
S458 

葉緑体型co-3脂肪酸不飽和化酵素 (FAD8)の温度

依存的発現制御に関わる遺伝子機能領域の同定

盆fHf~，射場厚(九大・院・理・生物科学)

葉緑体を構成する膜脂質は多不飽和脂肪酸である

トリエン脂肪酸を非常に多く含むが、その含量は生

育の温度環境により大きく変動する。このため、葉

緑体膜脂質を占めるトリエン脂肪酸含量の制御は、

温度環境に対する植物の適応性維持に重要な意味を

持つものと予想される。co-3脂肪酸不飽和化酵素は

トリエン脂肪酸合成における鍵酵素であり、シロイ

ヌナズナではその葉緑体型アイソザイムが FAD7お

よび FAD8の2つの遺伝子によりコードされる。こ

れらの遺伝子は構造的には非常に類似しているにも

関わらず、生育温度に対し異なったレスポンスを示

す。とりわけ目D8はトリエン脂肪酸含量の変化と

同調した発現様式を示すため、その制御機構は植物

の温度感知およびシグ、ナル伝達プロセスと密接に関

係している可能性が示唆される。本発表では、FAD7、
FAD8両遺伝子問の様々なキメラ遺伝子を葉緑体型

佐 3酵素の欠損変異体において発現させる実験系を

用いて得られた、温度依存的発現制御に関わる ω・3

遺伝子の機能領域に関する知見を報告する。

S459 

光合成の熱失活に対する葉緑体局在性低分子量熱
ショックタンパク質の保護作用
昼一国立、李嫡願、徳富(宮尾) 光恵
(農水省・生物研)

葉緑体局在性低分子量熱ショックタンパク質
(smHSP)を構成的に発現する形質転換タバコの成

熟葉を用いて、光合成の熱失活に対するsmHSPの効
果を検討した。光合成系のうちRubisco activaseが最
も熱失活を受けやすく、 40'C以下の短時間 (5・10分
間)の熱処理で失活する。 40・50

0

Cの熱処理では光化
学系11(PSII)が選択的に失活する。形質転換タバ
コでは、非形質転換体に比べて、 Rubisco activaseと
PSIIの熱失活がともに緩和されることが分かった。
また、 smHSPは400C以下では水溶性であったが、 40

。C以上の熱処理でチラコイド膜に結合することがわ
かった。 Rubisco activaseの失活とPSIIの失活はそれ
ぞれ、葉緑体のストロマ内とチラコイド膜内で起こ
る現象である。以上の結果は、 smHSPは二つの異な
るメカニズム、すなわち、 1)40

0C以下ではストロ
マ内で水溶性の高分子量分子シヤベロニンとして、
2) 400C以上ではチラコイド膜に結合して膜構造を
安定化することによって、光合成系を熱失活から保
護する可能性を示唆している。
本研究の一部は生研機構基礎研究推進事業の支援で行われた。
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S460 

耐塩性ラン藻(Aphanothece halophytJ白)DnaK遺伝

子導入タバコの高温ストレス耐性
旦虫垂ム、小野清美人日比野隆、鈴木茂敏2、中村
敏英3、高倍鉄子3、高倍岡洋1(名城大・理工・化

学、 1名城大・総合研、 2名城大.Al・生物資源、

3名古屋大院・生命農・生物資源)

3 M NaCI存在下でも生育可能なA.halophyti<伺の

DnaK1遺伝子は721個のアミノ酸からなる蛋白質を

コードし、カノレボキシ末端の約65個のアミノ酸が他

の生物のDnaKより長い。 A.halophyticaのDnaK1

は、 SynechococcusPCC 7942のDnaKとは異な

り、高塩温度下においても高い蛋白質フォーノレディ

ング活性を持っていること、また、 DnaK蛋白質を

過剰発現させたタバコは、塩ストレス耐性が向上す

ることを明らかにしてきた。今回、この形質転換体

の高温ストレス耐性について検討した。形質転換タ

バコ及びコントロールタバコとも、室温での発芽率

は同じであったが、 400Cではコントロールタバコの

発芽率は27%であるのに対し、形質転換体では80%

が発芽した。吸水過程の高温処理でも類似した現象

がみられた。また、高温ストレス下における、生育

速度、 C02固定速度、光合成電子伝達速度、蛋白質

合量の変動についても検討した。本研究は

PROBRAINのサポートを受けた.

S461 

ランytJの低温劇化に果たすHtpGの役割
ホサインモタロプ，仲本草{埼玉大・理・分子生物}

Theheat sh∞kpro蜘 lHゅGis homologous to members of the 

Hsp90 protein family of eukaryo回 andis essentia1 for basal 

and acquired thermoぬlerancein cyanobacteria. In this study we 

have examined the role of HtpG in the cyanobacterium， 

Synechococcus sp. PCC 7942， in the acc1inlationωlow 

旬mperatures.The inactivation of the hψG gene resulted in 

slo明 rgrow白血m位lewild type at 20'C， and no growth at 160C， 
both of which became a押 arentaft釘 oneωtwo days at these 

句mperatures.Wild type cells were ableωre凱unegrowth 

withoぽ alag period when shi合edto 3ぴCafter 5 days at 16'C， 

while the htPG mutant displayed a detectable lag. A食町出eshi食

from 300Cω16.C， the rate of photosynthesis in the wild type 

d即 ωsedinitially and世間1re∞vered to 60010 of the level at 

30'C， while the rate in the mutant was inhibited but did not 

recover. Although there was no de伽 tableincrease in the level 

of the htpG mRNA and its protein at 20.C， expression of the 

htpG gene was induced by印 刷 食 downω16'C. OveraJl，o町

results demons回 e伽.tthe HtpG protein，油ichhas low 

constitutive expression at 30.C and 20.C， and is inぬced

moderately at 16.C，∞ntributes signifi，ωntly to the ability of 

cyanobacteria to acclimate to low temperatures. 



S462 

ランソウの熱ストレス応答に関与する新規な熱ショック

遺伝子oゲ705の解析

亙出直壷王，仲本準(埼玉大・理・分子生物)

我々 は、 Synechococcusspo PCC 7942から熱ショックで発

現が(少なくとも転写レベルで)誘導される新規な遺伝

子をクローニングした。この oif705遺伝子の破綴により、

穏やかな高温においても生育が著しく阻害され、致死温

度における生存率や獲得性の熱耐性も低下することを既

に報告した(石川・仲本、 1卯9年度年会}ooif705変異株

においては、 groEL及び htPG遺伝子転写産物の熱ショッ

クによる蓄積が顕著に阻害されていたことから、 oゲ705が

他の熱ショックタンパク質 (Hsp)遺伝子の発現調節に関

与することが示唆された。本研究では、 oゲ705がグローパ

ルな、ランソウ Hspの発現議節因子であると仮定して、

oif705が確かにタンパクとして翻訳され、 RNAではなく

タンパクとして他の Hspの発現を調節し高温耐性に関与

するのかどうかを調べることにした。現在、Orf7.5抗体を

作製しイムノプロット法でランソウ抽出液中の白f705タ

ンパクを解析している。また、野性株の oif705遺伝子を

変異練ゲノムに戻して表現型の回復を調べると共に、フ

レームシフトやナンセンス変異を起こした oゲ705遺伝子

では表現型が回復しないかどうかを解析している。

S463 

葉緑体型グルタミン合成酵素(GS2)遺伝子を導入し

たイネの強光・高温ストレスとGS2の発現

企壁遺差、田中義人1、林泰行2、田中章2、高倍鉄

子3、高倍昭洋(名城大・総合研究所、 1名城大・理

工、 2植物工学研究所、 3名古屋大院・生命農・生物

資源)
グルタミン合成酵素(GS)は、 Glu、ATP、アン

モニアからGlnを合成する反応を触媒する窒素代謝
のキー酵素である。葉緑体型のGS2は、光呼吸に

も関与し、塩ストレス等による気孔の閉鎖に伴う
C02取り込み阻害時に重要な役割を果たすと考え
られる。実際、イネのGS2遺伝子をイネに導入し
た形質転換体を作り、塩ストレス耐性について検

討したところ、 GS2の発現量の増加は僅か(約1.5
倍)ではあるが、塩ストレスの耐性が増加するこ
とが明らかになった。今回、同じ形質転換体を用

いて、強光・高温ストレスとGS2の発現を植物の
発育段階との関連で検討した。 GS2を過剰に発現

している若い形質転換体は、コントロールイネよ
りも成長が速かった。一方、 GS2の発現量が減少
している形質転換体は逆の結果を示した。強光・

高温ストレス耐性とGS2発現量の関係をイネの発
育段階との関連で調ベた結果について報告する。
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S464 

エチレン合成系酵素の anti-senseDNAを用いた大気汚染抵

抗性継物の育成と特性解析

宣車笠盤、中嶋信美人玉置雅紀l、青野光子l、久保明弘l、

鎌田博、佐治光筑波大・生物、 l国立環境研)

光化学オキシダントの主成分であるオゾンを植物に暴露す

ると、エチレンが急激に生成し、可視障害が生じる。オゾン

暴露前に限害剤を用いてエチレン生成を抑制するとオゾン

によって生じる障害が減少することから、エチレン生成量に

よって植物のオゾン感受性が決定すると考えられている。本

研究はトマトのオゾン誘導性 ACCsynthase の anti-sense

cDNA (AS-ACSO) を用いてエチレン生成を抑え、オゾン抵抗

性植物を作出することを目的とした。

アグロパクテリワム法によって AS寸CS6をタバコに導入

し、 ASヮ4CS6をホモに持つ T2世代の形質転換体を 7系統

得た。これらを 002ppmのオゾンに 6時間暴露したところ、

オゾン暴露によって生じる可視障害及び、エチレン生成が

wild typeより減少したものが 3系統得られた。また、こ

の 3系統についてはエチレン生成量の減少と可視隊容の減

少との聞には相闘が見られた。得られた 3 系統は wild

type と比べてオゾン暴震によって引き起こされる光合成活

性の低下も抑えられていた。以上の結果から、 AS-ACS6を

導入した形質転換体はオゾンによって生じるエチレン生成

が抑制されたため、オゾンに対する祇抗性を増したと考えら

れる。

S465 

UV-B照射による線灘 Chlamydomonasreinhardtiiの

光化学系H活性の阻害と ONAの損傷について

裏蓋法夏、高柳雅幸、村山真智子、'石題情人、'二階堂

修、星名哲(金沢大・理・生物、 1薬・薬学)

オゾン層の減少によって地球上に到途する紫外線 (UV-

B、290-320nm)の量が増加している。 UV-B は、植

物に有害な影響を与えることがよく知られている。lJIJえば

UV-B 照射によって光化学系 11(系 11)活性の低下、

Rubisco、ATPaseの阻害、系 11反応中心タンパク賀

(01、02)の分解、 ONAのピリミジンダイマーの形成

(ONA の損傷)などがおこる。しかし、系 11活性の阻害

と ONAの損傷の関連性についてはわかっていない。その

ため本研究では系 11活性、 01、02の分解、 ONAの損傷

に焦点を当て、 UV-Bによる影嘗を翻ぺた。

材料はChlamydomonas reinhardtiiを用いた。 2時間

の UV処理によって、系11活性 (Fv/Fm)が約 50-

60%、更に4時間の処理で 30-40% に低下し、 01、

02含量も減少した。細胞から抽出した金 ONAの鍋傷は

2時間照射でわずかであったが、 4時間で急に増加した。

また、 UV処理の後、可視光下に移すと系 11活性が約 80%

まで回復した。

なお、全 ONAから核 ONA、葉緑体 ONAを分画し、そ

れらのダイマーの形成について、現在検討中である。



S466 

PROMOTER ANALYSIS OF WIPK -A TOBACCO 

WOUND INDUCED MAP KINAS~ 

Yunkiam YM'， Nozomu KOIZUMI， Tomonobu KUSANO， 

Hiroshi SANO; Res. & Edu. Ctr. For Genetic Information， 

Nara Institute Of Science & Technology， 8916・5，Takayama， 

Ikoma， Nara 630-0101. 

A MAP kinase， WIPK (Wound Induced Pro飽inkinase) is 

transcriptionally induced upon mechanical wounding. In 

order to locate白巴 woundresponsive cis-elements， and to 

understand the regulation mechanism of WIPK， TAlL-PCR 

was used to c10ne its 5' upstream region. A 1.Okb promoter 

region was c1oned. Four types of promoter-GUS reporter 

fusion were constructed and transformed into N. tabaccum. 

Transgenic plants containing the 1.Okb full・length WIPK 

promoter-GUS construct showed wound陀 sponsivenessby 

accumulation of blue stain around the wounded leaf area. 

Analysis of di仔erentWIPK promoter deletion transgenic 

plants by nor廿lem hybridization and s・glucuronidase

enzymatic assay showed that a 0.4kb promoter region was 

sufficient for transient induction of WIPK loca11y and 

systemically.τbese results suggest that cis-elements for local 

and systemic wound response of WIPK are located within the 

O.4kb promoter region. 

S467 

傷害誘導性タバコペルオキシダーゼtpoxNl遺
伝子は 維 管 束 部 お よび表皮組織において長期間

発現する
銭盆率立友1、a久、 平賀勧

子2.3 (οl北大院...農量.応生科、 2農業生物資源研、 sηJST'

CREST) ヲ

タバコペルオキシダーゼtpoxNlの転写産物は，葉に

おいて傷害後0.5-1時間で蓄積するが，根では恒常的に

発現している (Hiragaet al. 2000).今回，我々がtpoxNl
遺伝子の傷害誘導を，異なった組織，および器官で調べ

たところ，茎で最も強いことが明らかになった.そこ

で，茎を用いて，既知の傷害誘導性のシグナル物質，植

物ホルモン，および環境刺激に対するtpoxNlの影書発

現への影曹を調べたが，全く応答していなかった.この

結果は，以前，その一部について葉で観察した結果と閉

じであった.これらのことから，tpoxNlの発現には，

未知の傷害誘導を担うシグナル伝達経路が使われている

と考えられる.また，プロテインキナーゼ/フォスファ

ターゼ盟書剤，タンパク質合成阻害剤シクロヘキシミド

の処理等により，濃度依存的にtpoxNlの傷害後の転写

産物の糟加が誠少していた.更に，tpoxNlプロモー

ター::GUS植物を作成し，組織化学的にGUS活性の解析

を行った.結果，tpoxNlの転写産物の燭筈誘導は鯵管

東部及び表皮組織において観察され，またその誘導は傷

害後，長い期聞にわたり持続することが明らかとなっ

1た.
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S468 

τMV感染によるタバコ過敏感反応において WIPKの活性化

はジャスモン般の蓄積に先行して起こる

盗塁草差，大橋祐子(生物研・分遣.CREST) 

様物の過敏感反応 (HR)は，病原体を感染部位に封じ込

めるための積極的な細胞死であり(結果として犠死病斑がで

きる).典型的な病害抵抗性反応である.病斑形成に伴う酸

性及び塩基性 PRタンパク質遺伝子群の誘導に関しては，前

者は主にサリチル酸が後者は主にエチレンやジャスモン酸

(JA)が関与することが示唆されているが.JA蓄積やその

機構に関する知見は限られている.そこで，タバコモザイク

ウイルス (TMV) に感染したタバコ (TMV抵抗性遺伝子 N

を有する)における向調的 HR誘導系を用い，病斑形成にお

ける JA蓄積を調べた. JAは病斑出現の約4時間前に蓄積

し始め，病斑の出現と共にその内生量は最大に達して以後減

少した.この JAの蓄積は塩基性 PR遺伝子群の転写産物の

蓄積に先行した.また，傷害応答において JAの上流因子と

して機能することが示唆されている WIPKの活性化を調べ

たところ，このキナーゼは JAの蓄積に先行して活性化され

ること，またこの活性化に先だって WIPKの転写産物が蓄

積することがわかった.これらの結果は， τMVによるタバ

コの HRにおいて， WIPK→JA→塩基性 PR遺伝子群のシグ

ナル伝達系が働いていることを示唆する.

S469 

ジャガイモ塊茎および業におけるエリシター誘導性遺伝子群の

ディファレンシャルハイプリダイゼーション法による探索

虫韮送ニ・吉岡博文・川北一人・道家紀志(名大院・生命農学・

資源生物機能)

ジャガイモ植物を疫病菌薗体墜成分 (HWC)エリシターで処

理すると、局部的または全身的に獲得抵抗性が誘導される。防

御応答に関わる遺伝子を探る目的で、 HWCまたは水で処理し

た塊茎組織より TotalRNAを摘出し、逆転写酵素を用いて調製

した cDNAプロープを用いて differentialhybridizationを行った。

塊茎組織 cDNAライブラリーに由来する約 2万プラークから

96個のcDNAを HWC応答性遺伝子の候補として単離した。

これらのクローンの塩基配列を部分的に決定したところ、細胞

壁補強酵素、 DNA結合タンパク賞、プロテアーゼインヒピタ

一、酸化還元反応酵素、一次代謝系酵素またはモノオキシゲナ

ーゼ等と相同配列を含むクローンが認められた。一部のクロー

ンを用いてノーザン解析した結果、 NADPH・リンゴ酸デヒドロ

ゲナーゼ、ピルビン酸デカルボキシラーゼ (PDC)、 NAD(P)H・

キノンオキシドリダクターゼ(NAD(P)H:QR)、および 26Sプ

ロテアソーム AAA-typeATPaseの転写がHWC処理ジャガイモ

塊茎組織で誘導された。さらに、 PDCおよび NAD(P)H:QRは、

HWC処理上位葉においても誘導が認められた。



S470 

タバコのTMVによる過敏感反応初期に、応答する遺伝

子の単離と特徴付け
盤旦宜、小川幹弘、秋山顕治、小泉望、草野友延、佐野

浩(奈良先端大・遺伝子教育センター)

タバコモザイクウイルス (TMV) に対する抵抗性遺

伝子であるN遺伝子を持つタバコは、 TMV感染に対し
て過敏感反応を起こす。この反応は、 N遺伝子が温度依
存的に働くため高温 (26 'c以上)では起こらない。 N

遺伝子の温度依存性を利用し、蛍光デイファレンシャル

ディスプレイ法により、過敏感反応の初期に誘導される
遺伝子群を単離した。

単離した遺伝子のうち、クローンA3は単一のWRKY
モチーフを持つジンク・フインガータンパク質であり、
核に局在し、 W-boxに結合する。このことから転写因子

として機能すると推測されたが、 A3単独では転写活性
化能は認められなかった。もう一つのクローンA4は、
オJレニチンデカlレボキシラーゼ (ODC) をコードして

いた。 ODCはポリアミン合成系で働く遺伝子の一つで

あり、他のポリアミン合成遺伝子の発現を調べたとこ
ろ、それらもTMV感染により誘導された。また、 ODC
の阻害剤処理により、形成される壊死斑が未処理に比
べ、小さくなった。

今回、以上の 2つのクローンについて報告する。

S471 

タバコ Rac遺伝子過剰発現体における PR遺伝子発現の変化

加磁文幸.企韮=盛(三軍大・生物資源)

低分子量GタンパクのRacf玄、アクチン細胞骨格やNADPH

オキシダーゼの制御を還して細胞の纏形成や H202生成に関

与することが主に動物細胞で明らかにされている。我々は、

タバコに病原菌を嬢種すると Rac遺伝子の発現量が変化する

ことを見出し、 Racが植物の感築防御応答に何らかの役割を

果たしていると考えている。本研究では、タバコ Racの機能

を明らかにする一環として、タバコ Rac3遺伝子を遇制発現

する形質転換体の解析を行った。過司副l発現体における PR1a

遺伝子の発現を調べた結果、親株ではベンゾチアジアゾール

(8TH)によって続導的に PR1aが発現するのに対し、形質

転換体では無処理でも自発的に発現していた。また、 8TH感

受性や非病原菌後種による PR1aの誘導が、過司副l発現体では

増寓していた。一方、傷害刺激を与えても PR1bの発現は認

められず、 PR1aの発現も仰制された。以上の結果より、 Rac

lま病害応答におけるシグナル伝遺系においてサリチル酸経路

とジャスモン酸経路の聞のクロストークを制御している可能

性が示唆された。
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S472 

TrEnodDRl遺伝子を導入した形質転換クローパにおける根

粒着生能の解析

歪量宣差，鈴木章弘阿部美紀子内海俊樹東 四郎

I (鹿児島大・院・理工・生命化学 鹿児島大・理・生命化

学)

クローパ根粒菌 RhIZobi仰 /eguminosarwnbv. tr仲/iis回 in

4Sの nod遺伝子に応答して発現量が変動するクローパの遺

伝子を di能 rentialscreeningにより既に単離している。本研

究ではそれらの中から nod遺伝子により発現が抑制される

遺伝子 TrEnodDR1@arly盟出lin盛ownregulation Dを導入し

た形質転換体を作出し，被粒着生能について解析した。す

なわち本遺伝子を senseおよび.antisenseの方向でC励 IV35S

プロモーターに連結し.Agrobacterium法によってクローパ

に導入し，形質転換クローパを得た。それを用いて根粒菌

接種試験を行ったところ controlの個体は根 1;本あたり平均

約 3.8個の根粒が着生しており .C必tfV35Sプロモーターの

下流に sense向きに連結した個体は con甘01の個体に比べて

根粒がほとんど着生しておらず，逆に antisense向きに連結

した個体では根 l本あたり平均約 15.3個でcontrolの個体に

比べて約 4倍の根粒着生が確認された。さらに，窒素固定

活性を測定したところ. senseの個体からは窒素闘定活性が

ほとんど検出されなかったのに対し.antisenseの個体は窒素

固定能を有していることがわかった。現在，形質転換再生

体における TrEnodDRl遺伝子の発現解析を行っており，そ

れについても報告する。

S473 

イネ TRXhを発現するタバコにおける変異型ToMV
の細胞問移行について
守智子 1、川上茂樹2、林浩昭 I、米山忠克人渡辺雄一郎2、藤

原徽 1.3 (1東大院'I!l・応生化、 2東大院・総文・広域、

3pRESTO.JST) 

tomato mosaic tobamovirus (ToMV)は感染細胞

から隣接細胞への細胞間移行に、移行タンパク質

(MP) を必要とする。 ToMV-MPの 37番目のセ

リン残基をアラニン (37刈、グルタミン酸 (37E)、

トレオニン (37T) に変えると、N.ben thamiana 
及びタバコにおいて細胞間移行能力を持たないこと

が報告されている(Kawakamiet al.. 1999)。
またイネチオレドキシン h(TRXh)を発現する形

質転換タバコは野生型のタバコに比べ、葉肉細胞の

原形質連絡の分子量限界が増大している (1999年

度年会)が、 MPを持たない TMVの細胞問移行は

観察されない。 TRXhを発現するタバコにおいて、

変異型 MPを持つ ToMVが細胞間移行をするかど

うかを、外被タンパク質の部分に導入した GFPの

蛍光で観察をした。その結果、 TRXhタバコでは野

生型タバコと比べ、 2細胞以上にGFPの蛍光が拡がっ

ている頻度は、 37Tでは変わらなかったが、 37Eで

は高かった。



S474 

リンドウ由来の抗菌性タンパク質の精製と遺伝子の

クローニング

主盤童皇、西原昌宏、大宮香織、長坂静、阿部善子、

山村三郎(財団法人・岩手生物工学研究センター)

遺伝子工学的手法による酎病性植物の作出を目的

に研究を進めている。今回、灰色かぴ病菌の発芽・

生育阻害を指標に、リンドウ葉より抗菌性タンパク

質を単離し、解析した結果を報告する。リンドウ葉

より硫安塩析、 SP明 pharose カラム、逆相カラムを

用いて 3種の抗菌性タンパク質を精製した。 Gt

AFP-l， 2， 3は灰色かび病菌、リンゴ斑点落葉病菌、

トルコギキョウ立枯病菌の生育を阻害した。ペプチ

ドシークエンスによって得られたアミノ酸配列をも

とに作成した縮合プライマーによる RT-PCRによっ

て GtAFP・1、2、3の cDNAを単離した。相向性検

索の結果、 GtAFP・1はアミノ酸レベルでトマト、イ

ネの Lipid町田sferprotrein仏.TP)と 50%の相向性を、

Gt AFP・2はアブラナ、オオムギの Lτ?と 40%の相

向性を示した。一方、 GtAFP-3はアラピドプシス、

Sedum lineareの peroxiredoxinQと約 80%、大腸菌の

Bacterioferritin comigratory proteinと 40%の相向性を

示した。サザンプロット解析の結果、 GtAFP-l， 2は

複数コピー、 αAFP・3 は 1コピー存在することが

示された。現在、形質転換タバコを用い耐病性植物

作出の可能性を検討している。

S475 

オゾンガス処理によるシロイヌナズナ葉緑体局在型 ω・3脂肪

酸不飽和化酵素遺伝子(FAD7)の発現解析

ム主L 童、射場厚(九大院・理・生物科学)

シロイヌナズナFAD7遺伝子は、葉緑体局在型 ω・3脂肪酸

不飽和化酵素をコードする。 ω・3脂肪酸不飽和化酵素は、生

体防御反応において重要な役割を果たしているジャスモン酸

の前駆物質であるトリエン脂肪酸を供給する。様々な植物に

おいて、物理的傷害や病原菌感染により FAD7遺伝子の発

現が誘導されることがわかっている。本研究において、病原菌

感染をシミュレートするオゾンガス処理により、シロイヌナズナ

FAD7遺伝子の発現が誘導されることが明らかになった。オゾ

ン処理した NahG形質転換体においては FAD7遺伝子の

mRNA レベルは減少した。また、不活性型のサリチル酸アナ

ログ処理では誘導されなかったが、サリチル酸処理により

FAD7遺伝子の発現は誘導された。さらに、サリチル酸の下流

のシグナル因子であるNPR1タンパクを欠失したnprl突然変

異体の解析により、 FAD7遺伝子の発現は NPR1に依存しな

い経路を介して誘導されることが示唆された。オゾン及びサリ

チル酸処理によるFAD7遺伝子の発現誘導は、 NPR1依存経

路を介して誘導される PRl遺伝子の発現に比べ、かなり早い

レスポンスを示した。これらの結果から、サリチル酸に依存しか

っNPR1に依存しない未知の経路によってFAD7遺伝子の発

現が誘導される可能性が示唆された。
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S476 

DNAマイクロアレイを用いた植物に対するオゾンストレス影

響のモニタリング

金山盈M，玉置雅紀中嶋{富美青野光子久保明~'，佐治光

守屋彰悟市原竜生死鈴木牧 S(1科学技術振興事業団国立

環境研究所日清紡研究開発センター)

オゾンは最も毒性の強い大気汚染物質であり、植物の

楽に可視障害を与える。 大気中のオゾンの濃度と織物への毒性

のモニタリングは多くの国で広く行われてきている。 今回、我々

は植物へのオゾンの影響をそエタリングする新しい手法の開発を

行った。この方法はcDNAマイクロアレイを用い、数十の選ん

だ遺伝子の発現の変化を検出することで行う。 この方法を用い、

シロイヌナズナでオゾンにより誘導される遺伝子発現のプロファ

イルを得た。 このプロファイルは乾燥や障害により誘導される

プロファイルとははっきりと異なっていたが、 UV-B照射によ

り誘導されるプロファイルとは良く似ていた。 以上の結果によ

り、選んだ数十種類の遺伝子を持つcDNAマイクロアレイによ

り、ストレスを受けている植物のモニタリングが可能であること

が示された。

S477 

植物(FJ.verJ.trJlJervJ.)における基本転写因子

FtTAFn18cDNAの単障と解析

中谷公美¥泉田教え古本強1.1、畑信吾1，1、泉井桂1，1

(1京大院・生命科学、 z京大院・農)

Flaveriaはその属内にc3光合成からc4光合成までの異

なる光合成を行なう種を連続的に含んでいる。我々は、

Flaveriaのc4種(F.凶 ervia)の楽において特異的な発現を

示す遺伝子をスクリーニングする過程において、偶然

humanTAFs30と高い相向性を示す遺伝子を単離した.

TAFII30は動物で組織によって発現量が異なると報告さ

れているユニークな基本転写因子であるが、植物界では

基本転写因子に関する報告例はない.この植物ホモログ

を、組換え体タンパク質の SDS・PAGEにおける見かけ

上の大きさに基づき、 FtTAFo18と名付けた.ノーザン

ハイプリダイゼーション法により、 FtTAFs18転写産物

は根や茎に比較的多く蓄積していることが明らかとなり、

さらに insituハイプリダイゼーション法により、茎で

は維管束周辺、根では中心柱の外部、業では維管束鞘細

胞といった部伎に、特異的に発現していることが明らか

になった.今後、 FtTAFo18と結合するタンパク質や細

胞内局在性の解析を進め、植物における TAFs18分子の

役割を探索する予定である.



8478 

二チニチソウ altemativeoxidase遺伝子のクロ一二ング

遺旦並ニ盟、矢崎芳明、家野勝棒(農水省・生物研)

Alternative oxidase (AOX)は、シアン耐性呼吸の末端酸化酵素である。

我々 は、 AOXが、細胞内pH調節機構やニ次代総産物の合成調節を通して、

ストレス耐性機構に関わっていると考えニチニチソウ矯養細胞を用いて研究

を行っている。また、近年、ウイルスの複製、移動の抑制に関わっていること

が示唆されている。これまでに、 AOXが、サリチル般、プロピオン酸の様な有

機酸、パナジン酸等の処理によって誘導されることを報告した。これらの処理

は、すべて細胞質の酸性化を引き起こすため、我々は細胞質酸性化が

AOXを誘導するのではないかと考え解析を進めている。今回は、その一環と

して、ニチニチソウ AOXのゲノムクローンの単般を行ったので報告する。

すでに単厳していたエチニチソウAOXcDNAをプローブとしてニチニチソウ

Dt¥Aライブラリーのスクリーニングを行い、 5クローンを得た。シーケンスの結

果、 5つの共通部分の境基配列は同一であった。サザンプロッティングの結

果とあわせて、ニチニチソウAOXはシングルコピーであると思われる。これは、

イネ、シロイヌナズナ、ジャガイモ等では複数コピーが存在し、それぞれの

AOXについて発現部位や時期の違いから、役割分担が示唆されているのと

対照的である。塩基配列を解析した結果、 3つのイントロンがあった。これは、

報告されていたAOX遺伝子と共通であった。現在、 AOXコード領域を含む

約 12kbのシーケンスを完了し、プロモーター部分の解析を行っている。

8479 

シロイヌナズナはアスコルビン敵とアントシアニン合成系を使い分けて
生体内の活性厳禁量を調節している

丞旦盆z¥等々カ節子漕水**'，菊池尚志'('農業生物資源研究所、
・食品総合研究所、， (稼)日本電子)

生体にとって、体内の活性酸素種の質及び量的な安定は必須である。植
物体内の活性画監禁演度の調節機構を1llI~る目的で、電子スピン共鳴

(e1目tronspin resonance -ESR)法を用いて活性酸素消去飽を測定した。
通常の状態のシロイヌナズナは、 300-500SOD unitlgの活性厳素消去飽
を含有している.ESRのパタ}ンや変具体 (vtc1・1)の解析より、通常の
活性酸素消去飽の主要 (40・50';')な物質はアスコルビン厳であることが
判明した.次に酸化ストレス時の制御機構を鯛べるために、 γ線の大量
照射(1・3kGy)を行ったところ、活性画監禁消去飽全体では、 γ線照射後
通常値の5-10傍に湘加することが解明された.この際、照射後3日以降
の植物体に於いてアントシアニンの蓄積が通常の 10・20倍量銀銭され、
アスコルビン酸の蓄積も通常の5-10傍確認された. 2種類の活性酸素消
去物質の蓄積は植物に活性厳禁消去剤(n-PG，NDGA， PDTC)を加えるこ
とで抑制され、活性酸素宛生剤(p町 aquat)を病下することで傍導される。
とのことから、 γ線照射による水の放射分解によって生成した大量の活

性画監禁がアスコルビンfit~ アントシアニンの合成を傍導していることが
示唆された。また、アスコルビン訟とアントシアニンの合成と蓄積量に
エコタイプによって差があることが判明した。 μr では通常及ぴγ線照

射時のアスコルビン厳量がColの約2傍であり、逆にColでは通F官及び
ヲ線照射持のアスコルビン酸量がLuの約 2俗であることが観祭された。
そして、酸化ストレス時にアスコルビン酸とアントシアエンの合成と欝
積が有効であるかどうかを鯛ベる目的で、野生型、アントシアエン変具
体(血2，ttJ， 114， 115， IIg)及びアスコルビン駿変具体 (ν化1・1)に対してv

線の大量照射後の生物活性を関べたところ、野生型のみで展葉、成長及
び開花が観君臨され、これらの物質の活性酸素ストレス、に対する有効性が
示された.
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8480 

酵母におけるエリスロアスコルビン酸合成系の生理的意義と

制御

亙王亙己岩本千明山内祐造大岸泰香岸本律子合田清
(神戸学院大・栄養)

酵母のエリスロアスコルビン酸(eAsA)生合成経路は植物の

アスコルビン酸生合成経路と最終2段階において類似性が高

く、アスコルビン酸生合成研究の良いモデルになると期待でき

る。本研究では S.cerevisiaeの野生株YPH250とそのアラピ

ノース脱水素酵素大サプユニット遺伝子(ARAl)破猿株(ム

aral::CgHIS3)を用い、 eAsA量の変動や酸化ストレス耐性を

調べ、酵母における eAsAの生理的意義と生合成の制御につい

て検討した。

ムaral::CgHIS3はワンステップ法で銅製し、 PCRで挿入破

壊を確認した。 HPLC・ECD法により eAsA量を測定した。ム
aral::CgHIS3の ARA活性は野生株の 5%以下に低下したが、

細胞内 eAsA濃度は 2μMと野生株の約半分であった。炭素

源を種々変えた YP培地での両者の生育速度に顕著な差は見

られなかった。ムaral::CgHIS3は過酸化水素に対し野生株よ
り高い感受性を示したが、メナジオンや Cd2ヘCu2+では差が見

られなかった.野生株はeAsAの前駆体である D.アラビノース
の培地への添加により、 eAsA濃度が約 30倍にまで上昇した

にもかかわらず、過酸化水素感受性は対照と変わらなかった.

更にイネ DHAR遺伝子を導入した酵母は過酸化水素感受性が

むしろ高くなったことから、 eAsAはバルクの抗酸化剤として

よりはむしろ、細胞内酸化還元状態を示すシグナル分子として

機能することが示唆された.アラピノース脱水素酵素およびア

ラピノノラクトン酸化醇索活性は菌密度の増加に伴い上昇し

たが、この挙動ににエタノールの作用が示唆された。

8481 

ヒトダイオキシンレセプターキメラ蛋白質の植物体内で

の発現と芳香族炭化水素に対する応答

豊田Jt=..1，田中祐二1，2 山崎健一lC北 城 跡陪競 2北

海草津ヰ学・産業ぜ術振興財町

現在、環境如何ンを検出するバイオセンサーの報告

例はしてつかあるが、植物についてはなし、植物は環境

ホルモン受容体や内性のホルモンを持たないため環境ホ

ルモンによる影響を受けにくいので、センサーとして堅

牢である。さらに植物がすべての叡肋の食糧であること

から人体への環境ホルモンの侵入の過程を拒握する上で

も植物バイオ宅ンサーの倉l鵬は重要で、ある。そこで我々

は、ヒトのダイオキシンリセプターを植物体内で発現す

る田町伽 plasmidとその産物に応答するRepo泊町

plasmid を作成し、ダイオキシン類~ot答するかどうか
をタマネギ表皮細殴利用したマイクロプロジェクタイ

ル・ボンバードメント法により検討し丸シロイヌナズ

ナを用いたトランスジェニック植物の作成も検討中で、あ

る。これらの実験と平行してダイオキシンアナログであ

る3・naph也ofl.avoneをロックウール上で育てたシロイ

ヌナズナに作用させた。その結果形態には全く影響を与

えないことがわかったさらに遺伝子レベルでの変化を

DNAマイクロアレイを用いて縛事酎切坊戦汗した。



S482 

イネ科植物の環境ストレス耐性に及ぼす H202とNO

の効果

内田明男、AndreT. Jagendorf1、高倍昭洋人施

衛明直昼盤壬(名古屋大院、 1コーネル大、 2名城大

総合研)

我々は、日本植物生理学会 2000年において、 H202

やNOが大麦のグリシンベタイン合成を誘導することを

報告した。この結果から、低濃度の H202とNOが熱や

その他の環境ストレス耐性に関与する適合溶質合成系、

熱ショック蛋由貿や活性酸素消去系等の遺伝子を誘導

し、植物の環境ストレス耐性が強化されるのではないか

と推察した。今回、グリシンベタインを蓄積しないイネを

用いて H202とNOがその耐熱性やその他の環境ストレ

ス耐性にどのような効果を及ぼすかを検討した。

その結果、グリシンベタインを蓄積しないイネについて

も、低濃度の H202とNO処理で環境ストレス耐性が強

化されることを見出した。そのメカニズムについて語論す

る。(この研究は、生物系特定産業銭術研究機構繍助金により行

われた。)

S483 

植物業内に取り込まれた二酸化窒素から生成される未

知塗索引N)化合物の解析
河村義史，高橋美佐，森川弘道(広島大・院・理・数
理分子生命理学)

植物は，大気中の二酸化窒奈加O2)ガスを葉から吸
収・代謝する。我々はこれまで，植物葉内に取り込ま
れたN0

2
由来の窒素は，その 20・30%がKjeld油l法で

回収されない未知窒素仰向化合物に変わることを発
見した。本研究は，その化合物の構造解析を目的とし
ている。
播種後約 5週齢のシロイヌナズナ (Arabidopsislhalト

ana ecotype C24)実生葉を4ppmのl'N02(51.6 aωm% 

l'N)に 4時間暴露した後，凍結乾燥・粉砕した粉末

試料を用いた。まず，試料のホモジネート中の UN化
合物を含む画分を，ゲル減過および陽イオンクロマト
を用いて分取した。その画分の一つ(第 9画分)につ

いて， Bellecら(J.Chromatogr.， 727: 83・92，1996)の報

告に従って，ポストカラム HPLC法(ニトロソ基の
photohydrolysisにより遊離する N02' をジアゾカップ
リング反応させ，生成するアゾ色素を 546nmで検出)
で分析したところ，が・ニトロソ化合物の存在が示され
た。さらにそのニトロソ化合物を含む画分を分取し質
量分析を行うと，その画分は l'Nがエンリッチされて
いた。現在，その詳細について解析中である。
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S484 

オゾン感受性シロイヌナズナ突然変異体の解析

童塁盆王、久保明弘、玉置雅紀、中嶋信美、佐治光

(国立環境研究所)

大気汚染ガスのオゾンにより植物は障害を受け

る。その機構には光酸素ストレスによる活性酸素

の生成や過敏感反応による細胞死の関与が示唆さ

れているが、詳細は未解明である。

我々 は、 O.2ppmオゾンに暴露したときの葉の可

視傷害を指標として、 EMS処理あるいは速中性子

線照射を行ったシロイヌナズナ生態型Colから 4

系統、 T-DNAを導入した生態型Wsから 5系統の

オゾン感受性突然変異体を単離した。これらの突

然変異体のオゾン以外の環境ストレス (S02、低

温、強光、パラコート)に対する感受性はそれぞ

れ異なっていた。また、今回単離された突然変異

体のうち、少なくともWsの突然変異体の一系統に

ついては、 InversePCRによって得られたT-DNA
の挿入部位の情報から、新規の突然変異体である

と考えられる。この突然変異体のオゾン暴露中の

エチレン生成量は野生型Wsとの有意差は認められ

なかった。

S485 

イネ cDNAマイクロアレイプロジェクト:シス

テム構築と遺伝子発現解析

基盤週阜、岸本直己、藤井文子、真保佳納子、

大塚好美、小田峰裕、射場厚、山本公子、坂田

克己、佐々木卓治、菊池尚志

(農林水産先端技術研究所、農水省・農業生物資

源研究所、九州大学大学院・理)

Rice Genome Research Program (RGP)における大

規模な cDNA構造解析は、マイクロアレイを利

用した網羅的遺伝子発現解析を可能にした。こ

れらの cDNAを利用しイネ遺伝子の網羅的な発

現解析を目的とし、イネ cDNAマイクロアレイ

プロジェクトが全国約 60の研究グループの参画

のもと現在進んでいる。我々はこれまでに RGP

で得られた約 9000個のユニーククローンを選抜

し、 cDNAマイクロアレイを作製し、イネ遺伝

子の発現解析を行うためのシステムを構築した

(仏ht即tゆp:j，泊'Jban此1虫k.d血na.af釘飴f仕rωc.g，伊g酔o仏.伊/加miたcroa汀rrayρ)。イネの茎

葉、根、花穂、カルスをターゲットサンプルと

して用いた遺伝子発現解析において、本システ

ムはイネゲノム機能解析のツールとして、機能

未知遺伝子のキャラクタライゼーションに高い

有用性があることが明らかになった。



S486 

cDNAマイクロアレイを用いたガンマ線照射イネの遺伝

子発現解析

崖率直己，矢崎潤史等々力節子九藤井文子真保

佳納子大塚好美小田峰裕身揚厚山本公子

坂田克巳，佐々木卓治，菊池尚志(農業生物資源研

STAFF研 2食総研刻、H大院・理・生物科学)

ガンマ線や紫外線による生体分子への作用は、それらが

標的に直接作用する場合と、ラジカルを介して、特に水

分子等の放射分解同芯で生じる活性酸素を介して間接的

に作用する場合がある。ガンマ照射に対する植物の即芯

として、アントシアニン合成の誘導・蓄積、毛状器官の

形成誘導根糊Hの膨君主根毛の伸長等が知ら払活性

酸素を介した生体反応轟踏の関与が明らかになっている。

本研究グルーフでは、 1999年4月よりイネ cDNAマイ

クロアレイシステムの構築を開始し、イネゲノムの転写

レベルでの網羅的な機能解明を目指したプロジェクト研

究を推進している(本年度年会、矢崎潤史ら)。現在、

イネ実生並びにイネ誘導カルスにおいてガンマ線・紫外

線等を照射した後に転写レベルが変動する遺伝子群を明

らかにする目的で、イネcDNAマイクロアレイを用いた

遺伝子発現解析を行っており、本発表ではガンマ線照射

に関する結果について報告する。

S487 

傷誘導性の新奇タバコ酸性 PR-lタンパク質の細胞間隙

への蓄積
室盛盆王J久光原一朗 1.2、岩井孝尚 1.2、大橋祐子 1.2(1.水省-

.J量生物資源研究所、 2CREST/J訂)

植物は病原体感染やそれに類似した状況に応答して、感
染特異的 (PR)タンパク質の合成を始めとする防御反応を
示すことが知られている.タバコの PR-lから PR-5まで
の族に含まれるタンパク質は、さらにサリチル酸 (SA)で
誘導される酸性 PRタンパク質と、ジャスモン酸(JA)やエ
チレンで誘草草される塩基性 PRタンパク貨の 2つのサプタ
イプに分類されている.今回我々は PR-lタンパク質の発
現パターンを酸性 PR-laタンパク貨に対する抗体を用いて
解析した.この抗体は他の PR-lタンパク貨をも認識する.
従来の SDS-PAGEの代わりに τ'ris"':叶icineゲルシステム
を用いることにより、複数の酸性 PR-lタンパク質を分隊
したシグナルとして確認することができたo JA処理したタ
バコでは既知の 3つの酸性 PR-lタンパク質よりもやや易
動度の大きい新奇のタンパク貨が検出された.このタンパ
ク質はタバコ芽生えの根や老化業からも検出され、傷処理
によって更に蓄積した.この発現は塩基性 PR-lタンパク
貨と類似していたが、酸性 PR-lタンパク貨と問機に細胞
間隙に局在していることが示された。さらに 2次元官電気泳

動によりこのタンパク貨が既知の酸性 PR-lタンパク質よ
りも更に低い等電点をもつことが明らかとなり、 JAまたは
{舗で誘導される新奇のタバコ酸性 PR-lタンパク貨である
可能性が示唆された.
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F501 

PSl反応中心のChla結合部位lこ結合したChlbのア

ンテナ特性

池上勇(帝京大・薬)

PS 1 RC complex(psaA厄)には約100分子のCWaが

結合しているが、 CWbは存在しない。ここからCW

aの大部分をエーテル処理によって除去してP700当

たり 12分子のCWaしか含まない標晶を調製した。

(1)これにCWbをリン脂質PGと共に加えて、 P700当

たり 9・14分子のCWbが結合した棟晶を得た。 (2)

P700の光酸化をCWaとbを共に励起する380・480nm 

光により測定したところ、その量子収率はCWb結

合により約l.9倍に増加した。即ち、結合したCWb 

は抽出されないで残っているCWaとほぼ同等のア

ンテナ機能を持つことが示された。 (3)CW aのケイ

光σ1680)の励起スベクトルはCWbが吸収を持つ480

nmrこmainpeak:を持ち、結合したCWbの大部分はCW

aへ励起エネルギーを伝達していることが示された。

(4) P700がemitterであるとされるケイ光(F169S)の励起

スペクトルにたいしてもCWbの寄与が大きく認め

られた。したがって、一部のCWbはP700のかなり

近傍に結合しているものと推定された。

F502 

呼吸鎖に応答した光化学系 l遺伝子の発現調節

松尾充啓、小保方潤一 (名古屋大・遺伝子)

光合成遺伝子群は様々な細胞内シグナルに応答して
制御されている。演者らは、クラミドモナスの光化学

系 l核遺伝子の発現に対する様々な光合成阻害剤の影

響を解析している過程で、脱供役剤 CCCPが暗所下で
系 lの発現を著しく誘導することをみいだした。脱供
役剤は ATP合成を阻害することから、細胞内 ATPレ
ベルの低下が系|の発現を誘導したのではないかと考
え、まず細胞を様々な呼吸阻害剤で処理し、その影響
を解析した。暗所下の細胞に呼吸阻害剤であるアジ化
ナトリウム (NaN3) やサリチルハイドロキサム酸を与
えたところ、系 lの発現が誘導された。しかし、呼吸
阻害剤でも bcl複合体に作用する、アンチマイシン

やミクソチアゾールでは逆に発現が阻害されていた。
また NaN3とアンチマイシンによる発現の誘導や阻害
は、光合成によって ATPが供総される明所下でも観察
された。これらの結果は、(1 ) .細胞内 ATPレベルの
低下が系|遺伝子の誘導を引き起こしているのではな
いこと、 (2)呼版鎖の回害部位によって系 l遺伝子の
発現に与える影響力f異なることから 、呼服鎖の特定の
部位に由来するシグナルが系 lの発現調節に関与して
いること、を示唆している。
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F503 

イグサ(Juncuseffusus L.)におけるクロロフィル代

謝酵素:Mg-デキレターゼの部分精製と酵素化学

的性質

金盟益X，足立勝東理恵高橋芳弘ペ下
川敬之久荒川祐介，山本克巳，手標隆久，正岡

淑邦3 (九州島黛鼠験場宮崎医科大・生化学，

2宮崎大・鹿，広島大・生物生産)

的vivoにおけるイグサ(Juncuseffusus L.)の脱緑
機構が，クロロフィル(Chl)色素類 (Chla ， Chl b 

ならびにその代謝産物)を HPLC分析することに

より調査された.クロロフィリツド a，フェオフ

ォJレピド a，132-OH Chl b， Chl b， 132-OH Chl a， 

Chl aおよびフェオフィチン aがクロロフィル代

謝産物として検出された.さらに，正常および先

枯れイグサから租酵素液を踊製し，クロロフィル

を代謝する酵素(クロロフィラーゼ， Chl-ペルオ

キシゲナーゼ， Chl酸化分解する酵素， Mg-デキレ

ターゼなど)活性を調査した.その結果，先結れ

イグサにおいてクロロフィラーゼ，クロロフィル

a酸化分解する酵素， Mg-デキレターゼの活性が上

昇した.本研究では，イグサに存在する Mg-デキ

レターゼの部分精製と酵素化学的性質について報

告する.

F504 

界面活性剤による緑色光合成細菌クロロゾーム中

におけるパクテリオクロロフィルの蛍光消光の変

化

堕旦蓋云，嶋田敬三，松浦克美〔都立大、理，生物〕

緑色イオウ細菌の光捕集器官クロロゾームでは、酸化

状態で蛍光の消光が見られ，励起エネルギー移動が大き

く減少する。我々は緑色糸状細菌 Chloroflexω
aurantiacusクロロゾームに合成キノンを添加してその

蛍光消光の仕組みを解析し、蛍光消光はクロロビウムキ

ノンによるものと推定した。本研究ではさらに広く蛍光

消光に関わる因子を解明すべく 陰イオン性界面活性剤

SDS、陽イオン性界面活性剤 DTABならびに非イオン性

界面活性剤 OTGをクロロゾームに添加して蛍光への影

響を調べた。酸化状態においては三者とも蛍光消光効果

をもつが、還元状態においては SDSは蛍光消光効果を

もつが DTABは逆に蛍光を若干増加させること、OTG
は余り大きな変化を与えないことなどが分かった。これ

らの界面活性剤の添加でパクテリオクロロフィルの集

合状態はほとんど変わっていないことから、もともと存

在する生理的キノンなどの消光物質とパクテリオクロ

ロフィルとの構造上の関係が変化していることが考え

られた。



F505 

クラミドモナス YD-!ess変異種の光化学系E電子伝

達体間距離のパルス ELDORによる決定:Yz-Ch!z 
河盛阿佐子勝田延宏石井麻子l 皆川純 1 三野

広幸l 小野高明 1 (関学大理理研PDC・光生物)

D2-161タンパクのチロシン Dを欠く変異種を培養し，光

化学系n(PS!oコア複合体を精製し，室光下でとトリス

処理を行って水分解系を取り除く(試料A). これを 253K 

で20秒光照射して凍結すると Yzラジカルが観測される.

200 Kでさらに 5分光照射すると Chlz+がYzラジカルに重

なって観測され.85 KでELDORを観測すると，これらラジ

カル対の双極子相互作用による信号が観測され.2つのラ

ジカル間距離 31Aと決定した.

別にトリス処理した試料を ZnClz25酬のバッファーで

処湿して非ヘム鉄を Znに置換した(試料B).これを 253

Kで60秒光照射して凍結するとも 仏ラジカル対がトラッ

プされたと考えられる.34 Aの距離に相当する ELDORが

観測されたがQA-Ch1 zの可能性がある.

F506 

FTIRによる光合成水分解系における水分子の検出
監且-.Ei、杉浦美羽 1(理研・生体物理化学、 1大阪府大・

農・応用生物化学)

光合成水分解反応の分子機構は未だ謎であるが、その
解明には基質水分子の構造や反応を知ることが不可欠で

ある。本研究では、フーリエ変換赤外(FTIR)分光法を用
い、水分解系における水分子を初めて検出し、その構造

の知見を得た。
ラン藻 SynechococcuseJongatusの光化学系 IIコア

標品を用い、 250Kで水分解系の SI→S2遷移の際の閃光

誘起 FTIR差スペクトルを測定した。 S2/S1スペクトル

の O-H伸縮振動の領域には、 3618/3585cm-1に正/負

のピークが観測された。いずれのピークも H2
180 中で

12cm-1の低波数シフトを示し、これらは水分子の O-H
伸縮振動に帰属された。この水分子は Mnクラスターに

結合した基質水分子であると考えられ、その波数位置か
ら、観測された O-H基は弱い水素結合を形成している

ことが示された。 SI......S2遷移による 33cm-1の高波数シ

フトは、この O-H基の水素結合が S2形成によってさら

に弱まることを示している。また、 H20ID20(1: 1)中に
おけるデカップリング実験から、この水分子は非対称的

な構造を持っていることが示され、観測されなかったも
う片方の O-H基は強い水素結合を形成していることが
示唆された。
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F507 

キュウリの低温・暗処理による酸素発生系の阻害

ー熱発光によるマンガンクラスターの解析ー

樋口美栄子野口巧圃池公殺 1C東大・

新領域・先端生命理研・生体物理化学)

光化学系Eは棟々な環境変化により阻害を受ける.

なかでも酸素発生系は温度変化による障害で失活し

やすい部位である.低温感受性植物であるキュウリ

の葉を OOcで24時間暗所に置くと.表在性タンパク

賀が光化学系Eから解離し酸素発生活性が数分の

ーに減少することが知られている.本研究では熱発

光を用い.キュウリの葉の低温・暗処理による失活

過程におけるマンガンクラスターの状態を調べた.

OOcで 24時間暗所においたキュウリの葉を 1-3回閃

光照射した際には.ほとんど熱発光は見られなかっ

た. しかし 4回以降の閃光照射によって. 300C付
近にピークを持つ熱発光バンドが観測された.この

バンドはマンガンクラスターのも状態と Qo・との電

荷再結合によるバンドとピーク温度がほぼ一致して

いた.このことから.低温・暗処理による酸素発生

系の失活過程において.S-2状態などの過度に還元さ

れたマンガンクラスターが形成されていることが示

唆された.

F508 

光合成光化学系Eシトクロム b・559の役割

山盛盤広，横英昭， 赤堀輿造(広島大・総合科

学)

光合成光化学系n(psmを構成する蛋白質の一つ

であるシトクロム b・559(cytb・559)には酸化還元電

位の異なる状態(高電位型:田;Em' =390 :t 15 

mV，中間電位型:IP ; Em' =230 :t 20mV，低電位型

: LP ; Em' =105 :t 25mV)を持っと報告されている

が、これらの電位の値はまちまちであり、試料調

製法によっても変化する。また、反応中心当たり

の cytb・559の数についても論争されてきた。さら

に、その機能に関して確固たる証拠を示す報告例

も少ない。以前、我々は PSII光阻害反応に対する

防御機構として、 HPcytb・559を経由する psn内環

状電子移動経路が存在することを予測した。本研

究では、(j)cytb・559のより信頼性の高い酸化還元

滴定法を確立した、(jj)光阻害実験で、反応中心当

たりの HPcytb・559の減少量と 8・caroteneの減少量

との聞に一次の相関を見いだしたことを報告する。
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Synechocystis sp. PCC6803 HT・3株より単離精製した

光化学系11反応中心複合体のポリペプチド組成およ

び光化学反応特性

菓子野康浩、佐藤和彦、 HimadriPakrasi 
1 

(姫路工大・理、 lWashingtonUniversity) 

Synechocystis sp. PCC6803 HT・3株から光化学系II反

応中心複合体を単離精製し、その光化学活性および

タンパク質組成を詳細に調べた。蛍光の誘導期現象

および閃光照射後の蛍光強度変化の測定により、こ

の精製系11複合体の電子供与側・受容側の健全性が

示された。また酸素発生活性は40C、暗中で 2週間

後に80%の活性を保っていた。電気泳動によりこの

精製標品のポリペプチドを3kDaレベルまで分離し、

N末端アミノ酸配列解析およびMALDImass spec紅0・

metryにより全構成成分を同定することができた。

さらに金属塩などの補助因子の定量結果も併せ、光

化学系IIの詳細な組成を議論する予定である。

F510 

光化学系11複合体の結品構造解析
iL1童ι・神谷信夫(理研・播磨研究所)

好熱性らん藻、 Synechococcusvulcanusより、

酸素発生能を保持した光化学系II粒子を精製し、

マイクロダイリシス法を用いて結晶化した。結晶

中の系IIは13・14種の膜貫通蛋白質と 3種の膜表在

性蛋白を含み、計算により求めたモノマーの分子

量は320kDaであった。ゲル浦、過により測定した

結晶中の系IIの分子量は580kDaで、あったため、系

IIはダイマーとして結晶化した。 SPring-8の放射

光を利用し、 l00KでX線回折データを収集・分

析した結果、分解能4.0Aを超えるフルデータセ

ットを得た。ソーキング法により重原子同型誘導

体を作製し、データ収集・分析した結果、これま

で l種の誘導体を得、母結晶との差パターソン関

数により初期位相を決定した。これに基づき、系

IIの初期電子密度図を得た。現在、他種の重原子

誘導体のデータ収集・分析を行うことにより初期

位相の改良を進めており、その結果を合わせて報

告する。
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紅藻の酸素発生系 II標品に存在する表在性12kDa蛋自の機能

ドメインの同定

皐盆藍組、太田尚孝、井上康則1、視並勲(東理大・理・生物、 1東
理大・理工・応用生物)

紅議の酸素発生系II練品に存在する表在住の 12kDa蛋白とチトク

ロームc550は、高等績物の表在性23，17kDa蛋白と類似した機能を

もち、これらの蛋白を遊隠させると酸素発生活性に高い CaやCl要求

性を示す[Enami et al.(1998) Biochem. 37， 2787-2793).この12kDa 

蛋自の 1次精進はすでに決定され、その分子量10，513で93アミノ酸

から構成されている[Ohtaet al.(1999) B.BλC. 260， 245・250)・
本研究では、この12kDa蛋自の機能ドメインを明らかにするため、

プロテアーゼ処理した12kDa蛋自の系IIへの再構成を試みた.12kDa 

蛋白をキモトリプシン処理すると、 N末端の9残基とC末端の10残基

が特異的に切除されたペプチド断片が得られた.この練品を系II標品

に他の表在住蛋白とともに再構成すると、完全に再結合したが、 NaCl

非存在下での駿察発生活性は回復しなかった (NaCl存在下での活性は

回復する).一方、 V8プロテアーゼで12kDa蛋白を処理すると、 N末

端の5残基とC末端の11残基が特異的に切除されたペプチド断片が得

られたが、この標品は完全に系IIに再結合し、部分的にではあるがNaCl

非存在下での活性も回復した.これらの結果は、 12kDa蛋自のN末端

の9残基が酸素発生活性のCl要求位と関連した機能ドメインであるこ

とを示唆している。この点をさらに確認するため、 N末繍の5あるい

は9残基、 C末端の12残基を欠損した12kDa蛋白のmutantsを作製

した.これら12kDa蛋自のmutantsの再梅成実験の結果についても、

合わせて報告する予定である.

F512 

プロテアーゼを用いたラン色細菌、紅藻、高等植物の33kDaタンパ

ク質の構造変化の解析
益重i童三~I.，.奥山聡史九太田尚孝日沈建仁九佐藤公符ヘ榎並勲l
('東理大・理、 a岡大・自然科学、 s理研播磨)

酸素発生に必須なMnクラスターの安定化と機能保持に重要な役割

を持つ33kDaタンパク質は、すべての酸素発生型生物に存在し、そ

のアミノ酸配列は植物種間で約40-50%の高いホモロジーを持ちよく

保存されている。しかし、ラン色細菌と高等植物の33kDaタンパク

質のブロテアーゼによる限定分解部位は大きく異なることが報告され

ている(1，2)。最近、筆者らにより紅漢の33kDaタンパク質の限定分

解部位はラン色細菌型であることが判明した。そこで、植物種聞の

33kDaタンパク貨の構造と機能の違いを明らかにするため、プロテ

アーゼ限定分解郁伎の異なる33kDaタンパク質をラン色細菌、紅

糠、高等植物から単縦した系IIに再構成し、再結合能と酸素発生の活

性化能を比較した。その結果、例えばホウレンソウの33kDaタンパ

ク貨をキモトリプシン処理し、 N末16残基を失った標品はホウレンソ

ウの系IIには結合できないが、紅療やラン色細菌の系IIには部分的に

再結合し、酸素発生も活性化することが判明した。プロテアーゼ処理

したラン色細菌や紅藻の33kDaタンパク貨についても同様の再構成

実験を行い、これらの結果から酸素発生系の進化過程における

33kDaタンパク貨の構造変化について討論する。

1 Eaton-Rye. J. and Murata， N. (1989) Biochim. Biophys. 
Acta.977:219-226 
2 Motoki. A.. Shimazu. T.. Hir釘 10，M.. Katoh. S. (1998) 
Biocim. Biophys. Acta. 1365:492-502 
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光化学系Z酸素発生系23kDaタンパク質のN末嬬アミノ酸配列
とイオン保持能

伊字書締女郎1、中津亨2、加藤博章2、佐藤文彦1，3

(1京大院農・応用生命、 2理研播磨研、 3京大院生命・統合
生命)

高等植物、緑蕩の光化学系2(PS 1I)酸素発生系に特異的に存
在するOEα3(Oxygen-Evol司ngCompl位 23孟Dapolyp句tide)

は.単雌PSII膜を用いた生化学的解析から水分解反応に必要

とされるea2+とaーのPSIIへの結合に関わっているとされてい
る.しかしながら、そのイオン保持の機傷は未だ有明であ
る.イオン保持能に差のあるホウレンソウとタバコ(2AF)
OEロ3のキメラタンパク質を作成した結果、高度に保存され
ているN末鴻のアミノ酸配列がイオン保持能に重要である事が
判明した(昨年度本大会). 
本年度はさらにN末靖18残基を欠失するOEα3618を用いて

解析した.その結果、 08口3618はPSIIへの結合能は有する
もののイオン保持活性を全く失っていた.一方、 N末端18残基
の欠失によりOEロ3618はプロテアーゼ感受性が高まった
が、CDスベクトルの結果からは大きな構造の変化は検出され
なかった.また、 OEロ3と相互作用していると考えられる
OEC18存在下ではOEC23618はイオン保持活性を部分的に回
復した.これらの結果から、 OE口3のN末鋪18残基は、 OEα3
のイオン保持活性には必須であるが、その立体構造の維持と
OEC18との相互作用には関わっていない事が示峻された。現
在OEC23の機能をより詩編に解析すべく、 08口3の結晶化を
試みている.

F514 

光化学系nDl蛋白質の損傷・架橋・分解ー光ストレ

スと熱ストレスの比較

本主J達、飛谷和史、贋重健輔、山本泰(岡山大・

理・生物)

光および熱ストレス下では、光化学系E反応中心蛋

白質 Dlおよび D2が架橋する。この Dl/D2架橋は、

サンプルの弱光照射(100μE・m九 S-l、30min)や弱い

熱処理(40'c、 10凶n)で生じるので、 Dl蛋白質損傷

のよい指標となると考えられる。

本研究では、特にホウレンソウ光化学系E膜の熱処

理によって Dl/D2架橋産物が生じる機構(活性酸素

が関与)、架橋形成の制御(酸素発生系 OEC33蛋白

質が関与)、架橋産物の分解(ストロマプロテアーゼが

関与)、 invitroでの架橋産物の形成について調べ、

光ストレス下で生じるDl/D2架橋およびそれに関連す

る諸過程との類似点と相違点を明らかにした。
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in vivoでの光化学系 IID 1蛋白質の分解機構
本運車盤1.2、 徳富 (宮尾)光恵2 (1生研機構、 2農

水省・生物研)

単離チラコイド膜を強光にさらすと D1蛋白質
が選択的に損傷を受け、 DEJレープ上での切断と他の
蛋白質との架橋反応がおこる。本研究では、 invivo 
でもチラコイド膜と同様に、 Dl蛋白質が損傷を受
けるのかどうか、また、損傷を受けたDl蛋白質が
いかにして完全分解されるのかを解析した。

ホウレンソウ生葉葉片を25'Cで強光照射すると、
チラコイド膜と同様、 Dl蛋白質の切断断片と架橋
産物が生成したが、蓄積量は極徴量であった。これ
は、-s.生成した切断断片と架橋産物が速やかに分
解され蓄積しない可能性を示唆する。そこで、光照
射を2'Cでおこなったところ、切断断片と架橋産物が
蓄積すること、その後葉片を25'Cに移すと、速やか
に減少することがわかった。以上の結果から、葉片
でも Dl蛋白質は光照射により切断と架橋を受けた
のち、 プロテアーゼの作用で分解されることが示唆
された。

D 1蛋白質と D2蛋白質の架橋部位をペプチド
マッピング法により検討したところ、推定されてい
る初期切断の部位と同様、 D1蛋白質のDEJレープ上
で架橋がおこることがわかった。
本研究は生研織術基礎研究推進事業の支援でおこなわれた。

F516 

光化学系11の光損傷後の修復過程におけるPsbTの機

能の解析

大西紀和、高橋裕一郎(岡山大・理・生物)

系11複合体のPsbTは、葉緑体にコードされた小型

で疎水性のサプユニットである。 psbT欠損株の生育

は、強光照射下で著しく阻害される。すでに我々は、

系11活性の光損傷後の回復が欠損株で野生株よりも

大きく遅れること示し、 PsbTが光損傷した系11の効

率の良い修復に必要な成分であることを明らかにし

た。本報告では、系11の光損傷後の修復過程のどの

段階にPsbTが関与するかを解析した。

光図書後の回復過程における系11反応中心タンパ

クDlの合成量を35Sパルス・ラベル実験により調べ

ると、両株で大きな差は認められなかった。また、

ラベルした後にチラコイド膜を単離して可溶化し、

クロロフィルタンパクを分画したところ、いずれの

株でもラベルされたD1は全て系II複合体を含む画分

に検出された。従って、 PsbTは損傷を受けた系IIタ

ンパクの置換には関与しないと推測される。現在、

系II電子伝達活性の再活性化へのPsbTの関与につい

て、検討中である。
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非メバロン酸経路はシロイヌナズナにおいて電子伝達構築に

機能する

基盤整也、竹田恵美事、鹿内利治(奈良先端大・バイオ、

・大阪女大・基理大)

植物のテルペノイドは二次代謝産物のみならず、カロテノ

イド色索、ジペレリンやアプシジン酸、クロロフィルや電子伝

達物質であるキノンの側鎖等を含む。それらの基本骨格は全て

C5のイソペンテニルニリン酸(Jpp)に由来し、その合成系

は、細胞質に存在するメバロン酸系と、プラスチドに存在する

非メバロン酸系とがある。この非メバロン酸系については、ま

だ反応経路のすべてが解明されていない.我々はクロロフィル

蛍光画像化システムを用いて光合成電子伝達に異常を持つシロ

イズナズナ変異徐をスクリーニングした.その中で isp1と名

付けた変異徐は、非メバロン酸系で機能すると考えられている

4-Diphosphocytidyl・2C-me出yl・D-eηthriω1synthaseをコードする

ispDに変異があることが明らかになった。 ispJは野生型に比

べて成長が悪く、強いアレルである ispJ・2においては、クロロ

フィル量が著しく減少していた.また電子伝達の解析から、 ispl

では光化学系 11から Iへの電子伝達が阻害されていることが明

らかになった.これらの結果から、この静棄が実際に高等植物

の光合成電子伝達系の補築においてE重要な機能を果たしている

ことが明らかになった.

F518 

テラコイド膿を介したdpH形成能に欠陥を持つ

シロイヌナズナnrd6の解析

主畳一豆、宗景ゆり、遠藤剛に鹿内利治
(奈良先端大・バイオ、 1京大・院生命科学)

光は光合成に必須であるが、過剰な光エネル

ギーは光傷害をもたらす.そのため光化学系

口の光エネルギー受容効率は、光合成電子伝達

に伴う lumenの酸性化をモニターすることに

よって調節されている.我々はクロロフィル蛍

光を画像化するシステムを用いて、強光下で光

受容効率を制御できないシロイヌナズナ変異練

を単離した.その中のnrd6は、過剰な光エネル

ギーを散逸する機構 (NRO)の鶴導能力に低下

が見られるにもかかわらず、電子伝達効率は正

常であった.このような表現型は光化学系 II 
のNRO跨導装置そのものに欠陥を持つ変異体に

みられる.ポジショナルクローニングの結果、

nrd6.がcytochromebCl複合体の活性化に関与す

るABCl familyのメンバーの一つに変異がある

ことがわかった.またコンビュータ予測から

NR06は 薫緑体移行が推定された. NR06は

cytochrome bCl複合体とよく似た構造を持つ葉

緑体のcytochromeb6f複合体の活性化に寄与す

ると考えられる.
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葉緑体 A胃合成酵素制御領織により苦情節される好勲菌

ATP合成酵素γサプユニットの回転

Dirk Baldlぺ野地博行
2
、吉田賢右 1.3、込昼食1 e東工

大・資源研、 2p胞 ST、3CRESTT，ωm13) 

昨年、私たちは、業縁体 ATP合成酵素(CFoCF1)の活性

制御領域の制御機構を調べるために、yサプユニット上の制

御領核配列を好熱菌FIのYサプユニットの相当領域に導入

したキメラ酵素を作成した。この酵素は、活性の制御に関し

て、 CF1の性質をよく保持していた[1]。

今回は、このキメラ分子を用いて、安田・野地らによって

開発された一分子観察法[2]により FIのyサプユニットの回

転がどのように制御されるのかを直接観察した。その結果、 y

サプユニットの回転は、制御領域のシステインの酸化(ジス

ルフィド結合の形成)によって抑えられ、還元によって活発

になった。この結果は、バルクの酵素活性とほぼ一致した。

今回の発表では、回転の一分子観察の結果をもとに、

ATP合成酵素の分子レベルでの調節機構を考察する。

[1] Ba1d， D. et a1. (2000) J. Biol. Chem. 275， 12757・12762.

[2] Noji， H. et a1. (199ηNa，ω・'e，386，299・302

F520 

フェレドキシンの電子伝達活性に重要なアミノ酸残基

主皇主二二、藤田しのぶ、広瀬修一、有賀洋子 1、長谷俊治l

(広島大・総合科学、 l阪大・蛋白研)

トウモロコシのフェレドキシン:NADP+還元酵素 (FNR)
との電子伝違反応を調べることによって、スギナフェレ
ドキシン!と II (Fd 1とFdII)の電子伝達活性の比較を
行った。 FdIIのKmii直はFd1の約6分のlであり、 kcat値は
Fd 1の約5分のlであった。このことから、 Fd1とFdIIは
FNRと異なる綴式で結合することが示唆された。

その原因を探るためにアミノ酸配列を比較したところ、
鉄ー硫黄クラスター近傍にあるFdIのArg39がFdIIではGln
(Gln38に対応する)に置換していた。昔日位特異的変異法

でGln38をArgに変換したFdII (Fd II Q38R)を調製し、電子
伝達活性を調べたところ、 K皿値は里子生型の約7備となって
Fd 1の値と近い値になり、 kcat値は野生型の約3倍に増大
した。よって、このArg残基はFNRとの結合様式の決定や
電子伝違反応におけるFd-FNR複合体の遷移状態の安定化に
重要な役割を果たしていると考えられる。

Fd 1でArg39とイオン結合しているGlu28がFdIIではSer
に置換しているので、現在、 FdII Q38R/S28EやFd1 R39Q等
の銅製と活性測定を検討中である。 Fdは種々の還元酵素に
電子を供与するので、スギナにおけるイソタンパク質問E

の役割は大変興味深い。



F521 

葉緑体NAD(P)Hデヒドロゲナーゼ複合体欠損によ

るストロマ過還元

遠藤剛、高林厚史、鹿内利治¥佐藤文彦(京大

院・生命科学、 1奈良先端大院・バイオ)

葉緑体NAD(P)Hデヒドロゲナーゼ複合体(NDH)

はチラコイド膜に存在し光合成電子伝達鎖のプラ

ストキノンに電子供与することで循環的電子伝達

に関与していると推定されている。

P SI反応中心P700の酸化還元の測定結果か

ら、タバコ NDH欠損株では飽和光を数分間照射し

た後、数時間、還元側律速の状態が続き、白色閃

光照射により電荷再結合が観察された。これは、

葉緑体ストロマに還元力が蓄積し(いわゆる過還

元状態)ている事を示唆している。ストロマ過還

元は直接的に PSIの量子収率を低下させるばか

りでなく、プラストキノンの還元とそれに伴う

P SIIの量子収率の低下、さらに光阻害を引き起

こすことが示された。循環的電子伝達によるスト

ロマ過還元の回避機嫌について考察する。

F522 

C4植物 maize生業での AltemativeElectron Flow 

O飯田奈央、横田明穂、三宅親弘(奈良先端大 バイオ)

これまでに、 C3植物で AltemativeElectron Flow ( AEF)と

して wa飽r-wa飽rcycle及びPSsでの cyclicelectron flowが機

能していることが明らかにされてきた.今回、我々は、 C4

植物maizeでAEFの存在を篠認し、その解析を行った.maize

は明条件(35'C、 1.500μmolphoωnm-2s-1 (強光)、 5∞μmol

photonm九-1 (弱光)、 16h1、暗条件(25'C、 8h)で栽婚され

た.ガス交換解析による CO2固定速度と Chl蛍光解析によ

る PSsの量子収率[φPS(lnliJ{l]定を同時に行った.その結

果、測定光強度がそれぞれ 1.∞o、3∞μmolphoton m-2 
S-Iに

おいて、理論上 CO2固定に要求される光量子数により計算

される PSsの量子収率φPS(lI)伺回隠畑町を上回るAφ(PSII)( = 

φPSσ1)一φPS(I1)伺刷]の存在を確認した.このAφ(PSs) 

は測定 CO2分圧範囲(50-1.0∞μmo1/mo1]で認められ、 CO2

固定に必要以上の電子が流れていること、つまり AEFの存

在が確認された.測定において、光強度の低下は相対的な

AEF値 [A町'(re1)、Aφ(PSs)XPFDlを減少させ、低 CO2

分圧下では AEF(re1)の綱大が認められた。また、弱光で生

育させた maizeでの AEF(rel)値は強光生育 malzeのAEF健

よりも小さかった.現在、 AEFの O2分圧依存性及びその

大きさを検討し、 A町の実体を明らかにしている.
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F523 

トウモロコシc4型ホスホエノールピルビン酸カル

ポキシラーゼを高発現する形質転換イネの解析

11.光合成と呼吸に対する効果

還山準，玉井鉄宗，土田博子，松岡信

徳富(宮尾)光恵

(農水省・生物研名古屋大・生物分子応答)

ホスホエノールピルビン酸カルボキシラーゼ σEPq
高発現の光合成と呼吸に対する効果を、 トウモロコシ-

C4型 PEPC遺伝子を導入した形質転換イネを用いて解

析した。生育条件 (21%O2)での光合成速度は、非形質

転換イネに比べて若干低かった。 2%O2 条件で光合成

速度を測定した場合、その差がより顕著であったことか

ら、形質転換イネではリン酸再生能力が低下している可

能性が考えられた。 2%O2条件における形質転換イネ

の光合成速度の低下は、高温でより顕著であった。 わ

ずかな差ではあるが、 f*(呼吸速度に影響されない CO2
補償点)の低下と Rd (光照射下での呼吸速度)の増加

が認められた。一方、暗黒下での呼吸速度には差が認め

られなかった。これらの結果、 トウモロコシ PEPCの高

発現により、光照射下でのミトコンドリアにおける CO2
放出が促進されることが示唆された。これらの現象を引

き起こすメカニズムについて考察する。

本研究の一部は生研機構基礎研究推進事業の支援で行われた.

F524 

トウモロコシ C4型ホスホエノールピルビン
酸カルポキシラーゼを高発現する形質転換イネ

の解析

I. 生化学的解析
孟基盤皐，深山浩，土田博子，泉井桂徳富(宮
尾)光恵(農水省・生物研京都大学大学院)

トウモロコシ C4型ホスホエノールピルビン酸カル

ボキシラーゼ (PEPC)遺伝子を導入した形質転換

イネにおいて、リン酸化 PEPCを特異的に認識する

抗体を用い、トウモロコシ PEPCのリン酸化状態を
検証した。トウモロコシ葉で起こるのとは逆に、イ

ネ葉でトウモロコシ PEPCは昼間に脱リン酸化さ
れ、夜間にリン酸化された。これらのことは、トウ

モロコシ PEPCは夜間にある程度活性化され、昼

間には低活性型を維持することが示唆された。また、
形質転換イネにおいて昼夜を問わず、 PEPCの基質

Pであるホスホエノールピルビン酸は減少し、生成物

であるオキザロ酢酸とリンゴ酸は増加した。これら

の結果は形質転換イネにおいてトウモロコシ PEPC

は確かに機能していることを示している。さらには、

トウモロコシ PEPCの高発現によってスクロース
リン酸合成酵素が活性化し、アミノ酸組成も変化し
たことから、トウモロコシ PEPCはイネ葉の炭素、

窒素代謝を変化させている可能性が示唆された。
本研究の一部は生研機構基礎研究推進事業の支援で行われた。



F525 

形質転換イネを用いたホスホエノールピルビン酸カルボキ

シキナーゼ遺伝子のプロモーター解析

車畠車孟王、時岡洋子、田島茂行、松岡信 1、野村美加(香

川大・良、 1名大・生物分子応答)

我々はこれまでにc4植物の薬肉細胞で特異的に発現す

る Pdkや PePC遺伝子を C3植物であるイネに導入すると

イネでも業肉細胞に特異的に発現することを報告した.一

方、c4植物の維管束鞘細胞で特異的に発現するc4光合

成遺伝子がイネ内でどのような発現制御を受けるのかにつ

いっては全く解っていない.今回、我々はc4植物の維管

束鞘細胞内で特異的に発現するホスホエノールピルビン酸

カルポキシキナーゼ遺伝子 (Pck)に注目し、c4植物であ

るノシパの Pck遺伝子のプロモーター配列に GUS遺伝子

をつなげたコンストラクトを作成し、イネに導入した.そ

の結果、 GUS活性はイネの葉身、薬鞘などの光合成器官

のみならず、茎、根などの非光合成器官においても高いレ

ベルで観測された.また、 GUS活性総織染色の結果、葉

身や茎における GUS活性は業肉細胞では観測されず、維

管東側細胞を含む維管束組織で発現していることが確認さ

れた.以上の結果とすでに明らかにされているc4植物の

葉肉細胞に特異的に発現する酵素遺伝子がイネ業肉細胞に

特異的に発現することを考えること、イネはc4積物に存

在する細胞特異性を決めているメカニズムと類似のメカニ

ズムを持つと考えられる.本研究の一郎は生研究繍機「新技術・新
分野創出のための差礎研究推進事業」の支2置を受けて符なわれた.

F526 

トウモロコシ由来ホスホエノールピルビン酸カル
ポキシラーゼの結晶構造解析
盆担造車，由形俊介，井上豪，吉永侃夫，上野宜久，
東弄荏τ甲斐泰(

ホスホエノールピルビン酸カルポキラーゼ
伊EPC)は、ホスホエノールピルビン酸と炭酸水素
イオンからオキサロ酢酸と無機リン酸を生じる反
応を、 MQ2+ または Mn2

+ 存在下で不可逆的に触
媒する。』トウモロコシなどの C4植物や、サボテ
ンなどの CAM植物において、 PEPCは空気中の
二酸化炭素を炭酸水素イオンの形で最初に固定す
る役割を果たしている。我々は、本酵素の反応機
構および活性調節機構を解明するため、トウモロ
コシ由来 PEPCと大腸菌由来基質類似物結合型
PEPCの X線結晶構造解析を行った。

トウモロコシ由来 PEPCについては 3.0A分
解能、大腸菌由来基質類似物結合型については
2:35 A分解能での構造精密化に成功した。トウモ
ロコシ由来 PEPCの全体構造は、大腸菌由来 PEPC
と同様、 2つのサプユニットが互いに強く相互作
用した構造をとっており、サプユニット内の二次
構造も大腸菌由来のものと非常に類似しているこ
とが確認できた。 トウモロコシ由来 PEPCと大腸
菌由来 PEPCの構造比較を行ったところ、 Bバレ
ルの C末端側の活性部位のループ構造に大きな変
化が見られた.今回得られたトウモロコシ由来
PEPCの立体構造と大腸菌由来基質類似物結合型
PEPCの立体構造を比較し、本酵素の反応機構と
活性調節機構を考察する。
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F527 

イネの&乳に発現するピルピン圏直リン.ジキナーゼ (PPDK)の栂能

解析

生虫鍾=、因島茂行、富尾光恵¥松岡備え野村鍵加{醤川大'..

1.水省・生物書冊、 Z名大・生物分子応答)

C.型 PPDK遺伝子は 1つの遺伝子から2つの伝写.物を伝写し、

長い伝..物lま灘縁体IlPPDK遺伝子をコードしており光合成型の欝

擦を.~し、短い伝写麿物lま細胞質Il PPDK遺伝子をコードし鼻先合

成書置の酵療を窓生する.この1遺伝子から2種競のa能の"なる..

E物を産生するという特徴的な性質l孟C.植物の PPDK遺伝子のみな

らず、 C，積物であるイネの PPDK遺伝子のおいても同織な発現制御

E院が存在する司陣がa~ により明らかにされた.さらにイネにおける

PPDK 遺伝子の発現は猿縁体怨醇康きわめて低い一方で&~における

細胞質型 PPDKは高いレベルで発現していることが明らかになった.

そこで重量身はイネの底乳内での細胞質型 PPDKの生理的..について

興味を持ち.細胞質型 PPDK遺伝子を高発現させたイネ、アンチセン

スによりJe~を減少させたイネ、また細胞質型'.縁体型 PPDK 遺伝

子の蘭方をともに高発現させたイネを作成した.既にそれぞれの形質

伝自民体についてサザンプロット解析を行い、これらのコンストラクト

の織入を磁毘した.現在これらの形質転倹体の生理的および生化学的

I解析を行っており、得られた鎗果について報告する.本研究の一節I草生

研究線鶴 r.両被術・斬分野創出のために“研究織遂事aJの支援を受けて行

なわれた.

F528 

海洋性珪藻類 P加 eodactylum的 comu仰の高親和性光合

成に重要な細胞内カーポニックアンヒドラーゼの精製お

よびcDNAクローニング

至盟ー塵墜、佐藤暖、松田
化学)

祐介(関西学院大学・理・

藻類は一般的に溶存無機炭素濃縮機構何CM)を持っ

ており、水中での高い光合成能力の原動力と考えられて

いる。海洋性珪藻類は水闘におけるきわめて重要な一次

生産者のーっと見なされており、海水中の HC03を積極的

に利用して光合成を行っていると考えらているが、まだ

不明な点も多い。本研究では、海洋性珪藻P加eodoc砂lum

附 omuωm (U百 X併 2)の細胞内 ωゐonica且hydrase(CA: 

EC 4.2.1.1)の高親和性光合成における役割を検討した。

CA阻害那jである AZAおよびFZA添加した結果、溶存無

機炭素に対する親和性が AZAでは変化しなかったが、

FZAでは溶存無機炭素に対する親和性が減少した。この

事から FZAにより細胞内 CAがケイ藻の持つ無機炭素に

親和性の高い光合成に必須の役割を負っていることが示

された。また、この CAの精製を 2つのカラムを用いて行

うとともに、 RACE法により完全長 cDNAのクローニン

グも行った。この結果、 β型CAであることが分かったが、

活性部位の一部のアミノ酸が他のβ型 CAとは異なって

いた。



F529 

イネとコムギにおける業身窒素あたりの RuBP再生

産能力の違いについて

遺産一星差、牧野周、前忠彦 (東北大院・農・応生科)

コムギの業身窒素あたりの光合成速度はイネよりも高
く、それは Rubiscoの酵素の触媒能力がコムギの方が高い
ことにより説明されてきた (Makinoet s1.， 1988， Plsnts 
174， 30・38)。しかしコムギにおいて、他の光合成の律速因
子であるタンパク量や酵素などの活性も高いかどうかに
ついては分かっていない。そこで私たちは、もうひとつの
光合成の律速要因である RuBP再生産能力に着目し、両種
におけるその差異およびその決定因子について解析した。

p Ci>60Paでの光合成速度もコムギの方が高く、コムギ
ではイネよりも RuBP再生産能力も高いことが示された。
そこで、RuBP再生産速度の律速要因とされている電子伝
達系、 Pi再生産系に特に着目し解析を進めた。その結果、
電子伝達速度の律速である Cytf.. CFlのうち、 Cytf含量
がコムギの方で高く、種間差を越えて Cytf含量と p

Ci>60Paでの光合成速度との間に定量的な高い正の相関
が見られた。逆に CFl含量はイネの方が高かった。一方、
Pi再生産系の律速因子である SPS活性には、顕著な差異
は認められなかった。また Chl含量や、チラコイドが多く
含まれる不溶性画分室索、可溶性タンパク窒素および遊離
アミノ酸が含まれる TCA可溶性画分室紫の含量にも種間
差は見られなかった。そして、 Calvin回路を縛成するいく
つかの酵素の活性はコムギにおいて高かった。以上よりコ
ムギではイネよりも、 Rubiscoによる炭酸固定能力のみな
らず RuBP再生産能力も高く、そしてその遣いは Cytf含
量の差と密接に関わっていることが示唆された。

F530 

光強度・co霊分圧の変化に対する Rubisco活性の応答
-/吟Sアンチセンスイネを用いた解析ー

山旦且ム、牧野周、前忠彦(東北大・院・農)

生体内の刷bis∞活性は、弱光や高 CO，分圧とし、った
Rubiscoが光合成を律速しない環境下ではdoWnr可ulationを
受ける。ぬlbiscoの downregulationには1)酵素タンノザ質の
脱カルパミル化(活性化率の低下)、 2)リン酸糖などの
凶世bitorの関与(total活性の低下)が知られている。そこで
地cS遺伝子をアンチセンス方向に導入し、 Rubisco量を特異
的に減少させたアンチセンス仏S)イネを用いて、 Rubisco量の
減少が光強度やCO.分圧が変化したときの恥.biscoの活性に
どのような影響を及ぼすかについて解析した。 wrでは弱光
墳でRubis∞の活性化率およびtotal活性は大きく減少してお
り、1)と2)の両方の関与が示唆された。一方、 ASイネでは弱
光域の活性化率は、高く維持されており、ASイネではRubisco
タンパク量の減少を活性化率を高めることで補償してし、ること
が考えられた。次に Rubiscoの活性化率と高い相関関係にあ
ることが指摘されている NADP-malatedehydrogenase 
(NADP-MDH)の活性わ伏態を調べた。しかしASイネにおい
てはNADP-MDHの活性化状態は常にwrのそれより低く、
Rubiscoの活性化率と相関はなかった。強光下での CO濃度
に対する応答では、wrのぬlbisco活性化率はCO2濃度の上
昇に伴い封括討低下しており 1)の関与が示唆された。しかしAS
イネでは高 CO下でも活性化率は高く車樹守されており両者に
違いが見られたネASイネではωtal活性が大きく減少しており、
2)の関与が強いことが示唆された。以上よりASイネでは量的
に少ないぬlbiscoを、活性を高めて補おうとする機構が存在
することが示唆された。しかし total活性の低下もしばしば観
測され、これには生体内でのRubiscoactive siteとリン酸化糖
の濃度比が関係してしものかもしれない。
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F531 

ラン漢の炭繁欠乏への応答におけるCbbRホモログの役割

車盛畠孟阜、西村崇史1、原野よしみ、小俣達男(名古屋大院・
生命農学、 1名古屋大・農学部)

Cb~は、化学合成細菌や光合成細菌においで、カルビン回
路の酵素群の遺伝子の発現を活性化するLysR型の転写調節因

子である。ラン藻SynechocY5ti5Sp.PCC 6803には、 CbbRの
ホモログが3つ (5110030，5111594，5110998)あるが、それ
らのうちの1つ (5110030)が、 HC03-能動輸送体をコードす

るcrrpオペロンの炭素欠乏による発現誘導に必須であることを

我々は既に報告した。ラン藻にはイ也にも炭素欠乏により活性化
される遺伝子が多く存在するので、本研究では、これらと

CbbRホモログの関係を網緩的に調べるためDNAマイクロアレイ

を用いた解析を行った。野生株においては、炭素欠乏によって
NAD(P)Hデヒドロゲナーゼ遺伝子群 (rd!l、R胤ポリメラー

ゼσ因子遺伝子 (rpaJ) 、フィコビリゾーム分解に関わる

ト剖Aの遺伝子 (nJ:jA)、51r0373、51r0374、55r2595が、
crrpオぺ口ンと問機の転写産物量の増加を示した。 5110030の

欠失株を用いた実験からは、 5110030はα7pオペロンだけでな

く、 rpoD、riiA、55r2595、51r0228などの転写活性化に関

与する可能性が示唆された。一方、 5111594は、crrpオペロン
の転写活性化には関与しないが51r0373、51r0374、rpoD，、
55r2595、riiAなどの転写活性化に関与する可能性が示唆さ

れた。さらに、 5111594の欠失株では、 ncI'F3、ncIJD3の発現
が炭素充足下でも欠乏条件下でも高くなっており、 5111594が
これらの遺伝子を負に制御している可能性が示された。

F532 

イネ(口植物)のrbcSプロモーターは、トウモロコシ (C4

植物)で組職特異的、光依存的発現を誘導するが維管束

鞘細胞特異的な発現は誘導しない

堅証差却、片山健一、千徳直樹E、石田祐二Z、太田象三Z、

小鞠敏彦九宮尾光恵久田島茂行、松岡信1 (香川大.J島、
1名古屋大・生物分子応答、 2日本たばこ・植物育種研、 3

農水省・生物研)

α植物のrbcS遺伝子は薬肉細胞で発現するが、 C4植物

のrbcS遺伝子は主に維管束鞘細胞で発現する.そこで、

イネ(口植物)とトウモロコシ (C4:f直物)のrbcSプロモ

ーター遺伝子にGUS遺伝子をつなげたキメラ遺伝子をト

ウモロコシに導入し、どのような発現制御を受けるのか

調べた。その結果、両形質転換体ともに、光合成器官特

異的に高いGUS発現を示したが、非光合成器官ではGUS
発現を示さず、また光を照射するとGUSの発現は増加し

た.しかし、 GUS活性染色の結果、イネrbcSプロモータ

ーは主に、 トウモロコシの葉肉細胞でGUS発現を示し、

トウモロコシrbcSプロモーターは主にトウモロコシの維

管束鞘細胞でGUS発現を示した。以上の結果から、 rbcS
遺伝子プロモーターの口、 C4:f笹物の違いについてC4櫛物

の進化という点から考察する。本研究の一部は、生研様相F新技術・
新分野創出のためのJ;礎研究推進事業Jの支IIを受けて行われた.
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c4型キピ (Panicummil，ぽ eum)のアスパラギン酸アミ

ノトランスフエラーゼ遺伝子プロモーターのイネでの発

現解析

庄園並王:、谷口光隆久松岡信矢田島茂行 1、野村美加
1 (1香川大・農、 2名大.J島、 3名大・生物分子応答)

NADP-ME型 C4植物であるキピ (Panicummiliace肌)

のc4回路に関与するアスパラギン酸アミノ基転移酵素

(AspAT) は、業肉細胞のサイトゾルと綾管束鞘細胞の

ミトコンドリアに存在する。イネロ植物においても 2
タイプの AspATが存在し、サイトゾル型は根、茎とい

った非光合成器官で強く発現し、ミトコンドリア型はど

の器官でもほとんど発現していない。

我々はキピの AspAT遺伝子の発現パターンを形質転

換イネを用いて比較した。

その結果、細胞質型 AspATプロモーターは根、茎な

どの非光合成務官のみならず、業身、業鞘といった光合

成器官でも強い GUS発現を示した.また、 GUS活性染

色の結果、業肉細胞特異的に発現することが確認された。

一方、ミトコンドリア型はイネ内でどの器官でも全く発

現を示さなかった。現在、なぜミトコンドリア型が発現

しなかったのか検討を行なっている。

本研究の一部は、生研織構「新技術・新分野創出のための義

礎研究推進事業」の支援を受けて行なわれた.

F534 

SPA'τ1AL AND τ'EMPORAL EXPRESSION OF SUCROSE 
SYNTIIASE IN THE RADISH HYPOCOTYL IN RELA TION 
TO τZ置CKENINGGROWTH 

H釘 veROUHIEs， Hideaki USUDA， Lab. of Chemis町， Teikyo 
University， Sch四，1of Medicine， 359 Ohtsuka， Hachioji， 192・0395

Sucrose synthase (SuSy) is a key enz戸nein the development of 
storage r∞t of radish (Plant Cell PhysioL 40， 369・377;・1210-
1218， 1999).ロarificationof its spatial釦 dtem伊 ralexpression 
during白e世lickenin唱 growthof radish (Rap.加nω sativusL) 
hyp∞otyl was carriωout immunologically using Iight 
miαωcopy. Sequential harvests at 3， 7， 11 and 13 days after 
sowing (DAS) were p釘伽med∞t附 radishcultivars having 
different sink capacity. White Ch町 ish明白 astrong sωrage root 
ability加 dK係閣品川出 alower sωorage r∞，t being similar to the 
wild radish. Very low exp叩副onof SuSy was observed 3 DAS for 
加命 cultivars.White Cherrish showed a maximum expression of 
suαose synthas氾民tween7釦 d11 DAS with inαωsed celI 
development (出ickening)while in Kωena血eexpres幻onwas 
rernaining high after 13 days of growth. Strong expression of SuSy 
was found in companion celIs which is ∞nsistent wi出 previous
observation but was also expressed in xylem par官nch戸na，phl∞m 
p釘encl明naand some of the cortical celIs. The expression of 
SuSy provωto be different according to the 1∞alization釦 d
hi俳句 dependent on the celI development. Analysis of structural 
changes showed that bo出 celIdivisiαI and cell enlargement問問

stimulated in White Cherrish ∞mpar吋 wi出 Kωena.明lerole of 
SuSy during thにkenin唱~ growth of radish h yp∞otyl is discussed in 
terrns of photosynth蹴 sutilizatiα1. 
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シロイヌナズナにおける水溶性クロロフィルタンパク質ホモ

ログの DNAクローニングとその組換タンパク賓の佐賀

盆丞畠之，小林由花，井出有美枝，中山克己，凋田光正

(東邦大・理・生物分子)

水溶性クロロフィルタンパク質(water-soluble chloro-

phyll protein: WSCP) はアブラナ科などの植物に見い出さ

れている機能未知のクロロフィル結合タンパク質である.過

去の研究により ，WSCPは乾燥ストレスにより誘導され，ま

た，配列中にKunitzproteinase inhibitorや UICに見られ

るモチーフを有している事が明らかとなっている.

近年のゲノムプロジェクトの進展によりシロイヌナズナに

おいてもWSCPhomolog (At WSCP homolog)が見い出さ

れた.この homologの予想されるアミノ酸配列とカリフラ

ワーWSCPの相向性は約 66%であったが，多くのWSCPで保

存されている配列モチーフは AtWSCP homoiogにおいて

も良く保存されていた.現在，大腸菌中で発現させたAt

WSCP homologについて，そのクロロフィル分子への結合

能について分析を進めている。一方，シロイヌナズナに存在

する，乾燥ストレス時に発現が抑制されるタンパク質，

AtDr4 もWSCPと部分的な相同性(約 31%)を示す.大腸

菌中で発現させた AtDr4 のクロロフィル結合能に関しでも

併せて解析を進めているが， AtDr4のクロロフィルへの結合

性は未だ確認できていない.

F536 

微弱蛍光スベクトノレによる長鎖カロテノイド(共役二重結合数

n=9......13)の一重項状態の解析

塵主主王，石川達也，小山泰磯部良江田口美和長江
裕芳渡辺泰堂(関学大・理・化、 I関学大・理・物、 2神戸市外大)

光合成細菌のアンテナ複合体(LH2)中で、カロテノイド(Car)は光を

捕獲してパクテリオクロロフィル(BChl)へ伝達する「光捕獲Jの役割を

担っている。これは、 rCarの 1B.+状態→BChlのQx状態JrCarの

2Aイ状態→BChlのQy状態Jというこつの一重項エネルギー伝達チ

ャンネルで行われるといわれている。最近、共鳴ラマン励起プロフィ

ールによって、 n=9-lIの Carで一重項エネルギーが 1B:>IB.->

2Aイの順に並ぶことが示され、 IB:→(状態間混合)→IB.-→(振電

相互作用)→2A.-という内部転換の機槍が提唱された。ここで新た

に発見された IB.-状態エネルギーの共役二重結合数(n)の逆数

CII(2n+1))に対する依存性は、 IB.¥2Aイ状態に比べて非常に強

いため、紅色光合成細菌の LH2内に結合している n=9-13のCar

でのみ上記のエネルギー順列が成立することが予測された。これら

の事実より、LH2内での BChl→Carのエネルギー伝達に、 Carの

IB.-状態の関与した第3のチャンネル、即ちrCarの IB.-状態

→BChlのQxまたはQy状態Jとし、うチャンネルの存在が示唆された。

今回、我身は赤外検出感度の高い検出器を用いて、 n=12、13の長

鎖 Car、アンヒドロロドピプリン及びスピリロキサンチンの微弱蛍光ス

ベクト/レを測定することに成功し、 n=12、13でも 2A正、 IB.-状態のエ

ネルギーが 1/(2n+1)に対して直線上にのることを実験的に確偲し、

さらに蛍光では初めて IB.-状態を検出した。これらの新しい結果と

共に、今まで測定したn=9-11のC訂の蛍光スペクトfレをもとにして、

一重項状態のエネルギーを統一的に議論する。
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高度好塩アーキア Halabacteriumsalinarumの色素組成
における光の効果
Wael日-Sayed1，高市真_2 才回春夫開文威，丞犀

血産(筑波大・生物科学， 1 Ain Shams UniV. • Miα'Obiol. 

Dept 2日本医大・生物筑波大・農林工学)

高度好塩アーキア Halabacteriumsalinarumは主な色

素として，パクテリオルペリン，ベータカロテン，レ
チナールを持つが，それらの環境による変動は包括的

には調べられていない。その理由のーっとして，レチ

ナールがオプシンタンパク質にシッフ結合しているた
めに有機溶媒で完全には抽出できないことがあげられ

る。本研究では，細胞をヒドロキシルアミン処理して
レチナールをオキシム型に変換し，他の色素とともに

有機溶媒で完全抽出して定量する系を確立した。
細胞を暗黒下あるいは光照射下で矯養して色素組成

を調べたところ，光は細胞あたりのパクテリオルペリ

ンおよびレチナール量を増加させるが，総ベータカロ

テン合成量(ベータカロテン+112レチナール)には影
響しないことがことがわかった。との事実は，光はパ
クテリオルペリンの合成および、ベータカロテンからレ

チナールの合成を促進するが，ベータカロテンの生成

には関与しないことを示している。

F538 

F039へ移動
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ラン藻 SynechococcusPCC7942のカルボキシゾーム形成に関わ
る遺伝子の完全除去とその形質転換体の性質
橘高峰ー，原納究，石田裕幸，岩且立雄，和田野晃
(大阪府大・.・応生化)

ラン藻において RuBisCOの漫度の変化が光合成速度に大きく影
容を及ぼすことが予想されている.しかし.ラン漢は無機炭素浪縮
機構を有していることにより， RuBisCO量の変化が光合成速度に及
ぼす影響をみることを困難にしている.本研究では，叩'boxy回me欠
損掠(KOmu刷 t)を用いることにより，細胞外からの受動拡散に依存
した光合成速度が RuBisCO量の変化によってどのように変化するの
かを鯛べた.個市。xysome欠鎖線の作成には今明echococcusPCC7942 
を用い，品市。xysomeを構成する遺伝子である ccmKから ccmOの領
域をカナマイシン耐性遺伝子と相問紐換えすることにより獲得した.
こうして得られた回巾oxysome欠損椋は高浪度の CO，条件下でしか
生育することができず，その RuBisCO活性の 9のもが cyto回1i薗分に存
在することが確認できた.さらに伺巾oxysome欠領綜の光合成酸素発
生最大速度の 112の速度を示す CO，濃度は野生徐のそれに比べ 155倍

であることが分かつた.叩'boxysome欠損綜と野生徐を低 CO，条件下
に移すと， RuBisCO活性の上昇がそれぞれの徐でみられる.これら
の活性の上昇は転写レベルで調節されており，遺伝子上に調節する
因子があることが示唆された.転写レベルの噌加とともに， RuBisCO 
量の増加もみられ.その上昇は RuBisCO置に依存していると考えら
れた.国蜘xy回me欠損椋を"に0，から 0.5%CO，培養条件下に移し
たとき光合成速度もまた上昇した.0.5%CO，条件下において，無機
炭素濃縮機構の誘導は起こっていないため， carもoxysome欠損徐にお
けるとの光合成速度の上昇は RuBisCO活性の上昇によるものである
と考えられる.

F540 

紅色光合成細菌Ruω4必br帥tれかviかvα僻xgelaω白U幼;no.
子クラスタ一に含まれる遺伝子の機能

丞且xi皇、永島咲子、松浦克美、嶋田敬三(都立大
院・理・生物)

紅色光合成細菌Rubriviv，αxgelatinosusの光合成遺
伝子の多くは約灯油にわたるクラスターに含まれ
ている。このクラスターには 35個の遺伝子が含ま
れ、そのうち 25個は色素合成酵素(bch，crt)および
光捕集・光化学反応中心複合体の構造遺伝子(puf，
puh)と推定された。残りの遺伝子の機能を明らかに
するために、本研究ではこれらの遺伝子のうち 8個
についてカナマイシン耐性遺伝子で置き換えた変
異株を作成し、光合成器官の合成および生育に与え
る影響を調べた。いずれの変異株も好気培養では野
生株とほぼ閉じ生育速度を示すものの、光合成培養
では1.3-4倍生育が遅くなった。特に光捕集タン
パク遺伝子(pujB， fJl仰)のすぐ上流に位置する 147
塩基からなる小さな遺伝子に対する変異株では生
育速度の低下が顧著であり、光捕集タンパク(LH1)
の合成量も明らかに減少していた。そのほか3種類
の遺伝子変異株でも同様の傾向が見られた。これら
の遺伝子産物は光合成に必須ではないものの、光合
成遺伝子の発現、光捕集複合体の構造の最適化や反

応中心複合体と光捕集複合体との適切な相互作用
を形成する上で重要な働きを持つものと思われる。
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紅色光合成細菌 Rhodovu/，捌 sulftdophi/umにおける

好気条件下での光合成遺伝子の発現

差主主主主、増田真二、嶋田敬三、永島賢治、松浦克

美(都立大・生物)

多くの紅色光合成細菌は、好気条件下において光合成

器官の発現を抑制しているが、 Rhodovulumsulβdophilum 

では、発現することが知られている。光捕集及び反応中心タ

ンパク質をコードする遺伝子群であるpザオベロンの上流に

近接して存在するプロモーター活性は、好気条件下での光

合成器官合成量を十分には説明できなかったことから、好

気条件下でも、さらに上流からの継続的な転写

(rωdthrough)が行われていることが示唆された (Masuda

et.al. 1999)。
本研究では、このread也rough転写に関わるプロモーター

活性を、好気条件下及び嫌気条件下において調べることを

目的とした。pufオベロン上流約 6.3Kbの極基配列を決定

した結果、この領域の遺伝子配置は、近縁の Rhodobacter

ca戸 'Ulat凶やRhodobactersphaero地 sのものと同じだった。

また、 2つのプロモータ一様の配列や、 Rhodobacter

capsulatω における酸化還元感受性転写制御タンパク質

であるCrtJ、 RegAの結合部位様配列が見られた。現在、

su初出philumにおける、これらのプロモーターの酸化還元

条件に対する応答について検証中である。

F542 

光合成級車の新奇ペリプラズムタンパク貨の遺伝子術遣によ

る繊能の推定

阿鶴美保、原郷美、松崎灘広、山本扇、佐蔵敏生

(広島大、院理、生物科学)

脱重光合成細菌Rl7odobactersphaeroides f. sp. 

denitrificans.より、グルコース、ピルビン酸では跨導され

ずに、リンゴ.で多量に腸導されるペリプラズム局在の分子

量約35kDaのタンパク貨とその遺伝子を分厳したが、その

遺伝子の湿器配列からは繍能を推定することができなかった.

本研究ではさらにその遺伝子の下流の遺伝子欄遣を明らかに

し、このタンパク貨の生理的役割を検討した.

35kDaタンパク貨の遺伝子ORFAから構成されるオペロン

には5つのORFが存在レ、 ORFABCDEとした.その中で、

ORFDI立、大腸菌のリン酸ABC.送系のATP結合タンパク貨

であるPstBと約45%の相同性が毘められた.また、

ORFB、CIこはABC.送系の腺タンパク貨に保存されている

ループ配列が存在した.これらの結果から、 35kDaのペリ

プラズムタンパク質はABC.送系の基賓館合タンパク質であ

ることが推定された.現在、構築した35kDaタンパク賓の

遺伝子破織検の解析により、このABC.送系の織能を検討し

ている.
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緑色疏黄細菌 αlorobi叩 tepidum反応中心の Fdとの即日

電荷再結合反応

遁昆盤企、桜労突博、Setif，P. (早大・教育、 C.E. de Sac1ay， 

France1
) 

緑色研調細菌Chlorobium tepi dumから4つのFd画分Aへ心を

精製したが、これらは光化学即芯中心(陀-C)とホウレンソ

ウ附Rからなる反応系で、いずれも高い光還元活性を示した

(226-304μ IJK)INA即ゅ・ μ001BChl a-I • h-I
)。ホウレンソウ

剛Rに対する親和性は、いすすLも比車効句高く、開R濃度 0.2μ

Mで陥18Xの8倒以上であった。陪ーCは、陀Iと同様に 3種の

Fe-Sクラスター (FX，FA，四)を結合している。多連閃主働起

分光法により、 3つの還元型 Fe-Sと問40+の聞の室温におけ

る電荷再結合速度を測定した。同一C結合 cytcおよび問40

の酸俗墨元砦及収が小さい 440nmにおける測定から、 Fe-Sの

光化特句量元の大きさは、連続した 3つの閃光それぞれにお

いてほ明司じだと結論された。このことは、主な電子受容体

はんと 3つの Fe-Sで、キノンは電子伝達の主経路にはたら

いていないというわれわれの結論と欄和している。また、問40

+の測定から、 1，2， 3発自の閃光照射後の問40+の、再逮元

の見かけの半減期は、 1.4s， 260 ms， 12 msであった。この

見制すの値から、結合cytcと問ωとの間の酸俗量元平衡を

考慮して、真の電荷再結合連度を推定した。

F544 

光合成細菌 Heliobacillusmobi1isのフェレドキシ

ンの精製とその諸性質

Al.旦壁塾皐、井上和仁、瀬尾悌介入桜井英博 1 (神

奈川大・理・応用生物、1早大・教育・生物)

光合成細菌ヘリオバクテリアの光化学反応中心 (RC)

は、光化学系 Iや緑色硫黄細菌の RCと同様に電子受

容体として鉄硫黄クラスターを持ち、その主要な光

合成色素はパクテリオクロロフィル gである。ヘリ

オバクテリア Heliobacillusmobi1isより 2種のフ

ェレドキシン (FdA、B);を嫌気条件下で精製し、その

諸性質を調べた。N末端アミノ酸配列分析より、両

者は異なる Fdである。両Fdの吸収スペクトルはぜ385，

285 nmに吸収極大、 300nmに肩を持ち、 4Fe-4S型

Fdの特徴を示した。精製 FdBは、酸素に対する感受

性が著しく高く、 4"Cで空気に暴露すると、 385nmの

吸収が 90分で約 50到に低下した。一方、 FdAは、同

条件下で 24時間後も 385nmの吸収に減少がほとんど

認められなかった。緑色硫黄細菌 C. tepidumから精

製した RCとホウレンソウ FNRを用いて FdAと FdBを

介した NADP.光還元反応を測定したところ、 FdAおよ

びFdBの光還元活性は、それぞれVmax=121および58

μmol NADP.・μmolBChla-1 ・h-1、Km=O.18および0.24

μMであった。



F545 

紅色細菌の光合成反応中心結合型チトクロムサプユニット

遺伝子の他種への導入と機能相補

盟主盟，松浦克美，嶋田敬三，永島賢治
〔東京都立大院・理・生物〕

紅色細菌Blasωchloris(Blc.) viridisの光合成反応中心複合
体はX線結局構造解析により詳細な立体構造が解明されて

いる。この被合体のチトクロムサプユニットは4つの c型へ

ムを含み、光酸化された反応中心を速やかに還元する。個々

のへムの機能解明のため遺伝子変異導入系の確立が望まれ

るが、 Blc.viridisは好気条件下では生育が著しく還し光合
成器官への変異導入が困難である。

本研究では、 Blc.viridisのチトクロムサブユニットをコー
ドする遺伝子を呼吸による生育能力を持つ紅色細菌 Rubrivi-
vax侭vi.)geUltinos.ω の相同遺伝子と置換して導入し、キメ
ラ反応中心複合体を形成する変異株を作成した。変異株の結
合型チトクロムの4つのへムは、それぞれBlc.νiridis野生株
のそれと問機の酸化還元中点電位を示し、速い光酸化も見ら

れた。また、この変異株は野生株より生育速度が約5倍遅い

ものの、光合成的生育が可能であった。これらのことより、
Blc. viridisのチトクロムサプユニットは Rvi.geUltinosus中の
キメラ反応中心複合体においてもその構造および機能を維

持していると考えられた。本研究により、これまで困難であ
った Blc.viridおの反応中心結合型チトクロムサブユニット
に対する変異導入が容易になり、結局構造が解明され速度論
的研究の蓄積されたこのタンパク質内での電子移動機構の
研究の更なる展開が可能となった。

F546 

紅色光合成細菌 RhodovulumsuJndophilumの近縁種で
の反応中心結合型チトクロムの解析
抵盆益企、増田真二、松浦克美、嶋田敬三、永島賢治
(都立大・理・生物)

紅色細菌の光合成反応中心結合型チトクロムには4つ
のへムが結合しており、光酸化されたパクテリオクロロ
フィル (p+)を還元する。いくつかの紅色細菌ではこの
結合型チトクロムが存在せず、絶対嫌気的条件から酸化
的な環境条件への適応過程で、結合型チトクロムが失わ
れた可能性が考えられている。近年、結合型チトクロム
を持たない種である Rhodobactercapsulatusなどに近
縁の RhodovulumsuJndophilumで、結合型チトクロム
にへムが3つしか存在しないことが見出され、結合型チ
トクロムを失う進化過程における過渡的な段階である可
能性が考えられた。そこで、その近縁種 10種で解析を
おこない、さらに過渡的なものがないかを調べた。

その結果、 Rhodovulum属に含まれる 7種はすべて、
3へムー結合型チトクロムをもち、これらの積が系統樹
上で一群をなしていることがわかった。つまり、結合型
チトクロム全体を失う進化以外に、へムを 1つだけ減ら
すことが、これらの種の生育環境で有利に働き、新しい
様式の電子伝達系が生まれ、種分化の過程でも安定的に
存在していることが示唆された。 3へムー結合型チトク
ロムの欠損変異株を作成すると、その光合成的生育速度
が通常の約2分の 1に遅くなることからも、 3へムー結
合型チトクロムが生存に有利に働いていることが支持さ
れた。
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F547 

らん藻における光合成速度の調節

井上則子.原納究，小島佳代，岩城俊雄.!Il且壁一塁

(大阪府大...応生化)

高等纏物において、光飽和及び高 C02条件下における

C02固定速度は電子伝達速度及び RuBP再生速度によって

制限されていると替えられている.しかし C3~高等纏物と

同僚の光合成をするときわれるらん藻においては最大光合成

速度の制限要因は明らかとなっていない.本研究ではらん藻

Synechococcus sp. PCC7942野生株に C02との親和性の

高い紅色硫実光合成細菌 C. vinosumの RuBisCO

(KmC02=37μM)を高発現させた稼 AIIXを作製したo AIIX株

を用い、光飽和および高 C02条件下において tot剖 RuBisCO

活性の泡加が光合成最大速度に及ぱす影響を倹討し、らん藻

の光合成速度の調節について警察した.現在、 tot剖RuBisCO

活性が野生株に比べて約 2-5倍の活性をもっ HX線を作製

し、 HX稼についてち問織の実厳を行っている.

F548 

葉緑体アスコルビン酸ペルオキシダーゼはパラコートに

よる棄の酸化的傷害の最初のターゲットである

真野純一.堂前書調E¥浅田浩二2 (京都大・食糧科学研.
1京事実院..， 2福山大・工)

パラコート (MV) による薬の傷害機織を解明するた

め，ホウレンソウ棄でのMVストレス初期の生化学的変

化を調べた。 MV存在下で単厳濃緑体に光照射するとス

トロマ型とチラコイド結合型のアスコルビン酸ペルオキ

シダーゼ (APX) が同時に速やかに失活した。失活速度

はアスコルビン酸 (AsA)温度が高いほど遅く， APXは

ストロマでのH202の奮積とAsAの枯渇により失活したと

考えられる。 APXに遅れて葉緑体800，NAOP+-GAPデ

ヒドロゲナーゼが失活したが.デヒドロアスコルビン酸

レダクターゼ.モノデヒドロアスコルビン酸 (MOA)

レダクターゼ， P811， P81， FNRはほとんど失活しなかっ

た。 MVを与えた葉では.業縁体APXに続き細胞質

APX，グアヤコールペルオキシダーゼの順で失活したが.

カタラーゼ'i失活しなかった。即ちMVによる磁化的傷

害は葉緑体APXの失活から始まり.葉緑体で光生成する

H202が消去されなくなるためH202感受性の諸酵素が失

活し細胞全体の抗酸化能が低下する.という順序で進行

することが明らかになった。 MV処理業の細胞のH202消

去能の低下を，業に光パルスを照射した後のMOAシグ

ナルの寿命のE8R測定から見積もることができた。



F549 

ENHANCED STRESS-TOLERANCE OF TRANSGENIC 
TOBACCO PLANTS THAT EXPRESS A HUMAN 
DEHYDROASCORBATE REDUCTASE GENE 
Sun-M田 CHO:r， Suk-Yoon KWON， Haeng-Soon LEE， 

Yong-Mok PARK1， Sang-Soo KWAK; Plant Cell Biotech. 
Lab.， Kor，回 Res. Inst. Biosci. & Bio肱 h. (KRIBB)， 
Oun-dong 52， Yu田直19，Taejon 305-333， Kor，四， lDept. 

Bio¥.， Chongju Univ.， Chongju 360-764， Ko陀 a

Dehydroascorbate reductase (DHAR; EC 1.8.5.1) is an 
en勾羽宮田talyzing出ereduction of dehydroascorbate (DHA) 
to ascorbic acid (AsA， ascorbate). To analyze the 
physiological role of DHAR in environmental s仕回S

adaptation， we develoPl対 transgenic tobacco (Nicotむna
ωbacum cv. Xanthi) plants εxpressing a human DHAR gene 
in chloroplasts and investiga飴dtheir protection effect to 
o対dative s仕esses induced by 官官出yl viologen (1¥仇n，
hydrogen開 roxide(陀Oz)， chilling and salt. DHAR activity 
and AsA content in DHAR trョnsgenicplants were 1.43 
and 1.8山田shigher than those of non-transge凶c(NT) 

plants， res例記tively.When tobacco leaf discs were subjected 
to MV  (5 p M) and hydrogen pero対de(笈)()mM)， DHAR 

transgenic plants showed 40% and 25% less cellular damage 
against MV  than NT plants， respectively.τoe e巾 anced
toleranceωchilling 05 t} or salt s仕ess will be also 
introduced. Taken all results together， enhanα!d AsA 
content by DHAR may contribute to the protection against 
仕leoxidative s仕-ess<kポvedfrom various鈎町'ces.

F550 

DII干'ERENCIALRESPONSES OF TRANSGENIC TOBACCO 
PLANTS THA T EXPRESS BOTH SOD AND APX 町

CHLOROPLASTS 1ひ VARIOUS STRESSES 
Y'11-Teonll' TEONGS時ーY∞nKWON， H冶eng-SoonLEE， 
Jae-Wook BANG1

• Sang-S∞ KWAK; Plant Cell Biotech. 
Lab.， Korea Res. Inst. Biosci. & Biotech. (KRffiB)， 
Oun-dong 52， Yusong， Taejon 305-333， Korea， lDept. 
Bio¥.， Chungnam Natl. Univ.， Taejon 305-764， Korea 

To understand the protection mechanism of plant 
against stresses such as methyl viologen (MV)， ca，曲川n
(Cd)， hypoxia (subrr町 ging)，chilling， drought and salt， we 
developt!d transgenic tobacco (N'/Cot臼na 飽伐1CW11 cv. 
Xan出 plants that overexpress supぽ 0刻de dismutase 
(CuZnSOD， MnSOD) or/and ascorbate peroxide (APX) in 
chloroplasts. The simu1taneous expression of SOD and 
APX in chloroplasts provided much better protection from 
MV  -mediated oxidative stress出ansingle expression of 
SOD or APχTransgenicωbacco plants showed JTX)re 
resistance against cd (印 p附， hy凹 xia(4ぬIYS)，or chilling 
stress 05t) compared to non-transgenic (NT) plants. 
When 4% PEG-80∞as a drought stress 01' 100 mM NaCl 
was treated for 25 days， each transgenic plant showed a 
different response. Interestingly， triple trョnsformants
expressing CuZnSOD， MnSOD and APX showed more 
sensitive to鈎 ltstress the NT plants. The resu1ts suggest 
that the overexp陀 ssionof SOD or/and APX in chloroplasts 
may differently ∞ntribute to the pro除ction against the 
oxidative s仕essderived by various stresses. 
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F551 

スピンラベノレEPR法によるクロレラ細胞の

光活性の測定

山田修嗣，松田祐介，河盛阿佐子

(関西学院大・理)

Chlorella ellipsoidea は培養過程における C02濃度に

よって無機炭素濃縮機構 (CCM)が発現及び抑制される

ことが知られている。我々は CCMの発現が抑制される

高 C02濃度下(5%)と、 CCMが発現する低 C02濃度下

(0.034%)で育てた 2種類のクロレラを用意した。それに

スピンラベルTEMPONE、再酸化剤IJKaFe(CN)6、細胞外

部に存在する TEMPONEラジカノレを失活するための

Na2MnEDTAを混入することによって細胞 内郁の

TEMPONEのみから苦干与する EPRシグナルを観測した。

その状態で光照射しシグナルの変化を追ったところ、細

胞の光活性により TEMPONEラジカルが還元されるこ

とが分かった。そこで電子伝達経路を阻害する DCMU

等を混入し、 TEMPONEラジカルの還元部位を調べたと

ころ、電子伝達経路の PSII以降で還元されていることが

確認された。

F552 

超高C02耐性微細緑藻における低温蛍光スペクトルに及ぼす C02濃
度と光条件の影嘗
隼虚血、蔵野憲秀、宮地盤逮(海洋バイオ・釜石)

1・5%C02条件で生育させたラン藻および緑漢を低漫度CO2(0.04%) 
に適応させると、低温蛍光スベクトルにおける相対的なアンテナサイ
ズが光化学系1(PS I)よりに変化する.これは、低CO2における溶
存無線炭素ポンプにPSI環状電子伝達により生成されるATPエネル
ギーが必要であることを反映すると考えられる.一方、超高波度
(20・40%)C02への適応については、超高 CO.耐性株 Chlorococcum

littoraleを用いて、細胞内pH維持のための H+排出ポンプ様織構へ
のPSI環状電子伝達によるATP供給の可能性を提唱してきた.しか
し、これまでは低C02から超高 CO.への適応過程において認められ
る生育・光合成のラグの期間における倹討であり、超高浪度CO2に完
全に適応した細胞についての検討は十分ではなかった.そこで本研究
では、生育・光合成のラグが無い 3%CO.から 40%C02への適応に伴
う低温蛍光スペクトルの変化を鱒べ、低CO2への適応過程におけるそ
れと比絞・検討を行った.CO.濃度の違いによる生育速度の変化によ
って細胞浪度すなわち光条件も変化する彫管を考慮するため、実験は
全て高および希薄細胞濠度の両条件で行った.3%C02で生育させた
C. littorale細胞では細胞浪度に無関係に LHCII由来の蛍光ピーク
(685nm付近)が優位であるスペクトルを示した.40% CO.に適応

した細胞においては、希薄細胞濃度では3%C02条件のスペクトルと
違いが無かったが、高細胞濃度ではLHCI由来のピーク (714nm付
近)が優位であった.これらのスペクトルの変化は低CO.への適応に
おいても同様であった.また、閉じく超高 CO2耐性綜である Chlorella
sp. UKOOlを低C02から 40%C02に移行した場合には、生育・光合
成のラグを伴わずに細胞漫度の増加にしたがってLHC1由来のピー
クの綱大が認められた.以上の結果から、微細藻類の低C02および超
高C02への適応には、光エネルギーが不十分な条件においては PS1 
環状亀子伝達により生成される ATPエネルギーが必要となることが
示唆された. (ChJorella sp. UKOOlを分与して頂いた住友化学の村
中俊哉博士に感謝いたします.) 



F553 

常温性ラン色細菌Synechocystissp. PCC6803にお

ける高温応答

主皇隼王，井上名津子，菓子野康浩，小池裕幸，

佐藤和彦(姫工大・理・生命科学)

常温性ラン色細菌Synechocystissp. PCC6803を

種々の温度で培養した時、光合成及び光化学系 H

の反応がどの様に温度順化するかをより詳しく調

べた。その結果、 25-35"C培養では光合成お

よび光化学系Eの活性が共にほぼ一定値になるよ

うに順化するが、 40"C以上では活性が増加した。

さらに 25"C及び35 "cで培養した細胞の高温

に対する耐性をより詳しく比較したところ、光化

学系 Hの反応中心の活性が高温処理を行った温度

で測定すると 35"Cで培養した細胞の高温への耐

性が増加が観察された。高温処理後生育温度に戻

し、活性を比較したところ、両者での差は認めら

れなくなった。このことは光化学系Eの熱失活過

程には以前考えられた2つの中間段階に加えて、

高温への順化現象を示すもう 1つの中間段階があ

ることを示している。

F554 

低温・光ストレスによる光化学系 Iの不可遡句な阻害

エ産基盤、園池公毅 O京大・新領域・先端生命)

低温感受性植物は、低温下において不可逆的な生育

障害を受ける。古くから低温傷害の不可逆性は農特9に
も大きな問題であったが、その原因は利月であった。低

温・時間盟により光化学系 I湖駅的に阻害されるこ

とからその回復が低温傷害の不可逆性を解明するカギ

を握ると推測した。そこで低温傷害の不可逆性と系 I阻
害の関係を鰐月するために、低温・光血者麦の系 I活性

の回復を低温感受性植物であるキュウリの生葉を用いて

追跡した。その結果、1)光化学系 Iの活性回復は遅く、

阻害6日後でさえも阻害か鳴った。 2)処理直後には変

化が見られないクロロフィル量カ唄理後3日間に減少し、

その時点におけるクロロフィル量とP-700光酸化量と

の間には強い相闘があった。 3)減少したクロロフィル

に対応して PsaA!Bサプユニットが分解した。以上の

結果は、光阻害を受けた光化学系 Iの回復は遅く、低温

処理による阻害が、反応中心サプユニットの実質的な減

少を伴う不可遡句な阻害であることを示唆している。こ

の阻害純綿傷害の不可逆性の主な原因であると考えら

れる。
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F555 

Synechocystis sp. PCC6803における Ycf33の

機能解析

本星盤王・菓子野康治・小池裕幸・佐藤和彦

(姫工大・理・生命)

a里ynechocystissp. PCC6803に存在する Ycf33は、分

子量7.5kDaの2回膜貫通部位をもっタンパク質である。

これのホモログは、紅藻、珪藻、クリプト藻、灰色藻の

葉緑体で見出されている。さらにA.必aJianaでは、こ

の遺伝子は核に見出されていることから、 "green"の系

統ではこの遺伝子は核に移行していると考えられてい

る。このタンパク質の機能は、現在のところ不明である。

私達はこの遺伝子を欠失させた変具体の表現型から、そ

の機能を推定することを試みた。

変具体は、通常光強度下での生育が野性株に比べて遅

かった。変異体の吸収スベクトルを測定すると、クロロ

フィルの吸収がフィコシアニンの吸収に対して減少し

ていた。このことから、変異体では PSIIIPSIの量比が

変化していると考えられた。この現象は、強光条件で野

性種を培養した時の応答に似ている。現在、光強度、光

の質等の、光環境を変えて培養した時の PSIIIPSI比の

変化や、その時の遺伝子発現の様チを、 DNAチップを

用いて解析している。

F556 

今宮町治OC}宮崎sp.PCC6803の異なる光質下での遺伝子発現
-DNAマイクロアνイを用いてー

旦亙皐査王、池内昌彦I (埼玉大・理・分子生物、 1東大・教養・生
物)

シアノバクテリアは光化学系2を優先的に励起する光(系2光)、
光化学系 1を優先的に励起する光(系 1光)等に対し、光化学系量
比の変動、フィコピリソームの組成変化等の順化応答を示すことが
古くから知られている。今回我々 は、新たな試みとして遺伝子発現
レベルでの順化応答をめ佃町oJzOCystI8sp. PCC 6803の全ORFを網
癒した DNAマイクロアレイを用いて調べた.白色光下で繕養した
野生株を系2光、系1光下に移し、30分、 3時間、 16時間の3点に
おいて2種の光質問での遺伝子発現の差異を測ベたところ、系2光
下では、 8U18ooから sU1812近辺のrpl，rpsl宣伝子群その他の転写
や翻訳に関わる遺伝子転写産物が相対的に多く蓄積していた。また
8U1471 (cpc(J)、8U0928(a戸坊の蓄積が多く見られた。系 1光下で
相対的に誘導される遺伝子はsU151広 8lr1634、81r0373等多くが機
能未知であったが、 81r0750(ch刷、 SJr1311 (psbA1!J等も含まれて
いた。これまでに調べた光強度変化や光合成電子伝達阻害剤添加へ
の応答とは対照的に、光質の変動に対して応答する遺伝子は少なく、
光化学系やフィコピリソームの転写産物レベルもほぼ一定に保たれ
ていた。また30分から 16時間にかけての遺伝子誘導又は抑制の変
動幅もそれほど大きくなかった。 8U1471(cpc(.芳、 sU0928(apc]}Jに
ついては、光質変化に対する順化応答への関与が強く示唆されるた
め、現在遺伝子磁波等の解析を進めている。



F557 

シアノバクテリア Synechocys t i s PCC6803遺伝子破嬢株の

蛍光挙動モニタリングによる表現型解析

担量産車:、池内昌彦Z、小川晃男3、園池公毅 1 (1東大・新

領域・先端生命、 Z東大・教養・生物、 3名大・生物分子応答

研究センター)

シアノバクテリア SynechocystisPCC6803株は全ゲノムの

シークエンスが決定されており、それら遺伝子の発現様式に

関してはDNAチップを用いた網羅的な解析が進められている。

しかし、それら遺伝子を破捜した株の表現型は実に多様なた

め、 1つ1つを個別に検討していくしかなかった。光合成反

応については蛍光測定によって表現型を解析できることが

知られているが、シアノバクテリアの光合成電子伝達鎖は一

部呼吸の電子伝達にも使われ、また他の代謝系とも影響し合

っていると考えられる。そこで、呼吸系やその他の代謝系の

遺伝子磁波株について、蛍光カメラを用いてクロロフィル蛍

光を測定したところ、これらの遺伝子の変異が蛍光挙動の変

異として検出されることがわかった。この蛍光カメラはクロ

ロフィル蛍光の経時変化を二次元的に解析できるため、遺伝

子破綴株の表現型を網羅的に解析できると考えている。遺伝

子破擦に由来する蛍光変異の特徴付けについて論じたい。

F558 

フタパネゼニゴケのプロトクロロフイリド還元酵素遺伝子

の光による発現制御

鈴木崇紀.滝尾進山本勇，佐&:敏生

(広島大院・理・生物科学熊本大 ・理・生物科学)

プロトクロロフィリドの還元は、光依存型(LPOR)と光非

依存型(DPOR)の2つの醇素によって触媒されるクロロフィ

ル合成のキ}ステップである。それら酵素遺伝子の発現は、

緑化過程に応じて制御されると予想される。

これまでに私途は、苔類フタパネゼニゴケから植物体と

同様に光合成遺伝子発現の光制御能を有する黄色細胞株と、

一部の光応答性を欠如した緑色細胞株を分離し、関株を用

いて2つの酵素遺伝子が光依存的に発現することを報告し

てきた。また、緑色細胞における両遺伝子発現の光応答性

は異なり、それらの制御に関わる光情報伝途経路は異なる

と考えている。そこで、光による両遺伝子の発現制御機構

を解明するため、暗所で従属栄養的に培養した黄色株に光

強度の低い単色光を照射した結果、両遺伝子の転写産物の

蓄積にフイトクロムが関与することが明らかとなった。ま

た、光合成電子伝達阻害剤を用いた解析から、光合成電子

伝達系も光受容体のーっとしてLPOR遺伝子の発現制御機構

に関わることが示唆された。一方、緑色株では、 LPOR遺伝

子の発現は弱光下では誘導されず、 DPOR遺伝子は明暗関わ

らずに強発現していたため、緑色株はフィトクロムより下

流の光情報伝達因子が欠損した変異株であることが示唆さ

れた。
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F559 

緑藻 Pand01合%amorumにおけるプラストシアニンの

銅による発現調節

宣主華箆，中村真樹高柳進之輔吉崎文則(東

邦大・理・生物東邦大・医・生物)

光合成電子伝達系のシトクロムfとP700の間で

は，プラストシアニン (PC)またはシトクロム C
6

が働いている.一部の緑藻とシアノバクテリアは，

培地中に銅が存在すると PCをっくり，存在しない

とシトクロムらをつくる.緑藻Pandorinamorumも

その 1種であり，今回. PCの発現調節段階を調べ

た.既知の緑藻PC塩基配列をもとにプライマーを

作製し，ゲノム DNAを鋳型として PCRを行い.PC 

遺伝子の塩基配列を決定した.また. 1μM CuS0
4 

を含む培地と，銅を含まない培地で培養した細胞か

ら全問Aを抽出し • PC遺伝子断片をプローブ'とし

てノーザンプロット分析を行った.その結果，銅添

加細胞中には，無添加細胞中より数倍多い mRNAが

蓄積していた.これは，主に mRNA蓄積の段階で

PCの発現が調節されていることを示唆している.

F560 

ラン藻 SynechosystisPCC 6803の亜鉛 ABC

transporterとその制御に関わる遺伝子

柴田真理、加藤大和、HimadriB. PAKRASP，小

川晃男、 MaitrayeeBhattacharyya-PAKRASI1 

(名大・生物分子応答研究センタ一、 lWashington

Univ.) 

Synechosystis sp. PCC 6803のゲノム上にある

ABC transporterをコードする遺伝子slr2044の変

異株を作成し、亜鉛欠乏条件の BGllでの生育を見

たところ、ほとんど生育しなかった。共転写される

と思われる前後の遺伝子も破壊したところ、同様に

亜鉛欠乏条件下では生育しなかった。このことはこ

れらの遺伝子が亜鉛の取込みに関与することを示し

ている。また slr2043-2045の上流に逆向きにコー

ドされている s111937遺伝子変異株を作成し、野生

株と比較したところ、野生株で slr2043-2045遺伝

子が発現しない条件下 <0.77μMZnのBGll)で変

異株ではこれらの遺伝子発現が強く見られた。この

ことは Zn取込みに関わる遺伝子を s111937遺伝子

が制御していることを示唆している。



S501 

Synechocystis sp. PCC6803のミキソーJレ・

ジメチルラムノシド(ミキソキサントフィル)

iliiP皇ニ，質問孝至，正元和盛

(日本医科大・生物，京都薬科大，熊本大・教育)

ラン藻類に存在する高値性のカロテノイド配糖体は，

一般には"ミキソキサントフィルmyxoxanthophyll"と

呼ばれ，糖部分はラムノースと考えられている.しかし

糖の同定が不十分な例も多く，また充分な分析結果に基

づいたものではラムノースばかりでなくメチル・ラムノ

ース，フコースなどの例もある.そこでカロテノイド分

野では配糖体が朱同定のばあいミキソール配継体myxol

glycoside.同定されたときは例えばミキソール・ラムノ

シド myxolrhamnosideと称することになっている.

Synechocystis sp. PCC6803は全遺伝子が判明してい

るので，カロテノイド生合成経路を確定し，各段階の遺

伝子を確定することは重要である.本研究では全てのカ

ロテノイドの立体構造を含む化学構造を決定した"ミキ

ソキサントフィル"はミキソール・ 2，3・ジメチルラムノシ

ドであり，糖の同定と立体制E造はNM R. C Dなどを用

いて解析中である.他のカロテノイドはかカロテン，

(3R，3'R)‘ゼアキサンチン，エキネノン • (3'R)-3'-QH-エ

キネノンであることを同定した.

S502 

高等植物におけるクロロフィル代謝とその生理的意
穂

皐.l'L...J1'，山口登喜夫武知進士東理恵

倉田裕文 3 高橋芳弘，下川敬之(宮崎大・鹿宮崎

医科大・生化学 2東京医科歯科大・遺伝生化 3九州.

難試験場)

老化葉・成熟果実の脱緑は劇的な現象であるもの

の、クロロフィル代謝の研究はその代謝麓物の抽出・

同定が国難なために、明らかではない.

これまでに、 Arabidopsishal肌 aの老化譲とトマト

果皮よりク口口フィラーゼ遺伝子とクロロフィルb

リダクターゼ遺伝子を単離した.さらに，

ph叩 phorbideaモノオキシゲナーゼ酵素を部分精製

し，この酵素によるph回 phorbideaのinvi.加での磁
化開裂機構を検討した.磁化開製機反応での 1801添

加アッセイ系では、 pheopho出，idea代謝産物中!こ2分

子の霞素原子が挿入され、分子状酸素の一つの厳葉

原子がホルミル基に添加された.
現在、クロロフィル代耐過程とその生理的機能を

抗ピリルピンモノクローナル抗体 (24G7)を用いて

解析中である.
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S503 

ウンシュウミカン(CJtrusunshJu Marc.)におけるク

ロロフィラーゼ遺伝子の発現の解析

車ー旦車，武知進士，倉田裕文l，高橋芳弘2，下川

敬之2 足立 勝(宮崎医科大・生化学九州農業試

験場 2宮崎大・農)

前回，ウンシュウミカン(C1trusunshiu Marc.)の

脱緑機構を明らかにするため，エチレン処理をした

ウンシュウミカン果実果皮よりクロロフィルaを加

水分解する可溶性クロロフィラーゼ (EC

3.1.1.14.)を精製した.また酵素化学的性質と可溶

性酵素のinvitroでのクロロフィル分解系路を調査

し，さらにエチレン処理したウンシュウミカン果実

における可溶性Mg-デキレターゼの存在を確認し

た.

現在，エチレン処理をしたウンシュウミカン果実

果皮よりクロロフィラーゼ遺伝子を単離し，その発

現様式について解析を行い，さらにその遺伝子の機

能についても解析中である.

S504 

エチレン処理したブロッコリー(Brassicao/eracea LJ 
花置における新しいクロロフィル代謝産物
車畳差~，古田宗宜山元洋書房.倉田裕文東 理
恵2 下川敬之.足立勝2 (宮崎大・農九州農
業獄験場 2宮崎医科大・第二生化)

クロロフィル分解の促進は.ヱチレン生理作用の
一つである.前回.ヱチレン処理したブロッコリー
花膏から抽出した粗酵素液によるクロロフィルa分
解経路は.複数の醇素反応により.クロロフィルa
時クロロフィリドα噂フェオフォルピドα=辛C132-カ
ルポキシルピロフェオフオルピドa時ピロフエオ
フオルビドaへ代謝されることが明らかとなった.
今回，高速液体クロマトグラフィーを使用して.

エチレン処理したブロッコリー花曹の組酵素液によ
るクロロフィルa代謝系の調査を行った.今回の実
験条件で.クロロフィルa代謝産物として.クロロ
フィリドa，Mg-C132ーカルポキシルピロフェオフオ
ルピドαおよび新しいクロロフィルα代謝産物が検
出された.

以上のことから，ブロッコリー花奮のクロロフィ
ル代謝に.クロロフィルαから新しいクロロフィル
a代謝産物への反応系が関与していることが示唆さ
れた.



S505 

光化学系IIにおけるSQDGの役割

蓋田空・園池公毅岡田克彦・佐藤典裕・都筑幹夫

(東京薬大・生命、 1東大・新領域・先端生命)

緑藻クラミドモナスのスルホキノポシルジアシル

グリセロール(SQDG)欠損変異株(hf-2)では、単離

チラコイド膜でのフェリシアン化カリウムを電子受

容体とした時の酸素発生速度が低下していたが、そ

の低下はSQDGを与えて培養すると回復した。この

ことは、クラミドモナスにおいてSQDGが光化学

(PS)II活性維持に貢献していることを示唆する。水

からDCIPの電子伝達速度もhf-Z'では同様に減少し

た。水とジフェニルカルパジド(DPC)を電子供与体

とすると野性株ではDPCの影響はみられなかったが

hf-Z'ではその電子伝達速度が野生株の約9割に増加

した.SQDGを与えて培養したhf-2では水からDCIP

の電子伝達速度は増加し、 DPCの電子供与体として

の効果はみられなかった。様々なキノンを用いた酸

素発生速度の測定から野性株とhf-2においてQs部位

環境の差が示唆されたが、野生株とhf-2でQAQS聞の

電子伝達速度に差はみられなかった。 hf-2では、
SQDG欠損の為にPSII酸化側での電子伝達効率の低

下が生じ、 PSII活性が減少していると予想される。

S506 

光合成の初期過程におけるホスファチジルグリセ

ロールの機能

韮星差盤、桜井勇 I、Zol加 GOMBOS、和田元(九

大院・理・生物、九大・理・生物 1)

光合成の初期過程の場であるチラコイド膜は、
主にタンパク質と脂質によって構築されている。
脂質としてはガラクト脂質、スルホ脂質、リン脂
質が存在するが、それらの各脂質の光合成におけ
る機能については殆どわかっていない。
私達は、ラン藻 Synechocystissp. PCC6803から

ホスファチジルグリセロール (PG)の合成欠損株
(pgsA破壊株)を作製し、その性質を野生株と比

較することにより光合成における PGの機能を解
析している。これまでに、 PGがこのラン藻の増
殖と光合成に必要であることを明らかにしている。
今回は、 PGが光合成の初期過程の中でも、光化
学系 2において重要な機能を担っていることを明
らかにしたので報告する。また、高等植物におけ
る PGの機能を調べるために、シロイヌナズナか
らホスファチジルグリセロールリン酸合成酵素の
cDNA (PGSl， PGS2)をクローニングしたのでこ
れについても報告する。
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S507 

ホスフアチジルグリセロール (PG)は光化学系 E

機能に必須の成分

Zoltan Zoltan G.ombos， Zsuzsanna Varkonyi，萩尾美樹 1，

岩城雅代2，Laszlo Kovacs，正元利盛 3，提車盆ム和田

元1;Inst.Pl. Biol.， Biol.Res.C.， Hungarian Acad. Sci.， 1九大

院理生物.， 2名大院理物理， 3熊大教育生物.

PG合成を止めた PCC6803pgsA-mutant細胞で光合

成機能を鶏ベた。この細胞をPG無添加の培地に移すと

PG量の減少とともに酸素発生能が減少し，PG添加で

再回復した。蛍光インダクション、 2閃光法によるマイ

クロ秒時間での蛍光収率変化、熱発光強度などの測定結

果から、この阻害が光化学系 反応、中心クロロフィルP

680へのYZからの電子供与反応の遅延および電子受

容体QB機能の特異的変化によるものであることが示さ

れた。一方QA機能は正常だった。これらの結果から P

Gが系 反応中心機能に必須の成分であることを初めて

明確に示した。

S508 

酢酸処理PS11の光誘起信号のDual-ModeCWと
Pulse EPRによる研究

盤E皇室河盛阿佐子三野広幸2

(1関学大・理・物理、 2理研・ PDC・光生物)

酢酸処理した PSIIに光照射を行うと、 g=2.0とg

=11.5の領域に2つのEPR信号が誘起される。g=2.0

に発生する信号はperpendicularmodeで観測され、

Ca2+除去， Cl'除去，アンモニア処理サンプルなどで

も検出されており、数多くの研究がなされている。一

方、今回 g=11.5で観測された信号は parallelmode 

でのみ検出され、酢酸処理サンプルにおいては初めて

の観測となる。

今回doubletsignalをpulseEPRで測定することに

よりその信号の非対称性が明らかになり、さらにYD・

とdoubletsignalのpulseELDORの観測より、 YD・

とのラジカル間距離約 30Aを得た。

今回得られたこれらの結果を Ca2+除去サンプノレの

結果と比較することにより、酢酸処理と Ca2+除去

PSII内で起こる酸化還元との関係を議論した。詳細は

当日議論する。



S509 

光合成酸素発生系光活性化機構ーメタロラジカル仮説の提唱一

小野高明(理研PDC・光生物 1) 

酸素発生型光合成システム構築過程において、光合成酸素

発生反応の活性中心である 4核Mnクラスターは全ての光合

成構築成分がチラコイド膜にアセンプルされた後、最後に生

成される。光化学系Eの高親和結合部位に結合したMn2+は光

化学系Eにより酸化され最終的に活性な4核Mnクラスターが

構築される。この過程は光活性化と呼ばれる。光活性化反応

過程は現存する全ての酸素発生型光合成生物において共通で

あると考えられている。反応は、律速過程である暗反応を介

して直列につながった2つの光化学反応過程より構築されて

いることが、速度論的解析より明らかとなっているが、その

詳細については解明が進んでいない。本研究では、光活性化

反応機構の新たな仮説として、メタロラジカル機構を提唱す

る。ここでは、 Yzチロシンの中性ラジカルが高親和部位に

結合したMn2φ を酸化し、さらに、 DI-His190とともにMn2+に

結合した水分子の脱プロトン化反応を駆動する。これらの基

本反応過程は酸素発生反応で提案されているメタロラジカル

仮説で提案されているものと同等である。酸素発生と光活性

化は互いに異なった種類の反応ではなく、基本的には同じ反

応過程が関与する一連の反応であると考える。

Biochemi. Biophys. Acta， 1503 (2∞0)40・51

S510 

熱処理業縁体の光再活性化反応による高い酸素発生活性

の回復

山ヱ--- (鳥取市若葉台南三丁目、自家内実験室一

グラナム(愚楽業虫))

業縁体を還元型DCPIPとともに5o'tで30秒間熱処

理するとその酸素発生活性が可逆的に 15%に減少した。

この葉緑体に弱光下でMn2+とCa2+と還元剤を加え20

分間光再活性化処理をすると活性が 76%まで回復した。

この可逆的熱処理では、還元型DCPIPが酸素発生中心

MnをMn2+に還元してその解離・流出を促進し、 0.2M

ショ槍を含む緩衝液中で膨潤した業縁体を短時間効皐よ

く熱処理したため不可逆な蛋白質の変性や生体膜の破援

が駿微で、光再活性化後に高い酸素発生活性が再現する。

熱処理業縁体は、光再活性化反応が 3001uxの弱光で

飽和し、Mn2+と Ca2+と還元剤を要求し、 20'C・ 20

分で最高値に至る点でトリス処理業縁体に類似している。

今後、酸素発生中心の内在性ベプチドの解隊・再結合や

チトクロム blSlS9の酸化還元電位の変化も調べるととも

に、熱処理生業や光化学系E絵子の光再活性化も検討する。

238 

S511 

Foレベルの高い突然変異体 (Arabidopsis)
における酸素発生系33kDaタンパク質遺伝子

(psbO)の変異
村上怜子、伊福健太郎、遺疎剛、宗景ゆり t、

鹿内利治¥佐蕗文彦(京都大・生命科学、 1奈

良先端大・バイオ)

クロロフィル蛍光をもとにしたスクリーニング

により単離された、 Foレベルの高い突然変異体

の解析を行った.ウエスタン解析により、これ
らの突然変異体の 1つ、 LE18-30では、酸素

発生系のOEC33タンパク賀の発現が、野生裂

に比べ著しく低下していることが判明した.さ

らに、 OEC33タンパク質遺伝子psbOのシーク

エンスから、 LE18・30では、 159番目のアミ

ノ酸Glnがストップコドンに変化していること
が分かった.一方、別種のOEC33コード遺伝

子、 psb021こは変異はなかった.現在、 2種の

psbα宣伝子の発現に差があるか検討している.

S512 

酸素発生標品に存在する表在性タンパクの分子進化
盆山盆阜、太田尚孝、奥村彰規、上野医司、加藤宝、鈴木健俗、沈建仁1、復

並勲(東理大・理・生物、 l理研・調書S)

[目的]
我々は、紅蕩チアニジウムから単商量した精製敵棄発生系H標品に、 4種の表在性蛋

白 (33kDa，チトクロームc550，12kDaおよび20防 a)が結合している事をすでに報

告した[Euami et al. (1995) B.B.A. 1232，208・216].これまでに、これら表在住タン

パク全てをのクローニングし、その金者雇通E配lIJを決定するとともに、その遺伝子の大

腸菌による大量発現に成功し、本学会等で報告してきた今回我々は、紅務チアニ

ジウムの表在性タンパクの構造的特徴を他種の光化学系Eの表在住タンパクと比較等

することにより、表在性タンパクからみた分子進化について報告する.

[方法]

チアニジウムの4種の褒在住蛋白のアミノ酸配列をデータベースサーチを行い、各表

在住タンパクとホモロジーを持つものを全てピックアップし、その配列とのアライメントを

Clu由 lXにて行い、NJ法で系統績を作成した.
[結果]

1.アミノ酸配列からみた特徴

33kDa、 12kDaおよび20由 aタンパクは業縁体およびチラ=イド膜貫通シグナル

を持つことから綾ゲノムに、チトクロームcS50のみが葉緑体ゲノムにコードされている

ことが明らかとなった。

Il.各表在性タンパクのホモロジー

33kDaタンパクは金植物穏にわたり、 42-50%のホモロジーを持つ.一方、 20kDa
タンパクは他種のPSIl-Q(17 kDa)タンパクと 19%(シロイヌナズナ)-36% (タラミド
モナス)と低いながら相間性を持つ. しかし、大腸菌で発現させた20kDaタンパク

を抗原にしたポリクロナール抗体はクラミドモナスの表在住タンパクとは反応u・~tJ.. った.
これは、チアニジウム20kDaタンパクの系Il厳棄発生における役割が高等催物のそ

れと大きく異なっていることと関係があるかもしれない。現在、クラピドモナスおよびチ

アニジウム系目標品との聞で褒在性タンパクの相互置き換え実験を進行中である.

IIl.系統樹からみた他縫物穏との位置づけ

33kDaタンパクは皐期にラン色細菌のグループと緑務、高等植物とのグループで分

岐しており、その後、チアエジウムはラン色細菌のグループから分岐したと考えられ

る.一方20kDaは縁海類および高等植物が分岐するのと同時期に分岐し、独自の

進化を遂げた可能性が示唆される.また‘チトクロームc550および12kDaについて
もその進化からみた特徴について報告する.



S513 

PsbKの系11コア複合体における存在部位の解析

髭杢宣金、高橋裕一郎(岡山大・理学部・生物)

PsbKは小型で疎水的な系11サプユニットで、

緑藻クラミドモナスのpsbK欠損株の解析から系

11複合体の分子集合や安定性に必須であると報

告されている。本研究ではPsbKに対する抗体

を作製し、 PsbKの系11コア複合体における存在

部位を解析した。

様々な系11欠損株に残存する各系11サプユニッ

トの定量的な解析から、 PsbKの蓄積量はコア・

アンテナ複合体の一つであるCP43の蓄積量と

ほぼ一致することが見出された。従って、

CP43の存在によりPsbKは安定に蓄積されるこ

とが明らかにされた。また、細胞内のすべての

PsbKは、 ドデシルマルトシドを用いて単離し

た系11コア標品に結合していることが示された。

さらに、チオシアン酸カリウムを用いて系11複

合体を部分解体した結果、 PsbKはCP43に特異

的に結合していることが明らかにされた。

S514 

PSII-Iタンパク賀は光化学系2複合体のニ量体化に

必要である

担塵造、池内昌彦{東大・教養・生物)

PSII-Iは植物やシアノバクテリアの光化学系2反

応中心複合体に結合している 4.8kDaの膜貫通タン

パク賀であるが、その役割はよくわかっていない。

我々は、このタンパク賀をコードする psbl遺伝子

の被壊株を好熱性シアノバクテリア Synechococcus

elongatusで作出した。遺伝子破壊稼は光独立栄養

条件下で野生株と類似の増殖を示したo 2，6DCBQ 

による強豪発生活性を細胞、チラコイド膜、組系2
標晶で測定したところ、野生株よりも約 20-40%低

下した。 MonoQカラムクロマトグラフィで系2複

合体を分画したところ野生樟とは異なり、ニ量体の

ピークが消失していることがわかった.以上のこと

は、 PSII-Iタンパク賀が系2複合体のニ量体化、も

しくはニ量体化の安定化に特異的に関わっている可

能性を示唆している.
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S515 

好熱性シアノバクテリアミynechococcuselongatusの

小サプユニットタンパク質 PSII-Tの機能解析

岩差益王、加藤浩、池内昌彦(東大・教養・生物)

我々は好熱性シアノバクテリア Synechococcus

e/ongatusを用い、光化学系 2複合体の構造と機能

を解明することを目的として、系2の主要サプユニ

ットの CP47の遺伝子(psbB)、小サプユニット PSII-T

の遺伝子 (psbT)の塩基配列を決定した。 PSII-Tは

光化学系2複合体に結合している小サプユニットだ

が、その役割についてはよくわかっていない。そこ

で我々 は、 S.elongat凶の形質転換系を用い、 psbT

破壊株 (dpsbT株)を作製した。 dpsbT株は光狙

立栄養条件では野生株とほぼ同じ堵殖を示し、 2，6・
DCBQを受容体とする系 2の酸素発生活性には顕

著な違いは認められなかった。さらに解析するため、

野生株と dpsbT株からチラコイド膜を単離した。

他の小サプユニット遺伝子破壊株とは異なり、ム

psbT株の系 2の酸素発生活性は野生株と比べて顕

著な違いは認められなかった。現在、ムpsbT株か

ら単離した光化学系2複合体をより詳細に解析して

おり、その結果も報告する予定である。

S516 

光ストレス下での D1蛋白質の架橋と分解の制御:

蛋白質リン酸化の役割

三宅晶子、和気佳代子、大級美和、馬場仁美、友

川裕加、逸見隆博、山杢ー塞(岡山大・理・生物)

光化学系 IIが強い可視光で照射されると、反応

中心D1蛋白質が損傷を受け、分解される。この

D1蛋白質の損傷一分解の中間過程で、 D1蛋白質

と光化学系 Hの他の蛋白質 (D2やCP43)との架

橋が生じる。また、 D1蛋白質など光化学系 IIの

幾つかの蛋白質は、光でリン酸化されることが知

られている。本研究では、この蛋白質リン酸化が

Dl蛋白質の架橋とその後の分解にどのように関

係しているかをホウレンソウ葉緑体チラコイドで

調べた。その結果、 ( 1) D1蛋白質などのリン

酸化は、光損傷を受けた D1蛋白質の周辺蛋白質

との架橋を促進すること、 (2) D1蛋白質の架

橋産物はストロマプロテアーゼで分解されるが、

リン酸化された D1蛋白質とされていない蛋白質

では分解の程度に差が無いことが分かつた。



5517 

Dlタンパク質上のHis272における命也記bocystis
sp. PCC倒03変異椋の機能解析

鎌田姐斗山里明弘佐藤公行 1，2

e岡山大院・自然科学 11岡山大・理・生物)

光化学系 Eの構造と機能の解析を目的に行われた

Dlタンパク質のランダムなアミノ酸置換の実験に

よって、反応中心の非ヘム鉄のリガンドの 1つと

推定されるHis・272 の Argへの置換が

Syn何 bcx抑 tissp. PCC 6803株の光独立栄養性を

喪失させることが明らかにされた。興味ある点は、

このアミノ酸置換が複合体の還元側近傍で生じてい

るにも関わらず、その影響が還元側の DCMUの反

応性だけでなく、酸化側における水分解の機能に及

んでいることである。本研究では DEAEカラムク

ロマトグラフィーを用い、変異株から光化学系 E
コア複合体を単醸した。この標品では水分解活性は

認められず、人工の電子供与体 DPCからの部分的

な光化学系 H活性が大きく低下していた.さらに

非ヘム鉄の存在状態や酸化側成分の機能状態を解析

し、この特定のアミノ酸置換が光化学系 E の構造

と機能に影響を与える仕組みについて考察する予定

である.

5518 

Synech的 'StiS6803における 01タンパク質前駆体のC末端延長

部分の切断機構-2段階切断の可能性一

盤重量豊，山本由弥子¥佐藤公行 1 (農水省・生物研岡山

大・理・生物)

光化学系 E反応中心のサプユニットである 01 タンパク貨

は、C末端に延長部分を持つ前駆体として合成され、この延

長部分は、ルーメン内腔に局在する特異的なタンパク質分解

酵素 (CtpA)により切断除去される。この過程は酸素発生系

Mnクラスターの構築に不可欠であるが、延長部分の存在の生

物学的意味は明確にされていない。この延長部分の長さは生

物の種類によって多様で、シアノバクテリアでは 16残基であ

る。一方、高等植物では進化の過程でそこから 7残基が失わ

れたと考えられ、 9残基から構成される場合が一般的である。

本研究では、ランソウ Synechocystis6803における 01 タン

パク質前駆体のプロセッシングをパルス・チェイス実験で解

析した結果を報告する。電気泳動による解析の結果、前駆体

と成熟体のバンドの聞に一過的に新たなバンドが出現するこ

とが明らかになった。ペプチドマップなどの結果は、このバ

ンドが 01 タンパク質のプロセッシング中間体であることを示

しており、このことは、この株ではC末端延長部分が 2段階

の酵素反応で切断除去されていることを示唆している。本報

告では、その反応機構と生物学的意義について考察する。
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5519 

シトクロム b6/f復合体の奮積量に関わるシロイヌナ

ズナ新規変異体

血鹿足阜、山担軽裕之、宗景ゆり、鹿内利治(奈良先虫歯

大・バイオ)

植物には様々な光によるダメージからの回避機構が

存在するが、その一つに nRO(non-radlatlue dlsslpatlon 

of absorbed IIght e町erggfrom photosgstem 11)がある.

nROの導入はチラコイド膜を介したプロトン勾配(A
p町をモニターして制御されている.シトクロム b6/f

復合体は ApHを形成する軍要なポイン卜を占め、複

合体の活性に関わる変異は nRO誘導に彫響する.我 4

は強い光強度にて nROI秀導能が減少しているシロイヌ

ナズナのミュータントを作出した.シトクロム fに対

する抗体でウエスタンプロッティングを行った結果、

P9，1と P9'3においては定常状態におけるシトクロム

b6/f線合体の量がかなり減少しており、その結果、 nRO
誘導能が低下していると息われる o P9'1と P9，3はそ

れぞれクロモゾーム 11と IUにマップされ、シトクロ

ム b6/f復合体生合成もしくは安定性にかかわる、新

規の変異体である.

5520 

7エレドキシンとフエレドキシン+仏DP+，還元酵藁複合体の立

体構造

墨撞湿盤、楠木正巳、恩田到達、有賀洋子、長谷俊治

(阪大・蛋白研

フェレドキシン→仏DP+:還元酵東FN聞は、電子伝達蛋白質

フエレドキシン(Fd)と NADP+，の聞の酸化還元反応を触媒して

いる酵素である。反応に必要な電子の授受は FNRとFdが

蛋由貿・蛋由貿複合体を形成した後に行われると考えられ

ている。今回、韓々はトウモロコシの葉緑体に存在するFNR

とFdを用いて電子告遣複合体を結晶化し、その立体構造を

明らかにした。FNR:日複合体の形劇玄、主に静電政相互作

用により成り立つていた。また、劇同量元中心である FADと

鉄・硫黄クラスターが極めて迫，、距離に位置しており、その

近傍は疎水的な環境となっていた。今回得られた複合体構

造と剛氏日単独での構造とを比車札たところ、複合体を形

成することによりFNR，Fd双方に構造変4凶句|き起こされる

ことが明らかになった。このような分子間相互作用による構

造変化が FNRの酵素作用の調節要因となる可制!佳織輸

する。



S521 

光化学系 Iの電子受容慣tlに異常のある ArabidopsisI1rd5の解析

丞塁段丘、北線雅也、遠藤岡IJ I、鹿内利治(奈良先端大・バイ

オ、 l京大・院生命科学)

我々は光エネルギ一過剰条件下の明反応制御機構を解明す

るため、クロロフィル蛍光画像化システムを用いたスクリー

ニングを行い、多数の A.官hidopsis変異株を得た。その中の nrrl5

f且PI1-[adialivedissil'aliol!)は弱光下では比較的正常な電子伝達

を示すが、強光下で光化学系 Iの反応中心が還元状態に陥っ

てしまう変異株で、強光ストレスに非常に弱い。光化学系 l

からの電子受容体である低濃度の methylviologenを加え、光

照射を行ったところ、自主化型の P700の活性が得られたことか

ら、 nrd5は光化学系 lの電子受容慣tlに欠陥があることが明ら

かになった。また、 I!rd5の表現型は、 CO、freeairや N，ガス中

において光化学系 Iの電子受容体となる NADP+や 0，を減少さ

せた時に著しく強調された。この結果は NRD5が光化学系 I

から NADP+や O2以外への電子供与に関わってる可能性を示

唆している。 Map-basedクローニシグにより NRD5は新規の

低分子葉緑体タンパク質をコードしていることが明らかにな

った。 NRD5はラン藻、ボルボックスにホモログが存在し、

光合成生物が共通して持つタンパク質であると考えられる。

NRD5は光化学系 lの過還元を防ぎ、ストレス下での補助的

電子伝達経路に関わる重要な役割を果たすと考えられる。

S522 

タバコ葉緑体形質転換による ndhC-J-Kオペロン磁壊練の作出
とその解析

直益康史、遠藤 剛、鹿内利治1、佐蔵文彦(京大院・生命科

学、 1奇策良先縮大院・バイオ)

高等植物の葉緑体NAD(P)Hデヒドロゲナーゼ複合

体(NDH)は、葉緑体ゲノムにコードされている 11 

のサブユニットと核ゲノムにコードされている複数
の来同定のサプユニットから構成されている。現在
までに複数の研究室で、タバコ葉緑体形質転換系を

用いてNDHの各サプユニットの破壊株が作成されて
いるが、破壊株の形質は必ずしも一致していない。
そこで我々は、新たにK-JおよびC-K・Jサプユ
ニットの破壊株を作出し、すでに得ている Bサブユ
ニット破壊株とその形質、特に光合成活性について
比較、解析した。結果として、弱光照射後の一時的
なプラストキノン還元の欠失、強光照射後のストロ
マ還元という B破壊株で観察された形質が新たな形
質転換株でも認められた。現在、各形質転換体チラ
コイドでのNDH複合体の構造と活性を生化学的に解
析している。
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S523 

一酸化窒素 (NO)による葉緑体光リン酸化反応の

抑制

高橋俊一、山崎秀雄(琉球大・理・海洋自然)

NOは反応性の高いラジカルであり、活性窒素

種に分類される。本研究では、 NOが葉緑体チラ

コイド膜の電子伝達及び光リン酸化に対して抑制

的に働くことを報告する。チラコイド膜はホウレ

ンソウ葉から調製し、 NOの生成には SNAP(S-

nitroso-N-acetylpenicillamine)を用いた。 NOによ

り、 NPQ及び ETR値の低下が見られたが、 PSII

の最大量子収率 (Fv/Fm)の低下は見られなかった。

10μMのNOにより、チラコイド膜のLlpHは60%、

光リン酸化は 80%抑制されたが、このような抑制

はNO分解産物である N03ーや N02ーでは起こらなか

った。また、 NOによる抑制効果は NO消去作用

を持つヘモグロビンにより消失した。これらの結

果は、植物細胞中で僅かな NOが生成された場合

でも、光合成活性の低下が起こることを示唆して

いる。

S524 

ラン藻fructose-1，6・!sedoheptulose-1，7・bisphosphatase
導入によるシンク/ソース務官の炭素代謝系への影響

宜且.L佳王1)、市原健志り、田茂井政宏勾、重岡成1.2)

(近畿大・院・応生命化'，.'食栄')

高等植物葉緑体のfructose-1，6-bisphosphatase (FBPase) 
およびsedoheptulose-1，7・bisphosphatase(SBPase)は、光
還元カによる活性調節を受ける光合成炭素還元系の律速酵素の
1つである。本研究では、 FBPaseとSBPase活性の両方を有し、
光調節を受けず、 H，O，耐性を示すラン藻SynechococcusPCC 
7942のFBP!SBPaseを葉緑体および細胞質へ導入した形質転換
タバコ(TpFSおよびTcFS)を作成し、高等植物のソース/シン
ク器官における光合成および転流を含めた炭素代謝系に及ぼす
影響を検討するため、両株の生育、光合成能、 PCRサイクル酵
素、光合成最終産物 (hexose，sucrose， starch)、代謝中間体
(RuBP， PGA， F6P， G6P， DHAP)を測定した。その結果、
TpFS・3の生育は野生株よりも速く、最終的な背丈は野生株の
1.5倍、乾燥重量は1.5倍に上昇した。上薬ではヘキソースおよ
びシュクロース含震が、下業および根ではデンプン含量が著し
く増加した。大気C02条件下(360ppm、1500μE/m'/s)におけ
るTpFS-3の光合成速度は野生株の1.24:t0.03倍に上昇した。
栽培条件下(400μE!m'/s、RH60%、25・C)でTpFS・3の面積当
たりのRuBP量は野生株の約1.8倍に、 PGA、G6P、DHAP、
F6P量は野生株の約1.4"'1.5倍に上昇していた。
ー方、 TcFS-1の生育、光合成能は野生株との聞に顕著な差

は認められなかった。栽培条件下での上葉のへキソース含量は
野生株の数倍に増加していたが、 sucrose、starch、RuBP量に
顕著な差は認められなかった。現在、 TcFS・1でのシンク器官
への転流と炭素代謝に及ぼす影響を詳細に検討中である。



S525 

イネ業の一生における ribulose-l，5・bisphosphatecarbo可 1・

ase/oxygen舗 eの量的変動に対する要因解析

盤五基二、牧野周、前忠彦(東北大院・農)

イ ネ葉の一生における ribulose-¥，5・bisphosphate

carboxylase/oxygenase (Rubisco)の生合成と分解、および

rbcLとrbcSmRNAとの聞の量的関係を調べた。これらのパ

ラメータは業 1枚全体あたりで定量し、相互比較した。

Rubisco量は葉の展開過程において著しく増加し、ほぽ完

全展開時にピークを迎え、以降の老化過程において徐々に

減少した。 Rubisco の生合成と分解は I~ トレーサー実験によ

り解析した。 Rubiscoの生合成は展開過程において最も盛ん

であり、この後に著しく低下し、老化過程においてはわずか

に行われているだけで、あった。 rbcLおよびrbcSmRNA量は

葉の抽出と共に著しく増加し、抽出の早い段階でピークを迎

えた後に急激に減少し、完全展開時にはすでにわずかであ

った。一方、 Rubiscoの分解は葉の完全展開の直後に始まり、

老化過程において生合成よりも盛んになった。

以上のことから、 Rubiscoの生合成はイネ業の一生を通じて

主として遺伝子の転写レベルで制御され、葉の完全展開時

にはほとんどが完了していること、また、 Rubiscoの分解が葉

の老化過程において Rubiscoの量的変動の主要因となって

いることが示唆された。

S526 

ラン藻SynechococcusPCC7942 RuBisCOの細胞内活性化率測

定

佐藤良平、原納 究、小林大輔、道端順子、岩城俊雄、和田

野晃(大阪府大・農・応用生化)

ラン藻Synechococcus PCC7942を界面活性剤 (alkyl.

trimethylammonium bromidelで処理すると、細胞のイオン透

過性が上昇し、1llSltu酵素活性測定が可能となる。我々は同界

面活性剤を用いてラン藻RuBisCOのinitial活性 (C02とMg2
+に

よる活性化をしていなし、)及びtotal活性 (C02とMg2
+により十

分活性化)を測定し、 RuBisCOの細胞内活性化率を評価した。

initial活性は明処理した細胞の方が暗処理した細胞の約4倍

高かった。それに対して、 total活性は両者で差が見られなかっ

た。 RuBisCOの細胞内活性化率は明処理細胞で98%、暗処理

細胞で29%であった。また、暗処理細胞を明条件下に移行し

た際に観られる光合成CO2固定活性の上昇は、 RuBisCO活性化

率の上昇と高い相関性を示したが、逆に明から暗への移行に

おいては相関性を示さなかった。これらの結果から、ラン藻

において明暗の環境変化に対して光合成がどのように調節を

受けているかについて考察する。また、ホスホリブロキナー

ゼについても同様な測定を行ったので併せて報告する。
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S527 

ラン藻の HC03能動輸送体遺伝子の cis制御領域の解析

山旦盤、小俣達男(名古屋大院・生命農学研究科)

ラン藻Synechococcussp. PCC7942のcmpABCDオペロ

ン(以下 cmpオペロン)は ABC型の HC03能動輸送体をコ

ードしており、その転写は炭素欠乏条件下で活性化される。

cmpオペロンの転写活性化には、化学合成細菌の炭酸同化系

遺伝子の転写調節因子である CbbRのホモログである CmpR

が関わっているがその作用機構は不明である。本研究では

cmpオペロンの上流領域と JuχABレポーター遺伝子をつな

いだ融合遺伝子の発現をモニターすることにより cmpオペ

ロンの転写活性化に関わる cis制御領域を解析した。その結

果、 cmpオペロンの転写開始点から数えてー195--86塩基

の領域に転写の活性化に必須な領域が存在し、これにー319

~ー253塩基の領域が加わることにより炭素欠乏条件下での

発現レベルは 2倍に高まり、さらに-514-ー320塩基の領域

が加わると発現レベルがさらに 3.5倍増加することがわかっ

た。一195--86、ー319-ー253の領域には、 CbbRの認識配

列と相同な配列が存在しており、これらの部位への結合によ

って CmpRが転写の誘導と活性化に関わることが推測され

た。一方、ー514-一320塩基の領域には、このような配列が

存在せず、 CmpR以外の制御因子が存在することが推測され

た。

S528 

ラン藻 SynechosystisPCC6803における高い親

和性と低い親和性を示す 2つの CO2取込み機構

ヱ山韮輩、柴田真理、大河浩、 AaronKaplan 1、

小川晃男 (名大・生物分子応答研究センタ一、 lThe

Hebrew Univ. Jerusalem) 

Synechosystis PCC6803は親和性の異なる 2つの

タイプの CO2取込み機構を持ち、 lつは ndhD3

に依存し、そのKm(C02)値 は 0.6μMであった。

もう一方は ndhD4に依存しており、Km(C02)値

は 4.5μMであった。どちらのタイプも低 CO2条件

下にしても Km値は変わらないが、 ndhD3依存タ

イプのみVmaxが増加した。 ndhD3の発現量は低

CO2に移して 1-2時間後に約 20倍、 20-24時間後

に約 100倍に増加した。 s111594(rbcR)遺伝子変異

株 のndhD3の発現量は高CO2条件でも野生株の60

倍であった。

ndhD3の発現量の増加に従って、 ndhD3依存性

CO2取込みの Vmaxは上昇したが、両者の聞には

量的な相関関係は見られなかった。



S529 

Source-limit状態におけるサツマイモの source-sink

モデル植物の光合成代謝および酵素活性の解析

佐藤真樹子，葛西哲人，矢尾知大輔，亀谷陽次郎，

葛西身延，津田信一(弘前大・農学生命・生物機能)

我々は、塊根が肥大成長するサツマイモのモデノレ

植物を用いて、 source-limit状態における光合成の

source-sink制御機構の解析を行ってきた。その結

果、1)サツマイモのモデル植物においては、他の

器官(葉、葉柄、 shoot)はほとんど sink器官とし

ては機能せず、主要な sink器官となった塊根に同化

産物が集中的に分配された。2)塊根の肥大による

sink能の増大に伴って、 source能も増加した。 3)

この source能の増大は、主に葉面積の増加と光合成

速度の上昇とに起因していた。4) この光合成速度

の上昇は、主に RuBPcaseの活性化率と、その含量

の増加に起因していた。

S530 

ホナガアオピユ(C4)葉における光合成・光呼吸酵素

の分布:特に葉肉及び維管束鞘以外の葉構成細胞に

ついて

上野修(農水省・生物研)

ホナガアオピユ(NAD-ME型)の葉では、葉肉細胞

(MC)や維管束鞘細胞(BSC)だけでなく、維管束柔細

胞(VPC)、伴細胞(CC)、表皮細胞、及び孔辺細胞(GC)

にも小型ながら葉緑体を含む。本研究では、これら

の葉構成細胞における C3，C4及び光呼吸酵素の分布

を免疫電顕法により検討した。 PEPCに対する標識

はMCの細胞質に強く見られたが、その他 CCやGC

の細胞質にも弱い標識が観察された。 PPDKに対す

る標識は、 CCを除く全ての細胞の葉緑体に見い出

された。 Rubiscoに対する標識は、 MCを除く全ての

細胞の葉緑体に観察された。NAD-阻とグリシンデ

カルボキシラーゼ(P司 protein)に対する標識は、 BSC

のミトコンドリアに?虫く、 VPCのミトコンドリアに

幾分弱く観察された。以上の結果は、 MCやBSCだ

けでなく他の葉構成細胞も含めると、C4植物葉にお

ける光合成・光呼吸酵素の細胞特異発現は従来知ら

れていた以上に複雑であることを示している。これ

らの酵素の分布を代謝機能との関連からも考察した。
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S531 

C4植物FlaverlatrlnerviaからのPEPCリン酸化酵素
cDNAのクローニングと解析
.:t.m益呈¥吉本強"2、畑信吾J 、泉井桂'・ 2

('京大院・底、 a京大院・生命)

PEPCはc4植物において薫肉細胞に局在し、初期炭酸
固定を行う鍵酵素であり、光依存的リン酸化により活性

が調節されている.このりン酸化に至るシグナル伝達、
及び活性調節機織を明らかにするにはPEPC[こ特異的な
リン酸化酵素伊EPC-PK)のクローニングが必須である
が、 C4植物では未だ単離されていない.

Raveria[立、c4光合成の実験植物として(1)同族内
lこc4型とc3型の両方の種が存在し、分子進化学的研究
に適している、 (2)形質転換系が確立している、とい
う点で優れている.我々は丹'averiaからPEPC-PK遺伝子
を単継し、機能解析を行うことを目指している。
degenerate PCR[こより得られたDNA断片をプロープ
としてc4型Raveria(F.tr的ervla)cDNAライブラリー

をスクリーニングし、全長をコードしていると思われる
クローンを単離した.シーケンス解析の結果、錐定281
アミノ酸からなる蛋白質をコードしており、ほぽ触媒ド
メインのみからなる構造をとっていた.PEPC-PKの
mRNAはc4型Flaveriaで特異的に発現しており、c3型
Flaveriaでは発現が認められなかったことから、この
PEPC-PKはc4代謝に深く関与していることが示唆され
た.

S532 

ノルフルラゾン(NF)処理により由化したトウモロ
コシ葉におけるC4光合成酵素およびシャベロン
などの葉禄体タンパク質の発現

玉田洋介¥今成英司¥黒谷賢ーヘ泉井
桂"2 (1京大・院・生命科学、 2京大・院・農)

カロテノイド生合成阻害剤であるNF存在下で植物
を発芽・生育させると、いわゆるphoωbleachを受けて
葉緑体の内部構造が破喫された由化葉が得られ、葉緑
体と核とのクロストークの研究によく利用される.
白 bや'RbcSなどの核の遺伝子の発現は由化葉では抑制
されることが知られている.今回我々は、 C4光合成
の核由来遺伝子の発現が由化によりどのように影響さ
れるかを調べた。細胞質に局在するPEPCは、以前の
報告のように、mRNA'蛋白質ともに量的変化は少な
かった。また、 PEPCのリン酸化も検出された。葉緑
体に局在するリンゴ酸酵素 (ME)およびピルビン酸リ
ン酸ジキナーゼ(PPDK)のmRNA量はともにさほど低
下しなかったが、蛋白質量はPPDKのみ顕著に低下
し、翻訳レベルでの核と葉緑体のクロストークの存在
が示唆された.葉緑体の形成や機能維持に関わる蛋由
貿のうち、 Ticll0およびトToc34は著しく発現が抑制さ
れたが、 SecA、chHSC70、GroELおよびCpn20の抗体
により検出される蛋白質は全く減少しな!かった.以上
のことから葉緑体に局在するC4光合成およびいく
つかの分子シャベロンなどの蛋白質の遺伝子は葉緑体
の存否による制御を強く受けないことが示唆された.



S533 

蒸散流を介して与えたアクチン脱重合促進剤と水チャネ

ル阻害剤が個葉光合成の∞z濃度依存性におよぽす影響

寺島一郎、高木慎吾(大阪大・院・理・生物科学)

個葉の光合成速度(A)と蒸散速度などを測定すると、細

胞間隙∞z濃度(C;)を計算することができる.この方法に

よって気孔の影響を除外することによって、業肉の光合

成の∞z濃度依存性を知ることができる.光強度が十分

である条件下で測定したAを、Qにしてプロットした時、

低 Q濃度域における傾きは、 Rubis∞の慮、活性化レベ

ル、細胞間隙から葉緑体までの∞z拡散抵抗などによっ

て決定される.

葉緑体の位置や細胞膜の∞z透過性は、細胞間隙から

葉緑体までの∞z拡散抵抗に大きな影響をおよぼすこと

が予想されている.本研究の目的は、葉緑体の位置と、

CO2が透過する可能性が指摘されている水チャネルとが

んQ曲線の低∞z濃度域における傾きにおよぽす影響を

定量的に把握することである.インゲンの初生薬に、ア

クチン繊維の脱重合促進剤(サイトカラシン D)や水チ

ャネルの但寄剤 (HgαJを投与する前後で、 A-C;曲線の

低∞z濃度域における傾きを比較した結果を報告する.

S534 

単離葉緑体におけるストロマタンパク質の分解ー活性
酸素によるグルタミン合成酵素の断片化機構の解析ー

亘盟皇室、安海大輔、圏分紀元、牧野周、前忠彦
(東北大院・農・応生科)

私たちは、光照射下の単離葉緑体及びその破砕液
において、 Rubisco大サブユニットが活性酸素の直接
作用により部位特異的に断片化されることを報告して
きた。また Rubiscoと同じくストロマに局在するグルタミ
ン合成酵素(GS)が、同様の系において断片化される
ことを見出した。本研究では、葉緑体におけるストロマ
タンパク質の分解機構の一端を明らかにすることを目
的として、活性酸素を介した GSの断片化についてさら
に解析した。

コムギ葉緑体から GSタンパク質を高度に精製し、
GSに対する活性酸素の影響について調べた。その結
果、精製 GSは金属イオンを介したヒドロキシルラジカ
ル発生系により直接断片化され、主lこ4つのフラグメン
トを生ずることがわかった。これらフラグメントの相対分
子量は、光照射下の葉緑体破砕液で見出されたものと
同一であった。この精製 GSの断片化、葉緑体破砕液
における GSの断片化は、いずれも methionine
sulfoximineが GSに結合することにより完全に抑制さ
れた。これらの結果は、 GSの断片化が Rubiscoの場
合と同様に、活性中心近傍で発生する活性酸素の直
接作用により引き起こされていることを示唆した。
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クラミドモナスの低光呼吸突然変異練

鐙圭鍵盤、 Gulnara1. HASANOV A (農水省・東北鹿鼠・生理生

態研)

クラミドモナスの低光呼吸突然変異線即Rの光呼吸速度は

野性株の半分程度しかなく、高い CO2~限度で生育させた時でも

光合成の無機炭窯に対する親和性が高い (Suzuki1995， Suzuki et 

a1. 1999) • RPR稼では低い光呼吸速度とルピスコの CO/02相

対特異性との関連性は認められない.むしろ EZAや Na2Sを用

いた阻害郵j実験から、 RPR変異は CO2濃縮織備に密接に関わ

っていると考えられる.前回、クロロフィル蛍光が野性稼等と

興る特性を示したことを報告した.今回、交配で得た子孫株を

用いてさらに検討した.その結果用いた全ての RPR1変異線で

唯一共通していたのは、明所・無 CO2で定常状態となった時に

CO2添加によって野性株等で見られる Fの急激な一時変動がな

いことであった.また SHAM添加によって光合成の無線炭震

に対する親和性が野性線と間程度まで低下した.これらのこと

から、 RPR1変異と光化学系の直接的関係は考えにくいが、 CO2

a縮機構へのエネルギー供給との聞に何らかの関係が示唆され

る.今後は主として形質転繰株を用いた解明を低みる.
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AN EUKARYOTIC PHOSPHOGLYCOLATE PHOSPHATASE 

FROM CHLAMYDOMONAS 

Tarlan G. MAMEDOy， Kensaku SUZUKI， Kenji MIURA 1， Ken-
ichi KUCH01 and Hideya FUKUZAWA 1; Plant Eco-Physio1. Lab.， 

Tohoku Nat1. Agric. Exper. Station， Morioka 020・0198， ILab.of 

PlantMo1.Bω1.， Kyoto University， Kyoto 606・8502

Phosphoglycolate phosphatase (PGPase)， a key enzyme of 
photorespiration， is essential for photosynthetic organisms， and is 

also important in animals tissues. There was， however， quite little 

information about its regulation and no information about the 

molecular sttucture of eucaryotic PGPases. In the previous meeting 
we reported about the first purification of eukaryotic PGPase from 

C. reinhardtii and it's some properties. In this report we determined 

whole cDNA sequence of PGPase from C. reinhardtii. The deduced 

amino acid s句uencefrom cDNA had two domains. The N-terminal 

region was very similar typical s町oma-targettingtransit peptides 

reported in C. reinhardtii， and the following m勾ordomain was very 
similar to p-nitrophenyl phosphatωe・likeputative proteins from 

both eukaryotes and prokaryotes. It was reported that PGPase 
activity increased by about 60% within 5 h after甘ansfer5% CO2・
grown cells to air. We found， however， no change in the amount of 
mature PGPase subunit and the mRNA， between 5%・CO2grown 

cells and the 5h-adapting cells of C. reinhardtii. Our results showed 

thatPGPase is Ca2+-binding protein and probably regulated by Ca2+. 
Possible regulatory mechanisms during adaptation to limiting CO2 
will be discussed based on the characteristics of purified PGPase 
and the deduced amino acid sequence. 
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クロロフィリドaオキシゲナーゼ(CAO)の過剰発現に

よって光化学系IIのアンテナサイズが増大する

旦虫蓋二、田中歩 (北大・低温研)

高等植物が様々な光環境に適応する上で、光化

学系のアンテナサイズの調節は、重要な手段の一つで

あると考えられている。アンテナサイズ調節のメカニ

ズムは明らかではないが、クロロフィルbの合成が重

要な役割を果たしているのではないかと考えられてき

た。そこで、我々は、クロロフィルbの合成酵素であ

る、クロロフィリドaオキシゲナーゼ(CAO)を過剰発

現するシロイヌナズナの形質転換株を作製し、 CAO

がアンテナサイズに及ぼす影響を解析した。

弱光 (50μnol/m-2，8-1)下で生育した形質転

換株では、クロロフィルa/b比が、親株の2.85から

2.65へと下がっていることが観察された。また、

lliCIIとCPaの比率は親峠と比べて形質転換植物の方

がおよそ20%高いこと、また、 lliCPとCP47の量比

は、形質転換椋でおよそ40%高いことが明らかとなっ

た。これらの結果から、クロロフィルb合成がアンテ

ナサイズを制御している要因の一つであることが示さ

れた。
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シロイヌナズナの NADPH・プロトクロロフィリド

還元酵素アイソザイム破壊株porBの単離および解析

亘旦直記、繕田建、大沢直騎、粟井光一郎、島田裕士、
太田啓之、大藤雅章 l、中村研三 l、加藤友彦矢田畑哲

之 2、高官建一郎(東工大・大学院・生命理工・生体シス

テム、 l基生研・発生生物、 2かずさ DNA研)

被子植物のクロロフィル合成系において、 NADPH-プ

ロトクロロフィリド還元酵素(Poroは、光依存的にプロ

トクロロフィリドを還元する。昨年の本学会において我々

は、シロイヌナズナにおける新規の POR(PORC)が存在

し、このアイソザイムの光照射による発現制御がこれま

で報告されてきた 2種類の PORのアイソザイム

(PORA，PORB)と異なることを報告した。

今回我々は、これらのアイソザイムの機能を明らかに

するため、 T-DNAラインより PORB破壊株を得て解析

を行った。この破壊株は、野生株と同程度のクロロフィ

ル蓄積を示した。この結果より、シロイヌナズナではク

ロロフィル合成にとって PORBは不可欠ではなく、 PORB

破壊株では PORCが PO孔生とともにクロロフィル合成

を担っていると考えられた。また野生株でのこれらの

PORの発現解析結果も考慮すると、緑化した組織でのク

ロロフィル合成にはPORCが機能していると考えられる。
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ラン藻Synechocystissp. Pα活803で合成されたクロロフィ
ルbはα1の特定のクロロフィルaと置検する
佐藤壮一郎.田中歩(北大・低温研)

光合成色素は特定のタンパク質と結合し、色素.タンパ
ク質複合体を形成している。以前、我々のグループはシロ
イヌナズナの CAO(クロロフィルaオキシゲナーゼ)を
ラン藻今nechocystissp. PCC6803のゲノムに導入じた形質
転換株を作製し、クロロフィルbと結合したタンパク質の
種類とそのタンパク質におけるクロロフィルbのエネル
ギー伝達を調べた。合成されたクロロフィルbの多くは、
光化学系 Iの反応中心複合体のタンパク質である α1と
結合していた。さらに、白1と結合したクロロフィルb
はクロロフィルaに光エネルギーを伝達していた。これら
の結果から、クロロフィルbによって CPlが機能的に変
化したことが明らかになった.
今回、形質転換株の光化学系 Iの吸収スペクトルを、ベ

クターのみを導入したコントロール株と比較した。形質転
換株はコントロール株に比べ、クロロフィルbの吸収ピー
クである 650nm付近で高い吸収を示したが、 686nm付近
では、逆に低い吸収を示した。また、両者の差スペクトル
と形質転換株のクロロフィルbの合成量には良い一致が
見られた。これらの結果は、形質転換株で合成されたクロ
ロフィルbが、光化学系 Iの特定のクロロフィルaと置換
したことを示唆している。
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ラン蕩 (Anabaenasp. PCC71 20， 
"Synechococcus elongatus" Toray， Gloeobacter 
00mceus PCC7421)ゲノムの術造解析
金圭量士、中村保一、笹本茂美、 C.Peter Wolk 1、
田畑哲之{かずさDNA研、 1ミシガン州立大)

ラン藻は植物と類似の酸素発生型光合成をおこなう
原核生物の総称であり、様々な形態、生理生化学的特
性をもっ植が含まれる.我々はラン蕩のゲノム比較を
目的として、 3種の系統の異なるラン薫のゲノム構造
解析を進めている.糸状性ラン蕩のAnabaenasp. 
PCC7120は、ヘテ口シストを分化させ霊祭固定を行
うo "Synechococcus elongatus" Torayは好熱性で、
治殖の至適温度が55"Cであるo Gloeobacter 
violaceus PCC7421は細胞質内にチラコイド膿系が
発達しておらず、光合成系は細胞蹟に配位されている.
それぞれのゲノムサイズは6.4Mb， 2.4 Mb， 4.6 Mbで
ある.ゲノム構造解析は全ゲノムショットガン法によ
り行ったo 2000年11月現在、 A.sp. PCC7120は配
列確定作業が進行中であり、全ゲノムの38%の配列
決定が終了しているo S. elongatusとG.violヨceus
PCC7421はランダム配列をそれぞれのゲノムサイズ
の4.7倍、 4.8倍重複分蓄積を鈴了しており、現在配列
確定作業を進めている.本発表では、ゲノム構造解析
の状況、および推定遺伝子の類似性にもとづく比較解
析の2点について報告する.
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光学活性の異なるBChlc高次会合体の CDスペクトルの考察

!!!.l!!孟皇、原一公、小山泰(関西学院大・理、)

緑色硫黄細菌のアンテナ複合体「クロロゾームJは、主要有毒成色素

であるパクテリオクロロフィル c(BChlc)の異性体混合物の高次会合

体であることが知られている。電子吸収においてクロロゾームと同様

のも吸収携を与えるinvi，的系会合体の基本精進が既に提唱されて

おり、R体では図Aの様な、 s体では図 Bの様な高次会合構造を持

っと結論されている。今回我身はCh/orobium/imico/aのクロロゾーム

を構成するBChlc同族体を用いて、単一、あるいは2種類の混合物

(R体とR体、 s体とs体.， R体とs体)で、高次会合体を作成しCD

スペクトルを測定した。

Ch/o叩ゆi捌 Iimico/aから単隙・精製した各異性体を用いて、ジクロ

ロメタン n-へキサン=1:250に、様々な異性体混合比で、最終的に

BChlc濃度が lXlO・Mとなる会合体溶液を銅製し、 CDスペクトルを

測定した。 R 体のみ、s体のみの単一組成で作成した会合体では、

R'Sの違いによってCD強度には差があるものの、どちらも図Cの織

な形のCDを与えた。我々の持つクロロゾームは図Dの様なCDを与

えるので、上述のCDと異なっている。またR体とR体、s体とs体の

混合物も閑様に図 Cの様な CDを与えたが、R体と s体を混合して

作成した会合体では、図 Cの CDをキャンセルする図 D的な CDを

与える成分が現れた.R体の一部が、本来s体のみが取るとされる図

B的な会合を作ったと説明される。

「23t苛与ハ 人
R-…ア理~ s・1ぷELγ v 

国A l1li9 図c 区P
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国体NMR分光によるクロロゾームの構造の決定

且ニ金、江川文子 l、藤原敏道 l、阿久若者秀雄 2、溝口正 3、小山泰

(関西学院大・理、 l横浜国立大・理、 2大阪大・蛋白研、 3立命館大・理

工)

緑色光合成細菌のアンテナ複合体「クロロゾームJは、主要構成色素

であるパクテリオクロロフィル c(BChl c)の異性体混合物の高次会合体

であることが知られている。すでに、電子吸収においてクロロゾームと同

様の Qy吸収体を与える S[I，E]BChl cとR[P，E]BChl c高次会合体の

溶液中での部分解体成分が、それぞれ「単量体の階段状配列(図 a)J 

と「二量体の階段状配列(図 b)Jを基本構造としていることを溶液高分

解能 NMR分光から明らかにした 1山。今回は上記の結果を基礎に、天

然クロロゾームに面体高分解能 NMR分光を応用し、分子問日C_IlC磁

気双極子相互作用から、天然クロロゾームそのものの全体構造を決定し

ようと試みた。

IlC矯養した Ch/orobiumlimico/aのクロマトフォアを熊糖密度勾配遠

心にかけ、日Cクロロゾームを単般精製した。得られたサンプルを遠沈し、

上澄みを捨てて凍らせた状態で取り出し、固体NMRのサンプルとした。

RFDR法によって個々のシグナルを帰属してケミカルシフトを決定し、空

間的な相互配置情報を得るために SpinDiffusion法を用いて NOE的

な情報を含んだ 2次元スペクトルを得た。コンピューターでシミュレート

した距離・栂関情報を元にシグナルを一つずつ帰属した結果、下図 a

のような S[I，E]8Chl c lc:ミ戸〉。 恒 S奇声町

的な階段状構造だけで 4:::弓二回 lc:三=同

矛盾なく説明できること Lc:ミ戸H 恒~
園a lt-一一盲 目b lc三b 司が判った。 圃 1 マーF

l)T. Mizoguchi et al.， Chem. Phys. Lett.， 260 (1996) 153・158

2)T. Mizoguchi et al.， Photochem. Photobio人71(2000) 596・609
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カロテノイドの励起状態のダイナミクスにおける
共役鎖長依存性

盤蓋--1盤、張建平、石川達也、藤井律子、小山泰
(関西学院大・理)

光合成細菌のアンテナ複合体において全トランス体カロテノ
イドは主に補助集光作用を行っている。細菌の種類によって多種多
様なカロテノイドが利用されているが、それら光合成カロテノイド
は共役二重結合鎖長命)が 9- 13であるという共通点がある。

近年、共鳴ラマン励起プロフィールによってカロテノイドの一
重項励起状態である 1B:状餓と 2A.-状態の聞に光学禁性な 1Bu-状
態が存在することが発見された。ごのことはすべての光合成カロテ
ノイドに当てはまると予測されている。本研究はこれらのカロテノ
イドの内部変換のダイナミクスを解明することを目的とする。

光合成細菌Rb.判明'roi伽GlC、2.4.1からそれぞれneurosporene
(n = 9)、spheroidene(10)、 トマトジュースから 1y∞pene(11)、C
Vlnosumから anhydrorhodovibrin(12)、spirillo嶋田、thin(13)を抽出し、
カラムクロマトグラフィーと再結晶によって全トランス体を得た。
そして、これらのへキサン溶液の近赤外領減 (780-108ゆnm)のサ
プピコ秒時間分解吸収スベクトルを測定した。

SVDとg1oba1自白ingによる解析によって 18:状態からの吸収
と発光、 1B;状態からの吸収が検出され、 18:→18;→2A;の内
郎変換が確認された。また、各カロテノイドの 18:状態と iB;状
態の寿命は表 lのように決定された。

自然が n=9-13のカロテノイドを選択したことの理由のー
っとして、これらの場合に 18;状態の存在によって内部変換が促
進されることが挙げられる。
表 1 カロテノイド (n=9- 13)の1B;、18;状態の寿命(単位 :
ps) 

neuros仰 spheroid 1ycopen 叩 hydrorhodo spirilloxa 
rene ene e vib討n nthin 

18: 0.32 0.25 0.17 0.10 0.18 

1B; 0.30 0.26 0.16 0.090 0.14 
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Rb.opbI直面白・ GICからスクロース句厩sa~分婦訟を用いての撹満舗数の異なる 2種績
の置闘OOLRJ)複合体の調製・精製およびそれぞれのLIIll1に含まれるサプユ=ット11:
の決定

鑑且箆率、石)lll・弘鈍朴、稲葉徹、矢倉遣先小山務制西学機大・濁
世嗣侃CトIJIJ)複合体のLHl環はRCを取り巻くよう初制対術創こなっている.しかしその

潔の大きさやまたその構造地場臓に完全であるかという点において、現在も働争的である.
IJII環における"'，βアポプロテインのサプユ=ット倣ωは2つの異なった:ft津温鎗11'"1亀16
がFranke，Cや組曲z，J.らによって糧喝されている.当研究竃の働g貼凪血四より鱒似
した錠持係数の異なる2種廊。園田複合体のうち噌開baDdを分唱汗した純......16という
値を磁立している.そこで貌々 はRb.op泊a喧泊GICから由回復合体を鱒製・精製し、さ
らにその個・複合体より色揚<BCbla，BPI国批揺蛸t..HPLC分析を行い、得られ:tt.BChla
IBPbeaの比の分析闘とRCでの鰍恥比殺することで、居間複合体めIJIIに存在してい
るサプユエット徹および政為laの散の決定を紙みた.CX四複合体の鱒製の僚に沈降係散の異
なる2つの分耐鳴られJヒので、回世baDd，.明暗baDdそれぞれ/1)cx四複合側こ加、て上
の鋤作を行い、両者より得られたサプユエット数の比敏考書障を行おうとしたなお2稲頗の
世間後合体の慣輸ま以下の手順でおこなった.
まずRb.op凶聞曲のタロマトフォア鵬崎嗣蜘OmMWcYl脚唖副知H7.811を調製し、

界面活性剤として間嶋-<Yro<n<均'111-))伯凶M柳田皿凶e>l!0.26"制政ldi岨
CJdaωを併用し可滞化した後、遣制減をおこなったその結果縛られた上澄みを界面活性
剤拍んだスタロース奇麗直叫O刷 '.9，1.2附増加し、遣制糟をおこなった.得られる貌耳障
係数の異なる2種類の個師権合体分画の'冶はスクロース勾配に含まれる界膏活性剤伎に
例電車の温度に依存しており、加世baDdを分歌するには0・~<Yro，o.2'l6-SC 聖、また1場開
baDdを分歌するにはO.~制>TG，o.æ‘-scをスクロース需起に用いるのがもっとも理班働で
あるという続蜘鳴られた次に上で関製したz種績の団四複合体をウJレトラフィルターュ
エットを用いて、民団"11縮、そして斯しい界醐醐UO~'SMα鼠園田・Mmoα曲紛
での界濁活強調院浅蟻をおこない、最締約にSMC内で安置自己L内漫繍した2糧自Eの町四複合
体のE托心分析およv精製をおこなった.
現在のところ、Rb..opbo聞“"より開銀したRCから鏑出し、 HPLC分析を行も鳴られdヒ色

婦の雌犯bl./BPb.. >の繍呆としてL81土0.07という働鳴られており、問榔こb帽baDd
の匝回復合体から抽出した色掃をHPLCで分析し得られた8.91:t:0.42l! ~、う測定値よりこの
世田複合体のIJIII1'のサプユニット歓を算出したところ、 lL6士山という織蜘鳴られて
いる.現在噌開baIIdの分析が進行中であると110ft!こ当研究車の石111刈蜘実験を引き継曹、
Rb.mariDa皿からのb隅 rbaDdの分析も謝T中である.



S545 

好気性光合成細菌加ω肱館側抱強加のシトクロム c

酸佃隙
整担重注J、稲森啓一郎2、)11畑俊一郎 1，2、荒田帽子 1(1九大

院・理・生物科学、2九大院・医・分子生命)

好気性光合成細菌Rω即ぬcterden危iJj拙芯のシトクロム c

酸惜陳は、 へム cとへム bを 1:2の審恰で含み、へム a

や叫 Oは含まない。この酵紫は少なくとも 1分子の同ゆ-

spinヘムを持ち、またへム c1分子あたり1原刊湖を持つ。

SDS-PAGEで37kDaと18kDaの位置に検出される 2つの

サブユニットからなり、 18kDaのサブ、ユニットはへム cを持

Jコ。
精製した酵素は、脱盆系で機指する一酸化窒素還元酵素

(NorBとNorCからなる)とサプユニット梢減およて炉¥ムの構

成において非常に類似している。 18kDaのサプユニットの

N-末端アミノ翻酬は、現在知られているー酷化窒素還元酵

素の Nα℃サブユニットの菌~IJと高い相向性がある。このこ
とは R.den凶酬のシトクロム c酸化酵素とー酸{直索還

元酵素の進伯怜関車を示唆し明、るが、精製したシトクロム

c酸化酵素では一世化窒素還元酵素の活性は確認できない。

また、銅を1分子持つ点で一世(じ窒素還元酵素とは異なって

いる。

S546 

緑色イオウ細菌の反応中心で繊能する Chla型色素の
精進決定
秩山 満知子安久津総人富永昏介入木瀬秀夫 1

渡辺正傘、西国文子 3 J.an Amesz.、小泉美香 5、
石田信昭(狩野広美・、大岡宏造¥小林正美 1

い筑波大・物質、2東大・生研、 S海洋バイオ・
清水研、‘ライデン大、6食品総研、・農業生物資源研、
'阪大・理)

光合成反応中心は、包子受容体にFe-Sセンターを持
つ系 I裂反応中心と、ぞれを持たない系 E型反応中心
とに二分される.我 々は反応中心で樋能する特殊なク
ロロフィルに着目することで、その分類をま式みてきた.
その結果、系 I型のー次電子受容体A。がChla型色素
であるのに対し、系.ll型では中心金属Mgの外れたフェ
オフィチン裂色素であるらしいことを見出した.

緑色イオウ細菌の反応中心は、 Fe-Sセンターを有す
るζ とから系 I型に分類されているが. A。の正体は
不明で、有機溶媒中での吸収極大波長(663 nm )から、
BChl 663と呼ばれている.BChl 663の構造決定が困
難だったのは、クロロソームに存在する多量のBChlc 
のためである.

本研究では、クロロソームを除去した標品を間製す
ることで、高純度のBChl663をmgオーダーで得ること
に成功した.吸収スペクトル、 FAB-massスペクトルお
よび問侃測定より 、BChl663の環構造はChlaと同じだ
が、フィトールの P6-P7聞にこ霊結合が一つ余分に存
在するととが明らかとなった.このことは、 NAD(P)・
を還元するには、フェオフィチン重量色素やパクテリオ
クロロフィルでは不十分で、より還元能が高い Chla 
型色3憶が不可欠であったことを強く示唆する.
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ヘリオバクテリアの i型反応中心と bc復合体聞の電子

伝違反応の特異性
左園星遣、岩城雅代¥伊.繁2 (阪大院・理・生物、

基生研¥名大院・理・物理2)

ヘリオバクテリアの反応中心は緑色イオウ細菌と閉じ

l型反応中心に分類されるが、湾者の霞化側の反応織式

はかなり違う.緑色イオウ細菌では、 N末織の3:2ドの膜

貫通ヘリックスにより蹟に結合するチトクロム cz(cyt 
Cz)が存在し、 bc抱合体から反応中心への電子伝達に直

接関与していることを既に報告した.一方、グラム陽性

のへりオバクテリアは外観をもたず、可漕性の cytcは

存在しない.そこで H.gestiiの細胞と醜標晶を用い、

反応中心への電子供与反応について検討した.可港性成

分が除かれた膿銀晶でも bc復合体→反応中心の電子伝

違反応が観測された.膜療品には少なくとも2種類の cyt
Cが存在しているが、 N末織のシステイン残基に脂肪磁

を共有結合している cytcが線合体聞の反応に関与して

いるものと推測されるo I提唱R品でのフラッシュ照射後の

cyt cによる P798+の再還元速度 (t1l2国約 3ms)は、

生細胞 (t1l2・約 10.....100μs)に比べると櫨繍に遅かっ

た.この速度は、温度およびニ価カチオン Mg2
+の添加

で大きく促進された.今回は陽イオンの反応速度に対す

る影響を調べることにより、反応中心と bc複合体聞の

特異な電子伝違反応機織について考察した.

S548 

クロ ロソ ーム を欠 く緑 色繊 維状 光合成細菌
'Roseiflexus castenholzii' HL08株の反応中心複合体
1山旦北.!lll、 2花田智、 1永島賢治、 1嶋田敬三、 1松浦克美
(1都立大・理・生物、 2工技院・生命研)

Chloroflexusに代表される緑色繊維状光合成細菌は紅
色細菌と共に最も古いタイプの光合成器官を持つと考え
られている。しかし 1)クロロソームが高い吸収を持つ
こと、 2)チトクロムサブユニットを含む反応中心の精製
が困難なことから、紅色細菌に比べ、光合成電子伝達系
の解析が不十分であった。中房温泉から得られた
沢oseiflexuscastenholzii' HL08株は 16SrRNAを用いた
系統解析からは Chloroflexusに近縁であることが明らか
となっている。しかし本蘭は Chloroflexusに特徴的なク
ロロソームを持たないため光合成電子伝達反応の測定が
容易である。先に、我々は反応中心複合体への電子供与
体として膜結合型チトクロム cが関与することを発表し
た。今回はさらに詳細な検討を目的とし、チトクロムサ
プユニットを含む反応中心複合体の部分的精製を行った。

Octy1g1ucoside と TritonX-100を用いて可溶イじし
た膜配分を調製用電気泳動法により分画したところ、反
応中心複合体と光補集器官を含む画分を得た。酸化還元
差スペクトルからはスペシャルペア (864nm)、及ぴ c
型チトクロム(553.5nm)が検出された。閃光照射実験か
らは、膜画分と問機なチトクロム cの速い光酸化が認め
られた。このことはチトクロムサプユニットが反応中心
に結合した状態で可溶化されることを示し、反応中心複
合体の電子伝達のより詳細な計測が可能であると考えら
れた。



S549 

Low-~emp~ra~ure_stress inhibits 
r~pair of photodamaged 
pho七osystem 11 in Synechocystis 

S.I.Allakhverdiev and N. Murata 

National Institute foど BasicBiology， 
Okazaki 444-8585， Japan 

The photosynthetic machinery， in 
particular the photosystem II complex 
(PSI工 isdamaged by s七どonglight， and 
this phenomenon is called photodamage or 
photoinhibition. The extent of 
photodamage in living organisms is a 
result of balance between the pho七0-
induced damage to PS工工 and the repair of 
the photodamage PSI工.工n this study， we 
separately measured the two processes in 
the cyanobacterium Synechocystis sp. PCC 
6803. We discovered that the rate of 
photodamage was propor七ionalto light 
intensity !n tte range between zero to 
2000μE m-2 s-l and unaffected by 
temperature. By contras七， the rate of 
repair of the photodamage PSII depended 
on the light_int~nsity with saturation 
at 300μE~m-2 s-l， and七hissatura七ion
level .of repair was lowered by low 
temperature. 

S550 

TE島fPERATUREEF官官~CTS ON PHOTOSYNTHE百 COz
EXCHANGE AND RUBISCO CARBAMYLATION IN 
TOBACCO 
E型車iN盛担金， Murray R. Badger， T. Jo加Andrews，Susanne 
von Caemmerer; Molecular Plant Physiology Group， Research 
School of Biological Sciences，ηle Australian National Univer-
sity， GPO Box 475， Canberra ACT 2601， AUSTRALIA 

Temperature dependence of gross O2 evolution and uptake rates 
were investigated between 25 and 420C using leaf disks of tか
bacco (Nicotiana tabacum L.) grown at either 250C or 350C. 
The optimum temperature for O2 evolution at high CO2 was 
360C in the 250C-grown plants and 390C in the 350C-grown 
plants. The 350C-grown plants maintained about 90% of maxi-
mum rate at 420C COIl可~ared to 56% for the 250C-grown plants. 
At the CO2 COIl可~ensation pointσJ， O2 exchange rates declined 
above 330C for the 250C-grown plants and 360C for the 350C-
grown plants. Rubisco carbamylation at r decreased with in-
creasing leaf tempera旬reand the decline became steeper above 
330C for the 250C-grown plants and 360C for the 350C-grown 
plants. This indicated that the reduced O2 exchanges at r could 
be partly explained by the decline in Rubisco carbamylation. 
We conclude that: 1) the heat stability of electron transport is 
affected by the growth temperature in tobacco; 2) at high CO2 
electron住ansportcapacity could be maintained at relatively 
high temperature compared to Rubisco capacity. Comparative 
results in transgenic tobacco plants with r巴ducedamounts of 
Rubisco or Rubisco activase will be also discussed. 
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光酸化的ストレス防御機判事へのチラコイド膜結合型アスコル
ビン酸ペルオキシダーゼの過剰j発現の自己響

車担担1主橋本美保子薮回行哲宮川佳子L石川孝博
重 岡 成1.2

c近大院・応生命化近大・農・食栄島線大・生物資源・生命工)

I目的1 高等植物の葉緑体には光からの過剰エネルギーの消去のた
めに、スコルビン酸ベルオキシダーゼ(APX)を中心とする酸化還元
系が発達している。最近我々 は、光酸(1:;的ストレス条件下において、

ストロマ型およびチラコイド型APX(sAPX，tAPX)アイソザイムは
アスコルビン酸の酸化還元状態の変化もし〈は減少に伴って失活し

ていることを明らかにした(PlantPhysioL， 123， 223-233， 2000; 
Plant CellPhysioL， 41， 311-320， 2000)・そこで今回、 tAPXを過
剰発現させた形質転換タバコ(tAPX-12)を用いて、 tAPXの発現量
が光酸化的ストレス防御機織に及ぼす彫響を検討した.
I方法・結果] tAPX過剰発現線は野生繰と比較して約20-30倍の
tAPXタンパク質量および活性を有していた.正常条件下でのC02
固定速度、 PSII活性および抗齢化酵素活性は耐株闘で有意な差は認
められなかった.野生繰およびtAPX・12にパラコート(50μM)を噴
錫し、400μmolmo'5.2の光条件下に24時間静置した.その結果、
tAPX・12は野生練に比べ明らかに可視的傷害が軽減されており、

C02固定速度およびPSI!活性も野生株では著しく低下(66%，91%)
していたが、 tAPX・12では高〈保持(90%，96%)されていた.また、

野生株では総アスコルビン酸量が著しく減少(60%)し、 tAPXもほ
ぼ失活していたていた(17%)のに対し、 tAPX-12ではどちらも高い

レベル(96，93%)で維持されていた。これらの結果から、 tAPXの高
発現により光酸俗的条件下における樹笠厳禁消去能が向上したため、
その結果として業縁体内のアスコルビン厳量およびその酸化還元状
態が保持されたと考えられる。現在、この条件下での抗酸化系レベ
ルの変動を詳細に検討している.

S552 

光狙立栄養培養細胞における強光適応機構:葉緑

体色素組成とクロロフィル蛍光の変化

丘旦皇差』辻容子，池本智子，上田恵子(大阪女

子大・理・環境理学)

培養細胞ながら発達した葉緑体を有し，光合成の

みによって生育する光狙立栄養培養細胞を材料と

して強光ストレス適応機構についてキサントフィ

ルサイクルに注目して調べた。ペチュニア培養細

胞を強光 (200μE/m2/s)あるいは弱光下 (50μE/m2/s)

で 7日間培養し，葉緑体色素組成とクロロフィル

蛍光を調べた。その結果，強光下で培養した細胞

(HL細胞)では弱光下で培養した細胞に比べて，

キサントフィルサイクルに関与する violaxanthin(V)， 

antheraxanthin， zeaxanthin (Z)の合計含量が高いだけ

でなく，強光処理により Zに変換される Vの 割 合

が高く，さらに zの形成速度も速かった。また， NPQ

の形成能力も高かったことから HL細胞ではキサ

ントフィルサイクルが強光ストレス適応機構の重

要な因子であることが示唆された。現在，光強度

の変化に対するチラコイド中の色素.タンパク質複

合体の変化を電気泳動により検討中である。



S553 

クラミドモナスにおける光化学系II集光装置遺伝

子群の強光による発現抑制

寺本陽彦，中森審，小野高明，皆川純(理研-

PDC.光生物)

単細胞緑藻クラミドモナスを暗所で12時間培養

した後、異なる温度条件下 (18、22、26"C)にお

いて様々な強度の光 (0、50、100、200μEm-2

S-1 )を6時間照射した場合の光化学系II(Psm集

光装置 (LHC)遺伝子群の発現を調べた。 4つの

主集光装置 (WCII)タンパク質と2つの補助集光

装置 (CP29とCP26)タンパク質のmRNAのレベ

ルをRT-PCRを用いて解析した。これらの遺伝子

の発現はいずれの温度条件においても強光により

抑制された。また、その抑制効果は低温ほど大き

かった。これらの結果から、光合成反応にとって

過剰な光エネルギーが捕捉された時にこれらの遺

伝子の発現は抑制されると考えられる。集光装置

を小さくすることにより光エネルギーの捕捉量を

減少させることは光合成生物の光ストレス回避機

構の一つなのかもしれない。集光装置遺伝子群の

転写または転写後調節と光ストレス回避機構との

関わりについて論じる。

S554 

緑藻クラミドモナスのグルタチオンペルオキシダーゼの活
性発現機構におけるセレンの役割
盛旦ー盤、田茂井政宏、重岡 成 (近畿大・農・食栄)

緑藻Chlamydomonasreinhardtii C9 (c. reinhardtil)の
グルタチオンペルオキシダーゼ (GPX)の活性中心と予想
される部位は、動物由来のセレン (Se)依存性GPXと異な
りセレノシステインではなくシステイン (Cys)である。
しかし、ネイテイプおよびリコンビナント酵素において、
Seに依存した酵素活性の発現が認められた。また、 Seに依
存して発現したネイティブおよびリコンビナントGPXは酵
素タンパク質1モル当り4モルのSeを含んでいた。さらに、
これらSe原子はKCN処理により酵素タンパク質から遊離し、
それに伴い酵素活性の失活が認められた。これらのことか
ら、C.reinhardt iiにおけるSeに依存したGP沼古性の発現は、
タンパク質合成後生成したCys残基に由来するセレノール
基によるものと推測される。そこで今回、点突然変異させ
たリコンビナント酵素を作成し、C.reinhardtii GPXの活
性発現におけるセレンの役割について検討した。
活性中心と推測される37番目のCysをSerに変換した点

突然変異リコンビナント酵素 (CrmGPX)を作成した。大
腸菌渚養時に種々のセレン化合物を添加しでも、リコンビ
ナント醇棄の場合と異なりセレンに依存した酵素活性は認
められなかった。亜セレン酸ナトリウム (67μM)を含む
LB借地で培養した大腸菌より精製したCmrGPXにはセレン
は存在しなかった。現在、他の2つのCys残基をそれぞれ点
突然変異させたリコンビナント酵素を作成中である。
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ホウレンソウ葉緑体型モノデヒドロアスコルビン酸レダク

ターゼの精製と cDNAクローニング

主壁宜、遠藤祐子、稲葉朋美、 MohamedAnwar Hossain1、

三宅親弘2、松尾道憲3、浅田浩二4、驚藤和賓(京都府立
大 .~量、 1 ダッカ大・生物化学、 2奈良先端大学院大・バイ
オ、 3オックスフォード大・生理学、 4福山大・生物工学)

葉緑体では光合成に伴い活性酸素が不可避的に発生する。

アスコルビン酸(ASA)はAsAベルオキシダーゼの電子供
与体として過酸化水素の消去に機能する際、 1電子酸化さ

れモノデヒドロアスコルビン酸 (MDNラジカルとなる。

MDAラジカルは光化学系の還元カによってAsAに再生さ

れるが、その経路の一つを担うのが MDAレダクターゼ

(MDAR)である。細胞質型 MDARの基本的な性質は決定
されているが、値物の活性陵素傷害防御にとって最も重要
である葉緑体型アイソザイムは未だ精製されていない。ホ

ウレンソウの葉緑体から MDARを精製したところ、 51kDa 

の単量体の酵素が得られた。これは既知の細胞質型商事素よ

りも約 4kDa大きい。NADHおよびNADPHに対する必n

値はそれぞれ5μM、12μMであった。SH基修飾試薬やジ

クマロールによる阻害は細胞質型酵素と類似していた。N

末端アミノ酸配列は細胞質型酵素のものと相向性が高かっ

たが、この配列をもとにして単厳した cDNAはトランジッ

トペプチドをコードすると思われる配列を含んでいた。
ArabidopsisのESTクローンの中にはこのトランジット様配
列と相向性の高い配列を持つものは見いだせなかった。

S556 

クラミドモナスの配偶子誘導期での光合成活性の変動

松尾妃佐子、山本きもも、諌山史子、田村典明

(福岡女子大学・人間環境・環境理学)

単細胞緑藻であるクラミドモナス(臼lamydomonas

reinhardtiiJは、無機培地中で無性的に栄養増殖を繰

り返す。しかし、阻むαや悶f川03などの窒素源を除い

た培養液に栄養細胞を移すとやがて配偶子に分化する。

この状態で雌株 (mt(+)株)と雄株 (mt(一勝)を混合

すると一連の接合過程を経て接合子を形成する。本研

究では、野生型 13 7 c株を用いて、配偶子誘導条件

や配偶子誘導および接合子形成過程での電子伝達活性

や膜透過性を調べた。

向調培養系と非同調培養系の細胞で、生育最適温度

(22 t)よりも低い温度 (14 t)で最も高い配偶

子誘導(接合子形成率の増加)がみられた。配偶子誘

導培地に移してからの接合子形成(メイテイング)率

の時間変化を調べたところ、非同調培養系では、 1 6 
時間経過まではメイテイング率は数%と低かったが、

2 4時間を経過するとメイテイング率が50%以上に

増加した。一方、向調培養系でも、同様な配偶子誘導

の時間変化を示したが、 24-2 8時間の数時間の聞
に急激にメイテイング率の上昇が観察された。この時、

光合成の電子伝達速度を蛍光誘導によって測定したと

ころ、メイテイング率の増加とほぼパラレルに電子伝

達活性の減少がみられた。



S557 

陸生ラン色細菌 Nostoc commumeにおける吸水過

程での光合成系の変化

西尾純子，山路隆晴，菓子野康浩，小池裕幸，隼

産型産(姫工大・理・生命科学)

陸生で耐乾性のラン色細菌 Nostoc commumeは

長期の乾燥に耐え、吸水すると光合成や窒素固定

などの反応を回復することが知られている。水を

充分に与えた場合、吸水過程には 3つのフェーズ

があり、それぞれのフェーズ毎に吸水量が決まっ

ている。しかし、吸水過程には2つのファクター、

即ち吸水量と吸水開始後の時間が存在するので、

それぞれを分離してその効果を測定することを試

みた。その結果、(1)光合成活性には乾燥重量

とほぼ同じ量の水を吸収できれば充分であるこ

と、 (2)時間のファクターが重要であること、

(3 )種々の濃度のソルピトール溶液を利用する

ことで細胞を各フェーズの状態に安定に維持でき

ること、等が明らかとなった。

S558 

ラン漆カルピンサイクル調節の分子機構
国車主且皐、宮崎崇、小林大輔 l、武田徹、和田野晃 1、
重開成(近大農・食栄、 1阪府大院・応生化)

[目的]高等植物葉緑体では、カルピンサイクルのチオール酵
梁 σBPase，GAPDH， SBPase， PRK)がフエレドキシン/チ
オレドキシン系を介した光還元カにより活性調節を受けてい
る。しかし、ラン藻および真核苦慮類のこれらの酵素では調節
部位の構造が異なっているため調節を受けない。そこで、ラ
ン藻カルピンサイクルの調節因子として CP12の存在と機能
に注目し、本研究では分子特性を明らかにし、生理的意義を
考察した。
[方法・結果1Synechococcus PCC 7942細胞を還元剤を含ま
ない緩衝液中で破砕しゲル漣過を行ったところ、 PRK，
GAPDHは分子量 520kDaの復合体として検出された。この
複合体は NADPH存在下で解隠した。また、 CyanoBaseに
基づいて Synechocystis6803 CP12遺伝子を単離し、大腸
菌により His-Tag融合リコンビナント CP12タンパク質を作
成した。 Niアフィニティーカラムにリコンビナント CP12を
結合させたカラムを作成し、 PRK、GAPDH、FBP/SBPase 
およびFBPase-11との反応性を検討した結果、CP12はNAD+
存在下で PRKおよび GAPDHと結合することが明らかにな
った。これらの結果から、ラン藻細胞内で 2分子の CP12が
それぞれ 2分子の PRK，GAPDHと複合体をすることが明ら
かになった。また、 CP12遺伝子を破壊した S.6803CP12欠
損株は、連続光猪養条件では、野性株と同様の生育を示した。
一方、明/楕期 (12: 12時間)の培養条件下で、野生株の生
育は明らかな同調性を示したが、 CP12欠損株では明/暗に
よる向調が認められず、生育の遅延も認められた。このこと
から、 CP12は明/暗条件でのカルビンサイクルの調節因子と
して機能し、炭素代謝に影響を及ぼすことが示唆された。現
在、 CP12の欠績が S.6803の光合成活性、炭素代謝に及ぼ
す影響を検討している
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S559 

2つのピロフェオホルビド生成経路の存在
盤主塵壬，土井道夫塩井祐三(静大・理・生物環境.
1九大・大教センター)

植物の老化において，クロロフィルの分解は光合成能
の低下，および葉緑体膜の構造に変化を与えることによ
り，老化を起こすシグナルになると考えられている.し

かしながら，クロロフィルの分解経路の詳細については，
ほとんと、わかっていない.

フェオホルピド aはクロロフィル αから 2段階の反応
を経て生成されることを報告した.最近の研究で我々は，
フェオホルピド aからピロフェオホルピド aの生成は，
メチルアルコールを遊離する加水分解と自発的な脱炭酸
の 2段階反応による系と，NADPH存在下でギ酸メチル
を脱離する還元反応による系の， 2つの経路が存在する
ことを発見した.本講演では， 2段階反応の加水分解に
関与する酵素，フェオホルピダーゼと NADPHが関与す
る酵素，NADP-フェオホルピドデメトキシカルボニラ
ーゼ (NPD)について報告する.

フェオホルピダーゼはダイコン (Raphanussab叩 s)の
葉より， NPDは Chlamydomonasreinhardtiiの突然変異株
より精製した.両酵素共に構成型と老化誘導型の 2種類
存在するが，クラミドモナス NDPは老化誘導型の存在
量が大きい.さらに，酵素化学および物理化学的解析を
行ったところ，分子量はフェオホルピダーゼが 113，000，
NPDが 170，000であり，またフェオホルピド aに対する
Km値はフェオホルピダーゼが 15μM，NDPが 283μMで
あった.

S560 

フタパネゼニゴケのプロトクロロフィリド還元首事録遺伝子の

光合成電子伝達による発現爾節

豆E主主主高野博事小野発爾2 滝尾進2 (明大隊・自然

科学熊本大・理・生物科学)

クロロフィル合成における鍵反応を触織するプロトクロロ

フィリド還元酵集には二種類ある.それらは綾遺伝子 (por)

と業縁体遺伝子 (chIUN，chlB)にそれぞれコードされてい

る.フタパネゼニゴケ(Marchantiapaleaceavar_diptera)縫

養細胞において， 有槍栄護条件では両遺伝子は光依存的に発

現したが，光独立栄養条件ではporiA伝子のみが光依存的に

発現し，その制御に光合成電子伝達系が関与することが示唆

されていた.

本研究では，銑フタパネゼニゴケPOR抗体を用いてPORタ

ンパクの光応答パターンについて調べた. 1) PORタンパク

は，変性状態で37kDaであり，チラコイド膿と結合していた.

2)長期間暗所で培穫した有織栄養細胞では， PORタンパク

は検出されなかった. 3)光独立栄建細胞を暗所に移すと

pormRNAIま1日後には消失したが.PORタンパク量は変化

しなかったo 4)光独立栄養細胞を光合成電子伝達の阻害剤

DCMUで処理するとpormRNAI;t1日後には消失したが， POR 

タンパク量は変化しなかった.

以上の結果から，光合成電子伝達系はPORタンパクの安定

住には関与せず，おもに伝写または転写後での爾節に関与す

ることが示唆された.



S561 

Synech∞∞cusPCC6301株ゲノムの構造解析

孟且J宮、2、綴伯宮、石浦正寛1、杉田千恵子1、

軸屋博之久高野純ヘ杉浦昌弘5

e名大・遺伝子実験施設、 z名大・院人間情報、 s愛知

学院大・情報社会政策学部、 4島津製作所・分析ジェノ

ミックリサーチ室、 5名市大・院システム自然科学)

単細胞性のラン藻Synech∞∞ω56301株(旧名

AnaC，Yst.is n1dulans 6301)のゲノムは2.7Mbの大きさ

をもっ。 6301株のもつ全遺伝情報を明らかにするため、

ゲノムのほぼ全域をカバーする 200個のλクローン

の挿入DNA断片をLAPCR法で増幅した。それぞれの

増幅DNA断片を細断して得られた小断片をpUC18の

Smalサイトにショットガンクローニングし、 5倍重複

分の塩基配列決定を開始した。本発表では塩基配列解

析の進行状祝と情報解析の結果を報告する。
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F601 
アンチセンス法によるウリカーゼの生理学的意義の解析

下中靖司朗 1、高根健一矢野村美加 l、河内宏 2、田島茂行 1 (1香}I1

大・農・生命機能科学 2農業生物資源研帯用

マメ科植物は根粒諸との共生により犬気~索を固定・し、生育に利用

できる特性を持つ。この共生窒素固定は固定産物の転流形態Jこより、

アミド型とウレイド型に苅1]される。ウリカーゼは房E蛇酸化分解し

アラントインを生成する反応を角蝶し、軍脹類を除く様々な生物で見

受けられる。特にウレイド型の固定窒素転流を行なっている根粒にお

いてウリカーぜ遭f云子的'00缶)が多く発現してお巳、同似動の地

上部への転流に大きく関わっている。

7 メ科植物のミヤコグサは仰5japonicus)はiiI年部塞にゲノムプ

ロジェクトが進展し、マメ手何デノレ植物として利用されつつある。こ

のミヤコグサはアミド裂の窒素同化を行なうにも関わらず、根粒拘惑

染t岨胞におし、てウリカーゼが発現し、ノレオキ、ンゾームに局在化する

ことが報告されてし、る。そこで本研究では、ミヤコグサにミヤコグサ

ウリカーゼcDNAのアンチセンス鎖を導入し、そめ痩現型よりミヤ

コグサにおけるウリカーゼの生理学的意義を角初予することを目的とし

た。

現在までに、 d旬 vbacteriumを用い訂忍絢惑染法によって僧戎した

約60の形師識個体から種子 0¥)を得てしも。このTI樹切ミら後

代を得ょうとしたところ明金化が起こっており、制吃を得ることが困

難で、あった。そこでTI世代に対して、サザンブ、ロット、ノーザンブPロ

ッ同斬を行ない、ウリカーゼ発現祈1常1]0浦々 なミヤコグ、サ表現型に

与える影響を検言寸する。

F602 

大畠発現系を用いたダイズウリカーセ彊伝子発現産物の解析

!l三盟滞緩健一 1，)野村美加河内~1.田島茂行倒H大・良 1農業生物

資源開閉

マメ科纏柳誠撤白蜜を自身の細胞内に取り込み大気;I:tの窒棄を固定

する共生組織を誘導する。この共生組織において特醐句に務専される

遺伝子のうち、ウリカーゼは尿援を酸{じ分解してアラントインを産生

する反応を触媒し、ai*を活性中心に持つなど商事業イじさ肖悦見長からも

興味深ゆ傭である.既に当研済室においてダイズd別Aゲノミック

ライブラリーから UR2、UR9という2種類のウリカーセ強伝子がクロ

ーニングされているが両クローン発現産物の比験検討は市コれていな

い.本開校は、これら2つのウリカーゼクローンを大量発現用プラ

スミドに組み込むことにより大量の酵素を儀両ウリカーゼの静剤じ

判切搬を解析した.

UR2、E胞のCDNAクローン淵1み込まれた発現ベクター恒1'3却

を大腸積@ロ1)に形質転識し、IPrGと共に培養し酪体内で融合タ

ンパク質を産生させた.超音波処理後、アフィニティークロマトグラ

フィーにより精製した.精製された融合タンパク質はヱントロキナ」

せでタグを鉱断し、以後このウリカーゼタンパクを用いて至適剛、尿

酸に対するぬn催、酸素に対するぬn償、様々な獄譲による阻害など

轍{榊切轍を解析した.
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F603 

糸状窒素固定型ラン色細菌におけるヒドロゲナーゼの分布

とその遺伝子破療の水素生産に及ぼす影響

盤以二、中村賢介、岩田俊輔、持丸真箆 1、桜井英惇(早

稲田大・教育・生物、 l駒沢大・文・自然科学)

ラン色細菌の水素代謝には、ニトログナーゼと 2種類の

ヒドロゲナーゼ(双方向性 Hoxと取込み型 Hup)が直接

関与する。ラン色細菌は一般に両方の型のヒドロゲナーゼ

を持っと考えられていたが、近年 Hoxを欠く種の存在が報

告されている。 IAM、PCC、UTEXカルチャーコレクショ

ンからの 12穫の糸状ラン色細菌について、ヒドロゲナー

ゼ遺伝子の存否を hoxll、hupL遺伝子プロープを用いたサ

ザン解析により調べた。すべての種が hupLについては陽

性であったが、用いた hoxHプロープに対しては2種が陰

性であった。細胞抽出液の Hox活性測定からも、この 2

種は活性を全く示さなかった。 AnabaenaSp. PCC7120の

hupL-、hoxIr、hupL-hoxIr株を作製し、ニトロゲナー

ゼによる水素生産に対する影響を調べた。窒素欠乏条件下

における hoxIr株の水素生産は野生株と同程度だったが、

hupLーと hupL-hox庁株では約 5倍に糟大した。以上の結

果から、 AnabaenaSp. PCC7120のニトロゲナーゼにより

発生された水素の再吸収は、 Hupの関与が大きく、 Hoxは

は小さいことが示された。

F604 

エンドウ根粒におけるシステインクラスターが保存

されたノデュリン遺伝子の発現

加藤孝司、宣車塾生、 J11島和也、三輪雅美、三村好
史、玉置雅紀、河内宏 1 (愛知教育大・生命科学、

1農水省・生物研)

サプトラクション法によって、エンドウ根粒から

根粒で特異的に発現する十数種類のノデュリン遺伝

子を単離し、それらの発現を窒素固定活性が欠落し

たエンドウ突然変異体E135の根粒と正常な根 粒 で

比較したところ、 6種類の遺伝子の発現がE135根

粒で減少した。これらは、レグヘモグロビン遺伝子

とシステインクラスターで特徴付けられる 5種類の

ノデュリン遺伝子であった。後者は、初期ノデュリ

ン遺伝子PsENOD3とPsENOD14、後期ノデュリ

ン遺伝子PsNOD6と同様に、シグナルペプチドと思

われる領域を有し、 Cys-X5-CysとCYS-X4-CySと

いう 2つのシステインクラスターが保存された約60
個のアミノ酸から構成される低分子のタンパク質を

コードすると推定された。これら 5種類は、いずれ

もレグヘモグロビン遺伝子と同様な時間的発現様式

を示し、また、根粒のearlysymbiotic zoneで発現

がみられたことから、窒素固定活性と密接な関係に

あるノデュリンであることが示唆された。



F605 

共生後期におけるミヤコグサの根粒菌認識機構解明への
アプローチ
亙昼墓旦1、中森一樹2、泉井桂1，2、畑信吾1，2
(1京大院・生命科学、 2京大・農)

根粒菌とマメ科縞物との共生における初期応答反応機
構が比較的よく研究されているのに対して、共生成立後
の相互認識には不明な点が多い。我々はこれまでにミヤ
コグサLρtusjaponicusB-129・Gifu'がインゲン根粒菌
Rhizobi山刀 et1iCE3と一旦は共生を成立させ、窒素固定
活性を発現させた後急速に共生を停止させることを見出
した [1]。この実験系は、共生後期において植物が菌を
認識する未知の機構や防御反応誘導機構を解明するため
の良い材料となり得ると期待された。
我々は上記の機構に関与する遺伝子を単離するために

アクティベーションタギング法を適用しようと考えた。
まず我々はタンデムに並んだ6個のCaMV35Sエンハン
サーを持つ、新たなアクティペーションタギング用プラ
スミドを構築した。この手法を用いるには効率の良い遺
伝子導入法が要求されるが、そのために我々は
Agrobacterium rhizogenesによる毛状根形質転換法を
用いることにした。 LUC遺伝子をレポーターとして用
いた予備実験の結果、内在性問プラスミドとのco-
transformation系が働くことが確認された。より良い
形質転換効率を得るための条件検討を現在行っている。
[1] Banba M， et al. (2001) MPMI in press， 

F606 

イネにおけるグルタミンを介した窒素代謝系制御機構
呈出盤産山谷知行日('東北大院.a・応生科理研・ PSC)

イネ根の外来NH，+同化系では、 NH，+供給後極短時間で表
皮・外皮で増加す石NADH依存性グJνタミン駿合成酵素
(NADH-GOGAT)が重要な役割を担う。この際、同遺伝子の
発現は、グルタミンまたはその代謝産物により転写レベルで
制御されることが示唆されている.また、グルタミンは、イ
ネでの主たる転流窒素形態の一つであり、転流グルタミンは
シンク組織でNADH-GOGATによりグルタミン酸に変換さ
れて再利用される。これらの結果は、イネにおいてグルタミ
ンを介した窒素代謝系制御機構が存在する可能性を示唆す
る。大腸菌や窒素固定細菌では、 glnD遺伝子産物のUridylyl
transferaseが、細胞内のグルタミンと2ーオキソグルタル酸
の濃度比を検知し、 PIIを介して情報伝達してグルタミン合成
酵素遺伝子の発現を制御する。また、晴乳動物の中枢神経細
胞問でのグルタミン酸を介した興奮性情報伝達系において
は、シナプス前終末のグルタミン酸プールの維持に、グリア
細胞から放出されたグルタミンを細胞内に取り込むグルタミ
ン輸送担体が重要である。近年、ラットからグルタミン輸送
担体遺伝子cDNA(GlnT，AT企位)が単離された。そこで、イネ
でのグルタミンを介した窒素代謝系制御機構の存在を検証す
る第一歩として、 GlnD及びGlnTホモログの単離を試みた。
イネES1検索での配列情報をもとにした5'-及び3・-RACE

法により、 1mMNH.+で12時間処理したイネ根から、完全長
のラットGlnTホモロゲ(OsGlnT)及び窒素固定細菌
A. vJnelandJJ GlnDホモログ(OsGlnDl， OsGlnD2)を単離し
た。 OsGlnTは458アミノ酸をコードする新規アミノ酸輸送担
体ホモログであり、 11個の膜貫通領域を有することが推定さ
れた。 OsGlnD1及びOsGlnD2は、各々 452アミノ酸、 453ア
ミノ酸をコードし、量産素固定細菌群のGlnDタンパク賀のC末
端倶IJ領域と20-40%程度のIdentltyを示した.現在、イネでの
これら遺伝子ホモログの発現特性を解析している。
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F607 

Lotus japonicusを用いた形質転換体の作成及び発現解析

盤準監差、高根健一人河内宏 1、野村美加、田島茂行

(香川大.J量、 l虚業生物資源研究所)

ダイズ根粒内で Bradyrhizobiumjaponicumが行なう窒禁

固定反応の結果生ずるアンモニアはプリン塩基合成に

使用され、アラントインとなり、導管経由で地上部ヘ転

流される.ウリカーゼは尿酸からアラントインを合成

する反応を触媒する醇素である.既に当研究室で UR2

は低レベルながら全組織で恒常的に発現し、 UR9は根

粒感染後発現糟幅することが明らかにされている.そ

こで、ダイズゲノミックライブラリーからクローニン

グしているウリカーゼ遺伝子 UR2、UR9のプロモータ

ーと GUS遺伝子と pLX412とを結合させ、ミヤコグサ

(Lotus J叩 onicus)形質転換用のコンストラクトとし、

形質転換ミヤコグサを作成した.UR2のf1での GUS

活性測定、 GUS染色、ゲノミックサザンを行なったと

ころ、コンストラクトが入った再生植物が 5ライン得ら

れ、その全てに GUS活性が認められた。今後、 UR9の形

質転換体を作製し、 UR2との違いを観察していく予定で

ある.

F608 

タバコ「葉型」及ぴ「根型J亜硝酸還元酵素(NiR)
遺伝子の発現解析
担産主畳、高橋美佐、森川弘道(広島大院 ・理・数
理分子生命理学)

NiRは葉緑体や根のプラスチドに局在し、還元
型フェレドキシンを電子供与体として亜硝酸イオ
ンを 6電子還元する酵素である。 NiR遺伝子の数
やタイプは植物によって異なり、ライス、トウモ
ロコシには 2つ存在するカ宮、シロイヌナズナ、ホウ
レンソウ、オオムギでは lつである。タバコには主
に葉で発現する「葉型Jと主に根で発現する「根
型」の 2種類の NiR遺伝子がそれぞれ 2個ずつ、
計4個ある 。 この内、クローン化されているのは
3個のみである。
本研究では、これまでクローン化されていなかっ

たタバコの「根型Jnii4をクローニングし、 4個
(2種)の遺伝子の特徴、発現パターンを解析した。

cDNAの相向性は、 葉型同士、根型同士の場合は
97%、葉型と根型聞の場合は 83%であった。また、
RT-PCR法による解析の結果、硝酸誘導前では、
「葉型」の発現は明らかに葉>根で、「根型」の発

現も葉<根あった。硝酸誘導後では、根では「根型」
のみの発現が顕著に高まった(約 18倍)が、葉では
「葉型Jと「根型」両者の発現が高まった(ともに約

6倍)。この結果は、いわゆる「根型JNiR遺伝子
は葉組織においても生理的機能を持つことを強く
示唆する。



F609 

クラミドモナスにおける硝酸還元酵素 (NR)依存性

のー酸化窒素 (NO)生成

盤返撞王、中村宗一、山崎秀雄(琉球大・理・海洋自然)

一酸化窒素 (NO)はフリーラジカルの一種であ

り、微量ながら植物細胞内でも生成されることが知

られている。しかし、植物における NOの発生源は

未だ不明な点が多い。本研究では、緑藻のクラミド

モナス Chlamydomonasreinhardtiiを用い、 invivoで

の NR依存性の NO生成を検討した。野生型のクラ

ミドモナスに暗黒下で亜硝酸を加えると、電極法ま

たは DAF-2DA蛍光検出法の両方で NOの生成が

観察され、シアンによって完全に阻害された。同条

件下でNR欠損株cc-2929に車硝酸を加えても、NO
の生成は見られなかった。また、この NO生成反応

に対する NO合成酵素(NOS)の関与を明らかにする

ため、 NOSの基質であるアルギニンと阻害剤 Nに

ニトロアルギニン(L-NNA)の効果を調べた。その結

果、野生株にアルギニンを加えても NOの生成は見

られず、亜硝酸依存性の NO生成は L-NNAによる

阻害をまったく受けなかった。以上の結果は、クラ

ミドモナスにおいてE硝酸依存性のNO生成はNOS
ではなく NRによるものであることを示している。

F610 

コマツナ葉硝酸還元酵素リン酸化酵素例R-阻n蹴)の精

製と機能解析

虫祉法企、細尾信悟、白石斉聖、杉本敏男、王子善清

(神戸大・農・植物栄養学)

高等植物における窒素代謝の律速酵素である硝酸還

元酵素 (NR)は遺伝子レベルで制御されると共に、

環境条件に応じてタンパク質レベルで活性が制御され

る。 NRタンパク質は、 NRリン酸化酵素(限必n蹴)

によりリン酸化され、そのリン酸化した NRに、 14・3・
3タンパク質が結合することで不活性化する。 NR・
Kin蹴は少なくとも 2種類存在することが確認されて

いるが、本研究では、材料にコマツナを用いて性質や

詳細の不明なカルシウム非依存型 NR-Kinase(Ca2+-
independent NR・阻nase)について研究を行った。緑葉を

明条件から暗条件下に移すと、限は急激に不活性化

し、 ea2+-independentNR-Kinaぉの活性は短時間で一過

的に上昇した。 NRのリン酸化部位の配列を含む合成

ペプチドを基質として各種クロマトグラフイーにより

精製を試みた。得られた阻naseは分子量約 50KDaで

NRのリン酸化部位を特異的にリン酸化した。
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F611 

NADH依存性グルタミン酸合成酸素 cDNAを導入したインド裂イ
ネの解析
里量豊主二、首藤愛呼¥皐川俊彦¥山谷知行司'東北大院・
農・応生科、 2理研・ PSC)

イネの NADH依存性グルタミン酸合成酵素(NADH-GOGAT) 

lま、未抽出業身や登熟初期の頴果などの若い器官において転
流されてきたグルタミンの再利用反応の鍵を握っている。一方、
インド型イネ Kasalathは、種々 の日本型イネと比級して、未嫡出
業身、登黙過程の頴果における新鮮重あたりの NADH-GOGAT

タンパク賞含置が低いことが明らかになっている。従って、インド
型イネの若い器官において NADH-GOGAT含畳を車種強させるこ
とにより、窒素利用効率や生産性の向上にむすびっくことが期
待できる。
そこで本研究では、 KasalathにSasanishikiNADH-GOGA T遺

伝子の転写開始点上流域約 2.8kbの下流に NAD仲 GOGAT

cDNAを連絡させたキメラ遺伝子を導入した形策転換体を作出し
た。その結果、野生型と比較して、来抽出策身において新鮮重
当たりの NADH-GOGATタンパク貨含量が最大で 80%地大した
ラインや、 80-100制減少したラインが纏数得られた。 NADH-

GOGAT含量が増大した個体は草丈が禽〈、旺盛に生長し、主総
の務重置が虫歯加する傾向が怨められた。逆に減少した個体では
草丈が低〈、不稔、穂重量の減少がみられた。これらの結果は、
イネにおいて NADH-GOGATが生長性、生産性に直接関わる酵
素であることを示唆している。現在、これらの個体を用いて釜熱
過程の頴果における NADH-GOGAT含量の泊滅を銅査し、
NADH-GOGATが収量に及!ます影響を検値している。

F612 

イネ来摘出業身におけるサイトゾル型ゲルタミン合成酵紫及びフ工ニルア
ラニンアンモニアリアーゼの組織内分布
擢畳呈:、片山車庫博Z、山谷知行'.3('東北大院・農・応生科、 Z農工
大・院・ BASE、3理研・ PSC)

イネの朱抽出業身において、サイトゾル型ゲJ~-9ミン合成酵素 (GS1) タ
ンパク貨は、主に二次細胞壁の未発達怠厚壁組織細胞や木部柔細胞
1d.どに存在する。これらの細胞の細胞壁にはリゲニンが沈着することから、
GS1がりゲニン化の鍵酵素であるフエニルアラニンアンモニアリアーゼ(PAL)

の反応により放出されるNH;の同化を行っている可能性が示唆された1)。
PALの反応により放出される NH;'立、 GSにより同化されることが明らか
と怠っているが、どの分子穏の GSがこの反応を触媒するかについては充
分怠検討がおされてい1d.い。そこで本研究では、 insitu hybridization ~去
により未抽出葉身における両 mRNAの蓄積部位を解析し、構造生物
学的側面から両者の機能関連について考察を与えることを目的とした。
3・-UTR113 bpを含む 703bpのGS1cDNA部分断片、および、三種

類のイネPALcDNAに高度に保存された403bpの部分断片を鎗裂に
DIGラペル RNAプローブを合成し、イネ葉身から調製したパラフィン包爆
切片に対して insitu hybridizationを行った。その結果、朱抱出葉身の
中央部の維管束組織において、強いシグナルが得られた。 PAL、GS1

mRNAはともに、厚壁組織細胞、木部柔細胞、メストム車両細胞に強〈検
出され、特に厚壁組織細胞に富む中肋部分の大維管東で強いシゲナ
ルが得られた。また、これらの細胞群にはリゲニンの沈着が観察された。
1999年の本大会で報告した、抗イネGS1特異抗体及び抗ポプラPAL

抗体を用いた免疫組織化学的解析に加え、これらの結果は、 PALの反
応により放出される NH;の同化に GS1が様能している可能性をさらに
強〈示唆するものである。
1) Sakurai et al. (1996) Plan匂 200:306・311



F613 

NADH依存性グルタミン敵合成欝棄遺伝子のシス

配列の解析

企島壷ヒ」、早川俊彦 l、山谷知行 1，2 (1東北大院、騰、応用生

命科学、 2]:里研・ PSC)

我々は、イネ NADH依存性グルタミン酸合成酵素

(NADH-GOGAT)遺伝子と GUS情造遺伝子との融合遺伝

子を導入した形質転換イネを周いて、同プロモーターの発現

特性解析を行なっている。これまでに同プロモーターは、成

長中の若い組織と維管東組織や糊粉膚で強く発現することを

報告した。デリーション解析の結果、 T、JADH-GOGAT遺伝子

の・142から+886の領域に、 NADH-GOGATの組織特異的な

発現を制御するシス配列が存在すると推定した。この領域の

中でも、・72から・52の領域に既知のシス配列と類似した配夢IJ

が集中して見いだされた。

イネ培養細胞及びイネ幼植物根から核摘出物を調製し、ー72

から・52をプロープとしてゲルシフト解析を行ったところ、そ

れぞれの核摘出物中にはこの領域に相互作用する分子が存在

した。-72から・52に類似した配列を用いた阻害実験から、・72

から・52の中でも TGGリピート配列或いは CAAC配列が認

識されていることが分かった。

F614 

海水性ラン蕩Synechococcussp. PCC 7002における

微量栄聾棄としてのニッケル

室主盤主1.2、DA Bryant1 (lDept. Biochem. Molec. 
Biol. Penn State Univ. University Park. PA16802. 
USA、2金沢大・ 理・生物)

ニッケルはウレアーゼ(尿素加水分解酵素)およぴ~A閉
デヒドロゲナーゼの活性中心の構成要素である。通常の

ラン藻の培地にはニッケルが含まれていないため、研究

室においてラン藻はニッケル欠乏下で培養されているも

のと考えられる。海水性ラン藻Synechococcus Sp. PCC 
7002を尿素を窒素源にして 22'(:で培養すると窒素飢餓

により黄化するが、ニッケル (5!.1M NiS04) を培地に添

加すると窒素飢餓が解消される。ウレアーゼの活性はニッ

ケルを培地に添加すると 2時間で 10倍にまで上昇する。

ウレアーゼのαサプウニットをコードする ureC遺伝子の

転写量はニッケルの有無および窒素源に依存せず一定で

ある。これらの結果は、ニ ッケルの欠乏に よりウレアー

ゼの活性中心が構築されず尿素の利用効率が低下してい

ることを示唆する。

また、淡水性ラン藻SynechocystisSp. PCC 6803およ

び、Anabaenasp. PCC 7120においては、ニッケルを培地

に添加しでもウレアーゼ活性は上昇しない。これらの結

果は、淡水性ラン藻はニッケルに対する高親和性の輸送

システムを持つことを示唆する。
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F615 

C. paradoxa cyanel1eからの包膜の分離とその性質

由佐史江、菓子野康浩、佐藤和彦、止並謹呈 (姫路工

大・理・生命科学)

灰色藻C.paradoxaの葉緑体、 cyanel1eはラン藻の特徴

を色濃く残しており、一番原始的な葉緑体と考えられて

いる。ラン藻が共生したことによって葉緑体が成立した

と考えられていることから、 cyanel1eは共生時の特徴を一

番多く残している葉緑体と考えられ、葉緑体の成立過程

を推定するのに一番通した材料である。本研究では

cyanel1eから包膜を分厳し、その性質を調べた。

単離した cyanel1eを軽くリゾチーム処理した後フレンチ

プレスで破砕し、密度勾配浮上遠心法により包膜を分離

した。二つのカロチノイドに富む画分が分離された。ひ

とつは報告されている内包膜と浮上密度が一致しており、

内包膜画分と推定された。もう一つの画分は非常に密度

が軽く、ショ糖を含まない膚に分離されてきた。カロチ

ノイド組成を分析したところ内包膜薗分はゼアキサンチ

ンに富み、より軽い薗分はβーカロチンに富んでいた。

それぞれの画分を電子顕微鏡で観察したところ、内包膜

画分は膜構造を持っていたが、より軽い画分は粒子状の

様造を持っており、膜画分ではなかった。外包膜画分は

ペプチドグリカン層を付着していて重く、チラコイド膜

画分から分離されていないと考えられた。現在外包膜の

分磁を試みている。また各画分の脂質組成およびタンパ

ク賞組成についても報告する。

S601 

ミヤコグサ綴粒におけるホスホエノールピルビン酸
カルボキシラーゼとそのリン酸化酵素のクローニン
グと性状解析
皐宜王l、中川知己九梅原洋佐3、河内宏3、
泉井桂1.2." 畑i言吾1.2... 

('京大・農、 z京大・院・農、 3農業生物資額研究所
‘京大・院・生命科学)

ホスホエノールピルビン酸カルボキシラーゼ
(PEPC)はマメ科植物の共生窒素固定根粒の炭素代

謝における中心的な役割を果たしている.また、
PEPCは特異的なリン酸化酵素 (PEPC-PK)によって
修飾を受けて活性化されるアロステリック酵素であ
る.我々は、ミヤコグサ根粒cDNAライブラリーよ
りLjPEP，白DNAを、マメ科植物では初めてLjPEPC争

PKcDNAを単離した.
LjPEP，似 、961個のアミノ酸からなるタンパク質

をコードする完全長クローンであった.このLjPEPC
はミヤコグサ根粒において高発現する分子種である
ことが示唆された.
一方、 LjPEP<-..... PK/vま、277個のアミノ酸をコードする
完全長クローンであった.また、根粒における
LjPEPC・'-P/((のmRNAレベlレは、 LJPEPIαηレベルの
11100程度であることが示された.
今後は、組換えPEPCとPEPC-PKを用いてinvitroで

リン酸化活性を証明するとともに、 insiω
hybridizationなどにより両遺伝子の根粒における発
現状況を調べる予定である.



S602 

ダイズにおける2種類のPEPC遺伝子のプロモーター解

析とそれらを制御する転写因子の探索

虫刈匁，e! 高根健一・ 河内宏. 泉井桂M 畑信膏L

('京大院 .農・植物性理，・農水省・生物研，・京大院・生命・分子代

謝)

ダイズゲノムには、根粒で特異的に高く発現するホスホエノ

ールピルビン酸カルボキシラーゼ (PEPC)遺伝子GmPEPC7

と、植物全体に低く発現する相同な遺伝子GmPEPC15が存

在する [1]. この2つの遺伝子は5・上流領岐においても非常に

高い相向性を有しているにもかかわらず、 GmPEPC7のプロ

モーター活性は根粒で非常に高く、 GmPEPC15の活性は低

かった [2].

根粒特異的遺伝子の分子進化の過程を追究するために、今

回さらに詳細にGmPEPC7プロモーターの削り込み実験を

行った結果、転写開始点から約400bp上流にある66bpの領

域が根粒における高発現に重要であるという知見を得た。し

かしこの66bpのみを除いたプロモーター(1.3kb)も根粒で有

意な活性を示したことから、複数の領域が根粒での高発現を

制御していると考えられた。 Mobllityshl武ぉsayを行ったと

ころ、上記の66bpの前後において、 GmPEPC7にも

GmPEPC15にも共通に結合するタンパク質が検出された。

また、 GmPEPC7の66bp領域とGmPEPC15の対応する領域

には異なるタンパク質が結合するという予備的な知見が得ら

れたので、現在その確認を行っている。

[1] Hata. S. et al. (1998) Plant J. 13: 267-273 
[2] Nakagawa. T. et aI. (2000) PCP41: 5159 

S603 

イネ根におけるアスパラギン合成鯵棄の分布と発現解析

虫畳箆本!IL¥回l罰j真由美 ¥ 早川俊彦 l、山谷知l行は('東北大院・

.Il・応用生命科学、三理研・ PSC)

イネにおいてアスパラギン合成醇素 (AS)1:、ゲノム中に単一コ

ピーで存在している。これまで我々はイネ AScDNAを大腸菌内で

発現させ、 AS特異抗体を獲得じている。この抗体を用いて、ASタ

ンパク質、 mRNAが完全展開前後の葉鞘と登熟課絞の穎果に多く

存在することを示した。また、これら器官における ASタンパク質

の組織内分布を明らかにした。

本報告では、摂粒を除きほとんど知見の得られていない根でのAS

について、組織内分布を明らかにするとともに、イネ幼捕物を用

いてH音処理、 S繁栄養処理仁対する応答を調べた。

イネの般において ASは恒常的に発現してお り、主に中心位、分

校根原基に存在し、外皮、表皮にも存在していた。双子葉のアラ

ピドプシスASNl、エンドウ ASlでは暗処理により ASmRNAが

速やかに蓄積することが知られているが、イネ ASでは暗処理によ

ってその発現が mRNA、Pンパク質ともに蓄積することはなかっ

た。種子栄養が枯渇した状態の幼植物を用いて、窒素栄養処理を

行ったが、地上部、地下部ともに顕著な応答は見られなかった。
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S604 

イネ着生糞の一生におけるサイトゾル型グルタミン合成酸素の潤蛍周節の可

能性

小原案広¥佐藤雅志人山谷知行 '.3 ('東北大院.a・応生科、 2東北大・

i宣生研、 '.3理研・同記)

イネのサイトゾル型グルタミン合成酵素 (岱1)は、師管を介して老化:.身

から転流されるグルタミンの生合成に関与していることが示峻されている。

Ni降xrllareとKasalathの婚生業の一生を通して GS1含量友ぴ・局主を比較し

たところ、老似邸呈において Kasalathでは Ni降W白 reに比較して新鮮重

あたりのお1含置は常に高いもののGS1活性は間程度あるいは低〈 、GS1含

量と活性の挙動は一致しないことか市1明した。イムノブロ y卜法で求めたGS1

9ンパク質当たりの活性には、両足市高で大きな差が認められた。そこで、

この差を伸月する目的で、GS1の反応動力学自推賞の比較並びに翻訳後修飾

による潤蛍鵬首の可向回全を検討した。

Ni同xrllare友ぴKasalathの.身より GS1の精製を行った。精製GS1の

tur剛 'er畑町並びにグル11ミン酸、 A1P及び嗣仰に対する均値は、

両，f.J重聞で大きな差l主砲められなかった。 a纏問のGS1タンパク貨当たりの

活性の差は、その反応動力学附空貨の相違によるものではなく、翻訳後修飾

により生じていることが維察された。硝酷量元厳禁はそのセリン残基がりン

酎ヒされた後、 1ι3-3タンパク貨との相互作用により潤主斑目されてL、るこ

とが知られている。精製 GS1に対する anti-jIlO咽10SDrlr喝抗体との交差性

をイムノブロット法により解析した結果、anti;:tlositlo舗rI閣抗体は両品

種のGS1を飽織し、 GS1のセリン残基がリン酬ヒされていることが示峻され

た。現在、 GS1活性やリン敵化に影響を与える因子の単灘、同定を行ってい

る。

S605 

イネにおけるアンモニウムトランスボーターの機能
解析
里旦J量、池田亮、石綿量子、山谷知行¥山口
薄ニ(名古腫大学生物分子応答研究センター、 1東

北大院・鹿・応用生命科学)

本研究ではイネにおいてアンモニウムイオンを特
異的に輸送するトランスポーター遺伝子
OsAMT1;lおよび OsAMT1;2に着目し、その解析

を行った.
OsAMT1;lおよび OsAMT1;2においてその発現

様式をノーザンハイブリダイゼーションj去を用いて
検討した.組織特異性を検討した結果、 OsAMT1;l
は茎葉部および根といった様々な組織で発現が認め
られたのに対し、 OsAMT1;2は担特異的に発現が
認められた.またアンモニウム添加による発現の醗
導性を検肘した結果、 OsAMT1;lはアンモニウム
添加によって発現の上昇はみられるものの、構成的
な発現が毘められたのに対し、 OsAMT1;2はアン
モニウム添加によってはじめて発現の醗導が認めら
れた.
酵母変異株を用いた相補実験の結果、今回得られ

た OsAMTの翻訳産物が実際にアンモニウムイオン
の取り込み機能を有していることが明らかとなった.



S606 

単細胞性愛禁固定型藍藻の窒素固定遺伝子群の単厳と発現

の解析
車山盤ニー1.2 ..滞健一 (IRITE 植物分子生理 2奈良

先端大バイオ)

~禁固定に関与するニトログナーゼは一般に酸素によっ
て不可逆的に失活する。好気性の単細胞性窒禁固定藍藻で

ある SynechococcusSp. stra!n Miami BG 43511は明期に

光合成を暗期に皇室禁固定をそれぞれ行い、時間的な隔たり

によってニトロゲナーゼの酸素による失活を防いでいると

考えられている。このメカニズムを解析する一環としてま

ず我々はニトロゲナーゼ (ni{)遺伝子をこの藍藻より単厳

し、解析を行った。

Synechococcus sp. strain Miami BG 43511のゲノムラ

イブラリーから、これまで明らかになっている他の生物の
ni釦 .niiKの栂向性の高い部分をプローブとして 5つの独立

した陽性クローンを単献した。それぞれのクローンの極基

配列を決定した結果、全長約 18kbの中に 16個の nif遺伝

子群があるととが確認された。次にリポーター遺伝子とし

てルシフエラーゼ (Ju泊 B)を用い、その上流ヘ個々の nif
遺伝子問領域を組み込みプラスミドを構築し、大腸菌首と窒

素固定能を欠く単細胞性重E藻 Syηechococcussp. strain 
PCC 7942ヘ導入しプロモーター活性が他の生物でもある

のかまた明暗周期を示すのか否かの検討を行った。その結

果導入した遺伝子問領峻の違いによって生物発光の強い椋

と弱い綜が確認された。これらの結果から窒禁固定しない
藍藻や大腸菌でもnif遺伝子が発現する可能性が示唆された。

S607 

E硝酸還元酵素活性が大幅に抑制された形質転換植

物におけるE硝酸還元に関与するタンパク質の解析

直盛差隼、ー森JIIi弘道(広島大院・理・数理分子生命

理学)

車硝酸還元酵素 (NiR)は亜硝酸イオンをアンモ

ニアに還元し、二酸化窒素還元、硝酸還元に必須の

酵素であるが、我々はこれまでに NiR活性がほぼ

ゼロに抑制されているトランスジェニック植物が野

性株とほぼ同レベルの硝酸還元能を持っていること

を見つけたo 切り取り葉を用いた実験でも同様な結

果が得られた。本研究では、 NIR活性を抑制したト

ランスジェニック植物においてE硝酸イ才ン還元に

関与しているタンパク質を明らかにすることを目的

として研究を行った@

植物材料として、タバコの NiRcDNAのアンチ

センス鎖を導入したトランスジェニック・タバコ植

物CVaucheretet al. 1992)と野性株を 10週間生育
させたものを実験に用いた。植物葉から抽出した粗

抽出液を2次元電気泳動で分厳し、メチルピオロー

ゲンを電子供与体として、 E硝酸還元酵素活性につ

いて活性染色を行った。その結果、野生株では2つ

の活性が強いスポットと活性が弱い 2以上のスポッ

トが存在することが分かつた。アンチセンスタバコ

植物では活性が弱いスポットのみが観察された。現

在それらのスポットについて解析を進めている。
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S608 

ミヤコグサ援粒における硝酸還元酵素とスクロース合成醇棄の
解析
掴佳盤，岡村好倫，中川弘設金山喜則(東北大院良・園芸，
l千葉大・園芸・金物生面

マメ科根粒窒素固定の襟融阻害繍構には不明な点カ惨い。この
現象には、穏粒内における植物由来の硝酸還元静素削R)やスク
ロース合成勝素 (SS)カ潤与しているとの鋭がある.そこで、モ
拘レマメ科植物であるミヤコグサを用いて糟隙について調べ丸
欄魁糊蝿区の業・根の NR活性閣期出喪主以下であった鼠処

理区では顕著な上昇を示した.一方根粒明主無処理区でも NR活
性は検出さオし石慢唆処理による活性上昇はなかった.このような
栂粒 NRの特徴は他のマメ科継物でもみられている.次にミヤコ
グサ根粒から摘出した足払を用いて、Rf-陀Rにより NRの
cDNA断片をクローニングした.得られえクローンはダイズ・タ
バコ等の NRと高い相同性を示し、サザン解析の結果から、シン
グルコピーであること腕唆された.NRmRNAレペjレは繍糠
処理区の各器官では低かった抗その中で協恨組側最も高く、活
性の結果と対応していた.しかし、様鱒潔毘によるmRNAの上
昇は、業・根と同様に根粒でもみられ活性の結果と一致しなか
った.また、ウエスタンプロットにおける NRタンパク質例鋤
もm剛 Aレベルに対応していた.従って、根粒明複島国務闘
の活性を示す京因として、.，鞭のNR活性の調節が示唆された.
ミヤコグサにおいて穣融処理 5日後の根粒における ss活性を

1周旋したところ、ニトロゲナーゼ間企の低下に伴う可溶性タンパ
ク質量あたりのお活性の低下はみられなかった。また、ダイズ
においても石積観現 3 日樹こニトログナ吋話出1~20%に低ずす
るのに対して、 ss活性はほとんど変化しなかった.従っておは、
少なくとも硝酸処理による初期のニトロゲナーゼ活性低下には関
与していないと考えられる.

S609 

ホウレンソウ硝酸還元酵素誘導に関わるプロモーター

の解析

全亘丞畳、白石斉聖、杉本敏男、王子善消(神戸大

学・農・植栄)

硝酸還元酵素(NR)は植物の硝酸同化を律速する酵

素である。 NR遺伝子の発現にはNR遺伝子上流域

のAGTCA配列が必要であることがシロイヌナズナ

において示されている。ホウレンソウ NR遺伝子上

流域には3個所にこの配列が存在している。そこで

どの配列が遺伝子発現に必要であるのか検討した。

レポーター遺伝子を用いた上流域のデリーション解

析から、・265"-'-261にある AGTCA配列が必要であ

ることが示された。さらに NR遺伝子の発現にはこ

の領域の上流にある ATRichな配列が必須であると

いう結果を得た。そこで AGTCAタンデム配列と

AT Rich+AGTCAタンデム配列を含む 2種類のベク

ターを作製し Gainof Function実験を行った結果、

NR遺伝子発現には AGTCA配列と ATRich配列の

両方が必要であることが明らかとなった。



S610 

硝酸還元酵素遺伝子発現に関与する転写調節因子と

cDNAクローニング

且亙査皇、遠藤元、杉本敏男、王子善清(神戸大学・

農・植物栄養)

高等植物の硝酸還元酵素 (NR)遺伝子発現には

NR遺伝子上流プロモーター領域の AGTCA配列が

必要であることが報告されている。しかしこの配列

に特異的に結合する転写調節因子は未だ同定されて

いない。 AGTCA配列を含む合成オリゴ DNAを用

いてゲルシフトアッセイを行った結果、 NR活性変

動に伴い量的変動を示す 2つの DNA結合タンパク

質を見いだした。この DNA結合タンパク質の

cDNAを単離するため酵母 One-HybridSystemを用

いたスクリーニングを行い、約40万の組換え体か

ら10個のクローンを単離した。塩基配列からこの

中の 1つの cDNAが新規の遺伝子であることが明ら

かとなった。この遺伝子のコードするタンパク質の

DNA結合能について検討したところ、 AGTCA配列

を特異的に認識して結合することが示された。

S611 

植物ミトコンドリアのゲノム解析(その1)

渡瀬雄介、長瀬正和、杉浦昌弘 1、髭山塵盤(名大・遺

伝子・植物ゲノム、 I名市大・院・システム自然科学)

[序:J我々は植物細胞の 3つのゲノムー核、葉緑体ミ

トコンドリアー間での遺伝子転移と再編成、そして、ミ

トコンドリアの未知遺伝子の機能等を明らかにする目的

で植物ミトコンドリアのゲノム解析を始めた。

防枠日夕パコN化o脚 Ultal町制 BY4の緑葉、ジャガ

イモ Solanumtuberω mの塊茎、ヤエナリ VignarOl.均幻

の旺軸からミトコンドリアを単離した。

陪果と考察}それぞれの植物組織から呼吸活性(酸素

電極で調鹿)を保持したミトコンドリアを調製した。 1
キログラムのタバコ緑葉、ジャガイモ塊茎、ヤエナリ匪

軸から、それぞれ 30μg、100μg、200μgの Dl'弘

を調製した。いすサ1も制限酵素で切断され多数のバンド

となることを確認した。現在タバコミトコンドリアの制

限酵素切断断片をクローニングしそれらの塩讃酬を順

次決定している。その結果、既知のミトコンドリアゲノ

ム配列(シロイヌナズナ、テンサイ)とホモロジーのな

い配列を多数検出した。ゲノム構成の比較も含め報告す

る。
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S612 

ミヤコグサ根粒菌 M白orhizobiumlotiのゲノム泡基配列解析
虫坦盤=..金子賞一、佐藤修正、田畑智之
(かずさDNA研究所)

土犠細菌 Mesolカizobiumloti MAFF303099はミヤコグサ
Lotus japonicusの棋に根粒形成を縁導し、根粒肉部での窒繁
固定能をもつことが知られている。根粒菌のもつ金遺伝システム
を解明するために M loti MAFF303099のゲノム塩基配列決
定と遺伝子推測を目標とした解析を開始した。 M loti 
MAFF303099は 3つの環状復製単位をもち、 7.0Mbの染
色体、 350Kb、 210Kbの 2つのプラスミドから構成され、ゲノ
ムの平均 GC含量は 61.7%と推測された。多くの
Rhizobium属は Symと呼lまれる巨大なプラスミドを持ち、そ
のよに多くの窪禁固定と根粒形成の遺伝子があるが、 M.loti 
の場合、巨大プラスミドはなく、これらの遺伝子は染色体ょにあ
る。M loti MAFF303099ゲノムの金塩基配列解析はホール
ゲノムショットガン法により行った。まず、会 DNAより平均イン
サートサイズが異なる 4種類のクローンライブラリーを作成し、
ここからランダムに選抜したクローン DNAの末端配列データを
ゲノムの長さの重視度約 7倍となるように蓄積した。続いて計
算機による配列結合をおこない、クローンの宋鋤配夢1)情報を整
理することで、 370のコンティグに分割された粗配列データを得
ることができた。合計長は 7，589Kbで、会複製単位のほぼ全
織をカバーしていた。 2000年 11月現在までに、コンティグ聞
のギャップのすべてをブライマーウオーキングによる配列分析で
埋め、配列の編集と確認作業を行い、3つの復製単位のサイズ
をそれぞれ 7，036，352， 208 kbでE査定した.現在、塩基配列か
らの遺伝子の構成と機能の予測、公開データペース
RhizoBase (http://www.kazusa.or.jp/rhizobase乃の織築を
進めている。

S613 

マメ科のモデル植物ミヤコグサのゲノム解析
隼産鑑正， 金子貴一， 中村保ー， 浅水恵理香，

加藤友彦， 田畑哲之(かずさ DNA研究所)

マメ科植物は根粒菌との共生窒素固定などの特
徴を持つことに加えて、食料資源としての有用性
も持っている。我々はマメ科植物の持つ遺伝情報
の包括的理解を目的として、分子遺伝学的解析に
好適な形質を有するマメ科植物ミヤコグサの大規
模ゲノム塩基配列決定プロジェクトを開始した。
配列解析にはアクセッション MG・20から作製した
平均インサートサイズ約 1∞kbで形質転換可能な
TACクローンを用いている。他のマメ科植物のDNA
マーカーやミヤコグサ ESTプロジェクトから得ら
れた配列情報を利用し PCR法を用いて起点となる
クローン(シードクローン)を選抜し、配列解析を進
めている。塩基配列はショットガン法(重複度約 5
倍)により決定し、相向性検索やコード領域予測プ
ログラムを利用したアノテーションを行っている。
2∞o年 11月現在、 200のシードクローンを選抜し、
そのうち 31について配列解析を進めている。また
得られた配列情報を利用して DNAマーカーを作製
することにより、シードクローンの遺伝子地図上
へのマッピングも進めている。年間 30Mbのペース
で配列決定を行うことを予定しており、本プロジ
ェクトから得られる配列情報及び位置情報がミヤ
コグサの遺伝解析を促進することが期待される。



S614 

モデル植物の大規模 cDNA構造解析プロジェクト

浅水京理香 l、中村保ー l、三浦謙治 2、九町健一人

井上能宏九福揮秀哉人中嶋舞子 3、嵯峨直恒 3、佐

藤修正¥田畑哲之 1 (1かずさ DNA研、 2京大院・

生命科学、 3東海大・海洋研)

様々な植物種の進化や多様性を説明するためには、

シロイヌナズナやイネに加えて、新たにモデルとな

りうる植物種の確立が必要である。我々は、遺伝子

の配列情報と発現に関する情報から、各植物種固有

の遺伝子や発現システムを明らかにすることを目的

とし、その第 1段階として、大規模な EST塩基配列

情報の蓄積を進めている。材料としては、ゲノム解

析や分子遺伝解析が可能なミヤコグサ(マメ科)、

クラミドモナス(単細胞緑藻)、スサピノリ(多細

胞紅藻)を用い、 2∞0年 11月現在、それぞれから

13，477、10，182、4，517の狙立した cDNA種を得た。

S615 

シロイヌナズナのFunctionalGenomics -ジーントラッ

プ法による遺伝子発現の網羅的解析

加藤友彦、佐藤修正、田畑哲之(かずさDNA研)

シロイヌナズナ全ゲノムの塩基配列決定作業はほ

ぼ終了し、今後は遺伝子の機能解析が加速されると

考えられる。植物においては多数のタグラインの解

析が、遺伝子の機能解析を進めるうえで重要な手法

となる。我々は、包括的な遺伝子の機能解析にむけ

てT-DNAタグラインの大規模な作製を進めている。

この際、個々の遺伝子の発現パターンを解析する目

的で、 GUS遺伝子をレポーター遺{云子としたジーン・

エンハンサートラップのシステムを導入している。

また下DNAの中には AcIDs系トランスポゾンが含ま

れており、 T-DNA挿入位置からさらにトランスポゾ

ンを転移させ近傍の遺伝子を破壊することが可能で

ある。現在までに35，000ラインのタグラインを作製

し、そのうち13，000ラインについてGUS染色による

発現パターンの解析を行った。またトランスポゾン

の基点になるラインの整備も進めている。
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F701 

シス9チオニン yーシン世ーゼ遺伝子にみられる

n剛 A安定性の自己制御の研究

王茎皇盆王.大湊公↑尊.秋田啓志.吉野剛史.尾之内 均.内藤哲

(北大院'.'応用生命)

通産厳メチオニンを過剰に司臨機するシロイヌナズナ突然変異株

(mto1lの解析により.メチオニン生合成の鍵段階に働〈醇素であ

るシスタチオニン yーシンターゼ(CGS)が州NAの安定性の段階

でフィードパック制御を受けており.この制御には CGS自身の第 1

エキゾンのポリペプチドが重要であることがわかった (Science

286: 1371-1374， 1999)， CGS第 1エキソンのアミノ酸配列を 7植物

聞で比較すると mtol変異を含む 38アミノ酸において高い保存性を

示した， (この領域を MT01領域と呼ぶ，)一過的発現系を周いて，

CGS n嗣NAの安定性の自己制御に必要な最小領減を決めたところ，

MT01領域だけでメチオニン添加に応答することがわかった.また.

MT01領域のアラニンスキャニングを行ったところ.mtol変異の集

中しているc末端側がより重要であることが明らかとなった.一方.

CGS mRNAの分解の中間産物と恩われる 5'末端の欠けた断片につい

ても解析を行った，CGS帆NAの 5'末端が翻訳開始点の約 70bp上

流であることから.断片の 5'末端は第 1エキソン中の GC-richな

領械にあると考えられる.

F702 

Study of cystathionine y-synthase mRNA stability in 

Arabidopsis callus and tobacco BY2 suspension cultures 

lngrid Lambein， Yukako Chiba， Tatsuo Kanno， Hitoshi Onouchi 
and Satoshi Naito 

Graduate School of Agriculture， Hokkaido University 

We are studying an Arabidopsis Ihaliana mutant， mtol. which 

over-accumulates soluble methionine. We have shown that 

cystathionine y-s戸lthase(CGS)， a key enzyme in methionine 

bios戸lthesis，is regulated at the level ofmRNA stability， and that 

the exon I polypeptide of CGS is responsible for this regulation. 

This mechanism is impaired in the mlol mutant 

To further analyse this regulation， Arabidopsis callus cultures 

were used to investigate the response to exogenously applied 

Met. Application of Met to wild type callus resulted in a 

decrease of CGS mRNA， this decrease was not seen in mtol 

callus. Tobacco BY2 (Bright Yellow 2) cells， which are 

suspension culture cells and therefore easier to manipulate than 

callus， were chosen as a heterologous system to further analyse 

this mechanism and transformed with a construct containing the 

wild type or mutant Arabidopsis CGS exon I under the control of 

a 35S promoter and fused to the GUS reporter gene. The 

response to Met has been shown in tobacco BY2 cells， both 

Arabidopsis and endogenous tobacco CGS mRNA levels were 

reduced after Met application. 
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F703 

トランスジェニツクシロイヌナズナを用いたシスタチオニン r-シ
ンターゼ遺伝子にみられる mRNA安定性の自己制御機織の解

析

盆主盟盤白田幸枝，千葉由佳子，尾之内均，

内線哲(北大院...・応用生命)

遊離メチオニンを過剰に蓄積するシロイヌナズナの突然変異

株 (mto1)を用いた解析から，メチオニン生合成の鍵となる段階

を触媒するシスタチオニン r-シンターゼ(CGS)が mRNAの安

定性により自己制御を受けていることが明らかにされている.ま

た，一過的発現系を用いたこれまでの解析から， CGS第1エキソ

ンにはメチオニン添加に応答する領織が存在し， CGS第 1エキソ

ンのポリペプチドはシスに働く，すなわち，自身の CGSmRNAに

対してのみ働くとし、うモデルが考えられている.

CaMV 35Sプロモーターの下流に CGS第 1エキソンとレポータ

ー遺伝子をつないだ融合遺伝子を導入したトランスジェニツクシ

ロイヌナズナを用いた解析を行ったところ.導入遺伝子の mRNA

の蓄積量はメチオニン添加により減少したこのことは，一過的

発現系でみられた現象が構成的発現下においても起きているこ

とを示しているまた，遺伝的機け合わせにおいても CGS第 1エ

キソン領減はシスに働くことが示された.これらの結果にも基づ

き，CGS第 1エキソンによる発現制御を遺伝学的に解析する系を

確立した

F704 

シスタチオニンγーシンターゼ mRNA安定性は$-

アデノシルメチオニンに応答してフィードパック制

御される

尾之内均、徳井玲子、石川真理、大湊公樽、

千葉由佳子、内藤 哲(北大・院鹿・応用生命)

我々はこれまでに、シロイヌナズナにおいて、メチ

オニン生合成の鍵段階で働くシスタチオこン 7・シン

ターゼ (CGS)が、 mRNA安定性の段階でメチオニン

もしくはそれ以降の代謝産物によってフィードパック

制御されることを明らかにした。今回、カルスを用い

た一過的発現系において、この CGSmRNA安定性制

御系が、メチオニンだけでなく、メチオニンの次の代

謝産物であるふアデノシルメチオニン (SAM)にも応

答を示すことが分かった。さらに、小麦匪芽由来の in

vitro翻訊系を用いた解析では、 CGSmRNA安定性制

御系はメチオニンにはほとんど応答せず、 SAM には

応答を示した。また、 SAMの次の主要な代謝産物で

あるふアデノシルホモシステインに対しては、この系

は応答を示さなかった。これらの結果は、 CGSmRNA 

安定性制御が、実際には SAMに応答して行われてい

ることを示唆する。

園



F705 

モモ果実におけるアスコルビン駿の生合成・再生に関与する静素遺伝子の単

藤

血血草之，今井伸~ "菅谷純子 2，松団長生， (筑波大・生物資源果樹試験

場筑波大・農林学系)

アスコルビン酸(ビタミン C)は水港性ビタミンの一種であり、果実はヒ

トのビタミン C摂取源として重要である。アスコルビン酸は、細胞内外の活

性酸素の捕捉ならびに種命の物質の酸化に対して抗酸化作用をもっ渇元物質

として、酵母から動植物まで広〈存在している。

本研究ではモモ果実よりアスコルビン酸の生合成に関与する L..ralactono・
y.lactone dehydrogenase (GLDH)、GDp.o

{GMPyP町)、再生に関与する dehydro田 corbicacid reductase (DHAR)の

cDNA単離を行った。既知の配列情報よりプライマーを設計し、モモ cDNA

の部分配列を PCRにて噌幅した。開花後約 1ヶ月および収種耳目のいずれの

cDNAでも増幅産物が得られた。 GLDHは920温基、 GMPyPは660埴基の

断片が得られ、アミノ酸翻訳後、サツマイモ GLDHとは 79%、アラピドプ

シス GMPyPとは 86%の一致が見られた。

今後、全長cDNA単峰、ゲノミックサザン、ノーザン解析を行う予定であ

る。

F706 

モモ果実で発現する cDNAの大量解析

金正且，田村茂之井下美加乃人山本俊哉，松田長生，林

建樹(果樹試筑波大・生物資源果樹試・カキブドウ)

果実で発現している遺伝子群を網羅的に解析し，果実形質

との関連を明らかにするため，モモ果実の cDNAライブラリ

ークローンの大量解析を行っている。

品種「あかっき」の果実{1999年 4月27日(#1)・7月22日

(#5 )採取)より cDNAライブラリーを作製した。インサート長

は0.2・1.8 kbに分布し，平均 0.8kb程度であった。 500b.se

以上のインサートを持つクローンについて 5'鋼11の塩基配列を

決定し， FastAIこより GenBank登録配列とのホモロジーサー

チを行って cDNAクローンの機能を推定した。

現在までに#1由来約700，#5由来約 100クローンの極基配

列を決定した。このうち 4割程度が既知遺伝子との相向性を

示し， 5割程度は ESTとの相同性が認められた。残りの 1劃

未満のクローンは，新規な遺伝子クローンと考えられた。 #1

と#5のライブラリーで重復して得られたクローンは少なく，

ライブラリー内の重複を含め全体の 10%未満であった。既知

遺伝子と相同性を示したもののうち 20%程度は，タンパク質

コード領域全長を含むと推定された。 10クローン程度に単純

反復配列がみられ， 5' または 3・非翻訳領域に存在すると考

えられた。
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F707 

CHARACTERIZATlON AND FUNCTIONAL EXPRESSION OF 
MYO-INOSITOL-1-PHOSPHATE SYNTHASE cDNA FROM 
SESAME (SESAMUM indicum し)SEEDS
U止目立斗出，、Jin・WooLEE， Bong-Ho LEE¥Chung-Han CHUNG; 
Division o.f Biotech.， Faculty of Life. Res.， Dong-A Univ.， Pusan 
604・714，'Nat. Crop Exp. Station， RDA， Su-Won 441-100， South 
Korea 

A cDNA encoding myo・inositol-1・phosphatesynthase (SeIN01) 
has been characterized from sesame( Sesamum indicum L) 
seeds and its functional expression analyzed. The SelN01 gene 
was highly homologous with those from other plant species， 
while a much lower degree of sequence homology was found 
with those of other organisms such as human， mouse， algae， 

yeasts， Drosophila， bacteria， and other prokaryotes. A yeast-
based complementation assay system confirmed that the 
SelN01 gene product was functional and encodes a myo・
inositol-1・phosphatesynthase of sesame. Phylogenetic analysis 
exhibited that the SelN01 gene might have diverged in slightly 
different ways. Northern hybridization indicated that the SelN01 
gene expression at the transcriptional levels might be tissue-
specifically regulated and Southern hybridization revealed that 
several copies of the SelN01 gene are present in sesame. 
During germination of sesame seeds， the SelN01 gene 
expression was temporally regulated and greatly a仔'ectedby 
addition of salt (NaCり.These results suggested that not only the 
SelN01 polypeptide play an important role during sesame seed 
germination but also the SelN01 gene would be exploitable for 
salt-related genetic improvement of crop plants. 

F708 

好熱性ラン漂Synec，加 coccω elonga加 FNRのフィコビリプ

ロテインとの複合体と、プロテアーゼによる分解について

虫館正ム、浅野可奈子、村松阜首、和田敏四郎(金沢大・

理・生物)

ラン蕩のfeπωox泊-NADPHoxidoreductaseσNR)は高等錨

物とは異なり、そのN末婚にフィコビリソームのリンカー

ペプチドの一種であるCpcDと高い相同性を示すドメイン

が付加されていることが知られている。このCpcDドメイ

ンは、 FNRがフィコピリソームから遊離すると、プロテア

ーゼにより他のドメイン (FAD-、NADP-結合ドメイン)

から取り除、かれてしまう。

好熱性ラン藻s. elongatusよりFNRの締製を賦みたとこ

ろ、 SDS・PAGEgel上で・の分子量は45kDaであった。一方、

フィコビリプロテインとFNRの分騰は容易ではなく、ゲル

鴻過では複合体として分子量約80kDaの位置に溶出され

た。これらの結果から、 S.elongatus FNRはフィコビィソー

ムが解雌した後もフィコピリプロテインと複合体を形成し

た状態で存在していると考えられる。また、S. elongat郎

FNRのプロテアーゼに対する安定性は、Fr恨のフィコシア

ニン、もしくはアロフィコシアニンとの縫合体形成により

もたらされたものであると考えられ、実際問Rとフィコピ

リプロテインを分離すると、速やかにCpcDドメインは切

断されてしまう。以上の結果は、らん蕩のFNRの局在性、

及びフィコピリソームとの縫合体を考える上で興味深い知

見である。



F709 

Synechocyst怠sp.PCC倒03が生産するhemolysinの精製と性質

主盛皇」髭永井孝志，汝少国桑原朋彦

筑波大・生物科学青島海洋大・海洋生命

我々は光独立栄養生物であるシアノバクテリア Synech句 ys曲

sp. PCC6剖3が3μMαzαoを含むBGll培地中で溶血毒素

hemo1ysinを生産して細脚トに放出することを見出し、昨年度の本

学会で発表したJ研究ではPCC鎚03のhemolysinを研按分画に

よって部分精製し、その性質を調べた。h佃 01'阿nを含む培養液細

胞を除いたもの)を崩庁チューブに入れ、PEG20，α却を用いて邸O
倍に濃縮した。研該扮画を行ったところ hemo1ysinは 0-50"10飽

和硫安画分に得られた.この部分精製標品を用いて、 SDSヂ~GE

における泳動度に対する熱処理の影響を調べた。 hemolysinは

1.7%SDS存在下で煮沸してから電気泳動すると、173回 aの位置

に泳動された.一方、 1.7%SDS従曜を 5C陀以下で行うと 116kDa

であった。また、 SDS荊搾下で煮沸した hemolysinは、煮沸直

後に 1.7%SDS従躍した場合は 173kDaの大きさを示し、室温ま

で冷却聡に1.7%SDS処理した場合は116kDaの大きさを示した。

これらの結果は、hemolysin糊轍冷却晶程で可逆的なコンフオメ

ーション変化を起こすことを示唆している.hemo1ysinは SDS非

存在下で1∞℃でlOmin繋攻盟しでも溶血活性は全く失われなか

った。この事実は上記のコンフォメーション変化の推論と矛盾しな

し、。

F710 

ラン蕩Synechocystissp. PCC従量03の路DNA結合画分に存在する

プロテインキナーゼとそのリン酸化タンパク質の生化学的解析

金勝一樹，葛西智(東京農工大.a)

葉緑体の遺伝子発現では、 RNA結合タンパク質(RNP)が転写

後創御職備において軍要な鎗能を有していると考えられている.

我々は、ホウレンソウ葉緑体から$DNA-celluloseカラムクロマ

トグラフィーを用いて精製した問、JPil自分中に、カゼインキナー

ゼII(CK-II)が共存することを見い出し、問PIまα・IIによって

リン磁化されることを報告した.しかしながらこのリン酸化の

果たす役割については未だ不明な点が多い.今回、葉緑体の祖

先型の原核生物であると考えられているラン蕩を用いて、附'"'

をリン酸化するプロテインキナーゼの存在について検討した.

Synechocystis ~~ 陀 C6803細胞からI.5M KClを含む緩衝液

(pH7めによってタンパク震を抽出し、 ssDNA-celluloseカラムグ

ラフィーによって$DNA結合画分を得た.この薗分中に存在す

るプロテインキナーゼ活性について解析した結果、①ミエリン

塩基性タンパク質(MB町を強くりン酸化するプロテインキナー

ゼ(SDKと命名)が存在すること、②SDKはヒストンやカゼイン

をリン磁化しないこと、および③SDKによる恥ffiPのりン磁化

は$DNA存在下で促進されることなどが明かになった.さらに、

ssDNA結合画分中に共存するSDKのリン酸化基質として28icDa

および66kDaのタンパク貨が偲められ、現在これらのタンパク

貨に測する解析を進めている.
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F711 

タバコの配糖化酵素 NTGTlの異種発現とその性質

旦旦車且l、矢津照義人林田信明 1、岡崎光雄1.2

(1信州大・遺伝子、 2信州大・繊維・応生)

【目的}タバコ培養細胞T-13株はクマリンの一種

であるスコポレチン生産能を持ち、その配糖体であ

るスコポリンとして液胞に蓄積する。このような配

糖化現象に関わる配糖化酵素群のタバコ細胞内での

作用を明らかにする目的で、配糖化酵素遺伝子を単

離し、大腸菌で発現させた酵素の解析を行った。

【結果】タバコ T-13細胞より作製した cDNAラ

イブラリーから NTGTlaと lbを単離した。大腸菌

発現させた酵素を用いて基質特異性を検討したとこ

ろ、フラポノイド類及びクマリン類の水酸基に反応

性を示し、とりわけ、フラボノイドの 3位およびク

マリンの 3，6，および7位の水酸基に対して高い

活性を示した。また、これらの酵素は UDP-glucose
を糖供与体とするが、 UDP-Xyloseも活性は弱いも

のの糖供与体になり得るという興味深い性質を示し

た。この酵素の作用を明らかにするためにノーザン

解析を行ったところ、 NTGTlはサリチル酸及び2、
4-Dの処理でそれぞれ異なった時間応答で誘導され

ることが明らかとなった。

F712 

形質転換イネ備管液中からの GreenFluo問問問 Protein

(GFP)，βglucuronidase (GUS)タンパク質の検出

量E室主旦藤原徹iペ 山 谷 知 行 米 山 忠 克 林 浩 昭i

e東大院・農・応生化東北大院・農・応用生命科学，

lpRESTO，JST) 

イネ筒管i夜中からは多種のタンパク質が検出されるが、飾

管を構成する飾部要素は核やリボソームを消失しており、タ

ンパク質合成能力を持たないと考えられる。故に、飾管液中

のタンパク質は、飾部要素に隣接する伴細胞で合成され、原

形質連絡を介して輸送されると推察される。

イネ筒管液中の主要タンパク質のひとつチオレドキシンh

(TRXω は、そのmRI可Aが成熟葉で主に伴細胞に存在するこ

とが確認されている。今回、我々はTRXh遺伝子のプロモ

ーター下流にGn配 nFluorescence Protein (GFP) (分子量

27kDa)、あるいはs-glucuronidase(GUS) (分子量68kDa)

遺伝子を導入した形質転換イネを作製し、その飾管液中の外

来タンパク質の存在の有無を調べた。ウエスタン法による解

析の結果、形質転換イネ筋管液中からGFP、GUSそれぞれ

が検出された。イネ備管液中のタンパク質は大部分が分子量

40kDa以下のものであるが、今回の実験結果から分子量

60kDa以上の外来タンパク質も飾部要素内に輸送され得る

ことが示された。



F713 

植物におけるグリコシルホスファチジルイノシトール
アンカータンパク質の代謝について
Levan Darjania1、 一瀬信敏 2、 市川聡子 2、
岡本貧史 2、皇.Ll!基堂孟2、GuyA. Thompson， Jr1• 

(1テキサス大・生物科学、 2北海道大院・地球環境)

1998年にナシ培養細胞でアラピノガラクタンタンパ
ク質 (AGP)がグリコシルホスフアチジルイノシトール
(GPI)アンカータンパク質であることが、明らかにな
って以来、 GPIアンカーAGPがシロイヌナズナやパラ
の培養細胞にも存在することがわかってきている。本来
GPIにより細胞膜に結合している AGPが培養液に放出
されるのは、 GPIアンカーAGPがGPI特異的なホスホ
リバーゼにより脂質部分を切断されるためと考えられ
る。しかし、 AGPの代謝に関してはホスホリバーゼによ
る消化を含めてほとんど明らかになっていなし、本研究
ではシロイヌナズナ婿養細胞の AGPの代謝について検
討した。

シロイヌナズナ培養細胞を、 SDSを用いて抽出するこ
とにより、完全長GPIアンカーを持つAGPとGPIの脂
質部分を欠く AGP(可溶性AGP)が得られた。一方、
培養液には可溶性AGPのみが検出された。双方のAGP
を、逆相カラムを用いた HPLCに供したところともに
15種類以上の分子サイズの異なる分子種からなること
が分かった。一方、細胞を[3H]酢酸によりパルス標識し
たとき、培養時閣の経過に伴って標識される AGPの分
子種が高分子量のものから低分子量のものに移動した。
このことから初めに合成され蓄積された高分子量 AGP
が細胞内で再利用されていると考えられる。

F714 

サツマイモ懸濁培養細胞のポリフェノールオキシダーゼ

アイソザイムの発現と活性化

壁塞盛正三、田中一平、金沢孝治、春名一樹、塩入秀成、

小島峯雄 (信州大・繊維・応用生物)

サツマイモ(Ipomoeabatatas)培養細胞の色素体から60-

kDと 65-kDの 2種類のポリフヱノールオキシダーゼ

(PPO)アイソザイムを精製し、それらの cDNAをクロ

ーニングした。予測されるアミノ酸配列から、両アイソ

ザイムの N・末端側には葉緑体ストロマ輸送シグナルと

チラコイド内腔輸送シグナルが存在していた。ノザン解

析から 65-kDPPOmRNAレベルが細胞を新鮮港地へ移植

した直後に急激に場加するが、6O-kDPPOm即-JAは細胞

の成長に伴い緩やかに摺加するととがわかった。また、

これら二つの PPOアイソザイムはショ糖を含む矯地で

培養した細胞では不活性型で存在しているが、ショ糖飢

餓培地へ細胞を移植すると PPO活性を持つ 39-kDと40-
kDPPOが出現した。このショ糖飢餓でのプロテオリシ

スによる PPOの活性は、システインプロテアーゼイン

ヒピターにより阻害された。とれらの結果から、サツマ

イモ培養細胞の PPOの機能発現は、転写レベルと翻訳

後の2段階で調節されていることが示唆された。
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F715 

砂n舵 hocyst i s sp.陀C6803は生育にスルホキノポ
シルジアシルグリセロールを必要とする
責左孟重、佐藤典裕、都筑幹夫(東京薬大・生命・
環境生命)

スルホキノボシルジアシルグリセロール (SO[渇)

はチラコイド膿に存在する酸性糖指質である。
身r淘C加cystissp.陀C6803を用いて、 s(抑留と相
聞なコード領域の破壊株を作製した。 Gulerらの

Synecf防∞cussp.陀C7942における報告
(J.8iol.Ch側 . 271， 7501 (1996))とは異なり、

この陀C6803のSODG欠失株は生育にSO閃を要求し、
培地に20μMのSO閃を添加することにより野生株と
同等の生育速度を示した。釦DG添加下で生育した細
胞を添加しない培地に移し、指質組成の変化を調べ
たところ、 SODG含量の減少にともなって同じ酸性脂
質であるホスファチジルグリセロール含量の増加が
観察された。このときモノガラクトシルジアシルグ
リセロール、ジガラクトシルジアシルグリセロール
の含量に大きな変化は見られなかった。さらに、
c(h依存の光合成活性を調べたところ、クロロフィ
ルあたりの光合成活性に影響は見られなかった。現
在、クロロフィル含量、集光性色素であるフィコピ
リンの含量および酸性指質合成系遺伝子の発現量に
ついての解析を進めており、それらの結果について
も報告する。

F716 

シロイヌナズナのミトコンドリア局在型脂肪酸合成酵素

cDNAのクローニングとその機能解析

宏監翠車、和田元(九大・理・生物)

植物細胞において脂肪酸は主にプラスチドで合成され

るが、最近ミトコンドリアにおいても少量ながら脂肪酸

が合成されることが分かってきた。しかし、ミトコンド

リアの脂肪酸合成系に関与する酵素の実体まだまったく

解明されていない。

本研究では、大腸菌やプラスチドの脂肪酸合成酵素の

1つ、 3-ketoacyl-ACPsynthase II (KAS II)と相向性の

ある遺伝子(mtl仏 SIJ)をシロイヌナズナからクローニン

グし、その機能解析を行った。 mtKASIIのN末端には、

ミトコンドリアへの移行シグナル様配列が存在し、この

配列をGFPとの融合タンパク質として細胞内で発現さ

せたところ、ミトコンドリアへ移行することを確認した。

また、大腸菌の KASII欠損株を mt1仏 ScDNAで形質

転換すると変異が相補されることから、この遺伝子が

KASIIタンパク貨をコードする事が明らかとなった.



F717 

シロイヌナズナのプラスチド局在型リポ酸

転移酵素についての研究

童図書態安野理恵和田元 σ1式院・理・生物)

リポ酸は呼吸代謝系において重要な機能を担っている

ピルビン酸脱水素酵素などの活性発現に必要不可欠な補

酵素であり、リポ酸転移醇棄の働きで静紫の特定のリジ

ン残基に転移される.植物ではリポ酸を補静棄とする醇

素はミトコンドリアとプラスチドに存在することが知ら

れており、リポ酸転移静棄も珂オルガネラに存在するも

のと推測される.ミトコンドリアに局在するリポ酸転移

酵素については、私達によって既にcDNA(UP2)がクロー

ニングされ、酵素の一次構造などカ明らかになっている.

本研究ではプラスチドに局在するリポ酸転移酵素をコ

ードずるシロイヌナズナcDNA(UP2p)のクローニングを

行い、阿蘇棄の実体制生質について解析した.UP2pcDNA

は Z乃アミノ酸残基からなるLllヨと高い相向性を示すタ

ンパク質をコードし、このcDNAを大腸画面のリポ酸転移

酵素欠損株において発現させると変異が相補されること

から、このcDNAがリポ酸転移酵素をコードしているこ

とカ浦認された.またw吻にコードされたタンパク質

のアミノ末端のトランジット様配列とGFPとの融合タン

パク質を植物細胞で発現させると、葉緑体にターゲット

されることから、この酵素がプラスチドに局在すること

が示唆された.

F718 

シロイヌナズナに存在する 2つの糖脂質合成経路におけ

る3つの MGDG合成酵素の役割

墨正昌二郎， Delphine Brun'， Eric Marechal'， Maryse A. 

Block'，増田建，島田裕士， Jacques Joyard'，高宮建一郎.

太田啓之(東工大，大学院生命理工学研究科，生体シス

テム専攻;'CNRS/CEA， Grenoble， France) 

Monogalactosyldiacylglycerol (MG DG)は、光合成生物

に特徴的な糖脂質である。我々は前回大会において、シ

ロイヌナズナより単離した 3つの MGDG合成酵素

(atMGD 1， atMGD2， atMGD3)が葉緑体に局在し、ガラク

ト脂質の 2つの合成経路(原核型経路および真核型経

路)において、それぞれが異なる役割を果たすことを示

唆した。今回、各酵素の生化学的な解析を行ったので報

告する。基質特異性の解析の給果、 atMGD2β は真核型

のdiacylglycerolに特異性が高いが、 atMGDlは原核型・

真核型双方を基質とすることがわかった。 atMGDIがど

の組織においても主要に発現していたこと、また、

atMGD2β がそれぞれ根や花芽で主に発現していたこと

を考え合わせると、 atMGDlが糖脂質合成の主要な酵素

であり、 atMGD2β は根や花芽で主に真核型糖脂質の合

成に関与していると考えられる。現在、光や植物ホルモ

ン、外部環境に対する各遺伝子の mRNA発現解析を行っ

ており、それについても報告する予定である。
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F719 

ペチュこアの花の形成時における糖脂質の生合成

主温起草差、粟井光一郎、山領和紀、今井博之 1、

島田裕士、増田建、高官建一郎、太田啓之

練工大・大学院生命理工、 1甲南大・理 ・生物)

monogaJ副osyldi町 Iglycerol (M G D G )や digaJactosyl-

diacylgly∞101 (D G D G) fま葉緑体に特徴的な糖脂質であり、

光合成機能の発現に深く関わっていると考えられている。し

かし、最近の結果からこれら繍脂質合成の鍵静素であるMG

DG合成酵素遺伝子が葉などの光合成組織だけでなく、意外

にも非光合成組織である花、膏でも高いレベルで発現してい

ることがわかった。そこで、花における繍脂質の分布や集合

成、機能などについて明らかにするため、花子与が大きく、生

化学的な解析に適したペチュニアを用いて、花の形成時にお

ける脂質や脂肪酸組成、擁脂質合成活性の変化などを鵬ぺた。

花の形成時において、批rylgly∞side(SG)の増加がみられ、逆

にプラスチド由来の糖脂質はDGDGを除きいずれも減少

し、花の形成に伴いMGDGとDGDGの量比の逆転がみら

れた。また各脂質の構成脂肪重量を解析したところ、特に糠脂

質において、花の発達に伴い 18:3が減少し、逆に 18:2およ

び 16:0が増大する傾向がみられた。さらに緩行して、糖脂

質合成活性の変化、その反応に由来する反応生成物の変化を

調べたところ、特に、 SG生合成活性の顕著な増大がみられ

たが、 MGDG含量が低下するにも関わらず、 MGDG合成

活性の増大も飽められた。また、SGの合成においては UDP-

グルコースを良い基質としたが、 UDPーガラクトースでも高

い合成活性が検出された。

F720 

トマトフルクトキナーゼアイソザイムのアンチセンス

遺伝子導入による栄養生長および生殖生長への影響

小田中佐保里・金山喜劇(東北大院・農・園芸)

トマトの転流糖であるスクロースは果実においてグ

ルコースやフルクトース等のヘキソースへと代謝され、

果実の主要な糖となる。フルクトースをリン酸化する

フルクトキナーゼには Frklと Frk2という 2つのアイ

ソザイムの存在が知られており、異なる発現パターン

を示す。本研究では、 Frklと Frk2のアンチセンス遺

伝子を 35Sプロモーターにつないで別々にトマトに

導入し、それぞれのアイソザイムの生理機能の解明を

行った。

Frklアンチセンス個体 (AFrkl) と Fr回アンチセン

ス個体 (AFrk2)に共通した表現型は、成熟葉におけ

る新鮮重当たりのヘキソース・デンプン含量の低下、

植物体当たりの花数・果実数の低下であった.これら

はいずれも AFrklより AFrk2で強く現れた。一方、

AFrkl特有の表現型は着花節位の上昇であったことか

ら、 Frklの花芽分化への関与の可能性が考えられた。

AFrk2特有の表現型は、伸長生長・根の生長の抑制、

成熟果実の新鮮重の低下と種子数の減少であり、 Frk2
はこれらに特異的に関与していると考えられた。果実

の新鮮重当たりのデンプンおよび糖含量については、

両アンチセンス個体で対照個体との差異はほとんどみ

られなかった.



F721 

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. 

F722 

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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F723 

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.




