 

ORNITHINE DECARBOXYLASE HAVING BOTH L-ORNITHINE AND 

L-LYSINE DECARBOXYLASE ACTIVITY 

yo.且gSlIn 1 EE and Young Dong CHO， Dept. ofBiochemistry， CoIlege of 

Sci.， Yonsei Univ.， SeouI 120-749， Korea 

Ornithine decarboxylase (ODC) is one of the key enzymes in polyamine 

biosynthesis， decarboxylating omithine to produce， putrescine. In this study， 

we have cIoned and sequenced ODC骨omNicotiana glutinosa cDNA Iibrary 

(Accession No.AF329IO). N. glutinosa ODC showed 90% homology to 

tomato and 41.4% to human ODC. The ODC cIone was expressed and 

purified as a GST-fusion protein. The native molecular weight ofthis enzyme 

was 92，000 dalton， while the subunit molecular were 46，000 daltons， 

indicating that the active enzyme is a homodimer. The optimal pH and 

temperature of this enzyme was 7.0 and 370C， respectively. Kinetic study of 

ODC showed a novel character of Nglutinosa ODC decarboxylating both L-

ornithine and L-Iysine with Km values of 885 uM and I.59mM， respectively 

Site-specific mutagenesis were also performed on N.glutinosa ODC to 

introduce mutations at conserved residues sllch as cystein (Cys蝿， Cysl3l and 

Cys177) and lysine9'， which were proved to be involved in en勾maticactivity 

by chemical modifications. The ODC mutants (K95A and C377 A) lost 

almost 90% of their activity， demonstrating that lysyl and sulfhydryl groups 

are important for its catalytic activity 
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S701 

ゲノムDNAアレイを用いたシロイヌナズナ5番染色体
長腕部の詳細な遺伝子発現解析

玉盆正fi.象国主税，津金胤昭，花野滋1中村保
一，田畑哲之，柴田大輔(かずさDNA研究所.'warwick 
大)

シロイヌナズナのゲノム解読プロジェクトは2000
年の終わりに終了した.このプロジェクトで得られ
た情報は植物ゲノム解析の基礎となるばかりでな
く、他の作物における育種事業にとっても重要なも
のである.シロイヌナズナにおける詳細な遺伝子発
現解析に向けて、我々はゲノムDNAアレイ法を開発し
た.今回我々は、平均長2.9kbの連続するゲノムクロ
ーンで5番染色体長腕部の約50%をカバーしたアレイ
を作成した.これはテロメア側から6.8Mbにわたる領
峨に相当し、 1914個のコンビュータ上で梅造予測さ
れた遺伝子を含んでいる.これらのDNA断片をナイロ
ンメンプラン上にスポットし解析を行った.モデル
実験として生育時に低温ストレス等を与えた材料を
用い、アレイ上の各遺伝子がどのように発現してい
るのかを解析した.この結果、ストレスに対応した
遺伝子発現の変化を検出することができた.また、
遺伝子発現はアレイ化した領域全体に漬り起きてい
ることが示され、シロイヌナズナのゲノム術造を反
映した結果であると考えられた.

S702 

セリンアセチル転移酵素高発現シロイヌナズナに

おける硫黄同化系の制御機構の解析

落合智子，!f.鑑証盟，斉藤和季(千葉大・薬)

セリンアセチル転移酵素 (SATase) は、システイ

ン生合成の重要な中間体である 0-アセチルセリン
(OAS) を生成する酵素である。 OASは硫黄同化系

酵素遺伝子の発現誘導物質としての役割も果たして

いる。そこで硫黄同化能の高効率化と OASの硫黄

同化系の調節物質としての役割を解明するため、

SATase遺伝子を導入した形質転換植物の作製と解

析を行った。細胞質局在性であるスイカ SATaseは

システインによりフィードパック阻害を受けるが、

阻害を受けない点変異 SATase 遺伝子

(SATG277C) が既に作製されている。これらの遺

伝子をシロイヌナズナに導入し、得られたトランス

ジェニツクシロイヌナズナの OAS、システイン、

グルタチオン含量を測定した結果、野生型シロイヌ

ナズナと比較して顕著に増加していた。細胞質中の

OAS含量が増加している形質転換植物では、硫黄

同化系酵素遺伝子の発現が増加している可能性が考

えらるため、硫黄同化系酵素遺伝子の発現量の変化

について現在検討中である。



S703 

ジャガイモのβーシアノアラニン合成酵素とシステイン
合成酵素遺伝子の単灘
主且LA.圭，石津公明¥斉藤和季(千葉大，薬東北大，
院，理，生物)

βーシアノアラニン合成酵素(CAS)は，シアン代謝の主
要酵素として知られ，シアンとシステインからβーシアノ
アラニンと硫化水棄を生成する反応を触媒する。また，
システインの生成を触媒するシステイン合成酵素(CS)も
同織の反応を触媒する.植物体内ではシアン化合物の分
解やエチレン生成に伴ってシアンが生成され，生体防御，
窒素の供給，アミノ酸代謝の調節などの役割が示唆され
ている。両酵素の役割をさらに追求するため，ジャガイ
モ塊茎より精製したCASとCS(こ相当するcDNAをRACE
法により単離した(PCAS-7.PCAS-2.PCS-7.PCS-2)。
大腸菌発現系における各酵素のCASおよびCS活性を調
査したところ.PCS-l.PCS-2がCAS活性と比較して非常
に高いCS活性を示したのに対し.PCAS-lではCAS活性
が非常に高かった.各酵素の基質に対するKmfil
も.PCAS-lとPCS-l.PCS-2では異なっていた.これら
の結果と他のタンパク貨との相向性から.PCS-l.PCS-2
はサイトソル，プラスチドCS(こ.PCAS-lはCAS(こ相当す
ると結槍した.各器官におけるCSとCASの活性，酵素タ
ンパク質量及び遺伝子発現，及びこれらに対するエチレ
ンの影響について報告する.

S704 

カルモジュリン結合能の異なる二種のイネグルタ

ミン酸脱炭酸酵素 (GAD) の分子解析

赤間 一仁， 秋贋高志高岩文雄2(島根大・生物

資源・生物科学筑波大農業生物資源研究所)

グルタミン酸脱炭酸酵素(GAD)は，グルタミン

酸の脱炭酸反応を触媒し， γーアミノ酪酸 (GABA)

を産生する.GADは原核生物から高等真核生物ま

で普遍的に存在する酵素であるが，植物のGADの

みがC末端にカルモジュリン結合ドメイン

(CaMBD)を持つ.CaMBDはGADの活性調節にお

いて重要な役割を担っていると考えられている.

我々は単子葉植物(イネ)で初めて.GADをコ

ードするこ種の核遺伝子(OsGAD1. OsGAD2)を

単離・同定したので報告する.推定されるイネ

GADは，アミノ酸レベルで既知の植物GADと67

........78%の一致が見られた.CaMBDをコードする

DNA領域を発現ベクターに組込み，大腸菌内で発

現・誘導した融合蛋白質とCaMとの結合実験を

行った.この結果. OsGADlはCaMと結合し，

OsGAD2は結合しないことが判明した.
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S705 

イネにおける 2種のカボチャ CmPP16ホモログは緩
管東で特異的に発現する

浅竪敏章二三、若生俊行 1、奥田知弘 Z、久保中央 1、高

野鼠 I、西口正道 1、島田浩2震え門腿光一 1
(1腹水省・生物研、 2東京理大・生物工)

1999年にカボチャからウイルスのmovementprotein 

機タンパク質遺伝子が同定された.我々は、イネ師部

における同遺伝子の働能を明らかにするために、イネ

から 2種類のカボチャの師部タンパク貿ホモログ遺伝

子を単離した.この 2福の遺伝子の発現部位を insitu 

ハイブリダイゼーションにより解析した.また、ウエ

スタン分析を行った結果、これらのタンパク貨はイネ

だけでなく、サトウキピやアラピドプシスにおいても

蓄積していることが明らかになった.このことから、

このタンパク貨は単子議植物だけでなく双子濠植物に

おいても幅広く高度に保存されていることが示唆され

る.さらに、これらの遺伝子の組織特異的発現はプロ

モーター領域によって制御を受けているかを解析する

ために、 2種の遺伝子のプロモーター領織をそれぞれ
単厳し、 GUS融合遺伝子としてイネに導入した形質転

錬体を作成した.現在、これらの形質転嫁イネでの GUS
発現を解析中である.

S706 

導入遺伝子の転写産物が蓄積してもコサプレッ
ションが成立することがある

盟主造盟、漬田達朗l、堀口吾朗2、政田正弘、射

場厚2(千葉大・園芸・生物化学、 l石川農業短

大・農業資源研、 2九州大院・理・生物)

タバコ小胞体型ω-3>>旨肪酸不飽和化酵素別tFAD3)

は、 αーリノレン酸の合成を触媒する。 NtFAD泊宣伝
子を高発現プロモーターに接続してタバコに導入
すると、多くの形質転換体ではリノレン酸含量が
繕加する。しかし、 S44と名付けた系統では葉での
リノレン酸含量が野生株よりも大幅に低下した。
S44では導入遺伝子と内在性のNtFAD31.宣伝子およ
び葉緑体局在型ω叫旨肪酸不飽和化酵素遺伝子
(NtFAD1Jが抑制されたコサプレッションが生じて
いると恩われる。しかし、 S44では完全なORFを持
つ導入遺伝子の転写産物が、導入遺伝子の遺伝子
量にしたがって蓄積していた。一方、内在性の
NtFAD31n.宣伝子の転写産物のプロセシングは阻害
され、その後分解されていることが推定された。
これらの結果は塩基配列特異的なRNA分子の排除
をともなう従来の転写後ジーンサイレンシングと
は異なる分子機構が存在することを示している。



S707 

クスノキω-3脂肪陵不飽和イt蝉素遺伝子 cDNAの単荷量と発現解
析

本田朋子l、桑野祐子目、堀口吾朗:1， ~ト鳩厚\材槽親日(1九大・

農・休明大院・農・植物資源、 1丸太院・理・生槻ヰ学)

高等植物は種々の環境の変化に対する適応、機織を発達させてき

たが、特に生体腹中のトリエン脂肪酸含量の調節は温度適応性の

獲得に重要な役割をもつことが知られている。樹木、特に常緑樹

は革本植物とは異なり、業の寿命が長いことから、独自の適応機

構を備えている可能性が考えられる。本研究では樹木における膜

脂質脂肪酸の不飽和度が環境ストレス適応に果たす役割を明らか

にするため、クスノキを用いて2つのω-3脂肪酸不飽和化酵素
遺伝子cDNA(<印FAD7・1，Ch日D7・2)のクローニングと発現解析
を行った。これらの cDNAシークェンスから推定されるアミノ酸
配列は、革本縞物のω-3脂肪酸不飽和化酵素のアミノ酸配列と
比較して品70%ほどの相向性を示した。N末端側には葉緑体移行

に必要なトランジットペプチド綴のアミノ駿配列が見られた。

ChFAD7-1は主に葉でmRNAが強く蓄積し、傷害処理によってそ

の蓄積量は減少した。 ChFAD7・2は ChFAD7・lとは異なり、主に

根でロ浪NAが蓄積し、葉での割前量はごくわすちかだった。業での

ChFAD7-2の蓄積量は傷害処理、低温処理によってーー時的に坦加

した。以上のことからクスノキには葉緑体移行型ωー3脂肪酸不
飽和化酵素遺伝子が少なくとも2つ存在し、環境婆因によってそ

れぞれの遺伝子発現が異なった調節を受けていることが示唆され

た。

S708 

FUNCTION AND DISTRIBUTlON OF FNR AND 
FERREDOXIN ISOFORMS IN MAIZE 
皇ι旦担匙，Y. Onda， Y. Ariga' C. Bowsher1， M. Emes1 & T. 
Hase' 
Institute of Protein Research， Osaka Univ~rsity， 3・2
Yamadaoka， Suita Osaka 565 0871 Japan;且Schoolof 
Biological Sciences， the University of Manchester， 3.614， 
Stopford building， Oxford Rd.， Manchester M139PT， UK 

FNR enzymes catalyse reduction， either of NADP+ 
by photosynthetically reduced ferredoxin (Fd)， or of 
oxidised Fd by NADPH. Direction of electron flow 
depends on the photosynthetic capacity of the tissue， and 
this is reflected in the distribution of different FNR and 
Fd isoforms. LFNR， FdI and FdIl are restricted to 
photosynthetic tissue while RFNR and FdIlI are found 
mainly in the root. 
Western blotting was used to further investigate the 
tissue and sub-oganellar distribution of FNR isoforms. 
FNR isoproteins were found to vary in distribution within 
the plastid; LFNR being membrane bound， while RFNR 
is soluble. Young leaves were found to∞ntain LFNR姐 d
RFNR.LFNR姐 dRFNR v訂Yin affinity to different Fd 
isoforms (1). Re∞mb!D:ant p.~oteins hav~ ~~en" used t~ 
investigate the relationship with separate Fd isoforms of 
LFNR and RFNR in terms of sub-organellar location and 
redox state， respectively. The physiological implications 
of these， and related results will be discussed. 
1. Onda， Y. et al 2αlO. PUlnt Physiol. 123， 1037・1046
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S709 

ミヤコグサの2種のカルコン異性化酵素

盤且皇基，青木俊夫，綾部真一(日本大・生物資

源・応用生物)

カルコン異性化酵素 (CHI)はカルコンから (2S)ーフ

ラパノンへの異性化を触媒し，フラボノイド生合成

の初期段階で働いている.多くの植物で CHIは 6'ー

ヒドロキシカルコンのみを基質とするが，マメ科植

物の CHIは 6・.デオキシカルコンに対する触媒活性

も持ち，ファイトアレキシンなどマメ科に特有の 5-

デオキシ型フラボノイドの生合成に関与している.

マメ科・非マメ科植物の CHIで特徴的なアミノ酸配

列が示されているが，同一植物から両タイプの CHI

が検出された例はなく，基質特異性の差異の機構は

不明である.今回マメ科モデル植物ミヤコグサを材

料に既知アミノ酸配列から設計したプライマーによ

る PCRを行い， 2種の異なる CHIcDNA断片を取得

した. RACE法を利用して得られた全長 cDNAクロ

ーン LjCHI1はマメ科， LjCHI2は非マメ科植物の既

知 CHIとそれぞれ高い相向性を示し，両者の推定ア

ミノ酸配列の相向性は 53.7%であった.これらの酵

素の基質特異性および遺伝子の発現様式について報

告する予定である.

S710 

ミヤコグサ根粒におけるスクアレン合成酵素のクローニング及
び性状解析
盆温皇差1、馬場真里2、梅原洋佐s、河内宏久泉井径1・2、
畑 信吾l~ ('京大.J員、 Z京大・生命科学、'農業生物資源研究
所)

スクアレン合成酵素 (SqS)はステロール生合成における重
要な酵素で、ファルネシルピロリン酸二分子から中間体を経て
スクアレンを合成する.
我々はダイズのスクアレン合成酵素遺伝子をプローブに用い
て、ミヤコグサ (Lo帥 ja.戸nicus)根粒のcDNAライブラリーを
スクリーニングし、ミヤコグサスクアレン合成酵素遺伝子
(LjSqS5)を単離した.LjSqS5は413個のアミノ酸から成る
タンパク質をコードしていた.このタンパク質を他の植物の
SqSのアミノ酸配列と比較したところ、非常に保存性の高い領
威が3カ所存在し、それらは活性中心を形成していると恩われ
た.また、タンパク質のC末端に、疎水性の高い領域が見られ
た.これはスクアレン合成酵素が小胞体1:埋まった状態で存在
しているためと考えられた.
ノーザンハイプリダイゼーションによって根粒にはLjSqSの
発現が高いことが示された.同時にゲノミックサザンハイプリ
ダイゼーションを行った結果、複数のバンドが見られたので、
ミヤコグサゲノムには本遺伝子が2コピー以上ある可能性も示
された.
今後組換えSqSを調製して降索活性を測定し、泊 situハイプ
リダイゼーションを試みる予定である.



S711 

ミヤコグサにおけるミトコンドリアリン酸輸送体
cDNAのクローニング
且丞ニ鑑1、高畠令王奈2、梅原洋佐3、河内宏3、泉
井桂1ム4、畑信吾1ム4 (1京大・農、 2京大院・農、 3
農業生物資源研究所、 4京大院・生命科学)

ミトコンドリアリン酸輸送体(M円7は、無機リン
酸をミトコンドリアマトリックスに輸送するとい
う、酸化的リン酸化における主要な役割を果たす内
膜貫通タンパク質である。また、共生窒素固定根粒
内の細胞は比較的嫌気的な環境にあると思われる
が、ミトコンドリアはやはり重要な役割を果たして
いると考えられる。
我々は、モデルマメ科植物であるミヤコグサ根粒
cDNAライブラリーよりダイズのMPTcDNAをプロー
プとしてMPTcDNAを単離した。得られたcDNAは完
全長で、 356アミノ酸からなり 6つの疎水性領域を有
する典型的なMYTをコードしており、そのタンパク
質はダイズのMYTとも高い相向性を示した。その
後、ノーザン解析、 insItuハイプリダイゼーションを
試みた。現在、そのリン酸輸送活性を確認するため
組換え体MYTを用意し、リボソームとの再構成実験
を行っている。また、他の動植物のMYTにおいて高
度に保存されているシステイン残基が、リン酸輸送
活性に必須であるか否かを、 site-directedmutagenesis 
によって調べる予定である。

S712 

円石蔀必nili加盟友 hux1のdにおける硝酸還元酵素の精
製と特性解析
室杢遺二，白岩善博(筑波大・生物)

円石藻は，海洋において大規模なブノトムを形成し、
環境に大きな影響を与えることが知られている。円石
藻の増殖は培地中の窒素濃度に制御され、海水レベル
の硝酸濃度(10・30μ闘では、窒素供給が生育の制限要
因のーっとなっていると推測される。そこで，本研究
では，円石藻Em必初1I8huxJeyiを用い，窒素固定系
の律速酵素である硝酸還元酵素(EC1.6.6.1)を精製し，
その酵素学的諸性質を明らかにした。
精製は、BlueSepharose. Mono-Q.およびSuperdex
2∞ HRによるカラムクロマトグラフィーを用いて行
った。その結果. SDS-PAGE上で85kDの位置に単
一のバンドを示すまでに精製された。ゲルろ過による
nativeformの推定分子量5∞kDから、ホモ6量体で
あることが示された。硝酸およびNADHに対する品1
値はそれぞれ355μM.54μMであり、 NADPHは基
質となり得なかった。本酵素はNADH:NR還元活性の
他、 NADH:Cytc還元活性およびMV:NR還元活性を
示し、また、 NADH:NR還元活性の至適ipHは8.0で
あった。さらに阻害剤の影響から、本酵素の活性には
SH基およびへム鉄が関与していると考えられる。酵素
学的諸性質，特にnativeformおよびサブユニットの
分子量から，本酵素は陸上植物等に存在する NRとは
異なり、特有の構造を有していると推測される。
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S713 

Rmalはリングフインガーを持つ膜結合型ユピキチンリガーゼである

盆E盆主人鈴木俊顕2 田中啓二2 中野明彦1(1理研・生体膜研

究室 2臨床研・分子腫錫研究部門)

RMAlは出芽酵母 sec15変異を多コピーで抑圧するシロイヌナズ

ナ遺伝子であり，その産物はN末端側に典型的なリングフインガー

モチーフを.C末端に膜結合部位を有する(J).ヒトや線虫にも相同

遺伝子カを存在することから.RMAlは重要な役割を担っていると予

想されるが，その機能は不明であった.ごく最近になって，一群の

ユピキチンリガーゼがリングフインガーモチーフを持つという報告

が相次いだ.そこで.Rmalpがユピキチンリガーゼ活性を有するか

どうかを生化学的に検討した.精製した MBP-Rmalpにユピキチン，

AτP.小麦座芽抽出液を添加すると，見かけの分子量が顕著に増大

した.アミロースレジンを用いて MBP-Rmalpを反応液から回収し

て調べた結果.この修飾はユピキチン化であることが示された.

興味深いことに.MBP-ぬnalのユピキチン化は A1P.ユピキチン，

El. Ubc4.凡JbcH5a.および MBP-Rmalpだけで再構成可能であった.

また RMAlのヒト相同遺伝子 HsRMAlについても一連の実験を行

い，同様の結果を得た.したがって.Rmalファミリーは Ubc4/5と

共に働<.広〈保存された新奇膜結合型ユピキチンリガーゼである

ことが明らかになった.

(1) Matsuda and Nakano (1998) Plant Cell Physiol. 39. 545-554. 

S714 

ダイズフェリチンサプユニットの多様性と鉄貯
蔵・放出能の関係
精田太郎、後藤文之、吉原利一、斉木博 (電中研・
生物科学)

フェリチンは高等植物、動物、微生物など幅広い
生物種に見出される鉄貯蔵タンパク質である。あら
ゆる生物種におけるフェリチンは24量体として存
在し、その高次構造が鉄貯蔵能に大きく寄与してい
ると考えられている。マメ科植物のフェリチンは、
種子中のプラスチドに 28kDa及び26.5kDaサブ
ユニットの混合物として存在している。アミノ酸配
列解析の結果、両者は異なる一次構造を有しており、
複数のフェリチンサプユニット種の存在が示唆さ
れた。本研究では、この新規フェリチンサブユニッ
トをコードする遺伝子を単離し、両サプユニットの
機能解析を行った。その結果、 26.5kDaサプユニ
ットではひ末端の 16残基が切断されており、この
切断によって 24量体構造が不安定化され、内部に
蓄えられた鉄原子の放出につながっていることが
明らかとなった。一方、 28kDaサブユニットはこ
のような切断を受けず、 24量体の安定化に寄与し
ていることが明らかとなった。このことから、植物
フェリチンにおいてもフェリチン遺伝子ファミリ
ーが存在し、それぞれ相補的な役割を担っていると
考えられる。



5715 

シロイヌナズナのセラミド合成に関与する遺伝子の機能解析
傘率塗盟、田村鎌太郎、西浦英樹、森潤一郎、今井博之
(甲南大・理・生物)

スフィンゴ脂質はスフィンゴイド長鎖塩基 (LCB)に、
主として2-ヒドロキシ脂肪酸が結合したセラミドを基本
骨格とする.セラミダーゼはこの LCBと脂肪酸との Nー
アシル結合を加水分解を触媒する酵素である。植物におい
て、セラミド合成阻害物質の作用により、細胞内の LCB
の濃度が上昇し、細胞死の誘導が促進されることから、細
胞内のセラミド、および LCBの濃度をコントロールする
セラミダーゼが植物細胞の生死の決定に重要と考えられる。
しかしながら、セラミドの代謝関節の分子メカニズムは明
らかにされていない.そこで本研究では、酵母(s. 
cetevislae)セラミダーゼ (YPClp)とアミノ酸配列の相
向性を有する cDNAのクローニングをシロイヌナズナよ
り行い、その機能を調べた.
得られた cDNAクローンは 768bpのORFを持ち、予
想されるアミノ酸配列は 255アミノ酸残基からなり、
YPClpと43%の相同性を示した.カルボキシル末端側に
は ERリテンションシグナル様の配列が見られた.また、
ハイドロパシープロファイルによって、 YPClpと同様、
6つの膜貫通領減の存在が推定された.現在、との cDNA
を大腸箇内で発現させ、その発現タンパクの機能の解析を
すすめており、この結果も併せて報告する.

5716 

シロイヌナズナにおけるスフィンゴ脂質長鎖塩基合成醇索

AtLCB2の機能解析

国益釜本盤、西浦英樹、森潤一郎、森本泰明、今井博之

(甲南大・浬・生物)

セリンパルミトイルトランスフエラーゼ(SPT;EC 

2.3.1.50)は組物スフィンゴ脂質生合成の初発反応を支配し

ており、それ故、細胞内スフィンゴ脂質含量を決める鍵醇

素であると考えられている.我々は植物におけるスフィン

ゴ脂質合成のメカニズムを明らかにする目的で、シロイヌ

ナズナより、醇母SPTの触媒サプユニットLCB2ホモログで

あるAtUごB2cDNAを単隠し報告した(昨年度本学会). 

今回我々 は、 AtLCB2の発現織式の解析を試みた.組織

でのAtUごB2のmRNA量をRf-PCRで調べた結果、 AtLCB2

はシロイヌナズナの花、茎、業および根で間程度に発現し

ていることがわかった.また、 S円活性を欠く醇母lcb2変
異株にこのcDNAを導入すると、ミクロソーム画分に

AtLCB2タンパクがターゲッティングされ、 SPI活性を回
復させた.AtUごB2がコードするタンパク質には数個の膜

貫通ドメインあり、この実験結果と併せて考えると、

AtL<ごB2は他の生物のL<ごB2同様、膜タンパクであることが

予想される.そこで、より詳細にシロイヌナズナでの

AtL<ごB2の局在を調べるために、 AtLCB2のN未付近を認識

できる抗体を作製した。現在、この抗体を用いた解析を

行っている。
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5717 

シロイヌナズナのスフィンゴ脂質長鎖温基酵素 AtLCBl遺伝

子のクローニング

森溺一郎、田村謙太郎、西浦英樹、森本泰明、今井博之

(甲南大・理・生物)

セリンパルミトイルトランスフエラーゼ(SPT)は、スフィン

ゴ脂質生合成系の初発反応を触媒する。この反応は、セリンと

パルミトイルーCoAの縮合により 3-ケトスフィンガニンを生
成する反応で、補醇素としてピリドキサル 5・ーリン酸を必要と

する.また、 SPTはスフインゴ脂質の生合成を制御する律速

段階の醇紫として考えられている。酵母(Sι:charomy，ぽ宮

偲 revIs.尉)において、 S貯は少なくとも2つの遺伝子、 LCBl、
LCB2によってコードされている.本研究では、シロイヌナズ

ナ<ArabldopslsthaJ1ana)より S円‘の LCBlサプユニットを
コードする遺伝子、 AtLCBlのcDNAを単離し、機能を解析

した。 AtLCBlのcDNAは1449bpのORFを含み、 483ア

ミノ酸(推定分子量 53.000)をコードし、 3つの膜貫通領域を
もつことがわかった。また、 Atl..CBlタンパクのアミノ酸配

列と酵母のl..CBlタンパクのアミノ酸配列を比較すると、 50%

の相問伎が見られた.RT-PCRによって各組織のmRNA量を

解析した結果、 AtLCBl遺伝子は、菜、菱、根、花で同程度

に発現していることがわかった。現在、 AtLCBl遺伝子を発

現させた酵母の lcbl欠損榛を用い、 SPT活性の解析を進めて

おり、あわせて報告する。

5718 

タバコ培養細胞BY・2アミロプラスト分化誘導系における，
糖代謝に関わる遺伝子群の発現解析
宣虫垂，河野重行黒岩常祥{東大・院・理・生物科学，
[東天ー院・新領域・先端生命)

アミロプラストは，植物体が獲得した炭水化物を，根端
や貯蔵組織においてデンプンとして合成・貯蔵する分化
した色素体である.我々は，定常期まで生育させたタバコ
培養細胞 BY・2を，オーキシン含有培地から，オーキシ
ン除去培地に植え継ぐことにより，細胞増殖の抑制が起
こると同時に，白色体からアミロプラストが分化する系を開
発し，解析を行ってきたSakaiet al. 1992)この組織分化
という情報を排除した，単純なアミロプラスト分化誘導系
を用いることで，未解明の問題であるアミロプラスト分化の
普遍的な機構が解明できると考えられる.
アミロプラスト分化過程で，代謝経路のどのステップに
関わる遺伝子発現が，デンプン蓄積に重要であるかを調
べるために，培地中のショ糖の取り込みからデンプン合
成に至る各ステップに関わる遺伝子を単離し，アミロプラ
スト誘導・非誘導過程における発現パターンを比較した.
その結果， Sucrose tr加盟po巾 r，Sucr，由e可n命a鵠， Glc-
6・phosphatetranslωator， ADP-Glc pyropbosphoJ)'lase， 
Granule羽田d御 rchs卵白紙は，分化過程で特動的に
mRNA量が増していた.一方，In¥'!釘飽se，Hexokina邸，
Phosphoglucomu旬se，UDP-Glc pyrophosphoryla田は，
アミロプラスト分化過程と非分化過程で同程動の発現を
示した.このことは，アミロプラスト分化過程において細胞
増殖過程とは異なるショ糖の代謝経路が活性化されてい
ることを示唆しているものと考えられた.




