
2pI06 
シロイヌナズナの表皮細胞に局在する小胞体由来の
新規構造体 (ERbody)の解析

松島良林八寿子三山田健志嶋田知生西村幹
芙て百村いくこ， ('京大院 ・理・植物新潟大・理・
自然環境基生研・細胞生物)

ER bodyは，シロイヌナズナの表皮細胞に存在する約
0.5 x 5μmの細長い構造体である.小胞体局在型のGFP
(GFP-HDEL)を発現するシロイヌナズナを用いるとER
bodyを可視化することができる.我々はERbodyが粗面
小胞体に由来し，液胞へのタンパク質輸送に関わってい
ることを明らかにしたI)今回はERbodyの動的変化につ
いての知見を報告する.ER bodvは幼植物体には大量に
存在するが，ロゼット業には存在しない.また子葉にお
いては，その老化と共に消失する.これらのことは， ER 
bodyは単なる輸送小胞ではなく，何らかの生物学的意味
を持ち，発生段階によって高度に制御されるオルガネラ
の一種であると考えられる.通常ERbodyを持たないロ
ゼット葉をジャスモン酸メチルで処理をすると，大量の
ER bodyが誘導された.この結果は， ERbodyの生物学的
意味がジャスモン酸と何らかの関係があることを意味す
る.ジャスモン酸の関与が報告されている傷害ストレス
によってもERbodyの誘導が観察された.現在シ ロイヌ
ナズナを用いて， ER bodyに関する突然変異体のス ク
リーニングを行っており，突然変異体を数種類得てい
る.

1) Hayashi， Y. et al. (2001) Plant Cell Physiol. 42， 894-899 

2pI07 
植物カタラーゼのペルオキシソームへの輸送機構の
解明

神垣あかね寺内白梅薫真野昌二三 二藤和昌三
存否て百干す幹夫江坂宗春， ('広島大 ・生物生産，
2基生研)

多くのペルオキシソームタンパク質はC末端にある
ターゲテイングシグナル (PTsl)がPTSlレセプター
(Pex5p)に認識され、結合することに よってペルオキ

シソームへ輸送される。カタラーゼもペルオキシソーム
タンパク質の一つであり、 C末端にPTSl様のモチーフを
持つが、それがペルオキシソームへのターゲテイングシ
グナルとして機能しているかは不明である。

本研究では、植物細胞へ導入発現させたカタラーゼと
GFPとの融合タンパク質について、その細胞内局在性を
観察することにより、カボチャカタラーゼ(Catl)のター
ゲテイングシグナルについて検討した。その結果、 PTSl
のコンセンサス配列に合致しているC末端側から 11位ー
ー13位のグルタミンーリジンーロイシン (Q-KーL)が内部
PTSlとして機能していると推測された。そこで、 Catlが
実際にPTSl系によって輸送されているのかを調べるた
め、酵母two-hybrid系を用いてPTSlレセプター (Pex5p)
との結合解析を行った。その結果、 Catlがシロイヌナズ
ナのPTSlレセプタ -AtPex5pと結合することが示され、
Cat1が'PrS1系によって輸送されることが示唆された。さ
らに、 Catlのと寺の領域がPex5pと結合するか解析中であ
る。
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2pI08 
液胞輸送レセプタ -PV72の過剰発現シロイヌナズナ
の解析

渡辺悦子は嶋田知生黒柳美和西村幹夫2，3 西
村いくこ， ('京大院 ・理基生研・細胞機構総研
大・生命科学)

私達は，種子タンパク質のプロ型を大量に含むPAC小
胞の膜分画から2Sアルブミンのプロ領域と結合する
PV72を見いだした.最近， PV72と2Sアルブミンのプロ
ペプチドとの結合・解離がカルシウムよ って制御されて
いることを証明した.液胞タンパク質の液胞輸送レセプ
ターであると考えられるPV72のルーメン側ドメインに
小胞体局在化シグナルを付加した融合タンパク質
(PV72-HDEL)をシ ロイヌナズナに異所的に過剰発現

させ，液胞タンパク質の輸送をinvivoで解析した.その
結果、 PV72-HDELの過剰j発現はA凶 LEUのプロ型タンパ
ク質の蓄積を引き起こすことを見いだした.AtALEUは
液胞輸送シグナルのひとつであるNPIR配列をもっプロ
テアーゼである.更に， PV72-HDELとプロ型AtALEU
がinvivoで結合していること，及びその結合・解離がカ
ルシウム依存的であることを示した.これらの結果は，
PV72がinvivoで液胞輸送レセプターとして機能し，リガ
ンドとの結合・解離がカルシウムによって制御されてい
ることを示唆している.

2pI09 
シロイヌナズナ重力屈性異常変異体zigのsuppressor因
子の分子遺伝学的解析

新j賓充森田(寺尾)美代山内喜朗九回坂昌生l

(i妄互先端大・バイオ京大院・理)

我々は高等植物の重力屈性の分子機構を理解するため
に花茎の重力屈性異常変異体をシロイヌナズナから単縦
して解析している。その1つであるzigzagstem (zig)-lは劣
性の変異体であり、重力屈性異常に加えて、花茎が節で
折れ曲がりジグザグな形態を示す。その原因遺伝子ZIG
は、液胞への小胞輸送に関与するSNAREの1つである
AtVTIllをコードしていた。花茎の重力感受は、重力方
向に移動するアミロプラストを含む内皮細胞層で行われ
る。そして、 zigではこの細胞内のアミ ロプラストの分布
が異常であった。また、 zigではこの細胞以外の細胞にお
いても液胞構造に異常が見られた。本研究は形態形成お
よび重力屈性における液胞への小胞輸送の関与をさらに
理解することを目的とし、 zig-l変異体のサプレッサ一変
異体を多数分離して解析を進めている。 zigsuppressor 
白ip)1変異はzig-l変異体において見られた形態、および

重力屈性における異常を完全に抑制する。そして、 z伊l
zig-lの内皮細胞内のア ミロプラス トも重力方向に正常に
沈降していた。また遺伝学的解析からziplはzig-l変異に
対して優性に機能することがわかった。 ZIPlは第l染色
体上の40cM付近に座乗すると予想された。



2pI10 
種子貯蔵タンパク質のプロセシングに異常を示すシ
ロイヌナズナ変異体の解析

片岡未裕希嶋田知生山田健志西村幹夫西
村いくこ， ('京都大院・理基生研・細胞機構)

多くの液胞タンパク質は前駆体として合成され，液胞
内で液胞プロセシング酵素 (VPE) により成熟型に変換
される(1， 2).液胞内プロセシング機構の解明を目的と
して，シロイヌナズナ変異体を用いた解析を行った.
種子貯蔵タンパク質 12Sグロプリンと 2Sアルブミンの

前駆体を蓄積している変異体bvpeのアリルをこれまでに
4種類単離している (3).これらの変異体は全て，種子型
VPE (βVPE)のDNA配列上に変異を持っていた。登熟
bvpe種子中のVPE活性は，野生型に比べて著しく 減少し
ていた.bvpe種子に蓄積している貯蔵タンパク質の分子
形態を網羅的に解析したところ， 2SアルブミンはAspar-
tic proteinase (AP)によりプロセシングされた分子種が
多く蓄積していた.変異体種子では， sVPE以外のVPE
ホモログ (αVPE'y VPE)とAPが協調的に貯蔵タンパ
ク質のプロセシングに関わっていることが明らかになっ
た.
(1) Hara-Nishimura et al.， (2000) In Vacuolar Compartment in 
PI組 ts，pp 20-42. 
(2) Yamada et al.， (1999) J. Biol. Chem.， 274， 2563-2570. 
(3) Kataoka et al.， (2000) Plant Cell Physiol.， 42， s45 

2pJOl 
Cloning and Charact巴rizationof a Novel Sucrose Trans-
porter Gene， OsSUT3 from Rice 

庚瀬竜郎 Gr油amN. Scofield2，青木直大 Paul
百hitfeldてRobertT. Furbank2 ('中央農研・北陸研究セ
ンター， 2CSIRO Plant Industry， Australia) 

We repo目白eisolation of a full-Iength cDNA and corre-
sponding genomic clone coding for a novel sucrose transporter， 
OsSUT3企omrice. The open reading fram巴of1518bp encodes 
a 506aa-residue protein which is predicted to have twelve 
membrane-spanning helices， typical of the superfamily of 
membrane transporters 百lepredicted peptide sequence for 
OsSUT3 shows about 70% identity to th巴otherknown cereal 
SUTl proteins. The genomic structure of OsSUT3 shows dif-
ferences to that of OsSUT1. The OsSUTl gene has 13 introns 
and 14 exons， while OsSUT3 has 9 in町onsand 10 exons. 
Southern analysis revealed that OsSUT3 is present as a single 
gene in the rice genome. RT -PCR analysis showed出atIt ex-
pressed in various sink and source organs of rice plant. Heterol-
ogous expression of the OsSUT3 cDNA in yeast revealed that 
OsSUT3 is a functional sucrose 仕組spo抗er.Potential roles of 
OsSUT3 in comparison with OsSUTl will be discussed. 
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2pJ02 

オオムギ根においてマンノースで誘導される遺伝子

の検索

柴坂三根夫越白時三笠毛邦弘1 (1岡山大・資生研，
2全南大)

土壌中にはグルコース、ガラクトース、マンノースな
どの数多くの単糖が含まれている。これらの糖は、主に
腐敗した植物など土壌に含まれている多糖類が分解され
る過程で生じたものである。土壌中に含まれている単糖
糖の量は土嬢有機物1kg当り数mgから数百mgである。ミ
リモル濃度 (5-25mM)の糖が植物の養分吸収に影響を
及ぼすことは以前から知られているが、我々は数穫の単
糖 類 及 び オ リ ゴ 糖 類 は マ イ ク ロ モ ル 希 薄 溶液
(200μM)で大麦幼植物の根におけるカリウム輸送に

顕著な影響を及ぼすことを既に報告した。すなわち、ミ
リモル濃度のグルコースがカリウム輸送に顕著な促進効
果を示すのに対し、熊糖やリボースは影響がない。しか
し、マイクロモル濃度ではグルコースにはほとんどその
効果が見られず、熊糖とマンノースが促進的、キシロー
スとリボースが阻害的に作用した。さらに、阻害剤を用
いた実験によると、マンノースによるカリウム輸送の促
進はmRNA及びタンパク質のdenovo合成が必須であるこ
とが分かつた。そこで、マンノースがどのような遺伝子
の発現を誘導するかをPCR-SelectcDNA subtractionを用
いて検索を行ない、その遺伝子の単離を試みている。水
耕栽培による発芽5日のオオムギ幼植物を用いてその培
養液に200μMのマンノースを加え24時間後に、マン
ノース無添加の対照区とそれぞれmRNAを抽出し、サブ
トラクションに用いた。

2pJ03 
イネスクローストランスポーター遺伝子OsSUTlプロ
モーターの機能解析

Budsarapom Ngampanya1 •2，池田亮， Jarunya 
Narangajavana2，松倉千 B~P，峯利喜樋江井祐弘日
吉徹山口淳二1 (1北大院・理タイ・マヒドール
大， 3 (株)オリノパ)

イネスクローストランスポーター遺伝子OsSUTJは、
in siωmRNA検出法によって、維管東富市部伴細胞におい
て発現することを明らかにした (Matsukuraet al. 2000. 
Plant Physiol. 124: 85-94) 0 OsSUTl遺伝子の伴細胞特異
的な発現機構を解明するため、このプロモーター領域の
機能解析を行った。OsSUTl遺伝子の3種類のプロモー
ター領域 (OsSUTl-p-l，-1∞唱/+6;OsSUTl-p-2， -456/+6; 
OsSUTl-p-3， -306/+6) とGUS遺伝子との融合遺伝子を形
質転換したイネを作成した。OsSUTl-p-lでは、維管束
飾部でのみの発現が観察されたのに対し、 OsSUT-p-2お
よび-3では、その発現特異性が失われた。この遺伝子
は、緑葉・業鞘以外にも出穂・開花・登熟期の節や節
問、花器官において維管束飾部特異的かっ時期特異的な
プロモーター活性を有することが明らかとなった。



2pJ04 
マイクロアレイを用いたイネ葉鞘のシンクーソースト

ランジションの解析

高 橋咲子石丸健小曽根陸矢崎潤史藤井文

子 真保 佳納 子三山本公子三坂田克巳佐々木卓

治岸本直己菊池尚志1 (1農業生物資源研j農林

水産先端研)

イネでは、上位葉鞘は出穂前に一時的なシンクとして
デンプンを蓄積し、出穂後はソースとして蓄積したデン
プンを分解し穂に送り出している。最近、出穂、後にデン
プン合成系の酵素遺伝子の発現量が減少する一方、ショ
糖合成系の酵素遺伝子及びショ糖トランスポーター遺伝
子の発現量が増加することが報告された。そこで本研究
では、葉鞘のシンクーソーストランジションの制御機構
についてさらに詳細に解析するため、イネESTマイクロ
アレイ (8987クローン)を用いた大規模遺伝子発現モニ
タリングを行い、出穂期葉鞘で生育ステージにより発現
量の変化する多数の遺伝子を同定した。同定した遺伝子
群中には、新規シンクーソーストランジション関連遺伝
子の候補となる3遺伝子が含まれていた。一方、従来の
知見に反してデンプン分解酵素の遺伝子が出穂前のデン
プン蓄積期に発現している事が明らかになった。さらに
マイクロアレイ解析の結果より、出穏期葉鞘ではデンプ
ン代謝の切り替えと同時期に、光合成の開始及びそれに
伴う炭素代謝の切り替えが起きていることが示唆され
た。これらの結果をもとにデンプン及びショ糖代謝関連
の酵素遺伝子の発現パターンの意義について再考し、新
たな葉鞘のシンクソーストランジションのモデルにつ
いて議論する。

2pJ05 
イネケイ酸吸収欠損変異体の単離と解析

馬 建鋒玉井一規 呉国l峰 一井真比古1 (1香川
大・農)

Rice is a typical Si-accumulating plant. We isolated a rice 
mutant (GRI) which is defective in active Si uptake by screen-
ing M2 seeds (64000) ofrice (cv.Oochikara) that were悦 ated
with sodium azide.百lerewere no differences in the phenotype 
between wild type (WT) and GRl. Uptake experiment showed 
that Si uptake by出eGRl was significantly lower than that by 
WT at either low or high Si concentration. However， there was 
no difference in the uptake of other nutrients such as P and K. 
The Si uptake by WT was inhibited by metabolic inhibitors in-
cluding NaCN， 2，4-dinitrophenl and low temperature， while 
the Si uptake by GRl was not inhibited. These results suggest 
出atan active甘ansportsystem for Si uptake is d巴fectivein 
GRl. Analysis of F2 populations between GRl and WT 
showed that GRl is a recessive mutant of Si uptake. 
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2pJ06 
シロイヌナズナのホウ素輸送におけるBORlの役割

高野順平小林正治野口享太郎安森美帆三
輪京子林浩昭米山忠克藤原徹1 (1東京大院・

農)

ホウ素は植物の微量必須元素である。シロイヌナズナ
変異株bor1-}は低ホウ素条件での生育が野生型植物に比
べて劣り，ロゼット葉のホウ素濃度が野生型植物に比べ
て低い。安定同位体を用いたトレーサ一実験によると，
borl-1変異株では導管へのloadingが野生型植物に比べて
劣っている。 BORl遺伝子をマッピングと相補試験で同
定した。BORlは10回の膜貫通領域を持つタンパク質で
あり，シロイヌナズナには6つの相同遺伝子が存在す
る。イネ，ダイズ， トウモロコシなど多くの植物にも相
同遺伝子が存在していた。 BOR1は根で主に発現してお
り，根のpericycleで強い発現が観察された。BORlを酵母
で発現させると，酵母のホウ酸濃度が低下したことか
ら， BORlはホウ素を排出する活性があることが推測さ
れた。ホウ素は主にホウ酸として吸収される。ホウ酸は
中性では電荷を持たず，膜の透過性が高いことが知られ
ている。ホウ酸は根では受動的にシンプラストに取り込
まれ，導管への積み込みの際のシンプラストからアポプ
ラスとへのホウ素の汲み出しにBORlは関わっていると
考えられる。相向性遺伝子が構物に広く存在することか
ら，このような機構は植物一般にあてはまるものと推定
している。

2pJ07 
シロイヌナズナのプラスチド局在性硫酸イオントラ
ンスポーター T-DNAタグラインの解析

高橋(渡部)晶子山谷知行1.2 高橋秀樹1 (1理研・

植物科学研究セメ東北大院・農)

高等植物はプラスチドにおいて硫酸イオンを還元し、
含硫アミノ酸であるシステイン・メチオニンを合成す
る。シ ロイヌナズナのゲノム上には12個の硫酸イオント
ランスポーター遺伝子(Sul叫が存在し、その特徴により
4つのグループに類別される。プラスチド移行性シグナ
ル配列を持つグループにはSultr4;1、S叫甘4;2が存在す
る。GFP融合タンパク質を用いた解析から Sul町4;1、
Su!tr4;2はプラスチドに局在し、システイ ン合成系への
硫酸イオンの供給に重要な役割を果たしていると考えら
れる。

今回、 Sultr4;1にT-DNAの挿入をもっ変異体を単離し
解析した。Sultr4;1翻訳開始コドンから9 bp下流にT-
DNAの挿入をもっsultr4，i -]は、 T-DNAボーダー領域に
存在するマンノピン合成酵素プロモーターにより
Sultr4; 1 mRNAの過剰な蓄積がみられた。sultr4;1-1は野
生型に比べ小さく、 Sultr4;1 mRNAの過剰蓄積にともな
う表現型であると考えられる。Sultr4;1の第7イントロ ン
にT-DNAの挿入をもっsultr4;1-2ではSul佐4;1mRNAの蓄
積はみられなかった。地上部・地下部とも野生型に比べ
硫酸イオンを多く蓄積し、硫酸代謝産物であるシステイ
ン含量が減少した。



2pJ08 
シロイヌ ナ ズ ナ 硫 酸イオントランスポータ-
Sultr3 ;4、Sultr3;5の機能解析
林尚美高 橋 ( 渡 部 ) 晶子井上恵理山谷知行1，2

高橋秀樹1(1理 研・植物科学研究センタ東北大
院・農)

シロイヌナズナには、組織特異的に発現する 12種の硫
酸イオントランスポーターが存在し、これらは配列の相
向性から4つのグループに分類される。本研究では、こ
のグループ3に分類されるSultr3;4、Sultr3;5の単離と機
能解析を行った。

Sultr3 ;4、Sultr3;5はそれぞれ653、635アミノ酸をコー
ドする遺伝子である。硫酸イオンに対し高親和性のグ
ループlトランスポーター、低親和性のグループ2トラン
スポーターと類似した膜貫通構造をもっと予想された
が、グループ3のSultr3;4、Sultr3;5は酵母の硫酸イオン
トランスポーター欠損株を相補することができなかっ
た。RT-PCRの結果から、 Sultr3;4、Sultr3;5のmRNAは
葉より根に多く蓄積し、その蓄積量は培地中の硫酸イオ
ン濃度に非依存的であった。また、プロモーター領域と
GFPの融合遺伝子を導入した形質転換シロイヌナズナの
観察より、 Sultr3;4は根の飾部及び伸長領域の内皮、
Sultr3 ;5は根の中心柱で発現していることが明らかと
なった。現在、 Sultr3;4アンチセンス形質転換体と、
Sultr3 ;5 遺伝子の第8エクソンにT-DNAの挿入をもっシ
ロイヌナズナ変異体について解析を行っている。

2pJ09 
MUSI法によりイネ葉飾管に導入した飾管タンパク質
の長距離移行の検出

青木考藤巻秀藤原徹三林浩B~F，山谷知行榊
原均1(1理研・植物セメ東大院・農・応生化)

It has been established that the phloem is a transport path-
way of the information macromolecules such as protein. How-
ever， the mechanisms how the long-distance仕組sportof pro・
tein is controlled are not characterized so far. We approached 
this question by introducing labeled phloem protein， and fol-
lowing their long-distance movement. To produce the tracer 
protein， we labeled the phloem sap protein from pumpkin (Cu・
curbita ma.xima) covalently by using biotin. Biotinylated 
pumpkin proteins were出enintroduced into the phloem of rice 
(Oryza scltiva) leaf shea出 byusing Microintroduction Using 
Stylet of Insect (MUSI) m拙 od.The introduced protein was 
successfully detected in出esheath of sample-applied leaf， sys-
ternic leaves， and in白eroot， but not in the blade of sample-ap-
plied leaf. Interestingly，白eprofile of systemically moved pro-
tein in the leaf is different from the one in the root， implying 
that創出er位飢sportor unloading of individual phloem protein 
is differentially regulated 
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2pKOl 
硫黄栄養応答性プロモーター断片を用いたグルタチ
オン及びOSAの遺伝子発現への影響解析

曽川能任大鎌直子林浩昭米山忠克藤原徹l

下東天百・農)

我々はダイズ種子貯蔵タンパク質の硫黄栄養応答性プ
ロモーターとGFPを用いて、硫黄欠乏により GFP蛍光強
度が増加する形質転換シロイヌナズナ (NOB) を作成し
た。本研究では、植物体中の硫黄代謝産物の変動とGFP
蛍光強度で示される硫黄栄養応答性遺伝子のプロモー
ター活性変化との関係を調べることで、硫黄栄養に応答
する遺伝子の発現制御機構についての知見を得ることを
目的としている。硫黄栄養応答性遺伝子に対して影響が
あると報告されているグルタチオン (GSH)、アセチル
セリン (OAS) について、この形質転換体を用いてその
影響を調べた。その結果、硫黄欠乏培地にGSHを添加す
るとGFP蛍光強度が低下することが明らかとなった。ま
たGSH生合成阻害剤を硫黄十分培地に添加することによ
りGFP蛍光強度が増加することが明らかとなった。それ
ぞれの処理にしたがって植物体中のGHS含量は有意に変
化していた。これにより GSHは用いた硫黄栄養応答性プ
ロモーターに対して負の制御をすることが示唆された。
一方、硫黄十分培地にOASを添加するとGFP蛍光強度が
増加することが明らかとなったことより、 OASは正の制
御を行うことが示唆された。現在、 GHS，OASを同時に
添加する実験を行っており、今のところOASの方がGSH
よりも優位であることが示唆されている。

2pK02 
A possible role of Sac3 homologous genes in sulfur regu-
lated gene expression 

木村智子柴垣奈佳子三 JohnP. Davies3， 林 浩 昭米
百恵克1 藤原徹1(1東大院・農， 2Carnegie Institution of 

Washington Departrnent of Plant Biology， USA， 3Exelixis 
Plant Sciences， Oregon 97224， USA) 

To elucidate molecular mechanism of sulfur nutrition-regu-
lated gene expression in higher plants， we focused on the role 
of specific protein kinases in Arabidopsis thaliana， which are 
homologous to Sac3， a gene required for sulfur-regulated gene 
expression in Chlamydomonas reinhardtii. Disruption in出e
Sac3 gene resu¥ts in constitutive sulfuト deficiencyresponse. In 
this study， we describe an A.thaliana mutant plant， TF7B， car-
rying a T -DNA insertion in Sac3 homologous gene 
At5g66880. We analyzed mRNA accumulation corresponding 
to the Sac3 homologous gene by quantative Realtime-PCR. 
The mRNA levels of At5g66880 was extremely reduced in 
TF7B. We血enanalyzed mRNA accumulation correspoding to 
a sulfate町佃sportergene， Sultr2ユinrosette leaves. Accumu-
lation of the Sultr2 ;2住組scriptis known induced under sulfur-
deficiency. Accumulation of the Sultr2;2 transcript in TF7B 
was about two-fold higher than the wild type plants under sul-
fuト sufficiency.This resu¥ts suggest that At5g66880 is an im-
po口組tcomponent for the sulfur-nutrItion regulated expression 
of Sultr2 ;2. 



2pK03 

外部硫酸イオン濃度に応答した硫酸イオントランス
ポーターのmRNA蓄積に関与する情報伝達系

仲下(丸山)明子高橋秀樹1 (1理研・植物科学研究

センター)

植物の硫黄同化系は、外部からの硫酸イオンの取り込
み、数段階の還元反応による硫化物イオンの生成、硫化
物イオンからのシステイン合成、これに続くメチオニン
やグルタチオンの合成、という過程を経て行われる。植
物が硫黄欠乏にさらされると、硫黄同化系で働くいくつ
かの酵素の活性および遺伝子発現が上昇するが、その中
で最も強く応答するのが、硫酸イオントランスポーター
(Sultr)である。現在までに植物体内外の硫黄濃度の感知
機構、硫黄栄養に応答した遺伝子発現の調節機構につい
てはほとんど知られておらず、今回阻害剤を用いること
により新しい知見を得たので報告する。シロイヌナスナ
で、は12種のSultrが存在しており、このうち外部硫酸イオ
ン濃度に対して強く応答するものとして Sultr1 ;1、
Sultr2 ;1があげられる。これらのmRNAは、シロイヌナ
ズナの地下部において硫酸イオン濃度に反比例して蓄積
する。転写阻害剤、タンパク質合成阻害剤を用いた解析
によ り、硫酸イオン濃度が減少した際のmRNAの蓄積は
主にmRNAの安定化によっていること、このmRNAの安
定化には新規のタンパク質合成が必要であることが示さ
れた。また、リン酸化、脱リン酸化阻害剤を用いた解析
により、このmRNAの安定化に脱リン酸化反応が関わる
ことが示唆された。現在、これらのSul町発現のレポー
ター形質転換植物を作成し、より詳細な解析を進めてい
る。

2pK04 
気孔開閉に対するー酸化窒素(NO)の影響

崎浜靖 子 山 崎 秀 雄1 (1琉球大 ・理・海洋自然)

一酸化窒素 (NO)は生体内で生成されるフリーラジ
カルの一種である。ヒトでは、血管拡張、神経信号伝
達、免疫等の生理現象において重要な役割を果たしてい
ることが分かっている。植物でも、病原菌感染応答防御
反応や生長制御等の様々な機構にNOが関与する可能性
が指摘されているが、動物の系に比べてまだ報告例は限
られている。本研究では、 NOが気孔開閉の信号伝達系
に関与することを報告する。ソラマメの葉から剥離した
表皮を NO発生剤である S-nitroso-N-acethylpenisilamine
(SNAP)で処理し、 20分後の気孔開度を測定した。そ

の結果、 SNAPを添加した場合、無処理のものに比べ有
意に気孔開度が上昇した。植物細胞内において、亜硝酸
は硝酸還元酵素の触媒により NOに変換される。剥離し
た表皮を亜硝酸で処理した場合にも同様に気孔関度の上
昇が観察された。この開口は、亜硝酸濃度に依存してお
り、約ImMで飽和に達した。次に、ヒト勃起不全治療薬
であるViagra(sildenafil citrate)の気孔閉口に対する効果
を調べた。表皮を過酸化水素で処理すると気孔閉口が誘
導された。しかし、 Viagraで処理した表皮では過酸化水
素による気孔閉口が抑制された。以上の結果から、気孔
開閉メカニズムにヒトと同様なViagra感受性のNO依存性
信号伝達系が存在することが示唆される。
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2pK05 

糖誘導性のスポラミン :LUC融合遺伝子の発現が低下

したシロイヌナズナ変異株の解析

山田万希子西井照美森上敦中村研三1 (1名古

屋大院・生命農中部大・応用生物)

糖シグナル応答は種々の植物遺伝子の発現制御を始
め、植物生長の様々な局面で重要な役割を担い、近年で
は複数の植物ホルモンシグナリングとの密接な関係が報
告されている。我々は、シロイヌナズナに導入したサツ
マイモのスポラミン遺伝子由来の糖応答性最小プロモー
ターとルシフエラーゼとの融合遺伝子(Spom九:LUC)の糖
に応答した発現が顕著に低下したlsi型変異株と、顕著に
高くなったhsi型変異株を多数単離している。ここでは、
28ラインのlsi型変異株について特にABA応答との関係に
着目して解析を進めた。

Spomm::LUCの発現は野生型株では糖のみならず ABA

によっても誘導されるが、変異株の中には発現が糖と
ABA双方に低感受性を示すものに加え、糖による誘導以
上にABAによる誘導が著しく低下したものや、 ABAに
よる誘導はほぼ野生型を示すものが得られた。 LUCレ
ポーターの糖に応答した発現にはABAを介した経路と
ABA非依存的な経路の存在が示唆された。変異株の中に
は、 abiやgm変異株のように種子発芽のグルコースや
ABAに対する感受性が低下しているものも含まれている
が、種子発芽のグルコースやABAへの感受性には異常が
見られない変異株も含まれた。現在、これら変異株にお
ける糖あるいはABAに応答する内在性遺伝子の発現パ
ターンの解析などを進めている。

2pK06 
14-3-3蛋白質による転写活性化因子RSGの機能制御
機構

石田さらみ湯浅高志高橋陽介(1東京大院・理
享京ブ東京大院・総合文化)

RSGはジベレリン生合成系の酵素を標的とし、ジベレ
リン内生量を調節することによりシュートの成長を制御
するbZIP型転写活性化因子である。RSGを中心とする転
写制御系のネットワークを明らかにするため、 RSGと相
E作用する蛋白質の検索を行った。その結果、真核生物
に広く保存された制御因子である 14-3-3蛋白質の単離・
同定に成功した。これまでの解析により、 14-3-3はRSG
を負に制御することを明らかとしている。さらに、 14-
3-3によるRSGの活性調節には、1)RSGの114番目のセリ
ン残基が必須であること、 2)RSGの細胞内局在性の変化
を伴うことを解明した。

これらの結果から、 1) RSGのリン酸化が14-3-3との
相互作用に必要であること、 2)14-3-3との相E作用によ
りRSGの核ー細胞質問輸送が調節されることが推測され
る。これを明らかにするために、 1)RSGのS114部位のリ
ン酸化が14-3-3との結合に及ぼす効果を調べ、 S114部位
を特異的にリン酸化するカイネースの探索を行った。2)
RSG及び14-3-3と結合できない変異体RSG(S114A)と核
内・核外輸送に関わる因子との相互作用について解析を
行った。また、 RSGを核移行させるシグナルについても
検討を加えた。



2pK07 
シアノノTクテリアSyn沼chocystissp. PCC 6803における
運動に関与した転写因子、 S1I1626の生化学的解析

亀井綾子岡島公司小林 玲 児 歌 暁 星 池 内 昌
彦了下東大・教養・生物)

我々は2001年の本大会においてSynechocystissp. PCC 
6803におけるlex.A様s1l1626遺伝子が大腸菌のLexAとは異
なり、運動性に関係した遺伝子などの発現を調節するこ
とを報告した。
DNA チップによって発現量の変動が確認された複数

の遺伝子はノーザンハイブリダイゼーションでも同様の
結果が確認された。sll1626遺伝子破壊株で発現量が滅少
していたslr2015、slr2016、slr2017の個々の遺伝子破壊株
において、 s1l1626遺伝子破壊株と同様に運動性が失われ
た。S1Il626の生化学的解析を行うため、 N末端にHis-tag
をつけた融合タンパク質としてS1Il626を大腸菌で大量発
現、精製した。sll1626遺伝子の上流配列をプロープとし
てゲルシフトア ッセイを行った結果、 S1Il626が結合する
ことが明らかになった。一方、大腸菌のLexAはアルカリ
条件で自己切断が起こることが知られているが、 S1Il626
は自己切断部位が保存されているにも関わらず自己切断
の明確な結果は得られなかった。これらの結果はSlll626
が大腸菌とは異なるメカニズムによりその活性が制御さ
れていることを示唆している。S1Il626のDNA結合領域に
ついて現在検討しているので合わせて報告する予定であ
る。

2pK08 

イネ、タバコ培養細胞で発現する膜電位依存性Ca2+

チャネル候補遺伝子のクローニングと機能解析

来 須孝光渡漫崇小笠原 ょ う 子 ¥ 矢 柄 寿一 朽
津和幸1.2 (1東京理科大・理工・応用生物科学j東京

理科大・ゲノムセンター・細胞シグナル制御)

植物のシグナル伝達におけるCa2+動員機構のーっとし
て、陰イオンチャネルの活性化等により膜電位の脱分極
が誘導されると、細胞膜の膜電位依存性Ca2+チャネルが
活性化される可能性が考えられる。例えばイネ培養細胞
がオリゴ糖エリシターを認識し生体防御反応を誘導する
シグナル伝達過程において、一過性の膜電位脱分極と細
胞膜を介したイオンフラックスが誘導される。またタバ
コ培養細胞BY-2をタンパク質性エリシターで処理する
と、過敏感細胞死の誘導に先立ち、 二相性の細胞内Ca2+
濃度上昇が観察された。イネ培養細胞においても、別の
タンパク質性エリシターにより過敏感細胞死が誘導さ
れ、その過程にイオン濃度変化、活性酸素種の生成，
46kDaプロテインキナーゼの活性化等が関与する可能性
が明らかとなった。しかしこうしたCa2+動員やイオンフ
ラックスの分子機構はほとんど未解明である。そこで、
最近Arabidopsisで報告された膜電位依存性Ca2

+チャネル
候補遺伝子AtTPClに類似した分子が、こうしたシグナル
伝達過程に関与している可能性を検討するため、相同遺
伝子の探索を試みた。その結果、培養細胞で発現してい
る相同遺伝子をイネ、タバコ (BY-2細胞)で同定した。
このような遺伝子産物の性質や機能解析について報告
し、ストレス誘導性のCa2+動員における意義について考
察したい。
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2pLOl 

オゾンにより誘導されるWsの葉の可視障害はエチレ

ン生成により促進される

玉置雅紀松山崇1.2 中嶋信美青野光子久保明

弘¥佐治光1 (1国立環境研究所豊田中央研究所)

オゾンは光化学オキシダントの主成分であり、植物に
取り込まれると葉に可視障害を引き起こす。近年、この
可視障害発現の過程は非病原性バクテリアの感染による
過敏感反応に類似していることが示唆されている。本発
表では異なるオゾン耐性を示すシロイヌナズナ生態型
ColとWsの可視障害発現に対するエチレンの関与につい
て報告する。

0.2ppmのオゾン暴露により WsではColに比べ葉の可視
障害、業からのイオンの流出がより顕著に現れた。スト
レス誘導性遺伝子のノーザンハイブリダイゼーションの
結果、オゾン暴露によりエチレン誘導性遺伝子、及びサ
リチル酸誘導性遺伝子の発現がWsにおいてColより顕著
に高くなっていた。これらの発現を経時的に調べたとこ
ろWsにおけるエチレン誘導性遺伝子の発現上昇はサリ
チル酸誘導性遺伝子の発現上昇より早く起こっていた。
また、オゾン暴露により Wsでは暴露後3時間目にColの約
2倍のエチレンを発生し、エチレン合成の律速となる
ACC合成酵素の発現誘導もWsで、より顕著に見られた。
Wsにおいてエチレン発生またはエチレンシグナル伝達
を阻害すると可視障害が顕著に抑制された。以上のこと
から、オゾン暴露による可視障害発現にはエチレン発生
が必要なことが示された。ColとWsにおけるAtACS6遺伝
子の発現制御の違いについての考察も合せて報告する。

2pL02 
オゾン感受性タバコ BelW3 のオゾン障害に対する
Tironの効果

小川大輔中嶋信美玉置雅紀三 青野光子久保
萌夜~兼田博佐治光2 (1筑波大バイオシステム研
究科国立環境研究所)

植物は光化学オキシダントの主成分であるオゾンに曝
されると、葉に可視障害ができる。我々は、 superoxide
anion radical (0ょ)の消去剤である Tironをオゾン曝露し
たトマトの葉に噴霧すると、可視障害が著しく減少する
ことを示した。本研究では、 Tironがどのような遺伝子
の発現に影響を与えているか知るために以下の実験を
行った。材料としてタバコのオゾン感受性系統 BelW3
(Nicotiana tabacum cv BelW3)を用い、オゾンにより発現
が変化する遺伝子群(エチレン合成系、活性酸素種消去
系、ポリアミン合成系、 PRタンパク質、フェニルプロ
パノイド合成系、光合成)のcDNAを30個クローニン
グした。それらの Tiron処理時の発現をノーザンプロ ッ
ト法で解析した。あらかじめ Tiron処理して 0.2ppmのオ
ゾンに曝したとき、 Tiron無処理に比べて可視障害が滅
少することを確認した。クローニングした遺伝子の発現
を比較した結果、程度の差はあれ Tiron処理によりほと
んどの遺伝子でオゾン曝露の効果が抑制されていた。
Tironの効果はオゾン曝露 1時間以内に発現が変化する
遺伝子についても認められた。従って、オゾンによる可
視障害発生過程の極めて初期に O2-が作用している可能
性が高い。



2pL03 
季節的な αーカロチン組成の変動

小倉あゆみ¥若井めぐみ¥高見常明¥柴田勝1 (1長
商冨事で有質工学)

高い活性酸素除去能力を有する αーカロチン (α ー
Car)の生理的意義を解明するために、植物における α一
Carの種間差、色素タンパク質複合体での存在分布およ
び季節的なカロチン組成変化、クロロフィル蛍光測定を
行った。

木本植物81種，草本植物40種を対象に葉内の色素・抗
酸化物質の測定を行った結果、多くの木本植物の葉片に
αーCarが含まれており (5%α ーCar含有率;木本86.4%，
草本24.4% α Car/Cars Av.;木本0.33，草本0.08)、特
に裸子横物ー常緑樹において高い値を示した。また、測
定した全樹種において αーC紅含量に関係なく、クロロ
フィル (ChJ)/カロチン比 (1011[moVmol] )が一定で
あった。MildSDS-PAGEおよび色素分析を行ったとこ
ろ、反応中心、集光性タンパク質複合体に関係なく、
αーCarは全ての色素タンパク質複合体に同比率で存在し
ていた。これらの結果から、 α-Carは非特異的に s-Car
と置換する形で存在していると考えられる。

αーCar含量は季節変化を示しており、夏季に増加、冬
季に減少するのに対して、 s-C釘は夏季に減少、冬季に
増加していた。このような樹木葉内での季節的な色素の
ダイナミックな変化は、木本植物において夏季に受ける
ストレスを回避する機構があるのではないかと考えられ
る。

2pL04 
Purification and Characterization of Superoxide Dismutases 
台。mthe Anaerobic Photo唱yntheticBacterium Heliohacil-
lus mobilis 

wanwipa Itt紅a.t1，桜井英博1 (lDep制 mentof Biology， 
School of Edu心ationand Division of Pure & Applied Physics， 

Graduate School of Science & Engineering， Waseda 

University) 

Heliobacillus mobilis， a novel member of anaerobic pho-
totrophic Gram-pωitive bωteria recently isolated from soils， 
has at least two superoxide disml由民 (SOD)凶ozymes.The 
supematant of celllysates cゅntainstwo SOD bands (SOD-A，-
B accordingωthe 0耐 rof e1ution from a DEAE column) as 
revealed by activity staining from non-denaturing PAGE. We 
have purified bo.th of the SODs by several kinds of chromatog-
raphies. The level of total SOD activity is extremely low in 
cells grown under anaerobic photosyn.thetic conditions. How-
ever， when .the cells were exposed to air， .the total SOD activity 
increased to 4 to 8-fold. When 1 mM P恒叫uatwas added， the 
total activity increased to 10 to 12-fold. Increasing .the 
paraquat concentration beyond 1 mM  did not increase .the SOD 
activities fur.ther. Unlike SODs from o.ther groups of anaerobic 
phoωtrophic bacteria， SOD-A and -B were not inhibited by 
hydrogen peroxide or cyanide位eatment，indicating出at出ey
ar官 MnSODs.
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2pL05 

イネは冠水中にミトコンドリア型アルデヒド脱水素
酵素ALDH2aのmRNAを大量にプールしておき、冠水
解除後これを急激に翻訳する

辻寛之目黒直樹鈴木保宏九中園江堤伸浩
平井篤志中園幹生1 (1東大農学生命科学中央農
業総合研究センター)

冠水状態にさらされた植物は、冠水解除後にも大きな
ダメージを受ける。この原因は活性酸素とアセトアルデ
ヒドである。活性酸素は冠水解除時に急に酸素が供給さ
れるために生成し、アセトアルデヒドは冠水中のアル
コール発酵で生じたエタノールが酸化されて生じる。ア
セトアルデヒドは非常に毒性が高いが、アルデヒド脱水
素酵素 (ALDH)によって無毒化されるので、私たちは
冠水時および冠水解除時のイネにおけるミトコンドリア
型札DH(ALDH2) の発現を調査した。イネALDH2遺
伝子にはALDH2aとALDH2bの2つが存在し、両者の遺伝
子発現を解析した結果、イネは冠水中に札DH2aの
mRNAを大量にプールしておき、冠水解除後これを急激
に翻訳することでALDH2aを増加させていることが明ら
かとなった。冠水解除後にはALDH活性が上昇してお
り、またアセトアルデヒドの量が減少していた。よって
イネは冠水解除時にALDH2を増加してアセトアルデヒド
による障害を回避でき、その結果冠水抵抗性が高いとい
う仮説が考えられた。この仮説を検証するためにアラピ
ドプシスに嫌気処理をおこなった。 40時間嫌気処理した
アラピドプシスは生存しているのに対して、 8時間嫌気
処理後、解除して32時間経過したものは枯れることが分
かった。さらに、予備的な結果だがALDH2を過剰発現さ
せたアラピドプシスは嫌気解除後も生存できることが分
かった。

2pL06 
ニチニチソウ培養細胞におけるサリチル酸によるデ
ンプンの分解

清田誠一郎矢崎芳明坂野勝啓2 (1生物研 ・生理
機能生物研 ・新生物資源)

我々は、シアン耐性呼吸の末端酸化酵素alternativeox・
idase(AOX)とストレス耐性、病害抵抗性との関連につい
て研究している。サリチル酸 (SA) によるAOXの発現
誘導機構の解析の際に、細胞内のデンプン頼粒の著しい
消失に気づいた。そこで、 SAの生理作用との関連を探る
目的で解析を行った。

キ直え継ぎ後3日目のニチニチソウ培養細胞に 1-0.5mM
の濃度でSAを与えると、 6-12時間後にデンプン頼粒の著
しい消失が顕微鏡観察で観察された。デンプンの分解
は、細胞内デンプン量の測定でも確認された。浸透圧上
昇を思わせる細胞の膨潤は観察されなかった。 SAは、酸
素吸収を著しく阻害した。呼吸は、 SAの添加後30分以内
に添加前の20-25%程度になった。 0.25mMのSA添加で
は、呼吸は徐々に回復し、 12-24時間後に、無処理と同
じになった。しかし、 1-0.5mM添加で、は、少なくとも24
時間までの問、阻害から回復しなかった。この際、デン
プンの分解に伴ってエタノールが蓄積した。これは、好
気的条件下にも関わらず、醗酵が行われていることを示
している。この現象の生理学的意義について考察する。



2pL07 

シロイヌナズナのサイトヅル型アスコルビン酸ペル
オキシダーゼAPXl破壊株の解析

浅井尚子1.2 松山崇1.3 玉 置 雅 紀 中 嶋 信 美 久 保

明弘青野光子加藤友彦田畑哲之ぺ白野由美
子柴田大輔へ林浩昭7 Philip M. Mul1ineaux8，佐治光l

(1国立環 境 研 筑 波 大豊田中央研かずさDNA
研， 5Comell大三井業際植物バイオ東京大， 8John 
1m悶 Centre) 

アスコルビン酸ペルオキシダーゼ (APX) は、横物体
内で生じる有害な過酸化水素を消去する酵素である。
APXには数種のアイソザイムがあり、葉緑体・サイトゾ
ル・ミクロボディ等に存在することが知られている。し
かしながら、サイトゾル型APX(cAPX) についてはそ
の生理学的役割がよくわかっていない。本研究ではその
一つであるAPXJの破壊株を単離しその特性を解析し
fこ。

27，264のシロイヌナズナT-DNAタギングラインから、
APXJにT-DNAが挿入された植物をl系統単離した。この
系統 (apxl-J)では、1.1kbのAPXlmRNAやAPXlタン
パク質は検出されなかった。また、 apxl-lの可溶性タン
パク質画分のAPX活性は野生型の約3分のlであった。こ
れらのことは、 APXlの破壊が成功していることを示し
ている。 apxl-Jの全アスコルピン酸含量は野生型とほぼ
同じであったが、還元型アスコルピン酸の割合は野生型
よりわずかに高かった。植物の生育は、 apxl-lの方が野
生型よりわずかに悪かった。また、低温ストレス下では
apxl-lの方が野生型よりアントシアニンを多く蓄積し
た。以上のことから、 cAPXはストレス耐性に関与して
いることが示唆される。

2pL08 

活性酸素種の過敏感細胞死に与える影響

平 沢賢一¥天野豊己塩井祐三1(1静岡大・理・生

物地球)

活性酸素種は，植物において過敏感細胞死を誘導する
重要な分子であると考えられている.しかしその相関に
は不明な点が多く，細胞死の分子機構の解明を困難にし
ている.我々はこれまでペプチド性エリシターであるク
リプトゲインの部位特異的変異体 (N93A) を作製し，
タバコ細胞の活性酸素穫の放出活性と細胞死の誘導能に
ついて，活性の低下率が異なることを見出してきた.こ
の結果はこれら2つの反応が連続した反応ではなく，独
立の反応であることを示唆している.

本研究では，活性酸素種と細胞死の相関を明らかにす
るため，タバコ細胞を用いて活性酸素種の消去剤がクリ
プトゲインによって誘導される細胞死に与える影響を検
討した.活性酸素種の生成はピラニンの蛍光が消光する
速度を指標として解析した.タバコ細胞の生存率の経時
変化は，我々が以前に報告した方法であるフルオレセイ
ンジアセテート (FDA)がフルオレセインに変換される
速度を生存率の指標として定量的に解析した.タイロ
ン，ヒドロキノン，カタラーゼを添加することで活性酸
素穫はほぼ完全に消去されたが，ヒスチジンは効果がな
かった.また，これら4種類の消去剤はクリプトゲイン
の細胞死活性には影響を与えなかった.これらのことか
らクリプトゲインによる過敏感細胞死には活性酸素種が
関与しないと考えられる.

今後，さらに各種の活性酸素種の消去弗jを用い，過敏
感細胞死に与える活性酸素種の影響を解析する.
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2pL09 
CLONING AND INITIAL CHARACTERIZATION OF A 
rasPHGPX， A Raphanus sativus HOMOLOG OF MAM-
MALIAN PHGPXs 

型主主4 李文君楊小東4 越南明4 (1Department of 
Biological Sciences and Biotechnology， Tsinghua University， 
China) 

Phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase (PH-
GPX) is a unique antioxidative enzyme which specifically ca-
talyses the reduction of phospholipid hydroperoxides to protect 
biomembrane from oxidative injury. We will describe a radish 
cDNA encoding putative rnitochondrion-targeted PHGPX ob-
tained by RACE-PCR. The full-length cDNA (GenBank ac-
cession number AF322903) contains an ORF of 594 bp which 
encodes a protein of 197 arnino acids with a ca1culated molecu-
lar weight of 22.1kD. The sequence was shown to be a novel 
PHGPX gene and significant identity with PHGPX sequences 
of Citrus sinensis (68%)， Nicotiana sylvestris (68%)， Helian-
thus annuus (64%) and Homo sapiens (51%). Based on se-
quence叩 alysis，three typical domains of mammalian PHGPXs 
are all highly reserved in the protein. rasPHGPX is very likely 
to be a mitochondrion-targeted protein because of the features 
of a signal peptide sequence at the N-terrninal. We also repo氏
自巴 expressionof白erasPHGPX gene in E. coli and its func-
tional analysis. 

2pNOl 
トマト根で発現する金属結合性タンパク質LeGlplのN
末端リーダー配列のターゲット部位

杉浦美羽高橋正昭1 (1大阪府大院・農学生命科学)

トマトの根より金属結合部位を持つタンパク質のーっ
としてクローニングしたタンパク質は小麦種子の発芽時
に発現するgenrunとアミノ酸配列の相向性を持ついわゆ
るgerrnin様タンパク質 (gerrnin!ike Erotein)である。
LeGlplと名付けたこのタンパク質はN末端に27アミノ酸
から成るリーダー配列を持っている。本研究では、
LeGlplのリーダー配列をN末端に連結した s-グルクロニ
ダーゼと緑色蛍光タンパク質を用い、これらのレポー
ターの局在を調べることにより、ターゲット部位を明ら
かにすることを試みた。

pBJJ2JのGUSの上流にLeGlplのプロセシング部位を含
んだ配列に相当するcDNAを挿入したベクターを構築し
た。また、そのベクターのGUSを丹羽博士より供与され
たsGFP(S65T)と置換したベクターも作成し、各々Agro-
bacterium tumefacience感染法を用いてタバコに導入し
CaMV35Sプロモーターにより発現させた。 GUSの局在は
活性染色により、 sG押 (S65T)の局在は緑色蛍光により
調べた。

コントロールとして GUSとsGFP(S65T)を(疹飾無しに
発現させるとタバコの組織内にその局在が認められた
が、 LeGlplのリーダー配列を付加されるとその局在は明
らかにコントロールと異なり、根で発現したタンパク質
はほとんど根の表面に移行し蓄積していた



2pN02 
トマト根で発現するタンパク質LeGlplの金属結合性
に関与するN末端近傍のアミノ酸残基

高橋正昭杉浦美羽， ('大阪府大院・農学生命科学)

根における金属イオンの吸収と輸送に関与するタンパ
ク質を明らかにする目的で、 トマト根の形質膜に存在す
るタンパク質より金属結合部位をスクリーニングし、そ
の一つが小麦のgenninに相同なタンパク質であることを
cDNAクローニングにより明らかにした。金属結合部位
はそのタンパク質(LeGlpl)のN末端近傍に在り、 Cys，nと
Cys?<が金属イオンとの結合に配位子となっていると推定
じた。本研究では CySIOとCys25を各々Serに置換した
LeGlpl (ClOS)とLeGlpl(C25S)の金属結合性と構造、お
よび;触媒活性について検討した。

LeGlpl (CIOS) とLeGlp1 (C25S)、および、LeGlpl
(ClOS，C25S)は、変異を導入したプライマーを用いて
オーバーラップPCRによりcDNAを得、 pBIl21-Agrabac-
terium tumφclens系を用いてタバコを形質転換し植物体
内で合成させた。

形質転換植物よりタンパク質を抽出し、アフ イニ
ティークロマトにより金属イオンと結合性を調べた。
LeGlplの構造は、温和な条件で高次構造を残したまま
SDS-PAGEで分離、ウエスタンブロットによりその分子
サイズにより調べた。また、 LeGlplのシュウ酸酸化活性
はingel活性染色により決定し、 Cys残基の置換による金
属イオンとの結合能の喪失の与える影響 を明らかにし
た。

2pN03 
Euglena gracilisをモデル生物とした塩化カドミウム惹

起細胞障害 と細胞応答

渡漫益美 逸見健司王小川健一九鈴木銭也， ('北大
宮で末ブ岡山県生物科学総合研究所)

活性酸素(ROS)は，細胞の老化や機能障害 と深く関与
しており，環境汚染物質による障害発現にもROSの関与
が指摘されている.環境汚染物質の一つである無機カド
ミウムの細胞毒性と発ガン，ROS生成， DNA断片化と の
関わりについては，高等生物や組織培養細胞を用いて多
数研究されてきたが，細胞レベルでの障害発現を迅速か
っ定量的に解析でき，従来の実験生物の代替 となる評価
系が求められている.演者らは甫乳動物に匹敵するほ
どの高度に発達した細胞内小器官を備え，動植物双方の
特徴をもっ真核単細胞生物Euglenagracilisに着目し，葉
緑体を有するZ株を植物，葉緑体欠損変異株SMZを動物
モデルに，カドミウムの細胞毒性ならびにROSと生体応
答について検討を行っている.E. f?racilis両株にnMから
mMレベルの塩化カドミウムを曝露したところ， μMか
らmMレベルで増殖阻害，nMから μMレベルで催奇形性
を認めた.さらに，本細胞と高等生物との共通性につい
て，細胞内障害発現を検討したところ，他のモデル細胞
で認められるようなROS生成の促進， DNA断片化，ミト
コンドリア膜電位の変化などが認められ，E. gracilisの細
胞応答を指標にした細胞毒性評価は，生体へのさまざま
な機能障害を探る上でも有用であることが示唆された.
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2pN04 

カドミウム耐性植物ミゾソパにみられる特異的な集

積

新町文絵九万固有希重広竜之野口章長谷

川功2 ('日大・短大日大・生物資源)

Phytoremediationに用いる植物を選抜あるいは分子育種

することを目的として、重金属耐性植物を探索し、その

耐性機構を解析すると共に、その利用を検討している。

数十種類の野生植物を用いて重金属

( Cd，Ni，Cr，Pb，Cu，Zn) に対する耐性評価を土耕・水耕試

験によって行い、重金属耐性の高い数種類の植物を選抜

した。その中で特にCd耐性が高いミゾソパについて、そ

の集積機構の解析を行った。ミゾソパは茎中にCdを高濃

度に集積するが、葉身中の濃度は著しく低いことを明ら

かにした。 Cd処理したミゾソパでのMetallotioneinやPhy-
tochelatinの存在を検討した結果、こうしたCd結合性ペプ

チドの生成は認められなかった。Cd処理したミゾソパの

Xylem sap中のCd濃度は、 Cd添加水耕液中よりも高〈、

しかもXylemsap中にはCd処理区にのみ特異的に存在す
るニンヒドリン陽性物質が確認された。しかも、このニ

ンヒドリン陽性物質は茎中に著しく多いこのことから、

吸収されたCdはこの物質と結合して地上部に移行してい

ると推測した。一方、 Cdの茎組織内分布をCd蛍光プ

ロープによ って観察した結果、導管壁構成細胞およびそ

の周辺細胞に特異的にCdが集積していることを確認し

た。これらの結果より、ミゾソパのCd耐性は、 茎の特定

部位にCdを結合させることで遊離のCdを無害化してい

るものと考えた。

2pN05 
Functional analysis of CdIl9 metal binding protein白紙

localizes on plasma membrane in A. thaliana 

鈴木伸昭小泉望佐野浩， ('奈良先端大・遺伝子
薮育事莞センター)

Screening cadmium induced genes by differential display 
method in Arabidopsis， we identified a particular gene Cdl19， 
that encodes a prot巴inconsisted of 393 arnino acids. It pos-
sesses two metal binding regions and a famesyl motif. When 
each of Cd， Cu， Fe， Hg (n) -ions was added to CdIl9 protein， 
S甘ongchanges i日出eultraviolet range of circular dichroism 
spec位umwas observed， indicating a sp巴cificinteraction among 
them. When two cysteines were mutated to glycine， the interac-
tion was lost. Mn， Co， Ca ions induced Iittle change in both 
wild and mutant proteins. When CdIl9 protein fused to GFP 
was expressed in tabacco BY2 cells， GFP fluorescence was vis-
ible only at plasma membrane. However，出巴 constructwith 
mutated farnesyl motif showed GFP signals mostly in cyto-
plasm. These results suggest that CdIl9 functions to bind and 
to localize metal ions on the plasma membrane， and subse-
quently to protect cytoplasrnic台actionsfrom their toxicity. 



2pN06 
Microarray analysis of gene expression in rice plants and 
silicon nutrition 

渡辺修一¥下井絵美矢崎潤史藤井文子三真保
荏 布 字 て島谷善平長田夕子橋本品子太田智
弥佐藤友紀 三 本 多 幸 子三山本公子坂田克己
佐々木卓治岸本直己菊池尚志林浩昭米山
忠克藤原徹1 (I東大院・農生物研， 3STAFF研究

所)

Oryza sativa L.， cv. Nipponbare were grown hydroponically 
with culture medium containing Vl訂 iousconcentrations of sili-
con (Si; 0， 15， 150 and 1500μM) . Rice cDNA microarrays of 
8987 clones were hybridized with cDNAs from total RNA of 
shoots. Two independent hybridizations were carried out for 
each RNA samples generating four data sets for one of the 
clones. Student' s t-test were performed on data sets between 
plants treated with 0 μM  and those of other samples. Clones， 
which exhibited s耶 lificantdifference (P<0.05)， were regarded 
as genes affected by silicon supply condition on th巴irexpres-
sion. For instance， homologs of chlorophyll aIb binding protein 
were found downregulated by +Si treatment and patterns of 
mRNA accumulation corresponding to this clone were con-
firmed with qu組 titativeRT -PCR. This suggests Si treatment 
associated with regulation of an aspect of photosystem. We will 
discuss about transcript profiles depending on silicon nu甘ition.

2pN07 
Transcriptome Analysis of Gene Expression Profi!es in 
Response to Sulfur Nutrition in Rice. 

大鎌直子下井絵美矢崎潤史藤井文子三真保
佳納子島谷善平長田夕子三橋本品子太田智
弥佐藤友紀三本多幸子九山本公子坂田克己
佐 々木卓治岸本直己菊池尚志林浩昭米山
忠克藤原徹1 (I東大院・農生物資源研究所農

林水産先端技術研究所)

Gene expression profiling using microarray was carreid out 
to reveal gene expression profiles under sulfur deficiency. Rice 
plants (Oryza sativa L.， cv. Nipponbare) were grown hydro-
ponically with deionized water for first 15 days and with me-
dium containing sufficient sulfate for 10 more days. Then， 
plants were甘ansferredto medium in which sulfate ion was re-
placed with巴quivalentamount of chloride ion. The control 
plants were transferred to出efおshlyprepared normal media 
containing sufficient sulfate. Shoots and Roots were taken sep-
arately at 6， 24， and 72 hours after medium transfer. Total RNA 
were extracted and labe1ed during reverse transcription， then 
hybridized to microarray on which independent 9000 rice EST 
clon巴swere spotted. 

Pattern of gene expression will be presented together with 
changes in concentrations of O-acetyl-L-serin巴orgluthatione， 
which are consider巴dto regulate expression of genes involved 
in sulfur metabolisms 
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2pN08 
銅によるFe-SODの発現制御の多様性

塩 野 忠 彦 宮 田 幸 典 中 田 克 松 崎 雅 広 佐 藤 敏
生1 (I広島大院・理・生物科学)

コケ植物は、最も原始的な植物であり、植物の陸上化
に伴う酸素ストレスへの適応を考える上で重要な位置に
あると考えられる。私たちは、コケ植物の活性酸素除去
に関わる酵素のうちsuperoxidedismutase (SOD)に着目
し、その種類と性質について調べてきた。コケ植物のう
ち、より体制的に古い苔類フタパネゼニゴケでは葉緑体
にFe-SODの1種のみであり、より体制的に高等植物に近
い醇類ネジクチコeケでは葉緑体にFe-SODとCuZn-SODの
2種が存在することを見出した。

銅による Fe-SODの発現制御をみると、蘇類では、培
地中の銅濃度の上昇により Fe-SODの発現の抑制とCuZn-
SODの発現の誘導が転写レベルで起こり、 一方、苔類で
はFe-SODの発現の抑制が起こらないことを見出した。
私たちは、苔類のように一つのコンパートメントにSOD
としてFe-SODを唯一持つ生物は鍋によるFe-SODの発現
制御はないのではないかと考えた。そこで、さらに細胞
質にFe-SODのみを持つラン藻Synechocys川、葉緑体に
Fe-SODのみをもっ緑藻Chlamydomonasについて銅による
Fe-SODの発現制御を調べた。 SOD活性染色では、とも
に銅によるFe-SODの発現抑制は見られなかった。現在
のところ、上記の仮定には矛盾は認められない。

2pN09 
DNAマイクロアレイを用いた遺伝子発現の網羅的解
析によるマンガン受容伝達系の同定

血旦監亘鈴木石根1.2，Lyukevich Alexanderl.3， 
Bodrova Irina3， Los Dmitry A.1七 Pivenlrina4， Zinchenko 
Vladislav4，村田紀夫1，2 (I基生研・制御機構総合研

究大学院大学・生命科学， 3Institute of Plant Physiolgy， 
Russian Academy of Sciences， 4Department of Genetics， 
Moscow Stare University) 

微生物や高等植物は様々な環境変化を迅速に感知し、そ
れに対応する遺伝子を発現することで環境ストレスに適応
している。環境変化のセンシングは大腸菌等の微生物で
Two-component systemが重要な働きを担っていることが知ら
れている。ラン藻Synechocystissp. PCC 6803には43個のヒス
チジンキナーゼと40個のレスポンスレギュレーターが存在
する。これら個々のタンパク質がそれぞれどのような環境
シグナルを受容伝達し、最終的にどの遺伝子が制御されて
いるかを明らかにすることは極めて重要な課題である。

この点を解明するためにラン藻のTwo-component system 
を構成する遺伝子を破捜した'ライブラリー'を作成し、
DNAマイ クロアレイによる遺伝子発現の変化の網羅的解析
を進めている。今回、この手法によってマンガンセンサー
およびレスポンスレギュレーターが同定されたので報告す
る。ヒスチジンキナーゼ (MntS) とレスポンスレギュレー
ター (MntR)の破壊株においてABCタイプMnトランスポー
ターの遺伝子発現が強く誘導されていた。また、野生株で
はMn欠乏によっても同トランスポーター遺伝子の誘導が観
察された。一方、破壊株ではMn欠乏による遺伝子発現の変
化が見られなかった。これらの結果から、Two-component
systemが担うマンガン受容伝達系の役割を考察する。



2pOOl 
タンパク質性エリシターにより誘導されるタバコ培
養細胞BY-2のプログラム細胞死過程の解析

郷達 明中村衣里門 田 康 弘 矢 柄 寿一 武藤尚
志朽津和幸1，3 (1東京理科大・理工・応用生物科

学名古屋大・生物分子応答研究センター東京理
科大・ゲノムセンター・細胞シグナル制御)

タバコ培養細胞BY-2は、植物病原菌由来のタンパク
質性エリシター(cryptogein) を認識してプログラム細胞
死(PCD)を誘導する。 PCD誘導過程における細胞内外の
イオン濃度変化を解析した結果、エリシター処理直後か
ら一過性で二相性の[Ca2+] 変化、持続的なCtefflux、
早い一過的な変化と持続的tf変化の二相性のpH変化等の
イオンフラックスが誘導されることが明らかになった。
阻害剤を用いた実験から、二相性の [Ca2+L.変化のl山目
は細胞外からのCa2+動員、 2山目はホスフオdりパーゼを介
した細胞内Ca2+ストアからのCa2+動員である可能性が示
唆された。PCDや、エリシターにより数分以内に活性化
される48kDaのSIPK様プロテインキナーゼの活性化は、
陰イオンチャネル阻害剤により濃度依存的に抑制され
た。 PCDの過程では、細胞質の凝集・収縮、液胞の膨
張・崩壊などの形態変化が誘導された。短時間のうちに
ミトコンドリアの還元酵素活性が低下することから、
PCDにミトコンドリアの活性変化が関与している可能性
が考えられる。また、 TUNEL法によって多くの細胞核が
染色されたことから、細胞死に伴いDNAの断片化が誘導
されると考えられる。このような感染ストレス誘導性の
PCDにおける細胞の形態変化、液胞、ミトコンドリア、
核などのオルガネラの関与と、初期応答反応との関連に
ついて議論したい。

2p002 
Pseudomon畑 syringaepv. tabaciの単量体Flage1linは、非
宿主植物トマト細胞にHR誘導因子として働く

清水 鈴 菜 田 口 富美子池田陽子豊田和弘白
石支克Tア稲垣善茂 一瀬勇規1 (l岡山大・農)

flageIlinは、動植物の自然免疫機構を活性化エリシ
ターである。単量体flageJlinの役割を解明するために、
flagellinをコードするfliC遺伝子と単量体flagellinをポリメ
ライズするHAP2タンパク質の遺伝子戸Dをそれぞれ欠損
させた変異菌 (d.fliC菌及びd.fliD菌)を作成した。両変
異菌ともべん毛を形成しないため、運動能が失われた。
また、 d.fliC菌はflageIlinを全く生産しないのに対して、
ムβiDは培地中に多量の単量体flageIlinを分I必した。これ
らの菌をトマト培養細胞Syl-lに接種するとムfliC菌は
pv.tomaω(トマト斑葉細菌病菌)の接種と同様に全く
HRを誘導しないのに対し、野生型~pv.tabaciは経程度の、
d.fliD菌は激しい細胞死を伴う HRを誘導した。また、典
型的防御遺伝子である四Lやhsr203J-mRNAの蓄積量を調
べたところ、ムβiC菌接種ではbufferコントロールと同程
度の蓄積しかみられなかったが、 d.fliD菌接種では野生
型に比べ、速やかに著しく増加した。 一方、これらの菌
をトマト葉に接種したところ、 d.fliC菌の菌数はやや増
加する傾向がみられたが、 6.fliD菌では逆に速やかな減
少が観察された。以上の結果はpv.tabaciのflageIlinが非宿
主に対し単量体でHRエリシターとして機能することを
示している。
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2p003 

HR誘導性細菌エリシターflage1linのHR誘導及び病原

性における翻訳後修飾の重要性

田口富美子池田陽子清水鈴菜竹内香純1.2 稲

垣善茂白石友紀一瀬勇規1 (l岡山大・農農業

生物資源研究所)

Pseudomonus syringaeの異なる病原型細菌pv.tabaci. 
glycinea， to附 toから植物に過敏感反応(HR)を誘導するタ
ンパク質因子としてぺん毛構成タンパク質flagellinを同
定した。また、 flagellinをコードするβiC遺伝子を単離
し、これらの推定アミノ酸配列は92%以上の高い相向性
を示し、特にpv.tabaciとglycineaでは100%同一であるこ
とを明らかにした。しかしなカ宝ら、 pv.glycineaとtomato
のflagellinがタバコにHRを誘導したのに対し、 pv.tabaci 
のflagellinIま誘導しなかった。このことは本HR誘導の特
異性がflagellinの翻訳後修飾によって決定されているこ
とを示唆している。実際に、各種flagellinをレクチンプ
ロット解析したところ、異なる糖鎖修飾の存在が示唆さ
れた。また、上記のいずれの組換えflagellinもタバコに
対して同程度のHR誘導能を有していた。更に、 pv.ω-

baciのIfliC欠失変異体を作出する一方、各種病原型由来の
fliC遺伝子を再導入して相補実験を行ったところ、ムfliC
変異体をタバコに接種しでも野生型接種時の病微を示さ
ず、トマトにHRを誘導しないのに対し、いずれの'fliC相
補菌株もタバコに対する病原力とトマトに対するHR誘
導能を回復した。以上の結果はflagellinの翻訳後糖鎖修
飾がHR誘導能と病原性に関与していることを示唆して
いる。

2p004 
cDNAマイクロアレイを用いた防御シグナルにより発
現誘導される病害抵抗性関連遺伝子の網羅的解析

鳴坂真理lへ鳴坂義弘1.2 朴杓允関原明2，3 石田順

芋て干高舞子機亜稀子神谷麻子楼井哲也
佐藤将一九篠崎一雄2，3 (l神戸大院・自理研・ゲノ
ム科学理研・植物分子)

植物の防御シグナル伝達機構にはサリチル酸経路、
ジャスモン酸/エチレン経路、活性酸素種経路などが考
えられている。本研究ではシロイヌナズナを用いて、ア
ブラナ科植物に感染する病原糸状菌Altemariabrassicicola 
を接種または、サリチル酸、 ジャスモン酸、エチレン、
wounding、uv、パラコート、 Rosebengal、硫酸銅を処
理し、 DNAマイクロアレイを用いて発現誘導する遺伝子
を経時的かつ網羅的に解析した。その結果、 A.brassici-
colaの接種により、 320の遺伝子が発現した。またサリチ
ル酸、ジャスモン酸、エチレン、 wounding、uv、パラ
コート、 Rose bengal、硫酸銅によりそれぞれ、 324、
235、492、309、135、164、81、425 の遺伝子が発現し
た。これらの遺伝子の発現は各処理聞において重なりが
認められ、各シグナル伝達機構はクロストークしている
ことが推察された。また、 A.brassicicolaの接種により発
現誘導される遺伝子群を詳細に解析したところ、サリチ
ル酸経路、 ジャスモン酸/エチレン経路、または活性酸素
種経路により誘導される遺伝子を多数含んでいることが
明らかとなった。現在、これら経路聞におけるクロス
トークについて詳細な解析を行っている。



2p005 
cDNAマイクロアレイを用いた病害ストレスにより発
現誘導される遺伝子の網羅的解析

鳴坂義弘鳴坂真理朴杓允関原明2，3 石田順
芋了予~~舞子機更稀子神谷麻子棲井哲也
佐藤将一九篠崎一雄2，3 (1神戸大院・自理研 ・ゲノ
ム 理 研 ・植物分子)

植物の防御シグナル伝達機構を解明するため、シロイ
ヌナズナとアブラナ科植物に感染する病原糸状菌Alter-
naria brassicicolaを用いて研究を行った。シロイヌナズナ
のエコタイプであるコロンピアはA，brassicicolaの攻撃に
対し、過敏感細胞死を誘導して感染を阻止する。これに
対して、ファイトアレキシン合成欠損変異体である
pad3-1 はA，brassicicolaの攻撃に対し、過敏感細胞死を誘
導できず感染が成立する。本研究では、 cDNAマイクロ
アレイを用いてコロンビア/A.brassicicola(抵抗系)およ
び~ad3-lIA.brassicicola (感受系)の解析を行い、病害抵
抗性に関わる遺伝子の網羅的解析を行った。その結果、
感受系では発現せず、抵抗系のみで発現する243の遺伝
子が向定された。また、両方の系において発現する遺伝
子は77、感受系のみで発現する遺伝子は37であった。一
方、発現抑制される遺伝子は抵抗系で3、感受系で257で
あった。現在、これら遺伝子群の詳細な解析を行うと同
時に、遺伝子破壊株を用いた遺伝子機能解析を進めてい
る。

2p006 
非親和性病原細菌によって誘導されるイネ培養細胞
の活性酸素発生機構の解析

後藤一法岩野恵田中則子高山誠司察晃
植磯貝彰1 (1奈良先端大 ・バイオサイエンス)

Pseudomonas avenaeは単子葉植物を宿主とする植物病
原細菌である。我々はP.avenaeの非親和性菌株がイネ培
養細胞に過敏感細胞死や抵抗性遺伝子の発現などの一連
の抵抗性反応を特異的に誘導することを報告した。今
回、植物の抵抗性反応誘導に関与すると考えられている
活性酸素について、イネ培養細胞の抵抗性反応誘導時に
おける発生とその機構を調べた。

イネ培養細胞に P.avenae非親和性菌株N1141と親和性
菌株Klを接種したところ、 N1141菌株接種後6時間目か
ら活性酸素発生が認められたが、 Kl菌株接種では認めら
れなかった。またCeClを用いた電子顕微鏡観察より、
N1141菌株を接種した培養細胞の細胞壁、細胞膜付近で
活性酸素が発生していることが明らかとなった。次にイ
ネ培養細胞の抽出物をNative-PAGEで分離し、 NBTを用
いて活性染色を試みたところ、細胞膜画分にバンドが認
めらた。このバンドの活性はNADPH依存的であり、 DPI
によって阻害された。そこで植物のNADPHoxidaseのサ
プユニットと考えられてるriceRbohAをクローニングし
た。ノーザンプロ ット解析を行った結果、 riceRbohAは
N1141菌株接種により発現誘導されることが明 らかと
なった。現在、 riceRbohAとイネ培養細胞における活性
酸素発生との関係を形質転換体を作製し解析中である。
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2p007 

植物病原細菌 Pseudomonasavenaeのフラジェリンに

よる植物の特異的抵抗性誘導機構の解析

日紫喜隆行中島芳浩高山誠司察晃植磯貝

彰1 (1奈良先端大 ・バイオサイエンス)

植物病原細菌 P.avenaeの非親和性菌株のフラジェリ
ンはイネに様々な抵抗性反応を誘導するが親和性菌株の
フラジェリンは誘導しない。そこで、この特異性決定機
構の分子レベルでの解析を目的として研究を行った。特
異性決定へのアミノ酸配列の関与を明らかにするため、
親和性菌株、非親和性菌株のフラジェリンを大腸菌で発
現させた。両発現フラジェリンをイネ培養細胞に加えた
ところ、非親和性菌株の発現フラジェリンだけでなく殺
和性菌株の発現フラジェリンもイネ培養細胞の過敏感細
胞死を誘導することが示された。さらに、いくつかの抵
抗性関連遺伝子が両発現フラジェリンで同様に誘導され
ることも明らかとなり、フラジェリンによる特異的抵抗
性反応誘導にはアミノ酸配列以外の因子が関与すること
が示された。我々はこれまで、 P.avenaeのフラジェリン
には糖鎖が存在することを示した。そこで、次に糖鎖の
特異性決定への関与につて調べた。まず、フラジェリン
の糖鎖欠損株の作成を目的として、フラジェリン糖鎖修
飾遺伝子の同定を試みた。フラジェリン糖鎖修飾遺伝子
は鞭毛オペロンの中に存在していると考え、鞭毛オペロ
ンの解析を行った。その結果、約40kbの鞭毛オペロンを
含む配列中に、フラジェリンの糖鎖修飾に関与すると恩
われるいくつかの遺伝子群の存在が明らかになった。現
在、これら遺伝子の破壊株を作成し解析を行っている。

2p008 
イネcDNAマイクロアレイを用いた病原細菌認識機構
の解析

田中則子藤原沙都姫金田隆志¥高山誠司 察
晃植磯貝事了下妄互先端大・バイオサイエンス)

イネにおける植物病原細菌Pseudomonasavenaeの認識
と情報伝達機構を明らかにするため、親和性、非親和性
菌株およびP.avenaeの認識に関与するフラジェリンやそ
の欠損株等を用いて抵抗性関連遺伝子の発現を指標に解
析を行った。その結果、非親和性菌株や非親和性菌株の
フラジェリンによってEL2、EL3、PAL、Cht-l、LOX等
の抵抗性関連遺伝子が特異的に誘導されるものの、
PAL、Cht-l、LOX等の発現誘導にはフラ ジェ リン以外の
因子も関係することが示された。そこで、これら親和
性、非親和性菌株やフラジェリンによって誘導される
様々な遺伝子の発現を網羅的に理解するためにイネ
cDNAマイクロアレイを用いて解析を行った。非親和性
菌株接種および非接種のイネ培養細胞より作製した
cDNAライブラリーより得た約2500のユニークなクロー
ンを用いてcDNAマイクロアレイチップを作製した。非
接種および非親和性菌株N1141、または親和性菌株Kl接
種のイネ培養細胞より単離したmRNAからプロープを作
成し解析を行ったところ、非親和性菌株接種後、非接種
と比較して発現変動が認められる遺伝子が、 1時間で約
30個、 3時間で約300個、 6時間で600個であった。現在、
それぞれの遺伝子に対する詳細な解析を行っている。



2p009 
DNAマイクロアレイを用いた宿主特異的毒素処理り
んご葉における発現解析

初山慶道深沢(赤田)朝子五十嵐恵矢崎潤
更て蔦弄 文子 真保佳納子島谷善平長田夕
子橋本晶子九太田智弥佐藤友紀三本多幸子
山本公子坂田克己佐々木卓治岸本直己主菊
池尚志鈴木正彦1 (I青森県グリーンバイオセン
ター農業生物資源研究所， 3STAFF研究所)

りんご斑点落葉病菌の宿主特異的毒素である AM-
toxinは感受性りんごの棄に壊死を生じさせる。我々は
AM-toxinが及ぼす遺伝子発現への影響と壊死発現に関わ
る遺伝子の解明を目的とし、りんごcDNAのマイクロア
レイを用いた発現モニタリングF解析を行った。マイク ロ
アレイにはこれまでEST化を進めてきたりんごの培養
シュート及び登熟期果実由来のcDNA1926個をスポット
した。毒素感受性品種の葉をAM-toxin溶液または毒素無
添加溶液で減圧浸潤後、 l、3.5、5、10時間暗所において
処理した。これらより単離したpolyA+RNAをターゲット
としてアレイ解析を行った。毒素処理1時間で光合成関
連遺伝子の発現が低下し、 5時間では対照の10分のl程度
まで滅少した。その傾向はCOo同化関連遺伝子において
顕著で、りんごの主要な光合成産物であるソルピトール
の合成系で重要なソルピトール-6-リン酸デヒドロゲ
ナーゼの発現は1時間で10分の1まで低下した。これま
で、 AM-toxinによってCOo固定阻害、葉緑体構造の崩壊
が表現形質として報告されていたが、遺伝子発現のレベ
ルにおいても急速に光合成機能を低下させていることが
判った。また、マイクロアレイ上cDNAの約10%はAM-
to氾nによ って発現が上昇した。この結果についても報告
する。

2pOl0 
シロイヌナズナにおけるトリコテセン系カピ毒応答
遺伝子の網羅的解析と5'上流域におけるシス配列の
探索

増田 大 祐 石 田 守木村真山口勇山口和夫九
西内巧3 (I金沢大 ・理理研.PSC， 3金沢大・遺伝

子)

コムギ赤カピ病菌の麦類への感染によるトリコテセン
系カピ毒の汚染によ って、人畜の食中毒等の深刻な被害
が報告されている。 トリコテセン非産生菌のコムギへの
感染力の低下が報告されているものの、植物におけるト
リコテセンの作用についてはほとんど明らかにされてい
ない。我々はトリコテセンが植物の防御応答や形態形成
に与える影響について作用機構の解析を行っている。昨
年度年会において、トリコテセン系カピ毒の一種である
T -2 toxinを含むMS培地でシロイヌナズナを生育させる
と、媛化及び葉の形態異常が起こることを報告した。今
回、 T-2toxin存在下で育成したシロイヌナズナにおける
遺伝子発現の変化について、 GeneChipによる網羅的解析
を行った結果について報告する。 T-2toxin存在下におい
て、非存在下と比較して3倍以上高い発現を示した遺伝
子には、(1)病原体の感染等に応答する防御遺伝子、 (2)
ストレス応答性遺伝子、 (3)転写因子、(4)回nsporterや
channel orotein、(5)細胞内シグナル伝達に関わる遺伝子
などが見られた。また、これらの遺伝子について、翻訳
開始コドンからグ上流lkbまでの領域に含まれる既存の
シス配列を検索したところ、 MybとWRKYの認識配列が
統計的な期待値よりも高い頻度で見られた。一方、 T-2
toxin存在下で発現が低下した遺伝子には、活性型ジベレ
リンの合成に関わるGA4遺伝子が含まれていた。
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3aBOl 
光合成炭素代謝に及ぽす葉緑体およぴ
のf役支割割リ
宮川佳子松浦京子三勝見美穂野田裕介三田茂
奔百至宝了重岡成1.2 (1近畿大院・応生化近畿大・
農・食栄)

我々はこれまでに、ラン藻FBP/SBPase葉緑体過剰発現
タバコでは、 RuBP再生能力の向上により光合成能が上
昇し、カルピンサイクルを含めた一連の炭素代謝が変化
し、最終的に生育が増加したことを明らかにした (Na・
ture Biotechnol. 19，965-969，2001)。そこで本研究では、
光合成能の上昇かfFDPase/SBPase活性のどちらに起因す
るのか、 FBP/SBPase導入によるソース・シンク器官の炭
素代謝系への影響を明確にするために、ラ ン藻のFB-
Pase-IIの葉緑体導入タバコ (TpF)およびFBP/SBPaseの細
胞質導入タバコ (TcFS)を作製し、成育、炭素代謝及び光
合成能に及ぼす影響を比較・検討した。

TpF-9およびTpF-llの全FBPase活性はそれぞ、れ野生株
の約1ム1.8倍に増加した。 TpF-llにおいてのみ光合成速
度(360ppmCO2、15∞μElm2/S)が有意に上昇(1.15倍)
し、ヘキソーズおよびデンプン量の増加も認められた。
最も全FBPase活性が高いTcFS-7(野生株の2.1倍)の成

育、乾燥重量、光合成能は野生株との聞に有意な差は認
められなかった。しかし、 F6P、G6P及びショ糖量の上
昇(1.7-2.0倍)、 DHAP量の低下(44%減)が認められた。
炭素分配への影響をより明確にするために、現在詳細な
検討を行っている。

3aB02 

イネの匪乳で発現するピルビン酸リン酸ジキナーゼ

(PPDK)の機能解析

野村美加 片 山 健_1 宮尾光恵三田島茂行松岡

信3 (1香川大 ・農農水・生物研名大・生物分子)

PPDK (ピルピン酸リン酸ジキナーゼ)酵素は、ピル
ピン酸からホスホエノールピルビン酸を触媒する酵素で
あり、トウモロコシなどのC4植物ではC4光合成田路の
一つの酵素として知られている。この酵素をコードする
遺伝子は一つの遺伝子から二つの転写産物を転写する。
この特徴的な性質はC4植物のPPDK遺伝子のみならず、
C3植物であるイネのPPDK遺伝子においても同様な発現
制御系が存在する。しかしイネでは葉緑体型PPDKはき
わめて低い発現を示す一方で、座乳での細胞質型PPDK
は高いレベルで発現している。本研究ではこれまでソー
ス器官特異的と考えられてきたPPDK酵素に注目し、こ
のタンパク質のイネ目玉乳における発現様式の解明、解析
を行うことを目的とし、アンチセンスにより PPDK遺イ云
子の発現を減少させたイネを作成した。また、コント
ロールとしてPPDK高発現イネも作成した。得られた形

質転換体の葉、根、匹乳の酵素活性を測定した結果、ア
ンチセンスイネの座乳におけるPPDK活性は非形質転換
体に比べ低い活性が得られた。次にこの形質転換イネの
T2ホモ個体を得た後、発芽時における生育を調べてみる
と、アンチセンスイネは高発現イネあるいは非形質転換
体に比べかなり生育が抑制された。しかしながら糖添加
培地で生育させるとこの抑制が幾分か抑えられることが
わかった。
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3aB03 
クラミドモナスcDNAマクロアレイを用いたCO2シグ
ナル伝達因子CCMl標的遺伝子の検索

三浦謙治小日向務 能岡智浅水恵理香中 村
東士宮了百畑哲之大和勝幸大山莞爾福i幸秀哉1

(1京都大・生命科学かずさDNA研究所)

クラミドモナスはCOヲが欠乏するとそのシグナルを伝
達し、 CO，IJ農縮機構にCM)に関わる複数の遺伝子を誘導
する。我々は、このシグナル伝達の分子機構に着目し、
この機構に重要な役割を果たす遺伝子Ccmlを単離した(
文献1)。そこで、 CO2シグナル伝達におけるCcmlの役割
を明らかにするため、 Ccmlによって調節を受ける遺伝
子を、 cDNAマクロアレイ (10，368EST)を作成して検索
した。野生株の高CO2、低CO2細胞と変異株C16(ccml) 
との発現プロファイルを比較し、 2.5倍以上の差を示すク
ローンを選抜したところ、 59遺伝子が低CO，で誘導さ
れ、 66遺伝子がCcmlによ って制御を受けていた。 55種
類の低CO今誘導性遺伝子がCcmlに制御されることから
Ccmlがシグナル伝達経路の上位に位置し、多岐にわ
たって下流の遺伝子発現を調節していることが示唆され
た。また55種類の遺伝子のうち光呼吸に関連する遺伝子
が6種含まれていたので、光呼吸もCCMと同様、 Ccmlの
制御を受けることが示唆された。

文献1)Fukuzawa et.al. PNAS 98: 5347-5352 (2∞1) 

3aB04 

光合成代謝産物の高感度分析・定量を目的とした

HPLCシス テムの開発

小野玲子佐藤隆之 葛西身延荒)11修津田信

一1 (1弘前大 ・農学生命)

光合成代謝産物である糖リン酸類及びヌクレオチド類
の分析・定量は、光合成調節機構を解明する上で重要で
ある。そこで我々は、従来の酵素法に対し、少量の葉に
含まれる多くのこれらの物質を一度に分析・定量可能な
高感度HPLCシステムの開発を試みた。

この HPLCシステムにおいてはポリヒドロキシメタク
レイト系陰イオン交換樹脂充填したセミミクロカラムを
用いた。0.6MH3B03、0.8MNaH2P04を用いた120分のグ
ラジエント分析により糖リン酸及びヌクレオチドを溶出
した。ヌクレオチドはuv検出器で分析・定量し、糖リ
ン酸及び一部のヌクレオチドはアルギニン蛍光発色法に
より分析・定量した。

この HPLCシステムを用いることによって、葉(面積
9cm2) 中の光合成代謝に関与 した糖リン酸8種及びヌク
レオチド11種の分析・定量が可能である。糖リン酸とヌ
クレオチドの検出感度は、オルシノール硫酸法あるいは
PADを用いたHPLCシステムに比べ、 著しく上昇した。
(本HPLCシステムでは、オルシノール硫酸法を用いた

HPLCシステムに比べ、 ATPは48倍、 ADPGは28倍、
NADPは26倍に検出感度が上昇し、 PADを用いたHPLCシ
ステムに比べ、 F1.6Pは1900倍、 F6Pは460倍、 RuBPは
490倍に検出感度が上昇した)。このHPLCシステムは
sink-limit状態における、 RuBPcaseの活性阻害物質の検出
にも用いている(岩船ら、本学会発表)。



3aB05 
Net Gas Exchange And Leaf Characteristics Of Diploid 
And Synthetic Autotetraploids Of Phlox drummondii. 

ヴィアスプーナム寺島一郎， ('阪大・院・理・生
物)

Multiplication of genome has significant roles in the adapta-
tion and evolution of plantsωd is accompanied by various 
physiological changes. We studied the effect of chromosome 
doubling on gas exchange and leaf anatomy in Phlox drum-
mondii. The net CO2 assimilation rate was double and stomatal 
conductance was about three times in autote佐'aploidsthan in 
their diploid progenitors on leaf area basis. The autotetraploid 
leaves were thicker and larger and contained double the chloro-
phyll content. Cell size， mesophyll volume and chloroplast 
number per cell were much higher in 4x than in 2x plants. 
There was about 15 % increase in the surface of mesophyll 
cells faci時 intercellularspaces (Sme，). Also the net photosYn-
thesis per Smes was higher in autotetraploid than in出ediploid 
plants. Increase in the leaf thickness and larger mesophyll vol-
ume are positively corre¥ated with CER. Increase in carbon as-
similation seems to be due to increase in Smes and conductance. 

3aB06 
Ribulose 1，5-bisphosphate carboxylase/oxygenase 
(RuBisCO)とBacillus subtilis RuBisCO-like protein 
(RLP)の機能的関連性

宅問 弘樹 斎藤 洋太郎小林和夫小笠原直毅
覆百萌覆， ('奈良先端大・バイオ)

RuBisCOはカルピンサイクルにおいてCO今を固定する
鍵酵素である。近年、驚くべきことにカルピンサイクル
を有さないグラム陽性細菌B.subtilisがRuBisCOと相向性
を示すRLPをコードするykrW遺伝子を持つことが明らか
になった。しかしB. subtilisにRuBisCOの基質ribulose-
1，5-bisphosphateを合成するphosphoribulokinase遺伝子が
存在せず、 RLPはB.subtilisにおいてRuBisCOとは異なる
反応を触媒していると予想された。下，krWはmethionine
salvage pathway (MSP)遺伝子オペロンと推察さ れるクラ
スターの先頭に位置している。そこでRLP破壊株を作製
し、 RLPがMSPにおいて機能しているか解析した。その
結果、野生株ではMSP中間代謝物のいずれをも単一硫黄
源に生育することができた。 RLP遺伝子破壊株はmethyl-
thioadenosine (MTA)で生育できなかったが、 2-keto-4
methylthiobutyrate (KMTB)では生育するこ とができた。
この結果からRLPが'"MTAからKMTB聞のMSPにおいて機
能していることが明らかになった。また、このRLP遺伝
子破壊株の表現型は光合成細菌Rhodospirillum.rubrum 
rbcL遺伝子により相補された。この結果はRuBisCOにも
RLPと同反応の触媒能があることを示唆する。
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3aB07 
トウモロコシCO2固定に酸素が必要である

大脇友裕L浅田浩二，('福山大・工)

C.植物のトウモロコシは、 CO，濃縮機構を備えている
ため、光呼吸は維管束鞘細胞中で高濃度のCOヲにより抑
制されている。従ってC.光合成は0ヲ濃度によづて影響を
受けにくい。しかし、我々はじ植物の光合成に0，が必要
であることを見出したので報告する。 ー

暗黒下で0濃度をOにし、光照射を開始すると、光合
成COゥ固定や電子伝達速度は空気中でのこれらのレベル
の20%以下であった。これに1%0今を与えると、 CO今固定
速度は21%02で、のレベルに約20分で到達し、クロ dフィ
ル蛍光解析からみてムpHも形成される。しかし、光照射
しながら0，濃度を21%から0%に低下させたときには、
COぅ固定速度は低下しなかった。これらの結果から、 ト
ウモロコシ光合成にOうが必要であるが、しかし、一且光
合成が開始された後ば気相に仏がなくてもCOラ固定は進
行する。従ってCOヲ固定に伴って発生するOうが葉緑体外
に拡散するよりも速い速度でWater-Waterc六leに利用さ
れ、 CO2固定に必要なATPを生成しているととを示唆し
ている。

3aB08 

部位特異的変異導入によるトウモロコシc，型ホスホ
エノールピルビン酸カルボキシラーゼのブレキシブ
ルループの機能解析と活性化因子グルコース6-リン
酸の推定結合部位の同定

主E笠主小寺正明吉本強松村浩由甲斐
泰泉井桂， ('京都大院・生命科学・統合生命科学，
2大阪大院・工・物質化学)

近年、我々は大腸菌ホスホエノールピルビン酸カルボ
キシラーゼ (PEPC) の立体構造を世界で初めて明らか
した。その際、 X線の反射が得られず立体構造を特定す
ることができない構造(フレキシブルループ;[702 
KRRPTGG-708J) を見いだした。これはPEPCの活性部
位を覆うように配置しており、部位特異的変異酵素の機
能解析によって、このループが重炭酸イオンの酵素への
結合に関与している可能性が示され、さらにこの構造に
塩基性残基を増やすことで触媒活性を向上させることに
成功した。 C. 光合成に関与するトウモロコシ PEPC
(ZmPEPC) についても同様の構造 [761-KRRPGGG-

767]が存在することがわかり、今回、 ZmPEPCについて5
種類の変異型酵素の速度論解析を行い、この構造は触媒
活性において様々な役割を担っていることがわかった。

また、 ZmPEPCのX線結品解析により、本酵素の活性
化因子であるグルコース6-リン酸 (G6P)の結合部位
(R183、 R184、 R231、および~R372) が推定された。 4種類
の変異型酵素の速度論解析結果から、 R183とRI84はG6P
による活性化に必須であることがわかった。

さらに、野生型ZmPEPCには重炭酸イオン濃度の高低
に依存して二つのKm値が存在する、という新しい知見
が得られたので、併せて報告する。



3aB09 
FZaveria属のC3およびC4型植物を用いた新規C4光合
成関連遺伝子の探索
山口鉄平泉田敦古本 強1，2 泉井桂1.2 (I京大院・

互否プ京大院・農学研究科)

キク科のFlaveria属21種にはC3型からC4型までの連続
的な光合成型の穫が存在することが知られ、またそれぞ
れの植物の遺伝的背景は非常に近いといわれている。C4
光合成について炭素代謝の酵素群はすでに明らかにされ
ているが、 2種類の細胞聞や葉緑体内外の物質の移動に
関与するタンパク質をはじめ、 C4光合成の成立に関与す
るタンパク質は解明されていないものも多い。そのよう
なタンパク質を解明するために、 C3型 (F.pringleilおよ
びC4型 (F.trinervia)の2種を用いてC4型cDNAライブラ
リーに対するdi百erentialscreeningを行った。単離した遺
伝子の内から主要なC4光合成遺伝子を除き、 C4型に高
発現している新規遺伝子を単離した。その結果、約9∞o
個のクローンから56個のクローンを単離することができ
た。それらは29種の独立したクローン群であり、現在ま
でに11種が既知の遺伝子と相向性を持ち、12種が相向性
を持たないことが判明した。今回単離したクローンの内
には、動物において既知のトランスポーターと相向性を
もち、植物で未解析な遺伝子が見つかった。この遺伝子
はC4型の葉に特異的に発現し、昼に発現量が高い。現在
この遺伝子の細胞内局在性および組織局在性を調べるこ
とで、 C4光合成との関連性を検証中である。

3aBlO 
Sink-limit~犬態における C4植物のC3回路と C4回路を通
じた光合成代謝の制御機構の解析

坂本竹史¥岩船美都佐藤真樹子葛西身延幸
田信一1 (I弘前大・農学生命)

C4植物の光合成source-sink制御機構は未解明な点が多
い。そこで、我々はC4植物アマランサスのsourse-sinkモ
デル植物の光合成代謝の制御機構について解析を行って
きた。sink-limit状態に置かれたモデル植物では、1)光合
成速度の低下、 2)葉内へのsucrose蓄積、 3)葉内のPilevel 
低下が認められた。同時に、 4)RuBPcase の initial 
activity、5)PEPcase、6)NAD-MalicEnzymeの活性の低下
が認め られた。sink-limit状態で低下したPEPcase活性は
protein kinase (Sigma回 625)とATP、Piを加えることに
よって完全に回復した。このproteinkinaseによるPEPcas巴
セリン残基のリン酸化はATPとの反応で進行する。そし
て、 Piはprot巴inphosphatase活性を阻害することが報告さ
れている。そこで、 Okadaicacidをproteinkinase、ATPと
共に加えると、 sink-limit状態で低下したPEPcase活性は
完全に回復した。従って、 sink-limit状態においては、
PEPcase protein】cinaseが機能せず、 proteinphosphataseが機
能することでPEPcaseセリン残基の脱リン酸化が起こ
り、 PEPcase活性が低下すると考えられる。この制御に
は葉肉細胞内のPilevelが関与する可能性が示された。
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3aBll 
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及び酵素活性の解析

佐藤真樹子葛西哲人矢尾知大輔¥亀谷陽次
蔀て宮古耳延浮田信一，('弘前大・農学生命)

我々は、生育初期から塊根が肥大成長するサツマイモ
のsource-sinkモデル植物を用い、 source-lirnit状態におけ
る光合成source-sink制御機構の解析を行なってきた。1)
このモデル植物においては、葉、葉柄、 shootは同化産物
のsink器官としてはほとんど機能しないが、生育初期か
ら塊根が活発な肥大成長をし、 主要なsink器官となり、
同化産物を集中的に蓄積した。2)塊根肥大によるsink能
増大に伴なって、光合成速度 (source能)は上昇し、 3)
RuBPcaseのinitialactivityおよびtotalactivityも上昇した
が、 4)maximum activityは実験期間を通じて高く、ほぼ
一定の値であった。 5)葉面積当たりのRuBPcase含量
も、 sink能の増大に伴な って増加した。以上の結果は、
生育初期にはこのモデル横物がsink-limit~犬態にあり、
RuBPcaseの活性が抑制されていたために、光合成速度が
低下していたことを示す。そして、塊根の活発な肥大成
長に伴なってsink能の増大が起こり、 source-limit状態と
なり、 RuBPcaseの活性抑制が解除され、 RuBPcase含量が
増加し、光合成速度が上昇したことを示す。

3aB12 
Sink-limit 状態におけるRuBPcase活性阻害物質による
光合成制御機構

岩船美都葛西身延佐藤真樹子亀谷陽次郎
i幸田信一，('弘前大・農学生命)

サツマイモのsource-sinkモデル植物を用い、光合成
source-sink制御機構の解析を行なった結果、1)塊根が生
育初期から活発に肥大成長を示し、主要なsink器官と
なって、同化産物の蓄積を開始した。2)塊根の肥大に
よるsink能増大に伴い光合成速度 (so町 ce能)は上昇し、
3) RuBPcaseのinitialactivityと totalactivityも上昇した
が、 4)maximum activityは実験期間を通じて高く、ほぼ
一定の値であった (佐藤らの本学会発表)。 以上の結果
から、生育初期では、このモデル植物はsink-lirnit状態に
あり、塊根の肥大成長に伴ってsink能が増大し、 sink-
lirnitが解除されたことを示す。Sink-lirnit状態、及び、sink-
lirnitが解除された状態における葉中のRuBPcaseに結合し
ていた阻害物質を分離し、精製されたRuBPcaseの活性に
対する阻害効果を調べた結果、 sink-lirnit状態の葉から得
られた画分の阻害が非常に大きかった。以上の結果か
ら、 sink-limit条件下ではRuBPcaseに何らかの阻害物質が
結合していることが明らかとなった。また、 HPLCによ
るこの画分の解析の結果、この阻害物質は糖リン酸であ
る可能性が示唆された。

本研究では、サツマイモのsink-lirnit条件下における光
合成の低下は、 RuBPcaseへの阻害物質の結合により、そ
の活性が低下するためであることを示した。



3aCOl 
イネマイクロアレイプロジェクト:システムの確立

と進捗状況

島谷 善 平 矢 崎 潤史岸本直己藤井文子真保

佳納子長田夕子橋本品子太田智弥山本公

子坂 田克己佐々 木卓治三菊池尚志2 ('農林水産

先端技術研究所農業生物資源研究所)

我々は、RiceGenome Research Program (RGP)におけ
る大量cDNA解析の結果に基づき、約1∞00の独立ESTク
ローンを選抜して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

(http://cdnaOl.dna.affrc.go.jpIRMOS/main.html)。マイクロ
アレイは1265のcDNAクローン (phase1)と8987クローン
(phase 11)から構成され、それぞれにインサート全長およ

び遺伝子特異的領域 (3'-UnTranslated Region : 3'-UTR) 
をスポットしたアレイを作製した。3'-UTRマイクロア
レイは、インサート全長マイクロアレイに比べてシグナ
ル強度が低くなるものの、より特異性の高いシグナルを
検出できる特性を持つ。イネの異なる組織をターゲット

サンプルとした発現解析により、本システムは機能未知
遺伝子の機能解析に有力なツールとなることが示され

た。また、合成オリゴヌクレオチド (70mer)をプロープ
としてスライドガラス上に固定したオリゴヌクレオチド
についても現在検討を進めている。

プロープの配列デザインによって、より特異的なシグ
ナルの検出が可能となること、そしてPCR等の行程を必
要としない利便性から、オリゴヌクレオチドアレイは有

用な技術として活用が期待ができる。

3aC02 
cDNAマクロアレイデータの分布とデータ処理の実際

大林 武 佐 々 木 結子堀越真喜子島田裕士増
田建柴田大輔田畑哲之高宮建一郎太田啓
之， ('東工大・生命理工 2かずさDNA研究所)

シロイヌナズナのゲノムシーケンスが終了し、高等植
物においても大規模機能解析への流れが強くなってい
る。我々はシロイヌナズナのDNAアレイコンソシアム
(JCAA)の一員として、かずさDNA研究所が発表した

ESTc10neを用いてマクロアレイメンプレンをイ乍成してい
るo cDNAマクロアレイは、すでに報告の多いマイクロ
アレイと同じく膨大なデータを得ることが出来、ゲノム
ワイドな発現解析が可能である。しかし、データが出た
後の解析手法は有用なものが数多く発表されているが、
解析を進める上で重要な生データの信頼性や特性に関す
るものは少なく、またマクロアレイを対象にしたものは
無い。

本発表では、我々の用いている cDNA マクロアレイ
データにおける、その信頼性の評価方法、及びその後の
解析方法 (基準を満たした数回分のデータセットをメジ
アンで標準化し対応のある分散分析を行う )について発
表する。具体的には生データより得られる発現分布、各
スポットの分散、さらに分散分析の結果とノザンプロッ
トとの対応を紹介し、そこから生データの標準化方法、
必要な繰返し実験回数、パックグラウンドの取り扱い等
について提案する。
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3aC03 
シロイヌナズナのプロテオミクス:強疎水性膜蛋白質
の網羅的解析

佐塚隆志気多澄江主白武勝裕山木昭平柴田
天有了下かずさDNA研究所名大・院・生命農学)

シロイヌナズナの全ゲノム配列決定が決定された現
在、ゲノム生物学の立場から植物生命現象を解明するた
めには、網羅的蛋白質解析(プロテオミクス)が不可欠
である。シロイヌナズナゲノム上には約25，500遺伝子が
推定され、その翻訳産物の内、一回以上の膜貫通領域を
含む蛋白質は約11，∞0(43%)、2回以上で約4600(18%)に
も及ぶ。本研究では膜プロテオームに注目し、シロイヌ
ナズナ地上部ホモジェネートからショ糖密度勾配超遠心
法により得た液胞膜濃縮画分を用い、その強疎水性蛋白
質をSDS-PAGE、ゲル内消化、逆相HPLCの組み合わせ
によって消化ペプチドを網羅的に分離した。その主なペ
プチドについてはアミノ酸配列決定を行い、 63のペプチ
ド内在配列を決定した。この配列をゲノムと対応付けた
ところ、 37のペプチドタグ配列が34遺伝子に対応し、ま
たゲノムの元長性から26配列が60遺伝子に1対多対応し
た。この計94蛋白質は、 50がl回ー15回膜貫通型であり、
既知液胞膜蛋白質の他、機能未知なトランスポーター/
チャンネル、GrPase、仮想蛋白質などに分類された。ま
たESTが得られていない仮想遺伝子も蛋白質レベルで同
定された。

3aC04 
Gene expression ana1ysis of μtus japonicus nodulation 
process using the micro-SAGE method 

浅水恵理香佐藤修正田畑哲之， ('かずさDNA
研)

In order to monitor the global gene expression pattem dur-
ing the nodulation process in leguminous plants， we have initi-
ated SAGE analysis. SAGE is a sequence-based method for 
genome-wide gene expression analysis. Position defined 10 
base tags are generated and c10ned into a vector after concate-
nation. The frequency of each tag in the sequence directly re-
flects the町anscriptabundance in a tissue. It can quantify and 
compare出eexpression leve1 of different genes within a tissue， 
while cDNA訂Taycompares that of individual genes among 
experimental samples. Since SAGE does not need preexisting 
clones， it can identify new genes. 

In出isstudy， comparison of expression profiles was made 
among 3 distinct stages of nodulation process of a model leg-
ume， Lotusjaponicus， by applying the micro-SAGE method'. 
Expression profiles of 7，600 transcripts represented by a total 
of 71，000 tags were analyzed. 
(1) Ve1culescu， V. E. et al. (2000) Trends Genet. 16，423-425 



3aC05 
モモ果実で発現するcDNAl，300クローンの解析

今 井剛山本俊哉持田耕平三松田長生林建樹l

てT菓喜子研・遺伝育種東京農工大・農)

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(幼果(特1)
および成熟果(栴))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「あかつき」の果実より cDNAライブラリーを作
製した。 5∞base以上のインサートを持つクローンについ
て5'側の部分配列を決定し， FastA/FastXにより登録配列
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。

現在までに非1由来約1，000，お由来約3∞クローンの塩
基配列を決定した。約半数が既知遺伝子との相向性を示
した。排1と栴で重複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。 3
%程度のクローンに2-6塩基を単位とする反復配列がみ
られ，一部は品種問、種間で多型を示しDNAマーカーと
して有用で、あった。反復配列の多くは非翻訳領域中と推
定されたが， ORF中にみられた4クローンでは， 3ないし
6塩基の反復単位であった。 ORFをすべて含むクローン
において推定開始コドンの直前にAが3-4塩基続く傾向が
ややみられた。

現在，単離したクローンを用いたマイクロアレイ解析
の準備をしている。果実発達に伴う発現量の変化につい
ても報告する予定である。

3aC06 
イネの完全長cDNAデータから推測される遺伝子制御

機構の特徴

永田俊文佐藤浩二河合純カルニンチピエ
ロ林崎良 英 大 友 泰 裕 村上和雄九松原謙一九
菊池尚志1 (1農業生物資源研究所・分子遺伝j理研・

GSC・遺伝子構造機能/生体分子機能国際科学振興
財団)

イネ及び植物のシグナル伝達系の特徴を解明する目的
で、イネ完全長cDNA配列データ(約1万6千)につい
て、 BLAST searchを用いて、動植物の既存の遺伝子の
相同遺伝子を検索し、類似した遺伝子制御系による生命
現象の調節機構の有無を調べた。

その結果植物のシグナル伝達系には(1)膜結合性レ
セプター (2) リガンド結合性レセプター (3)MAP 
kinase カスケード (4)ca1modulin系シグナル伝達系
(5) G-protein系シグナル伝達系因子 (6)細胞周期遺伝

子が存在している一方で、動物において重要であり保存
性の高い(1)サイトカイン受容体系シグナル伝達系
(2) アポトーシスシグナル伝達系 (3)発生誘導シグナ

ル伝達系(4)細胞問クロストーク シグナル伝達系 (5)

細胞骨格制御機構 (6) アダプタータンパクネットワー
クが確認されなかった。そして、個々の転写因子につい
ても動物に保存性の高いもので植物で確認されなかった
もの (JAK1，Sos， bcl-2， ced-9， HES1， EIA， Grb2， p53， p21， 
Smad， Rb， EGR)や共通して確認された核内因子 (E2F，
myb， myc， jun)そして、植物特異的な構造のもの
(TUBBY -like， CPP-like， E2FIDP， AP2AREBP， NAC， 

WRKY， ARF， YABBY)の存在が明らかとなった。

245 

3aC07 
シロイヌナズナの細胞壁構築関連遺伝子ファミリー
の解析

横山隆亮尾山美佳西谷和彦1 (1東北大・院・生
否存享了

植物の細胞壁は高分子多糖などから構成されるダイナ
ミックな細胞構造であり、多数の遺伝子ファミリーに
コードされる多様な酵素群によって細胞外で構築され
る。シロイヌナズナでは細胞壁構築に関与する遺伝子
ファミリーが多数同定されているが、これら遺伝子ファ
ミリー内の全遺伝子の発現様式の全貌を明らかにした例
はほとんどない。その原因の一つは遺伝子ファミリー内
の個々の遺伝子を区別して解析する難しさによるもので
あった。我々は遺伝子特異的オリコII)NAマイクロアレイ
法とリアルタイムRT-PCR法を用いた発現解析を組合せ
ることによって一度に多数の遺伝子の正確かっ定量的な
発現解析を可能にした。解析の結果、同一遺伝子ファミ
リー内においても、独自の発現様式を示す遺伝子と、 類
似の発現様式を示す一群の遺伝子とが混在することが明
らかになった。系統学的解析から、類似の発現様式を示
す遺伝子群の多くはゲノム重複等により派生した遺伝子
であることが示唆された。我々はこれらの遺伝子の上流
領域に共通の保存された塩基配列が存在すること、そし
てその共通配列がシス領域として共通の発現様式を促す
ことを示した。以上の結果をもとに、遺伝子ファミリー
の発現様式の進化的多様性と共通性について議論する。

3aC08 

DNAマイクロアレイシステムを用いたキチンオリゴ

マ一応答性遺伝子の探索

秋本千春田中喜之矢崎潤史岸本直己菊池

尚志淀谷直人南栄一1 (1農業生物資源研究所)

キチンオリゴマーをイネ培養細胞に作用させると，一
連の初期応答を経て遺伝子発現やファイトアレキシン生
成等の防御応答が観察される.我々はこれまで，初期応
答と防御応答に関連する遺伝子の発現が関連しているこ
とを明らかとした.ここでは，イネの膨大な遺伝情報
が，キチンオリゴマーによってどのように変化するかに
ついての網羅的な知見を得ることを目的として， 1回の
実験で膨大な量の遺伝子発現データを得られる画期的な
技術であるマイクロアレイ技術を用いて検討を行ったの
で報告する.第1期イネゲノムプロジェクトにより集め
られた約4万クローンの中から選び出された8987クロ」
ンをプローブとして用い，キチンオリゴマー処理前後の
培養細胞から抽出したmRNAを鋳型としてCy5にて蛍光
標識した一本鎖cDNAを調整し，ハイブリダイゼーショ
ンを行った.その結果， 241クローンがキチンオリゴ
マーによって変化することが明らかとなった.それぞれ
の遺伝子をその機能から分類したところ. 1次代謝.2次
代謝およびシグナルトランスダクションに関連する遺伝
子の多くが誘導されるのに対し，翻訳に関連する遺伝子
の多くは発現が抑制される傾向があることが明らかと
なった.また，いくつかの興味深い遺伝子がキチンオリ
ゴマーによって変化することがはじめて明らかとなった
ので報告する.



3aC09 
シロイヌナズナTag-lineを用いた器官特異的発現遺伝
子の解析

加藤友彦佐藤修正田畑哲之1 (1かずさDNA研)

シロイヌナズナ全ゲノムの塩基配列決定に より、さま
ざまな手法を用いた大規模な遺伝子の機能解析が進めら
れている。シロイヌナズナでは多数のTag-lineから特定
の遺伝子の破壊株を分離することが、遺伝子の機能解析
を行ううえで重要な手法のlつになっている。我々 は、
植物遺伝子の包括的な機能解析にむけてT-DNA Tag-line 
の大規模な作製を行ってきた。導入するT-DNAの中には
レポーター遺伝子としてGUS遺伝子を挿入しており、
ジーン・エンハンサートラップ法による遺伝子の発現解
析が可能である。 T-DNAにはAc/Ds系トランスポゾンも
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になっ
ている。このトランスポゾンの中にはルシフエラーゼ遺
伝子が挿入されており、 Dsの転移後ジーントラップ法に
よる解析が可能である。これまでに50，∞0のT-DNA挿入
ラインを作製しており、このうち20，∞0ラインについて
はGUS染色による発現パターンの解析を終了した。GUS
染色は各ラインの根・葉・花器官・種子なと苧について調
べており、現在、根でGUSの発現が見られたラインにつ
いて解析を進めている。またトランスポゾン転移の基点
となる 141ラインを同定し、 Dsが転移したラインでルシ
フエラーゼ遺伝子の発現を確認している。

3aClO 
理研ゲノム科学総合研究センター (GSC)植物機能情

報研究グループプロジェクトの全体計画

松井南篠崎一雄1 (1理研 GSC植物ゲノム機能情

報)

理研GSC植物ゲノム機能情報研究グループでは、シロ
イヌナズナの大規模なトランスポゾンタグライン、アク
テイベーションタグラインの作製、完全長cDNAの作製
と配列決定を行い、それらの機能データベース構築を
行っています。また植物特異的タンパク質の3次元構造
決定をタンパク質構造・機能研究グループと進めていま
す。これらの計画について説明します。
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3aCll 
シロイヌナズナ完全長cDNAエンサイクロペデイアの

作製と遺伝子の機能・発現解析への利用

盟星盟1，2 鳴坂真理人石田順子神谷麻 子中嶋舞

子機亜希子大野陽子三佐藤将一秋山顕治

楼井哲也藤田美紀楠城時彦三篠崎和子3，Joseph 

Ecker4， Rona1d W. Davis5， Athanasios Theologis6，村松正
賓林崎良英河合純7 Piero Carninci7，伊藤昌可

石井善幸荒川貴博柴田-iiF，品JII朗 篠 崎 一
雄1，2 (1理研GSC・植物ゲノム理研・植物分子j国

際農研， 4Salk Inst.， 5Stanford Gen. Tech， Cent.， 6PGEC， 
7理研GSC、遺伝子構造)

2∞o年にシロイヌナズナの全ゲノム配列が決定された
が、我々は数年前より、ポストシーケンシング時代にお
いて、遺伝子の機能解析において完全長cDNAが重要に
なると考え、シロイヌナズナ完全長cDNAの単離を進め
てきた。これまでに、種々のストレス・ホルモン処理し
た植物体や種々の発生段階の植物体などを出発材料する
19種類の完全長cDNAライ ブラリ ーを作製し、約15万個
のcDNAクローンを単離した。それらをクラスタリング
すると約15，∞o個の独立したcDNAグループに分類され
た。また、我々はシロイヌナズナ完全長cDNAの全長塩
基配列決定も昨年度より開始し、これまでに約47∞個の
cDNAについて全長塩基配列を決定し、全長配列Dataを
GenBank Databaseに登録した。さらに、これまでに単離
した完全長cDNAクローンを用いて完全長cDNAマイクロ
アレイを作製し、種々の条件や変異体における発現プロ
ファイル解析を進めてきた。今回の発表ではシロイヌナ
ズ、ナ完全長cDNAクローンを用いて我々が進めている発
現、機能解析の現状と今後の予定について報告する。

3aC12 
シロイヌナズナトランスポゾンタグラインの挿入位
置ハイスループット解析とデータベースの作製

塁査室平山隆志1，2 伊藤卓也九清末有希高部寛
子水門佐保篠崎一雄1，2 (1理研・ GSC・植物ゲノ

ム機能情報理研・筑波・植物分子)

シロイヌナズナのゲノム情報が充実してきた現状で、
私達は機能ゲノム学的手法のーっ として、 トランスポゾ
ンを用いた変異株ラインの作製を行っている。トランス
ポゾンAclDsのシステムを利用し、これまでに数千ライ
ンのシロイヌナズナ変異体を確立した。確立された各ラ
インについて、ゲノムDNAを抽出しトランスポゾン挿入
部位の近傍配列をアダプターを用いたPCR法で増幅しそ
の塩基配列を決定することで、各ラインにおけるトラン
スポゾンのゲノム上での挿入位置の同定を行っている。
分注用ロボットを導入しオートメーション化を図ること
で一連の作業の大量かつ迅速な解析を可能にした。これ
までに配列を解析した約4000ラインについては、予測さ
れるトランスポゾン挿入位置、そこから最も近い予想さ
れるコーデイング領域、そのコーデイング領域のホモロ
ジー検索の結果を併せたデータベースを作製し、共同研
究用データベースとして既に公開を始めている。



3aC13 
理研GSCアクテイベーションタグラインから得られ
た優性および半優性突然変異体について

中津美紀市川尚斉石川明苗小林裕子松井
育了下車研GSC'植物変異探索)

理研GSC植物ゲノム機能情報研究グループではシロイ
ヌナズナを用いた網羅的な遺伝子変異を作成して植物遺
伝子の機能解析をめざしている。このために植物変異探
索研究チームでは大規模なアクティベーションタギング
の作成を行っている。

アクテイベーションタギング法では、エンハンサーを
含むT-DNAのゲノム上への挿入により近傍の遺伝子を過
剰発現させる。ノックアウト型の変異と異なり遺伝子過
剰発現体においては、T1世代において表現形質が優性ま
たは半優性として現れることが期待される。私達はシロ
イヌナズナアクテイベーションタグライン約10，∞0ライ
ンについて作成中に観察したT1世代での表現形質を調べ
た。表現形質の観察は変異体の出現頻度を求める目的で
行った。観察の指標とした形質は、1)ロゼット葉の形
状、 2)花茎の出現時期、 3)托葉の形状、 4)ロゼ ット
葉および子葉の色、 5)花の形態、 5)背丈、 6)頂芽優
性等である。得られた変異体候補のいくつかについて
は、変異の安定性を調べる目的でT2世代において変異形
質が遺伝するか確認を行った。変異体の出現頻度とT2に
おける変異形質の確認および研究の進行状況について報
告する。

3aC14 
シロイヌナズナアクテイベーションタギングライン

作成中に観察された表現型質とT-DNA挿入部位の
データベースの作成

市川尚斉中津美紀川島美香合田和史後藤
有事芋1 松井南1 (1理研GSC・植物変異探索)

われわれはCaMV35Sエンハンサー配列を持つT-DNA
をシロイヌナズナゲノム中に無作為に挿入を行い、網羅
的な遺伝子過剰発現変異体を作成している。変異体作成
中に、茎伸長、分校、稔性、花形態、葉形態等の指標を
用いて観察を行った。これら変異体候補については、変
異を確認する目的で次世代へ回すと共にT-DNA挿入部位
の塩基配列決定をプラスミドレスキュー法によって行っ
ている。この情報を元にして、シロイヌナズナゲノム上
のT-DNA挿入部位と、方向を同定し、挿入部位上下流
10kb以内にある遺伝子の記載を行い、この遺伝子アノ
テーションリストと先の表現型を記載したデータベース
を作成している。
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3aC15 
理研バイオリソースセンターより分譲を受けられる
シロイヌナズナリソースについて

小林正智I (1理研.BRC) 

平成13年春に理研筑波研究所にバイオリソースセン
ター (BRC)が設立され、植物リソースについては実験
植物開発室が担当して業務を開始しました。BRC'立主と
して日本で作成された生物資源を保存・分譲することに
より研究への利用を促進し、生命科学の発展を加速する
ことを目的としています。当面の問、 BRCより分譲を行
う植物リ ソースはシロイヌナズナを中心とした植物種
子、植物遺伝子、及び植物培養細胞です。現在は逆遺伝
学的アプローチに使用可能なリソース、すなわち理研ゲ
ノム科学総合研究センター (GSC)で作成した変異体シ
ロイヌナズナ種子 (トラ ンスポゾンタギングライン)や
シロイヌナズナ完全長cDNAなどの試験的な分譲を行っ
ております。今後順遺伝学的アプローチ (スクリーニン
グ) に利用可能なリソース (アクティベーショ ンタギン
グライン種子)についても分譲を予定しています。また
宮城教育大学後藤教授の運営するシロイヌナズナ種子保
存センター (SASSC)との連携も行っ ており、 SASSCで
分譲している野生株などの種子についても将来寄託を受
ける予定です。なお現在平成14年度より理研外からのリ
ソースの寄託依頼に応じるための準備を行っています。
本発表ではこれらのリソースの性状やリソースを利用す
る際の注意点、分譲を受けるための手続について説明い
たします。

3aDOl 
イネ26Sプロテアソームの遺伝子発現解析

宣車宜笠1.2 柳川由紀1.2 梅田正明字垣正志光
原一郎2，5 大橋祐子2.5 橋本純治2.5 中川弘毅1，2 (1千

葉大・園芸， 2C阻 ST，3東大・分生研東大院・新領

域創成生物研)

26Sプロテアソームは、ポリユビキチン化タンパク質
などの基質を特異的に認識して分解する複合体プロテ
アーゼであり、調節サプユニットと活性サブユニットに
よって構成される。真核細胞が正常に増殖するためには
26Sプロテアソームによるタンパク質分解調節が必須で
ある。真核生物に保存されている26Sプロテアソームで
も、その転写調節は生物種間で異なっている可能性があ
る。そこで、我々はイネ26Sプロテアソームの各サプユ
ニット遺伝子の転写調節について研究を行った。

調節サブユニ ットの Rpn3遺伝子と活性サブユニット
のC2遺伝子をプロープとしたinsituハイブリダイゼー
シヨンを行った結果、生育の盛んな組織および分化の初
期段階にある組織において、この2つの遺伝子の発現が
高いことがわかった。さらに、 invivoにおける26Sプロ
テアソーム遺伝子の転写調節を確認するため、調節サブ
ユニットのRpn10遺伝子をイネに導入した形質転換体を
作出し、比較した。その結果、導入したRpn10遺伝子の
発現増加とともに、 C2遺伝子のrnRNA発現も増加してい
た。また、イネ培養細胞にプロテアソーム阻害剤を添加
すると、 Rpn10遺伝子とC2遺伝子の転写が促進した。プ
ロテアソーム阻害剤をiZE力目したとき、 26Sプロテアソー
ム遺伝子以外にpチュープリン遺伝子も転写が促進す
ることを見いだした。この阻害の程度は β チュープリ
ンのアイソフォームによ って異なっていた。



3aD02 
タバコ培養細胞における糸状菌エリシターによるBタ
イプサイクリン遺伝子の転写抑制

鈴木馨中 山 裕 子 伊藤正樹進士秀明， ('産総
研・分子細胞工学部門・遺伝子機能制御東大・
院・理系・生物科学)

感染防御応答を誘導する糸状菌エリシターをタバコ培
養細胞 (XD6S株)に処理することによって，サイクリ
ン遺伝子 (Ntcyc25，Nt-CYM， CycD3.2)のmRNAレベル
の急激な低下を引き起こすことをこれまでに見いだし
た。今回は Bタイプサイクリン遺伝子のエリシターに
よる発現抑制の機構についてさらに解析を進めた結果に
ついて報告する。タバコにおいてM期特異的な発現を示
すニチニチソウのCYM遺伝子のプロモーターにリポー
ター遺伝子としてルシフエラーゼ (LUC)遺伝子を接続
したCYMpromoter::LUCを導入したXD6S細胞のカルスに
おいて，Trichoderma virideが生産するキシラナーゼ
(TvX)をエリシターとして処理するとLUC活性の低下

が見られた。これは， TvXに応答してCYM遺伝子の転写
抑制が起こることを示している。また，CYM遺伝子プロ
モーター中にあってM期特異的な転写を活性化するMSA
配列を介した転写活性についてもTvXによる抑制が見ら
れた。さらに， MSAを介した転写を調節する転写因子遺
伝子N加 ybの発現レベルもTvXによって低下することを
見いだした。

3aD03 
Cell Cycle Arrest during Proteinaceous Elicitor-induced 

Hypersensitive Cell Death in Tobacco BY -2 Cells 

門田康弘斉藤涼子渡漫崇佐野俊夫九長田敏
存て有葎和幸I.3('東京理科大・理工・応用生物科
学東京大・理・生物科学東京理科大・ゲノムセ
ンター)

A proteinacious elicitor， cryptogein induced hypersensitive 
cell death in suspension-cultured tobacco BY-2 cells. The cell 
death was completely inhibited by an anion channel blocker 
and a protein lanase inhibitor， suggesting that ion channel cas-
cade and protein phosphoηlation play important roles in the 
regulation of the programmed cell dea血(PCD).The elicitor in-
duced various rapid plasma membrane ion fluxes. Pharrnaco-
logical studies suggested出atplasma membrane Ca2+ chan-
nel(s) and anion (Cn channel(s) are involved in initial cellular 
responses leading to PCD. The elicitor also inhibited cell 
grow出，suggesting that cell cycle arrest is induced prior to 
PCD. To elucidate the relationship between cell cycle regula-
tion and PCD， we synchronously cultured BY-2 cells. Cell cy-
cle arrest at specific checkpoint(s) was observed. Possible roles 
of cell cycle regulation on PCD， as well as possible molecular 
mechanisms for the elicitor-induced cell cycle arrest will be 
discussed. 
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3aD04 

脱分化過程におけるsnRNAレベルの変動とSRD2の役

割

大谷美沙都杉山宗隆， ('東大院・理・植物園)

分化した細胞が増殖可能、再分化可能な状態へと変化
する脱分化は、植物細胞の持つ分化全能性発現の最初期
における重要な過程である。しかしながら脱分化のメカ
ニズムについては、まだ不明な点が多い。私達は脱分化
と分裂組織形成に関して温度感受性を示すシロイヌナズ

ナ変異体srd2を材料として、分化全能性発現の分子レベ
ルでの理解を目標に研究を進めているが、今回は特に脱
分化についての解析結果を報告する。これまでにSRD2

遺伝子を単離し、その推定産物がヒトのsnRNA転写活性
化因子、 SNAPcのサプユニ ット (SNAP50) と相向性を
有していることを示した。このことからSRD2タンパク
質がsnRNA転写に関与している可能性が推測された。Jlf
軸外植片の脱分化過程におけるsnRNAレベルの変動を調
べたところ、 snRNA蓄積量が細胞増猶開始に先だって増
大すること、この増大がsrd2変異によって抑制されるこ

とが明らかとなった。また、脱分化過程においてSRD2

mRNAが一過的に発現することも分かった。これらの結
果は、 snRNAレベルの上昇が脱分化の重要な要素の一つ
であり、このsnRNA増加にSRD2が関与しているという
ことを示している。さらにSRD2発現がオーキシン、サ
イトカイニンに応答して起こることを見いだした。これ
は脱分化における植物ホルモンの役割の少なくとも一端
が、 SRD2発現誘導にあることを示唆するものであり、
きわめて興味深い。

3aD05 

シロイヌナズナE2FIDP転写因子ファミリーの機能解

析

小杉俊一lペ大橋祐子'.2('農業生物資源研， 2CREST) 

細胞周期のG1(∞)-S期進行の制御に重要な役割を果
たすE2F転写因子は、シロイヌナズナに6つ存在し、 E2F

との2量体形成タンパク質であるDPは2つ存在する。我々
はこれら8つのタンパク質について解析を行った。動物
E2Fとほぼ全領域にわたって相向性を持つAtE2FI-3の
DNA結合能は、 DPaまたは DPbとのヘテロ2量体形成に
よって、いずれも同程度上昇した。AtE2F2は転写活性化
能を示さなかったが、 AtE2FlおよびAtE2F3は、 DPa依存
的な転写活性化能を示した。GFP融合タンパク質を用い
た解析の結果、これら5つのタンパク質は単独では核に
局在しなかったが、 AtE2FlとAtE2F3はDPaとの共発現時
に核に移行した。これらの結果は、 A也2FlとAtE2F3の
DPa特異的な転写活性化機能が、これらの2量体形成を介
した核移行によって制御されていることを示す。この2
量体形成依存的な核移行には、 AtE2F3のN末に存在する
核移行シグナル様配列と2量体形成ドメインに存在する
核外移行シグナル様配列が重要な役割を果たした。一
方、 E2Fの DNA結合ドメインのみと相向性を有する
E2Ll-3は、 A也2FI-3とは対照的に、 DPとは2量体を形成
せずに単量体でDNA(E2F結合配列)に結合し、 E2Fに
よって活性化されるプロモーターを抑制する活性を持つ
核タンパク質であった。以上の結果から、徳物のE2Fに
よる細胞周期制御は動物のものとは幾分異なった機構と
なっていると考えられる。



3aD06 

コムギ転写因子HBP-la(17)の塩基配列認識領域の決

疋

合田名都子森田勇人飯哲夫九岩淵雅樹林秀
則， ('愛媛大院・理工・物資理j愛媛大学遺伝子実

験施設京都大院・理・植物岡山県生物科学総合

研究所)

コムギのタンパク質HBP-la(17)は、細胞周期S期にお
けるヒストン H3遺伝子の特異的発現の調節に関与する
bZIP型の転写因子である。H3遺伝子のプロモーター領域
には、 type1エレメントと呼ばれるS期特異的転写を調節
するシスエレメントが存在し、 HBP-la(17)はtype1エレ
メント中のヘキサマーモチーフモチーフ (CCACGrCA)
に結合して転写を活性化する。本研究では、 HBP-
la(17)がヘキサマーモチーフを特異的に認識する機構を
明らかにすることを目的とし、ヘキサマーモチーフの選
択的認識に必要な最小領域の決定を試みた。

HBP-la(17)のbZIPドメインのロイシンジッパー領域
側と塩基性領域側の両端をそれぞれ欠損させた組換え
HBP-la(17)を作製し、 gelretardation assayによりヘキサ
マーモチーフを含むDNAに対する結合能を調べた。その
結果、ロイシンジッパー領域の中で、前の3つのロイシ
ン残基を含む部分があれば~NAへの結合能を保てること
がわかった。また、塩基性領域は、そのN末端側にさら
に10残基以上存在していないと、 DNAへの結合を安定化
できないことがわかった。以上の結果より、 HBP-

la(17)のヘキサマーモチーフへの結合に必要な、ア ミノ
酸71残基の最小領域を決定した。

3aD07 

c-Myb様転写因子による細胞周期G2ルf期転写制御

伊藤正樹荒木智史2，3 町田泰買1]2('東京大・院・理

系・生物科学名大院 ・理・生命科学石原産業株

式会社)

真核生物における細胞周期進行の秩序の維持には、細
胞周期中に起きる時期特異的な遺伝子発現が重要である
と考えられている。動物、酵母、植物においてB-typ巴サ
イクリン遺伝子はいずれもG21M期に特異的に転写され
るが、そのメカニズムは異なっており、それぞれにおい
て独自のメカニズムが存在している。高等植物における
B-type サイクリン遺伝子のプロモーター領域には
AACGGをコアとする 11塩基のコンセンサス配列が共通
に存在し、この配列がG2爪4期特異的プロモーター活性
化に必要かつ十分なciselement (MSA element)として働
く。このciselementはB-typeサイクリン遺伝子ばかりで
はなく同時期に発現する遺伝子群を共通に制御する。こ
の elementに結合する 3種類の c-Myb様の転写因子
(NtmybAI， NtmybA2， NtmybB) を同定した。

NtmybAl、A2はMSAelementに結合する転写活性化因子
であり、自身の遺伝子がG21M期特異的に発現する。一
方、 NtmybBは恒常的に発現する競合的な転写抑制因子
である。従って、 B-typeサイクリン遺伝子などの一群の
G21M期遺伝子の転写は、 NtmybAl、A2の周期依存的な
活性変動により制御されていると考えられる。今回は、
これら転写因子が受ける翻訳後修飾による活性制御、お
よび自身の遺伝子のG2爪4期特異的転写の制御機構を解
析したので報告する。
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3aD08 
セン類ヒメツリガネゴケの頂端細胞で発現するキネ

シン様タンパクAPI1の細胞内局在

日渡祐二 藤田知道村田隆長谷部光泰'，2 ('基

生研・種分化第二総研大・生命科学)

ヒメツリガネゴケの頂端細胞は、自分自身である頂端
細胞と植物体の組織や器官を構成する細胞に不等分裂す
る幹細胞である。我々は幹細胞の細胞分裂機構を明らか
にする目的で、頂端細胞で発現するキネシン様タンパク
API1を解析している。今回は、 APIIタンパクの細胞内局
在を明らかにするためにGFP融合遺伝子を用いた解析を
行った。 APIlJ童伝子終始コドンの直前にGFP遺伝子を相
同組換えにより挿入し、 API1-GFP融合タンパクを発現
する形質転換体を作成した。この形質転換体について
GFP蛍光を観察したところ、分裂期の頂端細胞では形成
されつつある細胞板周縁部にGFPシグナルが得られたこ
とから、 API1はフラグモプラストあるいは細胞板形成に
関連する可能性が示唆された。 一方、間期の細胞では
GFPシグナルは核に局在した。さらに、この細胞内局在
を担うアミノ酸領域を調べるために、アミノ酸領域を一
部欠失して発現するAPIJcDNAを作製し、構成的プロ
モーターを用いて欠失型API1-GFP融合タンパクとして
発現させた。その結果、モータードメインに隣接するC
末側領域を欠失させた場合に細胞板周縁部および核への
局在性は失われたことから、 API1の細胞内局在にはこの
C末側領域が必要であることが示唆された。これらの結
果をふまえて頂端細胞におけるAPI1タンパクの細胞内局
在と機能を考察したい。

3aD09 
タバコ NQKIMAPKKは細胞質分裂を正に制御する
因子の一つである

征矢野敬¥西浜竜一¥石川雅樹町田泰則， ('名古
屋大院・理)

真核生物に広く保存されるMAPK(mitogen-activated 
protein kinase) カスケードはMAPKKK一(MAPKkinase 
lanase)、MAPKK (MAPKK)、MAPK によって構成さ
れ、様々な情報伝達に関与する。タバコのNPKlMAP-
KKKは細胞質分裂を正に制御する因子の一つであり、
キナーゼ不活性型のNPKlをタバコ細胞に過剰j発現させ
ることによ って不完全な細胞壁を持った多核細胞が出現
する。我々は、 NPKlの下流因子の候補として NQKl
MAPKK及びNRKlMAPKを同定しており、これらは生
化学的にNPKlと共にMAPKカスケードを構成でき、 三
つのプロテインキナーゼは細胞周期M期の後半に活性化
されることを既に報告した。今回、我々はNQKlの生理
学的機能を解析する目的でキナーゼ不活性型及び活性化
型のNQKlを誘導系によ ってタバコ細胞に発現させた。
その結果、キナーゼ不活性型NQKlの過剰発現によって
多核細胞が出現し、活性化型NQKlによって内在性の
NRKlが活性化された。こららの結果は、 NQKlがNPKl
と同様に細胞質分裂を正に制御する因子であり、 Eつ
NRKlの活性化因子として植物細胞内で機能することを
示唆している。さらに活性化型NQKlを発現させた細胞
では核や隔壁にいくつかの異常が観察された。これらの
形質異常についても報告したい。



3aDlO 
CDKのリン酸化による細胞分裂の活性化機構の解析

下遠野明恵黄継栄¥梅田正明内宮博文1 (1東
芙で穿互事}

細胞周期の進行にはサイクリン依存性キナーゼ群
(~)cJin-~巴pendent ~nases; CDKs)による厳密な制御が不
可欠である。CDKは特定のスレオニン残基のリン酸化に
より活性化されるが、この反応を触媒するのがCDK活
性化キナーゼ (ÇDK-~ctivating 長inas巴; CAK)である。

アラピドプデスにほ4種類のCAK相同遺伝子(caklAt-
cak4At)が存在するが、 CaklAtlま一次構造の上でも、基
質特異性の点からも新規なタイプのCAKと位置付けら
れるのに対して、 C法2At，Cak3At， Cak4Ad土動物や分裂酵
母のCAKとの相向性が高い。そこで、これらのCAKの生
化学的性質を解析したところ、 C紘2Atが動物タイプの
CAKであることを示唆する結果が得られた。一方、酵
母を用いた遺伝学的解析の結果、 CaklAtがC紘2Atの上流
で機能する可能性が示唆された。そこで、 CaklAtの免
疫沈降物および組み換えタンパク質を用いてリン酸化
アッセイを行ったところ、CaklAtがC紘2AtのT-loop領
域内のスレオニン残基を特異的にリン酸化することが明
らかとなった。また、アラピドプシスのプロトプラスト
を用いて、 CAK-GFP融合タンパク質を一過的に発現さ
せたところ、 CaklAt，C法2Atとも核に局在することが示
された。以上の結果はアラピドプシスにCAKを介した
CDKのリン酸化カスケード (CaklAt→Cak2At→CDK)が
存在することを示唆するものである。

3aDll 
イネのCDK活性化キナーゼ(CAK)を制御するシグナ

ル伝達機構の解析ーCAKとサイクリンHを導入した形

質転 換 体 の 解 析 一

山 口雅利山村三郎梅田正明内宮博文1 (1東京

大・分生研財団法人岩手生物工学研究センター)

CDK活性化キナーゼ (CAK)は、細胞周期の制御に

おいて中心的な役割を果たしているサイクリン依存性キ

ナーゼ (CDK) をリン酸化することで、その活性を正に

制御している。我々は、イネのR2がCAKとして機能する

こと、またサイクリンH (Os;CycH)がR2と結合しキ

ナーゼ活性を増大させることを報告した。そこで、 CAK

がどのような上流のシグナルにより制御されているかを

解析するため、グルココルチコイド転写誘導系を用いて

R2及びOs;CycHを導入した形質転換タバコを作成した。

葉切片を用いてR2の発現を誘導したところ、オーキシ

ンのみを含む培地上でカルスを形成することが明らかに

なった。誘導されたカルスの生育は、 R2の発現量の増加

やOs;CycHとの共発現により上昇した。これらの結果か

ら、カルスの生育速度はR2の活性に依存していることが

示唆された。通常、タバコの葉切片からカルスを誘導す

るにはオーキシンとサイトカイニンの両者が必要であ

る。本実験系では、葉切片中でのCAK活性の上昇によ

り、細胞分裂に関与するサイトカイニンのシグナル経路

が相補されたと考えられる。R2及び、Os;CycHがサイトカ

イニンなどのホルモンにより発現または活性レベルで制

御されているかどうか検討を行っており、これらの結果

にについても併せて報告する。
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3aD12 
CDKBとサイクリンBによるM期の実現機構の解析

李浄現橋本純冶九平井篤志九梅田正明 内 宮 博
支「下予定大・分生研農水省・生物研東大・農)

細胞周期において中心的な役割を果たしているのは、サ
イクリン依存性キナーゼ(cycJin-dependentkinase; CDK)と呼
ばれるセリン・スレオニンキナーゼの一種である。これま
でにイネでは3種類のCDK(CDKA;I，CDKA;2，CD阻 2;1)が
同定されており、中でもCDKB2;1はM期特異的に発現して
分裂装置の制御に関わっていると考えられている。そこで
CDKB2;1と複合体を形成するサイクリ ンを同定するため、
イネの各種サイクリンを用いてmvltro結合実験を行なった
結果、 B2タイプのサイクリンであるCycB2;1とCycB2;2が
CDKB2;1と特異的に結合することが明らかになった。次に

昆虫細胞を用いてCDKB2;1とCycB2を発現させ、そのキ
ナーゼ活性を調べたところ、 CDKB2;1とCycB2;1 (または
CycB2;2)の複合体が単量体のCDKB2;1より高いキナーゼ活
性をもつことが明らかになった。現在CDKB2;1とCycB2;2
のGFP融合タンパク質をタバコBY-2細胞で発現させ、 M期
の進行に伴なう細胞内局在の変化を詳細に解析している。
またCycB2;2を過剰発現する形質転換イネの表現型について
も合わせて報告する。

3aD13 
G2爪4期の進行に関わるCDKBとサイクリンDの機能的

役割

河野淳李浄進梅閏正明内宮博文1 (1東大・分

互耳了

細胞周期の中でもG2-M期は様々な植物特有な現象が
起こる時期である。そこで我々はG21M期特異的に発現
するサイクリン依存性キナーゼCDKB2に注目し、そのM
期の実現機構における役割について解析を進めている。

アラピドプシスの CDKB2(CDKB2; 1)と相E作用す
る因子を単離する目的で酵母を用いてtwo-hybridスク
リーニングを行ったところ、サイクリンDの一種である
CycD4が複数個単離された。 GSTpuJl-downアッセイに
おいてもCycD4がCD阻 2と特異的に結合することが確認
された。そこで、昆虫細胞の発現系を用いてCDKB2のキ
ナーゼ活性を調べたところ、 CDKB2のみを発現した場合
に比べ、 CDKB2とCycD4を共発現させると顕著なキナー
ゼ活性の増大が明らかになった。これらの結果は、
CDKB2とCycD4が活性型の複合体を形成することを示し
ている。サイクリンDは主にG1-S期において外的、内的
シグナルに応答して細胞周期を制御すると考えられてい
るが、本研究の結果は植物のある種のサイクリンDはG2/
M期の進行にも働く可能性を示唆している。



3aFOl 
シロイヌナズナ細胞死突然変異体linlの 解 析

石川敦司 田 中 秀 明 中 井正人三旭正1(1福井県立

実で互有資源大阪大・蛋白質研究所)

植物は種々の病原微生物の攻撃に対して、様々な防御
機構を備えている。その中でも、感染部位における過敏
感細胞死は、植物の防御応答機構発現過程において重要
な役割を担っていると考えられている。しかし、過敏感
細胞死発現の分子機構については未だ不明な点が多い。
われわれは、過敏感細胞死の発現機構を明らかにするた
めに、病原微生物非存在下で細胞死を発現するシロイヌ
ナズナの突然変異体 (Lin:lesion initiation mu刷 t)をいく
つか単離してきている。そのうち、 linl変異体は、短日
条件下で葉に細胞死を発現したが、長日条件下ではその
発現が抑制されていた。またlinl変異体では、細胞死の
発現に伴い、葉の細胞においてカロースや自家蛍光物質
の蓄積が見られるとともに、防御遺伝子 (PR-l)の発現
も誘導されていた。これらの結果から、 linl変異体にお
ける細胞死の発現は、植物の抵抗性反応で誘導される過
敏感細胞死と向様な機能を有していると考えられた。
linl変異体は劣性突然変異体であることから、 LINlは野
生株において、細胞死発現を抑制していると予想され
る。現在、 UNl遺伝子のクローニングを行っている。

3aF02 
A凶 PG9破壊株では老化、抽台が促進される

花岡秀樹1，2 野田健司1，2 吉本光希白野由美子3.4

加藤友彦七林浩BB6，柴田大輔3ペ田畑哲之九大隅良
典1，2 (1基生研総研大三井業際植物， 4New Jersey 

大 かずさDNA研東大院・農・応生化)

オートファジー(自食作用)とは、栄養飢餓等に伴
い、細胞質成分が二重膜の構造体、オートファゴソーム
によって液胞へと輸送され、分解を受けるという真核生
物に普遍的に存在する現象である。これまでの解析から
シロイヌナズナのゲノム上には、酵母においてオート
ファジーに必須とされるAPG遺伝子(autophagy)15個の
うち12個についてホモローグが存在することが明らかと
なった。

高等植物におけるオートファジーの生理的機能を明ら
かにするため、ゲノム上に lコピーとして存在する
A凶 PG9遺伝子の破壊株、 atapg9-1の表現型を解析した。
atapg9-1は窒素源欠乏、および炭素源欠乏の両条件下に
おいて、葉のクロロシスが野生型株よりも早く誘導され
た。通常の栄養条件下においてもatapg9-1では抽台や老
化が促進されることが観察された。これらの表現型は
AtAPG9遺伝子を破壊株に導入することによって回復し
た。以上の結果から栄養飢餓応答や老化にオートファ
ジーが果たす役割について議論したい。

また、 AtAPG9は99kDaの複数回膜貫通型タンパク質
でありオートファジーに重要な膜構造体に局在すると予
想される。現在、 AtAPG9を含むいくつかのAtAPGタン
パク質の細胞内局在について解析中でありその結果につ
いても合わせて報告する。
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3aF03 
シロイヌナズナBaxInhibitor-l (AtBI-1)遺伝子による
動物Bax誘導性細胞死の制御機構

川合真紀内宮博文1 ('東大・分生研)

シロイヌナズナBaxInhibitor-1 (AtBI-1)遺伝子は酵母
におけるBax誘導性細胞死を抑制する因子として、酵母
を用いた機能的スクリーニングにより単離された
(Kaw創 etaJ.， FEBS Lett 1999)。植物細胞内における両因

子のクロストークを解析するため、動物のBaxをDEX
(dexamethasone)処理によって発現誘導する形質転換シ

ロイヌナズナを作出した。この植物はDEX処理後、細胞
の収縮、 DNAのラ ダー化、イオ ンの漏れ出しを引き起こ
し、全身が白色化して死に至った。この現象は、 Baxタ
ンパク質のTM領域を欠失した分子種を発現させた時に
は起きない事から、 Baxタンパク質の膜への局在が必要
であると予想される。また、 35Sプロモーターに連結し
たAtBI-GFPをさ らに導入し、 B似とAtBI-1両方を有する
植物体を得たところ、これらの植物では細胞死が抑制さ
れた (Kawaiet a1.， PNAS 2001)。さらに、酵母を用いた
解析から細胞死の抑制には、 AtBI-lタンパク質のC末側
に存在するcoiled-coil構造領域が必須であった。これら
の結果は、植物内においてA也1-1が動物のB似誘導性細
胞死の抑制因子として作用し、生物種を越えたクロス
トークを示すものである。

3aF04 

過敏感細胞死にカスペース様活性が寄与する可能性

について

光原一朗1，2 吉 秋 斉 後 藤 洋 子 三 浦 正 幸 へ 大 橋祐

子1，2 ('農業生物資源研究所・分子遺伝研究グルー

プ科学技術振興事業団 ・C阻 ST，3石川県農業研究

センタ理化学研究所)

近年、槌物においてもプログラム細胞死の機構解析が

注目を集めている。動物においては、 BcI-2やBcI-xL，

Ced-9といった細胞死抑制タンパク質や、 Bax，Bidの様な

細胞死促進タンパク質が関与する細胞死決定機構が存在
し、その下流でカスパーゼと呼ばれるシステインプロテ

アーゼが細胞死を実行していると考えられている。我々
は、動物由来の細胞死抑制遺伝子 bcl-xL，ced-9をタバコ
植物に過剰発現させると、 UVやパラコート処理による

細胞死及びTMV感染に伴つ過敏感細胞死が抑制されるこ

とを既に報告した。植物においても、動物と同様の細胞

死実行過程が存在する可能性を調べるために、タバコを
用いてTMV感染に伴う過敏感細胞死の過程におけるカス
ペース様活性を測定したところ、カスペース1様の活性
が一過的に上昇することか明らかになった。また、カス

ペースの特異的な阻害剤はこの過敏感細胞死を抑制し
た。興味深いことに、動物の細胞死抑制タンパク質であ

るBcI-xLを高発現している植物では、このHRに伴うカ
スペース様活性の上昇も抑制されていた。これらの結果

は、植物においても動物と同様の細胞死決定・実行機構
が少なくとも一部は存在している可能性を示唆してい
る。



3aF05 
管状要素分化時の核分解に関与するヌクレアーゼの
探索と機能解析

井 藤純福田裕穂I (1東京大院・理・生物科学)

道管・仮道管を構成する管状要素は厳密に制御された
プログラム細胞死を経て、最終的に中空の死細胞へと分
化する。これまでに、ヒャクニチソウ管状要素分化系を
用いた研究により、その自己分解過程では、液胞の崩壊
を引き金として細胞死プログラムが進行すること、ま
た、それに伴い加水分解酵素の活性が一過的に上昇する
こと、等が明らかとなっている。私たちは、自己分解過
程で起こる事象の一つである核分解に着目し、それに関
与すると予想される DNaseの探索を試みた。 ingel assay 
の結果、ヒャクニチソウ管状要素分化過程では、少なく
とも、 Zn2t要求性ヌクレアーゼ2種類、 Ca2φIMg2t要求性
ヌクレアーゼ3種類が、分化の進行に伴って活性化され
ていることがわかった。また、これらのヌクレアーゼの
内、分子量 43kDaの Zn2+要求性ヌクレアーゼのみが核
DNA分解能を所有していることがわかった。そこで、
分子量43kDaのZn2t要求性ヌク レアーゼをコードする
遺伝子、 ZENlの機能を探るため、 ZENlアンチセンス遺
伝子をヒャクニチソウの単離業肉細胞へ導入したとこ
ろ、 ZENlアンチセンス遺伝子を導入した細胞では核
DNAの分解が抑制されていることがわかった。これら
のことから、 ZENlが管状要素自己分解時の核分解の遂
行に大きく寄与していることが示唆された。

3aF06 

高等植物のプログラム細胞死における液胞プロセ シ

ング酵素の機能

黒柳美和山田健志西村幹夫九西村いくこ I (1京

大院・理基生研・細胞機構)

動物の細胞死の鍵酵素であるカスパーゼ様活性が植物
でも確認されているが、その実体はわかっていない。そ
の実体を明らかにすることを目的として、我々はシャジ
クモを用いて細胞分画し、各画分のカスパーゼ様活性の
測定を行った。その結果、カスパーゼ様活性が液胞画分
に顕著にみられ、植物におけるカスパーゼ様活性は細胞
質ではなく液胞にあることがわかった。液胞に局在する
液胞プロセシング酵素 (VPE)の活性が同様に検出さ
れ、カスパーゼ lの阻害剤で VPE活性は抑制されたこ
とから、 VPEに着目した。VPEは自己触媒的にプロ型前
駆体から活性型に変換され、標的タンパク質の成熟化に
関与するシステインプロテイナーゼである。カスパーゼ
lの阻害剤を用いたインヒピタープロット法でカスパー
ゼ様活性の実体を確認したところ、発現させた VPEは阻
害剤と特異的に結合していた。以上の結果から、 VPEが
カスパーゼ lの機能ホモログの一つであることと植物細
胞死における液胞の関与が証明された。植物体の様々な
細胞死の局面においてもVPEの発現が誘導されることが
わかっている。植物細胞は VPEによって活性化された
加水分解酵素が液胞の崩壊と伴に細胞質へ放出され、オ
ルガネラが分解されることで死に至ることが考えられ
た。本研究において、植物には VPEを介した液胞にお
ける細胞死機構が存在する可能性が示唆されたので報告
する。
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3aF07 
ナタネ葉肉プロトプラストのアポトー シス

渡辺正巳瀬戸口大輔上原浩一¥大塚和佳子
覆蓮華雇I (1千葉大 ・園芸)

During culture， Brassica napus leaf protoplasts become 
swollen， and cell division is blocked. Microscopic and bio-
chemical assays for viability reveal that出eprotoplasts gradu-
ally lose viability during出巴 timein culture， and many die. The 
process through which death occurs was analyzed by both mor-
phological and biochemical approaches. Propidium iodide， 
DAPI staining and ultrastructural examination of nuclei with 
transmission electron microscopy all indicated that chromatin 
condensation occurred during culture. Flow cytome町yanalysis
showed nuclear DNA fragmentation in出巴 culturedleaf proto-
plasts. This was confrrmed by agarose ge1 electrophoresis 
which exposed DNA laddering through staining with ethidium 
bromide. Free 3'ーOHterrnini of nuclear DNA fragments were 
labeled with DIG-dUTP catalyzed by TdT， and these were 
used as probes for Southem hybridization. This method 
(TUNEL on membrane) allowed visualization of DNA frag-
ments with 3'ーOHterrnini on a nylon membrane 

3aF08 
Accumulation and Degradation of Polyamines Induce 
Hypersensitive Cell Death during HR 

依田寛山口夕小泉望佐野浩I (1奈良先端大・
遺伝子教育研究センター)

Screening early responding genes during hypersensitive re-
sponse (HR) upon TMV infection， we identified an omithine 
decarboxylase (ODC) gene. Subsequent analyses showed that 
other polyamine biosynthesis genes were also up-regulated， re-
sulting in polyarnine accumulation in apoplast. Treatment ofto-
bacco leaves with an ODC inhibitor CDFMO) resulted in re-
duction of HR. When BY2 cells were treated with cryptogein， 
an elicitor for HR， programmed cell death (PCD) occu汀吋.

However DFMO inhibited cryptogein-induced cell death. 
Polyamines accumulated in apoplast of BY2 cells treated with 
cryptogein， but not in the presence of DFMO. Further analyses 
revealed that H202 production occurred during elicitation. The 
production was suppressed by DFMO， indicating polyamines 
to be the source of H202. Since polyamine oxidase activity 
was shown to increase in apoplast during HR and it generates 
H202， present results suggest白atone of biochemical events in 
HR is to produce polyamines， of which degradation induces 
H202， resulting in PCD. 



3aF09 
Expression Analysis of tbzF Encoding a bZIP-Type Tran-

scription Factor 

梁勝;換山口タ小泉望草野友延佐野浩， ('奈
良先端大・遺伝子教育研究センター東北大学院・
生命科学研究科)

Transcripts of tbzF accumulate in senescing leaves and in 
flowers of tobacco plants. To examine whether or not tbzF is 
differentially regulated responding to physiological conditions， 
W巴isolateda 1740 bp promoter region， fused to血eB-glucuro-
nidase (GUS) gene， and in位。ducedinto tobacco plants. Re-
sulting transgenic plants exhibited GUS activity in the stomatal 
guard cells of senescing leaves and in flower buds， and also in 
ABA-and ethylene-treated young leaves. To identify cis-act-
ing regions， four deletion constructs were transformed into to・
bacco plants. Results indicat巴dthe 500 bp between -1220 and 
-720 to be responsible for senescence-associated expression， 
and the 500 bp between -720 and -220 for flower-specific ex-
pression. These results indicate白紙 thecis-element for the se-
nescence response is located on a different region from that for 
flower development. 

3aFlO 
温度依存型細胞死を発現する種間雑種タバコ培養細
胞の致死反応

三坂裕子 井上雅好三野真布， ('京都府立大学・
夏了一一

我々はこれまで、雑種致死するタバコ種間 F，雑種
(Nicotiana gossei Domin x N.tabacum) を用い、組織での

細胞死進行過程を解析すると共にその発現が26'Cで進行
し、 36'Cでは抑制されることを明らかにした。本報告で
は細胞レベルにおける詳細な研究が可能となる培養細胞
を用いた結果について述べる。

実験に用いた培養細胞は、下座軸および根に由来し、
細胞選抜操作によって安定して増殖する系とした。これ
らの細胞系は、 F，雑種幼植物体が示す反応と同様に36'C
で正常に増殖し、 26'Cでは速やかに致死することを認め
た。即ち、細胞は36'Cから26'Cに移すと3時間以内にそ
の約半数が死に、その後も生存細胞率は低減し続けた。
また、細胞死の進行には植物体同様の褐変物質が蓄積す
ると同時に、核DNAの継続的な分解を伴うことを確認し
た。種々の代謝阻害剤を培地に添加し、細胞を26'Cで培
養した ところ、 シクロヘキシ ミドが致死発現を効果的に
阻害することを認めた。更に、致死反応の進行は嫌気的
条件で著しく阻害されることも分かった。得られた結果
をもとに、雑種培養細胞の細胞死の特性について考察す
る。
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3aFll 
タバコ種間雑種致死過程における活性酸素の動態

三野真布¥前川賢司¥小川健一九三坂裕子井上
雅好， ('京都府立大学・農岡山県生物科学総合研
究所)

タバコ種間F，雑種 (Nicotiana gossei DornIn X N. 
tabacum) は種子発芽後、下匹軸基部組織の褐変化を皮
切りに細胞死が全身的に進行する雑種致死現象を示す。
この致死反応は26'Cで進行し、 36'Cで抑制される。我々
は、雑種致死における細胞死の進行過程に活性酸素が関
係する可能性を認め、その動態を調査している。発芽後
3日目のタバコ幼植物体をNBTで処理すると、下匹軸基
部にフォルマザンの生成が認められた。そこで、この部
分に生成する活性酸素量を測定した。その結果、 26'Cで
は、発芽後2日目で雑種において活性酸素が一過的に増
大するが、 36'Cでは増大しないことを認めた。また、
NADP(H) oxidaseの阻害剤であるDPIを処理すると褐変化
の進行が強く抑制されることを確認している。幼植物体
と同様に温度依存的致死発現する培養細胞においても、
一過的な活性酸素量の増大が致死反応の開始直前にみら
れること、また、致死する温度条件下でも気中酸素濃度
を低下させれば細胞死が抑制されることからも、活性酸
素生成が細胞死の生起と進行に関与することが確認され
た。

3aGOl 
Hl遺伝子はアラビドプシスの正常な生育に必須であ
る

主望童三Jl;IJ'， Stephen Jackson2 ('近畿中国四国農業研
究センター， 2Horticulture Research International) 

A T-DNA tagged Arabidopsis Hl mutant shows semi-
dwarf stature with no effect on flowering time. We isolated 
flanking region of T -DNA by Inverse PCR. An isolated frag-
ment showed homology to genes encoding exostosis related 
protein isolated from human and rat， and no homology to plant 
genes of known function. Sequence analysis revealed that the 
T -DNA fragment was inserted at the junction between intron 3 
and exon 4. Southern blot analysis showed that 1 copy of T-
DNA was inserted in Hl mutant genome. Complementation 
experiment revealed that the native Hl gene and promoter re-
stored the morphology ofHl mutant. Northern blot analysis re-
vealed出atno accumulation of Hl transcript was observed in 
Hl mutant. Together with these results， Hl gene is巴ssentialfor 
normal growth of Arabidopsis. We also present som巴 growth
traits of H 1 mutant in respect to the rωponse to some plant hor-
mones 



3aG02 
Disruption of OsEMFl Gene Leads to Ectopic Expression 
of MADS-box Genes Resulting in Abnormal Aoral Mor-

phogenesis， Dwarfism and Early Flowering. 

山監呈f!~1， Ganesh Kumar Agrawa11 ，庚近洋彦1 ('農業
生物資源研究所)

Th巴 retrotransposon-inducedrice mutant showing stripe 
leaves， abnormal floral morphogenesis and dwarfism with up-
right shape， was identified. Considering the pleio仕opism，出e
causative gene is thought to play a critica1 role in rice develop-
ment. To understand the function of the gene and to unravel un-
known genetic regulation implicated in rice development，出e
causati ve gene was c10ned and characterised. It was identified 
to be OsEMFl that shows relatively low similarity to Arabi-
dopsis EMBRYONIC FLOWERl (EMFJ). The encoded pro-
tem c訂riesan ATP/GTP binding motif and showed to be loca1-
ised in nuc1ei. The仕組scriptionof OsEMFl is auto-regulated， 
suggesting the involvement in transcriptional regulation of 
other genes. OsMADSl was identified as a gene up-regulated 
in the mutant by cDNA subtraction. Other MADS-box genes 
are also ωtopically expressed i目白emutant. Possible role of 
OsEMFl in rice development and the differences of mutant 
phenotypes between two species are discussed. 

3aG03 
シロイヌナズナL1層特異的ホメオボックス遺伝子の
機能解析

阿部光知高橋卓三米田好文2(1京大院・理北大
臣で冨「

被子植物の茎頂分裂組織は厳密な層構造を持ち、表皮
細胞は最外層のLl層に由来することがこれまでに報告さ
れている。近年になり、細胞層に特異的に発現するホメ
オボックス遺伝子の存在が報告されてきたことから、各
層が分子レベルでの制御機構に基づいて明確に区別され
ている事が予想される。シロイヌナズナの PDF2、
ATML1遺伝子はGL2クラスのホメオドメイ ン蛋白質を
コードし、匹、茎頂分裂組織のLl層で特異的に発現して
いる。 HD-GL2クラスの遺伝子が同様の発現パターンを
示すことはトウモロコシにおいても報告されており、
HD-GL2ファミリーが表皮細胞の分化に関与している可
能性が示唆されてきた。本発表では、これらホメオボ ッ
クス遺伝子のLl層における機能を明らかにするため我々
が作製した形質転換植物について、その形態学的、分子
遺伝学的解析結果を報告するとともに、 PDF2、ATML1
のT-DNA挿入変異体の単離についても紹介する。
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3aG04 

イネのシュート形態形成に異常を来すshootorgani-

zation 1の原因遺伝子の単離

向畑元博芦苅基行伊藤純一三北野英己九長戸
康郎松岡信1(1名大・生物分子応答センタ東

大・農学生命科学名大・生命農学)

SAMは植物の一生にわたって未分化状態を保ちなが
ら一方で地上器官を継続的に分化する組織であることか
ら、植物の形態形成を研究する上で最も重要な組織の1
つであると考えられている。実際、 SAMの未分化・分化
領域のバランスはSAMから発生する側生器官の形態形成
に極めて重要であり、このバランスが乱れたシロイヌナ
ズナの幾つかの変異体においては、葉や花の形態が異常
になることが観察されている。イネ突然変異体shootor-
ganization (sho)もこのバランスが異常になる変異体であ
り、 3つの独立な遺伝子座(shoI?3)が得られている。こ
れらの変異体は栄養生長前期に異常な葉序、葉間期の短
縮、葉縁部の欠失した糸状の葉、扇平な形態のSAMとい
う共通した特徴を示す。 shoの原因遺伝子の単離とその
機能解析により、 ①SAMの形態の変化がどのように葉原
基の分化様式に影響を及ぼしているのか、②葉の中心部
?葉縁部方向の軸の確立がいつどのように引き起こされ
るのかといった新たな知見を得ることが期待される。

今回我々は、 SHOl 遺伝子のマ ップベースクローニン
グによる単離に成功し、本遺伝子がショウジョウパエの
Dicerと名付けられたpost 甘anscriptional gene silencing 
(PTGS)に関与するタンパク質と類似のタンパク質をコー
ドすることを見出した。本講演では、 SAMからの側生器
官の形態形成におけるPTGSの関連について考察する。

3aG05 
シロイヌナズナ側芽での休眠機構に関与する遺伝子
群の発現解析

立松圭神谷勇治南原英司 1 ('理研・植物科学研
究センター)

頂芽は側芽の生長を阻害することが多くの植物種で知
られているが、そのメカニズムは明らかではない。我々
は芽の休眠機構を解析するために、シロイヌナズナ休眠
側芽での遺伝子群の発現解析を行っている。最初に、ア
ラスカエンドウ肢芽の休眠特異的遺伝子 PsADl と
PsDRMlのシロイヌナズナでの相同遺伝子の発現をRT-
PCR法で調べた。その結果、包葉の脇に生じる側芽で、
AtDRMlの発現は休眠芽で、高く、その成長とともに抑制
されていた。一方、 AtADIはその成長に伴い発現が誘導
されている。現在、この2つの遺伝子のプロモーター領
域とGUSの融合遺伝子をシロイヌナズナに導入した形質
転換体植物を作成し、その空間的発現様式を組織化学的
に調べている。さらに、 DNAチップを用いて、ロゼット
葉の脇に生じる側芽での遺伝子群の発現様式を調べた。
約8000個の遺伝子からなるチップ上にはAtDRMlが存在
し、その発現は、 RT-PCR法の結果と同様、その側芽が
成長するにつれ抑制されていた。現在チップで得られた
結果を基に、側芽の成長に伴ってその発現が変化する遺
伝子群に関して、側芽とその周辺の各組織における発現
様式をm slfuハイプリダイゼーション法を用いて調べる
ところである。



3aG06 
イネLFY相同遺伝子RFLとLFYの機能分化

中僚篤史島本功経塚淳子， ('奈良先端大・パイ
子了一一ー

イネRFLはシロイヌナズナLFYの相同遺伝子である。
LFYは、花芽の分化、開花日数の制御に関与する遺伝子
であるが、 RFLの機能はわかっていない。

RFLが LFYと同様の機能を保持するかを調べるため
に、シロイヌナズナIfy変異体および野生型植物にLFYプ
ロモータ -::RFLを導入し、表現型を観察した。その結
果、 lか変異株は花弁とおしべを分化しないが、 LFY::RFL
の導入によりおしべを回復した。このことからRFLは
LFYの機能を部分的に保持していることが示めされた。
さらに形質転換体では葉がカールし、花弁とおしべの長
さが減少し、座珠がめしべ化した。葉がカールする機構
の1つはおしベとめしべの分化に重要であるAGOMOUS
(AG)遺伝子が葉で異所的に発現することである。そ

こでLFY::RFL植物のカール葉で花のホメオティック遺伝
子の発現を調べたところ、 AGとAPETALA1(AP 1) mRNA 
の異所的な発現が見られた。野生型植物の正常なLFY遺
伝子は花芽でAG、AP1mRNAの転写活性化を起こすこと
ができるが、葉ではそれをできない。これらのことから
LFYとRFLには転写因子としての機能に部分的な違いが
あると示唆された。このような違いが起こる機構につい
て考察する。

3aG07 
イネ穂の分枝に関わるLAX遺伝子の単離と機能解析

小松契史岡本浩伸前川雅彦三島本功】，経塚淳
子u--r奈良先端大・バイオ岡山大・資生研，
3C隠 ST)

植物の地上部は、 茎頂分裂組織から繰り返し分化する
側生器官が積み重なることにより形作られる。単子葉植
物であるイネの穂も、校梗(枝分かれ)や頴花(花)な
どの側生器官の積み重なりにより形作られる。

イネ穂分校の変異体として、 lax 変異体が報告されて
いる。耳目い変異を示すlax-1変異体では、枝梗分化と枝梗
分裂組織の頂端頴花への転換は起こるが、側生の頴花は
分化しない。強い変異を示すlax-2変異体は、 l次校梗分
化すら見せず、結果として枝分かれのほとんどない形を
見せる。このように、 LAX遺伝子はイネの側生器官分化
に重要な役割を果たしている。

マップベースクローニング法に基づき、 lax 突然変異
体の原因遺伝子を決定した。 LAX遺伝子は、 bHLH(basic 
helix -loop-he¥ix)ドメインを含む215アミノ酸からなるタ
ンパク質をコードしており、転写因子として機能すると
予測された。また、 bHLH以外の領域では、既知のタン
パク質との相向性を確認できなかった。 insitu hヴbridiza-
tion法による発現解析の結果、 LAXmRNAは、分裂組織
と側生器官形成予定領域の境目で層状に発現していた。
本大会では、分校におけるLAXの役割を考察したい。
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3aG08 
シロイヌナズナの花成時期に関わるジンタフィン

ガータンパク質ZIMの機能解析

四方雅仁松田優子安藤候平竹村美保横田

明穂河内孝之， ('奈良先端大・バイオ)

花芽特異的低発現性遺伝子として単離されたZlMは、
ジンクフインガータンパク質をコ ードしており、転写因
子として働くことが予想された。これまでに、 ZIMは核
に局在し、転写活性化能を持つことが確かめられた。さ
らに、ゲルシフトアッセイにより、 ZIMがジンクフィン
ガーを介してDNAに結合することが示唆された。 ZIMの
機能を推測するため、変異体および過剰発現株を用いた
解析を行っている。 21MにT-DNAが挿入された変異体
zim-1では、短目のみで花成時期が遅延し、ジベレリン
経路の欠損が示唆された。一方、過剰発現株では短目、
長日ともに花成時期が早化した。栄養生長期の茎頂で
ZlMが発現することも含めると、 ZIMが花成に関わって
いると考えられる。また、過剰発現株では細胞伸長を原
因とする匹軸や葉柄の伸長も認められ、このことからも
ZIMとジベレリンとの関与が示唆される。さらに、 ZIM
の標的遺伝子を同定するため、シロイヌナズナの均一化
cDNAライブラリー由来のマイクロアレイを用いて、野
生型とZlM過剰発現株における遺伝子発現パターンを比
較した。その結果、染色体上で21Mの隣の遺伝子であ
り、機能未知のタンパク質をコードしているAt4g24460

の発現が上昇していた。 21Mの下流に働く遺伝子群をさ
らに解析することにより、 ZIMの植物体における役割を
明らかにすることができると考えている。

3aG09 

シロイヌナズナの MADS-box遺伝子AGL24の機能解
析

竹村美保藤田秀知落合春奈横田明穂河内
事芝て一五日藤友彦九佐藤修正田畑哲之関原明
小林正智九篠崎和雄3 ('奈良先端大・バイオかず
さDNA研究所理化学研究所)

我々はこれまでにシロイヌナズナの分裂組織で発現す
る受容体型キナーゼ遺伝子1MK3と相E作用するものと
して、 MADS-box遺伝子 AGL24を単離した。 MADS-
box遺伝子は、転写因子であり、植物の発生において重
要な働きをしているものと考えられている。 MADS-box
遺伝子群は、シロイヌナズナのゲノム中で大きな遺伝子
ファミリーを形成しており、 AGL24は花成に関わる SVP
遺伝子に進化的に最も近い。また、発現解析の結果、
AGL24は花成前後の茎頂で発現していることが明らかと
なり、花成に関与している可能性が示唆された。そこ
で、 AGL24の機能を明らかにするために、様々な形質転
換体植物の解析を行っている。これまでに、数十ライン
のAGL24過剰発現株が得られ、それらのほとんどは、
早咲き、専の葉様化、花の中に二次花の形成などの表現
型を示した。 AGL24遺伝子の発現を調べた結果、発現量
と表現型の強さに比例関係が見られた。また、花器官の
表現型は ap1変異体と類似しており、実際、過剰発現植
物においてAP1遺伝子の発現が抑制されていた。一方、
遺伝子破壊株は2系統得られているが、花器官で顕著な
表現型は見られなかった。また、長日条件下では野生型
と変わりないが、短日条件下では早咲きとなった。以上
のことから、 AGL24が花成あるいは花器官形成に機能す
ることが示唆された。



3aGlO 
リンゴA孔 1，AFL2遺伝子構造の解析

和田雅人古藤田信博別所英男1 (1農研機構 ・果
樹研・リンゴ)

リンゴのLEAFYホモログであるAFLlとAFL2はEいに
90%の相向性を有しているが、発現時期および部位が異
なっている。我々はこれまでの報告のようにリンゴの花
成メカニズムを理解するため、この2つの遺伝子の機能
解明を試みてきた。花芽特異的な発現はAFLlだが、ア
ラビドプシスで過剰に発現させるとAFL2が特に強い花
芽形成能を示した。 2つの遺伝子をキメラにした場合、
この花芽形成能はAFL2の遺伝子の一部に特定化される
ことが示唆された (福岡 2∞1)。

そこでこれら 2つの遺伝子のゲノム構造を比較しそれ
らの機能を考察した。2つの遺伝子の共通部位をプロー
ブとし、リンゴゲノムライブラリー約50万をスクリーニ
ングし、 13個のポジティブクローンをf尋た。AFL1，2そ
れぞれの全長、 5'上流を含むクローンの他どちらでもな
い3個のクローンも得られた。AFL1，2伴に3つのエキソ
ンか らなり、他の植物のLEAFYファミリーと相似だっ
た。このAFLl，2のゲノムの構造、特に5'上流配列を比
較、解析したので報告する。

3aGll 
植物の非典型ホメオドメインタンパク質のタンパク
質ータンパク質相互作用の解析

長崎宏松岡信1 (1名古屋大学・ 生物分子応答研究
センター)

近年、動物や植物において60アミノ酸残基からなる典
型的なホメオドメインタ ンパク質よりト数アミノ酸残基
多いホメオドメインを持つホメオドメインタンパク質が
いくつか単離 ・同定されてき ている。それらの非典型ホ
メオドメイン タンパク質のうち、動物・植物に共通して
存在するTALEsuper f:創出lyに属する一群のタ ンパク質は
TALEホメオドメイ ンタンパク 質問士で相E作用し機能
することが最近の我々や他のグループの研究により明ら
かにされた。

今回、我々はホメオドメインタンパク質のうちアラピ
ドプシスのWUSCHEL~こ見られる 2+4 type (余分なアミ
ノ酸残基がloopに2、turnに4)ホメオドメイ ンタンパク
質と 1+4 type (Ioopにl、turnに4)ホメオドメインタンパ
ク質がホモ及びヘテロ二量体を形成することを酵母Two-
hybrid法に より確認した。また、これらのホメオボック
ス遺伝子は生殖生長期の茎頂分裂組織において選択的に
発現していることから、inplantaにおいても ヘテロダイ
マーを形成することが予想された。現在、これらのタン
パク質の二量体が果たす役割について形質転換イネを用
いた解析を進めている。
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3aG12 
頂芽切除後にエンドウの茎で発現するPsIPT5の解析

田中美名武井兼太郎榊原均三森仁志1 (1名古屋
支で百王命農学理研・植物科学研究センター)

頂芽使勢は、オーキシンによる肢芽の生長抑制jとサイ
トカイニンによる肢芽の生長促進のバランスにより、調
節されていると考えられている。頂芽で作られたオーキ
シンは、茎を求底的に極性移動をするが、肢芽には供給
されない。このことは、オーキシンの作用部位が、肢芽
付近の茎組織にあることを示唆している。そこで、エン
ドウの頂芽切除前の第2節と、頂芽切除3時間後の第2節
における遺伝子発現の違いをsubtraction法を用いて調べ
た。その結果、頂芽切除後に特異的に発現する遺伝子と
して、サイトカイニン生合成の鍵となるisopentenyltrans-
ferase (PsIPf5)が同定された。ノーザン解析の結果、第2
節の上部lcmで頂芽を切除するとPsIPf5は1時間後から第
2節で発現していることが明らかになった。オーキシン
の求底的移動速度は約lcmlhrであり、 PsIPf5の発現が
オーキシンによ って抑制されていたことを示唆してい
る。また、この茎組織のサイトカイニン含量を測定した
結果、頂芽切除前と比べ、切除3時間後に顕著に増加
し、 PsIPf5の発現と一致していた。このことはサイトカ
イニンが茎で合成されていることを示唆している。我々
は、頂芽優勢におけるオーキシンの役割は、茎のIPfの
発現を抑制することであり、頂芽切除後には、茎で合成
されたサイトカイニンによって、肢芽の生長が促進され
るという機構を提唱したい。

3aG13 
マクロアレイ解析によるエンドウ休眠肢芽で特異的
に発現する遺伝子群の解析

石 綿 愛 子 大 森 弘 子 森 仁 志1 (1名古屋大・院生命
夏享了一

肢芽は優先的に成長する頂芽によって成長が抑制され
休眠しているが、頂芽が切除されると肢芽は成長を開始
し、頂芽としての役割を担う 。肢芽休眠の分子機構を理
解するために、休眠肢芽で特異的に発現する遺伝子とし
てPsAD1を同定し解析してきた。PsADlは休眠肢芽特異
的に多量に発現する遺伝子であり、頂芽切除後その発現
は直ちに減少し始めるが、完全に消失するまで12時間以
上かかる。肢芽の休眠を理解するためには、さ らに早く
応答する遺伝子を解析する必要があると考え、 subtrac-
t10n法を用いて休眠肢芽特異的に発現する遺伝子のcDNA
を多数単離し、その約200の遺伝子群について、マクロ
アレイ解析を行った。その結果、頂芽を第2節の上部lcm
で切除すると 、0-3時間後に約30の遺伝子、 3-6時間後に
約70の遺伝子の発現量が急激に減少することが明らかに
なった。その中にはオーキシンによ って発現が抑制され
る遺伝子や、 ABAによって誘導される遺伝子などが複数
含まれていた。休眠版芽は細胞周期がGl期で抑制されて
いるが、頂芽切除3時間後にはサイクリンD3やPCNAが
発現し、細胞周期が再開される。これらのことは頂芽切
除3時間後には、頂芽切除のシグナルが肢芽に伝達され
て休眠が解除され、肢芽では様々な分子レベルでの急激
な変化が起こ っていることを意味している。



3aG14 
ABA関連遺伝子と肢芽の休眠との関係

中湖綾森仁志1 (1名古屋大・院生命農学)

エンドウの肢芽は優先的に成長する頂芽によ って成長
が抑制され、休眠状態になっている。これまでに休眠股
芽で特異的に発現する遺伝子にはABAで誘導される遺伝
子が多いことを明らかにした。そこでABAのシグナル伝
達に関わるABI3のホモログPsABI3の肢芽における発現
を解析した。その結果PsABI3は休眠版芽で発現している
が、頂芽切除後は減少することが明らかになった。肢芽
には4つの芽があり、頂芽切除後、 一番大きな芽 (主
芽)が、他の芽(副芽)の成長を抑制して成長する。頂
芽切除4日後の副芽は成長が抑制されている。この状態
の副芽ではPsABI3が再び発現した。これらのことは肢芽
の休眠がABAを介して制御されていることを支持してい
る。次にABA生合成のネオザンチン開裂酵素の遺伝子
PsNCEDl-4のcDNAを単離し、その発現を解析した。
PsNCED2，3は登熟後期の種子や休眠肢芽で発現していた
が、 PsNCED4は休眠肢芽では発現せず、葉肢でのみ発現
していた。PsNECDlは調べた限りにおいては発現が認め
られなかった。一方、 PsNCED2，3は頂芽切除後発現が減
少するが、副芽においては成長の抑制に伴って再び増加
し、休眠と相関していた。しかし、成長を続ける主芽に
おいてもPsNCED2，3の発現は認められ、矛盾した結果と
なった。主芽ではPsABI3が発現していないのでABAのシ
グナルが伝達されないか、 ABAが速やかに分解されてい
る可能性が示唆される。

3aIOl 
リン酸はイネ細胞におけるカルシウムイオン吸収お
よび αーアミラーゼ11-4分泌を促進する

浅妻悟南俊洋平堀秀隆 三ツ井敏明1 (1新潟大
臣で百然科学)

リン酸は、高等植物において酵素活性の調節を介して
様々な細胞内プロセスに影響を及ぼすことが知られてい
る。これまでの研究から、イネ細胞におけるCa2+吸収お
よびαーアミラーゼII-4の分泌は糖によって抑制されるこ
とを明らかにした。本報告においては、イネ培養細胞に
おける糖制御型のCa2+吸収およびαーアミラーゼII-4分泌
に及ぼすリン酸の影響について報告する。糖存在下にお
いてイネ細胞にリン酸を添加するとCa2+吸収が促進され
た。X線マイクロアナライザーによ ってCa2+の集積部位
を解析したところ、イネ細胞クラスターの外倶ijの細胞層
でCa2+の蓄積が観察され、またこの蓄積はリン酸を除く
ことによって可逆的に消滅することが分かつた。糖制御
型 αーアミラーゼII-4分泌に及ぼすリン酸の影響を調べた
ところ、リン酸添加によって αーアミラーゼII-4分泌が著
しく上昇し、またその発現部位はCa2+吸収部位と一致す
ることが見いだされた。加えて、リン酸添加によってミ
クロソームにおけるCa2+吸収およびαーアミラーゼII-4の
発現量も増加することが分かった。しかし、リン酸添加
はαーアミラーゼII-4のmRNAレベルを上昇させなかっ
た。以上の結果から、リン酸はCa2+の分I必に関与する膜
系への吸収を介して αーアミラーゼII-4分泌の翻訳以降の
過程を促進するものと考えられた。
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3aI02 
イネ細胞におけるゴルジ膜結合型PNA認識糖タンパ
ク質の同定とキャラクタライゼーション

三上暁 三ツ井敏明堀秀隆1 (1新潟大学大学院自

京有享研究科)

我々はイネゴルジ膜結合型PNA認識糖タンパク質の
キャラクタライゼーションおよびその同定を試みた。そ
の結果は以下のとおりである。(l)PNA認識糖タンパク
質は細胞増殖期において活発に発現していたが、糖の枯
渇によ って細胞増殖が停止し、 αアミラーゼの分泌、が活
発におこるとその発現は減少した。(2)生化学的手法、
および電子顕微鏡を用いた研究からPNA認識部位はゴル
ジ膜内腔側に位置していた。(3)糖タンパク質は二次元
電気泳動(NEPHGE/SDS-PAGE)を用いて分離され、それ
らの等電点はアルカリ性(pHlO以上)を示した。(4)二次
元ゲルで検出された主なPNA認識糖タンパク質(11ス
ポット)は，0 またはN-結合型糖鎖と親和性をもっレク
チン、それぞれSBA、ConAによっても認識された。
(5)MALDI-TOFMSとEdman法による解析からPNA認識
糖タンパク質の一つは、 60Sribosomal orotein L21 (RL21) 
であった。 RL21は、 Nーグリコシル化およびOーグリコシ
ル化される配列であるAsn-Xaa-SerlThrとXaa-百lf-Pro-
Xaa-Proを両方持ち合わせていた。

3aI03 
イネ aーグロプリン (2Sアルブミン種子貯蔵タンパク
質)のジシステインを含むアルファヘリックスはGFP
を球状のタンパク穎粒にターゲットする

川越靖柿野瑞校三小川雅広三高岩文雄1 (1農業生
有蚕覆研究所・新生物資源創出山口県立大・生活

科学)

To express high levels of recombinant proteins in rice en-
dosperm， we need to understand molecular mechanisms in-
volved in intracellular trafficking of seed storage proteins to 
protein bodies (PB-I and PB-U): We chose riceα-globulin 
(2S albumin seed storage protein) as a model to identify sig-
nals in the protein necessary for targeting to PB. A series of 
α-globulin-GFP fusion proteins were expressed in transgenic 
rice under the control of α-globulin promoter. Intracellular 10-
calization of the fusion proteins in developing巴ndospermwas 
analyzed by confocal microscopy. GFP fused to血eN-ten凶nal
region (G21-Ql11) was targeted to spherical PB. Amino 
acid residues sufficient for similar localization were nanowed 
to R68-Q11 1， and then to L72-S86， which includes invariable 
dicysteine residues C78-C79. The region L72-S86 is predicted 
to form anα-helix based on structural information of sun-
flower 2S albumin SFA-8. Possible colocalization of GFP with 
either glutelins or prolamins is being釦 alyzedby immunocyto-
chemistry. 



3aI04 
葉緑体チラコイド膜e>pH依存性タンパク質膜透過系
におけるTha4、cpTatC-Hcf106複合体の集合と解離

森宏樹 KennethClinel (1HoロSciOept， Univ ofFlorida) 

葉緑体チラコイド膜のe>pH依存性タンパク質膜透過
系は、チラコイド膜のプロトン勾配を唯一のエネルギー
源とし、高次構造を保持したままの前駆体タンパク質を
膜透過させることができる。これまでに、 三つのチラコ
イド膜内在性のタンパク質Hcfl06、Tha4、cpTatCが装置
成分として同定されている。我々はBlueNative gelなどの
手法を使いcpTatCとHcfl06が前駆体タンパク質の受容体
となる700-kDa複合体の成分であること、そしてTha4は
他二つの成分と相互作用していないことを示している。
本研究では、化学架橋と免疫沈殿によりTha4とcpTatC-
Hcfl06複合体が前駆体タンパク質の膜透過過程で一時的
に集合するかどうかを調べた。その結果、 Tha4 と
cpTatC、Hcfl06間の相互作用は前駆体タンパク質の膜透
過条件下(機能的な前駆体タンパク質とチラコイド膜の
プロトン勾配存在下)でのみ検出された。さらに前駆体
タンパク質の膜透過条件後に前駆体タンパク質を除去す
るとTha4とcpTatC、Hcfl06聞の相互作用は検出されな
かった。これらの結果はTha4が前駆体タンパク質の膜透
過時にcoTatC-Hcfl06複合体と集合し、前駆体タンパク
質の膜透過終了後解離することを示唆している。

3aI05 
葉緑体におけるチラコイド膜への蛋白質輸送に関与
するcpFtsYの解析

朝倉由香里広橋 利哉菊地真吾 SusanBelche~ ， 
Erin Osbome2， Alice B訂kan2，中井正人1 (1阪大・蛋白
研オ レゴン大)

葉緑体のチラコイドへの蛋白質輸送経路は、l)Sec依
存性、 2)SRP (signal recognition particle)依存性、 3)ムpH
依存性、 4)自発的が知られている。この中で、集光性複
合体蛋白質(LHCP)のチラコイド膜への挿入に関わる
SRP依存性経路では、 coSRP43、54、SRPレセプターの
coFtsYの関与が示唆されている。本研究はトウモロコシ
を材料に、葉緑体形成過程におけるcoFtsYの役割の解明
を目的とした。明所で生育させた幼植物のcoFtsY発現量
は、根では認められず、緑葉に多かった。葉緑体をサブ
オルガネラ分画すると、 cpFtsYはチラコイド膜に表在し
ていた。一方、暗所で生育させた黄化葉のエチオプラス
トでは、プロラメラボディとストロマ画分に局在してい
た。BlueNative電気泳動法によりモノマーサイズの約30
と60KD付近にスポットが確認され、 cpFtsYが複合体
(あるいはダイマー)を形成している可能性が示唆され

た。次にトウモロコシMu挿入変異株ライブラリーから
cpFtsYの遺伝子座に挿入変異を有するcsrl変異株(chloro-
plast SRP rec官ptor)を単離した。csrJ変異株の葉は黄緑色
を呈E、播種後13日で枯死した。変異株ではcpFtsYが発
現しておらず、 LHCPやRubiscoLサブユニ ット等の蛋白
質の減少が確認できた。
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3aI06 

トウモロコシ葉緑体包膜における蛋白質輸送制御機

構の解析

加藤彩広橋利哉菊地真吾中井正人1 (1阪大 ・

蛋白研)

葉緑体を構成する蛋白質の多くは核コードで、サイト
ゾルでN末端に局在化のためのトランジット配列を持つ
前駆体として合成される。前駆体蛋白質は蛋白質輸送装
置複合体Toc、Ticを通って葉緑体内へと輸送された後、
成熟体に変換される。この際、 ATPの加水分解によるエ
ネルギーが必要とされる。従来、光照射下で葉緑体内で
の光リン酸化反応でATPが産生されるか、暗所において
もATPが外から供給されれば、前駆体包膜透過は同様に
起こり、光による制御は受けないと考えられていた。し
かし、我々の最近の研究により、ある種の前駆体は暗所
では葉緑体ストロマへ効率良く輸送されるが、光照射下
では内包膜を通過せず膜間部に前駆体として蓄積する場
合があることが明らかとなった。今回、この光照射によ
る輸送特性の変化が葉緑体の光化学系と関連しているか
どうかを、光化学系電子伝達阻害剤を用いて解析した。
その結果、用いる電子伝達阻害剤の種類によ っては、光
照射下においても、前駆体が膜間部に蓄積されずにスト
ロマまで輸送されることが判明した。さらに、暗所で生
育させた黄化業から単離したエチオプラストを用いて、
光照射、暗所条件下での輸送実験を行った。すると、光
照射の有無に関わらずエチオプラスト内に輸送された。
これらの結果は、光照射に伴い光化学系の電子伝達反応
が駆動されることが、前駆体蛋白質の包膜透過の特性を
変化させている可能性を示している。

3aI07 
葉緑体外包膜における蛋白質輸送装置複合体の解析

菊 地 真 吾 広 橋 利 哉 中 井 正 人1 (1阪大 ・蛋白研)

高等植物葉緑体を構成する蛋白質の大部分は核ゲノム
にコードされており、サイトゾルで葉緑体行きの局在化
シグナルが付加された前駆体として合成されたのち、葉
緑体へ輸送される。この輸送には葉緑体外包膜および内
包膜に存在する蛋白質輸送装置、 Toc、Tic複合体が関与
している。

本研究では、エンドウおよびアラピドプシスを材料
に、葉緑体包膜の蛋白質輸送装置複合体の形成様式を検
討するため、膜蛋白質復合体の解析に有効であるBlue-
Native電気泳動を用いて以下の実験を行った。まず、エ
ンドウより単離した葉緑体を界面活性剤により可溶化
し、一次元めをBlue-Native電気泳動、 二次元めをSOS電
気泳動で分離した後、ウエスタン解析を行った。その結
果、分子サイズ700-800Kに泳動される位置に、 Toc34，
Toc75， Tocl59のいずれをも含むバンドが検出され、これ
がToc複合体であることが示された。次にアラピドプシ
スより単離した葉緑体をBlue-Native電気泳動で、分離した
ところ、エンドウと同じく 7∞-800Kに泳動される位置
に、 Toc75，Tocl59を含むバンドが検出された。現在、上
でみられたToc複合体がエチオプラストや根のプラスチ
ドにおいては、どのような分子サイズと分子構成をして
いるのかを解析中である。



3aI08 
単細胞緑藻 Chlamydomonasreinhardtiiのarylsulfataseの
細胞外分泌機構

中前伊公 子 粥 川 真 巳 鍵和田聡1 (1奈良女子大・
蓮了一一一

細胞内蛋白質輸送は真核細胞に普遍的な現象のひとつ
であるが、動物細胞と植物細胞では、細胞骨格への依存
性や薬剤への感受性など、いくつかの明確な相違点があ
る。今回我々は緑藻類 Chlamydomonasreinhardtiiでの蛋
白質輸送機構を調べるために、硫酸イオン欠乏条件下で
細胞外に分泌、される酵素であるarylsulfatase(ARS)の分
?必に対する各種薬剤の影響を調べた。

ARSの分泌、は、すでに報告されているように、誘導後
3時間で検出され、約20時間でピークに達した。分泌、さ
れたARSはEndoHには耐性であったがPNGaseFには感受
性であった。エンドソーム酸性化の阻害剤であるmon-
ensinと微小管重合阻害剤であるoryzalinは濃度依存的に
ARS分泌、を阻害したが、アクチンフィラメント重合阻害
剤であるcvtochalasinBは影響を与えなかった。ゴルジ体
からの被覆小胞形成を阻害する作用を持ったBrefeldinA 
は、動物細胞では5-10ug/ml、高等植物細胞では10-100
ug/mlでその影響が見られるが、C.reinh紅白iでは1.0ugl
mlで、およそ20分以内にARSの分泌が阻害された。これら
の結果から、C.reinhardtiiの蛋白質輸送は動物細胞と類
似のメカニズムによると考えれる。

3aI09 
単細胞緑藻にBotryococcushrauniiの膜小胞被覆蛋白質
の遺伝子配列決定と細胞内局在解析

政池由佳杉田小百合加藤咲子野口哲子鍵
布百官1(1奈良女子大・理)

真核細胞での蛋白質輸送を担う輸送小胞は被覆を構成
する蛋白質の種類によって、クラスリン被覆小胞・ COPI
小胞・ COPII小胞などに分類されているが、その明確な
機能分担は不明な点も多い。これらの問題に対してより
深い知見を得るため、我々は発達したゴルジ体を持ち、
膜構造の形態的観察に優れた単細胞緑藻を使って、形態
学的・分子生物学的研究を進めている。

今回、 Botηococcusbrauniiから、 COPIおよびクラスリ
ン被覆小胞という2つの異なる膜小胞の被覆を構成する
蛋白質をコードすると考えられる s-COP相同遺伝子と
AP19相同遺伝子の同定を試みた。 s-COP、AP19それぞ
れに特異的なプライマーを使用したRT-PCRにより、 s-
COPでは2838bp、AP19では1189bpの増幅産物を得、それ
らの塩基配列を決定して相向性検索を行ったところ、こ
れまでに報告されている様々な種の s-COPおよびAP19
相同遺伝子と高い相同性 (?66%) を示した。次に、大
腸菌に発現させた融合蛋白質を抗原として作製したポリ
クローナル抗体を用い、急速凍結置換法で固定した細胞
でのこれらの蛋白質の細胞内局在を免疫電子顕微鏡法に
より解析した。その結果、 β-COP蛋白質のゴルジ体近
傍への局在を示唆する結果を得ることができた。
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3aI10 
微細緑藻NannochlorishacillarisにおけるrhcS遺伝子の
同定と染色体マッピング

山崎誠和山本真紀三河野重行ロ(1東大・院・新領
買で亮高生命東大・院・理・生物)

RuBisCoは，光合成の暗反応において炭酸固定を行う
酵素で，大小2つのサプユニットからなり，それぞ、れ
rbcLとrbcSにコードされている.rbcSは紅藻やそれが2次
共生した藻類では葉緑体ゲノムに，緑藻綱や高等植物で
は核ゲノムにコードされている.核ゲノムにコードされ
たRbcSタンパク質は，葉緑体胞膜透過装置を通って葉緑
体に輸送される.今回， トレボウクシア藻綱に属する微
細緑藻Nannochlorisbacillarisで，互いに相向性の高い3つ
の rbcS (nb-rbcSAl， nb-rbcSA2， nb-rbcSB) を単離し
た.パルスフィールドゲル電気泳動とゲノミックサザン
解析によって，これらの遺伝子が全て異なる染色体に
コードされていることを確認した. トランジット配列を
比較したところ，nb-rbcSAlはnh-rbcSA2と90%もの相向
性を示したが，nb-rbcS Bとでは48%しかなかった.各遺
伝子のプロモーター領域は互いに異なり， TATA配列な
どは確認できなかった.明条件下では全ての遺伝子が発
現していたが，暗条件下ではnh-rbcSAlのみが発現を完
全に抑制されていた.

3aI11 



3aI12 
VESlおよびVES2遺伝子は、小胞体における特定タン
パク質の分別と凝集に関与する

難波千営子林誠西村いくこ西村幹夫I (1基生
扉?扇面宝物京都大・理学研究科)

[目的】 種子貯蔵タンパク質は、粗面小胞体で合成
後、他のタンパク質と分別され、凝集体を形成する。
我々は、小胞体における貯蔵タンパク質の分別および凝
集機構を明らかにするために、貯蔵タンパク質2Sアルブ
ミンの一部とphosphinotricinacetyltransferaseを含む融合タ
ンパク質をシロイヌナスナに発現させた。この形質転換
体は、融合タンパク質をPAC様小胞に特異的に蓄積する
にも関わらず、 hosphinotricin (PPr)に対して野生株と
同様に高い感受性を示した。そこで、この形質転換体を
親株にして、 PPr耐性突然変異体の単離を行い、以下の
結果を得た。

[結果1 現在、 4系統のP町耐性突然変異体を単離する
ことに成功している。遺伝的な解析の結果、 2つの異な
る遺伝子に変異を持つグループに分類された。そこで、
それぞれの遺伝子をveslおよびves2と呼ぶことにしたo

veslおよびves2突然変異体は、親株と異なり PAC様小胞
を持たず、融合タンパク質をペルオキシソームに蓄積し
ていた。現在、 veslおよびves2突然変異体におけるタン
パク質輸送活性を、 GFP融合タンパク質を用いて解析中
である。これらの結果をもとに、小胞体におけるタンパ
ク質の分別および凝集機構について考察する。

3aJOl 
マメ科ファイトアレキシン合成系の2，7，4'ー凶hydrox-

yisoflavanone 4' -O-methyltransferase cDNAのクローニ
ング

明 石智義幸田有司 青 木 俊 夫 綾 部 真一I (1日本
大・生物資源・応用生物)

マメ科メチル化ファイトアレキシン前駆体の for-
mononetin'ま，イソフラボン骨格合成酵素の反応生成物
2，7，4' -trihydroxyisoflavanone (2HI)の4'位のメチル化と続
く脱水反応により生合成される[1].しかし2HI4' -0-
methyltransferase (4'ーOMT)は未同定である.ln vitroでは
isoflavone 7-0MT活性を示すタンパク質が，細胞内では
2HI4'ーOMTである可能性も指摘されている [2J. 今回，
発現ライブラリーの酵素活性を指標にしてカンゾウ (Gか
cyrrhiza echinata) 2HI 4'ーOMTcDNAをクローニングし
た.cDNAの機能発現ライブラリーを複数の画分に分
け，酵素液の調製とアッセイを行い， 2HI 4'ーOMTク
ローンを含む画分を同定した.さらに分画とアッセイを
繰り返し，最終的に2HI4'-OMT活性を示す単一クロー
ンを選抜した.pET28a/BL21 (DE3)系で発現したタンパ
ク質は2HIの4' 位へメチル基を転移し，イソフラボン
daidzeinに対する活性は示さなかった.一方，既知配列
情報をもとにisoflavone7-0MT homolog cDNAをクローニ
ングしたところ， pET28a/BL21 (DE3)系で発現したタン
パク質は2HIに対する活性は示さなかった.以上より 2HI
4'-OMTとisoflavone7-0MTが別タンパク質であり，前
者がformononetin合成系のOMTの本体であることがわ
かった. [IJ Akashi T et a1. (2∞0) Biosci. Biotechnol. Bio-
chem.， 64， 2279. [2J Zubieta C et al. (2∞1) Nature Struct. 
Biol.， 8，271. 
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3aJ02 
ムラサキ培養細胞におけるエリシター誘導性cyto-
chromeP450遺伝子のクローニングとその機能解析

松野倫代水上元I (1名古屋市立大院・薬， Ufhe 
Biotechnology Lab.， Univ. ofBritish Columbia) 

Rosmarinic acidは、ムラサキ科やシソ科植物に多く含
まれるポリフェノール化合物で、その高い抗酸化活性に
基づく LDLの酸化防止作用や抗アレルギ一作用が報告さ
れている。ムラサキの培養細胞においてrosmarinicacidの
生成がエリシター添加によって一過的に誘導されること
を利用して、 rosmarinicacid生合成に関与する遺伝子の
単離、同定を試みた。

デイファレンシャルディスプレイ法を用いて、酵母エ
キスを添加した培養細胞からcytochromeP450をコードす
る遺伝子のcDNAを単離し、その推定アミノ酸配列に基
づいてCY円 8A6と命名した。酵母での発現系によって得
られたCYP98A6は、 NADPH存在下でrosmarinicacidの生
合成前駆物質である 2-0-(4-coum紅 oyJ)-3-(4-hydroxy-
phenyJ) lactic acidのcoumaroyl基の3位に水酸基を導入する
反応を触媒した。 CYP98A6の発現は、酵母エキスやme-
thyl jasmonateの添加によって著しく誘導され、その発現
パターンはrosmarinicacid生成量の増加とよく対応してい
た。これらの結果は、 CYP98A6がrosmarinicacid生合成
の制御に重要な役割を果たしていることを示している。

3aJ03 
カーネーシヨンにおける transposableelement dTdicl 
farnilyの構造と転移様式

伊藤佳央吉田洋之山口雅篤九小関良宏I (1農
工・工・生命工汀・植開研南九大・園芸・食工)

花色の主要素として知られるアントシアニンは櫨色か
ら青色までの幅広い花色を作り出している。カーネー
ションの花色は色彩豊かであると同時に、多くの易変性
変異をもっ植物である。我々はカーネーションにおいて
AclDs typeのトランスポゾン dTdiclがアントシアニン合
成酵素遺伝子である CHI、DFR遺伝子のエクソン領域に
挿入することによって酵素遺伝子の発現を著しく低下さ
せ、これによって花色の多様性が生じることを見い出し
た。この dTdiclはカーネーションゲノム内に約 20-30 
コピー存在する。Tdicfarnilyの自律性因子には、既知で
ある AclDsty戸の転移酵素と相向性を有する ORFが見
い出された。これまでトランスポゾンはイントロンやプ
ロモーター領域に挿入しやすいとされてきた。しかし
Tdic familyの多くがエクソンに挿入するといった既知で
あるトランスポゾンとは異なる特性をもつことを見い出
した。



3aJ04 

ムラサキ培養細胞の色素高生産株で強く発現してい

る αJ不飽和カルボニル還元酵素遺伝子のcDNAク
ローニングと解析

山村良美 矢崎一史水上元1 (1名市大院・薬京

大院・生命科学)

我々は、ムラサキ培養細胞にみられるシコニン生合成

能の変異を分子レベルで明らかにすることを目的として、

シコニン生産株と非生産株のトランスクリプトームを蛍

光デイファレンシャルディスプレイ法を用いて比較した。

その結果、色素高生産株で強く発現している4つのcDNA
クローン (LEPSl?4)を単離し、その機能解析を行ってい

る。今回はLEPSlについての解析結果を報告する。

LEPSlは、 366アミノ酸残基からなる ORFを含み、その

塩基配列は暗黒下で発現が誘導される遺伝子として単離

されたLED万bと全く同一であった。ホモロジー検索の結

果、 LEPSlの推定アミノ酸配列は種々の植物の12-oxophy-
todienoate (OPDA) reductaseなどと高い相向性を示した。

そこで、 MBPとの融合タンパク質 (MBP-LEPS1)を大腸

菌で大量発現させ、アフイニティークロマトグラフィー

で精製後、 FactorXaで切断して得た組換え酵素標品を用い

て様々な基質に対する酵素活性を測定した。その結果、

LEPSl (LEDI5b)はN-ethylmaleimideや2-cyclohexen-l-one
などの a，s-不飽和ケトンのオレフインは還元するが、

ジャスモン酸生合成の中間体であるOPDAに対しては活性

を示さなかった。ムラサキ培養細胞にはLEPSlホモローグ

(LEDI5a、LEDI5c)が存在しているので、現在これらの

酵素活性を検討中である。

3aJ05 
Relationship between bulb pigmentation and the expression 
of genes involved in anthosyanin biosynthesis in red onion 

大矢武 志福世妙子三北宜裕1 (1神奈川県農業総合

研究所神奈川大学理学部応用生物科学科)

We have already reported出atanthocyanin pigmentation in 
red onion bulb is specifically induced when the leaves are ex-
posed to light， followed by synergetic expression of chalcone 
synthase (CHS)， flavanone 3:"'hyctroxylase (F3H)， dihydrofla-
vonol 4-reductase (D日)，and a目白ocy組 idin synthase 
(ANS) . 

In this study， we have cloned five di征erentkinds of myb-
like genes from red onion by RT -PCR and determined the rela-
tionship between bulb pigmentation and genes involved in an-
thocyanin biosynthesis by real-time PCR. As we have a1so rec-
ognized that methyl jasmonate can induce bulb pigmentation， 
relationship between bulb pigmentation and expression of the 
above genes will be discussed. 
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3aJ06 
ソパの栄養成長器官のルチン含量とその分解活性

鈴木達郎¥本田裕六笠裕治1 (1独立行政法人北海
道農業研究センター畑作研究部遺伝資源利用研究

室)

ルチンは植物に広く分布するフラボノイドの一種で、フ

ツウソノ~(Fagopyrum esculentum)，ダッタンソパ(Fagopyrum

tataricum)の子実、葉、幼植物の主要なフラボノイドであ

る。ルチンは植物に抗酸化能等の機能を与える可能性が示
唆されているが、実際の機能は完全には解明されていな

い。そこで我々は、機能解明のための基礎的な知見を得る

目的で、ソパの各器官、成長ステージのルチン含量、分解

活性の消長に注目している。今回は発芽過程の幼植物・栄

養成長期の葉を材料に、ルチン含量・分解活性を調査し

た。発芽過程の個体あたりのルチン含量は、フツウソパ・

ダッタンソパとも発芽2日目から増加を始め、 6日目で乾燥

重gあたりそれぞれ11mg (発芽0日の 3∞倍)，26mg (発芽 O

日の1.4倍)となった。分解活性は、フツウソパの発芽過程

ではほとんど検出できなかったが、ダッタンソパでは発芽

2-4日目に急激に減少した。栄養成長期の葉のルチン含量

は、フツウソパ・ダッタンソパとも展開前の若い葉で最も

多く(乾燥重gあたり1l0mg)、棄の成長とともに減少する傾

向にあった。(ダッタンソパ:種子にフツウソパの100倍近い

ルチンと 100倍近い分解活性を含む)

3aJ07 
ヨウシュヤマゴボウにおけるフラボノイド合成

中 村百 合子 作田 正明1 (1お茶の水大・院・ライフ
サイエンス)

高等植物の花色、紅葉などの赤色は、その多くがアン
トシアニンにより発色されているのに対し、ナデシコ科
およびザクロソウ科を除くナデシコ目の植物では、その
赤色はベタシアニンにより発色されている。またさら
に、植物界における両者の分布は互いに排他的であり、
同一植物に両赤色色素が共存する例は報告されていな
し、。

本研究では、ナデシコ目植物のフラボノイド合成に着
目して、生理学的側面からその特性の解析を試みた。ナ
デシコ目植物であるヨウシュヤマゴボウの培養細胞を材
料として、培養条件等がフラボノイド合成に及ぼす影響
について、特にフラボノイド合成系の鍵酵素であるCHS
の発現に注目して検討行った。RT-PCRおよびノーザン
ハイブリダイゼーションによる解析の結果、ヨウシュヤ
マゴボウの培養細胞では光により CHSの発現が誘導され
ること、さらにこの誘導は培地成分により影響を受ける
ことが示唆された。現在、さらにフェニルプロパノイド
合成系の鍵酵素であるPAL、アントシアニン合成系の最
終段階に位置する酵素であるDFR、ANSのhomologue等
の発現についても解析を進めており、この結果も併せて
報告する。



3aJ08 

青色デJレフイニウム花弁の発色機構

吉田久美寺倉香奈里川野裕子三外山友紀三亀
田清三近藤忠雄3 (1名古屋大院・人間情報椙山

大・生活科学名古屋大院・生命農学)

目的
通常の花弁組織では、色素アントシアニンは表層細胞

の液胞内に均一に溶解している。しかし、青色デルフイ
ニウム (Delphiniumhybridum)花弁では、表層細胞の液胞
内に繊維状の青色不溶物が存在し、液胞液は無色であっ
た。本研究は、デルフィニウム花弁の青色発色機構の解
明を目指し、表層着色細胞の単離と液胞内容物の同定、
定量、ならぴ、に液胞pHの精密測定を行なった。
方法及ぴ結果

花弁にマセロザイムY-23とセルラーゼRS を作用させ
プロトプラスト化した。プロトプラスト懸濁液を、パー
コールを用いた密度勾配遠心法で精製して、 95%以上の
純度で着色細胞を得た。水を加えて細胞を破裂させた
後、ショ糖ーマンニトール水溶液による密度勾配遠心に
より、青色の繊維状物を単離した。これに硝酸を加えて
溶解し、 HPLCにより色素シアノデルフィン[1]を、原子
吸光法により A13+を定量した。液胞pHは、細胞内微小電
極法で測定した。液胞内のシアノデルフィン濃度は約
4xlO-3M、Ae+!ま色素に対して約2当量含まれることがわ
かった。液胞pHは5.0(SD=0.21， 0=29)であった。この条
件でアント シアニンとA13+を混合することにより、 花弁
と同じ青色を再現できた。現在、繊維状物質の分析を進
めている。
[1] Kondo， T. et al.， Tetrahedron Lett.， 32， 6375-6378 (1991). 

3aJ09 

リンドウ花弁に由来するアントシアニンのB環特異的
糖転移酵素ー酵素学的性質の解明と本酵素遺伝子の
クローニング

水谷 (福知)正子福井祐子中尾正弘榊原(米
倉)圭子1，2 勝元幸久田中良和長谷俊治九奥原
宏明3 (1サントリー基礎研究所理研植物科学セン
ターメ阪大・タンパク研)

アントシアニンは植物体内において様々に配糖化やア
シル化された状態で蓄積し、このことが花色の多様性の
一因となっている。なかでも青色色素の基本骨格である
デルフイニジンについては、 B環の配糖化とそれに続く
アシル化が色素の安定化と青色化に大きく寄与している
ことが知られている。我々はデルフイニジンテグルコシ
ル-5-カフェオイルグルコシルー3'ーカフェオイルグルコ
シドを主要色素として含有するリンドウ青色品種の花弁
から、 B環の3'位の水酸基にグルコースを付加する3'位
糖転移酵素 (3'Gf)を精製した。精製タンパク質の内部
アミノ酸配列に基づき、本酵素をコードするcDNAを単
離した。アミノ酸配列のホモロジー検索の結果、リンド
ウ由来の3'町は、植物の糖転移酵素のうち、フラボノイ
ドの7位糖転移酵素と同じサブファミリーに属してい
た。 cDNAを大腸菌で発現させて得られる組み換え体酵
素を用いた解析から、リンドウ3'Gfは、糖供与体として
UDP-グルコース、糖受容体としては本来の基質と考え
られるデルフィニジンー3，5ージグルコシドに対する選択
性が高いことが明らかとなった。さらに、本cDNAをペ
チュニアで発現させた結果からもリンドウ3'Gfがデル
フィニジンー3，5-ジグルコシドに対する高い選択性をも
つことが示唆された。
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3aJlO 
園芸植物のフラボノイド合成遺伝子のクローニング
と解析

戸上純一中村典子水谷正子榊原圭子 三 鈴 木
喜三1百村美穂子久住高章田中良和1 (1サント

リー基礎研究所理研・植物科学センター)

花の色は園芸植物にとって商業上重要な形質である。
その主要成分であるフラボノイドの生合成に関与する遺
伝子の発現を遺伝子組換の手法をもちいて制御すること
により、花の色を変えることができる。

フラボノイド3¥5'ー水酸化酵素(F3'5'H)cDNAをパーベ
ナ (2種)、ラベンダ一、チョウマメ、ゼラニウムから、
フラボノイド3'ー水酸化酵素cDNAをパーベナ、リンドウ
から、ジヒドロフラボノール4ー還元酵素cDNAをパーベ
ナ、ゼラニウムからクローニングした。それぞれの酵素
のアミノ酸配列は種を超えてよく保存されていた。ま
た、これらのアミノ酸配列の比較に基づく系統関係は、
従来の分類とよく 一致した。これらのF3'5'H遺伝子を酵
母で発現させたところ、ナリンゲニンなどのフラボノイ
ドの3'と5'イ立を水酸化する反応を触媒することを確認で
きた。また、チョウマメF3'5'HcDNAをペチュニアで発
現させたところ、ペチユニアのF3'5'H欠損を相補でき
た。

これらの遺伝子は花の色を改変する上で有用な分子
ツールであるとともに、これらの酵素の構造と機能相関
を理解する上でも重要である。

3aJll 
プリンアルカロイド生合成植物におけるTCS相同遺伝
子の構造と機能

米山奈保水野幸一九友田善久芦原坦加藤美
事芋7下:お茶の水大・理筑波大・農工系明治製
菓お茶の水大院・人間文化)

チャ (Camellia sinensis)のカフェインシンターゼ
(CS)は、カフェイン生合成の最後の2段階のメチル化を
触媒するN-メチルトランスフエラーゼである。CSは、
プリン環のN-3位とN-l位にメチル基を導入し、カフェ
イン生合成における鍵酵素として機能する。我々は既に
CSを精製し、そのcDNAであるTCSlを単離している。本
研究では、広範な植物でのCSの機能を比較するために、
他のプリンアルカロイドを生合成する植物からTCS相同
遺伝子の単離を行った。

チャとコーヒーの遺伝子に保存されているふアデノシ
ルメチオニンが結合する領域をもとに合成したオリゴヌ
クレオチドを用いて、 RACE法によりマテ茶(Ilexpara-
guariensis)より TCS相同遺伝子LCSlを単離した。LCSlが
コードするタンパク質の推定分子量は41kDaで、あり、
チヤのCSやコーヒーのテオブロミンシンターゼ(CTSI)
の分子量とほぼ同じであった。LCSlとTCSlのア ミノ酸
配列の相向性は60%、LCSlとCTSlは36%であった。現
在、テオプロミンを蓄積するカカオ (Theobromacacao)の
相同遺伝子の解析を行っている。



3aJ12 

コーヒーからのチャカフ ェイン シンターゼ相同遺イ云
子の単離

水 野幸一奥田彰田中博美 加藤美砂子 芦原
坦藤村達丈了(f説波大・農工系お茶女大・人間
文化お茶女大・理・生物)

カフェイ ン (Iム7-トリメチルキサ ンチン)はキサン
チン骨格の3回のメチル化により生合成される。我々は
チャより最後のN-lおよびN-3位へのメチル化を行うカ
フェインシ ンターゼ (TCS)遺伝子を単離している。さ
らに、コーヒーでのカフェイン生合成機構を明らかにす
るために、 TCS相同遺伝子を単離してその機能解析を行
なった。
TCSの基質結合部位と考え られる保存領域に相当する

プライマーを用い、 RT-PCRにより TCS相同遺伝子の
cDNAを得た。これをプロープとしてコーヒー若葉由来
のcDNAライブラリーをスクリーニ ングした結果、さら
に4種類のクローンの単離に成功した。これらを大腸菌
で発現させたところ、 2穫が7-メチルキサンチンのN-3位
にメチル基を導入しテオブロミンを合成する活性を示し
たことから、これらをコーヒーテオブロミンシンターゼ
(CTS)と命名した。CTSの発現は若葉だけでなく匹乳

においても強かった。コーヒーにおける l-Nメチル化活
性を持つ酵素を得るために、 TCSが2段階のメチル化を
触媒することを考慮して、 CTS、TCSおよびその他の植
物のメチルトランスフエラーゼの保存領域をもとに新た
にプライマーを設計し、Jlf乳由来のRNAを鋳型にRT
PCRを行った。その結果、上記5種と80%程度の相向性
を持つ新規クローンを2種類得た。現在、これらを大腸
菌で発現させて活性測定を進めている。

3aKOl 

半導体光源を用いた光質によるシロイヌナズナ光形

態形成の解析

勝又政和 岡 野 陽 平1 (1 浜松ホトニクス・中央研)

近年開発が進んでいる高い光出力と単色性に優れた半
導体光源を用いて，シロイヌナズナ光受容変異体の光波
長による花芽形成誘導について解析を行った。

植物はphytochromeやcryptochrome等の光受容体を介し
て光質を感知している。それぞれ光受容体の吸収スペク
トルはオーバーラップしており、また光受容体からの情
報伝達は複雑に相E作用しているため、それらを解析す
るためには正確に制御された光環境が要求される。我々
は高純度な単色光を容易に得ることのできる半導体光源
LED (発光ダイオード)やLD(レーザーダイオード)を
用いた光環境により光形態形成反応の解析を進めてい
る。

今回、 LEDのスペクトルの調整により、赤色・遠赤色
比率に基づく phytochrome光平衡状態を段階的に制御した
赤色単色光とphytochromeの赤色吸収域への影響を最小に
した青色単色光を用いてphytochromeとcryptochromeの相
互作用について駐輪伸長と花芽分化制御に関して光受容
体欠損変異体を用いて解析した。その結果、赤色/遠赤
色に対する反応は青色光応答よりも優位に作用し、Jlf軸
伸長と花芽分化制御では光受容体の相互作用が異なるこ
とを示唆する結果を得た。これら結果から推察される光
受容体相互作用モデルについて考察する。また、スペク
トル幅が数nmである理想的な単色光を発光可能なLD素
子を用いた実験結果も合わせて報告する。
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3aK02 
最小プロモーターに光応答性を付与できるシスエレ
メントDElに結合するタンパク質DFlの機能解析

永野幸生山本芳裕稲葉丈人佐々木幸子1 (1名
天百?主命農)

エンドウ低分子量GrPase遺伝子pra2は暗所生育エンド
ウの上目玉軸で発現しており、光により発現が抑制され
る。これまで、この遺伝子の発現が光で調節される仕組
みを調べてきた。その過程で光応答に必要かつ十分なシ
スエレメントDEIをみつけた (Inabaet al.， JBC (2∞0) 
275，19723)。さらに、シスエレメントDElに特異的に結
合するDNA結合タンパク質DFlを同定した。(Naganoet 
al.， JBC (2001) 276，22238)。今回は、 DFlタンパタ質に
関する機能解析を更に進めたので報告する。

まず、 パーテイクルガンを用いた遺伝子導入実験か
ら、 DFlはinvivoで、DElエレメントを介して遺伝子発現を
誘導することを明 らかにした。また、 GFP融合遺伝子を
用いた実験から、 DFlタンパク質は核に局在することを
明らかにした。更に、 DFlのmRNA量、タンパク質量が
光に応答してどう変化するかも調べたので、その結果に
ついても述べる。

3aK03 
シロイヌナズナの光応答するプロモーター・エンハン
サートラ ップ系統の解析

田中慎一郎中村賢志望月伸悦長谷あきら l

下京事実百・理)

シロイヌナズナの光存在下で生育した芽生えにおい
て、日陰に対する応答におけるフィトクロムの作用機構
を調べるため、 end-of-dayFR処理に応答してレポーター
遺伝子の発現が妊軸で見 られる系統を新たに3系統単離
した。以前に我々が単離したN35系統と共にこれらの系
統におけるオーキシンに対するレポーター遺伝子の応答
を調べたところ4系統のうち2系統においてオーキシンに
応答する発現が認められた。さらに、オーキシン輸送阻
害剤の影響を解析したところ、この2系統でend-of-dav
FR処理に対する応答が見られな くなった。これは、日陰
に対する応答にオーキシンが関わることを示唆してい
る。しかしながら、他の2系統においてはオーキシンも
オーキシン輸送阻害剤も影響がみられなかった。これら
のうちl系統においては、 ABAにレポーター遺伝子が応
答する可能性が示唆された。また、先にN35系統を解析
したのと同様にオーキシンに応答しない系統で光受容部
位を解析したところ、オーキシンに応答する系統としな
い系統の両者いずれでも、光受容部位は目玉軸でなくて、
子葉であった。したがって、なんらかのシグナルが子葉
から匪軸へ伝達されることが示唆された。



3aK04 

シロイヌナズナの根における光に応答した葉緑体の

発達

字佐見健中村賢志、望月伸悦長谷あきら 1 (1京

大院・理・植物)

シロイヌナズナの根の緑化はCOP1，HY5等の光シグナ
ル因子によって制御されている (Dengand Quail 1992; 
Oyama et al. 1997)。また、フイトクロムB(phyB)欠損変
異体では根の緑化が著しく抑制される(合田ら、日本植
物生理学会1998年度年会)。 この現象を詳しく調べた結
果、根の緑化は赤色光下では専らphyBに制御されるがク
リプトクロム 1(cryl)も関与すること、青色光下の応答に
はphyBとcrylが関与することなどがわかった(日本植物
生理学会2001年度年会)。

本研究では、我々の研究室で作出されたphyB欠損変異
体にPHYB-GFP遺伝子を導入した形質転換シロイヌナズ
ナ系統(Yamaguchiet a1. 1999;中村ら、日本植物生理学会
2∞1年度年会)の内、根の一部の組織でのみphyB-GFP融
合タンパク質を発現する系統を用いて赤色光による根の
緑化を調べた。この結果、内皮に発現しているphyB-

GFP融合タンパク質が、皮層、内皮、内鞘の緑化に関
わっているらしいことがわかった。従って、光を受容し
た組織から何らかのシグナルが隣接する組織に伝えられ
ていることが示唆された。現在、さらに多くの系統を用
いて、組織レベルでの緑化と光受容部位について解析を
進めている。また、根の緑化におけるphyBとcrylの相互
作用についても、各種変異体を用いた解析を進めてい
る。

3aK05 

突然変異体を用いたイネフィトクロムAの機能解析

高野誠篠村知子三鐙ヶ江弘美乙矢崎潤史藤井

文子真保佳納子〈山本公子坂田克己九佐々木

卓治岸本直己菊池尚志3 (1生物研・生理機能，
2日立製作所 ・基礎研 生物研 ・分子遺伝， 4STAFF研

究所生物研・ゲノム)

私たちは、イネにおけるフィトクロムの機能や分子種
間の役割分担を明らかにする目的でイネのフィトクロム
突然変異体の単離と解析を進めている。

イネフイトクロム A突然変異体 (osphyA)の単離と解
析については、前々回の本大会で最初の報告を行った。
osphyAを遠赤色光 (FR)連続照射下で育てると、野生型
(WT)で観察される3つの特徴的な表現型、 1)子葉鞘の

伸長抑制、 2)メソコチルの伸長抑制、 3)冠根の重力屈性
誘導が認められなかった。そこで今回はこれらの反応に
関わるphyAの光受容様式について詳しく解析した。その
結果、 1)子葉鞘の伸長抑制は、 VLFR(v町 lowf1uence問-

sponse)によ って引き起こされるのに対して、 2)メソコチ
ルの伸長抑制、及び3)冠根の重力屈性誘導は、 FR-HIR
(far-red light induced high irradiance response)であること
を明らかにした。また、遺伝子発現については、 CAB，
RBCS遺伝子が、 osphyAにおいても、 FRの照射によって
誘導されることを見出した。さらに広範な遺伝子発現に
対するphyAの関与を明らかにする目的で、イネの高密度
cDNAアレイを用いてWTとosphyAとの問で遺伝子発現プ
ロファイルの比較、解析を行い、 phyA特異的なシグナル
によって発現が変化する遺伝子を検索した。

264 

3aK06 

シアノバクテリアSynechocystissp. PCC 6803の走光性
の作用スベクトル解析 :
野生株の正の走光性とフィトクロム様光受容体を
コードするpix.Jl破壊株の負の走光性

宣旦萱亙鈴木布美子歌暁星東正一三渡辺正
勝三池内昌彦1 (1東大・院・総合文化j基生研・大
型スペクトログラフ)

単細胞性シアノバクテリアSynechocystissp. PCC 6803 
は線毛による運動能をもち、正と負の走光性を示す。そ
の正の走光性には、フイトクロム様の光受容体をコード
するpixJl(Eositive photota~is、旧名 pisJl)遺伝子産物と、
細菌のべん毛運動を調節する走化性調節タンパク質に似
た因子が関与することを発表した。本研究では、白色蛍
光灯下で正の走光性を示す野生株と、同条件下で負の走
光性を示すpixJl破壊株について、大型スペクトログラフ
をもちいて走光性の波長依存性、光強度依存性を解析
し、比較した。野生株は、強光下では510、560nmに対
して正の走光性を示し、弱光下では660、710nmに対し
て正の走光性を示した。さらに、強光、中光下では360
nmに対して光源から遠ざかる負の走光性を示した。一
方、 pixJl破壊株は、強光下で560、660nmに対して負の
走光性を示し、すべての光強度下で360nmには応答せず
走光性を示さなかった。これらの結果から、野生株は、
光源に向かう正の走光性と、光源から遠ざかる負の走光
性をあわせもつことがわかった。またpixJl遺伝子産物は
660-71Onmの範囲の光を認識して正の走光性を調節して
いると考えられる。さらに360nm付近の光を認識して負
の走光性の調節にも関与している可能性も示唆される。

3aK07 

赤色光による子葉鞘の伸長抑制機構に欠損のあるイ
ネ突然変異株の単離

稲垣言要議原奈津須藤しづ江西村実2 (1農業

生物資源研究所・光合成研農業生物資源研究所・
放射線育種場)

子葉鞘は、発芽時に地上部全体を包み込んで物理的に
保護するイネ科特有の器官で、その伸長は、種々の環境
要因によって制御されている。特に光は子葉鞘の伸長を
抑制し、この現象にはフイトクロムを光受容体とするシ
グナル伝達系が重要な働きをしていることが明らかに
なっている。本講演では、イネのフイトクロムとその下
流に展開するシグナル伝達系について解析することを目
的に、光による子葉鞘伸長抑制機構に欠損を持つイネ突
然変異株の単離を試みたので報告する。

農業生物資源研究所・放射線育種場において y線照射
によって作出された変異株から早生形質を持つものを選
抜し、これらの種子を連続赤色光下で発芽させたとこ
ろ、子葉鞘が野性株に比べて2倍長い変異株をl株単離し
fこo elc (elongated coleoptile under red light irradiation) と
命名したこの変異株における遠赤色光による子葉鞘の伸
長抑制は正常で、暗所における子葉鞘の伸長も野性株と
の違いが見いだせなかった。このことから、この表現型
は赤色光特異的であることが明らかになった。

試みに本変異株のフィトクロム B遺伝子の cDNAの塩
基配列を解析したところ、 C末端領域に33塩基の欠失が
存在し、これによってC末端9残基と終止コドンが失わ
れ、 61残基の余分な配列が付加されることが予想され
た。本欠失と表現型の相関を検証中である。



3aK08 

ホウライシダフィトクロムphy3の機能解析

河合博子鐘ケ江健佐藤良勝門田明雄今泉

貴登和田正三1.2 (1東京都立大院・理基生研・情

報制御)

ホウライシダフィトクロムphy3はN末端側がフィトク
ロム発色団結合領域、 C末端側がフォトトロピンとそれ
ぞれ相向性を有する特異な構造を持つ。フォトトロピン
は、高等植物における青色光に依存した光屈性、葉緑体
光定位反応、気孔関口の光受容体である。ホウライシダ
においては、青色光のみならず赤色光も光屈性と葉緑体
光定位反応に有効であるため、これらの反応にはphy3が
機能していると推察された。我々は、配偶体において赤
色光による光屈性と葉緑体光定位反応をともに欠損する
突然変異株rap(~ed-light ~hototropic ) 突然変異株のEMS
処理系統5系統に関してPHY3遺伝子座のシークエンスを
行い、それぞれ PHY3遺伝子上に変異を検出した。その
1系統であるrap2突然変異株の前葉体細胞にPHY3遺伝子
を導入し、一過的に強制発現させることで、赤色光によ
る葉緑体光定位反応を回復できたため、 phy3がこの反応
に機能していることが明らかになった。

さらに、 phy3の胞子体における機能を解析するため、
rap2突然変異株胞子体における赤色光による光屈性を調
べたところ、配偶体同様、反応が欠損していた。した
がって、配偶体と胞子体とでは光屈性反応のメカニズム
は大きく異なるが、同ーの光受容体が機能していること
が示唆された。(本研究の一部は生物系特定産業技術研究
推進機構の支援を受けて行われた。)

3aK09 
Anabaena sp. PCC 7120の細胞内cAMPレベルを制御す
る遠赤色光受容体AphC

岡本忍笠原賢洋三神谷麻子己中平有香大森正
芝「下貢京大院・生命国立基礎生物研理研・ゲ
ノム科学総合研究センター)

ラン藻は様々な外界の刺激に応じて細胞内cAMPレベ
ルを変化させる。Anabaenasp. PCC 7120では赤色光 (630
nm)を照射すると細胞内cAMPレベルが減少し、遠赤色
光 (720nm)を照射すると増加する。アデニル酸シク
ラーゼCyaC(A1l4963)のレスポンスレギユレータード
メインの59番目のアスパラギン酸をアラニンに置換する
と外界の光を感知できなくなった。この結果から、 59番
目のアスパラギン酸にリン酸を転移するトランスミツ
タードメインをもっ光受容体の存在を想定した。フィト
クロムの色素結合アミノ酸部位を含む約150アミノ酸残
基 (GAFドメイン)でAnabaenaゲノムを検索した。

その結果、ゲノム上に23個の色素結合能をもっと推定
されるGAFドメインを見いだした。色素結合ドメインと
トランスミ ッタードメイ ンを有する 15個の光受容体候補
を選定し、薬剤遺伝子を挿入することにより破壊株を作
製した。私たちは変異株の中でAphC(Alr2669)破壊株
が遠赤色光に対する応答を失っていることを見いだし
た。aphCは920アミノ酸残基からなるタンパク質をコー
ドしていると推定され、 Synechocystisの光受容体Cph2と
相向性を示した。 AphCは光の刺激によりリン酸転移を
介してCyaCを制御している可能性が示唆された。
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3aKlO 
イネクリプトクロムの細胞内局在および機能解析

松本菜々子岩崎俊介山本直樹3 (1お茶の水大
院・ライフサイエンス新潟大・理お茶の水大・
理)

クリプトクロム (CRY)は光形態形成に関与する青色
光受容体としてシロイヌナスナで最初に同定された.シ
ロイヌナズナの 2つのク リプトクロム (AtCRY1，
AtCRY2) は，いずれも細胞内で核に局在することが報
告され，その意義について考察がなされている.

クリプトクロムのホモログとしてイネから単離された
OsCRYl cDNAの機能を解析することを目的として，
GFPと融合させた OsCRY1をシロイヌナズナに導入し
た.その結果， GFP-OsCRYl形質転換体のめばえでは，
野生株と比べて，妊軸の伸長が阻害され，アントシアニ
ン蓄積量が増大していた.これらの形質転換体の表現型
はクリプトクロムの過剰発現によるものと推測できる.
また，この形質転換体における GFP-OsCRYlの細胞内
局在を調べたところ，明所，暗所の生育条件に関わらず
細胞質に局在した.これはタマネギ表皮細胞を用いた一
過的発現による解析の結果 (植物学会2∞1大会)と一致
する.また，演者らは新たにイネクリプトクロムホモロ
グOsCRY2cDNAを単離した. GFPとOsCRY2の融合タ
ンパク質も，タマネギ表皮細胞での一過的発現で細胞質
に局在した.以上の結果から，光形態形成におけるクリ
プトクロムの機能と細胞内分布の関係について考察す
る.

3aKll 

青色光による気孔開口への青色光受容体フォトトロ
ピンの関与

木下俊則土井道生末次憲之2.3 加川貴俊2，4和

田正三2.3 島崎研一郎1 (1九州大・院理・生物科学，

2基生研・情報制御都立大・院理・生物科学科技

団・さきがけ21研究)

青色光は光情報として孔辺細胞原形質膜町一ATPaseを
活性化し、気孔関口を引き起こす。しかしながら、青色
光受容体については不明のままである。本研究では、匹
軸の光屈性や葉緑体定位運動の青色光受容体であること
が明らかとなっているフォトトロピン (photl，phot2)の
青色光による気孔関口への関与について、シロイヌナズ
ナの変異体 (phot1-5.phot2-1， phot1-5 phot2-1) を用いて
解析を行なった。

青色光 (50μ moUm2/sec)による気孔開口は、 photl-5
とphot2-1の各変異体において野生株と同じように見られ
たが、 phot1-5phot2-1二重変異体で、は全く見られなかっ
た。また、青色光強度依存性を調べたところ、弱い青色
光 (5μ moUm2/sec) においてphot1-5とphot2-1では野生
株より気孔開度が小さいことが明かとなった。さらに、
photl-5 phot2-1二重変異体は、青色光に依存した蒸散の
増加、気孔コンダクタンスの上昇や原形質膜H+-ATPase
による町放出も全く見られなかった。一方、原形質膜
W-ATPaseの発現量、カピ毒素フシコクシンによる気孔
開口は、 二重変異体においても野生株と差がなかった。
以上の結果より、青色光による気孔関口の青色光受容体
はフォトトロピンであり、これらは重複して機能してい
るものと恩われる。



3aK12 

クラミドモナスのフォトトロピン様遺伝子の解析

小野寺暁彦1 John M. Christie2，笠原賢洋望月伸
悦浅 水 恵 理 香 田畑哲之福j幸秀哉， WinslowR. 
Briggs2，長谷あきら 1 (I京大院・理スタンフォード
大・カーネギー研かずさDNA研究所京大院・生
命科学)

クラミドモナスでは、いくつかの青色光反応が知られ
ており、その一つである走光性はクラミロドプシンと呼
ばれる青色光受容体によって媒介されることが知られて
いる。しかしその一方で、同じく青色光の照射によって
引き起こされる配偶子形成の誘導や光合成関連遺伝子の
発現などが、どのような光受容体によって媒介されてい
るのかは未だ明らかにされていない。今回我々はかずさ
DNA研究所のESTデーターベースを検索することによ
り、高等植物の青色光受容体の一つであるフォトトロピ
ンによく似た遺伝子がクラミドモナスにも存在すること
を見出した。ノ ザンブロット解析などにより、この遺伝
子が約4KBのmRNAとして発現されていることを確認し
た。そこで全長の塩基配列を調べたところ、約2. 3KB 
のORFを持ち、高等植物のフォトトロピンと同様に2つ
のLOVドメインと lつのSerrrhrキナーゼドメインを持つ
ことを明らかにした。また、大腸菌で発現させた LOVド
メイン部分の蛋白質を用いて行ったスペクトル解析で
は、青色光が主な吸収波長であり FADが発色団として結
合していることが強く示唆され、この遺伝子の産物が高
等植物のフォトトロピンと同様の光化学的特徴を持つこ
とが明らかとなった。現在シロイヌナズナのフォトトロ
ピン欠損突然変異体でクラミドモナスのフォトトロピン
を発現させることを試みている。

3aK13 
クロレラのアミノ酸(グリシン)・アンモニア取り込み
の青色光制御

斉藤健司神谷明男1 (I帝京大・薬)

植物において窒素源の欠乏は重大なストレスである。
クロレラでは窒素化合物(硝酸・アンモニア・アミノ
酸)取り込みが外部の窒素源の有無により青色光で制御
される。窒素j原の利用に硝酸還元酵素(NR)は重要な位
置を占める。ク ロレラではアンモニアで培養するとNR
は消失する。そこでアミノ酸(グリシン)取り込みを青
色光、 NR存在、非存在下で検討した。
(1) NR存在条件(Growingcells)では、青色光によりグ
リシン (アンモニア)取り込みは阻害された。青色光は
NRを活性化させる。暗中で外部からのアンモニア、内
部でのアンモニア生成条件下ではともにグリシン(アン
モニア)取り込みは阻害された。従って、 NRが青色光
受容体となり、生成したアンモニアがグリシン取り込み
系を阻害すると考えられる。(2)NR非存在条件(Resting
cells)では、青色光によりグリシン取り込みは促進さ五
た。Restingcellsでは青色光による貯蔵デンプン分解・呼
吸の増大が起こる。暗中で外部からのヘキソース(グル
コース)添加はグリシン取り込み能を増大させることか
ら、この現象にデンプン分解を誘導する未知の青色光受
容体の関与が推測される。
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3aK14 
クロレラ、クラミドモナスで観察される青色光効果の
比較

神谷明男斉藤健司1 (I帝京大・薬)

Chlorella kessleri細胞は窒素源が欠乏すると、青色光
に恵妻荏"f京亡了1貯蔵デンプンの分解が増大し、数分後
に呼吸が促進され ATP合成が起こる(青色光呼吸)。こ
の反応は窒素化合物(硝酸・アミノ酸)取り込み輸送体
の合成を誘導することに利用されると考えられる。

窒素欠乏と青色光シグナルが関与する配偶子形成誘導
が、クラミドモナスなどで知られている。この作用スペ
クトルとクロレラの青色光呼吸のそれはよく似ている。
そこで我々はクロレラで認められた、青色光誘導生理現
象がクラミドモナスでも起こるか検討し、以下の結果を
得た。(1)窒素欠乏したクラミドモナスに青色光を照射
すると、貯蔵デンプンの分解が顕著に起こり、呼吸の著
しい増加が 10-15秒以内に起こることが認められた。こ
の呼吸増大はクロレラと同様に連続青色光が必要で、パ
ルス光では呼吸増大は持続しない。 (2)同じ細胞で青色
光によりメデイウムの顕著な酸性化現象が認められた。
(3)青色光によるアンモニア取り込み阻害が認められ

た。(4)クロレラで観察された硝酸取り込みにたいする
顕著な青色光制御は認められない。従って、クラミドモ
ナスで見いだされた青色光による呼吸増大は、窒素化合
物の輸送体合成よりむしろ、配偶子形成の初期反応の可
能性が考えられる。

3aL01 

シロイヌナズナの根における水分屈性関連遺伝子の
探索

亙E孟池田真理子中谷浩太郎小泉好司貴
家康尋坂田洋一 武長宏田中重雄1 (I東京農
大・応用生物)

現在までに生理学的な手法を用いた水分屈性の知見は
得られているが、水分濃度勾配の感知機構や情報伝達に
関する詳細な分子機構は未だ解明されていない。そこで
本研究では、分子レベルでの水分屈性機構の解明を目指
し、シロイヌナズナの水分屈性検定法を開発して、本法
を用いた変異体の選抜、ならび可こAFLP-basedmRNA fin-
gerprinting (AMF)法による水分屈性関連遺伝子の探索を
行った。

変異体の選抜には、重イオンピーム(I2C5+)を照射した
種子とT-DNAタグラインの種子を用いた。これまでに重
イオンビームを照射したM2種子、約2∞∞粒、ならびに
T-DNAタグライン種子、 4860粒から2系統の変異体の候
補を得ている。現在、候補株についてその遺伝性ならび
に表現型解析を行っている。

また、湿度勾配の有無により水分屈性を示した野生株
と水分応答を示さなかった野生株から調製したcDNAを
用いてAMFを行った。水分応答時に特異的な発現を示す
バンドは、ノザンプロ ット解析により再現性を確認し、
配列を決定した。その結果、細胞伸長に関わるペクチン
メチルエステラーゼや脂肪酸代謝に関わるアシルCoAオ
キシダーゼなどが同定され、水分屈性の屈曲応答時への
関与が示唆された。現在、配列の決定された遺伝子につ
いて、水分屈性との関わりを検討している。



3aL02 

シロイヌナズナおよびハツカダイコンにおける根の

水分屈性とコルメラ細胞のデンプン消化

山 崎 裕 高 橋 信 行 東 谷篤 志 高 橋 秀 幸1 (1東北大

院・生命科学)

われわれは重力屈性を欠損した突然変異体、クリノス
タット、さらに宇宙環境を利用した実験から、重力屈性
を低下させる条件では、根が水分勾配に応答して水分屈
性を顕著に発現することを明らかにしてきた。今回、シ
ロイヌナズナおよびハツカダイコンの根の水分屈性実験
系を確立して解析した結果、それらの水分屈性は、刺激
開始から30分以内に発現し、これまで用いてきたエンド
ウ、 トウモロコシ、キュウリの根に比較して、はるかに
鋭敏な応答であることがわかった。さらに、これらの根
では、水分勾配処理の開始から30分以内にはコルメラ細
胞中のデンプンが減少し、水分屈性による屈曲が約20度
から約90度に発達する1時間から8時間までに、処理前の
10-20%のデンプン量になることを発見した。このコル
メラ細胞のデンプン消化は浸透圧ストレスによっても誘
導された。また、これら水分勾配処理を行った根の重力
屈性は、デンプン合成能を欠損したpgml-l突然変異体の
根と同様に顕著に低下した。以上の結果から、これらの
根が顕著な水分屈性を示すのは、重力受容に機能するア
ミロプラストのデンプン消化が重力感受性を低下させる
ためであることが示された。水ストレスによるデンプン
消化の仕組みは不明であるが、コルメラ細胞が、環境条
件によ って重力感受性を積極的に低下させて水分屈性を
発現させるための統御機構をもつものと考えられる。

3aL03 
Cloning and characterization of a wat巴rchannel gene from 

a thermophilic archaeon， Methanothermobacter marbur-
genese. 

Xiaodong Dingl， David Kozono2， Peter Agre2， Yoshichika 

Kitagawa1 (lInstitute of Bio肌 hnology，Akita Prefectural 

University， 0伊 ta，Akita 010-0044， Japan， 2Department of 

Biological Chernis仕y，Johns Hopkins University， School of 

Medicine， 725N Wolfe St， Baltimore， MD 21205， USA) 

A water channel gene was rapidly cloned仕'oman archaeon， 
Methanothermobacter marburgenese genome using single 
primer PCR strategy. The deduced arnino acids sequence con-
tained two highly conservative motif旨， NPA， which were pro-
posed to form an“hourglass" model of water channel proteins 
to mediate白崎町ansferof water across biomembranes. The 
紅ninoacid sequence contained six 卯 tativemembrane-span-
ning， tilted helical domains. The ORF of the gene was cloned 
into protein expression vector and the overexpressed pro匂in
wasp凡lrified台'omE. coli membrane pellet. The protein， AqpM， 
showed a linear relationship betw巴enthe app訂 entmolecular 
mass and the acrylarnide concentration， with the higher molec-
ular mass band exhibiting faster mobility in the gels of lower 
polymer content. AqpM possessed a vぽystable tetramer s廿uc-
tur芭.Dissociation of出etetramer appeared in血esolution of 
strong hydrophilic reducing agent， ethanedithiol， with出econ-
centration up to 1 M. AqpM was reconstituted into proteolipo-
some and白川!water and C02 permeability was deterrnined on 
stopped-flow device. 
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3aL04 
イネ幼苗の低温感受性の日周変動と根の水チャンネ
ル遺伝子発現との関係

桜井(石川)淳子ヘ山口知哉¥中山克大¥小池説
夫1 (1東北農業研究センター)

イネ幼苗は低温感受性の日周変動を示し、 1日の中で
も夜明けに最も低温に弱く、日没時に最も強い。そのメ
カニズムについて、演者らは以前に低温による根の吸水
機能低下が関与している可能性を示した。今回は吸水機
能の変化を遺伝子レベルから明らかにするために、吸水
に関与する膜タンパク質・水チャンネルの遺伝子発現最
の変動を解析したので報告する。

人工気象室にて生育させたイネの根の水チャンネル遺
伝子発現量は日周変動を示したが、低温感受性の日周変
動のリズムとは一致しなかった。次に、低温に最も弱い
暗期終了時あるいは低温に最も強い明期終了時から4"C
の低温処理を行ったところ、両者とも根の水チャンネル
遺伝子発現量は激減したが、その後常温に戻したとこ
ろ、明期終了時から低温処理した苗は短時間で発現量が
増加したのに対し、暗期終了時から処理した苗では発現
量の回復が遅れた。演者らは以前に根からの吸水量の指
標となる溢泌液量についても同様の解析を行い、時期終
了時から低温処理した苗は常温に戻しでも溢泌液量を回
復できないことを報告した。以上の結果から、低温処理
前の吸水機能の差ではなく、処理後に吸水機能を回復で
きるか否かによって低温感受性の日周変動が生じている
ことが示唆された。

3aL05 
エアプラント (Tillandsiaionantha)は、空気中の水分を
吸収できるか?

野 平 英 樹 九 大 類 太 郎 青 木 亜 祐 美 石 川 幸 奈 小
泉 好 司 資 家 康 尋 坂 田 洋 一 武 長 宏 田 中 重 雄l

(1東京農大・応用生物)

着生植物であるTillandsiaionantha Iま、植物にとって重
要な吸水器官である根が本来の機能を果たさず、葉部か
ら吸水を行っている。また、極めて乾燥に強い特性を有
するとされている。そこで、本植物の耐乾性機構の解明
を目指し、以下の実験を行った。

乾燥耐性を検証するため、水や肥料を与えず長期にわ
たり観察した結果、 50日経過後も生体重は15%減少する
ものの外観上の変化は認められなかった。この理由とし
て、(1)空気中水分の吸収機構の存在、 (2)生体内水分
の保持・再利用系の発達などが考えられるので、空気中
水分の吸収機構に着目し、次の解析を行った。

気体の水の吸収能を測定するため、 3H20を気化させた
密閉容器中に葉を一定時間入れ、葉表面の鱗片上に付着
している3H，Oを水洗により除いた後、葉の放射活性を測
定した。そめ結果、生体内への水(気体)の取り込みが
確認された。しかし、この取り込みが生物的吸収による
ものであるか明確でないため、低温 (4"C)条件下でも
同様に実験を行ったところ、生体内への取り込みが室温
(24"C )よりも増加した。そこで、 3日間にわたり低温

処理を行い、水(気体)の取り込みを経時的に調べたと
ころ、低温処理1時間後に取り込み量が室温の場合の約
20倍となり、その後減少することが判明した。以上の結
果は、生物的吸収の可能性を示唆しており、現在さらな
る検証を行っている。



3aL06 
プロトプラストを用いた植物細胞水透過率測定手法
の開発

村井麻理桑形恒男2 (1東北農業研究センタ農
業環境技術研究所)

植物の吸水ー蒸散調節機能や組織の保水機能を水チャ
ネルの発現・機能の視点から解明するためには、植物体
内の水輸送経路における各種組織細胞の水透過率を正確
に把握する必要がある。本研究では、それらの組織から
単離したプロトプラストを用いて、細胞の水透過率を高
精度で測定する手法を開発した。プロトプラストの水透
過率は、細胞内外の浸透圧差に依存した細胞の膨張収縮
速度から求めることができ、ダイコン根の皮層細胞で
は、水透過率を従来よりも高精度で決定することができ
た。

成熟した植物細胞では、細胞膜とその内側の液胞膜に
それぞれ細胞膜型・液胞膜型の水チャネルが発現し、水
透過に支配的な役割を果たしている。一般的に液胞膜の
水透過性は細胞膜に比べて高いと言われているが、本手
法で得られた細胞水透過率には細胞膜と液胞膜の水透過
性の両方の効果が含まれている。そこで理論的考察に
よって、プロトプラストの膨張、収縮速度の非対称性か
ら細胞膜と液胞膜の水透過率を分離評価する可能性につ
いても検討した。

3aL07 
シロイヌナズナのエタノール高感受性変異gekolの解
析

藤重直子西村宜之井内聖篠崎一雄九平山隆
志1，2 (1横浜市大院・総合理学理研・植物分手才一一

高等植物シロイヌナズナから劣性のエタノール高感受
性変異を分離し、 geko-l(gekI)と名付けた。 gekl変異株
は、 0，03%のエタノール含有培地上では発芽ができず、
生育も阻害される。この発芽阻害はMeOH，PrOH， BuOH， 
DMSOそれにABAでは見られず、エタノール特異的であ
ると考えられる。タバコのADH欠損変異株がエタノール
抵抗性を示すという報告があることから、 ek1変異は
ADHの活性が上昇した変異ではないかと予想し、 ADH
のmRNA量およびADHの活性を調べたが、野生株との顕
著な差違は認められなかった。一方、シロイヌナズナの
adh変異株との交配実験や、 ADH阻害剤を用いた実験か
ら、 gekl変異株の表現型はADHに依存していることが判
明した。以上の結果からGEKIはacetaldehydeの分解に関
わっていると考えられる。GEKI遺伝子の機能を詳しく
調べるためにマッピングにより遺伝子の同定を行った。
GEKI遺伝子は新規の遺伝子で、予想される産物には機
能が予測できるようなモチーフは存在しなかった。相向
性検索の結果、興味深いことに、 GEK1類似遺伝子は、
古細菌と植物しか持っていないことが示された。エタ
ノール発酵の中でのGEK1の役割と、この遺伝子が古細
菌と植物にのみ保存された意義について考察したい。
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3aL08 
シロイヌナズナgalactinolsynthase 遺伝子群の環境スト

レス条件での発現および機能解析

太治輝昭1，2 大住千栄子九関原明井内聖篠崎和

子へ篠崎一雄1，2 (1理研・植物分子筑波大・生物科

学味の素・中央研農水省・国際農研・生物資源)

raffinose fam均 oligosaccharides，RFOは種子の乾燥過程
に蓄積することから、種子の乾燥過程に適合溶質として
機能することが示唆されるが、植物体におけるRFOと水
ストレス耐性の関係は不明である。

植物体に水ストレスを与えたところ、 ga1actino1，raffi-
noseの蓄積が認められ、植物体の乾燥耐性にもRFOが関
与することが示唆された。そこでRFO合成の鍵酵素であ
るga1antinesynthase遺伝子、 AtGolSをシロイヌナズナより
同定し、 3種の水ストレス応答性遺伝子、 AtGolS，2，3を
単離した。次にgalactinolsynthase遺伝子の個体レベルで
の機能を調べるために、 AtGolS過剰発現植物を作成し
た。得られたトランスジェニックキ直物のうち、 AtGoIS2
を導入した植物が野生型の植物に対して非常に高い発現
量、および、ga1actinol，raffmose含量を示した。そこで、野
生型とAtGoIS2過剰発現植物を乾燥耐性試験した結果、
野生型に対して、 AtGoIS2過剰発現植物は顕著に乾燥耐
性が向上していた。また野生型とAtGoIS2過剰j発現植物
を用いてマイクロアレイ解析を行ったところ、有意に発
現量に差のある遺伝子が存在せず、 ga1actinol，raffinoseが
シグナル伝達分子としてではなく、適合溶質として機能
し、植物に乾燥耐性を付与することが示唆された。現在
AtGolS遺伝子の組織別で、の発現を解析しておりそれにつ
いても報告する。

3aL09 
ミズワラビの栄養葉に多量に存在する 17-kDa蛋白の

性質

井上弘山口真弘蒲池浩之浅水哲也2 (1富山

大・理富山県薬事研)

シダ植物の一種であるミズワラピは，栽培時にポリ袋
で覆うなどして高湿度条件に保たれているときは，幅広
い栄養葉を維持する傾向にあるが，乾燥状態になると細
い胞子葉が多くなる。これら2つの状態の葉の蛋白質を
SDS-PAGEで比較すると， 17-kDa蛋白が栄養葉で多いこ
とがわかった。栄養葉は非常に水分含量が高い状態で生
存しているので，この17-kDa蛋白は，水分が多いときの
細胞構造を安定化するのに関係している可能性が予想で
きる。

この 17一回a蛋白の性質・機能を明らかにすることを
最終目標とする研究の最初のステップとして，今回，こ
の蛋白のアミノ酸配列を明らかにすることを目的とする
研究を行った。

ミズワラピの栄養葉の水溶性蛋白画分を，硫安分画，
ゲルi慮過HPLC，逆相HPLCで完全に精製した。この蛋白
質の等電点は6，6であった。それをV8プロテアーゼで断
片化したものを，島津PPSQ-23プロテインシーケンサで
N末端アミノ酸配列を分析した。得られた情報をもと
に， PCRで， 全アミノ酸配列の解析を目指している。現
在までのところ，全アミノ酸配列のうち， N末端の92ア
ミノ酸の配列が明らかになった。 N末端はメチオニンで
はないので，この蛋白質はオルガネラに局在するもので
あることが窺われる。また，遺伝子データベースによる
検索では，これと相向性のあるものは出ないので，新し
い蛋白質である可能性が高い。



3aLlO 
Synechocystis sp. PCC6803・slr1588欠損株の性質

平野昌行岡田克彦宮治真紀子坂庭真悟都
筑幹夫1 (I東京薬科大・生命科学)

Synechocystis sp. PCC6803は水ストレスに対して、 K+
の取込み、適合溶質(主にグルコシルグリセロール)の
細胞内蓄積等の増加が知られている。今回、高浸透庄応
答の遺伝子の発現調節を調べるために、 slr1588欠損株を
作製した。 slr1588は二成分制御系の resonseregulatorと
相向性の高い ORFであり、二成分制御系はSynechocystis
PCC6803には数十存在する。 slr1588欠損株が高浸透圧
に感受性を示したことから、 slr1588は高浸透圧応答に関
わる responseregulatorであると推測される。高浸透圧条
件はNaClまたはソルピトールを培地に添加することで
与えた。

NaClを用いた高浸透圧条件(ー 1M)下では、 wildtype 
と欠損株は同様の成長曲線を示した。ソルピトールを用
いた高浸透圧条件(ー 0.5M)下では、 wildtypeは培地中
のソルピトール濃度 O.5M まで増殖速度に違いが見られ
ないが、欠損株はソルピトール 0.5Mにおいて増殖を示
さなかった。しかし、欠損株培養液に NaClを0.5M ソ
ルピトールと同時に添加することによって、増殖を示し
た。

s1r1588 は高浸透圧に対する適応メカニズムの一つを
調節していて、 NaClによっても影響を受けることが明
らかになった。

3aLll 
酢酸添加によるクラミドモナスの高CO2誘導性タンパ
ク質H43の誘導調節

渡辺理子福i畢秀哉白岩善博3 (I筑波大院・生命
環境京大院 ・生命筑波大 ・生物)

クラミドモナスは高CO今条件下でペリプラズムタンパ
ク質H43を誘導する。今回;このH43タンパク質が低CO2

条件下で酢酸の添加によっても誘導されることを確認し
た。したがって，[1，(2)]14C-Acetateを基質として与え，細
胞による酢酸の取込み，代謝およびCO2生成パターンと
H43の誘導との関連について解析した。 H43の誘導は，
暗条件下および弱光条件下で見られたが，強光条件下で
は見られなかった。この時，細胞画分に蓄積された溶存
無機炭素量は，強光条件および暗条件共に46時間後に最
大となった。また，暗条件下における細胞懸濁液からの
14COヲ放出量は明条件下におけるそれの約3倍に達した。
また- 14COoの放出速度と呼吸速度の変化パターンはよ
く一致したL呼吸変異株dum-lにおいては呼吸活性の増
大は見られずH43の誘導は殆ど見られなかった。また，
dum-lでは3%COヲ，強光条件下でH43を誘導した。以上
の結果 より，酢酸分子そのものでは無く ，酢酸代謝に
よって生じるCOo1J泊 43の誘導に関与していることが証
明された。また，酢酸存在下では強光条件がH43の誘導
を抑制していることも示された。
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3aL12 
ラン藻SynechococcusSp. PCC 7942の転写因子SmtBに
よる遺伝子発現調節機構の解析

若松美紀森田勇人林秀則1 (I愛媛大院・理工・
砺貰冨プ愛媛大学遺伝子実験施設)

ラン藻Synechococcussp. PCC 7942の転写因子SmtBは、
メタロチオネイン様タンパク質SmtAをコードするsmtA
遺伝子の転写を抑制するリプレッサーである。SmtBが亜
鉛イオンと結合すると、 smtA遺伝子のオペレーター/プロ
モーター領域から解離し、 smtA遺伝子の転写が誘導され
る。このオペレーター/プロモーター領域には、 SmtBの
認識する自己相補的配列が2箇所存在し、それぞれ6塩基
からなるリンカー配列を含んでいる。本研究では、 SmtB
の塩基配列認識機構を解明することを目的として、それ
ぞれの自己相補的配列を含む塩基配列 (Bbslおよび
Bbs2) に対するSmtBの親和性および形成されるタンパ
ク質-DNA複合体の構造の相違をgelretardation assayによ
り解析した。その結果、 BbslとBbs2では、 SmtBと形成
されるタンパク質-DNA複合体の種類に相違がみられ、
この相違はそれぞれのリンカー配列の相違と、直列反復
配列の有無が関係していることを明らかにした。また、
双方の配列に対するタンパク質ー DNA複合体の形成は生
理条件下と同等の4μMの亜鉛イオ ン存在下で阻害され
ることを示した。

3aL13 
Ornithine arninotransferase遺伝子の土壌細菌 (Bacillω
coagulans)からのクローニングと植物の持つホモログ
の解析

Vijay Yadav1， Mohamed Koronfee，庄亙皇聖王2 (Iラ
ジャスタン農大国際農研 ・沖縄)

耐塩性土壌細菌(Bacilluscoagulans)は6%NaClを含む
LB培地上で生育が可能で、、細胞内に多量のプロリ ンを
蓄積することが分かっている。

そこで B.coagulansのゲノムライプラリーを ZAP
express vectorと、 E.coli XLOLRを用いて4%NaClを含む
LB培地上で選抜した。選抜したクローンは3.8kbのイ ン
サートを含んでいた。この形質転換耐塩性XLOLRは細
胞内プロリン量がコントロールと比較して増加してい
た。また、このプラスミドをE.coli DH5α に再導入した
ところ形質転換体はやはり NaCl耐性を示した。

クローニ ングした DNA断片を シークエンスしたとこ
ろ、 3個のORFを含んでおり、その内2個のO貯はorni-
thine aminotransferase遺伝子と高いホモロジーを示した。
Ornithine aminotransferaseはオルニチンからグルタミン酸
又はプロリンを合成する生合成経路に関わる酵素として
知られている。形質転換体のプロリン量はコントロール
と比較して増加していることが確認された。

現在ornithineamino甘ansferase遺伝子の植物の持つホモ
ログの発現解析を行っている。



3aOOl 
シロイヌナズナの内在性RNA依存RNA合成酵素の解
析
村井 祐 介 福 原 敏 行1 (1東京農工大・農)

近年、形質転換植物において外来遺伝子が期待通り発
現しないという現象が発見され、ジーンサイレンシング
と呼ばれている。ジーンサイレンシングには内在性RNA
依存RNA合成酵素 (RdRp)が必要であることが知られて
おり、相向性検索からシロイヌナスナには6つのRdRp
homologueがあることが分かった。その内の1つをRDPl
と名づけ、以後の解析を行った。

RT-PCR によって RDPlcDNA をクローニングし、
mRNAの発現を確認した。パターンの違う複数のcDNA
クローンが得られたことからRDPlはオルタナティブス
プライシングを起こしていると考えられた。次にPCRに
よりゲノムDNAからRDPl遺伝子をクローニングし35Sプ
ロモーターと結合したコンストラクトを作製した。アグ
ロパクテリウムによ ってこれをシロイヌナズナ植物体に
導入し、過剰発現株を4系統作製した。RDPl過剰発現株
と野性株からcrudeextractを調製し、 RdRp活性測定を
行ったところ、 RDPlは20nt程度のsma11RNAを合成する
ことができるという結果が得られた。ノーザン解析に
よって、 RDP1 mRNAの発現は植物組織において根で最
も高いことが分かった。またCMV感染個体で発現が上昇
することを確認した。今後はRDPlのジーンサイレンシ
ングやウイルス防御機構における機能をさ らに解析して
いきたい。

3a002 

リンドウ由来の翻訳阻害タンパク質遺伝子(GtTIP)の

単離とその抗ウイルス活性

木場章範1，2 西原昌 宏 中 塚 貴 司 塚 谷 延 枝 鈴木

一実 山村三郎1 (1高知大・農 2 (財)岩手生工研)

岩手県のリンドウ栽培においてはウイルス病が重要病
害のーっとなっており、ウイルス病抵抗性品種母本の作
出が求められている。現在、抗ウイルス活性を示すタ ン
パク質にはRNaseやリボゾーム不活化タンパク質等が知
られている。今回、動物細胞で報告されている翻訳阻害
タンパク質問P(過塩素酸可溶タンパク質)のホモログ
(GtTlP)をリンドウか らRT-PCRにより単離し、解析を
行った。 GtTlPIま188アミノ酸残基からなるタンパク質を
コー ドしており、アミノ酸レベルでヒトおよびラットの
PSPと53%の相向性を示し、共通保存配列 (UPF0076)
を有していた。サザン解析の結果、 GtTIPはゲノム内に
3コピー以上存在した。また、ノザン解析の結果、 GtTIP

の発現は茎、根、葉の}IJ買に高かった。大腸菌で発現、精
製したGtTIP (rGtTIP)はRNase活性、転写阻害活性は
示さないが、顕著な翻訳阻害活性を示した。さらに、
rGtTIPをトマトモザイ クウイルス (ToMV)と混合し、
タバコ (サムソンNN)に接種したところrGtTIPの濃度依
存的に壊死斑の形成数が減少した。 GtTIP をタバコ
(SRI)に導入したところToMVの病徴発現/全身への

移行が遅延される複数の形質転換体が得られた。以上の
結果からGtTlP'ま抗ウイルス活性を有し、ウイルス病抵
抗性植物の作出に有用な遺伝子であることが示唆され
た。
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3a003 
BY-2キチナーゼ (TBC-I1)遺伝子のクローニング

新屋友規斉藤美佳子松岡英明1 (1東京農工大・
工・生命工)

タバコ培養細胞BY-2は、植物病原菌Altemariaalter-
nataの培養上清を加えることにより、細胞内外に複数の
キチナーゼアイソザイムを誘導する。これまでに、細胞
内のBY-2キチナーゼ (TBC-I1ム3)の内、 TBC-I1を単
離し、 N末端アミノ酸配列を22残基決定しており、この
配列は、 Arabidopsisthaliana由来2-cysperoxiredoxinと高
い相向性を示すことを明らかにしている。

そこで本研究では、この配列を元にプライマーをデザ
インしRT-PCR、nestedPCR法により TBC-I1cDNAのク
ローニングを行った。その結果、 723bpのcDNA配列を決
定することができ、その内部555bpの配列はN末端アミノ
酸配列を含んでいたため、 ORFの一部と推定された。ま
た、相向性検索の結果、全長にわたってA. thaliana、
Phaseolus vulgaris、Spinaciaoleracea由来の2-cysperoxire-
doxinとそれぞれ80%以上の高い相向性を示し、既知のキ
チナーゼとの相向性は見られなかった。現在、 5'RACE
法により、 TBC-I1cDNAの配列が未知な5'側のシークエ
ンス解析を行っている。

3a004 

タバコ熱ショ ックタンパク質問 (HSP90)は過敏感細

胞死に先行してその量が減少する

安藤裕子瀬尾茂美光原一朗1，2 大橋祐子1，2

(lJST . CREST， 2農業生物資源研・分子遺伝部)

感染に伴う過敏感反応 (HR)の機構を調べる中で、
我々は葉緑体に局在するATP依存性プロテアーゼNtFtsH
がそのmRNAおよびタンパク質レベルでタバコモザイク
ウイルス (TMV)による過敏感細胞死に先行して著しく
減少し、このことが葉緑体の機能低下、ひいてはHRを
加速することを明らかにした (Seoet a1， 2000)。今回、
我々はNtFtsHと同様に過敏感細胞死に先だってその転写
産物が減少する遺伝子として、熱ショックタンパク質問
(Hsp90)ファミリー遺伝子のタバコホモロ グ(DSJ)を単
離した。 Hsp90は高温などのストレス環境下で分子シャ
ペロンとして働くのみならず、平常の環境下でも相当量
蓄積し、種々のタンパク質と結合してその機能調節を
行っているとされているが、植物での機能についての知
見はほとんどない。DSlは20-25'Cで構成的に発現してお
り、 45'C、 l時間の処理で若干発現誘導を受けた。一
方、 DSlと相向性を有するいくつかのタバコHsp90ホモ
ログを単離しその特性を調べたところ、構成的発現はし
ていないが、高温で強く誘導されるものが含まれてい
た。DSlとは異なり、この遺伝子の転写産物はTMV感染
による壊死斑形成の過程で変動しなかった。現在、 DSl

のHRへの関与をより詳細に調べるためにアンチセンス
遺伝子などを導入した組換えタバコを作成し解析を行っ
ている。



3a005 
根こぶ病菌の感染初期反応の解析-PAL活性と細胞内
Ca2+の役割ー

高橋秀行瀧田和男 三ツ井敏明郷秀隆1 (1新潟
天百で百7

アブラナ科植物に寄生する根こぶ病菌は土壊伝染性
で、連作地域では重大な被害が発生している。本菌に対
する抵抗性反応の解明を目的に、抵抗性品種のカブ緩か
ら誘導したカルスを用い抵抗性反応の指標となるPAL活
性と、抵抗性反応の誘導シグナルに深く関与すると考え
られるカルシウム (Ca)量の変動を調査した。休眠胞子
をカルスに与えると20時間自にPAL活性が一過的に上昇
し、抵抗性にPALが関与していることが示唆された。更
に、上昇に先立ち細胞内Ca量が増加し、 PAL活性の上昇
に対するCa量の関与が示された。Caフリー培地で生育し
たカルスでは胞子の接種でPAL活性は上昇しないが、外
部からCaを与えると上昇が回復した。更にEGTA、vera-
parni1によ って細胞外Ca2+の取り込みを阻害するとpι活
性の上昇が著しく阻害された。しかし細胞内Ca2+ストア
に関与するCa2+チャネルの阻害剤やPLC阻害剤では阻害
はみられなかった。これらの結果から、本菌によって引
き起こされるPALの活性化には細胞外のCa2+の取り込み
が必須で丸、細胞内Ca2+ストアは関与していないと考えら
れた。更にW7処理によっても活性上昇の顕著な阻害が
みられ、 Pi屯L活性上昇にカルモジュリンの関与が示唆さ
れた。

3a006 

活性酸素消去系酵素遺伝子を導入した形質転換ナス
におけるキュウリモザイクウイルスに対する反応

竹本哲行¥小坂能尚森田重人lペ増村威宏1久田
中園介1.2 (1京都府農資センター京都府大・農・生

資化)

植物ではウイルスなど病原体感染時の初期応答に際
し、活性酸素種が細胞死やシグナル伝達など植物体の防
御反応において重要な役割を担っていると考えられてい
る。O2

ーやH202などの活性酸素種と病害に対する反応と
の関係について明らかにするために、活性酸素消去系酵
素であるスーパーオキシドディスムターゼ (SOD)、アス
コルピン酸ペルオキシダーゼ (APX)の遺伝子をそれぞ
れ導入したナスの形質転換体において、キュウリモザイ
クウイルス (CMV)に対する応答について解析した。

各形質転換体からそれぞれ導入遺伝子の過剰発現系統
と発現抑制系統とを選抜し、 T1個体を実験に供試した。
今回用いたCMV-Y系統は非形質転換ナスにおいて、接
種葉に過敏感細胞死とみられるえそ斑点を生じ、低い頻
度で全身感染する。これを上記形質転換ナスに接種し
て、接種葉におけるえそ斑点とその上位葉での病徴発現
を調べた。その結果、 SOD過剰発現系統ではえそ斑点が
減少して全身感染が助長される傾向にあったのに対し、
SOD発現抑制系統ではえそ斑点数が増加し、全身感染は
抑制される傾向が認められた。一方、 APX発現抑制系統
ではえそ斑点数が増加したものの、ウイルスの上位業へ
の移行は促進される傾向が認められた。

以上の結果から、 O2
がウイルスに対する防御応答シ

グナルとして強く関与していることが示唆された。
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3a007 
翻訳開始因子遺伝子の変異によるキュウリモザイク

ウイルス移行タンパク質の翻訳阻害

錦織雅樹吉井基泰富田賀代小塚玲子内藤

哲石川雅之1 (1北大・院農)

植物ウイルスの増殖に関与する宿主因子を遺伝学的に
同定するため、キュウリモザイクウイルス (CMV)の植
物体内での増殖が遅れる二種類のシロイヌナズナ変異株
を単離した。これら変異株のプロトプラストでは、 CMV

RNAは正常に複製し、ウイルス複製タンパク質、外被タ
ンパク質 (Cp) もほぼ正常に蓄積したが、細胞間移行タ
ンパク質 (MP)の蓄積のみが特異的に減少した。ポジ
ショナルクローニングの結果、それぞれの原因遺伝子は
翻訳開始因子でmRNAの5'末端のキャ ップ構造に集合す
るeIF4Fの構成要素で、あるeIF4EとeIF4Gをコードするこ
とが明らかにな った。この変異株特異的なMPの蓄積低
下が、翻訳効率低下によるものかMPの不安定化による
ものかを調べるため、レポーター遺伝子1uc+にMPあるい
はCPの5・非翻訳領域 (UTR) と3'UTRを種々の組み合わ
せで連結したmRNAを作製し、野生型株および変異株の
プロトプラストに導入し、 1uc活性から翻訳効率を測定し
た。その結果、mRNAがより強固な二次構造をとると予
測されるMP5'UTRをもっとき、およひ、，fP，CPの3'UTR
をもっときに翻訳効率が変異により低下すること、この
5'UTRと3'UTRの効果は相加的に働くことが明らかに
なった。つまり、 MPの翻訳はeIF4Fに大きく依存してお
り、 eIFis04Fのみで、は効率よく起こらない可能性が示唆
された。

3a008 
動物細胞を用いたアグロパクテリウム6b遺伝子の機
能解析

山根由裕北倉左恵子寺倉伸治藤田知道三畦
地洋子上野宜久我彦広悦九石崎寛治へ町田泰
則1 (1名大院・理基生研秋田県大 ・生工研愛
知県がんセンター研究所)

Agrobacterium tumefaciensのT-DNA上に存在する6b遺
伝子は、植物体にクラウンゴール腫蕩を形成する腫蕩形
成遺伝子である。6bタンパク質は、転写因子様タンパク
質と相互作用し核に移行すること、転写活性化能を有す
ることが当研究室において明らかにされている。このこ
とから6bタンパク質は細胞増殖に関わる遺伝子の転写を
活性化(あるいは不活性化)していると考えられる。しか
しながら、この分子機構を説明できるような6bタンパク
質の相E作用因子はこれまでに見つかっていない。そこ
で、これらの因子の探索をより幅広く行う目的で、動物
細胞を用いて6b遺伝子の機能解析を開始した。その第一
段階として、 6bタンパク質の転写活性化能について動物
細胞でも同様の効果があるかどうかについて調べた。転
写活性化能はトランジェントな発現系において、酵母の
GAL4転写因子のDNA結合ドメインと6bの融合タンパク
質がルシフ エラーゼレポーター遺伝子の発現量に与える
影響より測定した。その結果、 6b融合タンパク質は動物
細胞においても植物細胞と同程度の転写活性化能を有す
ること、 6bタンパク質のC末側に存在する酸性アミノ酸
領域が転写活性化能に必須であることが分かつた。この
結果は、植物細胞および酵母細胞における結果と一致す
るもので、転写活性化因子としての6bの機能は真核細胞
問で広く保存されていることを示している。



3a009 
イネの低リン環境に応答する遺伝子のマイクロアレ
イによる解析

和 崎 淳 米 谷 竜 馬黒田幸浩信濃卓郎矢崎潤
更τ譲 井文子真保佳納子山本公子坂田克
巳佐々木卓治岸本直己九菊池尚志大崎満l

(1北大院・農農業生物資源研究所)

植物は低リン環境に応答する機構を持つが、その詳細
は明らかとなっていない。本研究は網羅的に遺伝子の発
現を調査できるシステムであるcDNAマイクロアレイを
用いてイネ根における低リン環境に応答する遺伝子の発
現の変化を調査することを目的として実施した。水耕栽
培によってリン処理 (tP，-p) を施したイネの根から単
離した全RNAを試料としてマイクロアレイによる遺伝子
発現の解析を実施した。長期 (9日間)-P処理の方が短
期 (1日間)-P処理よりも、 tP処理に対して発現量の変
動した遺伝子が多かった。短期-P処理で発現が増加・減
少した遺伝子のうち、それぞれ80%・41%は長期-P処理
でも増加・減少していた。長期一P処理によって最も発現
量の増加した遺伝子は、機能未知の遺伝子OsPLI1であっ
た。-P処理によって発現量の増加した遺伝子には、高親
和性リン酸トランスポーターをはじめとした機能を推定
することのできる遺伝子が60%程度含まれていた。

3aOlO 
マイクロアレイにより単離されたリン欠乏イネの根
で特異的に誘導される新規遺伝子OsPI1の機能解析

信 濃卓郎米谷竜馬和崎淳大崎満1 (1北大院・
夏了一一

水耕栽培法を用いて低リンストレスをかけたイネ
(品種みちこがね)から得られたRNAとストレスのか

かっていない個体から得られたRNAを用いて、イネEST
クローンを対象としたマイクロアレイ法によってリン酸
ストレスに誘導されるクローンを検索した。リン酸トラ
ンスポーターなどの誘導がリン欠乏条件下で認められた
ほかに、リン欠乏条件下においてのみ著しく発現が誘導
される機能未知のESTクローンを得、これをOsPI1と命名
した。さらにこの発現解析をより正確に行うために定量
的RTPCR法を用いて確認を行った。OsPI1は分子量がお
よそ550-6∞残基と推定され、根で強く発現していた。
現在その機能について検討を行っている。
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譲原奈津 3aK07 。 2pH06 羅申 IpB03 渡辺明夫 lal07 

吉田滋樹 laHIO ラポルマドゥスダン 渡辺悦子 2plO8 

ーよー 。 laHll 2aL13 渡辺修一 2pN06 

楊小東 2pL09 吉田静夫 2a003 ランノfインイングリッド 渡辺大輔 2pG05 

横田明穂 laB08 吉田卓弘 laDlI lall2 渡土豊崇 2pK08 

イシ laB09 吉田智子 2aJ09 。 lall3 。 3a003 

イシ lpL1I 吉田均 IpHl3 渡辺正 2pA04 

。 2aA05 吉田洋之 3aJ03 渡辺修治 IpHll 

。 2aLl1 吉田真 laC12 李昆志 2pB09 渡辺正夫 laOl0 

。 3aB06 吉田賢右 laA12 李浄王監 3a012 渡辺正勝 3aK06 

。 3aG09 吉田みどり IplO4 イ〉 3a013 渡辺理子 3aL11 

横田明穏 3aG08 吉田祐子 2aH05 李文君 2pL09 渡辺正巳 3aF07 

横田悦雄 la005 吉武春樹 2pB06 力石早苗 IpG17 渡漣益美 2pN03 

。 IpGI6 吉次友昭 lalO2 劉進元 2pL09 渡辺弥生 2aBI2 

横田一成 IpKI5 吉野聖 2aJ03 劉恵存 2aBI4 渡漫弥生 laL04 

横田孝雄 2pH08 吉野道子 lall3 渡辺雄一郎 2aAI4 

。 2pH09 吉羽洋周 IpL15 一 れ 一 イシ 2plO2 

横山正 lpCII 吉原経太郎 2pAOl レピニエクロイック laDll 渡遷幸雄 3aF07 

横山峰幸 IpHll 吉原経太郎 2pA02 渡辺義文 laK02 

ク 2alOI 吉原静恵 3aK06 -わ 和田野晃 2pC04 

横山隆介 IpG05 吉原毅 la002 若井めぐみ 2pL03 我彦広悦 3a008 

横山隆亮 3aC07 吉原利一 2aAOI 若狭暁 IpC07 

吉秋斉 3aF04 イシ 2aNI4 ク 2aAll 

吉井基泰 S4-5 吉松孝宏 2pB06 若杉達也 laG08 
。 3a007 吉村和也 IpB09 若林和幸 IpGOl 

能岡智 lpBI3 イシ IpBIO 。 2aG05 

。 3aB03 。 2a008 イシ 2aG09 

吉岡藤治 2aBI0 吉本光希 3aF02 。 2pG02 

。 2aBJl 吉本尚子 laJ03 若松美紀 3aL12 

吉岡尚子 IpBI8 依田寛 3aF08 若見俊介 IpJ07 

吉岡博文 2aKI2 米倉邦明 laB09 若山正隆 2pB02 

。 2aKI3 米倉大造 lal03 和崎i享 IpL09 

吉岡泰 IpF09 米田英克 SI-17 イシ 3a009 

イシ 2aBII 米田基人 IpIl2 。 3aOlO 

吉川暁子 2aAII 米谷竜馬 3a009 鷲尾健司 2aOl0 

吉川彰 2aC05 イシ 3aOl0 鷲谷 ー根本節子 laJ06 

吉田邦人 S3-2 米村健 2aL05 和田啓 IpBlO 

吉田久美 lpJω 米山弘一 2pH08 和田敬四郎 IplO6 

。 3aJ08 米山忠克 laH06 和田拓治 laGl1 

吉田茂男 S6-6 イシ lpC07 イシ 2pF09 
。 S6-7 ク lpl15 和田元 IpBI5 

イシ IpF06 イシ 2pJ06 。 2alO6 

イシ IpH03 イシ 2pKOI イシ 2alll 

。 IpH06 イシ 2pK02 。 2aOl0 

イシ IpKIO 。 2pN06 。 2pA09 

。 2aHOI イシ 2pN07 イシ 2pC05 
。 2aH02 米山奈保 3aJII 和田雅人 3aGIO 

ク 2pH03 和田正三 3aK08 

イシ 2pH04 ら 。 3aKll 

イシ 2pH05 緩和容 la005 i度瀬雄介 2aB03 
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より使いやすく、よりコンパクトに、ワンランク上の性能を実現!
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lくCLP・1400nCT
￥744，000 
W1.366x0964xH1.96511111 

-E冨願爵E商事雪量圃

-温度 :+5-40"C 
・湿度・照明の昼夜2段切替可能

・光触媒(酸化チタン)で脱奥 ・抗菌

・防カピコート
. 3段照明棚付き (30Wx3灯)

※他サイズあり

TCR・唖雪P
￥1 ，550，000 (1坪)-

-・?1)-'../JlI-圏・・
.場所をとらす既般の部屋に容易に設置

.清浄度クラス 1.000-1 0.000 

・システムパネル梅造のため移段、増股

が容易

.高度な箱型塵 ・品質検査 ・製晶組立など

多用途に

・温度 :+20-35"C 
〈オプション〉工アシャワ一、パスボックス

※工事費別途

NC-350SC 
￥2，570，000 
W880 x 0806 x H 1 .875冊n

-・E彊E菌室・・・
-高照度

・実時間のプログラム制御
(温度 ・湿度・照度・ C02)

・温度 :+5-50"C 

・湿度 50-90% 
・照度・ 0-23.000Ix

.C02 : 0-3.000ppm 

.内容積 3901l 

※他サイズあり

I !!r'判品町長T明'.・・・
E・l' .1.-偽働削除叫喝 屯掴-

a議題泌 I ~a圃.， ~ ，dl司.-

MT・3
￥898，000 
W300 x 0400 x H230棚

BTH-P3・2NC
￥24，000，000 
本体IW2.000x 02.500 x H2.91 2棚

機械室IW3.600x 02.700 x H3.890nvn 

圃置置回目函幽霊童画盛田E
-温度:夏1+25-40"C

冬1+15-30"C 
・湿度 :55-75%

・排水・排気処理

※コンクυート基礎工事費等別途

※サイズ等ご要望に応じた設計可能

LH・30・8CT
￥2，180，000 
外寸IW1 .253 x 0602 x H 1 .865mm 

内寸(一室あたり)IW357 x 0283 x H295nrn 

E歯医圃.u:鑑・
-温度 ・+5-45"C

(+5-40"C、+1 0-45"Cの範囲)

・ 1台で8台分の働きをするインキュベータ

・小チャン}(-8室1<1:、完全個別に温度・

照度コントロール

・温度・照明の昼夜2段切嘗可能

.工アージャケット方式で、ソフトな冷却

l~'frr ~system[Bio & Clean研究設置・機器

株式会社日本医化器械製作所
E-mail: info@nihonika.co.jp 

棚0
 

3
 

2
 

H
 

O
似

加
担

r
A
F
D
 

司
自
『

d
x

u仲
田
沼

T
3
m
一

M
￥
w
 -匝E量gj1;軍週亘E置=旦・
.纏物賦料を前処理怒しで、生のまま薄く

均一な組織標本がつくれます

・研究の他、学生実習にも

申霊式料の大きさ ・・φ12mm

*霊式料の厚さ・・・・ーー0.01-0.7mm (MT-3) 

0.01-数 mm(MTH-1) 

-本 社/干550-0002大阪市西区江戸姻1丁目22番38号一一一一一-ft06毛443-0712側 FAX・06-6445-7641

・東 京 支 后/干183-0015東京都府中市清水ケ丘1丁目3番地B一一一一一-ft042・365-3245側 FAX:042-367-0382 
・札幌営業所/0011-786-7203間 FAX:011-786・7204 ・仙台出蛋所/信022・717・5831側 FAX:022-717-5837 

.っくば営業所/00298・55・7401(附 FAX:0298-55-7403 ・名古屋営業所/0052451・7922側 FAX:052451・7924

・領陣営業所/0092-611心530側 FAX:092-621・9268 ・工 場/00729・58-1919側 FAX・0729-56-1345

| 蹴 情 報 は ホ ー ム へ 一 党 問ください・ http://www.nihonika.co.jp



ストレスの植物生化学・分子生物学
熱帯性イモ類とその周辺

瓜谷部三編著 B5判・ 300頁・定価6090円(本体 5800円)

I序

II対象槌物と病傷害因子

IIIサツマイモの病傷害に伴う呼吸増加

JVサツマイモの傷害に伴うミトコンドリアなど細胞オルガネ

ラの形成と機檎

Vサツマイモ貯蔵タンパク質の構造，液胞局在化，および病

傷害に伴うその変動

VIサツマイモの病傷害に伴うポリフェノール類の生成・酸化

vnサツマイモの病傷害に伴うクマリン類の生成

VIIIサツマイモの病傷害に伴うリグニンの形成

IXサツマイモの病傷害に伴うフイトアレキシンの生成・変換

Xサツマイモの病傷害に伴うエチレンの生成

刃虫害におけるサツマイモの反応

XII病傷害に対する植物の応答と情報伝達

XIIIサツマイモにおける諸ストレス応答の遺伝子発現

氾V植物，特にサツマイモにおける細胞内・細胞間物質輸送の機構

xv熱帯性イモ類における低温傷害

XVI収穫後のキャッサパにおける特異的性質

xvn収穫後のタロイモにおける特異的性質

XVIIIサツマイモの交配育種

XIXサツマイモの遺伝子組換え育種

xx国際学術協力一イモ類研究の現状と課題

花性と生殖の分子生物学

日向康吉編著 A5判・ 290頁・定価6800円(本体6476円)

I雌雄の分化と受粉(概論)

1雌雄の分化と受粉

B核染色体へのアプローチ D雌雄の相互作用

5性染色体と雌雄性に関わる遺伝子

6減数分裂と花粉形成

12藻類雌雄聞のコミュニケーション

13 アブラナ科植物の自家不利合性

H生殖システムの遺伝的解剖(各諭)

A 器官分化

7配偶子の分化と核タンパク質

C雌ずいと雄ずいの成熟

14サツマイモ野生種の自家不和合性

15ニホンナシの自家不和合性

l花芽と花序の分化

2双子葉植物の花器官分化

3単子葉植物の花器官分化

8雌ずい・雄ずいの成熟に関わる遺伝子

9雄性不稔性

E妊発生

16双子葉植物の匪発生

17単子葉植物の目玉発生10花粉の分化と脱分化

4雌雄同株植物の雄花と雌花 11植物からみた花粉アレルゲン

呼吸と作物の生産性
J.S.Amthor著/信濃卓郎訳・及川武久監訳

A5判・ 250頁・定価 3990円(本体 3800円)

第 1章緒言

第 2章呼吸の機能的モデル

第 3章呼吸の生化学

第 4章呼吸の生理学

第 5章作物の生長呼吸と維持呼吸

第6章作物の呼吸と生長効率

第 7章ストレスと呼吸

第 8章呼吸と収量

第 9章要約

植物ホルモンと細胞の形
今関英雅・柴岡弘郎編花や葉の国有の形はどんな仕組みでで

きるのか.形態形成の過程を制御するホルモンの生合成や働き

に関する最新研究. A 4・200頁・定価 4893円(本体 4660円)

植物分子生理学入門
機田明穂編 分子生物学，生化学，生理学を一つの流れとし

てとらえ、様々な植物現象を分子レベルから生化学レベルにわ

たって解説する. B 5変・ 270頁・定価 4410円(本体 4200円)

茶の機能生体機能の新たな可能性

編集委員 ;村松敬一郎(代表)・小国伊太郎・伊勢村護・

杉山公男・山本(前回)万里

B 5判・上製・ 400頁・定価 7980円(本体 7600円)

1 茶の科学研 究小史

2 茶の種類と製造

3 茶の化学

4 茶 カテキンの体内吸収と代謝

5 茶カテキンの抗酸化作用

6 茶の疾病予防機能

7 茶の生活関連機能

8 茶の特殊成分の機能

9 茶の多用途利用

10 茶の生産・需要の動向

11 茶の機能研究の将来展望

植物ホルモンと私
戦後研究の国際的発展の中で
増田芳雄著 四六判・ 280頁・定価 2100円(本体 2000円)

キミ見てみんか
この素晴らしき植物の世界
柴岡弘郎著 四六判・ 250頁・定価 2100円(本体 2000円)

※詳しい目次は，ホームページでご 覧になれます。(http://www.jssp.co.jp/) 

〒113-0033東京都文京区本郷6-2-10 Te l.03-3814-200 1/ Fax. 03-3814-2002 
ホームページ http://www.jssp.co.jp/ E-mail ;info@jssp.co.jp 学会出版センター



バイオハザード対策(サンプルホルダー取舛し可能・オートクレープ滅菌可能)

.仕繊及び外観は、改良のため何の予告もなく変更する場合があります。
※別紙仕繊書をご移照下さい。サンプルの処理方法により各種機種を揃えておりますのでお問い合わせください。

-硬い組織(臓器・歯・骨・珊瑚・毘虫・木材チップ・穀物・種子・イネ生葉・クロレラ等)

から微生物まで市販のディスポーサフ'Jレチューブ‘内(密閉状態)で破砕可能!

サンプル聞のクロスコンタミネーションがありません。

・冷却破砕用ホルダー(O-5
0

Cで破砕可)も製作いたします。(微生物用)

・DNA.RNA.酵素・蛋白質・脂質・糖質の抽出に最適!

・一度に多検体の破砕が可能。 (2m.e:24-56本、12m.e:3-8本、50m.e:3-4本、
96ディーブウ工Jレ:2枚 <1.2m.e: 192本>等)

・サンプル量は2m.eのチューブ‘の他、O.5m.e-50m.e等までの市販のチューブ・

96ウヱルがホルダーに取付可能(オプション)。特殊チューブ、も製作可能。

-皮膚組織などかう微生物のDNA抽出・臓器などからウイルスのRNA抽出

・イネ生葉・米粒・麦芽かSDNA.RNA抽出(液体窒素による凍結破砕も可)

・ヒトがん組織・骨・歯か5のDNA.RNA蛋白抽出(薬理試験・科学捜査研究等)

・大腸菌からの活性ある830画分の抽出等(低温破砕ホルダー使用による)

・活性汚泥中の微生物からのDNA抽出(低温破砕ホルダー使用による)

・告種動物組織かうのプリオンタンパク質抽出(88E検査キットに対応)

製造発売元回安井器械株式会社
干534-0027大阪市都島区中野町 2-2 -13 TEL.06-6353-7291 (代表) FAX.06-6353-0217 E・mail:mb@yasuikikai.co.jp

干108-0014東京都港区芝5-9-12金沢ピル1階 TEL.03-5443-8489(代表) FAX.03-5443-6430 http://www.yasuikikai.co.jp 



べての研究者のトータルサポート

株式会社

株式会社 大熊は理化学分野での長年の経験と実績を積み重ね、国内外の優れ

た製品の普及に努め、研究者の皆様と共に未来へ進んでいくため安心してご利

用いただける環境の整備に取り組んでおります

本社 倉敷支庖 浄山営業所

〒70ト0165岡山市大内田 756番地 3 〒712-8044倉敷市東塚 6丁目 4番 51号 〒708-0842津山市河辺 1073-1

TEL (086) 293-217I(R) TEL (086) 455-8895(R) TEL (0868) 26-870 1 

FAX(086) 292-0830 FAX(086) 456-2057 FAX(0868) 26-8702 

E-MAIL:ookumaki@po.harenet.ne.jp E-MAIL:okuma@bronze.ocn.ne.jp E-MAIL:oku皿a-tlimx9.t iki. ne. jp 

l 植物生理学洋書案内/仰~叫ωdemic

Signal Transduction in Plan白:

Current Advances 
edited by S瓦Sopory，Ralf oe加 岨er 組 d S.c. 
Mah回wari
Dec.2∞1 Hard 34Opp. ISBNO・306-46671・6 ￥23，730

百出版)()kis出eproceedings of the白百tICGEB SympoSiUffi 
on Plant Si伊alTransduction， held 牛-6α::tobe巳1卯9，in 
New Delhi， India. 

Plant Cell Walls 
edited by Nichol部C.Carpi旬， MaIωbn CampbeU，組d
MaryTIemey 
Replカztedfrom PLANT MOLECULAR BIOLOGY， 4ス01-2
July 2001 Hard 348pp.ISBNO・7923-7179-8 ￥22，360

Principles ofPlant Nutrition， 5th Edition 
by Konrad Mengel， Em白tA. KiI愉Iy， Harald 
kω伊rten，叩d 百10m部Appe~
July 2001 Hard 864pp. ISBNO・7923・7150・X 桁 0，2∞
July 2001 Paper 864pp.ISBN1・4020・0∞8・1 ￥13，760

Plant Gene Silencing 
edited by M.A. Ma凶信組dA.J.M. Matzke 
Reprinted from PLANT MOLEC[圧ARBIOLOGY，
Nov. 2001 Hard 308pp.ISBNO・7923・6382-5￥21，500

Regulations of Photosynthesis 
edited by Eva・MariAro組dBe凶IAndersson， 
AD陥Nα'SIN PHOIDSl叩 HESlSAND RESPIR41ION 11 
Aug. 2001 Hard 64Opp. ISBNO・7923・6332-9￥44，720

表示の価格には消費税は含まれておりません。なお価格は為替の変動、原価の改定などにより予告なしに変更されること

がございます。予めご了承下さい。コンテンツ、入荷状況、割引等については本社販売促進部までお問い合わせ下さい。

討手
日本総代理腐株式会社ニュートリノ

海外学術出版物販売:書籍・雑誌・ソフトウエアマイクロフィルム・パックナンバー

本社:干182・0024東京都調布市布団 1-44-3高橋ビルTEL:0424・84・5550 FAX:0424・M・5556

e-mail: promotion@neutrino.co.jp h抗p://www.neutrino.co.jp/ 



人と人のふ仇あいを大切に、
明日の医療と研究への貢献を目指して・.. 

取扱品目

研究・分析試薬・理化学器機・体外診断薬

バイオ研究・遺伝子工学研究用試薬

TEL 086 (252) 5221 f-Mail: cmd@takatsuka.cojp 
FAX 086α62)5224 URL : http〆/www.takatsu陥.coJp

長三

• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 

株式会社力つニシ

(株)カワニシI~~医療・理科学に関わる

材料か§設備機器までをより深く、より広く、

総合的に支援致します。

本 社干700・8528岡山市今 1丁目4・31 TEL (086)241-1112 FAX (086)241・594
岡山支后干700・8528岡山市今 1丁目4・31 TEL (086)241・1112FAX (086)241-594 
広島支后 干730-0825広島市中区光商3丁目7・27 TEL (082)249・1121 FAX (082)249-506 
四 国 支 后 干791・2112伊予郡砥部町量光241・3 TEL (089)956・7008FAX (089)956・293



f青¥処理印¥
-〆4・・V〆4・・~，~/~・・'/4・・"/4・・"/4・・，/4・・"/4・圃"/4・・'/4・・"/~/~/41・・'/4・・"'...，/4圃・"，..."..11・・'/4・聞，./~/.，/../... ・圃"/4・・P"..."，.

フロッピーディスク・ MO・電子メールが印刷ヘ直結

中西印刷株式会社
取締役社長中西隆太郎

京都本社干602・8048京都市上京区下立売通
IJ'J 11東入ル西大路町146番地

teI.075-441-3155白x.075-441-3159
東京連絡所 tel.03・3861・7827fax.03・3864・6590
URL hUp://www.nacos.com/nakanishi 
E-mail info@nacos.com 
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滋悲

OXY~1U;，掻相専局ゐ酸素電極コントローラー
です。

コント口?を?にス;字ーラーが組込まれた構造

で、蹴容器b問、 r:J.N212、DW3と組み合わせら妥

呼吸による酸素吸収や光合成の測定じ使用しま

(液恒二塁ス相モニタリングシステム OXY-LAB 
消防戸 男子

OXY~LABは、液相とガス椙の両方が測

定できる、酸素電極コントローラーです。

液相用DW1'p..DW2恋 DW3と、ガス棺

用LD1/2、lD2I3と組み合わせて使いますo

.! !~H! OXY rlliA自の機能a

ふ .LED光源 (LH111RまたはLH36/，2R)を:長!

サンプルに照射する輝度、同協、時蘭

等ソプトで自動コントロールできます。

.温度センサーのQTP1のポートも用意引

しであり、温度も同時に記録できます。

三都道商株式会社
干151-0063 東京都渋谷区富ケ谷2-21-10 木島ビル

TEL: 03-5453-6501 FAX: 03-5453-6506 
http://www.kyolく|くo.com E-mail: info@kyoklくo.com


