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Žq“`’B•¬•ª‚â‚»‚ê‚ç‚Ì•ªŽq”z’u‚Í•s–¾‚Å‚ ‚é•B‰ä•X‚Í•D
”M•«‚Ì Heliobacterium modesticaldum ‚ð—p‚¢•A”½‰ž’†•Sƒ^
ƒ“ƒpƒN‚Ì’P—£•E•¸•»‚ðŽŽ‚Ý‚½•B 2Ží—Þ‚ÌŠE–ÊŠˆ•«•Ü‚É‚æ
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— Î • F — °‰©•×‹ÛChlorobium tepidum ‚ Ì Œ õ ‰ »Šw”½‰ž’†•S
(PS-C ) ‚Æ“dŽq‹Ÿ—‘̂Ì‹y‚Ñ“d ŽqŽó—e‘Ì•·‚Ì“dŽq“` ’B‚É‚Â

‚¢‚ÄŒ¤‹†‚ð•s‚Á‚½•B
—Î•F—°‰©•×‹Û‚Ì–Œ‰æ•ª‘¶•Ý‰º‚Å•A‘MŒõ!•ÆŽË‚É‚æ‚è•ªŽq

Ž¿—Ê–ñIO kD a‚Ì‰Â—n•«cyt c‚ªŽ_‰»‚³‚ê‚é‚±‚Æ‚ª•ñ••‚³‚ê
‚Ä‚¢‚é •B ‚µ‚©‚µ•A‚±‚Ì‰Â—n•«cyt c‚ª•‰”­“dŽq‹Ÿ—^‘ÌP840
‚ÆRCŒ‹•‡Œĉyt c‚Ì‚Ç‚¿‚ç‚Ö“dŽq‚ð‹Ÿ—^‚µ‚Ä‚¢‚é‚©‚É‚Â‚¢
‚Ä‚Í–¾‚ç‚©‚Å‚Í‚È‚©‚Á‚½•B•¸•»‚µ‚½ RC ‚Æ‰Â—n•«cyt c‚ð—p
‚¢‚Ä‘½˜A‘MŒõ•ªŒõ‚É‚æ‚éŽÀŒ±‚ð•s‚Á‚½Œ‹‰Ê•A‚±‚Ì‰Â—n•«
cytc ‚ª P840 ‚Å‚Í‚È ‚­Œ‹•‡ Œĉyt c‚Ì“d Žq‹Ÿ—^‘Ì‚Æ‚µ‚Ä‹@”\
‚·‚é‚±‚Æ‚ªŽ¦‚³‚ê‚½•B

‰ä•X‚ÍC. tepidum ‚É ‚Í•­‚È ‚­‚Æ‚à 3Ží‚Ì ferredoxin (Fd ) 
‚ ª ‘¶•Ý‚µ•A‚¢ ‚ ¸ ‚ê ‚ Ì “ú ‚à PS-C ‹y ‚ÑƒzƒEƒŒƒ“ƒ \ƒEferre-
doxin-NADP+ reductase (ŠJ R) ‘¶•Ý ‰º‚ÅNADP +ŒõŠÒŒ³‚ð•G
”}‚·‚é‚±‚Æ‚ð‚·‚Å‚É•ñ••‚µ‚½•B‚±‚ê‚Ü‚Å‚É—Î•F—°‰©•×‹Û
‚Ì FNR ‚É ‚Â‚¢‚Ä‚Í •A2Ží‚Ì—Î•F—°‰©•×‹Û‚©‚çˆÙ‚È‚é•ªŽq
—Ê•EŠîŽ¿“ÁˆÙ•«‚ðŽ•‚Â2‚Â‚Ì•”•ª•¸•»•W•i‚Ì•ñ••‚ª‚  ‚Á
‚½•B‚µ‚©‚µ•A TIGR ‚æ‚è—\•ñ‚ª•o‚³‚ê‚½C. tepidum ‚Ì ƒQƒm
ƒ€‰ð•Í‚ ÌŒ‹‰Ê‚©‚ç‚Í•AŽ_‘f”­•¶Œ^Œõ•‡•¬•×‹Û‚ÌŠù’m‚Ì
FNR ‚Æ‘ŠŒü•«‚Ì•‚‚¢ƒ^ ƒ“ƒpƒNŽ¿‚Ì‘¶•Ý‚ÍŠm”F‚³‚ê‚È‚©‚Á
‚½•B“¯•×‹Û‚Ì•×–E’Š•o‰t’†‚æ‚è•AƒQƒ‹‚ë‰ßƒNƒ•ƒ}ƒgƒOƒ‰
ƒtƒB•[‚Å•ª—£‚³‚ê‚é 2‚Â‚ÌˆÙ‚È‚éƒWƒAƒzƒ‰•[ƒ[Šˆ•«‰æ•ª
‚É‚Â‚¢‚ÄŒ¤‹†‚ð•s‚Á‚½ •B
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laC03 
Isolation And Pu rification Of Ferredoxins From Th e Helio-
bacterium He /i obacillus mobilis 
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Th e RC of heliobacteria belongs to the Fe - S type . To study 
the electron pathway from RC to ferredoxin in heliobacteria •C 
we have isolated and purified ferr ”bdoxin from the heliobacte-
rium Heliobacillus mobilis. H. mobilis cells contain two ferre-
doxins •C refered to as Fd-A and Fd-B •C and we have partially pu-
rified them by ammonium sulfate fractionation •C DEAE and 
Phenyl-Superose column chromatographies under anaerobic 
conditions. Their absorption spec ‹¥ were typical of 2 [4Fe-4S] 
center with absorption peaks at 385 and 280nm and with a 
shoulder at 305nm. Th ese observations were supported by N-
terrninal amino acid sequencing ‰¾t revealed 2[4Fe -4S] 
center binding motif in th ”b two ferredoxins. Fd - B was sensitive 
to oxygen •C and its A385 values decreased by about 50 % in 2h 
at 4'C under aerobic conditions. In the presence of ferredoxin-
NADP + reductase from spinach and purified Fe-S type RC 
from the green-sulfur bacterium Chlorobium tepidum •C these 
ferredoxins supported photor ”bduction of NADP + at room tem-
perature. 
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•Å‹ß•CŠù’m‚ÌƒwƒŠƒIƒoƒNƒeƒŠƒA‚©‚çŒn“•“I‚É‚Í—£‚ê‚½
• D ƒ A ƒ ‹ ƒ J ƒ Š • «Heliorestis 2Ž í ‚ ª ”­ Œ©‚ ³ ‚ê ‚½(I. A. Bryant-
seva et al. (1999 ) Arch . Microbio l. 172: 167-174 ). Šù’m‚Ì 3
‘®5Ží‚Í‘S‚Ä BChl !1 n ‚Æ’Y‘f•” 30 ‚ÌƒWƒAƒ|ƒjƒ…•[ƒ•ƒXƒ|ƒŒ
ƒ“‚ðŽå•¬•ª‚Æ‚· ‚ér (S. Takaichi et al. (1997 ) Ar ch. Micro-
bio l. 168: 277-28 1).‚»‚±‚Å•VŽí‚Ì•F‘f‚ð•ª•Í‚µ‚½.‘¼Ží
‚Æ“¯—l‚É BChl ‚Í BChl gD ‚Å‚ ‚Á‚½.ƒJƒ•ƒeƒmƒCƒh‚ÍƒWƒA
ƒ|ƒjƒ…•[ƒ•ƒXƒ|ƒŒƒ“‚ª3ƒÍ% ‘OŒã•CƒWƒAƒ|ƒjƒ…•[ƒ•ƒXƒ|ƒŒ
ƒ“”z“œ‘ÌŽ‰–bŽ_ƒGƒXƒeƒ‹‚ª70 %‘OŒã‚Å‚ ‚Á‚½.•¸ •»’†‚É
ƒJƒ•ƒeƒmƒCƒh•”•ª‚Ì•ª‰ð‚ª•i‚Þ‚½‚ß“œ‚ÆŽ‰–bŽ_‚Ì“¯’è‚ª
‚Å‚«‚È‚©‚Á‚½‚ª•CŽ¿—Ê•ª•Í‚ÌŒ‹‰Ê‚Æ•C‘¼‚Ì•×‹Û‚ÌƒJƒ•ƒe
ƒmƒCƒh”z“œ‘ÌƒGƒXƒeƒ‹‚Æ‚Ì”äŠr‚©‚ç•C“œ‚ÍƒOƒ‹ƒR•[ƒX•C
Ž‰–bŽ_‚ÍCI6:0 •CCI6:1 ‚Æ‰¶‚í‚ê ‚é .‹Û‘Ì‚ð“€ Œ‹•Û‘¶‚µ‚Ä
‚à•F‘f‚Ì•ª‰ð‚Í‚Ù‚Æ‚ñ‚Ç‚È‚¢‚ª•C“€Œ‹Š£‘‡‹Û‘Ì‚ ‚é‚¢‚Í
’Š•o•¨‚ð Žº‰·‚Ål “ú•ú’u‚·‚é‚Æ 10% ‚­‚ç‚¢‚ÉŒ¸•­‚µ‚½.
‚±‚Ì—l‚È‘•‚¢•ª‰ð‚Í••’Ê‚Ì’Y‘f•” 40 ‚ÌƒJƒ•ƒeƒmƒCƒh‚Å‚Í
Œ©‚ç‚ê‚È‚¢.ƒwƒŠƒIƒoƒNƒeƒŠƒA‚ÌƒJƒ•ƒeƒmƒCƒhŠÜ—L—Ê‚Í
‘¼‚ÌŒõ•‡•¬•×‹Û‚Ì 10 %’ö“x‚µ‚©‚È‚­ ‚Ü‚½‚±‚Ì‚æ‚¤‚É •ª‰ð
‚µ‚â‚·‚¢‚±‚Æ‚ª•C‹Û‘Ì‚ªŽ_‘f‚É”ñ•í‚ÉŽã‚¢Œ´ˆö‚Ì•[‚Á‚Æ
Žv‚í‚ê‚é.ƒJƒ•ƒeƒmƒCƒh”z“œ‘ÌƒGƒXƒeƒ‹‚Í•g•F•×‹Û•C—Î
•FŽ…•ó•×‹Û•C—Î•FƒCƒIƒE•×‹Û‚©‚ç‚àŒ©‚Â‚©‚Á‚Ä‚¢‚é‚ª•C
‘¶•Ý•ó‘Ô•C‹@”\‚È ‚Ç‚Í•s–¾‚Å‚ ‚é .



laC05 
光合成細菌における高親和性リン酸輸送機構

松崎雅広阿部美保山本勇佐藤敏生1(1広島大
臣?豆「

脱窒光合成細菌Rhodobactersphaeroides f. sp. denitrifi-
cansより、グルコースでは誘導されずに、リンゴ酸で多
量に誘導されるペリプラズム局在の分子量34kDaのタン
パク質とその遺伝子を分離したが、その遺伝子の推定さ
れるアミノ酸配列からは機能を推定することができな
かった。 一方、そのプロモータ ー配列にリン酸レギュロ
ンのphoボックス様配列を見出した。本研究では、この
タンパク質がリン酸レギユロンの制御下にあり、リン酸
輸送系に関与するのかを検討した。
このタンパク質の合成は高濃度リン酸存在下に比べ
て、リン酸欠乏時に約2倍に増加した。また、構築した
遺伝子破壊株は、高濃度リン酸存在下では、野生株と世
代時間に差は認められなかったが、リン酸欠乏時では、
野生株に比べて増殖速度が低下した。さらにpーガラク
トシダーゼによるプロモーター活性でも、高濃度リン酸
存在下に比べて、リン酸欠乏時では約2倍に上昇した。
以上の結果より、ペリプラスム局在の34kDaタンパク質
はphoレギュロンの制御下にあり、リン酸欠乏時に誘導
される高親和性のリン酸結合タンパク質であることが示
唆された。さらに下流の遺伝子を解析した結果、リン酸
輸送系に関与する遺伝子が見出された。現在、全遺伝子
構造について解析中である。

laC06 
The involvement of lBu-state in Car-to-BChl singlet 
energy transfe白r

Ferdy RondonuWI)1， Ji釦・PingZhang2， Takayuki Shimizu 1， 

Kentaro Furuichi3， Ritsuko 同 ii3，Yasushi Koyama3， 
Yasutaka Watωabel (1PI明 icsD叩副m巴nt，Faculty of 
Science， K wansei Gakuin U ni v.， 2Institute of Chemistry， thほ
Chinese Academy of Science， Beijing， P.R. China， 3Chemistry 
Department， Facuity of SciencιKwansei Gakuin Univ.) 

We systematicaJly determined出elBu-energy by measur官-
ments of resonance-Raman excitation profiles (RREPs) and 
exar凶ned血eefficiency and partition of Car-to-BChl singlet 
energy汀ansferf，ω all-trans neurospor，叩e，spheroidene， and 
lycopene having the number of conjugated double bond， 9， 10 
and 11， r官spectively.The RREPs of neurosporen氾andsph氾ro)-
dene exhibited the lBu-state above the Qx state， while those of 
lycopene exhibited it below the Qx state. Subpicosecond time-
resolved absorption spec甘ain the visible and near-infrared re-
gions of those Cars bound to由eLH2 complexes were recorded 
and singular vaJue decomposition and subsequent globaJ fitting 
using a four-level model we問 performed.In the order of neu-
rosporene， spheroidene如 dlycopene，出氾 Car-to-BChlenergy 
transfer efficiency decreased as 98， 92加 d30%叩d，出ey∞m-
pared出eobserved value， 88， 79 and 38%， respectively. Thus， 
the sudden decrease from spheroidene to lycopene could be 
nicely explained in terms of the above lBu -1巴vels.
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クロロゾームを持たない緑色糸状細菌Roseiflexuscas-
tenholziiにおけるパクテリオクロロフィル合成酵素の
系統解析

原因二朗山田光則井上和仁三花田智永島賢
治嶋田敬三 松浦克美1(1都立大 ・理神奈川

大・理産総研・~砺蓮1云子)

緑色糸状細菌は， 16SリボソームRNAを用いた系統解
析からすべての光合成細菌の中で最古に分岐したと考え
られている.一方，クロロフィルパクテリオクロ ロ
フィル(BChJ)の合成酵素の系統解析では，紅色細菌が最
古に分岐したことが指摘されている.花田等は， BChl c 
やクロロゾームを持たず，紅色細菌に類似した色素構成
をもっ緑色糸状細菌Roseiflexuscastenholziiを単離し， 緑
色糸状細菌の中で唯一研究が進んでいるChloroflexusとは
このグループの分岐後比較的初期に分かれていることを
示した.本研究ではR.castenholziiのBChl合成酵素の塩基
配列を決定して系統解析を行うことにより，光合成の初
期進化に関する知見を得ることを目的にした.
紅色細菌RhodobactercapsulatusのBChl合成酵素欠損株
の光合成能を回復させるR.c，ωtenholziiのDNA断片から，
3種の合成酵素遺伝子BchG，BchC， BchXを得て境基配列を
決定した.いずれの系統樹でも ，Chloroflexusと一番近縁
であったが，グループの分岐後初期に分かれていること
は， 16SリボソームRNAでの解析結果と同様であった.
他の光合成細菌群のBChl合成酵素遺伝子を含む系統解析
では，紅色細菌が最古に分岐したとする考えと基本的に
一致する結果が得られた.これらの結果は，最古の光合
成細菌はBChlaのみを持ち，その後にBChlcを含むクロ
ロゾームが獲得されたとする考えを支持する.

laC08 

固体NMR分光およびコンピュータシミュレーシヨン

によるクロロゾームの構造解析

盟主主~'!IJI，溝口正1，2 小山泰長江裕芳江川文
子ぺ藤原敏道〈阿久津秀雄4 (1関西学院大・理立

命館大 ・理工神戸市外国語大大阪大 ・蛋白研)

緑色硫黄細菌Chlorobium(Cb，) limicolaのアンテナ複合
体「クロロゾーム」は、パクテリオクロロフィルc(BChl 
c)同族体混合物の高次会合体から成ることが知られてお
り、これまでに単量体モデル 二量体モデルの二種類が
提案されている。この高次会合構造を調べるために、固
体13C-NMR分光を適用して解析を試みた。
13C培養したCb. limicolaのクロマトフォアから煎糖密
度勾配遠心によりクロロゾームを単離し、固体NMRを測
定した。共有結合している13C_13C相関のみを得るRFDR

法を用いて2次元NMRスペクトルを測定し、 BChlcに由
来する炭素原子の帰属を行った。更に、空間的な13C_13C
相関を得るSpinDiffusion法を用いて2次元NMRスペクト
ルを測定した。
一方、上記の二種類の構造モデルを用いて、分子間距
離をパラメータとして炭素原子関距離を関数とした空間
相関をコンピュータで予測し、実測値と比較した。昨年
度は、最近接2分子の相互作用のみを考慮して、 “クロロ
ゾーム内でBChlc分子は「単量体jの階段状配列を基本
としたシリンダー状の高次会合構造である"と結論した
が、近接15-18分子の相互作用を考慮してより詳細な解
析を進めた結果、 「二量体Jの階段状配列を基本構造と
したモデルをも視野に入れて検討する必要が生じてき
た。解析の現段階について報告する。



laC09 
ストリークカメラを用いた色素タンパク複合体の時
間分解ラマンスペクトル

主主豊主JW，藤井律子， Ferdy S. Rondom川 12，Jian-
Ping Zhang3，小山泰I(1関西学院大・理・化学関西
学院大・理・物理中国科学院化学研究所)

カロテノイドは光合成細菌の色素タンパク複合体に結
合し、光の照射を受けてからピコ秒からナノ秒の領域で
三重項状態を生成し、隣接するパクテリオクロロフィル
へエネルギーを伝達してマイクロ秒の領域で減衰する。
この結果は様々な時間範囲の時間分解吸収分光により明
らかになっているが、 三重項状態の生成から減衰に至る
までの一連の過程を一つの分光法で測定されることは未
だ行われていない。我々は新たにストリークカメラとい
う検出器を導入し、時間分解ラマン分光により色素タン
パク複合体内の三重項カロテノイドの挙動を追跡するこ
とを試みている。ストリークカメラを用いれば、ナノ秒
の領域での時間分解が可能であり、さらに波長軸と時間
軸の2つの関数に対するラマンスペクトルの強度を輝度
分布として示すことができる。実験では、フェムト秒の
短いパルス幅をもっ400nmのレーザ一光で色素タンパク
複合体を励起し、同時にナノ秒の長いパルス幅をもっ
527nmのレーザ一光でラマンスペクトルを検出した。そ
の結果、検出光 (527nm)のみを照射して得たラマンス
ペクトルと励起光 (400nm) と検出光の両方を照射して
得たラマンスペクトルを比較した場合に、三重項状態の
生成を示すラマンスペクトルの低波数シフトが現れるこ
とを確認した。当日は三重項状態の生成から減衰までの
時間も含めて検討したデータを発表しようと考えてい
る。

laC10 

紅色光合成細菌におけるカロテノイド分子種による

光酸素障害防止機能の相違

原因二朗高市真一三永島賢治松浦克美嶋田

敬三I (1都立大・理・生物日本医大・生物)

光合成生物におけるカロテノイドの機能のlつに光酸
素障害から細胞を保護する役割が挙げられる。紅色光合
成細菌の多くは主要なカロテノイドとしてスピリロキサ
ンチンおよびその前駆体か、もしくはスフェロイデン
(とOHスフエロイデン;以下同)を持つ。スフエロイ
デンを持つ細菌を半好気条件下で培養すると、スフェロ
イデンモノオシキゲナーゼ (CrtA) によりスフエロイデ
ンがケト化されてスフエロイデノンが生成されるのに対
して、スピリロキサンチンを持つ細菌では、酸素存在下
においてもケト化は起こらない。スフエロイデンを持つ
ものだけがケト化反応を受ける理由として、カロテノイ
ド分子種によって光酸化障害防止機能が異なる可能性が
考えられた。本研究はこの可能性を検証するために、ス
ピリロキサンチンとスフェロイデンの両方を合成する例
外的な紅色光合成細菌であるRvi.gelatinosusを用いてカ
ロテノイド合成変異株を作成し、その成長の解析を行っ
た。半好気、強光照射下における、野生株および変異株
の成長を測定したところ、スフェロイデンのみを合成す
る変異株の成長が著しく低下した。この結果はスフエロ
イデンの光障害防止機能がスフエロイデノンやスピリロ
キサンチンより低いことに起因すると考えられた。した
がって、紅色光合成細菌の中でスフエロイデンを持つも
のだけが酸素存在下で色素のケト化が起こる現象は、光
酸素障害防止に関係していると考えられた。
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laCll 

紅色光合成細菌Rubrivivaxgelatinosusの色素蛋白複合
体内のカロテノイド組成

倉橋正浩早川佳宏藤井律子斎木加代子三原
田二郎松浦克美嶋田敬三九小山泰I (1関西学院
大・理神戸薬大都立大・理)

紅色光合成細菌Rvi.gelatinosusは、スフエロイデン経
路、スピリロキサンチン経路と呼ばれる2つのカロテノ
イド合成経路を持っており、共役二重結合数n=9-13ま
での様々なカロテノイドを合成する。我々はこの野生株
およびスフエロイデン経路のみを持つ変異株に含まれる
カロテノイドを抽出し、高速液体クロマトグラフイー
(HPLC)で単離を行い、更にIH-NMR及びマススペク
トルを用いて構造決定した。アンテナ複合体 (LH2)及
び光反応中心 (RC)内のカロテノイドをHPLCで分析し
た。その結果、カロテノイドが主として補助集光作用を
行うLH2には共役鎖長の短いカロテノイドが、主として
光保護作用を行う RCには共役鎖長の長いカロテノイド
が結合する傾向を見出し、色素蛋白複合体では役割に依
存した共役鎖のカロテノイドが選択されると結論付けら
れた。またOH基を持つものがアンテナ複合体に結合す
る傾向が見られた。しかし、上記変異株ではOHースフエ
ロイデン・ OHスフ エロイデノン(共にメトキシ基有
り)もRCに結合していた。一方、マイナーコンポーネ
ントであるデイメチルスフエロイデン・ OH-ニューロス
ポレン (共にメトキシ基無し)はRCに結合していな
かったことから、メトキシ基を持つことがRCへの結合
に有利に働くことが新たに判った。これはRCのカロテ
ノイド結合部位にメトキシ基との水素結合が存在するこ
とと深い関連があると考えられる。

laC12 

紅色細菌の3ヘム型反応中心結合チトクロムにおける
ヘム鉄配位アミノ酸への変異導入

塚谷祐介増田真二 吉田真嶋田敬三 松浦克
美永島賢治I (1都立大・理・生物都立大・工)

紅色細菌の光合成反応中心結合型チトクロムは、通
常、直線的に配置された4つのへムを含んで、いる。 4へム
のうち、パクテリオクロロフィルのスペシャルペアから
最も遠いヘム(ヘム1)に、可溶性電子伝達タンパクから
電子が渡され、 4つ全てのへムを経由したのちに、光酸
化されたスペシャルペアを還元している。しかし、 Rho司
dovulum (Rdv.)属では、チトクロムサブユニット上にへ
ムの結合部位を3つしか持たず、ヘム1を欠く。3つのへ
ムのうちのlつ(ヘム2)についても、ヘムの鉄原子への軸
配位子となるメチオニン残基が、他のすべての細菌で保
存されているのに対し、システインに置き換わってい
た。
本研究では、軸配位子がへムの性質や機能に与える影
響を明らかにするため、 Rdv.sulfidophilumを用いて上記
のシステインを部位特異的変異導入によりメチオニンお
よびアラニンに変えた変異株を作成した。生細胞での閃
光照射実験により、メチオニン変異株では明らかにチト
クロムの再還元速度が遅くなっていたのに対し、アラニ
ン変異株では野生株と変わらなかった。このことは3へ
ム型結合チトクロムが、へム2の軸配位子としてのメチ
オニンをなくすことで、早い再還元速度を実現している
可能性を示す。これら変異株におけるヘムの酸化還元電
位や軸配位子の状態について明らかにしていくことによ
り、この特異なチトクロムの詳しい性質や各へムの詳細
な機能が解明されると考えている。



laDOl 
クラミドモナスの配偶子形成における遺伝子発現制
御
1.マクロアレイによる窒素源飢餓応答遺伝子の単離

阿部i享久保雄昭高木靖之斉藤達昭三浦謙
吉て有i幸秀哉浅水恵理香ぺ中村保_4田畑哲之
松田吉弘1(1神戸大院 ・自然科学岡山理大・理，
3京都大院・生命科学かずさDNA研究所)

緑藻クラミドモナス (Chlamydomonasreinhardtii)で
は、最近、さまざまな生育条件(培地、温度、明暗、炭
酸ガス濃度など)や環境ストレス下 (-N，-P，-Sなど)で
培養された細胞を用いてESTライブラリーが構築され、
さらに、数万のESTクローンの中から、重複のない約
10，400のcDNAクローンをもっ高密度マクロアレイが作
製された。
本研究では、クラミドモナスの配偶子形成における遺
伝子発現の制御機構の解明を目指して、まず、このマク
ロアレイを使って、窒素(N)源飢餓に応答して特異的に
発現する遺伝子の単離を試みた。
プラス型とマイナス型の栄養細胞をそれぞれ明暗周期
によって同調培養し、 G，初期の細胞を集め、 +Nと-Nの
培養液に懸濁した。-N条件下で完全に配偶子に分化する
8時間目までの問、 1時間ごとに細胞をサンプリングし、
それらを混合して、 +Nと-Nの2種類の細胞サンプルを調
製した。抽出したmRNAをα_32PdCTPの存在下で逆転写
反応をおこなって標識一本鎖DNAを合成し、それらを
ターゲットとしてcDNAマクロアレイとハイプリダイズ
させた。+Nと-Nで比較した結果、 Ni.原飢餓にのみ応答す
るスポットが多数得られた。これらの遺伝子について、
配偶子形成過程の各時期の細胞を用いたノーザンプロッ
ト解析により、さらに詳しく検討した。

laD02 
葉緑体DNAの母性遺伝は何故起こるのか?ークラミ
ドモナス葉緑体移行型DNAメチルトランスフエラー
ゼの解析

西山りゑ1.2 伊藤美佳子山口夕小泉望佐野
落す下奈良先端大・遺伝子センター・植物， 2CREST) 

クラミドモナスは有性生殖する時、雌株由来の葉緑体
DNAのみが遺伝する(母性遺伝)。その時、雌株葉緑体
DNAのみがシトシンのメチル化を受けることを、私達は
メチレーションマッピングとメチルシト シン抗体を用い
た間接蛍光抗体法により示した。遊走子 (栄養細胞)や
雄株の配偶子 (生殖細胞)ではほとんどのシトシンがメ
チル化されない。雌特有のメチル化機構を探るために、
DNAメチルトランスフエラーゼ (CrMETl)遺伝子を単離
しその解析を行った。CrMETlはN末端にアルギニンに
富んだ配列を持ち、この配列とGFPとの融合タンパク質
はクラミドモナスの葉緑体に局在した。葉緑体に存在す
るDNAメチルトランスフエラーゼとしては初めてのケー
スである。CrMETl遺伝子は雌株の配偶子形成時に特異
的に発現し、遊走子や雄株の配偶子ではほとんど発現し
ない。これらのことから、 CrMETlは雌株の配偶子形成
時に発現し、葉緑体に移行して葉緑体DNAをメチル化す
ると考えられた。さらに、葉緑体DNAが父性遺伝する変
異株mat-1では、雄株の配偶子形成時にCrMETlが発現し
ているとともに、葉緑体DNAがメチル化されていた。以
上の結果は、葉緑体DNAのメチル化は母性遺伝機構にお
いて重要な役割を果たしていることを示唆している。
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laD03 
クラミドモナス接合変異株ifus16における遺伝子解析

大西誠正井秀樹古田和久乙久保雄昭p.
Fenis，4， U.W. Goodenough，4，林幹夫2 J野藤達BH1 (I岡
山理大・理岡山理大院・理神戸大院・自然科学，
4Dept. Biol.， Washinton UniV.) 

クラミドモナスの接合では、 1)プラス型配偶子からの
接合管の伸長、 2)接合管表層にある雌雄フリンジでの認
識、 3)膜融合という過程を経て接合子になる。紫外線照
射で単離したプラス型接合変異株j加16では、接合管の伸
長及びフリンジ聞での認識は正常で膜融合が起こらず、
ベアリングのステージで接合がとまることを見いだし
た。
四分子分析と2倍体解析の結果、 1)fus16遺伝子はプラ
ス型遺伝子座に連鎖する、 2)かs16は劣性遺伝子であ
る、 3)fus16とプラス型遺伝子座に連鎖しているフリン
ジ、欠損遺伝子fus1との問では相補性が働くことがわかっ
た。
Fenis and Goodenoughらは、性遺伝子座のゲノム配列
決定と発現解析(Genetics(2∞1) in press)の結果、 4つの
機能未知遺伝子が配偶子特異的に発現することを報告し
た。そのうち、プラス型特異的に存在する機能未知遺伝
子mta1'まかs16に対する野生型遺伝子の有力候補である。
そこで野生株とルs16からのゲノムを鋳型としてmta1遺伝
子のコード領域をPCR法で増幅し配列を決定した。しか
し、両者の配列には同一であった。現在mtaJi宣伝子発現
量をノーザンブロットで解析中である。

laD04 

雌雄異株植物ヒロハノマンテマのBACライブラリー
を用いたY染色体特異的断片の単離

杉山立志風間裕介松永幸大河野重行1.2(1東

京大 ・院・理・生物科学東京大・院 ・新領域・先端

生命)

雌雄異株植物ヒロハノマンテマはXY型の性決定を行
い， Y染色体上に雄性決定因子の存在が示唆されてい
る.サブトラクション法を中心とした雄性決定因子探索
では， X染色体にホモログが存在するハウスキーピング
的な遺伝子しか単離できていない.これは， Y染色体が
比較的最近に分化し，特異的配列の蓄積が進んでいない
ためだと考えられる.そこで，雌雄のわずかなゲノム差
を検出するRAPD法を用いてY染色体特異的STSマーカー
を単離し，それを用いて雄株由来のBACライブラリーに
含まれるY染色体特異的断片をスクリーニングした.そ
の結果，構築中のBACライブラリーからSTSマーカー
(ScD05) を含む160kbpのY染色体断片のBACクローン
(幹19B12)を得た.FISH解析から，このBACクローンに
は， Y染色体はもちろんX染色体や常染色体と相同な領
域が多数含まれることがわかった.Y染色体特異的STS
マーカー (ScD05)を含む8kbpの塩基配列を決定したと
ころ， STSマーカーに近接して3つのORFが存在してい
た.その一つ (ORF1)をRACE解析したところ， ORF1は
この領域以外に複数のコピーがあることがわかった.こ
の領域と相同なX染色体の配列を雌ゲノムから単離した
ところ， Y染色体特異的STSマーカー (ScD05)はXY染色
体の相同領域のわずかな違いを認識していることが明ら
かになった.



laD05 
ユリ花粉に存在するシクロフィリン様タンパク質

大森隆弘横田悦雄武藤尚志新免輝男1(1姫路
工大・理・生命名古屋大・分子応答センター)

カルシウムイオンは花粉管の発芽、伸長に重要な役割
を担っており、カルシウムイオンによる情報伝達系に細
胞外カルモジュリンが関与している可能性が示唆されて
いる。我々はユリ花粉を用いて、このカルモジュリン関
与の可能性について追試を試みた。高濃度のW7によっ
て花粉管の発芽は阻害された。低渡度のカルシウムイオ
ンあるいはEGTAを含む溶液で花粉を処理することに
よっても花粉管の発芽は阻害されたが、花粉からのカル
モジュリンの解離あるいは放出は検出されなかった。し
かし、そのような条件下で21kDaポリペプチドが花粉か
ら遊離された。この成分はユリやタバコの葉などにも存
在していた。アミノ酸の部分配列の解析結果から、この
成分はシクロフイリン様タンパク質であることが明らか
になった。シクロフィリン様タンパク質の花粉管の発芽
における役割に関しでも検討する予定である。

laD06 
オオムギの花粉母細胞形成における高温障害と遺伝

子発現

安彦真文阪田忠高橋秀幸浅水恵理香佐藤

修正三田畑哲之伊藤一敏東谷篤志1(1東北大

院 ・生命科学かずさDNA研究所サッポロビール

(株)植物工学研究所)

植物の生殖成長は栄養成長過程よりも一般に様々なス
トレスに弱く、配偶子形成能の低下や消失につながり、
不稔になることが知られている。しかしながら、その詳
細な分子メカニズムは明らかにされていない。そこで私
達は、比較的同調よく生殖成長が進行するオオムギ(は
るな2条)を用いて、高温障害とその遺伝子発現の網羅
的な解析を行った。その結果、オオムギの生殖成長過程
における雄蕊 ・雌蕊の分化初期が高温に最も感受性が高
く、 5日間の高温処理 (30'C昼温J20'C夜温)で、務内の
胞原細胞、タペート層細胞の発生・分化が阻害され、そ
の後の花粉母細胞形成が停止し、 100%不稔となること
がわかった。この高温障害時に見られる遺伝子発現の変
動を網羅的に調べる目的で、高温ストレス処理を行った
場合と対照区の各々の幼穂を用いて、 SAGE(serial anal-
ysis of gene expression)法により発現解析を行った。その
結果、高温ストレスによって幾つかのribosomalprotein 
genesや、ストレス誘導性のglyoxa!ase1 protein geneなどの
発現割合が増加することが明らかになった。一方、対照
区では、数種のヒストン遺伝子群や翻訳因子などの発現
割合が高く、今回サンプルとして用いた幼穂が多数の分
裂増殖細胞を含むことを強く示唆した。
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laD07 
ヒスチジンキナーゼC阻 1の機能解析

木下香織橋本由香里加藤友彦乙佐藤修正九回
肩苦芝て柿本辰男2 (1阪大・理阪大・院理かず
さDNA研究所)

CKl1遺伝子は、過剰発現するとサイトカイニンを含
まない培地の上でもサイトカイニン応答を引き起こさせ
る遺伝子として分離された。クローニングの結果、 CKll
遺伝子は2成分制御系のヒスチジンキナーゼのファミ
リーに属することがわかっている。
CKl1 遺伝子の機能を明らかにするため、遺伝子破壊
株の表現型と発現部位の解析を行った。 CKll遺伝子が破
壊されたシロイヌナズナからはホモ接合体が得られず、
そのヘテロ接合体が自家受粉すると種子は50%しか形成
されなかった。ヘテロ接合体と野生型との交配実験によ
り、 T-DNAが挿入されたCKll遺伝子破壊株を雌ずいに
用いた場合だけT-DNAは遺伝しなかった。また、レポー
ター遺伝子を用いて発現部位の解析を行うと、匹嚢と未
熟種子で特異的に発現があることがわかった。これらの
ことから、 CKll遺伝子は雌性配偶体の機能に必須である
か、雌性配偶体由来のCKll遺伝子が種子形成に必須であ
ると考えられる。

laD08 
スギアレルゲン遺伝子の構造と発現特性

二村典宏向井譲篠原健司1(1森林総研静岡
大・農)

近年、スギ (Cryptomeria japonica)花粉症患者が急増
し、ひとつの社会問題となっている。スギ花粉の主要ア
レルゲンとして、 2種類のタンパク質 (Cryj !， Cry j 2) 
が同定されている。 Cryj 1はペクテートリアーゼ活性
を、 Cryj 2はポリメチルガラクツロナーゼ活性を保持し
ている。スギでのアレルゲンの役割を調べるために、こ
れらアレルゲンの構造と発現特性を解析するとともに、
新たなアレルゲン遺伝子を探索した。スギ花粉のcDNA
ライブラリーから、 Cryj 1と相同なcDNAクロー ンを2種
類 (Cryj 1.1， Cry j 1.2)、Cryj 2と相同なcDNAクローンを
3種類 (Cryj 2.1， Cry j 2.2， Cry j 2.3)単離した。 Cryj l.l 
とCryj 1.2のアミノ酸配列は既知のCryj 1と同一であり、
3'非翻訳領域の塩基配列が異なっていた。一方、 Cryj
2.1， Cry j 2.2， Cry j 2.3の3種類のタンパク質中にはアミノ
酸の変化をもたらす置換が検出された。 CηjlとCryj2 
はともにスギゲノム中に2コピー存在した。Cryj1よりも
Cryj 2には多くの多型が見られ、かつヘテロ接合度も高
かった。Cryj1とCηj2はともに花粉で特異的に発現し
ていた。さらに、ピャクシン (Juniperusasheilの花粉ア
レルゲンJuna 3に相同なスギcDNAクローンを3種類
(Cry j 3.1， Cry j 3.2， Cry j 3.3)単離した。現在、Cryj 3の
発現特性と抗原性について解析中である。



laD09 

アブラナ科植物における自家不和合性の分子機構解

析

下里裕子高山誠司柴博史察晃植岩野恵

磯貝彰1(1奈良先端大・バイオ)

アブラナ科植物の自家不和合性は、 l遺伝子座のS複対
立遺伝子によって支配され、花粉とのS遺伝子の表現型
が一致したときに不和合となる。 S遺伝子座には、 SPll
(塩基性低分子量蛋白質)、 SRK(受容体型キナーゼ)、
SLG (分泌型糖蛋白質)という3つの多型を示す遺伝子が
存在する。これまでに形質転換実験により、 SPllとSRK
がそれぞれ花粉と柱頭のS表現型を決定すること、 SLG
が不和合性反応を補強することが示されてきたが、各因
子の機能や相互関係については不明確であった。そこで

本研究では、生化学的な解析によりこれら因子の関係を
解明することを目的とした。

まず、生物検定法を確立し、特定の構造を有する合成
SPllがS特異的に不和合性反応を誘起することを示し
た。このSPllは、カイコ発現SRK細胞外領域や柱頭SLG
とは相互作用しないことがBIAcoreにより示された。し
かし、 1251標識SPllが柱頭膜画分にS特異的に結合 (Kd=
1.2 nM)すること、更にのSRKとSLGが共同でこの結合
部位を形成していることが架橋実験、免疫沈降実験によ
り明らかとなった。この結合に伴いSRKの自己リン酸化
が誘導することも示された。以上によりSPllとSRKlSLG
がリガンドと受容体複合体の関係にあること、両者の相

互作用がS特異的に起きることが自他認識の基本となっ
ていることが明らかとなった。

laDlO 

自家不和合性の花粉劣性形質は花粉側S遺伝子産物
SPllの転写レベルでの制御によ って決定される

柴博史高山誠司岩野恵下里裕子石本京
芋1，iJt辺正夫磯貝彰1('奈良先端大院・バイオ，
2岩手大・農)

自家不和合性は自家受精を抑制する機構の一つで雌し
べ、花粉双方に存在する自他識別物質のS遺伝子型が一
致した場合に不和合となる。また自家不和合性には雌し
べ、花粉双方で独立して優劣性の関係が生じる場合があ
る。中でも花粉側の優劣性に関しては、花粉劣性系統の
自他識別物質SPllを含め、どのようにして優劣性が決定
されるのか不明である。演者らは最近、アブラナ科植物
を用いて花粉劣性を示すS系統(classn)のSPII)宣伝子の
クローニ ングに成功し、当該遺伝子が花粉倶IJS因子であ
ることを発現タンパク質を用いたバイオア ッセイによ っ
て明らかにした。またclass11 SP11の発現様式を調べたと
ころ、花粉側の優劣性のメカニズムを示唆する結果を得
たので報告する。
花粉劣性を示すB.rapa S60系統のゲノムライブラリー
から優性系統(class1 ) SPllの対立遺伝子と恩われる遺伝
子領域を見つけ、これをS60-SPllとした。S60-SPllの塩
基配列を元に他の5つの劣性系統の約mRNAからSPll遺
伝子を単離したところ、系統聞で多型を示した。また大
腸菌で発現させたS60-SPllタンパク質は雌しべ乳頭細胞
にS遺伝子特異的に不和合反応を誘導し和合花粉の吸水
を阻害した。またclass11 SPll遺伝子は劣性ホモ株では蔚
のタペート組織で特異的に発現していたが、 class1系統
とのヘテロ株ではその発現が抑制されていた。現在、ヘ
テロ株でどのようにしてclass11 SPll遺伝子の転写抑制が
起こるのか解析している。
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laDll 
温度による発芽調節におけるアブシジン酸(ABA)の
関与

川上直人¥田村典子三吉田卓弘佐々木隆太レ
ピニエクロイック3(1明治大・農明治大院・農，
3INRA，ヴェルサイユ)

温度は、種子発芽を調節する重要な環境要因である。
私達は、温度による発芽調節機構を理解することを目的
として、 2万のシロイヌナズナT-DNAタグラインから、
野生型種子が発芽できない高温条件で発芽する高温耐性
発芽変異、 5系統を選抜した。このうち4系統の種子は高
温領域でのみ野生型より高い発芽率を示し、 l 系統
(TRWI87)の種子は低温でも野生型より高い発芽速度
を示した。 TRW187の種子はABA低感受性を示したが、
他の4系統の種子のABA感受性は正常であった。また、
ABA合成阻害剤であるフルリドンは、レタス種子におけ
る報告と同様に、シロイヌナズナ野生型種子発芽の高温
阻害を緩和した。これらの結果は、シロイヌナズナ種子
においても吸水時のABA合成が発芽の高温阻害に関わる
ことを示唆する。現在、 ELISA法により野生型種子の高
温吸水時におけるABA量の変化を調べている。

laD12 
高温耐性発芽変異体、TRW13-1(trgl)の生理・遺伝解
析

E笠生王川上直人2(1明治大院・農明治大・農)
種子発芽を調節する主要な環境因子の一つは、温度で
ある。私達は、温度による発芽調節機構を解明すること
を目的として、シロイヌナズナのT-DNAタグラインから
高温耐性発芽変異系統TRW13-1を単離した。TRW13-1
の種子では休眠性が低下していたが、アプシ ジン酸
(ABA)に対する感受性は正常であった。吸水時の種子
におけるABA合成能を調べるため、現在、抗(+)-ABA単
クローン抗体を用いたELISA法によりABAを定量してい
る。TRWI3-1は野生型 (Ws)よりも有意に短い爽を付
けるが、それ以外の形態および生育は正常であった。
Wsとの交配で得られた民世代の分離を調べたところ、高
温耐性発芽と爽の長さに強い連鎖が認められたが、これ
らの形質とT-DNAの連鎖は認められなかった。コロンピ
ア生態型との交配により得られたF，植物を用いたSSLP及
びCAPSマーカーによる解析から、変異はl番染色体の下
腕に座乗することを明らかにした。TRW13-1の高温耐性
発芽変異をtrglと名付け、マップベースクローニング法
により遺伝子の単離を試みている。



laFOl 
植物ペルオキシソームに局在するプロテアーゼの探
索

目黒文晃真野昌二三西村幹夫加藤朗1，3 (1新潟

大・院・自然科学基生研・細胞生物新潟大・理・
生物)

脂肪性種子の発芽子葉において、ペルオキシソームは
グリオキシソームから緑葉ペルオキシソームへと機能変
換する。この過程では、緑葉ペルオキシソーム酵素の蓄
積に平行して、既存のグリオキシソーム酵素の分解が観
察される。また、一部のペルオキシソーム酵素はN末端
に延長配列もつ前駆体として合成され、輸送直後、ペル
オキシソーム内部で延長配列が切除される。両者の反応
にはそれぞれ特異的なプロテアーゼが関与すると考えら
れるが、その実体は明らかではない。我々は、シロイヌ
ナズナゲノムDNAの解析から、ペルオキシソームのC末
端輸送シグナル (PfSl) と類似の配列を持つ3つのプロ
テアーゼ様タンパク質を発見した。これら3つのC末端側
30アミノ酸とGFPとの融合タンパク質を構築し、シロイ
ヌナズナロゼット葉における一過的発現を共焦点レー
ザー顕微鏡で観察した結果、このうちの一つ、 AtLonlの
C末端配列のみがペルオキシソームへの輸送活性を有す
ることが判明した。そこでこのAtLonlに注目 LESTク
ローンを取得、リコンビナントタンパク質を合成し、特
異抗体を調製した。ショ糖密度勾配遠心によるシロイヌ
ナズナ発芽種子の細胞分画とイムノプロ ットの結果か
ら、 AtLonlはカタラーゼの局在と一致すること、即ちペ
ルオキシソームに局在することが明らかになった。現
在、 AtLonlのmRNAおよびタンパク質の変動について解
析中である。

laF02 
ペルオキシソーム脂肪酸p酸化に関与する2遺伝子の
遺伝学的考察

林誠西村幹夫1(1基生研 ・細胞生物)

ペルオキシソームは、脂肪酸β酸化、グリオキシル酸
回路およびグリコール酸代謝などの代謝系を持ち、脂肪
酸分解や光呼吸などの生理機能を担っている。我々はペ
ルオキシソームの機能を遺伝学的に再検討するため、ペ
ルオキシソーム機能欠損突然変異体を単離、解析してい
る。今回、これらのうちで脂肪酸p酸化を特異的に欠損
する2つの突然変異体の表現型について詳細な比較検討
を行ったので報告する。
pedlおよびped3突然変異体は、どちらも脂肪酸分解活
性が欠損するため、発芽に際してスクロース要求性を示
す。しかしながら、成長した個体では目立った形態異常
は認められなかった。それに対して、 pedl伊ed32重突然
変異体は、本葉や花茎の著しい形態異常が認められ、花
は咲くものの不稔であった。また、 pedl突然変異体では
ペルオキシソームの形態やペルオキシソームタンパク質
の発現に異常が認められが、 ped3突然変異体は細胞レベ
ルでも目立った表現型は認められなかった。PEDlおよ
びPED3遺伝子は、それぞれ脂肪酸p酸化の最終酵素で
ある3-ketoacylCoA thiolaseと脂肪酸の輸送を担うペルオ
キシソームABCトランスポーターをコードする。以上の
結果をもとに、 PEDlおよびPED3遺伝子の生理機能を考
察する。
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laF03 
ペルオキシソーム機能変換のポストゲノム解析

鎌田知江1，2 二藤和昌1，2 林i悶真野昌二 林誠
西村幹夫1，2 (1基生研・細胞生物総研大・生命科学，
3福井県大・生物資源)

<目的>
高等植物のペルオキシソームは、生育に応じてその機
能が可逆的に変化することが知られている。このような
ペルオキシソームの機能変換は同一細胞内で直接的に生
じるため、ペルオキシソームに局在するタンパク質の種
類に劇的な変化がみられる。この変化は大規模な遺伝子
発現調節によって制御されていると考えられるが、その
制御機構についてはまだ詳細な解明がなされていない。
私たちはペルオキシソーム機能変換を制御する因子を同
定することを目的に、その第一歩としてペルオキシソー
ムタンパク質をコードする遺伝子発現の網羅的解析を試
みた。
<結果>
アラピドプシスの全ゲノム配列の情報をもとに、ペル
オキシソームタンパク質をコードする遺伝子の探索を
行った。まず全予測ORFからペルオキシソームへの輸送
シグナルをもつものを検索し、 258個の遺伝子を選出し
た。これらの遺伝子は、ペルオキシソームに局在する既
知の酵素の他に、未知のタンパク質をコードする遺伝子
が多数含まれていた。これにカタラーゼ、ペルオキシ
ソーム膜タンパク質、 PEX遺伝子群など輸送シグナルを
もたないもののペルオキシソームの機能やその構築に関
与するタンパク質を加え、計297個の遺伝子を解析の対
象とした。これらの遺伝子について器官特異的な遺伝子
発現制御を網羅的に解析し、発現パターンの違いによる
遺伝子の分類を行ったので、その結果を報告する。

laF04 

シロイヌナズナから緑葉ペルオキシソームの単離と

そのプロテオーム解析

深尾陽一朗1，2 林誠西村幹夫1，2 (1基礎生物学研究

所総合研究大学院大学)

脂肪性種子植物のペルオキシソームは、その成長過程
において可逆的に機能転換することが知られているオル
ガネラである。暗所で生育させた黄化子葉にはp酸化系
やグリオキシル酸回路に関与するグリオキシソームが存
在し、光を受けて緑化した子葉では光呼吸に関与する緑
葉ペルオキシソームへと機能転換する。しかしながら、
これら両ペルオキシソームに局在するタンパク質の多く
はいまだ同定されておらず、特に緑葉ペルオキシソーム
に局在するタンパク質はその数種類が明らかになってい
るに過ぎない。そこで本研究では、プロテオーム解析に
より緑葉ペルオキシソームタンパク質を網羅的に解析す
ることを目的とした。
5日間暗所で生育させた後、 4日間光条件下で生育させ
たシロイヌナズナ (5D4L)の子葉では、グリオキシ
ソーム特異的なタンパク質は分解され、完全に機能転換
した緑葉ペルオキシソームが存在している。5D4Lのシ
ロイヌナズナ緑化子葉より高純度かつ高濃度の緑葉ペル
オキシソームを単離する系を確立した。単離ペルオキシ
ソームに局在するタンパク質を2次元電気泳動で分離
後、銀染色し、プロテアーゼ処理したサンプルを
MALDVTOF-MSを用いて解析した。その結果、既知の
緑葉ペルオキシソームタンパク質に加えて、いくつかの
新規タンパク質の同定に成功した。



laF05 
ベルオキシソーム形成に関与するシロイヌナズナ突
然変異体の単離と解析

真野昌二中森ちひろ近藤真紀西村幹夫， ('基
生研・細胞生物)

ペルオキシソームは、広く真核生物に存在するオルガ
ネラで、植物では脂肪酸代謝、光呼吸など種々の機能を
担っている。我々は、ペルオキシソーム形成の分子機構
を明らかにするために、緑色蛍光タンパク質 (GFP)を
指標として、シロイヌナスナにおいてペルオキシソーム
形成が異常になった突然変異体を選抜し、解析を進めて
いる。
GFPにペルオキシソームへの輸送シグナルをつなげ
ることにより、ペルオキシソームが可視化された形質転
換体 (GFP-PI'sI)を EMSで変異処理し、約37∞o個体
のM2個体をスクリーニングしたところ、器官・組織特
異的に、 GFPがペルオキシソームへ輸送されずサイトソ
ルに留まったり、ペルオキシソームの形や大きさ、数、
細胞内分布が変わった表現型を示す変異体 (aberrantper-
oxisome morphology ; apm)が単離された。そのうち apml
は、ペルオキシソームの形が長くなり、細胞内の数も減
少するという表現型を示す。しかしながら、発芽にショ
糖を要求せず、また、光呼吸活性の低下に伴う生長阻害
も示さないことから、ペルオキシソームの代謝機能は正
常であり、分裂などの機能が異常になった変異体と考え
られる。現在、原因遺伝子を同定中であり、その結果も
あわせて報告する。

laF06 
タバコ培養細胞から調製したミニプロトプラストを
用いた液胞形成の機構の解析

矢野加奈子服部昌己森安裕二三 三好泰博2 ('静
商事実で百・生活健康静岡県大・食品栄養)

ほとんどすべての成熟した植物細胞には細胞体積の
90%以上を占める液胞が存在している。植物の液胞は物
質の分解・貯蔵など多様な機能を果たしているオルガネ
ラである。液胞の形成の機構については，これまでいく
つかの説が提出されてきたが，この中には，液胞形成は
自食作用を介して起こるという説がある。私たちはこれ
まで、タバコ培養細胞を植物細胞のモデルとして用い、
自食作用の研究を行ってきた。これまでの研究の中で自
食作用を阻害するいくつかの薬剤を見いだした。
本研究では自食作用が液胞形成にどのような役割を果
たしているかを明らかにするためにタバコ培養細胞BY-
2から単離したミニプロトプラストを用いて、液胞形成
の機構の解析を行った。細胞からプロトプラストを単離
し、遠心力場に置いて液胞を取り除きミニプロトプラス
トを調製した。調製直後のミニプロトプラストには液胞
が存在しなかった。このミニプロトプラストを培養する
と液胞形成が進行し、 1-2日で液胞が再生する。そこで
このミニプロトプラストを、自食作用を阻害するいくつ
かの薬剤jを添加した培地で培養し、それらの薬剤の液胞
形成に対する影響を光学顕微鏡・電子顕微鏡を用いて調
べた。それらの結果を報告する。
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laF07 
Arabidopsis thalianaにおける体色変異株の収集と解析

中西弘充鈴木健二¥情家高史小平律子三田口
事萌て帝国信明岡崎光雄は('信州大学・遺伝子実
験施設信州大学・繊維・応生)

葉の色が異常になった個体は、クロロフィルの合成過
程、もしくはクロロフィルの蓄積される場である葉緑体
の形成に異常が起きている可能性が高い。葉緑体の形態
形成に異常を持つ変異株を探しだす為に、体色異常に注
目して変異株の収集と解析を行っている。これまでに収
集した体色変異株において、表現型の分類とクロロフィ
ルの測定を行い、葉緑体の形態・数・大きさを観察し
た。変異株の組織を直接観察する方法の他に、プロトプ
ラスト化することで、細胞単位の葉緑体の様子をより良
く観察できた。その結果、クロロフィルが有意に滅少す
る変異株の中から、葉緑体の大きさが変化している変異
株をいくつか分離し、分類した。
葉緑体が拡大する変異株の1系統では、 1つの細胞内の
葉緑体の大きさにばらつきがあることがはっきりと観察
された。その系統では、逆に縮小した葉緑体も観察され
た。野生株と比較して、細胞内の葉緑体の数にはっきり
とした減少は見られない。このような現象が起きるの
は、葉緑体の分裂が不均等に起きる結果だと推測され
る。葉緑体が大きい別の系統では、 葉緑体の大きさにば
らつきは見られないが、その数が減少している。この様
な、葉緑体の外観が変化する変異株について、葉緑体の
分裂機構について考察したい。

laF08 
シロイヌナズナの斑突然変異の原因遺伝子凶Rlの解
析

田村隆行村田稔坂本亘， ('岡山大・ 資生研)

シロイヌナズナの斑入り変異体yellow variegatedl 
(var1)はvar2と同様の葉緑体型メタロプロテアーゼを
コードするFtsH遺伝子の欠損によって生じる。GFPを用
いたトランジェントアッセイの結果、 VARlタンパク質
は葉緑体に輸送されることが示された。また、大腸菌内
で発現したHis-VARl融合タンパク質はプロテアーゼ及
びATPase活性を有することから、 VARlはチラコイド膜
上でATP依存性のメタロプロテアーゼとして機能するこ
とが示唆された。クロロフィル蛍光による光化学系E収
率を調べた結果、 νar1変異体では光障害の回復が著しく
阻害されることが明らかになった。従って、 VARl及び
VAR2タンパク質は光障害を受けた光合成系Eの分解に
関与する可能性が強く示唆された。抗VARlポリクロー
ナル抗体を作製し、ウエスタン解析を行ったところ、
var1変異体だけで、なく var2変異体においてもVARlタンパ
ク質レベルが減少していることが明らかになり、 VARl
とVAR2タンパク質レベルは協調的な制御を受けている
と考えられた。



laF09 
シロイヌナズナの「斑j突然変異に関わるFtsH遺伝子
ファミリーのRNAiによる解析

坂本亘1(I岡山大・資生研)

これまでにシロイヌナズナで葉に斑入りを示す突然変
異体varJ及びvar2の解析を行い、その変異が葉緑体型の
FtsHメタロプロテアーゼをコードする遺伝子の欠損によ
ることを明らかにしている。シロイヌナズナゲノムでは
FtsHは遺伝子ファミリーを形成しており、 VARl，凶R2以
外にも4つ以上のFtsH遺伝子が存在する。これら相同遺
伝子の不活化が凶Rl，凶R2と同様に斑入りなどの形質変
化を引き起こすかを解析するため、 FtsHl，2， 3， 4の4つの
遺伝子についてRNAinterference (RNAi)により特異的に
遺伝子を不活化したトランスジェニ ック植物を作成して
調べた。これらの遺伝子間では、葉緑体局在化に関わる
トランジットペプチド配列と考えられる領域では相向性
が低いので、これらの領域を用いることにより遺伝子特
異的にRNAiを起こると予想された。その結果、新たに
FtsH2を不活化させた場合に斑が生じることが明らかと
なった。

laFlO 
葉緑体型GrpEに関するシロイヌナズナのアンチセン

ス植物体を用いた機能解析

杉本祐香菊地真吾小形尚子中井正人1(I阪

大・蛋白研)

GrpEは蛋白質のフォールデイングや膜透過に関与す
る分子シヤペロンHsp70と協同的に働く補因子 (コシャ
ペロン)で、原核生物や真核生物ミトコンドリアにおい
て広 く見出されており、 Hsp70に結合したATP/ADPの交
換反応を促進することが知られている。しかし、植物葉
緑体におけるHsp70とそのコシヤペロンとの協同的機能
に関しては不明の点が多い。われわれは、シロイヌナズ
ナの葉緑体型GrpE(At cpGrpE)のcDNAを、葉緑体の進
化的起源と考えられるラン藻のGrpEとの相同性をもと
に、単離同定した。このcDNAから合成したcpGrpE前駆
体は単離葉緑体ストロマへ輸送された。ウエスタン解析
から、 cpGrpEはストロマにおいて安定なダイマーとして
存在し、さらにこのダイマーはHsp70と約170kDaの複合
体を形成していることがわかった。この複合体はATPあ
るいはADPを添加することで解離した。
今回、シロイヌナズナを用いてcpGrpEのcDNAのアン
チセンス植物体を作製した。得られた形質転換株のライ
ンの中には、野生型のシロイヌナズナと比較してcpGrpE
の発現がほとんど観察されないラインが存在していた。
現在、このアンチセンス植物体を用いて、熱ショ ック等
の様々なストレスに対する感受性や、さ らに葉緑体にお
ける蛋白質のフォールデイング過程や膜透過過程につい

て解析を進めている。
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laFll 
葉緑体遺伝子のマイクロアレイを用いた、アルビノ-

Pa1e green変異体の網羅的な発現解析
山崎高紀1，2 本橋令子伊藤卓也黒森崇九平山隆

志関原明永島明知久田中寛高橋秀夫ヘ鎌田
博篠崎一雄1，3 (I理化学研究所筑波研究所植物分

子生物学研究室筑波大学生物理化学研究所ゲ
ノム科学総合研究センター東京大学分子細胞生物

学研究所分子遺伝研究室)

葉緑体は独自のゲノムを持っており、約100のプラス
チドタンパク質をコードしている。しかし葉緑体を構成
しているタンパク質の大部分は核ゲノムにコードされて
いる。我々のグループは、葉緑体形成に関連する核遺伝
子の機能解析を行っている。葉緑体形成に関連する核遺
伝子が、葉緑体コード遺伝子の発現に及ぼす影響を網羅
的に解析するため、我々は葉緑体遺伝子のマイクロアレ
イ解析を行った。マイクロアレイはシロイヌナズナの葉
緑体にコードされているもののうち、tRNA及びrRNAを
除く全ての遺伝子79種を対象とし、プロープDNAは葉緑
体コード遺伝子の全長又は一部領域をPCR法で増幅しス
ポットしたチップを用いた。今回は、これまで本研究室
のAc/Dsタグラインから得られたアルビノ、 Palegreen変
異体における葉緑体コード遺伝子の発現の変化を観察し
た。
解析から、それぞれの変異体において様々な発現傾向
が観察された。この発現傾向と、変異体の原因遺伝子の
機能とを結びつけパターン化した。これらのデータは葉
緑体形成に関わる機能未知の核遺伝子の機能解析を行う
上での、有用な情報を提供すると考えられる。

laF12 
シロイヌナズナ高Foクロロフィル蛍光突然変異体
2627-2の解析

岸根雅宏九高林厚史宗景ゆり鹿内利治佐藤
支彦1，it藤剛1(I京大院・生命奈良先端大院・バ
イオ)

光化学系2から放出されるクロロフィル蛍光は、光合
成電子伝達の状態を反映することから、光合成装置の構
成要素や、その構築制御を担う因子を欠損する突然変異
株をスクリーニングすることが可能である。我々はこれ
までにシロイヌナズナのM2植物約50∞o株から、クロロ
フィル蛍光に異常を示す変異株を59株単離してきた。そ
の中の一つ2627-2T-DNAタギング株は、微弱光を照射し
た際のクロロフィル蛍光Foが高い値を示す変異株であ
り、野性株に比べ葉色が薄く、生育の遅れを示した。そ
の原因遺伝子をTAIL-PCRを用いて解析した結果、葉緑
体に移行すると予想されるRNase様遺伝子のプロモー
ター領域にT-DNAが挿入され、その発現が抑制されるこ
とが明らかとなった。一方、 2627-2株では、葉緑体コー
ドの光合成遺伝子のmRNAは野生株と同程度に蓄積して
いたが、 16SrRNAの蓄積量が特異的に減少していた。こ
の結果は、 T-DNAの挿入をうけたRNase様タンパク質が
16SrRNAの蓄積量を制御していることを示唆しており、
現在さらなる解析を行っている。




