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窒素は植物にと
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ィルなどの合成
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ナ

2×髄雛翻麓

この共役酵素

ンモニアが最初

対する親和力の

においては。駐騒霞

(Srivδstav&舞韮〔董

1992)◎

高等植物には、電

一つは還元型の

;肌i.4.7.玉)で

(醗畷一怨⑪盤

同様1識鱒躍依

いる(Sechiey

胞においても検

明されているも

 eもa1.,1984b;Suz組kieta1.,1987〉。

麗{麗餌は、緑

ことから、イネ

ており、その酵素

穰atoheもaL,19

未変性の磁一駐0

andTamura,198

されているが、イ
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a撮G認識,ig82)。

欝0⑳のポリペプ

硫ai.,玉器0)、

ーを含むフラボ

来の腿{麗健に対

疫化学的手法に

四84a;欝8葡;鶴

及び根に存在す

ダイズ、トウモロコ

また、腿一騰偽

(蕪at曲暴鍵Ta

ドに局在するこ

(想88)は抗トマ

細胞の葉緑体のス
また、当研究室

懸垂麗鍍が葉肉

示した。璽瞭竈

得られているに

がなかった。しか

露一§⑪駐鯉の全一

ai.(1992)は・

した。トウモロ

トランジット配

基の成熟体領域

ザンブロット分析

コピーであるこ

コシ腿{0雛丁の

と高いものであっ
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駐0縫写(Olivie

相同性を有し

チトクロムC還

また、以前から活

ことが報告されてい

艶i璽sgroveet

,節されていること

非緑色組織にお

が多量に存在す

異体を用いた硬

光呼吸の生ずる

る結果から、光

換過程で多量に

るものと結論さ

髄ilsgrovee‡

 吸系のモデルを腿g.2に示した。

賑賑一駐雛贋はマ

活性は極めて低く、

Fo紐砿etai.が

かった(藍就曲

マメ科植物の根

でいる。馳e勲

(甑膿一竈騒雛丁

に伴い活性が増

ァルファの根粒

に精製した貼畷

しかし、この抗

存在する黙畷{麗
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醸腿{0盤量の免疫

いては、同酵素

識し得る特異抗

も明確にされて

り葉では葉緑体に

 就al.,玉98i)存在す

,etai.(亜988)は

ン(臨f)で処理した

鬱纏縫丁活性に影

 した。

懸畷{麗餌の植

灘一駐麗餌を欠
は正常な生育を

吸以外の窒素代謝

副.,鴛89)。ま

アンモニア同化に重

また。璽就曲と

の緑化過程におい

栄養から葉緑体

 盤畷畷麗雌が窒素代謝に

ところで、イネ

の全耕地面積の

な穀物である。

様々な局面から

 “酸合成に関わる知見は世界の研

そこで、本研究

に先がけてその

するとともに、

 一7一
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た。そのため、

期のイネ培養細

したため(昼ay

ま『た。2,3で

 察した。

i。イネ培養細胞か

 2.イネ着生葉における難題一竈⑪

3.イネの登熟過程における賑躍瑠麗

本研究において

製に成功した。こ
盤腿一駐⑪雛餐は

更に、イネの若

の中心に位置す

 する結果を得た。

囎
.
l
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第一章イネ培養

警、

第一節緒言

鬱鬱雛丁は、玉

したイ6磁即紛8磁

19羅年には高等植

とエンドウ根

葉緑体中に見い

マト、トウモロ

も作製されてい

黙一霞簸儲置を高度

1990)。ig騒年

葉の露一器縫饗の

遺伝子レベルで

直接関与してい

精製標品の調製

でに皆無であ

)の酷灘一駐纏縫

化学的手法を用

びその特異抗体

,i982)、黄化

の非緑色組織

(勧toH就農i.

乳(勤殖枕h,19

部分精製標品

部分精製標品
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内における黙聡一

易いことなどが

溶性蛋白質の約

敵する。しかし

の黙躍一竈纏縫▽

と報告されて

ササニシキ種子

程の駐む霞餌活

ネ培養細胞ではイ

竈祭縫丁活性力欝

態纏縫丁の可溶

した。そこで斗

物体の盤躍一駐

めてのことであ

懸{麗鑓抗体を用

に解析するとと

で、黙瞳一霞麗

内の窒素代謝に

ち、解析対象と

 の汎用性についても検討した。

 踊手、.

.

.“-

 第二簸樗料及び方法

植物材料

イネ培養細胞

からカルス誘導し

20伽しの囎液体
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離
離
響
麟
雑
嚢

の連続光下、

鮮重として約19

精製材料には、

新鮮な培地へ移

精製以外の解析

た20伽L容の三

た。収穫した

体窒素にて瞬即時凍結し、使用する

イネ個体は。臨

水耕栽培した

身、葉鞘から未

素にて即時凍
 唱0℃で保存した。

ホウレンソウ
 柄部を除いたものを一25℃に保存して用いた。

 粗酵素液の調製

粗酵素液の調

変して行った

駐OG醒の安定

として麺遷躍

Tr覚onX護00

ネ培養細胞に

鉢磨砕した。

得た。遠心後

(v/v)の2一皿er

SephadexG-25

塩操作後の蛋

 一11一
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繧

 び穎果についても同様に粗酵素液を調製した6

 駐鯵縫丁酵素活性の灘定及び可溶性蛋白質の定量

竈騒縫翌の酵素活

方法を部分的に

タミン酸が混入

雌1×8(酢酸型,

して、グルタミン酸

その終濃度組成は

オキソグルタル

加して開始し。

つけて、反応を
鎗0磁醗2駐04{綴(頭

憾膿eもy豊vi
び0.3鵡の酵素

て開始し、30℃

応を停止させた

試料を用いた。両

vo猛exにて混合

後の上清の0.8m

を含む2,5威容の

てグルタミンを

の0.膿の酢酸液

 再度遠心し、酢酸液の

Garre1硫31.(19

リンとigのCdCi

溶かしたニンヒ

加え、玉0戯の共

 ー12一



霧
 、■㌦『■、■・ ロぼす

 ■『■『r■『

反応を行った。

色定量した。

麺しの0.5畷グ

性のi膿iもは,

 した。

また、特に精製盤

 340鋤における吸光度減少による

可溶盤蛋白質の

 して行った。

 イネ培養総胞からの購膿{総鑓の精製

精製操作はすべ

に垂00醜の上記

濾過し残査を除

を回収した。

えて、穏やか

タル酸、1磁恥

むpH7.5の50畷リン

(恥s曲社)ゲル

ゲルに吸着させ

穏やかに吸引し

ゲルを洗浄し

濃度を25%から

い、ゲルに吸

溶出後、約7舳

白質を硫安沈

0.5認鋤艶、及

衝液を加えて溶

 -13一
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650蟹面分を、あ

(3.6×95α駐)

た。溶出後、得ら

(翫i1沁ore社)

グリセリンを含

ム(玉.0×45㎝

後。更に3伽し

叢劔を含む緩衝

ーを行い。駐睡

には合計鎗舳
除き。アフィニ

窪撫と極めて低

画分に2騙(副v

双w/v)硫安飽和

15餓)に添着し

籌縫蜜を溶出

トグラフィーで

後、1闘ersib

 添加して,老0℃に保存した。

 抗購膿一霞◎縫置抗体の調製

イネ培養細胞盤

をウサギに免

標贔200μg(500μ

Bぜco)と混濁し

た。続いて、

ら1週間後、ウ

を遠心後、そ

 一i4一
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簸

一80℃に凍結保存

撮.,玉990)。5

せた。硫安沈殿

後、再び同様に

上記緩衝液20舳

緩衝液で平衡化

液で1gGを溶鐵

この精製1蔚面

ナトリウム緩衝

え、嘆℃に保存

 における吸光度係数餅匙麟.6)。

 ホウレンソウ露とイネ磁一駐⑪甑響

鑓一鬱鬱縫置活性

必要な腿はホウ

ホウレンソウ葉

フィー、Toyo

マトグラフィー

冒マトグラフィ

各カラムクロマ

420nmにおける

純度検定は鱗20n廻/飽75鋤謁・0を憩臨

イネ葉腿一霞⑪盤

と共同して行っ

ゲルの作成は

CNEr-ac廿vat

約21鵡のゲルを

H劔で洗浄後、

 一一15一
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羅

 照“胴鞭溜“㎜一一■

6回行った。最後

0.雌幽駕亀)で

緩衝液によるゲル

カップサング緩
衝液を加えたも

ガンド溶液の2

調製後のFd-Se帥

(v/v)の2噸er

 4℃に保存した。

イネ葉露一総雛

て行った(艶y

100gのイネ葉を

葉の新鮮重に対し

ioμ麗しe囎e髄

ながら、磨砕抽

抽出液を、塁重

心し、上溝に粗酵

膿erca餌oe誌雛

めse茸舳Lを加

ルをカラム(3.6

磁晦劔を含む局

フィーを行い、

液を用いた。容

を加えた。この

したBut擁Toyo鵬

Fゆ§0雛丁を吸

洗浄した。洗浄

度を3脇から脇

 一16一



 

澱霧

を行い、蛋白

得られた約5恥

の酵素液は、等

toeth鍛。蓋を

ラム(3.6×95鍛

行った。溶出後

ムに添着し、溶
次に・0畷から

ィーク灘マトグ

計ioO鶴の緩衝

ラフィーの全

備製螂麟標となるようにグリセリンを加えた後・一

抗囲一騰織γ

 精製磁{麗餌標品をウサ

ポリアク夢ルア

 (S盤一盛盤),及び黙畷一駐◎駐雌活性染色法

SDS-FAGEは、

用いた。竈0註

用いた・分子
200kD;β一93iac重

 66.2燈;Ova始u面n,45.Okβ)を用いた。

ぬtive-PAGEには

PA肥は、Lae紐

て4.脳濃縮用

て、4℃にて、ゲル

趣tive-PAG£

 一!7一



襲
懸

5鵬×10盤)と

 当たりi.5鹸の定電流で泳動した。

泳動後分離され

または銀染色法

樋.(ig80)の方

磁リン酸緩衝液

ルタル酸,i.3膿

で麺分間然腿一

た後、i伽しの調

(隅丁)と舳gの

30℃で5分間染

した。この方法

た醗丁はゲル

するゲル部分は

して検出される

を用いた。特に染色液は脱気してから用いた。

黙醗一霞0竈鰐精製標品の暇暇スペク奮

盤濾一霞⑪駐鯉

 恥一65sβectr膿hoto鵬terを用いて行った。

精製懸畷繊麗鯉

り測定した。未

ラム(3.6x95鯉

分子量マーカ

kD;盈proferri重

150.OkD;BSA,

 ための標準線を作成した。

 18一



離

離麗叢

雛

嚢

 免疫二重拡散法とイムノブロット法

免疫二重拡散

のアガロース
蛋白質(1講μ

トは乾燥を防

を0.05簸v/v

浄した。洗浄
に一晩脱色し

 のプレートは、室温で風乾した。

麗盤婁のイム

た。丁鐸b並就
セル冒一ス膜

トリス畷g2纒
ドをニトロセ

不可欠である

ルのマトリク

一般にはこのよ

(庸/v)の鋤S

し、SDSのよう

就a翌.,1988

良く結合でき

ース膜の代わ

いため、結合

的に結合する

ら、一般には

 でZeta-probe膜を用いた駐0髄丁

SDS一賄GEは

みに添加して

 ー19一



難
灘

鰯

ルは除去した。

192磁グリシン緩衝

このゲルとあ

澱a騰3雌濾紙

20Vの定電圧下

韻7,5の20認

で行った。洗

4時間越還して

(v/v)の丁璽e

次にこの膜を、丁

腿{鍵盤IgG溶
応後の膜は、

貿B餅賊惣溶液

ギ1g駅恥)二次

TTBS一顧ik溶

膜から糖ee建

9.5のioO謹トリ

(Pro鵬g&社)を

応は脱塩蒸留水で繰り返し洗浄するこ

抗醗躍一綴罵鍍i解と婉麗一霞0駐蝦亙g駐

抗イネ培養細胞

etaL(ig86)の

トコンドリア

誘導発現させた

結合した蛋白質

を得た。本醗究

この方法を適用

 一20一
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欝

螺

学的にも安定であ

約10μgのイネ培

前項の方法に従

た。ゲルの両端

をイムノブロッ

ォスファターゼ

した。両端の膜

て、残りの膜上の

この膜切片(0.5

睡ik)で、37℃

にこの膜切片

浄後の膜切片

れ、即℃で鴛時

虚ik溶液で・3

で5分間洗浄し

移し、i鵡の諺

上下させて膜上

をチューブか

8.8の1.膿トリ

溶液を中和した

に飴恥を加え

化した後、同様

 用いるまで4℃に保存した。

抗照繊麗贋ポリ

 ィニティー精製した。

21



灘

 イネ培養細胞搬畷一霞麟膿丁精製標品

N末端アミノ酸

最終段階の融

びi闘e聡ibieC

後、一総℃に保

縮器(Sav&就S

鵬曲r3総,1麗。

ケンサー(翫軸

 計3回行い、アミノ酸を同定した。

 一22

潤



第三篤結果

イネ培養細胞の培

 漬牲量との地較

精製に先立ち、

培養し、その培

個体の各器官に

重を指標とした

溶性蛋白質当た

紬胞は、移植後

大生育量は、フ

量は移植後2日

膿gと最大とな

移植後急激に上昇

以降急激に低下

は活性はほぼ一

性蛋白質含量が

含量が最大とな

 少した。12日目以降は、麗一駐◎雛

Table1・にイネ

定したSuz嘘i

結果ではイネの緑

桂が黙濾{麗麗

活性は検出され

官の新鮮重当た

鮮重当たりの賑腿

根では約1/12と

 一23一
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 翻e1。C。即aris。n。fGi
 GreenLe&ves,Roots,a鼓(董Cu1t耳redCeiis.

§

 盆ed睡。亡&薮奪  1}罫ee蕪Le農歪 盆ooも
 蟹雛e薦e雛

餐夢盗
食

麗
麗

 卿ノ4〃惚脚如露ノ勿
ab

2308.78350

031.6

ab

88.042.5

16.7208.2

 a;S磁zukietai.(i982),b;Thisstudy.
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灘
 難
謹
窪
難
聾
・

照

た。また、イネ

通じて醗膿一霞総鯉活性が腿一駐0竈離活性より

 イネ培養細臆からの盤畷一駐◎綴餐の袖山と精製

前項の結果に基づき

ここで、黙躍一

.いられるが、正確

盤腿一書の雛置活

ら分離後、ニン

(欝88)の方法に
誘導体とした後

確立した。また
うことで、グル

 ことカ{判明した。

搬腿一竈⑪織丁の描

齢rc&堪oe雛闘oi,

聡艶,Pro‡ease阻

ioO磁鼠“,0.0

出液に用いて、石

霞愈1繊丁活性

にて瞬即時凍結
試料を液体窒素

性は減少するが

的安定に盤欝篤農0磁丁活性を保存する

■
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爆

イネ培養細胞か

製段隣で得られ

Fig.8A.に示し

収率で、8蛎倍

 酵素単位/膿墓蛋白質であった。

精製に先立ち・

おいて囲組鴫eH

を検討したが、
なかった。そ

マトグラフィー

倍に上がり、活

のクロマトグラ

が約i脇(麗/v)で

Sぞ00カラムに

Fi窪.5に示した

も約10倍に上が

クロマトグラフ

た。盤麟驚態0

られた活性画分

がほぼ単一な主

肱tive子離E後、

れたほぼ単一な

り、購漣一書0融

が極めて有効で

Sカラムでのク

 安濃度で溶出され、活

Toyopear1650S

シー染色して純

 一27一
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繊

醐

㈱

灘

職

漁

購

燗

贈搬

鱗

繊

懲

鯵懸

㈱ 鰍

 藁。。

難

灘
蝋

雛

縦

 翻r

 難、

顯

繍

遡

魏

難

燃

黴

た(臨g.8A)。ま

鬼甑巌ve-PAG£

B)。これらの結

 判断した。

 イネ葉からの磁一霞麗離の精製

イネ緑葉からの灘

ioOgのイネ葉か

た。精製酵素の

の腿一Se油a灘

活性と蛋白質は

盛雛型標晶を7
脇.に示した。

された・また・
トグラフィーが

駐0融雪標晶を隅

 ドを与えた(髄g.9C.)。

黙腿一霞0盤管精製標晶の分子量灘定と吸収

精製黙臆一尉戯笠

unitポリペプチ

葉から精製された露

(Hayaka黙e捻i

ドは、イネ葉璽

また、未変性な

から求めた分子

 盤躍一GO盤丁は分子量約200kD

 一34
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Table 3. Purification of Fd-GOGAT from rice l eaves * 

Purification 
step 

Activityb ptotein 
(un~ts) (mg) 

Spec~fic act~v-ity 
(unit/mg) 

Yield 

(~) 
Purification 

(fold) 

Crude extract 

DEAE-cel ~ ~ I ose 

Buty~ Toyopear~ 

Sephacry~ S-300 

Fd-Sepharose 

292 

201 

1 30 

73 

123 

l . 382 

863 

123 

32 

4.6 

0.22 

0.23 

1 .05 

2.27 

26.7 

1 OO 

69 

44 

25 

42 

1.1 

s.o 

10.8 

126.0 

b
 Start~ng from 

MV depender~t 
1 OO 
60GAT 

g fresh t~~eight. 
activity. 
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灘

精製醗畷{麗鯉

部の37翫組及び

フラボ蛋白質様

れた精製膿躍書

 黙濾一霞㊨盤写精製標品の酵素反応的特盤

精製黙腿織盤離

示した。精製

ピルビン酸やオ

醸騨登を篤いた

胞の黙膿一霞爵

てはグルタミン

的であることが

るアザセリン

精製盤畷{麗蟹の

駐0雛丁の反応

り解析した結果

訪値は、各々

における可溶性蛋

0.i56μ膿oig麺

〆m、、値は1

の〆搬、x値と精

腿縫璽の璽urn

teiRであった。

エンドウ(乃1躍躍

eta1.,1980)ととも

Gada1,1982)と比

GO繊案の方が高

 一38一
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Table 4. 

purified 

Specificity fcr electron
fto!E cultured rice cells. 

T~eatment - Reiative Activity 

Complete assay~ 
Inhibitor 

+ 4mM azaserine 

Electron donor 

- NADH + ~60 ;lM ~!ADPH 

- NADH + ~74 ,4M Fd (0.2Fng/m~) 
Nitrogen donor 

- Glutamine 

- Giutamine + 10mM asparagine 
- Glutamine +10mM ~~X4Ci 

Nitrogen acceptor 

- 2-0xoglutarate 

- 2-0xoglutarate + ~O mM pyruvate 
- 2-0xogiutarate + 5 mM ox8ioacetate 

eA 

iOO 

o 
~
 
o
 

o 
3
 

o
 
o 
5
 

aCo~nplete assay includes 100mM 
10tnM 2-0xoglutarate, 0.16rinM 

KH2P04 -KOH (pH7.5), 1
NADH. 
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Table 5_ Kinetic preperties of NADH-GOGAT purif ied from cu I tured rice cel Is. 

Properties 

pea 

( Pisum satipunt ~ .) 

(1 )Etiolated shoots 
NADH-GOGAT 

Rice 

( Oryza sativa ~.) 

 (2) ･ (3) Cell cvltures (3~een ieave

NA~H-GOGAT ~erFedo

s 

Specific activ!ty (ynits/msprotein) 

% of GOGAT in so]ubie proteins 
of crude extract 

Catafytie activity ( Uniss/~ iresh ~feisht) 

Turnover nVmber (mole gluta~nate toFme~ 
/nlin. /moie en2:yme p,otein ) 

Substrate atfinity ; Km values (,1F~) 

L-giutamine 

2 - oxog i u ta ra te 

NADH 

Ferredoxin 

1 5.6 

0,07 

400 

37 

4,0 

9.8 

0.12 

o. 1 56 

1920 

81 1 

76 

3,0 

35 .88 

0.50 

2.54 

8214 

270, s70 

330 

5.5 

(1) Matoh et al. 
1 ,xmole glutamate 

(i980), (2) 
formed /min . 

this study, 
at 30'C. 

41 -

(3) Suzuki and Gadal (19~2~ : a one unit (U) 
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撒

曽
磁

簿

購

難
 簸、繕細螂怖鰯麟灘掘'鍔欄鱗踊纈照『郷鱗醐『繍㈱懲辮、纏鰍

毎
毎

明かとなった。

緑葉の腿{麗麗

基質に対する血値はエ

 イネ培養緬胞餐紐聾駐鯵縫丁

イネ培養細胞盤

抗血清から、亙

により検定した

製翼紐驚駐⑪雛

れより、本抗体

緑葉雁書給餌精製

 麗鴫麗麗に特異的であった(髄g.i脇)。

次に両抗体を繙

造の比較を免疫

の認識性につい

黙膿線麗鯉抗血

製標品とは沈

清は、磁瑠麗離精

駐0融雪標品を鋤

た。抗議濾{0繊

るバンドは検出

た同様に抗磁一§0

(Fig.14β)。こ

 る蛋白質であることが判明した。

 イネ培養細胞鵬膿一霞0儲丁精製標晶

イネ培養細胞購

標晶のN末端のア

 一42一
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撒

この配列を、植

が決定されて匂

etδi.,ig91)(

総鵬翼捻rg¢雛

の結果、イネ培

ウモロコシ葉の

盤盤TL鍍ges曲膿

黙膿一霞⑪雛写

決定された9残基中に相同な部分がある

 イネの各器官における盤

イネの生体内の

の研究に先立ち

抗灘膿一駐◎膿

ける黙醗{離離蛋

調べた。また比

究で響られた抗

れた黙躍{麗離

各器官における

の器官において

定された。そこ

し、極めて微量

アフィニティー

鞘から未抽出の

熟初鶏の穎果と

全展開葉身の粗

官、組織の粗抽

分子量約200kD

 一47一



体はイネ培養細

できることが明

の穎果等の若い

方、精製抗腿一鬱

度が一致する分

された(腿g.弼

く存在し。翼鱒駈
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纏

灘
一織

 第4範考察

本章では、イネ

する黙躍繊麗鍍蛋白

高等植物の酷腿{麗

灘濾一鱈麗贋を

 ある。

触δerso豊et讃

した。アルファ

め、緑葉の量感

駁麟縫丁活性は

告した。また、

たが、3磁DTT,

の基質、躍SF,

レングリコール

果がなかった

が約0.嬬とイネ

を精製材料と

齢駕aptoe艶麗。

翫。‡ease阻害剤

KCi,0.0騙(v/

ことにより、粗酵素

よって、少なく

2一オキソグル

定化に効果があ

栃料であると考え

SepharoseCL-6

 一50一



灘垂燃

謝

一儲

 。灘

つた。董at戯e

精製において、

であることを報

してク霞マト条件

醗畷繊麗鯉ポリ

分から分離する

ニティークロ

これ等のバンドは

アフィニティー

究においては、

水クロマトグラ

素同化系酵素と
還元酵素艫舳聾

に、B髄聾丁碑

指摘した。植物

アフィニティー

去に成功し・最

を示した。麗厩

分解物である可

嚢0盤丁抗体が

チドを認識しな

リペプチドは、

種蛋白質由来の

初段階でも翫

アルファルファ

では見受けられ

いたアフィニテ

疎水ク資マトグ

 一51一

 脚,,



 

繊

欄

では酷濾一駐◎竈

た。今後、更に

体を用いた、中

 (匪LC)の適用が必要と思われる。

みviia硫ai.(1

子供与体とな

出演を用いた場

ている。しか賦

黙躍、グルタミ

与体と基質に対す

ai.,四80)とイ

する。よって。

反応に起因する

㏄織離が粗描出

 る。

イネ培養細胞の盤

エンドウ地上部

(CheRa磁C毅i並

の値(S麗嘘iet

の方が高いが、

た。また、甑畷一

ンに対する親和

とが判明した。

をうけやすいと

は、腿{給餌の

の少ない場所で

培養細胞の醗田

であった。緑葉

 ー52一
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簸 概

ズナ及びオオム

で生ずるアンモニア

(S・皿ervii玉e

想87)。また、

な生育を示し、か

外の窒素代謝の

鱈89)。ここで

質の分解に由来する

(Ya膿ya,ig88)
れるアンモニアを

麗曲erが腿{麗

吸系の約1/10で
と言える。黙嬢

類の騰雛讐が、

 能性も推定できる。

本研究において

ることが判明

ファルファの根

 た、イネ葉露{麗離は

(Eayakaw3就a1.

 リペプチドであることが判明した。

吸収スペクトル

が示唆された。

i分子当たりに

の酸不安定S2一を

8㎝卿8汐朧聾陛

6.7分子のFe、

andTa畷ra(198

 一53一



羅設

蹴

 葦纈“、

霧

フラビン(E鯛窟

報告した。また

気円二色性分析

分子には[騨e畷

した。しかし、

腿一霞⑪総量は

・研究でも精製イネ

G誕撚(欝82)等の

黙畷{総監とぎ膨

ピリジンヌクレ

白質であることが挙げられると思われ

抗盤畷一鬱鬱縫置

構造の免疫化学

ド鎖をほどいた

た。よって、盤踵

とが考えられ。

もので、ポリペ

認識する抗体の

様では無いと患

酸配列分析を行った

継プから綴a7まで

(Sakδkibaraeta

腿{麗鯉が、そ

配列中に相同な

を示している。

離して、その構造解析を行うことが必要と思

イネの各器官か

を用いてイムノ

 一54一



馨

糊鰹

 鞭.

繊

聡
 

度の一致する単

存在する黙腿一鍛

から構成されて

官に存在する黙濾一駐

雛e豊3面Cuiiim

璽の2種のアイ

あり、盤聡{鍵

には.分子量の

認められた。

の根粒の搬瞬一

している。よっ

な検討が必要と
精製し、その酵

官から黙畷一鍵
 要と患われる。

また、イネの各器

膿夢懸盤駐離蛋

多量に存在して

盛んな緑色の器
腿鴫麗翻蛋白質

の違いは、イネ

るのみならず.

る。腿一駐⑪雛

多量に放出され

果を更に支持

して、本章の研

きた。そこで次

とし、これ等の器官

 一55一



撒

灘

灘
㈱
灘

 第二章イネ着生葉における黙

第一簸緒言

世界三大作物の

の半分以上が老

たトレーサー実

素に由来する

晶質、栄養等を

過程は、以下に示す罎段階から成る(避g。

 ①ソースとなる老化組織での蛋白質等の分解

②ソース組織で

 の変換

 ③シンクとなる生長中の葉

 ④シンク組織での転流窒素の再利用

①から③に関し

子レベルでの解

を構成する全窒

窒素源と考え

応を触媒する量

£C4.1.1.39)は

考えられてい

②に関しては

細胞質型総、の

§0儀丁とは異

Tiss昼eprint

することを明

 一56一
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態が霞Sにより

である結果(Se

在する細胞質型

に関して、飴y

管液中には約0

をグルタミンが、

しかし、④のシ

関わらず研究擁
わらずグルタミ

遊離アミノ酸

グルタミン酸は

夢ン、アルギニ

フィルなどの合

アミノ酸合成

び穂における転

タミンのグルタ

る窒素の再利

する可能性のある

露一駐⑪儀量は

割を担っている

i980;Kendal

究から、黙畷織

在することが判

 ミンをグルタミン酸へ殿

そこで本章では

に葉身と葉鞘に分

また、灘bisco

 葉位別の各ポリペプチド含量を

 一58一
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艶

鵬

 第二簸材料及び方法

麺麹材料

植物材料のイネ

(ig83)の方法に

した。廻90年

て3段間発芽さ

に浮かべたナ

の鎗個体をr縄

δ)に3本植え

 製した。その基本組成を以下に示す。

 盟a重orele懸eRもs  盤i厳oreie韮1e藍ts

 1磁

 。.6磁

 0.3磁

 。.2飢慧

 0.透磁

 醸4恥3

 晦2鯉04

 鼠2SO4

CaCi2

 蟹gC12

 45μ藍

 50μ穰

 39μ慧

 。.3μ魑

 。.7μ盟

 0.iμ酸

 Fe～E蟹盈

H3BO3

 灘SO4

CuSO4

 Z豆SO4

 翼a2懸004

水耕液は頑5.

濃度はイネの生長に従い以下のように上昇させ
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鱗

灘

難

纏

 播種後の日数(Day) 水耕液濃度

30-45

45-59

59-75

i/4

i/2

3/4

第9葉身が第8葉

位に向かって

約8.6唱.7葉位
葉については、

び黄化葉鞘の

な第憩葉も実験

ての組織を第鎗

て瞬時凍結し・使用するまで唱0℃に保存した。

 粗酵素液の調製

粗酵素液の調

として0.45-L融

0.3倍量の石英

分間遠心した後

量及び黙躍一駐

た。また、残

を用いて脱塩

 60一
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灘

灘
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 GO髄丁酵素活性の灘定及び可溶性蛋白質め定量

盤躍{麗鯉と麗

った。霞◎盤笠

するのに必要な

粗酵素液を用いて、各粗酵素液について3

可溶性蛋白質の定量

 (欝76)の方法に従っ

精製魏イネ培養纏

 亙齢、抗イネ葉霞Si合成

精製抗イネ培養

 研究で調製した精製抗体を用いた。

抗イネ葉駐S1合

製されたもの

基配列から推定

い+1一+賀のア

結合させた後、

 同様な方法で行われた。

 駐S王+i輩一蓋一S-L-T-D-L-V一醤一L一翼一L

抗イネ葉総21g

a1.,ig90)。イ

トグラフィー、

により精製され

白質を除いた後

 分の調製は第一章に従って行った。

抗イネ葉恥駐

た抗血清から、第一章に従ってlgG画
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 雛、

撚

イムノブロッ

 ペプチドの定量

各イネ組織から

方法と同様にS賂

霞0縫写ポリペ

馳醗scoの各s

難臓{麗麗ポリ

膜に電気的に転

ネ培養細胞盤認

 標識ヤギ抗ウサギi鶴

腿一駐麗盈監総

(i禦9)の方法に
却した転写緩衝

ン緩衝液)中

翫at囎鞭3醜濾

で3解の定電圧下

総2,盆曲iscoに

の甑Ciを含むp

の全ての操作は

(v/v)のTwee衡20

siteのマスキン

を含むPES溶液

して、抗原抗体

ネ葉腿{0雛璽亙

チドlgGを1000

葉GS2igGと抗

の膜は。PβST畷慧

脇S-B舘溶液で希釈

 一63一
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難
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撚

鑛

 .鑛、

GS2については

社)を7500倍希

ーゼ標識ヤギ抗

後,膜を同様に

5分間洗浄して

プチドについて

ルカリフォスフ

膿itポリペプチ
した。魂一。撮

鵬施雛。玉に溶

と混合して発色

ポリペプチドを

各ポリペプチ

色したバンド強
反応により発色

 ゼ反応により発色したバンドは、5

供試した組織の

であったので

せてS聡ぞA総を

粗摘出液は30μ

リペプチドの分

あたり、上記蛋

ト及び第9葉身の

霞0雛案標晶を

れ等を用いて酷畷

と駐S2の各ポリ

ngを分析に供

夕ー解析で求め

 ー64一



リペプチドにつ

とデンシトメータ

この範囲内で最

馳賊scoの雛馳

酵素ポリペプチ

 れた。
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第三節結果

 イネの各葉位の葉身と葉鞘におけ

イネは、下位葉

イネ主桿鴛個体

した。収穫時

9葉身は第8葉

9葉身部分(90)

に近い部分は

葉までは完全展

 にも老化が進行していることが観察された。

イネの各葉位に

葉身においては

した葉身部分

 んだ下位葉身に向かって低

濫g.ig3には・各試

完全展開葉身の

の新鮮重の変化

減少した。一
りの可溶性蛋白

以下であった

 齢が進むにつれて葉身と同様に減少した。

イネ着生葉における恥臨sco蛋白質の葉位則分

イネの各葉位

ド相対含量を

りの灘厭scoLS
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鵬酬訓
蟹

綴

 は下位に向かいやや増加した。

新鮮重当たりに

20Bに示した。

展開葉身である

につれて、可溶

減少した。非緑

葉鞘における新

 の含量の脇以下だった。

 イネ着生葉における盤躍一

各試料における

りの猷躍一霞⑪

袖出後の葉身及

発に営むと思われ

翼鱒聾竈◎磁置

低い値であった

の羅{麗麗活性

分布とは異なっ

ある第7葉身の滋

い低い活性であ

葉鞘よりも低く
各試料における

抽出後の第9葉

囲{0盤丁活性

、従って、イネ

占めた。一方、

 同水準であることが判明した。
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 『蹴繍

 ・灘聯

 イネ着生葉における酷醗鴫

各試料における

析した(Fig.2

10葉身で可溶性

て極めて高く、

抽出の非緑色の

含量の各々2銚

ペプチド含量は

 かい減少した。

各試料の露{麗麗ポ

(翫g.21,b硫t

は完全展開葉身

 に向かいやや増加した。

Fig.22には、各

を示した。葉

未成熟な非緑色

試料の内、最も

量は33.1μg/g

た。また、未納

は茸.7μg/g£

あった。第9葉

の鵬腿一駐◎繊

での新鮮重当たりの

一方、新鮮重当

黙隠線麗餌ポ

に、完全展開葉

111μgと極めて

は第7葉身の約
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 ぼ

彗一
羅

ド含量は、第7

身の未抽出部分(

量よりも。新鮮

 色の葉身と葉鞘に存在す

イネ着生葉における駐S1蛋白質及び

各試料における

た(Fig,23A,主

は、完全展開葉

 加した。

細胞質局在型盤

叙bo枕樋p鍛ei

は、下位の葉身ほど高く、葉鞘ではほぼ一

Fig.2脇には、各

ドの相対含量を

全展開葉身で高

絶対含量は、4

新鮮重当たりの

 て、極めて微量であった。

一方、新鮮重当

身ほど高かった

量は、第8葉身
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簸

イネ着生葉におけ

 灘髄sco,総1)の葉位懸分布の比較

Fig・24にイネ着

チド含量(叢)及び

霞㊨縫丁,総2

りの黙膿一§麗

緑色葉身で極めて

(腿g.2醸)。また、

(Table6)。一方

チド含量と同様

別分布とは明
他方、霞Siポリ

リペプチド含量の変動とは逆の傾向を示
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第四節考察

本章では、イネ

量を定量的に解

たことは本研究

蕊譲.,1986)やシ

鴛88)の変異体

シ灘イナズナで

が光呼吸以外の

た(蜘rris就ai

能している具体
 は全く不明なままであった。

本章の研究結果

ンク絽織と考え

いことが判明

イネ着生葉にお

これらの2種の駐

可能性を示唆す

た結果は、シン

て来たグルタミ

グルタミン酸(

している。イネ

最初に分化する

おり、葉身の抽

にされている(

含量が高く、葉

合成能が低下し

 一78一
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縷雛
灘

後検討すべき課

同化している総2

1986;馳iisgr

に局在し(Hi

またイネ葉身の葉

ai.,四92わ)。

いて同様な葉位

胞内分布に関す

の葉緑体のスト

ることから。・

る可能性も示唆

葉身の維管束緯

熟葉の最初に分

達にともない、

ると思われる。未

鬱鬱雛で蛋白質

よりも2-4倍高

鍵書麗簾が全く

葉身での腿趨雛

慮すると、過去

 れた。

近年、Sak誌ib

鎖長のゆ猷クロ

に光照尉するこ

した。S雛麗ki

蛋白質含量が増

量が増すことも報

1989;Cocketa夏

 一79一
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轍

難

燃

 融、

灘㈱
繊

物の黄化葉に光

が同様に生ずる

葉身において、数

総2の各ポリペ

あった。この結

9葉身の摘出後の

の含量よりもわ

購躍織⑪融雪蛋白

本研究の結果で

質含量は、4.5

各ポリペプチ

であった。同様

よりも総2蛋白質

掘.,1992)。緑

高い傾向は、光

 の共通の特性ではないかと思われた。

また、本砺究の

位の老化葉身ほ

関与することが

おいては維管束

ig92b)。よって

量が、若い葉身より

本章の結果から

未成熟な葉身に

ルタミン酸へ変

ため、獺腿一§

かにすることや

シンク組織とし

 一80一
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灘

繍

灘

節機構の解析が

葉を材料として

 いても詳細に調べる必要があ多と思われる。

 81一
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懇
雛
照難畑

纒

 第三章イネの登熟遍程の

第一簸一緒言

種はイネの一生

長期にはデンプンや

(聾82)は、15N

が老化葉からの

転流は、コメの生産性

イネの成熟穎果

まれ.これ等は主
蛋白質として存

乳貯蔵蛋白質の

ig72;1黙s詑i膿

の改善という応

発現や蓄積機構が

i.8kbであり(Hi

リゾームで約留

受けて酸性雛b澱

分子量22-23k

また、グルテリ

胞に輸送された

Tanaka,1986)。

がS-S結合を介

より巨大分子

ロラミンはグル

前駆体として生

 一82一
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皺
皺鐡

 .翻

子量13kDのポリペプ

 Yδ皿agataa想写anaka,1986)。

このような登熟過

シンク組織での

老化組織から主

を。シンクとし

る。しかし、第

究は皆無であ

から開花後5日

が判明した。、

過程のイネの穎

る可能性を検証

以降の葉身での

イネの穎果はク

告されている

を指標として、

合わせてもみ殻

とに、登熟過程

キソグルタル酸

ン酸脱水素酵

及び総儲管とカ

ザイムポリペプチド量の変動についても解析し
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 第二節材料及び方法

植物材料

植物材料のイ

料と方法に従っ

ネ植物の玉2個

/i2ポットで行

長に従い獄下

た播種後鉛6日目からは水道水のみで栽培した。

 播種後の日数(艶y) 水耕液濃度

21-36

36-50

50-57

57-io6

i/4

1/2

3/4

1/1

主桿の92燗体が

しをつけた。穂

梗に着生する穎

先端粒(強勢穎

果)である。大

に従う(麺asa

ら第5位までの

収穫した穎果

の可能性を考

1試料として、

 一84一
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灘

霧

織

鮮重を測定し、液

また、乳熟期で

離が困難なため

 み殻のついた状態の穎果を供した。

黙隠線給餌蛋白質

で保存した闘花

トを用いて未熟

乾燥重は。約20

 一週間乾燥させた後測定した。

また穎果の水分

果当たりの新鮮重に対する相対値として求

 糧酵素液の調製

粗酵素液の調製

った。新鮮重と

ー化した後、玉

した。この磨砕

の上清の一部は

駐0駐健,§S・

を第一章の材料

の際、平衡化及

阻害剤として更

 瞬0饑寒及び膿麗{澱の酵素活性測定に供した。

鋤

 鑛“麟

 竈0縫丁,総及び盤瞭{躍の酵素活

鵬濾一霞0駐簾と

った。蔭0儲γ

 するのに必要な酵素量とした。
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懸
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難

総のトランス

 変して行った。酵素反応は下式に示した。

 麗92+or董鎚2+

脇麺i簸e
 欝欝十盈S

反応液は抽しと

ルタミン,賀認

酵素液とした。反
その後悔麺し

反応の停止と生

色液の5釦鋤の

検には、醗2腿

ランスフェラー

ド灘キサム酸を生成するのに必要な酵素量とし

飴興一1醗の酵素活

 酵素反応は下式に示した。

 晦2+

簸S{socitr就

反応液は2醜と

エン酸,5醗麓

を加えて開始し

により測定した

試料を置いて盲

 の酷の醗を生成するのに必要な酵素量とした。

可溶性蛋白質の定量

 (1976)の方法に従って行った。

 87一
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欝

灘

 可溶性蛋白質の鋤象総総分折

各イネ穎果から

び方法に従って

ドを分離後、C脇齢

イムノブロッ奮

 ポサペプチドの

各試料から上記

料及び方法に従って

 黙醗一霞⑪雛丁と麗一竈

恥髄scoLS駐の分析にはiえ5駅聡/v)の分離

議畷一翻1雛置と腿
麗。駝膜に電気

製抗イネ培養継

葉黙一鍵盤璽1解

ギ抗ウサギ1gG(翫)(阪。膿e欝社)を用い

盤、,総2,灘嫉sc

ニトロセルロー

と37。Cで一時

を1000倍希釈し

いた。また、幽

セルロース膜に

ティー精製擁

合後、総の各ポリ

(Fc)(Pro凪ega社

オキシダーゼ標識ヤ

各ポリペプチド量

CS刃30)を用い

 ー88一
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饗

撚

鐡

繋

羅

ンドは530n皿の

ンドは560漉の反

際は、20一想On

窟ット分析し、

の各ポリペプチ

晶を標準蛋白質

メ一夕ーで求めた

§亀ポリペプチ

 析は3回以上繰り返して行った。

 胚貌貯蔵蛋白質の鋤S一難総分析

登熟過程におけ
eta豊.(ig82)

胚乳が未発達な

穎果の各蛎種に
からもみ殻を除

この粉末を25℃

gS,i脇(v/v)グ

えて更に麺分問

移し、室温で

間煮沸した後、

を1鯛(w/v)の分離

ゲル中の分離さ

貯蔵蛋白質ポ

の分子量から同

ンは分子量37

ブリンは分子量

子量13kDであ

 一89一
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灘

研究では、胚乳

内、明確に分離

シトメーター(S

 含量を算出した。

go



纒

第三範結果

登熟過程のイネ主群の穎果における乾

供試したイネ主桿

分含量の変化を澱

はゆるやかに増加

・ぼ一定になった
目から低下し始め

6脇が水分であっ

過程を通じて穎果

Yos錐面δnδ臨

した主桿の穎果が開花後35日目には完熟

登熟過程のイネ主群の穎果における胚乳

穎果当たりの胚乳

分析した結果を

達なため収穫が困

蓄積するグルテリ

れている(ya麗g

テリンs曲膿itポ
て胚乳貯蔵蛋白質

蓄積するプロラミ

ig82;Yamag&taa

の含量が増加して

やや遅れて蓄積

一致した。また、

 チド含量の変化と穎果の乾燥重

 91一
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登熟過程のイネ

登熟過程におけ

穎果当たりの可

期のi5日目に

胚乳貯蔵蛋白質

成するポリペ

 灘誠scoの欝欝とs齢iis

馳雛sco捻冨ポ

た。可溶性蛋白

含量を示し、5

日目の馳賊sco総層

灘誠SCO蛋白質

可溶性蛋白質含

判明した。更に

過程での挙動

量は、開花後

急激に減少した

ポリペプチド含量

 中期獄降完熟期までに恥

93
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難
 

登熟過程のイネ

 酵素活性の挙動

登熟過程におけ

良に示した。穎果当

露繊麗醸活性は

開花後5日目から

登熟初期以降の

しいことが判明

ペプチド含量の

 たりでも同様であった。

硫e鍛a磁馳δa眠
と推定している

ル酸が、駐の纏蝦

酷騨一亙鑓活性

た。登熟過程に

駐駐§離活性(

な変化を示した。

鬱鬱§鍛活性と
果では駐麗鯉反応への

更に駐0§贋と

のトランスフェ
総トランスフェ

スフェラーゼ活

トランスフェラー

興bliseddata)

様に総シンテタ

程の穎果におい

 は十分あると推定された。

 一95一
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登熟過程のイネ主

穎果の登熟過程に

イムノブロット

の鵬臆書麗鯉ポ

麺g当たりで3.

の約3倍に相当し

(Fig.29A)。可

果に比較して開

花後59目の穎果の

黙膿一駐⑪縫丁

プチド含量と趣

 いた。

穎果当たりに換

また、比較とし

リン37麹ポリペ

懸膿一竈0儲丁ポ

始め、活性が最

た。これ以降、

花後25日目以降

登熟過程におけ

と酷似していた

日目以降増加し

少した(Fig.3

る穎果当たりの活

(Fig.30A)と酷似

霞0縫丁ポリペ

回っており、特に

磁一εOG蝦ポリ

 一97一
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鞭
黴

 ては、甑腿一駐⑪盤丁蛋白質

開花後難日日の

 灘壌総齪蛋白質の綴織分布

上記のごとく駐

開花後患日日の

分け、これ等の

より分析した(

可溶性蛋白質

囲一総雛璽ポリ

 りの璽膨霞む戯丁ポリペ
(Fig.3iA)o

組織当たりに換算

が未熟玄米中に

なかった(麗g.

米ともみ殻でほぼ

(Fig.313)。特

プチド含量の約

蔵蛋白質が蓄積

 駐0盤丁分子種であった。

 登熟過程のイネ主群の穎果にお

イネ穎果の登熟

ブロット法によ

、ポリペプチド

ポリペプチド含

における可溶性蛋

駐0磁丁ポリペ

 一100一
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 穎
果
当
た
り
に
換
算
し
た
各
総
ア
イ
ソ
ザ
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ム
ポ
リ
ペ
プ
チ
ド
含
量
の
変
化
を
Fig.33に

示

 し
た
。
穎
果
当
た
り
の
駐
S・
ポ
リ
ペ
プ
チ
ド
の
相
対
含
量
は
・
開
花
後
10日

目
に
ピ
ー
ク
を

 示
し
た
。
穎
果
当
た
り
の
総
2ポ
リ
ペ
プ
チ
ド
含
量
は
、
開
花
後
5日
目
か
ら
増
加
し
、
登

 熟
中
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の
鉛
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日
か
ら
蔦
日
日
付
近
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ピ
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を
示
し
た
後
、
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降
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 り
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求
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ペ
プ
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含
量
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登
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に
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る
変
化
も
、
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案
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 プ
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ド
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量
と
恥
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scoLS恥

ポ
リ
ペ
プ
チ
ド
含
量
の
変
化
と
酷
似
し
て
い
た
。
開
花
後
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目
か
ら
i5日

目
ま
で
の
穎
果
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お
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る
腿
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と
総
2及
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幽
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鋤
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各
ポ
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漁期

第四簸考察

登熟のごく初期の

成分となり、以降

ることが知られ

.組織から篩管を

れることが必要

の変換反応を鍛濾一

本章での研究か

は・胚乳貯蔵
こと、2)登熟過程

§0§鑓ポリペプ

玄米中に、穎果全

照{麗蝦の約5倍の

に。玄米内部への

1985)、特に窒素

プ賞テインボディ

る(Ya皿agatδet

転流と貯蔵の機構

おいて、転流して

ミン酸へ変換して

るグルタミン酸は

etaL1992)。穎果

性と両駐◎儲丁活

を合わせ、十分
まだ予備的な段階

て免疫組織化学的
 一105一
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離
離

の維管束の節部

 している。

登熟過程の穎果

ポリペプチド含

の発現や舗御を

子の発現や調節機構

もみ殻に多く分
ける変化は、総

推移した。登熟

合成を行ってい

白質が蓄積する
米は緑色を呈す

緑葉と同様に総

いるものと考え

ける腿{麗艀と

含量比が、約i

:魏髄sco)であ

たりの相対含量

9S2:馳漉sco)と

可溶性蛋白質当

のは、イネ穎果
来のC3型とは異

た・照一駐0盤

;βot61ia硫a

けるこれ等の酵

 反映しているものと患われる。

本章の結果では、

照略0儀丁ポリペ

 一106一
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雛
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馨
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灘

騰購

活性は、ほぼ等し

は腿一霞⑪9離の

活性とぶりペプ

能性が考えられる

含量の変化は同様

.を有した状態で
体の約8翻の猷膿

み殻と未熟玄米

ペプチドの分布比

中の酷膿一騰盤丁

酵素活性から判断し
黙錘耀鯵儲写に大

た餐0織響活性は、

 §0縫丁活性の測定が必要と思われる。

また本章の研究

析した。本研究
する認識性に劣

用いた穎果のイ
ドの方が発色強度

総2よりも多く存
盤、蛋白質は維

関与することが

かし、、老化期

白質当たり及び

は、成熟穎果に

 と思われる。

本章の研究から

化組織から簾管
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するグルタミン

証するため、第

所を免疫組織化

と関連酵素の活

る醗瞬繊麗鑓を中

鰹
織
 
嚢
難
 
鞍
講
馨
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灘
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嚢
撰
灘

箋

総合考察

本研究では、酵

等植物の難腿鴫麟

し、世界に先が

』明らかにすると
 目的とした。

第一章の研究では
期のイネ培養細

購膿書麗離に対す
疫学的特性を解析した。その結果以

①イネ培養細胞灘

 ②酷腿{麗簾の馳惣ove

 ③盤腿一駐⑪砿置は麗線麗

④精製醗膿一麗

 樋かとLe翌9は、トウモ

⑤盤腿一G《}磁丁

 維織に多く存在していた。

高等植物の盤領

めてのことであ

 は、イネの窒素転流過程に

第二章の研究で

性と蛋白質含量

質含量及びGS王

 た。その結果以下のことが判明した。一

①イネ葉におけ

 成熟な非緑色葉身で極めて高く、

 一109一



飆

飆
獺

繍

饗

撫

灘

②蓑膨G麗雌活性

 した緑色葉身で高かった。

第三章の研究では

の挙動を指標と

析し、合わせて

その結果以下のことが判明し

“①登熟過程のイ

 の蛋白質量含としては膿闘一駐⑪

②イネ穎果当た

先立ち開花日から増加し

③開花後10日目

 し、ぎ膨§麗餌蛋白質の分布とは異なっていた。
④登熟過程のイ

 白質の挙動と同様に推移しだ。

イネの篩管液中

全アミノ酸の42

は玉2.4%を占め

方、イネ葉身の

熟過程のイネの

る(蓋aean岨豆igu

呼ばれるアミノ酸

グルタミン酸はア

これ等の事実を考

再利用機構の初期

この反応はシン

と考えられる。

織から転流して来

強く示唆した曾特に
 一110一



 
難

難膿略0儲丁活性

始する開花後10

存在していた事

 での解析結果ではある

鰭騨盤丁反応の

 いては十分であるものと予想される。

さて。窒素転流にお

霞麟竈餌の組織
にもかかわらず

るという事実は

のすみやかな変
いるのであれば、同

本研究の結果で

に局在する驚{麗

穎果では、麗繊麗

霞駐雛丁が分布

とは組織内及び

組織化学的実験

果を響ている(

する開花後7日目

醗賑一駐6磁量抗
葉身や登熟過程

からの原形質連

グルタミン酸が

1987)等を介し

篩管周縁の組織に

§⑪盤丁の役割

学的な顯畷一GO
 一111一
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霧
 

る研究とともに、醸

とが必要と思われ

して、未成熟の非

ンク器官の一つと

下位の葉の基部の

,欝75)。しかし、

『ことから.シンク

かった。今後、根

る。以上・本研究

いう推定に対し。

本硬究で、醗鯵聾
と登熟初期の玄米

に際して特異抗体

成熟蛋白質の分子

推定される。今後

ズフラクショネー

である。光による

められている(Su

無である。イネ
いった局面で盤畷

 れ等特定できた器官を利用

き

 
釜
難
雛
瀧

継

響
鼕
鼕
鐘

緑葉の灘{麗煎の

オムギの変異体を

同化することであ

Ke撮alletal.,

穎果においても照
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灘

は登熟過程のイ

ていることを示

は、登熟の中期に

(恥s短k課a,19

ける懸{麗離と

含量比が、緑色

て似ていたこと

に総2とともに

を行っているも

おいても緑色葉

色組総紛る
がなされている(
量膨霞⑪儲置と

する(SecMeye重3玉

i989)。また、腿

iggi)やペント

存在することが示

量醗議翻還元酵

的に証明し、更

から慰覗餓P還元

示した。また、

スリン酸回路で生成
更に殖酸を単独の

の蛋白質含量が増

就掘.,1990)。

されて同化され

も、根や培養細

 れない。
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灘
要約

本研究では、ま

籌縫驚1.嘆.茎.

的性質を解析

 の高度精製標晶の獲得と

①イネ培養細胞

の雛mover麗mb

の約玉/4であった。

 ②鵬畷一霞む雛丁は腿一駐む

(麗ayaka黙et&玉.,

③精製賑賑{麗

 触かとL麗9は、トウモ

(醗pubiisゑe雌data

 次に盤醗書鍵盤の生理学的

④醗賑一§0縫丁

 身や登熟初期の穎果など

(Ya思&yaetai.,19

⑤イネ穎果当た

ち開花日から増

 84%が穎果の未熟玄米中に存在した。

(}{ayaka麗aet農1.

獄上の結果は、

ミノ酸代謝の中

を強く示唆した

いた獺田一駐麗

 とができた。
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