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所長の挨拶 (Foreword)

1989年に岡山大学農業生物研究所から現資源生物科

学研究所に改組されたことに伴い、 1991年に、それま

で本研究所の欧文紀要であった iBerichtedes Ohara 

Instituts fur Landwirtschaftliche Biologie. Okayama 

U niversity Jと和文紀要であった「農学研究Jを併合し、
誌名を「岡山大学資源生物科学研究所報告J(英文名
Bulletin of Research Institute for Bioresources 

Okayama University)と改め、英文および和文の原著論

文を掲載する紀要として、現在まで刊行してきた。

しかし、時代の流れとともに、研究業績を国際的に

周知させるためには、数多くの原著論文をレベルの高

い国際誌上に発表することが重要であることが認識さ

れ、紀要への投稿件数は減少している。このような状

況を鑑みて、この数年間、紀要の改廃に関して検討を

続けてきた。

一方、本研究所は、 1993年以来、 3報の「岡山大学資

源生物科学研究所年報」を発刊した。この年報は、発

刊において、自己点検・評価報告書を兼ねるものとし

て企画されたものであり、その内容は網羅的であり、

研究活動に焦点を当てたものではなかった。その後、

In accordance with the reorganization of the "Research 

Institute for Agricuitural Biology" to the "Research 

Institute for Bioresources (RIB)" in 1989. the two 

Institute's bulJetins for original papers. "Berichte des 

Ohara Instituts fur Landwirtschaftliche Biologie. 

Okayama University" in European languages and 

"Nogaku Kenkyu" in ]apanese were combined into a 

bullE!tin. "Bulletin of Research Institute for 

Bioresources. Okayama University". Six volumes of the 

new buJletin have been issued since 1991. 

In recent years. however. the members of the staff 

have been conscious of the importance of publishing 

their original papers in qualified international journals. 

In consequence. the number of contributions to the 

bulletin has been decreasing in the recent issues. 

Confronted with such a problem. we have been dis-

cussing whether the publication should be discontin-

ued. or how the style of the bulletin could be changed. 

On the other hand. we have published three issues 

of the "Annual Report of Research Institute for 

Bioresources. Okayama University" since 1993. The 

first Annual Report was edited as a self-evaluation 

report of RIB. and incJuded a wide range of items 

自己点検・評価報告書を年報とは別に作成することと

なり、年報の内容の変更についても考える必要が生じ

た。

研究業績の周知のためのメディアとして、「年報」的

刊行物の発刊は、是非必要である。そこで、今回より、

「岡山大学資源生物科学研究所報告」に、紀要としての

役割のほか、年報としての性格をもたせることとし、

論文のほか、研究所、部門、分野(研究室)の活動報告、

総説、モノグラフ等を掲載できるようにし、英文名は、

Report of Research Institute for Bioresources. 

Okayama Universityと改めた。

本号では、本研究所各分野の(研究室)の研究活動報

告を中心に編集した。本報告によって、本研究所にお

ける研究活動の意義が多少ともご理解いただけるなら

幸いである。

(所長，本吉総男)

besides but the research activities. The contents of 

the second and the third issues followed the first 

issue.. but self-evaluation reports have been indepen-

dently edited. and the contents of the Annual Reports 

should be changed to be more attractive. 

As a medium for provinding information of our sci-

entific achievements to the public. publication of annu-

al report is necessary. We have thus decided to com-

bine the annual report and the bulletin to incJude 

reports of recent research activities. review articJes. 

monographs etc. besides original papers. and renamed 

the publication. "Report of Research Institute for 

Bioresources. Okayama University". 

This issue forcus the research activities of every 

laboratory of this Institute in the last three years. We 

hope that this report will increase your understanding 

of the significance of our research activities. 

(Director. Fusao Motoyoshi) 
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研究所の歴史 (HistoヴザtheInst，仰 te)

大正3年(1914)、大原孫三郎氏によって設立された財

団法人大原農業研究所が本研究所の前身である。大原

孫三郎氏は、時の倉敷紡績社長でありながら、同時に

たぐい希なる文化人として種々の社会事業に大きな足

跡を残した人物であり、なかでも、農民の福祉向上に

特別の意を用い、広く一般農作業の改良を目指すとと

もに農学に関する重要課題を科学的に研究するためこ

の研究所を創設した。

第二次世界大戦の後、昭和26-27年(1951-1952)に

研究所を固に移管する方針が定まり、岡山大学農学部

附属大原農業研究所として発足するに至った。さらに、

昭和28年(1953)には、大学附置研究所となり、岡山大

学農業生物研究所の名称で農学の基礎研究を行うこと

となった。

当初は、植物病理学、生物化学、害虫学、作物生理

学及び作物遺伝学の5部門であったが、その後微細気象

学(昭和35年・ 1960)、水質学(昭和41年・ 1966)、雑草

学(昭和45年・ 1970)の3部門ならびに附属施設として大

麦系統保存施設(岡和54年・ 1979)が設置された。

財団法人大原農業研究所から岡山大学農業生物研究

The Institute was founded in 1914 as the "Oohara 

Institute for Agricultural Research" by Magosaburo 

Oohara， a leading citizen of Kurashiki City， with the 

purpose of advancing agricultural sciences， 

After the Second World War， the Institute became 

affiliated to the School of Agricultural Science of 

Okayama University founded in 1951， and became 

the"Institute for Agricultural Biology"under the direct 

supervision of the University in 1953. InitiaJly five 

research divisions were organized; Plant Pathology， 

Biochemistry， Applied Entomology， Plant Physiology 

and Plant Genetics. Later new divisions were added. 

Micrometeorology in 1960. Biological Water QuaJity in 

1966 (the name of this division was changed to Water 

Quality in 1975). Weed Science in 1970 and the Barley 

Germplasm Center in 1979. 

The Institute has carried out research on biore-

sources from the wide viewpoints for 70 years. The 

English name of the Institute was officially changed to 

the "Institute for Agricultural and Biological Sciences. 

Okayama University" in 1970. 

In order to meet the new scientific and social 

demands. the Institute is reorganized and renamed" 
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所にわたる70有余年の問、本研究所では、生物資源の

確保と開発を図るため、種々の角度から研究を進めて

きた。このような多面的な活動を統合し、新しい学術

上の要求と増大する社会的要請に応えるため、昭和63

年(1988)、農業生物研究所を改組し、「資源生物科学研

究所」として新しいスタートを切ることとなった。新

組織は、遺伝情報発現部門、生物機能解析部門、生物

環境反応部門の3大部門(9研究分野)、外国人客員部門

(生活環解析部門)及び大麦系統保存施設から成り、資

源生物、特に資源植物についてバイオサイエンスの視

点から総合的な研究の展開を目指してきた。

その後、 21世紀の国際的、社会的な要請に応えるた

めに、平成9年(1997)、大麦系統保存施設と生活環解析

部門を廃止、統合し、「大麦・野生植物資源研究センタ

ーJを設置した。なお、現在、本研究所は岡山大学大
学院農学研究科(修士課程)及び自然科学研究科(博士課

程)に参画し、岡山大学における大学院教育の一翼をも

担っている。

The Research Institute for Bioresources. Okayama 

University" in 1988. The new Institute was composed 

of three divisions including nine laboratories. a division 

for a Foreign Visiting Professor and the Barley 

Germplasm Center. The last division and the center 

were unified to establish the Barley and Wild Plant 

Resource Center in 1997. 

The Institute contributes to the education of stu-

dents in the Graduate School of Agriculture 

(Master's Degree Course) and the Graduate School of 

Natural Science and Technology (Doctor's Degree 

Course of Okayama University). 
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研究活動 (ResearchActivity) 

遺伝情報発現部門 (Divisionof Genetics) 

遺伝子解析分野

遺伝子解析分野では、植物における染色体と遺伝子

の構造と機能の解明を目標としている。最近3年間に、

シロイヌナズナ染色体のセントロメアの解析、核ーオル

ガネラ相互作用の研究にかなりの進歩があった。その

他、若干の新しい遺伝子がクローニングされ、それら

の構造と発現に関する特性が研究された。以前から進

行していたトマトのトマトモザイクウイルス抵抗性遺

伝子Tm-2のDNAマーカーによるマッピングはほぼ完了
した。

1.シロイヌナズナ染色体のセントロメアの分子的解析

本研究に先立ち、われわれは、コスミドクローンを

用いた多色蛍光insituハイプリダイゼション法を開発

し、この手法により、シロイヌナズナの全染色体の識

別に成功した(5)。

シロイヌナズナ染色体のセントロメア領域は、 180-bp

ファミリーと呼ばれる高度に保存された縦列型反復配

列に占有されており、ヒトのセントロメア構造に類似

している。この基本ユニ ットの中にヒトのセントロメ

アタンパク質CENP-Bに結合する部位に類似した配列が

同定された(21)。現在、このCENP-B遺伝子のホモロー

グを探索している。

EMS処現によって誘起されたシロイヌナズナの斑入り突然変異体
EMS-induced variegated mutant plants. 

2.シロイヌナズナ小型染色体の分子構造の解析

シロイヌナズナの一系統(Tr45)に存在が確認された

小型染色体のセントロメア構造を分子レベルで解析し

ている。このテロ染色体45のサイズは、物理地図とパ

ルスフィールドゲル電気泳動装置から5-6メガ塩基対

4 

レーザマイクロダイセクション装置
Laser rnicro-dissection systern. 

(Mb)であると推定されている。この染色体のセントロ

メアに局在する反復配列(l80-bpファミリー)のクラスタ

ーは、 60kb以下であろうと推定されており、もしこの

反復配列だけでセントロメアの機能が保たれていると

すると、他の高等真核生物に比べて、非常にコンパク

トなセントロメアということになる。

3.細胞質遺伝を統御する遺伝子の解析

細胞内オルガネラである葉緑体とミトコンドリアで

は、独自のタンパク質合成を行うが、その機能を制御

する遺伝子の殆どは核ゲノムにコードされている。細

胞質機能を制御する遺伝子を調べるために、シロイヌ

ナズナからAtOXA1.AtABClなどの遺伝子を単離して

解析している。また、オオムギにおいて縞形質を示す

wst-3突然変異体についても遺伝子の作用とオルガネラ

への影響を調べている(3.9. 10. 16)。

シロイヌナズナ本業の葉緑体電子顕微鏡像
Electron micrograph of a chroloplast in a rosette leaf of 
Arabidopsis. 



4. G F Pを用いたオルガネラの可視化

シロイヌナズナFIATPaseのサプユニットをコードす

る遺伝子に由来する、ミトコンドリア局在化シグナル

配列を、 Greenfluorescent protein (GFP)と融合したキ

メラ遺伝子を構築し、この遺伝子をシロイヌナズナ及

びイネに導入した植物を作製した。これらの植物では

生体内でのミトコンドリア観察が可能となり、これら

の各器官における動態について解析している。

Greein fJuorescent protein (GFP)遺伝子を導入したトランス
ジエ再ツクシロイヌナズナ
上の修真の中で、子葉が緑色に見えるものがトランスジェニ
ック植物
Gr号制 fluorescentprotein (GFP).introduced transgenic 
Arattidopsis. The cotyledons of the transgenic plant emits 
green fluorescence as shown in the lower photograph. 

5. シロイヌナズナからクローニングされた新遺伝子

構造的にキンギヨソウのセントロラジアリス(cen)に

類似する遺伝子ATC(Arabidopsis thaliana centroradi. 

a1is)を単離した。しかしATCは、 TFL1やcenと異なり、

茎頂分裂組織のアイデンテイティーを制御する遺伝子

ではない。この遺伝子の本質を明らかにするために、

atc突然変異体を探索中である。

ミロシナーゼ結合タンパク質(MBP)をコードする遺

伝子の一つf.AtMBPを単離した。他のMBP遺伝子と異

なり、花器のみで発現し、また傷害や特定のシグナル

物質の処理に感応しない点に特徴がある。

なお、研究技術としては、新しく同定された遺伝子

の組織特異的発現をより詳細に検査するために、テク

ノピヮト樹脂を用いたinsituハイプリダイゼイション法

を確立した(22)。

6. ブラシカ属植物におけるタ』ミナルフラワ-1(TFL1)様遺伝子

TFL1の特定配列に基づくプライマー対を用いて、

Brassica napus (ゲノム構成:AACC)、B.rapa(AA)お

よび B.oleracea(CC)のゲノムDNAから、 PCRによって

TFL1様遺伝子の単離を試みたところ、 B.napusから3

つ、 B.rapaから2つ、 B.oleraceaiJミら2つの配列を検出

蛍光insituハイプリダイゼーション法を用いた花序における
遺伝子発現の解析。標本はテクノピット樹脂を用いて作成し
た。赤い部分で遺伝子が発現している。
In situ hybridiza甘onfigure of an expressing gene in a flo-
rescence of Arabidopsis. The specimen was prspared using 
Technovit resin. The gene expression is visualized by red 
fluorescence. 

した。 B.napusからの3つの配列のうち1つは、 B.rapa 

(AA)からの2つの配列に、他の 2つは、 B.oleraceaか

らの2つに近いことから、 B.napusにおける 2種の配列

は、祖先種B.rapaとB.oleraceaに個別の起源をもつも

のと考えられる (23)。

7. トマトのトランスポゾンの解析

トマトの新しいトランスポゾンを解析するため、 ト

マトのトランスポゾン様配列Lyt1と同じファミリーに

属する新しい因子を単離した。このうち、 Lyt2・2は、 ト

ウモロコシの自律性因子MuDRにコ}ドされている

MURAトランスポゼースに類似した配列をもっタンパ

クをコードするORFをもっていた。また、 Lyt2-2には別

のトランスポゾン様因子TAPIRが挿入されていた。

トランスジェニツクシロイヌナズナに導入したATC遺伝子の
発現による花序の形態異常
Morphological alteration of inflorescence caused by ectopic 
expression of an A TC transgene in a transgenic 
Arabidopsis plant. 
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8. トマトのトマトモザイクウイルス(ToMV)

抵抗性遺伝子Tm引こ最接近するDNAマーカーは、 ト

マト属野生種Lycopersiconperuvianumに由来し、第9

染色体のセントロメア近傍のヘテロクロマチン領域に

存在する。同定した10のRAPDマーカーのうち6つのマ

ーカーは、準同質系統GCR26(+1+)とGCR236(Tm-

2ITm-2)の交雑のF2世代で分離しなかったが、

N131000. E16900およびG09700の3つのみが、 Tm-2型対

立遺伝子をもっトマト3系統(GCR267、TM]54-28およ

び、Perou2)にも見出されたので、これらのマーカーは

Tm-2遺伝子座に最接近しているものと推定した。また、

L. peruvianum 1系統にもこれらの存在を確認した。こ

れら3つのRAPDマ}カーは、既報の方法(1)に従って、

sequence characterized ampli五edDNA (SCAR)マーカ

ーに変換し、使い易くした(2)。

9.ライムギ由来小型染色体の分子遺伝学的解析

ライムギ細胞質を有する六倍性コムギには、 "midget"

と呼ばれる小型の染色体が存在する。このmidget染色

体が伝達されないと、その種子は匹乳が退化し発芽で

きない。このことから、 midget染色体にライムギ細胞

質で特異的に機能する重要な遺伝子が座乗しているこ

とを示唆されている。そこで、レーザマイクロダイセ

クションによりmidget染色体を切り取り、そのDNAを

増幅した。現在、解析されたDNA塩基配列から、数種

の関連遺伝子が候補として挙がってきている。

将来展望

セントロメアは染色体の最も重要な部分であるにも

拘わらず、植物における研究は、酵母やヒトにおける

研究と比較すると大幅に遅れている。本分野は、ジョ

ン インネス センターのグループと共同研究を行い、

シロイヌナズナのセントロメアの構造が、ヒトの染色

体のセントロメアの構造と似ていることを指摘した。

本分野で発見した小型染色体は、セントロメアの機能

解明に役立つと考えられる。

ブラシカ属植物におけるTFL1様配列で示唆したよう

に、シロイヌナズナの遺伝子に関する知見は主要な作

物における遺伝子研究に直接役立つであろう。本分野

では、核とオルガネラにおけるシロイヌナズナの種々

の遺伝子の構造と機能に関する研究を行い、その成果

を作物の遺伝子研究に結びつけたい。
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Laboratoη0/ Mo/ecu/ar Genetics 

Laboratory of Molecular Genetics aims at elucidating 

the structure and function of chromosomes and genes 

in plants. During the recent three years. there has 

been some progress in studies on the centromere 

structure of chromosomes and on the genetic interac-

tion between nuclear and organellar genes in 

Arabidopsis thaliana. In addition. a few novel genes 

cloned from A. thaliana and their tissue specific 

expression were characterized. Mapping studies of 

the tomato mosaic virus resistance gene Tm-2 with 

random amplified polymorphic DNA (RAPD) or 

sequence characterized amplified region (SCAR) 

markers in tomato have been almost completed. 

(1) Molecular analysis of centromere structure and 

function in Arabidopsis thaliana 

Previously. we succeeded in di妊erentiatingall the 

Arabidopsis chromosomes from one another by an 

improved multi-color fluorescen{;e in situ hybridization 

techoiq ue with cosmid clones (5) . 

Centromeric regions of all chromosomes in A. 

thali4na are occupied by tandem repeat sequences 

called the 180-bp or pAL1 family. The organization of 

this iamily is similar to that of human α-satellite. We 

found that the DNA sequences of the 18G-bp repeat 

units are highly conserved. and have a site similar to 

human CENP-B DNA binding motif(21). This sug-

gests that this 180・bpfamily plays an important role in 

Arabidopsis centromere organization and function. 

We have been screening for Arabidopsis homologues 

ω出eCENP-B gene. 

(2) Molecular structure of a minichromosome in 

Arabidopsis thaliana 

Avぽysmall chromosome was found in the progeny 

of a telotrisomic plant (Tr1A) of A. thaliana. 

Fluofescence in situ hybridization (FISH) studies 

revealed that this chromosome had been derived from 

a short arm of chromosome 4 (4S). and carries only a 

limited part of the 180・bpcluster in the centromeric 

regi肌 Analysesby pulsed field gel electrophoresis 

and Southern blot hybridization revealed that the size 
of the telocentric chromosome 4S is about 6 Mb. and 

the 18G-bp cluster in the centromeric region is 40・60

kb in length. This suggests that a quite short cluster 

of the repeats are functional as a centromere in A. 

thaliana. compared with those in other higher eukary・

otes. 

(3) Nuclear genes controlling organellar function in 

higher plants 

The function of chloroplasts and mitochondria is large-

Iy dependent upon the expression of nUclear genes. 

although they possess their own transcr句tion/transla・

tion machinery. We have isolated AtOXAl and 

AtABCl genes from Arabidopsis involved in the 

assembly of respiratory complex formation (3. 9. 10. 

16). and functional analysis of these genes is under-

way. 

(4) Visualizing mitochondria in transgenic plants 

A chimeric gene construct has been made from a 

mitochondrial targeting sequence derived from the 

delta subunit of Arabidopsis F1A TPase and a green 

fluorescent protein (GFP). The chimeric GFP protein 

has been shown to be targeted to mitochondria in 

transgenic plants. Characterization of mitochondria in 

these plants will now make it possible to observe 

"dynamics of mitochondria" in living cells. We are cur-

rently examining how they l∞k. move. and alter their 
shape in response to environmental stresses. 

(5) Novel genes isolated in Arabidopsis thaliana 

A gene structurally more resembling centroradialis 

(cen) gene of Antirrhinum majus than Terminal 

Flower 1 (TFLl) of A. thaliana (6) was isolated 

from A. thaliana. and was given a name A TC 

(Arabidopsis thaliana centroradialis). Unlike TFLl in 

A. thaliana and cen in A. majus. however. A TC does 

not control the identity of the apical meristem of infl。
rescence. We are looking for atc mutants to analyze 

the function of出isgene. 

Another novel gene we isolated encodes a mirosi-

nase-binding protein (MBP). but expressed preferen-

tially in the flower of A. thaliana where other MBP 

genes are not expressed. The new gene was named f-

AtMBP. The f-AtMBP does not respond to wounding 

or application of certain signal molecules by which 

other MBP genes are usually inducible. suggesting this 

gene is a novel type specific to floral organs. 

In order ωanalyze the tissue-specific expression of 

newly Isolated genes In detail. We established an in 

situ hybridization technique using Technovit resin (22). 
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(6) Termina1 flower l-like genes in Brassica species 

Terminal Flower 1 (TFL1)・likegenes were cloned by 

PCR from the genomic DNAs of Brassica napus 

(genomic construction: AACC). B. rapa (AA) and B. 

oleracea (CC) using primers designed based on cer-

tain domains in the TFL1 sequence. Three TFLl-like 

sequences were found in B. napus. two in B. rapa and 

two in B. oleracea. From the detailed analysis. it was 

known that one of the three B. napus sequences is 

more similar to TFL1-like sequences in B. rapa (AA) 

than those in B. oleracea (CC). while two are struc-

turally more close to those in B. oleracea (CC). sug-

gesting that the TFL1・likesequences in B. napus have 

differently originated from its two ancestoral species. 

B. rapa and B. oleracea. 

(7) Molecular analysis of transposons in tomato To 

search for new active transposable elements in tomato. 

we isolated new transposon-like elements of Lytl fami-

ly. Among them. Lyt2-2 has an ORF encoding a pro-

tein which shows sequence similarity to MURA trans-

posase. encoded by maize autonomous element MuDR. 

Lyt2-2 also has an insertion of another transposon-like 

element. T APIR. 

(8) DNA markers nearest the 1'，貯210cusin tomato 

The gene Tm-2 is derived from Lycopersicon peru-

vianum. and is located in the het町田hromaticregion 

near the centromere of chromosome 9 of tomato. Six 

of the previously identified ten RAPD markers have 

not segregated from Tm-2 and from each other in an 

F2 population from a hybrid between nearおogenic

lines GCR26 (+1+) and GCR236 (Tm-2ITm-2). but 

out of them. only three markers. N131000. E16900 

andG09700. were detected also in the tomato lines 

GCR267. TMJ54-28 and Perou 2 which have Tm会like

genes allelic to Tm-2. suggesting that these three 

markers are more close to the Tm-21ocus than others. 

By the method previously described (1). these three 

RAPD markers were converted into SCAR markers 

which show more distinct bands than those of the 

RAPD markers (2). 

(9) Molecular genetic analysis of the midget chromo-

some from rye 

Occurrence of the midget chromosome in a common 

wheat with rye cytoplasm indicates that the chromo-

some carries the gene (s) essential for maintaining the 
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function of rye cytoplasm. To elucidate the interaction 

between the midget chromosome and rye cytoplasm. 

the midget chromosomes were microdissected with a 

UV-laser. and the DNA was amplified by using degen-

erate oligonucleotide-primed (DOP) PCR. Clones from 

the amplified DNA contained various kinds of 

sequences. some of which were homologous to those of 

EST clones in wheat. maize and rice. 

Prospect 

Studies on the structure and function of centromeres 

of plant chromosomes have been much delayed com-

pared with those of Saccharomyces cereviciae and 

human chromosomes. Our joint research with a group 

at the John Innes Centre have demonstrated that the 

structure of the A. thaJiana cenromeres resembles that 

of the centromeres of the human chromosomes. The 

very small chromosome that we found in A. thaJiana 

may be a useful materiaJ for future studies. 

As shown about TFL1-Jike sequences in Brassica 

species. most危ldingsin molecular genetic research in 

A. tha1iana may be directly useful for molecular genet-

ic approaches in important plant bioresources. In this 

viewpoint. we will continue to study the structure and 
function of various Arabidopsis genes in the nucJeus 

and organella. and to make use of the results for 

advancement of molecular genetics of important crop 

specles. 



形質発現分野

World Distribution of Acid Soils 
世界における酸性土犠の分布
World distribution of acid soils 

強叶赤色を示す酸性土壊。酸性に強いコーヒーが栽培されて
い制。ケニア国ナイロピ郊外。
Acie soil showing strong red color in suburban area in 
Nait!obL Kenya. Coffee trees tolerant to acid soil are grown. 

酸性土嬢における植物根の伸長を抑制するアルミニ

ウム (Al)ストレスについて勢力的に研究を行っており、

長年の蓄積の上、平成8-10年度にはNatureを含む、

主として国際誌に33報の論文として成果を発表した。

これらの成果を基盤として平成10年度、生研機構「新技

術・新分野創出のための基礎研究推進事業jの研究課題

(酸性土壌における生産性向上を目的とした植物のアル

ミニウム耐性機構の解明と耐性植物の作出)に採択され

た。以下に得られた成果の一部を紹介する。

1. Al耐性機構の解析

酸性土壊でよく生育するソパはAlストレスによりた

だちに根からAlを無毒化するシュウ酸を分泌すること

を見い出した。その分泌量はAl濃度により増加したが、

ランタン、リン酸欠乏では起こらなかった。分泌部位

はAIが蓄積したり、障害が認められる根端10mmに限ら

.. 。
Atlas 

10 

30 ._  
50 

。
Scout 

10 

30 

50 

(μMAI) 

コムギ担婚に付婚したAI

Al耐性コムギ(Atlas)と感受性コムギ(Scout)をAl処理し、
根のAlを染色した。耐性穫はAlを吸着しないが、感受性積は
吸着しているのが分かる。
Staining of Al in the r∞t of Al tolerant (Atlas) and sensi-
tive (Scout) wheat roots treated with different concentra-
tion of AICiJ. 

れており、極めて合目的々な耐性機構と考えられた。ト

ウモロコシ根にAl単独、 Al:シユウ酸(1 : 1、1:2、1: 

3 )複合体を与えると、 1:2、1:3では全く根の伸長阻害

が認められなかった。またAlを与えたソパ葉中ではAl

がシユウ酸と 1:3の複合体で存在していることを明ら

H s 
同司・....c_c....c、N....ct旬、倒r制作創〆Nトh
HO'" H 

I"Ca何elc..同一Putresclne→|  
acld 

Al耐性タバコ培養細胞に蓄積しているCaffeoylputrescineの
化学構造。 CafieoylputrescineIこは、脂質過敏化に対する抗
酸化活性がある。
ChemicaJ structure of caffeoylputrescine accumulated in Al 
-tolerant tobacco cells. Caffeoylputrescine has an antioxi-
dant a~tivity. 
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かにした。これらの結果からソパは分泌したシュウ酸

および体内に蓄積しているシュウ酸とAlがキレート化

合物を形成しAlを無毒化していることを明らかにした

(参考文献18.19. 30. 35)。

2. Alイオンの毒性機構の解析

タバコ培養細胞を用い、 Alイオンの毒性機構の解析

を行った。Alイオンは、原形質膜の障害を直接ひきお

こすことはないが、鉄イオン(Fe2+.Fe3+)が触媒する脂

質過酸化反応を促進し、細胞死をもたらす。細胞死に

至る過程には細胞外液のカルシウムイオンと、細胞内

プロテアーゼが必要であり、さらにDNAの断片化を伴

うことから、遺伝的にプログラムされたアポトーシス

様細胞死の可能性が高い。タバコ培養細胞から選抜し

たAl耐性細胞は、脂質過酸化に特異的な耐性を礎得し

ており、抗酸化物質としてカフェオイルプトレシンを

蓄積していることを明らかにした(10.11. 27. 33. 53)。

EnhMo創嶋田llotFe・
W削胸d剛d

開・町Mrr鳩町市崎隅

.....1.阻&.(1幽L
11 0 .，00'. 

タバコ培-養細胞におけるAlによるアポトーシス様細胞死。 Al
は、鉄依存性脂質過酸化反応を促進し、細胞死をもたらす。
細胞死に至る過程(左)には、 DNAの断片化が含まれる(右)。
Apoptosis-like cell death caused by Al in cultured tobacco 
cells. Al enhances iron-mediated peroxidation of lipids 
which causes cell death. Cell death process (left) includes 
internucleosomal DNA breakage (right). 

3. Alストレス誘導性遺伝子の解析

タバコ培養細胞や酵母において新たにNtGDI1、

HSP150、SEDl遺伝子などが、 Al誘導性遺伝子である
ことが明らかとなった。また、 HSP150i宣伝子について
は、遺伝子破壊株を用いた実験より、酵母ではAl耐性

に関与していることがわかった(26)。さらにこれまでに

単隊されたAl誘導性遺伝子11個について酵母の形質転

換体を構築し、これらの遺伝子の高発現化により、酵

母がAl耐性になるか否かを検討した。その結果、

AtBCB遺伝子とNtGDI1遺伝子の2つは耐性遺伝子であ

ることが示唆された。現在、これらを含めた 9種類の
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AI ("M) +Galactose +Glucose 

Control 0 
自pYE割)50

75 

BCB75 
(pAL810) 

GDI 75 
ωAL818) 

E~哩盟.. 

国園田園

EZ彊圏・・・
Iロ(..'1

酵母形質転換体を用いたAl感受性試験

LIII翠四国

E温圃.

EE園圃・・・・
2%グルコースを含むLPM培地で培養した対数増殖期の細胞
を115、1125、11125、11625、1/3125傍に希釈後、 Alを含む
LPM寒天培地上にスポットした。 LPM寒天プレートには炭
素源として2%ガラクトース(Gal)又はグルコース(Glu)を用い
て検討レた。 30tで3-4日間培養後、 Alに対する感受性li各
プレート上でのコロニー形成能で判定した。それぞれの遺伝
子はベクターpYES3のGAL1プロモータ}の下流に挿入した
ので、どの遺伝子の場合もガラクトースの方がグルコース添
加時よりも高く発現する。従って、 2つの形質転換体でのAl
耐性はガヲクトース存在下でのみ見られる。
Al sensitivity of the yeast transformants. 
Log-phase cells grown on LPM mediumu conttaining 2% 
glucose at 30t were diluted to 115. 1125. 11125. 11625 and 
ν3125 and spottted on LPM agarose (196) plat凶 (pH4.0) 
containing various concentrations of Al and either 2% 
galactose or glucose. These plates were incubated at 30t 
for 3 to 4 d. Since the tested genes were place downstream 
of the GAL 1 promoter of pYES3. mRNA level of each gene 
was higher when cells were grown in galactose than in glu-
cose. Al resistant phenotype of these two transformants 
therefore can be only seen under the galactose condition. 

Al誘導性遺伝子についてモデル植物であるアラピドプ

シスに導入した形質転換体を構築し、検討を進めてい

る(36)。

将来展望

当分野の最終目標は酸性土壊における作物の生産性

を高めることである。Al障害機構解明の手がかりとし

て、植物培養細胞を用いた細胞レベルの現象の解析と、

現象に関わる分子の同定をすすめ、その知見を植物根

の現象に当てはめて解析したいと考えている。

また、 Alストレスが起こる土壌環境に出来るだけ近

い環境で現象を理解し、耐性機構を生理学、分子生物

学的に解析するとともに、耐性にかかわる遺伝子機能

の発現を高めた形質転換植物の作出を当面の目標とし

ている。



Laboratoη01 CeO Genetics 

The laboratory of cell genetics has pursued the 

rese!irch on aluminium (Al) stress continuously and 

successfully. Al stress is one of the major stresses in 

acid soil and inhibits the elongation of r∞ts. Based on 
the vast knowledge obtained in our laboratory， we 

pub4shed experimental results in 33 reports in inter-

national journals including Nature in the past 3 years. 

Bas日don these fruits， our project regarding plant 

response to Al stress has been supported by a big sci-

entiflc 5・yeargrant Program for Promotion of Basic 

Res母archActivities for Innovetive Bioresources 

(PROBRAIN) from the Ministry of Agriculture， 

Forestry and Fisheries. The grant supports the per-

sonal expenses of 5 postdoctorals as well as research 

expenses and we expect the further advancement for 

the solution of Al stress in acid回il.

In the following， the results of our research are sum-

marized. 

1. The mechanism of Al tolerance 

Buckwheat which can grow in acid soil excluded oxal-

ic acid immediately after subjected to Al stress. The 

amount of excluded oxalic acid increased with the 

increasing concentration of Al， but the treatment with 

lanthanum and phosphate deficiency were not effec-

tive on the exclusion. The location of the root where 

oxalic acid excluded was 0・10凹 fromthe root-tip 

which corresponded to the same portion of the root 

injured by Al and its accumulation. Thus the location 

of Al exclusion could be very reasonable from the 

point of view of tolerance. When Al alone or with 

oxalic acid at a molar ratio of 1 : 1， 1 : 2 and 1 : 3 was 

given to corn r∞ts， inhibition of root elongation by Al 
was not observed with Al : oxalate at 1 : 2 or 1 : 3. In 

the leaves of buckwheat subjected to A1. a large 
amount of Al existed as the complex with an oxalic 

acid at a molecular ratio of 1 : 3. These results indi-

cated that buckwheat has a skilled strategy for Al tol-

erance by making a chelate complex with Al and 

oxalate in both the rhizosphere and cell， thereby the 

toxicity of AP+ is extremely reduced (Ref.，l8， 19， 30， 

35). 

2. A mechanism of Al toxicity 

Mechanisms of Al cytotoxicitt have been investigated 

in cultured tobacco cells. Al ethanced the iron (Fe2+， 

Fe3+) -mediated peroxidation of lipids which directly 

caused cell death. The cell death process required 

extracellular ca1cium ion and endogenous protease， 

and causedipternucleosom叫 DNAbreakage，剖ggert-

ing apoptosis:like cell death process. An Al tolerant 
cell line isolated from tobacco cells seemed to acquire 

a tolerance mechanism specific for the peroxidation of 

lipids. This cell line accumulated an antioxidant mole-

cule against the peroxidation of lipids， which was iden-

tified as caffeoyl putrescine (10， 11，27，33，53). 

3. Molecular genetical analyses of Al-induced genes 

The NtGDI1. HSP150 and SED1 genes were newly is。
lated from tobacco culture cells and yeast cells as Al-

induced genes. From the experiment using the 

HSPl50 null mutant of yeast， it is suggested that this 

gene functions for Al resistance in yeast. To deter-

mine whether the Al-induced genes derived from 

plants (11 genes) act as Al-tolerant genes or not in 

yeast， all of these genes were indepently introduced to 

yeast cells. Al sensitivity test of these constructs indi-

cated that over-expressed AtBCB or NtGDI1 genes 

can confer Al tolerance to yeast cells， suggesting the 

possibility that these two genes are resistant genes in 

plants. We are now constructing Arabidopsis trans-

formants carrying the AtBCB， NtGDI1 gene or other 

seven of Al-induced genes. These 9 transformants will 

show which genes are Al-resistant genes in plants (26， 

36). 

Future scopes 

Our final goal is to promote the plant productivity in 

acid soil. In order to elucidate the molecular mecha-

nisms of Al toxicity， we will use both cultured plant 

cells and whole plants and analyze the symptoms and 

the molecules related to Al cytotoxicity. 

At the same time， we need further information on the 

physiological and molecular biological mechanism of Al 

tolerance under a condition close to natural environ-

ment as much as possible， and we would like to pr。
duce the transgenic plants which can properly express 

genes involved in Al tolerance. 
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遺伝制御分野

本研究分野では，主要作物であるコムギとイネを研

究対象としている。コムギ生産における最近の問題の

一つに，種子品質の低下がある。最近10年にみられる

不安定な天候，特に種子発達期の雨，曇天の連続によ

る日照時間の不足，あるいは低温が，収穫前に種子が

発芽する「穂発芽」問題あるいは蔵粉分解酵素α-amy-

lase活'性の高い種子の生産を誘導している。このため本

研究分野では，主に種子発芽と休眠性の機構について

研究している。また，イネについては，インド型イネ

の優良形質を日本型イネに導入する時に障害となる雑

種不稔性やイネの品種分化について解析を行っている。

小麦収穫期の雨最、種子水分含量、 a-amylase活性、穂発芽
の関係(Relationshipbetween rain fall during seed develop-
町lentof wheat. water content of seeds. 必amylaseacitvity， 
and pre・harvestsprouting) 

1.コムギ種子の休眠性

コムギ種子の休眠性は，種子発達期に種子内で合成

される植物ホルモンであるアプシジン酸(ABA)に深く

関わっている。また，最近アラピドプシス等で休眠に

関わる遺伝子が単離されてきている。最近の種子休眠

に関する研究のレビューを行った(1)。また，種子休眠

性は，種子発達期の天候により大きく影響される。最

近，北海道で穂発芽が起きた年の種子発達期の天候を

分析する事により，種子休眠性に関わる天候要因を分

析した。収穫期の降雨以外に種子発達期の低温と高湿

度条件が，休眠の発達を抑制することを明らかにした

(14， 15)。
種子休眠性は，種子匹のABA感受性と深く関わって

いる事がArabidopsis、maize、wheatの研究から明らか

になっている。コムギの非休眠突然変異体を作り，種

子発達期のABA合成，匪のABA感受性を分析した。こ

の突然変異体では，種子発達中期におけるABA合成が

低下し，しかも匹のABA感受性が低下していた。この

ことから，匪のABA感受性は，匹のABA合成が関係し

ている可能性を示した(4)。また，コムギ種子は，発達

中に雨に遭うと未熟種子発芽をする。種子発達中に於

けるABA合成を調査したところ，未熟種子発芽をする

時期の種子匹は，匪から多量のABAが流出する事を明

らかにした。匪からのABA流出が未熟種子発芽にかか

わると推定した(17)。
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小麦の穏発芽 (Pre-HarvestSprouting of wheat) 

2.二倍性コムギにおけるmarker遺伝子のマッピング

普通コムギは， 6倍体であるので遺伝子の分析，マッ

ピングが容易ではない。 T.monococcum(栽培2倍体)

とT.boeoticum(野生2倍体)の間で， 66個体からなるF

2をつくり、 simp!esequence repeat(ISSR)とRAPDを

利用してpo!ymorphismを調査した。これらのmarkers

とRFLPmarkersとの比較でmapを作成した (6)。

6倍体コムギと2倍体コムギのmapl立、 4A染色体以外

では一致した。今後，コムギ2倍体でより多くのmark-

ersをmapしていく予定である。

3.イネにおける雑種不稔性の研究

インドネシア在来イネ，シレワーと北海道品種はや

こがねのF1で生ずる雑種不稔性について遺伝子分析を

行った。その結果， 3個の優性補足遺伝子が関与してい

ることが明らかになり，このうちの1個をシレワーが，

残りの2個をはやこがねが有していると推定された。は

やこがねの祖先系統との交雑から，はやこがねの有す

る遺伝子は愛国由来であると推定した(5)。また，ネパ

ールイネ品種，ガマディと日本品種との交雑における

雑種不稔性について，北海道品種，ゆきひかりの祖先

系統と交雑し，遺伝的分化を調べた。その結果，北海

道で育成されたほとんどの品種がガマデイとの交雑で，

極端な不稔性を示し，一方，北海道以外で育成された

品種では，極端な不稔性は示さなかった。このことか

ら，ガマディと日本品種との交雑における雑種不稔性

遺伝子と寒地適応形質との関連が示唆された(11)。

4. Melilotus属Eumelilotus亜属種聞の細胞学的関係

Melilotus属Eumelilotus亜属9種の内，細胞学的関係が

不明であったM.altissimaについて，得られた交雑F1を

試験管内で生育させ， F1の減数分裂の染色体対合を観

察した。 M.altissimaとM.aJbaのFlで1個の相互転座ヘ



テロが認められたが， M. aJtissimaとM.tauricaのFlで

は正常な染色体対合が観察された。これらの結果から

EumeJi10tus亜属9種の内，M aJbaのみが相互転座で他

の8種とは異なっていた(7)。現在，相互転座染色体の

同定を画像処理によって行っている。

イネわF2固体における地下茎の分離 (Segregationof rhチ
zomatous trait in F2 plants of rice) 

5. 4(ネ野生種αJongistaminataの育種的利用
イネ野生種OryzaJongistaminataに特異的な形質の利

用にあたり，地下茎に関する遺伝子分析を行った。国

際イネ研究所から導入したC105204系統と栽培イネとの

交雑で，地下茎が分離することが判明し，地下茎はl個

の優性遺伝子によって支配されていることを明らかに

したφ また，その遺伝子は第4染色体に座乗していた

(9)。植物に普遍的に存在するカタレース(Cat)遺伝子の

構造比較から， 6植物種の分子進化について検討した。

その結果，双子葉植物から単子葉植物への分岐後にCat

遺伝子の重複が起こり，さらにイントロンの欠失が生

じ3型が形成された。特に，イネのCatAでは独特のイ

ントロンが存在していた。その中でも， O. Jongistami-

nataだけは3種の多型が存在し，レトロトランスポゾン

の挿λがあったことが推定された(8)。

6.イネにおける易変性の遺伝的制御

遠縁イネ間交雑後代で生じた潜在的に斑入りを生じ

る突然変異体(yl)における体細胞突然変異の可能性を検

討するため，葉緑素突然変異体種子にイオンビームを

照射1.-，照射MJにおける体細胞突然変異を調べた。核

種とLてヘリウムと炭素を用いたが，いずれの処理で
も体細胞突然変異は得られなかった(10)。 また，この

変異体の交雑後代から出現した斑入りアルピノ(al・v)に

ついて遺伝子分析を行い，アルピノ遺伝子が第4染色体

の無葉舌遺伝子(Jg)と連鎖することが明らかとなった
(12)。

7. Agrobacteriumによるオオムギ遺伝子導入法の開発

180以上のオオムギ系統を調査し、オオAギ品種

Leninsの未熟匹由来のカルスは，今まで知られている

どのオオムギ系統より高い頻度でsh∞tsを分化すること
を明らかにした。このカルスを用いて，パーテイクル

ガン法によるオオムギへの遺伝子導入を試み，非常に

効率よく遺伝子導入ができることを明らかにした(2)。

今後， Lenins匹由来のカルスを用い，土壊細菌である

Agrobacteriumを利用して遺伝子導入する方法を開発す

る。現在，Agrobacteriumを高糖濃度処理する方法が有
効である結果を得ている。

高い再分化能を示すオオムギ品種Leninsの未熟lIf由来カルス
(High shoot regeneration in immature embyonic calli of 
barley cultivar. Lenins) 

8. シロイヌナズナの花器で特異的に発現する遺伝子

の分子生物学的解析

器官の分化や各種のシグナルトランスダクションに

関する様々な遺伝子が、シロイヌナズナにおいて単離

され、その機能が解析されている。我々は、シロイヌ

ナズナのつぼみ由来のcDNAライブラリーに対してデイ

ファレンシャルスクリーニングを行い、花器で高レペ

13 



ルに発現する遺伝子に対応するいくつかのcDNA、栄養

貯蔵タンパク質(YSP)や膜タンパク質などをコードして

いるcDNAをクロ}ニングした(3)0 YSPをコードして

いる2種類の遺伝子、 VsplおよびVsp2は、シロイヌナ

ズナの第5染色体の上腕に約6kbの間隔で近接して存在

しており、それらの塩基配列は互いに87%の相向性を

もっ類似した遺伝子であることを明らかにした。 Vspl

およびVsp2遺伝子上流のプロモーター領域と GUSレ
ポーターとの融合遺伝子を導入したトランスジェニッ

ク植物の解析から、シロイヌナズナVsplおよび Vsp2

遺伝子の発現は、植物の生長期にぞれぞれ独自に制御

されており、また両遺伝子はともに傷を与えることに

より発現が誘導される傷誘導性遺伝子であることが示

された(13)。

将来展望

日本に於けるコムギ生産は，その需要の約10%以下

である。海外からの低価格でしかも高品質のコムギの

輸入は，日本に於けるコムギ生産を困難にしている。

日本におけるコムギ生産を維持していく上で，品質の

向上は避けられない問題である。種子発芽や休眠機構

の生物学的な解析とともに農学上の重要性から研究を

進めていきたい。現在，発芽，休眠に関する遺伝子を

コムギから単離しつつあるが，今後単離する遺伝子を

増やすと共に，これら遺伝子の発芽や休眠に関わる程

度を明らかにしてゆきたい。また，イネにおける

Japonica型とlndica型聞にみられる雑種不稔性に関わる

遺伝子の分析を進めていき，これらイネ間での遺伝子

導入の可能性を探っていく必要がある。
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Laborllto:η 。ifPlantG側~etics

In tl'(is laboratory we are using mainly wheat and rice 

as t~e research materials in relation to plant breeding. 

One of the latest problems in wheat production is low 

quallty of wheat seeds. Unstable weather in the 

whe~t production area of ]apan for the recent 10 

year~・ especially frequent rain falls， shortage of sun-

shin骨bycontinuous cloudy weather， and low tempera-

ture during seed development， induced 'Pre・Harvest

Sproドting'and production of seeds with high a -amy-

lase activity that resulted in the production of low 

quallty wheat. One of our studies focused on the 

mecbanism of seed germination and dormancy. In 

rice， hybrid sterility between ]aponica and Indica rices 

hasドeenone of the major obstacles for transferring 
go04 agronomic characteristics of Indica rice to 

]apotica rice. We are now studying the mechanism of 

hybrid sterility and genetic diversity of the Oryza 

grout. 

1. Se~d dormancy of wheat seeds 

Ab叫isicacid (ABA)， plant hormone， has been indicat-

ed t~ be involved in the development of seed dorman-

cy. Recently， many papers on seed dormancy have 

been published and several genes related to seed dor-

mancy and responsive to ABA have been isolated in 

Ara&idopsis， maize and so on. We have reviewed the 

re印刷 findingson the mechanism of seed dormancy 

espet;ially from the view point of ABA signal transduc-

tion (l). Seed dormancy is a任ectedby environmental 

con~tions ， especially weather condition during seed 

dev~opme此 Analysis of weather during seed devel-

opment indicated that high humidity and low tempera-

ture during middle-seed development hampered the 

devti[opment of dormancy (14， 15). High water con-

tent of seeds appears to prevent ABA synthesis that 

is induced by drying seeds. To elucidate the relation-

ship between dormancy and ABA. we produced non-

dorn!lant mutants of wheat and measured the ABA 

level in the embryos and embryo sensitivity to ABA 

duri仰 seeddevelopment， which has been known to 

be a key factor in the mechanism of dormancy. This 

study showed that the ABA level during the middle-

stag~ of seed development decreased and embryo sen-

sitiv~ty to ABA was reduced in the mutant lines (4). 

Dev~lopment of embryo sensitivity to ABA might be 

related to ABA synthesis during early-middle stage of 

seec:L development. Unfavorable weather condition 

durilllg seed development induced germination of pre・

mature seeds that is different from pre-harvest sprout-

ing induced by frequent rain falls at harvesting time. 

ABA level of developing embryos incubated in water 

showed that embryos in the middle-stage of seed 

development leaked more ABA than embryos at any 

other development stages (17). One of the factors 

that induces premature germination probably is due to 

ABA leakage from embryos. 

2. Mapping ISSR and RAPD markers in Einkorn 

wheat The potential of PCR・basedmarkers was inves-

tigated for construction of a genetic linkage map in 

Einkorn wheat. In 66 F2 population between T. mono-

coccum and T. boeoticum ， we obtained 49 polymor-

phic bands produced by 33 primers for inter-simple 

sequence repeat (ISSR) and 36 polymorphic bands by 

25 combinations of random amplified polymorphic 

DNA (RAPD) primers. Some of these markers were 

mapped on the RFLP linkage map of Einkorn. The 

marker orders of Einkorn wheat and common wheat 

coincided except chromosome 4A in which multiple 

translocations occurred in evolution (6). 

3. Studies on hybrid sterility in rice 

F1 hybrid sterility between Silewah (an Indonesian 

native variety) and Hayakogane (a ]apanese variety 

adapted to the northern island， Hokkaido) was ana-

lyzed Hybrid sterility was controlled by three com-

plementary dominant genes. One of the three genes 

was carried by Silewah and the others were by 

Hayakogane. Two genes of Hayakogane appeared to 

be derived from a variety， Aikoku， based on crossing 

experiments between Silewah and progenitors of 

Hayakogane (5). In studies of hybrid sterility 

between Gamadi (a Nepalese variety) and Yukihikari 

(a variety adapted to Hokkaido)， many progenitors of 

Yukihikari were crossed with Gamadi. Most of the 

FlS between Gamadi and varieties bred in Hokkaido 

were extremely sterile， while FlS between Gamadi and 

varieties bred in districts except Hokkaido showed 

moderate sterility. Sterility gene(s) of Yukihikari 

might be linked with the characteristics adaptive for 

northern climate of ]apan (11). 

4. Cytological relationships among Eumelilotus species 

in the genus Melilotus 

Interspecific hybrids between M. altissima and the 

other species belonged to the subgenus Eumelilotus of 
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the genus MeJilotus were produced by in vitro culture. 

Chromosome pairing at meiosis of the FJs showed that 

there was one translocation between M. a1tissima and 

M. a1ba . while no translocation was observed between 

M. altissima and M. taurica The results suggest that 

M. aJba differs from the other EumeliJotus species by a 

reciprocal translocation (7). 

5. Studies on characteristics of O. Jongistaminata . a 

wild species of rice 

Rhizomes of 0: Jongistaminata is one of the character-
istics of wild species of rice and can be utilized in rice 

breeding. Analysis of F2 segregation between CI05204 

(an IRRI's accession of O. Jongistaminata) and a rice 

cultivar showed that rhizomatous trait was controlled 

by a dominant gene on chromosome 4 (9). Genomic 

DNA structures of the catalase gene were studied in 

six plant species. Consecutive duplication of the pri-

mordial gene and the differential loss of introns 

配 curredin the evolution of monocot plants. In rice. 

Cat A gene had an entirely new intron which was not 

found in any other plants. There were three types of 

introns in 0. Jongistaminata accessions which might 

have originated by insertion of a retroposon (8). 

6. Genetic regulation of mutabi1ity in rice 

lon beams of carbon and helium are used for induction 

of mutations. A mutation was evaluated in the chloro-

phyll mutant line (yl) that was derived from a cross 

of distantly related rice varieties and had a potential 

for variegation in leaves. No somatic mutations were 

observed in the MJ populations (10). A t present. 

mutations by other ion beams are being studied. 

Genetic analysis of variegated albino mutant (al-v) 

which was derived from a cross between the chlor。
phyll mutant (yl) and a marker line was conducted. 

The albino gene was found to be linked with the 

liguleless gene (Jg) on chromosome 4 (12). 

7. Genetic transformation in callus derived from barley 

immature embryos 

We cultured immature embryos of more than 180 bar-

ley lines and found a barley variety 'Lenins' of which 

embryos had an extremely high shoot regeneration 

ability. Using a particle bombardment technique and 

DNA with actin promoter-GUS construction. we could 

produce efficiently plants with genetic transformation 
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(2). Recently. we are developing a transformation 

technique mediated by Agrobacterium in calli from 

immature embryos of Lenins. So far. preliminary 

results suggest that the treatment with a high concen-

tration of sugar to Agrobacterium improve the effi-

ciency of transformation and regeneration of shoots 

from callus. 

8. Molecular biological analysis on flower-specific genes 

in Arabidopsis tha1iana 

Various genes concerning organogenesis and signal 

transduction were cloned in Arabidopsis thaliana and 

their functions have been analyzed. We cloned some 

cDNA clones of genes corresponding to mRNAs 

expressed preferentially in floral organs of A. tha1iana， 

which encode vegetative storage proteins (VSPs) and 

transmembrane proteins. by differential screening of a 

flower bud cDNA library (3). Two genes encoding to 

VSPs (Vspl and Vsp2) were organized in a tandem 

array with an interval of 6 kb on the L arm of chrom。
some 5 and the sequences were similar to each other 

(87% identity). The expression patterns of Vspl and 

Vsp2 were examined using transgenic A. thaJiana 

plants carrying a promoter from Vspl or Vsp2 fused 

to a bacterial s-glucuronidase (GUS) reporter gene. 

These results suggest that expression of Vspl and 

Vsp2 may be developmentally regulated and that they 

are wound-inducible genes (13). 

Prospect 

Less than 10% of the total wheat consumed in ]apan is 

produced in ]apan. and a large amount of high quality 

wheat is imported at low cost from foreign countries. 

This condition has set high obstacles in wheat produc-

tion in ]apan. The unfavorable weather conditions 

during seed development in the recent 10 years has 

further set back wheat production. Among the factors 

responsible for low wheat quality. seed germination 

and dormancy are critical for the low seed quality. At 

present. we cloned several genes related to dormancy 

and germination. In future. we would like to increase 

the number of genes cloned and analyze the contribu-

tion of these genes to germination and dormancy. 

Also. we are continuing studies on the mechanism of 

sterility between ]aponica and Indica rice and are 

searching for gene(s) responsible for hybrid sterility. 



生物機能解析部門 (Divisionof Functional 8iology) 

生物問情報認識分野

当分野では、昆虫を取り巻く生物個体聞の情報発信

と認職、物理的情報に対する認識について解析し、そ

れらわもたらす個々の反応について調べ、資源生物の

有効利用を目指している。

1. ttオムギのアブラムシ抵抗性要因の解析と抵抗性
遺伝子座の解析

オttムギのアブラムシ抵抗性要因としてこれまで、
インドールアルカロイドのグラミン、業面ワックスが

関係Lていることを明らかにしてきた。今回は、抵抗
性で軒グラミンの野生系統であるOUH印3と、感受性の

栽培~統であるOUL117(変異系統)を交配して得られた

れでL分離した4つの異なった表現型(ワックス欠損型
の黄色葉、ワックス正常型の黄色葉、ワックス欠損型

の緑操、ワックス正常型の緑葉)を用いて調べた。これ

ら40の表現型の中で、アブラムシの寄生は正常型で

最も沙なく、葉函ワックス欠損型の黄色業で最も多か

った。一方、グラミン含量はおのいずれの個体とも低

く、これら 4つの表現型で含量に有意な差はみられな

かった(13，14)。

HarringtonとTR306を交雑して得られた倍加半数体の

系統を用いてオオムギのアブラムシ抵抗性遺伝子の

QTL解析を行った。単純区間マッピングと複合区間マ

ッピングを行ったところ、アブラムシ抵抗性に関わる

主要なQTLが第I染色体の短腕の末端部に見い出され

た。この座位は出穂、期に関わるQTLと連鎖していた。

アブラムシ寄生密度の全分散のうち31%はこのQTLの寄

与によるものであった。複合区間マッピングにより、

第5染色体にも別のQTLが見い出された。このQTLはイ

ンドールアルカロイドの一種でオオムギのアブラムシ

に対する抵抗性物質のーっとして知られるグラミンの

合成遺伝子とは連鎖していなかった(12，15)。
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オオムギのアブラムシ抵抗性遺伝子座位
(Mやpingof resistance to悶 e叫aphidsin barley. Aphid res: aphid resistance gene， 

2.ニカメイガの内因性氷核に関する研究

ニカメイガ越冬幼虫は凍結しでも耐えて生存できる

耐凍牲を有しており、冬期筋肉と表皮に氷核を生成し、

氷点下の比較的高い温度で凍結を誘導することをすで

に明らかにしている。この氷核は休眠と低温順化の両

条件がそろった場合にのみ生成されることが明らかに

なりつつある。さらに、この氷核はホルモンによって

制御されており、休眠誘起に作用する幼若ホルモン

(JHu)によって活性化され、休眠打破に作用する脱皮ホ
ルモン(2G-hydroxyecdysone)で不活性化された(29)。

3.アザミウマ類と天敵の飼育法の開発

アザミウマ類の簡易大量増殖は、植物組織内に産卵

することから困難であったが、薄膜を通して水中に産

卵させる方法を開発し、花粉を餌として飼育するシス

テムを構築することによって可能となった。また、開

発した飼育法により数種アザミウマの他、アザミウマ

寄生性の寄生蜂アザミウマヒメコパチの増殖も可能と

なった (18，21)。
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アザミウマ飼育容器
(Thrips rearing ∞ntainers) 

4. アザミウマ類によるTospovirusの媒介機構に関す

る研究

アザミウマ類が媒介するトマト黄化えそウイルス

(T S WV)は近年世界各地で問題となっている。このウ

イルスはアザミウマの幼虫初期に獲得され、成虫で継

続的に媒介されるという特異な獲得・増殖・媒介を示

すことが明らかにされているが、その詳細については

不明な点が多い。数種のアザミウマ類について媒介能

力を検討した結果、ミカンキイロアザミウマ、ヒラズ

ハナアザミウマの媒介能力が高く、従来主要種として

知られていたネギアザミウマの媒介能力は認められな

かった。ミカンキイロアザミウマでは、雌のほうが体

内での増殖が大きいけれど、媒介能力は雄のほうが高

いことを明らかにした (20)。

トマト貧化えそウイルス病発病トマトとミカンキイロアザミウマ
(TSWV infected ωmato and FranklinieJla occidenta1is，) 
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5.天敵の利用及ぴ評価に関する研究

世界中で報告されたアザミウマ類の寄生性天敵につ

いて、寄生ステージ、形態、発生分布、寄主範囲、生

活史についてとりまとめ、天敵資材としての有効性を

検討した。天敵の能力評価を確立するためアザミウマ

ヒメコパチについて検討し、寄主アザミウマでの発育

期間、増殖能力を明らかにした(17)。

アザミウマ幼虫に産卵するアザミウマヒメコパチ
(Thrips parasitoid CeranIsus menes ovipositing thrips larva) 

~・ PGRP .， __ immune reactions 

つ;::rア.
n柳田 一一・J 
…reactions← 2・

細菌細胞壁のペプチドグリカンを認識するタンパク質PGRPと昆
虫の生体防御機構
PGRP (a protein which recognizes peptidoglycan， a compo-
nent of bacterial cell wall) in the defense mechanisms of 
insects 
カイコの血液中にあるPGRPは縦襖細胞盤成分のひとつペプ
チドグリカン(PG)と結合し、セリン酵素の活性化を引き起
こす。その結果、フェノール酸化酵素の前駆体(proPO)が限
定加水分解を受け、活性型のフェノール酸化酵素(PO)とな
り生体防御反応を引き起こす。 PGRPとPGの結合あるいはセ
リン酵素の活性化が直接、防御反応を引き起こす可能性も考
えられる。
When PGRPs bind peptidog!ycan(PG) in the haemolymph 
of silkworm， they trigger the activation of serine enzymes. 
As a result， prophenoloxidase (proPO) is activated into phe-
noloxidase (PO) by limmited proteolysis. The PO elicits 
defense reactions. The binding of PGRPs and PG or the 
activation of serine enzymes may directly trigger defense 
reactions. 



6. カイコの血液からペプチドグリカン認識タンパク

質の精製

カイコの血液からペプチドグリカン認識タンパク質

(PGRP)を精製する方法を世界で初めて開発した。

PGRPはペプチドグリカンに対する親和性があり、それ

と結合するとフェノール酸化酵素系を始動・活性化す

るこkができる。精製したPGRPはペプチドグリカンと
結合するがs-l.3・グルカンとキチンには結合しなかっ

た。 PGRPにはリゾチームの活性はなく、さらに、アミ

ノ酸組成やアミノ末端から20残基のアミノ駿配列はカ

イコのリゾチ}ムと異なっていた(3)。

今後め展望

本研究分野では、引き続きオオムギのアブラムシ抵

抗性機構、イネの害虫であるニカメイガを含む各種見

虫の低温耐性機構を明らかにする。さらに、昆虫と微

生物との相互関係の解明、天敵の効率的な評価方法の

開発等資源生物の有効利用を目指した研究を進めよう

と考えている。また、昆虫の休眠の分子的機構を遺伝

子発現の違いから解析する。
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Laboratoryザ'siologicalCommunication 

Insects utilize information for their survival. and pro-
duce their own signals which influence other living 

organisms. In this laboratory the mechanisms of the 

signal production and its recognition and the mutual 

reaction between signal sender and receiver are being 

studied for the protection from the damage by insect 

pests. 

1. Barley resistance to cereal aphids 

Using four marker genotypes of F2 hybrids derived 

from crosses between aphid resistant and susceptible 

barley lines. we studied the effects of leaf color. epicu-

ticular wax and gramine indole alkaloid on aphid infes-

tation. In the F2 populations of OUL 117 (susceptible 

line. yellow warless type with lower content of 

gramine) x OUH 603 (resistant line. normal type with 

high content of gramine) . the aphid densities on the 

marker genotypes were low in the normal type and 

high in the yellow waxless type. The gramine content 

was low and did not differ significantly among the 

genotypes. These results showed that the genes con-

trolling color and wax types had additive effects on 

normal plant genotype resistance to aphids. but did 

not affect gramine content (13.14). 

A set of doubled-haploid(DH) barley lines derived 

from the cross between Harrington and TR306 was 

used to determine the quantitative trait loci (QTLs) 

controlling resistance to cereal aphids. Simple interval 

mapping and simplified composite interval mapping 

revealed that the principal QTL determining cereal 

aphid resistance is on the distal region of the short 

arm of chromosome 1. The QTL is linked with a 

heading-date QTL. This QTL accounted for 31% of the 

total variance of aphid density. A QTL on chromo-

some 5 was also detected only by simplified composite 

interval mapping. This QTL was not linked to the 

locus of a gene for synthesis of gramine. an indole 

alkaloid and known to be a resistant factor to cereal 

aphids (12. 15). 

2. Ice nuclei in larvae of the rice stem borer. Chilo sup-

pressaJis Walker 

Ice nucleus production of larvae of the rice stem borer. 

Chilo suppressaJis has been observed to be related to 

diapause and cold temperature exposure. To deter-

mine the effects of insect hormones the regulate larval 

diapause on ice nucleus production. non・diapausing

mature and overwintering (diapausing) larvae were 
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treated with juvenile hormone (JH) and ecdysone. 

When ]H-I was applied. the crystallization tempera-

ture of the muscle and epidermis rose in non-diapaus・

ing mature larvae. but not in overwintering larvae. 

which might have a high endogenous JH content. 

However. injection of 2O-hydroxyecdysone lowered the 

crystallization temperature in overwintering larvae. 

These results show that ice nuclei in the muscle and 

epidermis are activated by JH and inactivated by 

ecdysone (29) 

3. Rearing method for thrips and their natural enemies 

Western flower thrips. FrankJiniella occidentaJis. and 

melon thrips. Thrips palmi， were introduced to ]apan 

several years ago and have seriously damaged green-

house crops. It is important to develop a rearing sys-

tem of thrips for biological studies and screening pesti-

cides. Thrips larvae could be reared on pollen and 

honey solution offered through a thin membrane. 

With this method the complete life cycle of species 

such as F. inωnsa， F. occidentaJis， T. tabaci， T. hawai-
iensis and T. palmi could be studied. This rearing 

method could be applied for rearing thrips parasitoid. 

Ceranisus menes as well (18， 21). 

4. Mechanisms of Tospovirus transmission by Thrips 

Tomato spotted Wilt Virus is one of Tospovirus dis-

tributed in all over Japan with a wide spread of west-

ern flower thrips. F. occidentaJis. To realize manage-

ment strategies it will be necessary to unravel the 

interactions between TSWV and thrips vectors. 

Sexual differences in the transmission and accumula-

tion of TSWV were investigated in adults of western 

flower thrips. Both TSWV transmission rates to petu-

nia leaf disks and the triple antibody sandwich 

enzyme-linked immunosorbent assay (T AS-ELISA) 

positive rates showed no significant difference 

between sexes. In ELISA positive thrips， however， 

males transmitted TSWV to leaf disks with a signifi噂

cantly higher efficiency than females. These results 

suggested that TSWV may have a higher propagation 

rate in females than in males， whereas the efficiency of 

the virus transmission by males may be greater than 

that by females if they become viruliferous adults 

(20) . 



5. Application and evaluation of natural enemies 

Mωt of the Hymenopterous parasitoids of thrips are 

solitary endoparasitoids of eggs or larvae. Thrips par-

asitoid species of these two groups will be discussed 

and characterized by their taxonomy and distribution. 

their ecology. behavior and biology. This information 

is us~d to evaluate the potential role of thrips para-

sitoid，S for biocontr叫 relatedto the type of program 

and ~he type of thrips pest involved. To use natural 

enemies it will be necessary to unravel the relation-

ship between the pest and their natural enemies. The 

development and reproduction of thrips parasitoid 

were studied on different host thrips and the foraging 

behatior was observedは7)

6. Pl1jrification of a peptidoglycan recognition protein 

from Ihemolymph of the silkworm 

A method was developed for obtaining a homogeneous 

silkw'Prm hemolymph protein (peptidoglycan recogni-
tion protein. PGRP) which has affinity for peptidogly・

can .nd the ability to trigger the proph悶e叩n叫1

t c悶as釘c司桐deu 卯 nits岱 binding tωo pe叩pμ凶ti凶d由og副ly抑canfor the 白針rs杭

time. The purified PGRP bound to peptidoglycan. 

whereas its binding to beta-l.3・glucanand chitin was 

not oetected. PGRP did not have any detectable 

lysozyme activity. and its amino acid composition and 

aminp-terminal sequence of 20 amino acid residues 

were shown to be different from those of silkworm 

lysoztyme (3). 

Pros酔cts

Studtes on the mechanisms of barley resistance to 

cere時1aphids and cold tolerance of insects including 

rice $tem borer will be continued. We will also study 

the interactions between insects and microorganisms. 

and the application and evaluation of natural enemies 

for Illlsect pest control. Furthermore. to understand 

insedt overwintering strategies. we will screen and 

analyze genes differently expressed between diapaus-

ing apd non-diapausing conditions 
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代謝調節分野

当分野では植物の生長・形態形成・環境耐性・適応

などを制御している代謝系の調節機構を主として生体

膜のレベルから研究をすすめている。

1.高等植物根における水及び無機養分輸送メカニズ

ムに関する研究

高等植物根における水輸送はよく調べられてきてい

るが、その詳細なメカニズムはほとんど分かっていな

いので、我々はその詳細なメカニズムを解明すること

を目指している。オオムギ根の浸透的水輸送は根をイ

ンフィルトレ}トすることで増加し、浸透的水輸送を

繰り返し行わせることによっても増加すること明らか

にした。また、浸透的水輸送は水チャンネルを経由す

る経路を通っていること、その抵抗は一個の細胞とほ

ぼ同じであった(5)。一方、オオムギ切断根において非

浸透的に輸送される水を複室浸透容量計を用いて直接

測定した。非浸透的水輸送は根を低温処理することに

よって促進され、低温処理根で観察される水輸送は呼

吸阻害剤・水チャンネル阻害剤・カリウムチャンネル

阻害剤で阻害されることが分かった。

2.塩生植物の耐塩性機構に関する比較生理学的研究

高濃度塩類ストレスに対する植物の応答反応を理解

するためには、高濃度塩類環境下で障害を受けにくい

塩生植物の応答反応と比較することは重要である。塩

生植物アツケシソウの根は200mMNaClでは障害を受け

ることはないが、細胞内のグルコース 6・リン酸(G6P)

のレベルはオオムギ同様低下した。G6Pの漏出量はアツ

ケシソウでは塩濃度が高くなるに従って減少するのと

対照的に、オオムギ根では増大した。しかし、この漏

出は膜の透過性の変化によるものではなかった。

(S. virginicus leat) 

1M以上の波い食塩水中でも生育可能な植物Sporobolusvir-
ginicusの棄の横断切片をトルイジンブルー0で染色して観察
した顕微鏡写真。この植物は余分な塩分を排出する仕組みを
持っていて、晴れた日には業の表面に塩の結晶が大量に生じ
る。
Microscopic photograph of a leaf section stained by 
Toluidine Blue 0 of Sporobolus virginicus. which is able to 
grow at NaCl concentrations above 1 M. 5ince excess salt 
is excluded from the leaf surface many salt crystals are 
observed on the leaves on a fine day. 
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塩ストレスによって誘導される細胞核の崩竣
オオムギ根先端の成長点付近を切片にし、細胞核をDAPI試
薬で背く蛍光染色した。
上からそれぞれストレス前、ストレス後12時間、および24時
間経過後の顕微鏡写真
5a1t stress induced nuclear degradation. 
Micro-section of barley root meristem was stained with 
DAPI to visualize nuclei. 
Upper， controt middle， 12h after salt stress; down， 24h after 
salt sttress. 
(スライドの説明)
水耕栽培したオオムギ芽生え
Barley seedlings grown in hydroponic culture 

3.塩ストレス下におけるオオムギの生理学的・分子

生物学的研究

塩ストレス環境において生育を確保するためには、

水吸収能力を維持する必要がある。生体膜に存在し、

水輸送の制御を担っている水チャンネルタンパク質の

遺伝子をオオムギから単離することを試み、 3種類の

原形質膜型水チャンネルの遺伝子を得た(7)。そのうち

の 1種、 bpwl遺伝子は他の 2種より発現が多く、特に

根で多く発現していた。また塩ストレスによって発現

量が半減することが明らかになった。塩ストレスによ

る根における細胞死(1， 6)についても解析を進めた。細

胞死によって生じた分解物は、ストレスが解除された

場合、成長を再開し新しい組織を作るためにリサイク

ルされることを見出した。

4.低温ストレスにおける液胞膜プロトンポンプの役

割

イネの低温耐性の低い品種は低温処理により細胞が

損傷する。これは液胞膜プロトンポンプの活性低下に

よる細胞内pHの'恒常性が失われることに起因する(3)。



このγロトンポンプ活性(4.13. 15. 18)の低下は低温が直
接プロトンポンプ分子に作用するのではなくプロトン

ボンア分子をとりまく脂質、とりわけ糖脂質の質およ

び量約に変化することにより膜表層部の流動性が低下

するιとにより二次的にプロトンポンプ活性を低下さ
せるiことをキメラの再構成膜小胞で明らかにした(14.
16. 11)。

， 

、

液胞膜を介してのプロトン輸送の低温による阻害機構の2つ
の道筋を示す。(1)低温刺激は直接プロトン分子に作用する。
(2)低温刺激は膜脂質に働きその結果関接的にプロトン分子
に作用する。我身の結果は(1)の道筋を支持する。
Two ways showing the inhibitory mechanism of proton-
pumting across tonoplast by chilling. 
(1)ClIli凶ngaffect to lipid molecJules which induced the sup-
pr叫 ionof pro伽 pumping.(2) Chiling affect proton pump 
mol牛叫es.Our results s叩 portthe way of (1) 

5.かぴ臭物質産生ラン藻類における鉄吸収並びに重

金属耐性機構に関する研究

日本はじめ世界の各地の多くの湖沼や水道水源池に

おい忙、富栄養化に伴って、二次代謝産物であるかぴ

臭物質12・methylisoborneol(MIB)及び geosminIを産生
するラン藻が発生し、各地で水道水の異臭味が問題に

なっ忙いる。そこでこうしたラン藻類の増殖機構を明

らかにするため、その増殖制限因子になる鉄イオンの

吸収機構について検討を行った。その結果、藻類種に

より鉄吸収機能が異なること、同じ種でも鉄の形態に

より吸収機構が異なること、 Oscillatoriabrevisはコロ

イド鉄、酸化鉄、リン酸鉄のような難溶性鉄や徴生物

シデロフォアも鉄j原として利用でき、鉄溶解性物質を

分泌Lている可能性を認めた。一方 Oscillatoriatenis 
は光ぞ徐々に分解される鉄錯体のみを鉄源として利用

でき|ることが判明した。またラン藻の重金属耐性機構

について検討したところ、 O.brevisは過剰のカドミウ

ムに暴露されると細胞内でカドミウムによりタンパク

質が誘導され、カドミウムと結合して毒性を軽減して

いることが判明し、そのタンパク質の精製法を確立す

るとFにその諸特性を明らかにした。その結果、本タ

ンパク質は2つのアイソフォームを持ち、分子量は約

5.500でシステインを多く含む特有のアミノ酸配列を有

することが明らかになった。

かび臭物質を産出するラン藻 Oscillatoria brevis 
Musty-odor producing cyanobacterium Oscillatoria brevis 

将来展望

近年人口増加に伴う食糧確保あるいは地球環境問題

への関心が高まり、それらの研究の重要性、緊急性が

叫ばれている。そのために高等植物やラン藻などを用

い、植物のもつ有用な生理機能とりわけ低温ストレス

や塩ストレスに対する耐性機構ならびに重金属耐性機

構の分子レベルでの解析を明らかにする。これらの研

究が進展することにより、劣悪な環境下における農業

生産性の向上、ストレス耐性植物の育成などにより環

境と調和した農業を可能とする。
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Laboratory 01 Metabolic Regulation 

This laboratory carries out the studies on the metabol-

ic regulations related to environmental stress. growth 

and morphogenesis of plants. especially focusing on 

the level of biomembranes. 

1. Studies on the mechanisms of water and nutrient 

transport in roots of higher plants 

Although water transport in roots of higher plants has 

been well investigated. the detailed mechanisms have 

remained unclear. Our studies aim at uncovering the 

mechanisms related to nutrient transport and develop-

ment of root tissues. 

The rate of transroot osmosis of isolated barley root 

was first low but enhanced by two means. infiltration 

of r∞ts by pressUIセationand repetition of osmosis. 
Both effects acted additively. The increased radial 

hydraulic conductivity (Lpr) is in the same order of 

magnitude as the hydraulic conductivity of epidermal 

and cortical cells of barley roots obtained by Steudle 

and Jeschke (1983). A high sensitivity of Lpr to 

HgC12 was observed and suggests that water channels 

constitute the most conductive pathway for osmotic 

radial water movement in barley roots. 

Under the absence of the osmotic pressure difference 

a definite water transport from the tip to the base was 

observed. This non-osmotic flow was greatly 

enhanced by treatment of roots with a low tempera-

ture (4-5t). This non-osmotic flow was strongly 

inhibited by respiratory. water channel. and potassium 

channel inhibitors. 

2. Comparative Studies on salt-tolerance between 

halophyte and glycophyte 

Although no damage was observed in the r∞ts of a 
halophyte. Salicornia virginica L.. G6P contents 

decreased. We examined the leakage of G6P from r∞t 
cells of barley and S. virginica. The leakage from bar-

ley roots increased by salinity stress. but the leakage 

from S. virginica roots was rather decreased by treat-

ment with a higher concentration of NaCL The results 

were not explained by the change of membrane per・

meability. 

3 . Molecular and physiological studies of barley under 

salt stress 

To maintaining the growth under salt stress. plants 

must retain their ability of water-uptake. Water per-
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meability through bio-membranes is regulated by 

water channels. We identified three genes for plasma-

membrane type water channels. One of them (bpw1) 

was highly expressed. especially in r∞ts. than others. 
Salt stress reduced the expression of them. 

As for salt-stress-induced apoptosis-like cell death. we 

demonstrated that cell death has some physiological 

role.出atis. degraded products during cell death was 

recycled for restart of growth after removal of salt 

stress. 

4. The role of tonoplast proton pump on chilling. 

The vacusle may be the primary cellular organelle 

which respond to chilling stress in higher plants. ATP-

generated proton pumping across tonoplast vesicles 

was markedly suppressed by chilling. resulting in the 

loss of homeostasis in cells. and finally induces cell 

death. Our experiments showed that the chilling-

induced decrease in proton-pumping across the ton。
plast is due to the decrease in the fluidity of the 

hydrophilic surface region of the lipid bilayer of the 

tonoplast. which is caused by the glycolipids like cere-
broside. 

5. Investigation of the mechanism of iron absorption 

and heavy-metal tolerance of musty-odor producing 

cyanobacteria 

One of the biggest of problems drinking water in the 

world is the occurrence of musty odor. which is 

caused by the presence of geosmin or 2・methylisobor-

neol (MIB). These secondary metabolites are pr。
duced by filamentous cyanobacteria such as Anabaena 

macrospora. Oscillatoria tenuis， Phormidium tenue and 

OsciJJatoria brevis. 

O. brevis showed an ability to utilize colloidal iron 

oxides for its growth. O. brevis was also capable of 

growing in the medium containing a microbial 

siderophore. desferrioxamine B (DESF). but the other 

three cyanobacteria did not grow. 

0. brevis grew well in the presence of an excess of 
highly stable chelating agents. 

We isolated a cadmium-binding protein from cells of 0. 

brevis exposed to cadrniurn and characterized this 

protein. This protein was found to have two isoforms 

which are low in molecular weight (about 5.500 Da 

determined by ESI-MS) and have systeine-rich amino 

acid sequence. This protein induced by exposure of O. 



brevi$ to cadmium was suggested to protect ceJls from 

the tαxic effects of heavy metals such as cadmium. 

Futur絶prospects

Recet1try， security of foodstuffs and environmental dis-

cruptfon are gathering interest with the increasein the 

global population. The studies on the mechanism of 

chilliq.g stress， salt and heavy metal tolerances are 
requited to solve these problems. With the develop-

ment and succession of thse studies， it possible to 

make a harmonized agriculture system by increasing 

the food production under unusual environmental con・

ditio~ or producing the stress-tolerant plants. 

25 



野分析解質物

A

能機

Exc:t“ GOA 

cazyfr開
HJ() 

m晦験帥m相・
?剛側仰刈ぷH，CHO
.刷CHzCHZ仇~HJCOOH

B. 

多

刊 でー・....... ・
~ ‘ソ、'ア・，t; |l 
H冶・.・.....・~.:.~.. 
t♂・5ず. ・ム-
Lム~・..，.・-・­τι晶 .... .・v・:
もuRゲ I

small yellow colonies: Sphin空omonas睦E型
large white ∞lonies : Rhizobiumsp. 

共生細菌系E-lによるPEG代謝機構
Symbiotic degradation of PEG by PEG 20.αlO-utilizing mixed culture E-l 

多数のしかも網の目のように互いに関連した生体内

化学反応は、生体触媒である酵素によって効率よく進

められるとともに、さまざまな制御機構によって酵素

量と活性がコントロールされている。機能物質解析分

野では酵素の機能を生化学的・分子生物学的に解明す

るとともに、酵素を応用した生合成システムによる新

規生理活性物質その他の開発を目指すとともに、生物

による環境改善を目指している。

1.生理活性物質の酵素変換に関する研究

酵素法によるピタミン(B6.B1)、芳香族アルコール、

テルペノイド、人参サボニン、抗生物質等の配糖化、

燐脂質化を試み、新規化合物を得るとともに、生理活

性や化学的性質を明らかにした。この研究は目的物質

の水溶化、脂溶化により、高機能化および新機能の付

与を目指すものである。

2. トグルコシダーゼの構造と機能に関する研究

Mucor javanicusおよびホウレンソウ由来のα・グルコ

シダ}ゼを精製し、性質や反応特性を明かにするとと

もに、それぞれcDNAをクローン化し、塩基配列を決定

し、 一次構造を解明した。後者では多型酵素が出現す

るにも関わらず、酵素遺伝子は1種類であることから、

C末端のpost廿anslationalmodificationが多型酵素に関

連していることを明らかにした。

他方.黍種子からトグルコシダーゼを精製し、黍種子

の澱粉に作用させたところ、本酵素により分解され、

グルコースのみが検出された(6)。種子の発芽過程で本

酵素はアミラーゼに先だって増加することから、発芽

に重要な役割を演じていると推測された。

黍種子トグルコシダーゼによる黍澱粉粒の分解
Breakdown of starch granules by a -glucosidase 
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塩ストレス条件下での過酸化リン脂質グルタチオンペルオキ
シダ』ゼ様遺伝子を導入した大腸菌の生育と導入タンパク質
の発現(矢印)
Cell growth of E.coli cells harboring putative phospholipid 
hydroperoxide glutathione peroxidase gene under salt 
streSll and expression of the gene(arrow). 

3.植物の酸化ストレス防御システムに関する研究

酸化ストレスにより植物細胞膜の脂質過酸化がひき

おこされ、植物の生育が阻害される。ストレス消去遺

伝子として過酸化リン脂質グルタチオンペルオキシダ

ーゼ轍遺伝子が発現していることを見い出し、本遺伝

子が杭酸化ストレスシステムを構成していることを明

かにLた。

A. Before burial test in soil 

ポリエチレンカプセルの微生物分解
Mic中bialdegradation of polye向 lenecapsules 

4.合成高分子の微生物分解に関する研究

水i容性高分子ポリエチレングリコール(PEG)の代謝に
関する酵素のうち、 PEG脱水素酵素遺伝子をクローン

化し、大腸菌で活性状態で発現させた。発現タンパク

を精製して、詳細に酵素の性質を調べている。また、

エーテル結合分解酵素のクローニングを目指して、酵

素を再精製してアミノ酸配列を調べた。他方、 PEG資

化性Sphingomonas属細菌が栄養培地とPEG培地で代謝

酵素の誘導以外に顕著な細胞膜変化を示すことを見い

出し、 PEGに対する環境応答反応を電顕観察および細

胞膜組成変化等と関連づけた。さらに、ポリエチレン

の生分解速度と限界分子量を調べ、いずれも従来報告

されているよりも高いことを見い出し、光分解と組み

合わせることにより、自然界では高分子PEも物質循環

系に組み入れられることを示唆した。

将来展望

合成高分子の細菌代謝酵素および酵素遺伝子の起源

を知るために、酵素の詳細な反応特異性を調べるとと

もに、既知遺伝子とのホモロジー検索を行なって、合

成物質に対して新たに遺伝子がどのように構築された

か、あるいは進化したか、既存の類似酵素とどのよう

に異なるかを解明する。また、これらの基質と細胞の

最初の接触の場であり、代謝機能の発現に大きな役割

を果たしていると思われる細胞壁および細胞膜の環境

応答変化をさらに詳細に分子生物学的手法により解明

する。また、タンパク質工学的手法によりトグルコシ

ダーゼの機能に必要なタンパク質構造を決定する。ま

た、種子の発芽や澱粉分解におけるトグルコシダーゼ

の生理的役割や糖蛋白質における糖鎖の役割を明らか

にする。

B. After burial test in soil 
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Laboratoη0/ Biochemistry 

In this laboratory， various biochemical researches have 

been carried out with procaryotic and eucaryotic cells， 

as described below. Not only finding novel enzymes， 

but also their application to environi:nentally compati-

ble processes are also our important aims. Some 

enzymes have been well characterized and their genes 

have been cloned and expressed. These researches 

will contribute to the understanding of life through the 

biochemistry and molecular biology of cells and to the 

welfare of human beings through bioprocesses， which 

do not burden the biosphere and cause no environ-

mental issues. Also we are aiming at cleaning of envi-

ronment by bioremediation techniques. 

1. Enzymatic transformation of bioactive compounds 

(1・5，13・15，17，26). 

We succeeded in enzymatic transglycosylation and 

phosphatidylation of several bioactive compounds， 

such as Vitamins Bl and &， antibiotics， aromatic alco-

hol， monoterpenoid alcohol. and ginseng. The chemical 
properties and physiological activities of these deriva-

tives were confirmed， to show better stability and per-

formance. 

2. Biochemical and molecular biological studies onα-

glucosidases (6， 7， 9， 12， 18， 21， 22， 24， 27). 

a・Glucosidasesof Mucor javanicuss and spinach have 

been purified and characterized. The genes for both 

a -glucosidases were cJoned and sequenced. Although 

we purified several isoforms ofα-glucosidase from 

spinach， only one gene was responsible for them， 

showing that isoforms are formed by post-translational 

modification. 

a -Glucosidase of millet seeds was purified and char-

acterized. It seemed to play an important role in ger-

mination. because it increased at an early stage of ger-

mination and hydrolyzed soluble starch faster than 

maltose. 

3. Molecular cloning and characterization of a gene 

induced by oxidative stress 

Putative phosphoJipid hydroperoxide glutathione per-

oxidase genes were cloned and characterized from 

spinach and Arabidopsis tha1iana. The genes were 

expressed in plants and induced by oxidative s甘ess.

showing that the genes are components of antioxidant 

systems in plants. 
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4. Microbial degradation of xenobiotic polymers(23. 29・

31). 

Among the three enzymes involved in the metaboJism 

of water-soluble polyethylene glycol(PEG)， we cloned 

and sequenced the PEG dehydrogenase gene. and 

expressed it in E. coli. The expressed enzyme was 

purified and characterized in detail. On the other 

hand. an ether bond-cleaving enzyme was purified and 

its amino acid sequence was analyzed for future 

cJoning. These studies will lead to the clarification of 

operons and regulatory sequence of these genes. The 

characterization of the outer membrane of PEG-utiliz-

ing Sphingomonas species suggested that they work 

as a permeability barrier for xenobiotic polymers. 

The photodegradation mechanism of polyolefins has 

previously been characterized in detail.. We examined 

the biodegradability of polyethylene(PE)wax with PE 

wax-utilizing bacteria. and found faster degradation of 

PE with a molecular weight lower than 2.000. The 

photodegradation and biodegradation studies showed 

that PE can be easly mineralized in nature. 

Prospect 

Sequencing of enzymes leads to the clarification of the 

homology and the origin of genes and their regulatory 

sequence. Expressed genes result in the better yield 

and the simpler purification of enzymes. which enable 

the three dimensional analysis and detailed characteri-

zation of enzymes. Relationship between protein 

structure and enzymatic function should be clarified 

by protein engineering. Response of the outer bacteri-

al membrane to the environmental stress wi1l be stud-

ied for the better understanding of its physiological 

role in the biodegradation of xenobiotics. The sugar 

content of α-glucosidase of Mucor javanicus decreased 

when grown with an inhibitor for biosynthesis of 

sugar chains included in glycoproteins. The roles of 

sugar chains in the stability of the enzyme remain to 

be studied. 



生物環境反応部門 (Division of Environmental Biology) 

病態解析分野

ウイルスや細菌、糸状菌などの病原微生物は、資源

植物に大きなダメージを与える。本研究分野では、資

源植物の健全な育成を図るため、植物ウイルスを対象

としF、病原ウイルスの特性と遺伝子構造を明らかに
し、 pイルスと宿主との相互関係を分子、細胞、個体
レベルで解析している。とくに土壌伝染性ウイルスを

主要課題として取り上げ、ゲノムの複製、病原性、抵

抗性、伝搬性などに関与する遺伝子の解析を行い、最

終的1こはウイルス抵抗性植物の作出を目標としている。
さらに花井植物に発生するウイルスの生物学的特性、

診断法について研究を進めている。

テン仲イそう綬病の発生ほ場と根の症状
UhI7..o日1白nindisease of sugar beet caused by beet necrotic 
yJ'lIow vein virus. 

1.土壌伝染性ウイルス(Benyvirus)の分子生物学的研究

Bepyvirus属のタイプメンバーであるテンサイそう根

病ウバルス(BNYVV)は、土壌菌Polymyxabetaelこよっ

て伝搬される。 1950年代にイタリアで発見されて以来、

このsO年間に世界中に発生が拡大し、テンサイの重要
病害となっている。本ウイルスを構成する5種のゲノム

(RNAl-5)の全塩基配列(日本産株，総数15941塩基)を解
析し旬、 3)、一部のゲノムについては機能を明らかにし

た。持られた結果は次の通りである。

Beel necrotic yellow vein virusのウイルス粒子
Rrm-!;.IIHI硝 Jparticles of beet necrotic yellow vein virus. 

①RNA2にコードされている外被タンパク質読み過ご

しタンパク質の領域に短い欠失変異を導入し解析した

結果、 N端側はウイルス粒子のassembly、C端側はウ

イルスの菌伝搬性に重要であることを証明した(1)。さ

らにC端側の電荷の強いアミノ酸をアラニンに置換し

た変異株を作成し、菌伝搬性を調べた結果、菌伝搬性

に重要なKTERモチーフを発見した(1)。

Beet necrotic yellow vein virusの遺伝子構造
Genome organization of beet necrotic yellow vein virus. 

②RNA3とRNA5がそう根病の病徴発現に関与してい

ることから、これらのゲノムを病原性遺伝子として特

定した。すなわちRNA3を含むBNYVV分離株はテンサ

イの根に典型的なそう根症状を起こし(42)、RNA5を

含むウイルスは根にそひ症状を起こすことを証明した

(4)0 RNA5を含むBNYVVは含まないウイルスより激

しい症状を示し、とくに抵抗性品種Rizorに強い病原性

を示すことを見出した(4)。

Beet necrotic yellow vein virusを媒介する土嬢菌Polymyra
be臼e休眠胞子
Resting spores of Polymyxa betae， vector of beet necrotic 
yellow vein virus. 

③RNA5の塩基配列を決定し(2)、25分離株に含まれ

るRNA5の変異について解析した。このRNA5は

BNYVVの生存に必須ではなく、これまで日本、中国お

よびフランスから検出されている。各地から分離され

たRNA5は3グループに分けられた。グループ1は日本、

中国、グループ2は日本、グループ3はフランスと地域
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間差がみられた。さらにグループlは、 3クラスターに

分けられた。外被タンパク質の塩基配列の比較を行い、

RNA5を含むBNYVVの日本および中国への伝搬経路並

びにRNA5の由来と変異性について新知見を得た(40)。

TuJip breaking virusによるチュウリ 7プのモザイク病
Mosaic disease of tulip caused by tulip breaking virus. 

2. ランえそ斑紋ウイルスのゲノム構造の解析と媒介

生物

ランえそ斑紋ウイルス(OFV)は、ラン科植物に広く

感染しているが、媒介生物が不明であり、分類学上ラ

ブドウイルスのpossibleメンバーとされていた(7，11)。

我々は、本ウイルスがヒメハダニ(BrevipaJpuseaJiforni-
cus)によって媒介されることを初めて明らかにした。さ

らにゲノムの全塩基配列を解析した結果、ゲノムが2

つに分割していることを見出し、従来のラブドウイル

スの概念をくつがえす、ユニークなウイルスであるこ

とを発見した(国際植物病理学会発表)。

Orchid fleck virusを媒介するオンシツヒメハダニBrevipaJpus
ca1ifornicus 
BrevipaJpus caJifornicus， vector of orchid fleck virus. 

30 

Orchid fleck virusのウイルス粒子
Bacilliform particles of orchid fleck virus. 

3.花井作物に発生するウイルスの病原学的研究

ラン科植物に寄生する5種のPotyvirusとテッポウユ

リから分離されたl種のCar匂virusについて解析した。

エピネから分離されたCalanthemild mosaic virus、デ

ンドロピウムから分離されたDendobiummosaic virus、

Dendobium severe mosaic virusおよびサギソウから分

離されたHabenariamosaic virus、Watermelonmosaic 

virus2について、寄生性、血清学的性質およびゲノムの

3'末端の塩基配列について解析した結果、 4種は新規

な塩基配列をもっウイルスであることがわかった。ウ

イルスの生物学的特性とゲノム塩基配列の比較から、

ラン科植物に感染するPotyvirus属ウイルスの病原学、

分類学に新知見を与えた(23，33)。テッポウユリから分

離されたウイルスは、新種のCarlavirusであった。

Odondoglωsum ringspot virusによって生じたカトレアの業の斑
入り症状
Flower breaking of cattleya caused by odondoglossum 
ringspot Virus. 



4. Xanthomonas属細菌の形質転換に関する研究

イホ白葉枯病、アブラナ科植物黒腐れ病菌について、

形質転換可能株を見つけ、形質転換のメカニズムにつ

いて解析している。

将来展望

近年の環境の変動は、ウイルス病の多発を招き、作

物に求きな被害を与えている。この3年間、本分野では

遺伝子工学的手法を積極的に導入し、ウイルス遺伝子

の構造と機能についていくつかの新知見を得ることが

出来た。今後はウイルスの複製、移行、病原性、伝搬

性などに関与するウイルス遺伝子の解析を行い、ウイ

ルス・媒介者・宿主の3者の相E関係を解明する必要が

あるゆまた宿主の抵抗性に関与するウイルスと宿主因

子の分子機構を明らかにし、有効な防除技術の開発の

ための基礎研究を行う必要がある。さらにウイルスゲ

ノムのもつ多様性に着目し、ウイルスの変異や分子進

化の機構についても研究を進めていきたい。
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Laboral廿"ofPla誠 Patholo創

Most major crops are damaged by the diseases which 

are caused by plant pathogens such as viruses. bacte-

ria and fungi. This Laboratory is undertaking studies 

on the viruses in agricultural and horticultural crops. 

Major research programs are focused on molecular 

biology of beet necrotic yellow vein virus which caus-

es rhizomania of sugar beet. Research also includes 

characterization and diagnosis of viruses of ornamen-

tal plants. 

1. Molecular biology of beet necrotic yellow vein virus 

Beet necrotic yellow vein virus (BNYVV) is transmit-

ted by the soil-borne fungus Polymyxa betae and has 

been widely spread in the sugar beet growing area in 

the world. The following results were obtained: The 

complete nucleotide sequences of five RNA genomes 

(RNAs 1.2.3.4.5) of the Japanese BNYVV isolate were 

determined (2. 3). Tests with isolates containing com-

binations of deletion mutants of RNAs 3. 4 and 5 

showed that RNA 3 and 5 is involved in symptom 

expression. The 25 kDa protein encoded by RNA 3 is 

responsible for rhizomania of sugar beet (42). When 

RNA 5. encoding the 26 kDa protein. was present. the 

root symptoms were more intense. RNA 5 causes 

scab-like symptoms in roots (4). The coat protein is 

encoded by the 5' proximal ORF of RNA 2. and the 

terminal codon of this ORF can be suppressed， which 

results in the production of a 75 kDa readthrough 

(RT) protein. Mutagenic analysis revealed that a 

region within the N-terminal half of the RT domain is 

involved in virus assembly. whereas the C-terminal 

protein contains sequences important for fungus trans-

mission (1.5). Alanine scanning mutagenesis of the C-

terminal region showed a KTER motif to be important 

for fungus transmission (1. 5). Nucleotide sequences of 

RNA 5 of 25 BNYVV isolates in Japan. China and 

France were compared (40). There are up to 8% 

sequence differences and RNA 5 variants fall into 

three groups. and group 1 isolates fall further into 

three clusters. The results suggest evolution of RN A 

5 and the route of spread of BNYVV into Japan (40). 

2. Genome organization and transmission of orchid 

fleck virus 

Orchid fleck virus (OFV) consists of non-enveloped 

and bacilliform particles which are similar to 

Rhabdoviruses (7. 11). Complete nucleotide sequence 
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of OFV genome indicates that OFV is a unique virus 

in having a bipartite genome (two single-stranded 

RNA)(presented in 1CPP 98). We also found that 

OFV is transmitted by the mite BrevIpaJpus californI-

cus (presented in 1CPP 98). 

3. Characterization of viruses of ornamental plants (6. 

7. 8. 9. 13. 15. 24. 25. 32. 39). 

Host range. biological and serological properties and 3' 

terminal nucleotide sequence (including coat protein) 

on five Potyviruses isolated from orchids were exam-

ined. Four viruses of them were identified as new 

species and reported as Calanthe mild mosaic (33). 

Dendrobium mosaic. Dendrobium severe mosaic and 

Habenaria mosaic viruses. The other was a strain of 

Watermelon mosaic virus 2 (23). A virus isolated 

from lily was identified as a new species of the 

Carlavirus. 

4. Genetic transformation in Xanthomonas 

Some strains of two xanthomonad species. which 

cause bacterial blight of rice and bacterial rot of cruci-

fiers. develop competence naturally on minimal agar 

and transformed with heterospecific DNAs from other 

xanthomonads. Mechanisms of the phenomenon are 

our current concern. 

Future studies 

We have obtained some new evidence on biological 

properties. genome structure. genome functions of 

plant viruses: BNYVV. OFV and several ornamental 

viruses. 1n future. we will continue to study important 

mechanisms of the interaction between viruses and 

plants. as well as between viruses and their vectors. 

To elucidate the resistance mechanism for reducing 

the damage of plants by viruses. we want to focus on 

the molecular interaction between viral and host 

genes involved in the pathogenicity and resistance of 

BNYVV. We訂 estudying the structure and function 

of OFV genome and mechanism of mite transmission. 

Virus variation and evolution are included in future 

studies. 



生態化学解析分野

この10年来国際的な政治問題のーっとして関心が持

たれぞきた様々な地球規模の環境問題に加えて、この

数年保新しい化学物質、通称環境ホルモンと呼ばれる

内分格撹乱化学物質による環境汚染はまさに人類の生

存に関わる国際的な問題として認識されてきた。

当研究分野は、水環境を中心に化学的環境情報の解

析を行い、それが生態系に及ぼす影響について解析す

る事によって、人類の福祉と健康及び資源生物科学の

進展に寄与することを目的とする。次に当研究室にお

ける最近の研究課題および成果について述べる。

C02 ・b同市
02 dllch・E・-
+ / t 
cav・Rlllng

blrd・
h・blt・t

環境汚濁水の修復と予防への植物活用

+ 
b拘置u・
prod・cll

Bior~mediation and bioprevention for water pollution by 
using of plants. 

1.水圏生態系における有害化学物質の運命に関する

研究(1.3. 4. 23. 32) 

人間の活動に起因して、日常生活から、また産業活

動を通して、様々な化学物質が環境に放出され、水路

を経て河川環境、海域へと流出する。水はこの流出過

程において瀧瓶用水としてまた飲料水として利用され

る。本研究室では、農薬、重金属、界面活性剤、栄養

塩類、その他種々の産業用途の化学物質を対象として

いる。これらの化学物質は水系での流下過程における

運命を考えると、水、浮遊物質、堆積物、水生動植物

の聞を吸・脱着、吸収・排地あるいは微生物や光分解

を受け、環境構成要素に再分布されることを定量的に

明らかにした。この特性は有機化学物質の場合にはそ

れらの水溶解性、極性、 W/O分配係数等によって強く

支配されることがわかった。たとえば有機性化学物質

は水に難溶性で、脂溶性が高いため、水系では水中よ

り、底質や浮遊物質への吸着が高く、また生物への波

縮性も高くなることがわかった。これらの事実は化学

物質の環境中の運命を予測し、環境汚染を管理、制御

する上に極めて重要な事柄である。また船底防汚剤と

して近年よく使用されるようになったIrgarol1051の瀬

戸内海における海洋汚染を調査したところ、ほほ全域

に分布しており、また光分解により生成する分解生成

物の存在を分析により確認した。この事象は、今後重

要な問題点を提起することになることを示唆した。

2.有害化学物質による生態毒性評価に関する研究(5.7. 

10.13.14.17.21.23.24.28.37) 

~ 20伽 g叫/応Lo訓f口印Ir耶伊m川11刊0

I 200ω ngl訓叫江応fLofMl 1 

瀬戸内海港湾の海水中の溶存態lrgarol1051およびその分解
産物M1i康度
Spatial distribution of lrgarol 1051 and its degradation 
product M1 in the waters of the Seto lnland Sea.Japan 
(1997 survey). 

当研究室では、有害化学物質の生態毒性評価を行う

ために、バクテリア、酵母、植物プランクトン、ミジ

ンコ、高等植物等を試験生物として、さまざまなエン

ドポイントを指標とするバイオアッセイを行っている。

新しい指標としてミジンコの短時間の運動量変化を解

析することにより、従来の毒性試験法が24ないし48時

間要していたものが、 3時間でしかも高感度で化学物質

の毒性をスクリーニングできることを確認し、さまざま

Dapbnia 
monitor.TV CCD・camera 

画像解析システム
Mobility ana1ysis system 
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な環境試料に適用できることを実証した。Irgarol1051

およびその分解生成物はともに各種の生物に毒性作用

を有することが明らかになり、しかもその分解生成物

は親物質より、毒性強度は幾分低いが、水圏環境中で

比較的安定な物質であることがわかった。河川水、湖

水、産業廃棄物の進出水等を採水・濃縮して、上述の

各種バイオアッセイを用いて生態毒性の評価を行った。

またこれらの環境試料水に内分泌撹乱化学物質が含ま

れているかどうかを、組み替え型の酵母や蛍光偏光光

度計を用いて試験したところ、強度に差異はあるが、

陽性の結果が得られたことは重要な問題を提起してい

る。また界面活性剤や水処理の凝集剤として使用され

ているアルミニウムは水生動物の脳障害を引き起こす

ことを電子顕微鏡などによって明らかにしている。

3.バイオレミデイエーション・バイオプリペンショ

ンによる環境浄化に関する研究

一度低濃度で汚染された環境を修復することは極め

て困難で、経費を要する作業である。当研究室では太

陽エネルギーや微生物を用いた省資源・省エネルギー

技術の利用によって環境汚染を防止し、浄化する方法

に関する 2つの研究を行っている。

3 -1.高等植物を用いた水域の富栄養化対策に関する

研究(29)

植物は水中の栄養塩を吸収して成長する。富栄養化

の進んだ水域で、 有用高等植物を栽培し、栄養塩特に

窒素とリンを吸収して水域の水質浄化を図ろうとする

物である。本研究は中国水稲研究所との共同研究で、

中国の現在の国情を考慮して、有用高等植物として各

種の水稲種子を用いている。望素、リンの吸収特性を

観測するとともに、水域の重金属(CdとHg)汚染を評価

するために、水稲種子の発芽・発根および成長に及ぼ

すこれらの重金属の影響について検討を行っている。

匂岨a掴・ R.

河川水中の陰イオン界面活性剤の24時間波度変化
Changes in concentration of anion surface-active agents in 
river water during 24 hours in winter. 

34 

また水生植物であるホテイアオイやシュロガヤツリな

どの利用も極めて有効に水中の栄養塩を除去出来るこ

とを明らかにし、定量的な解析を行うことによって水

質浄化の設計が可能になった。

3-2.担子菌を用いたダイオキシンの分解特性および

その影響因子に関する研究(13，30，31)

ごみ焼却場から排出されるダイオキシンは内分泌撹

乱化学物質と知られたもっとも毒性の強い化学物質で

ある。ダイオキシンによって広範な土壌汚染が進むと、

これを修復することは極めて困難な作業である。本研

究はダイオキシンの分解能力を有する白色腐朽菌を用

いて、これを直接汚染土壌に散布することによって、

ダイオキシンを分解除去することを試みている。まず

始めに、 土壌中に共存する重金属の白色腐朽菌の増殖

に及ぼす影響について検討した。Znは白色腐朽菌の増

殖に必須で、他の重金属Cd、Cu、Crなどは増殖を阻害

することが明らかになった。

ヒドラの酵素活性阻害と形態変化を指標とする化学物質の毒
性評価



将来展望

21世紀は「環境の時代」と呼ばれるほど、地域から地

球環境問題まで、人類の生存にも関わる様々な問題が

顕在化することが懸念されている。とりわけダイオキシ

ンに代表される内分泌撹乱化学物質(通称環境ホルモ

ン)、その他一般有害化学物質による環境汚染は重要な

問題となりつつある。当研究室では、主として有害化

学物質の生態系における運命の解析と生態毒性評価に

関する研究を行っている。この研究を通して、資源植

物、生態系、人間環境さらに人間自身の健全な生育を

図ることに寄与しうる基礎的な研究を進めたいと考え

ている。
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Laboratory 01 Ecological Chemistry and Analysis 

In addition to various global environmental convul-

sions which have been international political matters 

of concern in the recent decade. new environmental 

pollution by endocrine-disrupting chemicals has 

become a big international problem. These chemicals 

are generally known as "environmental horrnones" and 

may hazardously affect all forms of life including 

human beings. 

The aim of our laboratory is to serve for advancement 

of bioresource sciences. which wi1l contribute to the 

welfare and health of mankind. through analysis of 

chemical and physical e佐ctson and information from 

ecosystems. The recent research programs of our lab-

oratory are as follows. 

1. Study on the fate of toxic chemicals in aquatic envi-

ronments. (1. 3. 4. 23. 32) 

The various chemicals with domestic and industrial 

origins from human activities are finally released into 

the oceans through rivers and channels. The freshwa-

ter is utilized as irrigation for agriculture and as our 

drinking water. Our laboratory has been dealing with 

pesticides. heavy metals. surface-active agents. nutri-

ents. and the other industrial chemicals as target com-

pounds of researches. The compounds released into 

the aquatic environment will suffer physical. chemical. 

and biological actions in the ecosystem. They will be 

re-distributed in the compartments among water. sus-

pended solids. sediments. and organisms due to the 

mechanisms such as adsorption. desorption. photo-and 

bio-degradation. and physical and bio-chemical trans-

formation. For example. according to our investiga-

tions. the results of residue analysis of seawaters in 

the Seto Inland Sea revealed that the new antifouling 

compound Irgaro11051 was used as ship bottom paint. 

As the first report on Irgaro11051 pollution in Japan. 

we published these results. and indicated the possibili-

ty that a serious problem would be caused by this 

new type of sea water pollution in the near future. 

2. Study on the evaluation of ecotoxicity by toxic 

chemicals. (5. 7. 10. 13. 14. 17.21.幻.24.28.37)

The bioassay using ecological relevant species such as 

bacteria. yeast. phytoplankton. zooplankton. and higher 

plants has been performed to assess the ecotoxicity of 

the toxic chemicals as well as the polluted environ-

mental samples. A novel approach using Daphnia 

mobility analysis with a CCD camera was successfully 
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developed for the toxicity assessment of pol1uted 

water as well as toxic chemicals. The new method 

revealed higher sensitivity and rapidity compared 

with the conventional method using Daphnia. A bat-

tery of bioassay found that both Irgarol 1051 and its 

degradation product had severe toxic effects on the 

phytoplankton and moderate toxicity on crustaceans. 

The histological observation using an electron micr。
scope revealed that the aluminum used as a coagulant 

in water treatment caused brain disorders in自由.

3. Study on restoration of contaminated environment 

by bioremediation/bioprevention. 

It is very difficult to restore the environment once it 

has been contaminated by persistent contaminants 

and takes a long-time and huge cost for restoration. 

We are focusing on the environmental restoration 

using higher plants and microorganisms. 

3・1.Restoration of eutrophicated aquatic zone using 

higher plants (29) 

Plants are grown by absorbing nutrients such as nitro-

gen and phosphorus in the eutrophicated waters. We 

tried to purify the water polluted by nitrogen and 

phosphorus using water hyacinth and Cyperus and we 

obtained good results for purifying the contaminated 

water. A new trial using some species of paddy rice 

has been started as a joint research with the Chinese 

Rice Research Institute since 1995. 

Absorption of nitrogen and phosphorus by the rice 

plants cultivated on the contaminated water surface 

will be evaluated. and the effects of the heavy metals 

such as cadmium and mercury on the germination I 

growth of the plants as well as on the nutrient absorp-

tion wi1l be investigated. 

3・2.Study on the characteristics of degradation of 

dioxins by the Basidiomycete Phanerochaete crysosp。
rium and effect of factors on biodegradation (13. 30. 31) 

Dioxins are mainly released from garbage incinerators 

in to the atmosphere and are well known as the most 

toxic and endocrine-disrupting chemicals. In this 

research. we tried to degrade dioxins in the soils using 

wood rotting fungi. We investigated the effects of 

heavy metals present in soils on the growth of the 

fungi. We found that cadmium. copper. and chromium 

clearly inhibited the fungal growth. and zinc showed a 

less toxic effect. 



環境適応解析分野

当研究分野では、植物を取り巻く環境情報の解析お

よびそれらに対する資源植物の諸反応、適応現象の解

明を進めている。

1.雨と植物反応に関する研究

植物が雨に漏れることによって起こる現象(雨の直接

的影響)について、人工降雨装置を使って解明を進めて

いるω雨漏れによる植物の生理生態反応の実態を解明

し、降雨と植物の関係について多くの新知見を得ると

ともに、雨の植物気象、農業気象学的意義を考察した。

当研究において光合成、蒸散、植物の生長、発育への

雨濡れの影響および雨後の葉の萎凋、障害の発生につ

いて明らかにした (22)。

また作物の生産に対する降雨の影響のウエイトを検討

し、水稲、大麦、小麦の作況指数変動と気象要素の関係

を解析し、生育後期の降水量、降水日数が負の要因とし

て大きく影響していることを明らかにした(24，25)。

雨漏れは、植物に大きな影響がある。
Plan1js are greatly influenced by rainfall wetting. 

2.降水の酸性度解析とその植物への影響

1972年以来、降水の酸性度の観測を継続した結果、

降水の酸性化が著しいことを明らかにした。長期間の

酸性雨データは非常に貴重なものである。また約150種

の植物の薬及び花弁に対する人工酸性雨による可視障

害を検討し、現状の降水でもかなりの植物の花弁に変

脱色現象が現われる可能性があるが、業については直

ちに可視的障害が発現しにくいことが推察された(21)。

3.作物の湿害機構の解明

作物の湿害の機構を明らかにすべく、浸水処理によ

る各種作物葉の光合成速度、蒸散速度の低下の過程を

追跡し、植物体内要素との関連を明らかにした。また、

過湿;下でのオオムギ種子の発芽の改良を目的に、発芽

と酸素漉度との関係を検討している。
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岡山県南部の水稲作況指数と降雨の関係。
水稲の作柄は降雨と関連が深い。
Yield of rice in Okayama has negative correlation to dura-
tion or amount of rainfalL 

4.葉の内部での二酸化炭素の拡散抵抗と葉の形態

的・生理的機能との関係

業の内部での二酸化炭素の拡散抵抗は、業の光合成

を律速する重要な要因のうちの一つであるが、測定が

困難であったことから、あまり研究が進んでいない。

われわれは、オンラインで拡散抵抗が測定できるシス

テムを製作し、このシステムを使って、業齢や耐陰性

などの性質と、業内の拡散抵抗との関係を調べる研究

を進めている。
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各種二回量化炭素ガス議皮下での光合成透度におよほす浸水処
理の影響。
二酸化ガス波度が高いほど浸水処理による光合成速度低下が
早く起こる。
Depletion of photosynthetic rate by fl∞ding was amplified 
under high C02 concentration. 
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数が経過するにつれて表面温度の日較差が増加し、裸

地化することを定量的に明らかにした。

6.野生植物種子の収集・保存と利用に関する研究

1999年5月6日現在216科4，422種、 22，520点の種子を収

集し保存している。野生植物種子収集保存事業の最新

情報はインタ}ネ ット(http://www.rib.okayama-

u.ac.jp/wild/index.sHs.htmOに公開している。帰化植

物に関しては「雑草フロラをつくりあげる帰化植物」

として、「雑草の自然史J(山口裕文編)にまとめて発表し

た。

上記 5.6.のテーマについては、平成 9年度以降、担

当研究者が移室し、それぞれ大麦野生植物資源研究セ

ンターの環境ストレス、系統保存(野生植物)で研究が続

けられている。
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将来展望

雨後の業の光合成蒸散、雨漏れによる形態障害、雨

漏れ業のリモートセンシング診断、植物の耐湿性、酸

素濃度反応、葉内の二酸化炭素拡散抵抗などの解析を

行い、植物の気象変動に対する生活戦略、環境適応の

メカニズムを明らかにし、将来の地球環境変動に対応

する資料を得る。

r = 0・42
(P<O・05)

5.植物群落における乱流輸送の研究

大気と植物群落のエネルギーや物質の交換過程を解

明するために、飼料作物であるレンゲ群落上で、日射

環境や、顕熱、潜熱、炭酸ガスなどの乱流輸送量の日

変化を測定した。人為的に踏み倒されたレンゲ群落で

は、日中にアルペドや潜熱輸送量が約40%減少し、日
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常緑の樹種における棄の内部構造と、業内の二酸化炭素拡散
コンダクタンスとの関係。
業肉が厚い種は細胞間隙に接する業肉細胞の表面積が大きく
なるため、二酸化炭素の拡散コンダクタンスが大きくなる。
The dependence of C02 transfer conductance (gi) on leaf 
anatomical characteristics: (a) leaf dry mass per area 
(LMA) : (b) mesophyJl thickness: (c) volume ratio of inter-
ceJlular air spaces to the whole mesophyJl (porosity) ; (d) 
surface area of mesophyll cells exposed to intercellular air 
spaces per unit leaf area (Smeo) • 
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Laboratory 01 Environment and Ecological Adaptation 

Our research activities are on the meteorological envi-

ronment of plants and on the plant's response to these 

environmental factors. We aim to analyze the phe-

nomenon of weatherability and adaptation of plants. 

1. Sttldies on plant response to wetting by rainfall. 

Wettlng by rainfall causes several effects on plant 

physI<>logical responses. We have used isogenic barley 

lines with different leaf wax content to examine the 

effect of rainfall on leaf wettability. In the line with a 

low wax content， the contact angel of water drops on 

the leaf surface is smaller. the water retention is more 

prolohged. and the reduction rate of the epicuticular 

wax amount by exposure to rainfall is higher. 

2. Cr~p production and precipitation 

Crop production is affected by raiぱall.We have ana-

lyzeq the relationship between crop production and 

seveIlal ciimatic factors. The crop situation index of 

barlety in Okayama had a high negative correlation to 

the precipitation amount on pre・harvestingperiod. 

High negative correlations was obtained between the 

crop situation index of rice yield and precipitation 

amOltnt and days of rainfall in the period of maturity. 

3. Studies on phyotosynthesis and transpiration of 

plant under flooding 

Fl∞ding damage crop production. We examined pho-
tosynthesis and transpiration response of soybean and 

barl町 underflooding to examine the effects of f1∞d-

ing on growth. Prolonged flooding rapidly decreases 

the rate of photosynthesis in both crops. Barley was 

mor~ sensitive than soybean. 

4. O~8ervation of acid rain and plant injury 

We ijave been continuing a measurement of rain acidi-

ty since 1972. Effects of simulated acid rain on visible 

injury in leaf and petal of plants were observed. 

ExpQsure of acid solution under pH 2.5 caused leaf 

injUJ!Y. Acid solution of pH2.0-4.5 caused injury of 

petall>. Dark倒coloredpetals were more sensitive than 

bright-colored ones. 

5. T~e relations between C02 transfer conductance 

and leaf anatomical. physiological characteristics 

The C02 transfer conductance inside leaves is one of 

the most important factors that affect the leaf assimila-

tion rate. However. few researches have been done 

about the C02 transfer conductance because of the 

technical difficulties of the measuremen t. We have 

constructed a on-line system to measure the C02 

transfer conductance. and investigate the relations 

between C02 transfer conductance and leaf character-

istics such as shade tolerance and age of the leaves. 

Future perspectives: 

Our research project will be as follows: 

1. Analysis on after-effects of rainfall on photosynthesis 

rate of bean leaves. 

2. Anatomical analysis of rainfall-injured leaf. 

3. Development of remote sensing method for wet 

damaged leaves. 

4. Mechanism of flooding damage and seed germina-

tion under a low oxygen condition. 

5. Measurement of C02 transfer conductance inside 

leaves of various plants. 

These studies are expected to provide the important 

results to estimate the plant's response to global cii-

mate changes in the near future. 

入

39 



大麦・野生植物資源研究センター (Barleyand Wild Plant Resource Center) 

系統保存研究室

当研究室は従来の大麦系統保存施設(昭和54年設置)

と雑草学部門(昭和45年設置、昭和63年改組、環境適応

解析分野に実質統合)を統合する形で平成9年4月に発足

した。

アジアでも有数のオオムギと野生植物の種子と標本

を保有し、遺伝資源の開発・評価と系統生物学的研究

に貢献している。

A.オオムギ

オオムギ系統保存研究室では在来種を中心とする約

8.000品種と実験系統、野生種など、合計10，000系統に及

ぶ遺伝資源を駆使してオオムギの系統進化、各種スト

レス耐性の評価なと'の研究を行っている。

ネパールのひとつのオオムギ畑で収集した穂の形態変異
Spike morphological diversity in a barley field in Nepal. 

1.オオムギの系統進化に関する研究

オオムギの主働遺伝子の地理的分布を調べることに

よりオオムギの伝播経路を解析し(1， 2)、また、オオム

ギとコムギの交雑不和合性(13，26、28，29， 30， 42， 45)、

野生種のゲノム構成(48，49)などの研究を進めている。

2.オオムギの各種ストレス耐性に関する研究

最近の中心的研究課題であり、耐塩性(6，14， 16， 17， 

18， 41)、深播耐性(46，47)、耐湿性、耐病性(3，10， 22， 

24，33)などについて一連の研究成果が得られている。

3.有用形質のQTL解析

2.の課題とも関連して、精密な染色体地図の得られて

いる倍加半数体系統を用いて各種有用形質を支配する

量的遺伝子座(QTL)の解析を進めている(5，9， 10， 16， 21， 

33，39)。
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Location gf QTL for deep哨 edingtolerance (DT)， coleoptile 
length (CO) and first internode length (FI) 1.000 kernels 
weight (KW) in the crosses Harrington X TR306 (H/T， left) 
and Stepωe X Morex (S/M. right). _ 
Bold characters indicate the QTL of ~ LOD score 5.0. 
.. : Allele from Harrington or Steptoe.ム:Allele from TR306. 
4. s-アミラーゼ多型に関する研究
サッポロピ}ル株式会社植物工学研究所との共同

研究により、ビール醸造に関連するs-アミラーゼの
多型性を評価し、世界の栽培品種が耐熱性強(A型)、中

(B型)、弱(C型)の3型に分類され、これらが明らかな

地理的傾斜を示すこと、また、 Fーアミラ}ゼ欠失型

の変異体が存在することを明らかにした。

亡コTypeA・・1ヲteB・・1ヲPeC

オオムギの8アミラーゼ熱安定性に関する地理的分布
Geographical distribution of beta-amylase thermostability in 
barley. 

5.遺伝資源および遺伝資源情報の収集と配布

引き続き保存系統の充実に努めており、 1994-1998の

5年間に国内外から3.177点を導入し、特性評価、種子の

増殖をはかっている。またこの5年間に国の内外に9，935

点を配布し、世界的なオオムギ研究のネットワークに貢

献している。当施設はオオムギコアコレクションのアジ

アの拠点と位置づけられており(23)、分子マーカなどを

用いたデータベースの充実と改良に力を注いでいる。



ネバトルヒマラヤ地域におけるオオムギ遺伝資源収集
Collaction of barley genetic resources in Nepal Himalayan 
regidn. 

B.野生植物
野生植物研究室では野生植物のさく葉標本4万点、種

子標本2万余点を保存し、我が国の野生植物の分類、同

定などに貢献している。野生植物の生きた種子を保存

している施設は少ないので、当研究室の役割はユニー

クである。最近5ヵ年間の種子の受け入れは約3，000点、

配布が約500点であり、年々増加している。環境庁や県

の依頼を受けて絶滅危倶種の種子の保存や調査などに

協力している。

Herbarium Seed 

さく葉標本 種子標本

Family (科) 247 21 7 

Species(種) 5， 997 4， 530 

Sample(点数)45，069 23， 078 

野生植物の種子や標本の所蔵数(2ぽゆ2.8現在)

1.野生植物種子の収集と保存に関する研究

Live関ed

冷凍種子

189 

2， 664 

9， 802 

野生植物種子収集保存事業の概要について紹介し(5)、

収集されたイネ科植物からエンドファイトの新記録種8

種を発見した(16，30)。

2.雑草の特性に関する研究

「雑草とはなにかJということについてまとめ(1， 2， 3， 
4， 23. 24， 32)、ツクシスズメノカタピピラの発芽特性を

明らかにした(7，8)。

3. 日本の帰化植物に関する研究

日本の帰化植物の種類と特性、渡来時期などを明ら

かにするとともに(15，18， 20， 22， 25， 28， 37， 38)、最近増

加している輸入穀類に混入している雑草の種類を明ら

かにした(10，11， 18， 20， 38)。

ヒガンバナの種子(Seedof Lycoris radiata) 

4.絶滅危倶植物に関する研究

岡山県内の絶滅危倶植物の種類や分布状況を明らか

にするとともに、種子の収集と保存を行っている(26，

27， 34， 35， 36， 39)。

5.岡山県の水草に関する研究

岡山県内の水草の種類と分布地、生育環境などを明

らかにした(6，14， 21， 35， 36)。

6.岡山県の海岸植物に関する研究

岡山県の海岸植物の種類と分布地を明らかにし、種

子を収集、保存した(13，19， 29， 34)。

将来の展望

生物多様性、植物遺伝資源など重要な分野を担当し

ており、研究を深化、発展させて行かなければならな

い。オオムギ遺伝資源については本格的なゲノム研究

に取り組む計画である。また、野生植物研究室につい

ては現在、助教授1名の不完全な態勢なので、人員の充

実が必要である。
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Laboratoη01 Barley and Wild P!ant Resources 

This center was established in 1997 by combining the 

barley germplasm center and the unit for wild plant 

research. As a unique Asian center of barley and wild 

plant collection， we preserve a huge number of seed 

samples and herbarium specimen of barley and wild 

plants for the development and characterization of 

new genetic resources， and phylogenetic studies of the 

plants. Detailed activities are as follows: 

A. Barley 

Using ca. 10，0∞barley accessions including ca. 8，∞o 
landraces， mutants and wild relatives， we are studying 

the phylogeny and stress tolerance of barley. 

l. Phylogeny of barley 

We are studying the dissemination of barley based on 

the distribution of major genes (1， 2). We are also 

analyzing the crossability between barley and wheat 

(13， 26， 28， 29， 30， 42， 45)， and genomic composition of 

the wild relatives (48， 49). 

2. Genetic analysis of stress tolerance 

This is the main theme of the laboratory and many 

reports have been presented on salt tolerance (6， 14， 

16， 17， 18，41)， deep-seeding tolerance (46，47)， flooding 

tolerance， and disease resistance etc. (3， 10， 22， 24， 33). 

3. QTL analysis of the agronomically important charac-

ters 

1n relation with the genetics of stress tolerance， we 

are promoting the QTL analysis of agronomically 

important genes using doubled haploid lines with mol-

ecular markers (5， 9， 10， 16， 21， 33， 39). 

4. Polymorphism of s-amylase 

A cooperative study with Plant Bioeng. Res. Lab.， 

Sapporo Brew. Ltd. revealed the following. The ther-

mostability of s-amylase can be grouped into three 

types A (high)， B (medium) and C (low). These type 

show a clear geographic cline in the world. We found 

a s-amylase-Iess mutant of barley. 

5. Collection and distribution of genetic resources and 

database release 

We are working on the collection of barley accessions. 

During 1994・1998，3，177 accessions were introduced 

and were evaluated for distribution. We distributed 

9，935 accessions at the same time to contribute to the 
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world barley research network. We are also working 

as the Asian Center of Barley Core Collection (23). 

The barley germplasm database is released on the 

1nternet with a search engine. 

B. Wild plants 

The laboratory preserves ca. 40，000 plants and 20，0∞ 
seed samples for the taxonomic study of wild plants. 

Preserving living seeds of wild plants is a unique 

activity of this laboratory. As a ]apanese wild plant 

research center we are contributing to the taxonomy 

and other aspects. 

Prospects 

Bio-diversity and genetic resources are important sub-

jects of the center. We will be continuously expanding 

and developing this field. A comprehensive barley 

genome analysis including a DN A chip system and a 

genome wide library is being planned. 

We only have one staff working in the wild plant lab. 

1ncreasing research staff in this field is essential. 



環境ストレス研究室

21世紀に起こると予想されている自然環境の変動に

伴い、資源植物は種々の環境ストレスの影響を、これ

まで以上に受けることが危慎されている。

平成9年4月に発足した環境ストレス分野では、高温、

高日射、強風、土嬢の乾燥、金属などによる物理的、

化学的な環境ストレスの解析を進め、これらのストレ

スに対する資源植物の応答反応を、生態系、群落、個

体、細胞、分子レベルで、総合的に研究している。

izL ¥1・frica 叫
N . Afrlca • 

~ ~ 刷ベー u

Ann岨 1mean air t棚 peratUI唱('C) 
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高温ストレス条件下におけるオオムギ品種の表面温度の偏
差値と原産地の年平均気温の関係
Relation between annual mean air temperature at the 
places of origin of barley cultivars and temperature devia-
tions from regression line under zero water stress. 

1.気象環境ストレスに対する植物の個業の応答反応

に関する研究

携帯用の光合成・蒸散測定装置を用いて、種々の条

件下、特にストレス条件下におけるオオムギ、コムギ、

イネなどの個葉の光合成、蒸散反応を研究している。

中国の乾燥地で発見された有毛性コムギ品種である紅

苦麦や寧春を種々の土壌水分条件で栽培しながら、乾

携帯用光合成・蒸散測定装置による植物の応答反応の測定
Me$urement of response of plant ωenvironmental stress 
witll an open system porometer. 

燥ストレス耐性について調査している。紅r:麦は乾燥

土壊条件で、根を繁茂させたり、クロロフィル含量を

増加させて水分を確保し、光合成を維持していた(4)。

現在も土壌の水分状態を変えながら、乾燥耐性の機構

を明らかにするための測定を続けている。

2.ストレス環境下における植物群落と大気の相互作

用に関する研究

ストレス環境下における植物の応答反応を解明する

ために、日射、風速、気温、土壌水分などが変動した

場合の植物群落と大気の相E作用に関する研究を進め
ている(17)。イネ群落において、群落内外の乱流輸送量、

群落表面温度、個葉の光合成、蒸散量の経時変化の同

時測定を行った。 水田の湛水後に、潜熱の輸送量が幾

分増加し、群落内部の炭酸ガス濃度の変動が著しく減

少することが分かった。また、上空を通過する雲によ

って日射量が急変した場合の個業の光合成、蒸散量、

群落表面温度の経時変化や、群落上の乱流輸送量の経

時変化を定量的に示した。

3.羅生門ドリーネの野生植物の保護、保全に関する研究

特異なカルスト地形と特異な気象環境を有する羅生

門ドリーネ内には、以前には多数の貴重なコケや動植

物が生育、生息していたことが知られている。しかし、

異常気象や観光開発に伴う環境悪化などによって、現

在では多くの動植物が失われていることが指摘されて

いる。そこで、 1996年春から羅生門ドリーネ内の生態

系の保護、保全のための調査匝の一員として、羅生門

ドリーネにおいて気温、湿度、日射量、気流などの微

気象要素や、植物の光合成や蒸散速度などの生理特性

を調査した。調査期間に蓄積された膨大な資料をもと

多数の質量なコケの生育している羅生門ドリーネ底部
Bottom of Rasyomon doline where many varieties of moss 
grow. 
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体的な方策について提言を行っている。

4.環境変化に起因する植物の機能解析に関する研究

自然環境の変化に伴う酸性土壌の増加につれて、植

物の生育に必須な栄養素であるカルシウムの吸収阻害

が起きることが指摘されている。カルシウムは動植物

の種々の生理機能の調節に重要な役割を担っている。

植物においては、カルシウムが根の細胞分裂や伸長過

程において、その細胞壁の構造変化に関わりをもつこ

とが示唆されている。そこで植物細胞壁代謝に及ぼす

カルシウムの作用を明確にするために、ニンジン培養

細胞を研究試料として、カルシウムを除去した培地で

培養し、正常な条件下で生育した同細胞と比較した。

その結果、ニンジン培養細胞は、カルシウム不足によ

って明らかな生育阻害を起こしたが、正常細胞とカル

シウム飢餓細胞の細胞壁に含まれるべクチン質含量は

ほとんど変化しなかった。しかし、ペクチン質の構成

糖組成を検討した結果、カルシウム飢餓細胞のペクチ

ン質に含まれるガラクツロン酸は、正常細胞と比較し

て、激減していた。一方、カルシウム飢餓細胞は、生

育過程で、多量のガラクツロン酸を含むペクチン質多

糖画分と各種グリコシダーゼ活性を有する蛋白質を、

培地中に分泌した。種々の分析結果から、細胞生育中

のカルシウム欠乏は、酸性ペクチン質画分の細胞壁へ

の沈着阻害を引き起こし、その画分の近傍に結合して

いる蛋白質が培地中に分泌されると推察した(14)。引き

続き、細胞内に存在している各種グリコシダーゼにつ

いて検討している。

(8) 

に、ドリーネ内には暖候期に極めて安定な成層が形成

され、底部の夏季の気温は約15'c程度であり、高湿な

環境であることを定量的に示した(10)。さらに、ドリー

ネ内部に生育している野生植物は乏しい日射環境に適

応して、低光量でも光合成を効率良く行うことができ

る陰生植物の性質を有していることを示した。また、

夏季に人為的に洞窟を封鎖したり、開放することによ

り、ドリーネ底部から流出する冷気がドリーネ底部を

低温化させ、底部の乾燥化の一因になっていることを

明らかにした(15)。同時に、夏季に洞窟底部の炭酸ガス

護度が高濃度になり、洞窟封鎖時には1000ppmを超え

る高濃度になることを見出した。これらの解析結果を

もとに、羅生門ドリーネのコケや動植物などの保護の

ために、冷湿な気象環境を阻復させることの重要性を

再確認するとともに、そのような環境保全のための具
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Time variation of water vapor (Vp) at the bottom of 
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ニンジン懸濁培養細胞から培地中に分泌される細胞外蛋白質。 (A)正常細胞(口)とカルシウム欠乏細胞(・}から分泌される蛋白質の
経時変化。 (B)20日間の培養にて分泌された蛋白質のSDS電気泳動。 1正常細胞、 2.カルシウム欠乏細胞、 3，標準蛋白質
Changes in extracelluJar protein secreted from suspension.cuJtured caηot ceJls. (A)， ExtracelluJar protein from ceJls into the 
medium under normaJ (口)and caJcium.deficient (+) conditions during the ceJl cuJture. (B)， SDS:PAGE of equaJ amouns of 
protei~ from 2O'day cuJture medium. Lanes 1 and 2 represent protein from controJ and caJcium-deprived cells. reprectiveJy. 
Lane 3 contains moJecuJar mass standards. 
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5.特異環境に生育する植物の重金属耐性機構に関す

る研究

近年、酸性雨が屋外の建造物に含まれる鋼、亜鉛、

鉛などの重金属を溶かし、土壌環境汚染を引き起こし

て問題になっている。このような土接金属汚染地域に、

野生植物である数種のコケが生育している。例えば、

スギゴケ科のタチゴケは鉛や亜鉛汚染地域、カサゴケ

科のキヘチマゴケは鉛、亜鉛、銅などの汚染地域、セ

ンボンゴケ科のホンモンジゴケは銅汚染地域で生育可

能であることが確認された。これまでの組織化学的研

究によって、これら重金属はコケ細胞壁近傍に存在す

ることが示唆されている。しかし、金属の結合してい

る細胞壁の構造や代謝についての研究はこれまで行わ

れていない。そこで、植物の重金属耐性機構を解明す

るために、現在、ホンモンジゴケを高濃度の銅存在下

で無菌的に培養し、細胞壁代謝に関する研究を進めて

いる。

高浪度の銅存在下でのホンモンジゴケの無菌培養
Scoρelophila cataractae growing on copper-rich medium 
und骨raxenic condition 

将来の展望

来るべき21世紀に遭遇することが予想される種々の

不良環境にも生き抜き、食糧を供給し、生態系を維持

できる資源植物を探索し育成するために、ストレス環

境や特異環境下で生育する植物の特性を、生態系から、

個体、細胞、分子までの種々なレベルで解析し、総合

的に研究する。また、自然環境下に生育している資源

植物や生態系の保護・保全のために環境ストレスに対

する植物の応答反応を研究する。
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Lahoratory 0/ Environmental Stres 

Plants always experience a great variety of stresses 

tending to restrict their chances of development and 

surviva1 under the changing environmental conditions. 

In this laboratory， the characteristics of physical and 

chemical stresses and plant responses to them are 

studied at various levels from ecosystems to individu-

als， cells and molecules. 

Current research themes are; 

1. Studies on photosynthesis and transpiration of plant 

leaves under stress conditions. 

The rates of photosynthesis and transpiration of plant 

leaves such as bar1ey， wheat and rice were measured 

under various conditions， especially stress conditions， 

with open system porometers. Local varieties of 

wheat such as Hongmaimai， found in Loess plateau of 

China， are known to possess various mechanisms for 

avoidance of drought stress. The rates of photosyn-

thesis and transpiration and morphologica1 properties 

such as chlorophyll contents were studied for different 

species of these varieties grown under di丘erentsoil 

water conditions. Hongmaimai had large photosyn-

thetic rate and small transpiration ability under dry 

soil conditions. These findings confirm that this vari-

ety has a prominent drought stress tolerance (4). 

2. Studies on interaction between vegetation and 

atmosphere under stress conditions. 

To study the interaction between vegetation and 

atmosphere under stress conditions， simultaneous mea-

surements of turbulent fluxes of sensible heat， water 

vapor and carbon dioxide were made within and 

above rice plant canopies (17). The diurnal variation 

of turbulent fluxes changed slightly before and after 

the irrigation， but standard deviations of carbon diox-

ide were high at night over drained soil. Simultaneous 

measurements of canopy surface temperature， photo-

synthesis and transpiration rates and turbulent fluxes 

illustrated that plant canopies responded to intermit-

tent radiation caused by passing c1ouds. 

3. Studies on protection and preservation of wi1d 

plants in Rasyomon doline. 

Micrometeorologica1 factors and physiological factors 

of wi1d plants were measured in Rasyomon doline. 

The bottom in the depression was characterized by 

daytime summer temperatures below about 15' C. 

Throughout warm seas.ons， a very stable thermal 
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layer was formed in the doline and it maintained a 

perhumid c1imate， which is an environment favored by 

mosses (10). Most of the plants growing at the bot-

tom of the doline had physiological characteristics of 

shade plant， adopting to the specific environment of 

doline. To c1arify how the air flOW from the cave 

related to the drying in the doline， we artificially 

c10sed the narrowest section of the cave in the sum-

mer of 1997 and 1998. Air temperature and soi1 tem-

perature were higher by 3-4' C in the c10sed period 

than in the opened period of cave. However， water 

vapor increased by 4-5 hPa in the closed period than 

in the opened period. The C02 concentration was 

about 700 ppm in the opened period and increased to 

the high levels above 1000 ppm in the c10sed period of 

the cave. These results demonstrate quantitatively 

that the strengthened air with a cool but dehumified 

air was closely related to drying of the doline (15). 

The c10sure of the cave also induced a signi五cantrise 

of C02 concentration at the bottom of the doline， which 

was an environment favorable for moss growth. 

Considering these results， we are now planning to 

reduce the air flow through the cave to prevent the 

cave from drying and to renew the moss forest. 

4. Biochemical ana1yses of plant response to the chang-

ing environmenta1 conditions 

Ca1cium is an essential nutrient for plant growth and 

plays a crucial role in regulating many physiological 

functions. To elucidate the role of calcium for cell 

growth， suspension-cultured carrot cells have been 

grown in a calcium-deficient liquid medium. Cell 

growth was c1early limited in response to ca1cium defi-

ciency. Pectic fractions extracted from cell walls 

appeared in simi1ar amounts in control and ca1cium-

deprived cells. Ana1ysis of carbohydrate composition 

revealed that calcium deprivation caused a substantial 

reduction in galacturonic acid in pectic fractions of cell 

wal1s. Calcium-deprived cells also released higher 

amounts of protein， containing many glycan-hydrolytic 

enzymes， and extracellular ga1acturonic acid-rich poly-

saccharides into the growth medium (14). The intra-

cellular glycan-hydrolytic enzymes found in calcium-

deprived cells are currently being characterized. 



5. Characteristics of wild plants surviving in copper-

rich environments 

The gregarious mosses such as Atrichum undulatum. 

Pohlia bulbifera and Scopelophila ca臼rac臼ehave been 

found in the areas of heavy metals pollution resulting 

from the popular building materials. Since a large 

amount of copper and zinc affects on the growth of 

plants in the environments. the characteristics of 

mosses growing on metal polluted areas are helpful in 

studying the mechanism of metal tolerance. It is 

known that the mosses accumulated these metals in 

the region of cell walls. but the structure and metabo-

lism of cell walls remain obscure. Thus the metabo-

lism of cell walls of Scopelophila growing on copper-

rich medium is being studied. 

Prospects 

To increase the food production and to produce stress 

tolerant plants. physical and chemical characteristics 

of plants growing under the various environmental 

stresses expected in the coming 21th century will be 

investigated at various levels from ecosystems. individ-

uals. cells to molecules. We will also study the plant 

response to environmental stresses to protect and pre-

serve wild plants or ecosystems in natural environ-

mental conditions. 
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第16回資生研シンポジウム要旨 併hstra情。if16th RIB Symposium) 

オオムギの遺伝資源とゲノム研究

佐藤和広(岡山大学資源生物科学研究所)

ゲノムサイエンスとは

ゲノムとは生物種固有の遺伝情報を網羅する最小単位である。メンデルの法則の発見以後，遺伝学者はゲノムに含ま

れる遺伝子の染色体上の位置を決定するために雑種後代における組換に基づく染色体地図の作製を続けてきた。その後、

1970年代に開発された組換DNA技術、 DNAシ}ケンシング技術によって、ゲノムに含まれるDNA配列を直接読み取る

ことが可能となり、ゲノム全体に分布する遺伝子を探索するゲノムプロジェクトが誕生した。 さらに、 PCR法や全自

動DNAシ}ケンサ}の開発によって、当初は困難と思われていた全ゲノムのDNA配列を解読するプロジェクトも加速

度的に成果を上げている。また、 DNA多型を利用した高密度の遺伝子地図や染色体上にDNA断片を整列した物理地図

の作成も着々と進行している。このようなゲノムサイエンスは、ゲノムのなかで遺伝子がどのように配列・機能してい

るかを体系的に研究することによって、生物の遺伝情報を包括的に理解する新しい学問領域である。

ゲノムサイエンスの代名詞ともなっているヒトゲノムプロジェクトは、遺伝子治療、医薬開発などに飛躍的な進歩を

もたらして、 21世紀の我々の生活と経済に大きな影響を与えることが予想される。 一方、植物のゲノム解析においては

我が国が世界に先駆けて行ってきたイネゲノムプロジェクトが世界の研究者の注目を集めている。その理由はイネが重

要な食用作物であるばかりか、コムギ、 トウモロコシ、オオムギなどの主要な穀物が含まれるイネ科植物の中でもっと

も小さいゲノムサイズを有することである。全ゲノムに占める遺伝子の割合が高く研究効率が良いため、イネは基本遺

伝子の形質発現を解析するモデル植物と考えられている。

ゲノム研究の対象としてのオオムギ

オオムギは世界で4番目に生産量の多い重要な農作物である一方、自殖性の二倍体で突然変異が得やすいことなどか

ら実験植物として幅広く用いられてきた。相互転座系統、連鎖群検定系統、特定遺伝子の同質遺伝子(アイソジニック)

系統対、オオムギ染色体のコムギへの添加系統、 トリゾミ ック系統など、多様な実験系統を用いたオオムギの遺伝解析

は精力的に進められてきた。また、倍加半数体集団の作成技術の確立によって、雑種集団を反復して高精度に評価する

ことがいち早く可能となり、分子マーカーを用いたマッピングあるいはマップベースのゲノム研究が大きく進展してき

た。

遺伝子地図作製の大きな成果のひとつは、染色体上の遺伝子配列の相向性から、染色体の構造変異を推定し、植物種

間の類縁性や進化が推定できたことである。相向性解析から二倍体のオオムギは六倍体のコムギとほぼ同じ染色体の構

造を有することが明らかとなったので、ゲノムサイズが作物中最も大きい(l7，000Mbp)コムギに代わって、オオムギは

コムギ、ライムギ、エンバクなどムギ類のゲノム解析のモデル植物として注目されている。しかし、オオムギ

(5，500Mbp)でさえイネ(印OMbp)の約10倍のゲノムサイズを有するので、ヒトやイネで行われているような全DNA配列

の解析は難しく、シーケンス情報もイネに比較すると少ない。この原因は遺伝子を含まない反復配列がオオムギに多く

存在するためであり、遺伝子地図の情報と分子細胞遺伝学的な技術を用いて、遺伝子が豊富に存在する部位(generich 

region)を対象に解析を進めれば、オオムギにおいても効率的に遺伝子を解析できると考えられる。

ゲノムサイエンスの新展開

最近のめざましいロボット技術の小型化・低価格化、レーザー光やCCDカメラによる発光検出とコンビューターの画

像解析を組み合わせた検出方法の高度化、さらには膨大な遺伝子情報のオンライン化とBioinformaticsの進展などによ

って、現在、ゲノムサイエンスは新たな展開を迎えている。そのひとつがDNAチップ技術である。構造遺伝子のエク

ソン部分の配列であるcDNAの部分配列(EST)を利用して、数万ある遺伝子を小さなプレパラート上に整列し、対象遺

伝子が発現しているか否かの差異を高速に蛍光検出する。目的とする植物ごとに抽出したmRNAからcDNAライブラリ

ーを作成すれば、 DNAチップはゲノム全体にわたる遺伝子発現の差異を検索できる。また、 ESTはそのままプロープ

として当該染色体部位に座乗するので、発現遺伝子の染色体地図上の座位を検出して農業上有用なQTLなどの遺伝子情

報と比較同定も可能である。さらに、 BACなどの巨大DNAライブラリーを利用できれば、 ESTによるライブラリーの

選抜と合わせて目的遺伝子の単離が可能となる。単離された遺伝子は遺伝子組換によって形質発現を確認できる。また、

DNAチップやDNAライブラリーの有する単純・膨大な'情報をオンラインでDNAパンクから検索する遺伝子発現情報検

索システムはゲノムプロジェクトを管理し、成果を整理する上で不可欠の技術であり、精力的な技術開発が望まれている。
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オオAギ遺伝資源をどう解析するか
岡山大学資源生物科学研究所に保存されているオオムギの遺伝資源は在来種および育成品種・系統(約8.∞0点)、突然

変異系統(約500点)、同質遺伝子系統(約4∞点)、連鎖群検定系統および野生種(約400点)などである。DNAチップなど

のゲJム解析技術は突然変異系統、連鎖群検定系統および同質遺伝子系統の有する遺伝子を直接選抜・同定するのに最

も適lている。さらに、在来種および育成品種・系統には病害抵抗性、ストレス耐性などに関するデータベースが作成
されτおり(http://www油igen.nig.ac担IbarleyIBarJey.htmO、遺伝子発現に関わる様々な条件を与えて多様な耐性遺
伝子を検出できると考えられる。

現在、世界中には約50万点のオオムギ遺伝資源が存在するとされており、これらをいかに効率よく利用するかが、遺

伝資源研究の課題である。これを解決するために世界中から変異を最大限に集約し1.5∞点程度の核となる遺伝資源を選

抜す争国際オオムギコアコレクション事業が進められている。分子遺伝学的な解析にも利用可能なように高純度に維持

され企この遺伝資源は、オオムギの遺伝変異を集約的に解析し利用するのに最も適している。DNAチップはそれぞれ

の遺伝資源の差異を遺伝子単位で検出できるので、多数の遺伝資源に利用できるほど技術革新が進めば、類似した遺伝

資源の削除あるいは遺伝資源に含まれる有用遺伝子の同定など、遺伝資源の管理および利用に大きな進展をもたらすと

考えもれる。

遺伝資源に対するニーズは分子遺伝学的な解析の進展に伴って変化してきている。遺伝資源は種子などの遺伝子型で

保存すると同時に、 BACなどのDNAライプラリ}によって遺伝子に近い状態で保存し配布できれば、遺伝子の導入や

解析にはより効率的と考えられる。また、野生型のHordeumvu1gare subsp. spontaneumの染色体断片を戻し交雑によ

って栽培型に導入した固定系統の集団は野生型の巨大DNAライプラリーと言えるものであり、遺伝子地図と併用すれ

ば、とれまで利用が難しかった野生型の有用遺伝子を効率的に品種改良に導入できる。野生型と栽培品種の聞には数多

くの韓伝子に差があるので、 DNAチップは極めて効率的に遺伝子を検出できると考えられる。

ゲドムサイエンスは他の生物学研究に比較して桁外れに研究費や人力を要するため、材料を絞って解析せざるを得な

い宿命を有する一方、種間あるいは幅広い種内変異に応用すれば複雑な遺伝現象を解明し遺伝資源のもつ有用な変異を

解析できる柔軟性を有している。数百トンの材料を準備しなければ最終的に判断できない発酵性および漉過性などのビ

ール醸造形質や、病害抵抗性の発現が克明に調べられているうどんこ病抵抗性遺伝子のmultilocuscluster構造など、オ

オム年は栽培植物ならではのユニークな遺伝形質を有している。他の生物種で得られている結果を積極的に利用しなが

ら、材料の優位性を生かした形質を解析することがオオムギのゲノム研究にまず求められることになる。
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ゲノム解析における染色体特異的ライブラリ γ の利用

村田 稔(岡山大学資源生物科学研究所)

はじめに

近年、多くの有用作物において、 DNAマーカーを用いた遺伝地図の作成が積極的に進められ、特にイネでは、ゲノ

ムプロジェクトの進行に伴い多くの遺伝情報が蓄積しつつある。しかしながら、コムギなどの重要作物では、まだ充分

な数のDNAマーカーがマップされておらず、またゲノム全体を完全にカバーできるようなBACやYACなどのライブラ

リーも完成していない。コムギのゲノムは17.0∞Mb(メガ塩基対)と巨大で、モデル植物であるシロイヌナズナの140倍、
ヒトゲノムの6倍ほどもある。また、多量の反復配列の存在や倍数性であることもゲノム解析を困難にしている。

ゲノムサイズが大きいヒトでは、セルソ}タによって分別された個々の染色体からDNAライブラリーが構築されて

おり、ゲノムプロジェクトや遺伝子単離に活用されている。コムギなどのムギ類においても特定の染色体または腕別の

DNAライブラリーが構築できれば、特定領域の分子構造の解析が可能となり、座乗する遺伝子の単離が非常に容易と

なることが期待される。コムギなどの植物では堅い細胞壁の存在により、動物で広く利用されているセルソ}タによる

染色体分画はかなり困難である。しかし一方で、染色体のサイズが比較的大きいため、染色体マイクロダイセクション

(顕微切断)によって個々の染色体を単離する方法がより現実的となっている。

染色体のマイクロダイセクションとは、スライドガラス上の染色体標本から特定の染色体やその一部を顕微鏡下でレ

ーザやガラス顕微針を用いて削り取る技術である。切断された染色体の断片は、鋭利なガラス針などによって回収し、

そのDNAを増幅したのちクローン化する。この回収・クローン化技術を特に、マイクロクローニングと呼ぶこともあ

るが、両技術は合わせて使われる。これらの方法は、キイロショウジョウパエの唾腺染色体に初めて使われ

(Scalenghe et al. 1981)、その後マウスやヒトの中期染色体にも応用された。現在ではこれらの方法により、数多くの

遺伝子がヒトなどから単離、同定されている。しかし、植物ではほとんどの場合、反復配列など多コピーの配列に限ら

れ、遺伝子の単離に結びついた例はまだない。我々は最近、レーザマイクロダイセクション装置を用いて、ムギ類の特

定染色体から低コピ}のDNA塩基配列を増幅させることに成功した。この方法は、コンピュター制御により操作が簡

易化された装置を用いるため、特別の熟練を要することなく短時間に特定の染色体またはそのー部を切り取り、回収で

きる利点を有している。ここでは、我々が研究してきたライムギ由来小型染色体を例に取り、マイクロダイセクショ

ン・マイクロクローニング法について概説し、コムギなどムギ類の染色体(腕)別DNAライブラリー構築の可能性と、ゲ

ノム解析への利用法について考察する。

染色体特異的DNAライブラリーの構築

特定の染色体、またはその一部に由来するDNAライブラリーをマイクロダイセクション ・マイクロクローニング法

により構築するには、以下に示すような一連の操作を行わなければならない。

染色体標本の作成染色体標本は定法に従って発芽種子の根端から作成すればよいが、レーザが透過し易いよう薄いカ

バーガラス上に広げる必要がある。我々は、プロトプラスト空気乾燥法(Murata1槌3.1989)を用いている。標本はギム

ザ液で染色してマイクロダイセクションに供する。コムギやオオムギについては、特定染色体の腕を欠いたダイテロ

(またはモノテロ)ソーミ ック系統が育成されており、特定の染色体を容易に同定し、切り取ることが可能である。

マイクロダイセクションと回収:レーザマイクロダイセクションは、 PALMシステム(カールツアイス)を用いて行い、

目的とする染色体以外の染色体をレーザで焼き消す。残った染色体を鋭利なガラスチップでかき取り、 PCRチュープに

移す。染色体断片の回収には、いろいろな方法が考案されているが、本法では、コンピュター制御のマニュピレーター

を用いて行うため、高度の熟練を要さず、短時間に染色体を回収することができる。

回収した染色体からのDNA増幅:回収した染色体からDNAを増幅するには、 DOP(DegenerateOligonucleotide-

Primed)-PCR(Telenius et al. 1992)が最も容易で効率的である 。 この反応では 1種類のプライマ~(5'・CCGAC

TCGAGNNNNNNATGTGG・3')を用い、 30tでのアニーリングを5サイクル行った後、 620Cでのアニーリングを35サイ

クル行う。我々はこの方法で、5個のライムギ由来小型染色体やコムギの2個のテロ染色体からでもDNAの増幅に成功

している。

増幅DNAの特性評価:DOP-PCRは、少量のDNAを増幅するのに非常に効率的な方法であるが、目的とした染色体

DNA以外も増幅してくる可能性がある。そこで、 FISH(蛍光 insituハイプリダイゼイション)やサザン法による染色体

特異性の検定が不可欠である。FISHには、顕微鏡下で直接特異性を確認できる利点があるが、増幅DNAに他の染色体
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と共通な配列も含まれていることが多く、 Cotl-DNAなどをコンペテイターとして加える必要がある。さらに、増幅
DNAの純粋性を検定するため、増幅DNAをクローン化しライブラリーを作成した後、一部のクローンについて塩基配
列を決定することも必要である。

ゲノふ解析への利用と問題点

ヒトの染色体をターゲツトとした初期のマニュアルマイクロダイセクションでは、 DNAを抽出するのにlω個ほどの
染色体を回収する必要があった。現在では、 PCR法を組み合わせることにより20-30個ですむようになっており、さら

に最新のレーザマイクロダイセクシヨンを用いれば、単一の染色体からでもDNAの増幅が可能であるとされている
(SaitOh and Ikeda 1997)。植物染色体においても同様な技術が応用されてきたが、回収・増幅されたDNAは主に反復配
列であり、未知の遺伝子が単離されたという報告は今までなかった。我々は上記の方法を用いて、ライムギ由来小型染

色体、コムギの1AL(lA染色体長腕)、lBL(lB染色体長腕)から数十bp-3kbほどのDNAの増幅に成功した(Murataand 
Motoyoshi 1999、Murataunpub.)。これまでの結果では、ムギ類の染色体(腕)からDNAを増幅するには、数本の染色
体腕で十分であり、以前考えられていたよりも容易に、短時間に行えることがわかった。また、増幅してきたDNAに
は、レトロトランスポゾン様の配列以外には反復配列があまり含まれず、低コピーの配列がかなりの割合を占めている

ことが明らかとなった。ムギ類のゲノムには多量の反復配列が存在し、 "contig"の作成を困難にしている。それ故、得
られたDNAクローンは、ただ単に染色体体(腕)特異的なDNAマーカーとして利用できるだけでなく、染色体DNAの
conti~を作成する際にも"landmark"として有用である。 また、 一度増幅したDNAは、同じプライマーを用いて容易にラ

ベルすることが可能で、特定染色体に座乗する遺伝子(cDNA)のスクリーニングや染色体変異を調べるためのプロープ
としても有用である。ただ、サンプルによっては、ミニサテライトなどの反復配列が選択的に増幅したり、他の生物の

DNAが混在したりする恐れがある。そのため、塩基配列から純粋性を決定することが不可欠である。
植物については、ゲノムプロジェクトが進んでいるシロイヌナズナやイネから多くの有用遺伝子が同定、単離される

ことは疑いがない。ムギ類においては、イネとのシンテニーをもとに遺伝子を単離できる可能性も高い。しかし、すべ

ての領域にわたってシンテニーが保たれているわけではなく、また特有の遺伝子も数多く存在している。それ故、特定

染色体の特定領域に由来するDNAのライプラリー構築は、今後のムギ類ゲノム研究の発展に重要な役割を担うものと
思われる。

73 



ゲノムインフォメーションシステムの開発

田村卓郎(日立ソフトウェアエンジニアリング株式会社)

近年の分子生物学にかかわる研究技術の発達によってDNA配列解読に要求されていた時間、費用、研究者の熟練度

などが急速に低下する一方、大量の生物分子配列情報が生産されている。特定生物の全DNA配列の解読に着手した先

進的な研究グループにおいては既に20を超える生物の全DNA配列解読が完了しており、さらに現在、ヒト、マウス、

線虫、ショウジョウパエ、イネ、 トウモロコシなどの解読が進められている。これらの膨大な生物情報の多くは急速な

発遣を続けているインターネットを通じてパブリックに公開され、従来、 DNA配列断片とそこに記述された個々の遺

伝子に着目した解析が中心であったバイオインフォマティックスの手法も、生物の持つ全DNA、すなわちゲノムを対

象とした解析へと進展しつつある。

このような研究の発展にともなって、情報処理システムに要求される技術も、配列情報を記号としてデータベース化

し、その記号と配列分子の構造・機能の関連を解析することを主な目的とした従来のDNA配列断片の解析に加え、一

群の遺伝子の挙動を調査するための実験情報と実験から生み出される大量のデータを管理し、そこから有為な情報を引

き出すことを目的とするゲノムを対象とした解析へと変化しつつある。すなわち、ゲノムインフォメーションシステム

では、従来以上に実験グループと情報処理グループの連携が必要であり、研究戦略に合わせたシステム設計、実験情報

やデータの蓄積とデータの関連付け、解析システムの開発が重要となってきている。

本講演では、最近、大量の遺伝子発現情報を同時に得られる技術として注目を集めているバイオチップの情報を管

理・解析するシステムの開発を例に、ゲノムインフォメーションシステやの開発を紹介する。
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Achievements of the No此hAmerican Barley Genome Mapping Project and Future Directions 

Patrick Hayes 
Coordinator. NABGMP 

Dept. of Crop and Soil Science 

Oregon State University 

Corvallis. OR 97331 USA 

http:llwww瓜 s.orst.edu/barleyInabgmp/nabgmp.htm 

The NABGMP is a multi-institutional. multi-disciplinary project that applies contemporary genetics tools to barley 

impr<<l>vement. The long-term goal of the NABGMP is to identify. characterize. and manipulate genes of economic 

impottance to b町 leyproducers. proces叩 rs.and consumers. In the broadest sense. the NABGMP is an international 

∞ns~rtium of barley researchers. Strictly speaking. the NABGMP consists of ∞mplementary groups in the U.S. and 
CanaOa (http://gnome.agrenv.mcgill.ca/nabgmp/cnabgmp.htm). The components of the U.S. and Canadian partner-

ship have separate funding sources. The benefit of the NABGMP to the U.S. will be a profitable and competitive bar-

ley iI).dus廿y.More broadly. the NABGMP will generate genetic information that can be used by all researchers for 

the improvement of barley and other cereal crops. 

The focus of the NABGMP is on the quality and productivity of barley. Barley has unique quality attributes for malt-

ing and brewing. as an animal feed. and as a human f，∞d. Improvements in qua1ity can only be achieved by under-
stancting the underlying processes. Our long-term objective in the quality arena is to completely characterize the 

genes and pathways determining carbohydrate deposition and hydrolysis. Crop productivity can be enhanced by 

simultaneously increasing yield potential and removing yield constraints. Our long-term objective in this area is to 

completely describe the pathways leading to plant growth and development (yield potential) and abiotic/biotic stress 

resistance (yield constraints). 

Our ~oal is to use the t∞Is of contemporary genomics to enhance the profitability and sustainability of barley pro-
duction. The measure of success will be the products of genomics translated into barley varieties. In order to accom-

plish this integration and translation. the NABGMP supports multi-institutional. collaborative research. The following 
sumrpary provides a general picture of NABGMP initiatives. For additional detail. please refer to current work plans 

and progress reports posted at the NABGMP web site. 

Stru(ftural genomics 

The key reference mapping populations are Steptoe x Morex. Harrington x Morex. and Harrington x TR・306.

PheJllotype and genotype data on these. and other. map populations are available via GrainGenes 

(http:/ Iwheat.pw.usda.gov1) and the NABGMP web site. These genetic reference populations. together with the 

BinM:ap (http:llbarleygenomics.wsu.edu1) provide researchers with a range of markers (ranging from NEPs to 
SNP$) defining each barley chromosome. Our strategy for focusing on the gene-rich regions of the barley genome 

will be to capitalize on the Morex BAC library. developed in the first phase of this project. and the gene-rich regions 

revealed by Kuenzel et al. (http://wheat.pw.usdagov/ ggpageslBarley _physical/) . 

Functional genomics 

Expressed Sequence T.去gs:Our strategy is focused on sequencing the genes that make barley unique and different 

from other crop plants. We are targeting unique tissues. processes. developmental stages. and plant responses 

(httかIlwww.css.orst.edu/barley/BREEDING/ESTproj.htm1).

Gene expression: Our strategy will be to develop microarray-based tools to monitor the expression of genes in tar-

geted gene-rich regions. A multi-investigator proposal to the NSF is pending. 
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Gene discovery: We will use the barley transposon tagging system developed in the first phase of this project for 

"reverse" genetic strategies aimed at gene discovery and functional characterization. 

Genetic stocks 

Mapping populations and genetic resources: We continue to expand our catalog of genetic stocks -mapping popula-

tions. near-isogenic lines. and recombinant chromosome substitution lines (RCSLs). We are currently focusing on 

RCSLs developed using a selected set of Hordeum vulgare subsp. spon臼neumaccessions as donor parents and 

Harrington as a recurrent parent. We are also developing large mapping populations for optimizing QTL detection. 

Coupled with new functional and structural genomics tools. these stocks will facilitate gene discovery. mapping. 

description of pathways. and conversion of genomic information into varieties. We will capitalize on the extensive 

genetic resources (over 9∞mutants and 30.000 accessions) available in barley to identify novel alleles. 

Applications 

We target the application of genomics tools to variety development by directly supporting integrated variety devel-

opment efforts addressing barley quality and productivity. Key areas requiring immediate attention are disease 

resistance. specifically Fusarium Head Blight in the Midwest and barley stripe rust in the West. We have mapped 

genetic determinants of a spectrum of qualitatively and quantitatively inherited phenotypes that determine the quali-

ty and productivity of barley. 

Bioinformatics 

We are expanding and improving our data collection. management， distribution. and analysis procedures and directly 

integrating these with national and international efforts. such as the GrainGenes network. 

Education 

We support activities that heighten public awareness and appreciation of agricultural genomics. germplasm conser-

vation. and variety development efforts. For example. the Oregon Wolfe Barleys (http://www.css.orst.edu/barl-

ey/wolfebar/wolfnew.htm) are used throughout the world for genetics instruction and research. 

Linkages 

Our mapping populations. and supporting data. are key resources for international public and private sector mapping 

and gene isolation e妊orts.Collaborative international partnerships are of key Importance. including those established 

with the Barley Germplasm Center at the Research Institute for Bioresources. Okayama University; European Union 

Barley Initiatives; the National Barley Molecular Marker Program (Australia); and the Scottish Crop Research 

Institute. 
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イネゲノミックスの新展開

矢野昌裕(農業生物資源研究所)

イネのゲノム解析研究は第1期の成果を基盤にして、全塩基配列の解明を大きな目標とする第2期に進展した。第 l

期プログラムにおいては3つの大きな目標、(1)イネ発現遺伝子のカタログ化、 (2)DNAマーカーを利用した詳細な遺伝
地図の作成および(3)イネ染色体のDNAクローンによる整列化が設定され、農業生物資源研究所と農林水産先端技術研
究所(STAFF研究所)の共同研究が進められてきた。これらのプロジェクトにおいては、それぞれの目標がほぼ達成さ
れ、約4万種類のESTデー夕、 2000種類を超えるRFLPマーカーの連鎖地図ならびにゲノムの約70%をカバーする酵母
人工染色体(YAC)クローンによる整列化地図が利用可能となっている。第2期の研究目標は全塩基配列の解析を背景と

したイネの遺伝学、分子生物学あるいは育種学の新しい展開、いわいる新たなイネのゲノム科学(ゲノミックス)の推進

である。ここでは第2期イネゲノム研究における全塩基配列解明にむけての戦略とその進捗をまとめるとともに、様々

な研究資源を背景にしたイネのマップベースクローニング法の新展開について考える。

マ7プベースクローニング法あるいは染色体歩行法は遺伝子の翻訳産物が不明で、その機能が推定できない場合の遺

伝子単離法の一つである。従来からその考え方は確立しており、一部の動植物における遺伝子単離に利用されてきた。

特に植物では、計画的に作出した実験用分離集団を利用できることから、精度の高い遺伝地図に基づく候補領域の絞り

込みが可能となり、有力な遺伝子単離法として利用されている。近年、植物のゲノム解析が進展し、特にアラピドプシ

スやイネでは、ゲノム解析研究の取り組みを背景にして、染色体歩行法というよりはむしろ整列化されたゲノムクロー

ンのなかから目標遺伝子を含むクローンを特定するchromosomallandingという考え方に発展してきた。この方法はこ

れまで遺伝子作用の違いが明瞭な表現型の違いとして表れる場合に利用されてきたが、 一般に品種や系統聞に認められ

る変異(表現形質の違い)の多くは、雑積後代において連続的な変異を生じ、単純にはこの方法を利用できない。このよ

うな形質は一般に量的形質あるいは複雑形質と呼ばれ、たとえばイネでは草丈、開花期(出穂期)、 一部の病害抵抗性あ

るいは耐冷性などのストレス耐性などの作物として重要な形質の多くが該当する。量的形質については、分子レベルで

の形質発現の解析はおろか従来の遺伝解析手法では遺伝子の存在すら明確に実証できなかった。近年、ゲノム解析研究

の大きな成果であるDNAマーカ}の蓄積により、ゲノム(染色体)上に存在するこれらの量的形質に関与する複数の遺伝
子(qllantitativetraitloci : QTL)を検出し、おおよその染色体上での位置を決定することが可能となった(QTL解析)。

演者らのグループは複雑形質に関与する複数の遺伝子の単権・同定とその遺伝子関相互作用の解析を試みている。イ

ネの出穂期をモデルとして複数の関与遺伝子のマッピングを行ない、これまでに少なくとも13個の遺伝子座が関与する

ことを明らかにした。この段階では、各々の遺伝子の染色体上での位置や遺伝子作用は誤差を含んだもにであり、マッ

プベ←スクローニングによる遺伝子単離は困難である。演者らは戻し交雑を繰り返して、それぞれの出穂期に関与する

遺伝子座周辺の染色体のみ置換した系統(準同質遺伝子系統)を作出した。これらの系統は、正確な遺伝子のマッピング

を進める上で不可欠であるばかりでなく、見い出された遺伝子の機能や作用の大きさなどを調べる有効な道具となった。

また見い出された出穏期に関与する種々の遺伝子はその形質発現において単独で働いているとはかぎらず、複数の遺伝

子が匠いに相E作用を及ぼしあって発現している場合が多い。例えば見い出された出穂期関連QTLのひとつは他のQTL

の発現を制御する調節因子であることが示唆されている。これまでQTL解析により明らかにされた遺伝子をマップベー

スクローニング法により単離・同定する試みを進め、 一部の候補遺伝子を特定することに成功している。

ゲνム解析研究の進展にともない、特定の形質に関与する遺伝子の全体像、すなわち遺伝子の数や染色体上での位置
をまずとらえた後に、それらのひとつひとつの遺伝子の解析を進めることができるようになった。最終的にはそれぞれ

の遺伝子が単離されることにより、分子レベルでのネットワークを再構築することが可能となり、複雑な遺伝に従う形

質の理解がより深まるであろう。今後は利用範囲を拡大したマップベースクローニング法、遺伝子破壊法あるいはマイ

クロアレー技術による発現特異性の違いによる遺伝子機能の解明等を基本戦略とした、イネゲノミックスの進展が期待

される。
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cDNA解析を軸とする線虫ゲノム研究の総合戦略

小原雄治(国立遺伝学研究所)

昨年暮れの"Science"誌に線虫全ゲノムのシーケンシングが報告された。多細胞生物としては初めてのことであり、大

きな意義がある。ここで使われている線虫は学名をCeanorhabditiselegans (略称C.elegans)といい、土の中でバクテリ

アを餌とする線虫である。寄生はしない。透明な体であるので、個々の細胞を全部見ることができ、名前の通り実に美

しい。線虫は多細胞生物では最も下等な部類であるが、筋肉、神経、表皮、消化管、など動物としての基本的な体制を

もっている。驚くべきことは、これがたった959偶の体細胞でできていることであり(このうち302個が神経細胞)、さら

にそこに至る全細胞分裂パターンが決まっていることである。受精卵が分裂し、細胞が分化し、個体ができる、そのメ

カニズムが生物学の最重要課題である。そのプログラムはゲノムに書かれているのだから、「ゲノムから個体へJを明か
にするのにC.elegansは最も適した系なのである。

ゲノムは「生命の設計図Jとよくいわれるが、むしろ「台本Jiプログラム」の方がぴったりくる。生命はドラマであり、
時間経過があるからである。台本には配役、役者の出番とやること(せりふ、仕草)が時間輸に沿って書かれている。情

景(環境)も卜書に書き込まれている。ゲノムDNAの塩基配列は、知らない言語で書かれた台本のようなものといえる。

あるいは機械語で書かれたコンビュータプログラムといってもよい。ここから役者は何か、出番は、何をするのか・・・

を解読するのがポストゲノムシーケンスの研究である。

C. elegansのゲノムは6本の染色体から成り、全長100Mb(メガ塩基対)である。遺伝子(正確にはエキソン)を予測す

るGENEFINDERというコンビュータプログラムが開発され、約19，000の遺伝子が予測された。全配列が決定された出

芽酵母の遺伝子を比べた結果、線虫で初めて見つかる遺伝子(機能ドメイン)はほとんどが細胞間相互作用(シグナル伝

達、接着、ホルモン分子、神経ペプチド)や形態形成の転写因子などであった。言われてみればあたりまえのようだが、

やはり多細胞生物になるためにはそれなりの準備が必要なのだということが再認識される。

19，∞0の遺伝子がわかったのであるが、これだけでは「台本」を読んだことにはならない。すべての細胞は閉じゲノム

つまり19，0∞の遺伝子セットをもっている。違った細胞で、違った遺伝子が働くから、違った性質の細胞になるのであ

る。どの役者が、どの場面で出て、何をするのか?控えの役者で一度也出番がない役者もいるかもしれない。これらを

全部明らかにして、 ATGCのDNA語で香かれた「台本Jをわれわれの言葉に翻訳すること、これがポストゲノムシーケ
ンスの研究である。このためにおこなわれている主な戦略を紹介する。

1 ) 発現情報解析

まずcDNAである。遺伝子の確定にはcDNA情報が必須である。mRNAは遺伝子ごとに発現量に大きな差があるので、

全部を捕まえるのは理論的にもむづかしいが、われわれの研究室が中心となり、線虫全遺伝子の半分以上の約1万遺伝

子のcDNAがつかまってきた。

全遺伝子の発現情報については、 mRNAの発現パターンの解析が進んでいる。われわれの研究室では、線虫の全生涯

(受精から成虫まで)のまるごとの試料を対象にmRNAの存在を調べる方法 (wholemount in situハイプリダイゼーショ

ンと呼ぶ)を開発し、すでに7αlO遺伝子が終了した。このデータはNEXTDB(Nematode Expression Pattern DataBase) 

として遺伝研のwwwサ}パで部分的公開を始めている (http://watson.genes.nig.ac担Idb/index.html)。この発現デー
タは3次元配置+発生時間軸という 4次元であり、さらに細胞種、組織などの分類ができるので、多次元の情報になる。

現在は、この中から発現パターンの似たものどうしに分類していくクラスタリング解析を進めている。発現パターンと

いうこれまでとは全く異なる基準での分類をすることにより、細胞/組織を規定する遺伝子群のあぶり出しを期待して

いる。

2) 機能情報解析

これで役者の出番はわかるとして、次に知るべきことは「何をしているか」である。このための実験が遺伝子ノック

アウトである。線虫では全遺伝子の欠失変異体をとる国際プロジェクトが始まったが、それと並行してRNAiという方

法が大流行になっている。これは、目的の遺伝子のエキソン部分(部分でもよいし、非翻訳領域でもよい)の 2本鎖

RNAを合成し、成虫の卵巣にマイクロインジェクションすると、生まれてくる子供でその遺伝子発現が抑えられるとい

うものである。メカニズムは不明であるが、現象としては目的遺伝子のmRNAがなくなっている。発生後期の遺伝子に

も効くし、その次の世代にも効くことがある。複数種類のRNAを混ぜて打てば、多重変異の表現型を見ることも可能で

ある。これが2・3日でできるのだから非常に便利である。われわれのcDNAクローンからは簡単に 2本鎖RNAが作れる

ので、すでに2，4∞件のベ9，8∞クローンが世界中の研究者に使われている。結果のフィードパックが楽しみである。
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3) 発生insiJjco 

その次の段階はこれらの情報を全て統合して、線虫の発生・分化システムの全体像あるいは局面の全体像を再構築す

ることである。コンピュータモデル化/シミュレーションであり、その受け皿の構築が始まっている。

4) 発生プログラムの進化多様性

生物は保存された共通のメカニズムと同時に多様な戦略をもっている。例えばAcrobeloidesnanusという線虫は最初

の卵問パターンがC.elegansとは全く異なっているにもかかわらず原腸陥入期以降の発生・形態はC.elegansとほとんど

同じらである。Prist10nchuspaciticusという線虫は、陰門形成の過程がC.elegansとは全く異なるにもかかわらず、できあ

がっ作陰門の形態は同じである。生物は「多様」であり「したたかJである。ある形/機能をつくりだすメカニズムは何
もひとつではない。進化の過程で何らかの理由で「偶然Jが固定されて「必然Jとなったと思われるが、逆に言えば、こ
のような比較、特にゲノムの比較を進めていけば、形作り 発生の原理があぶりだされるのではないだろうか。

線虫はC.elegansにおける「ゲノムから個体形成」のメカニズムの全貌の研究と、多様な線虫との比較ゲノム学を通じ

た「生命戦略の多様性」の研究という、ポストゲノムの大問題にトップをきって突入してきた。実生活の役にたつこと

からは程遠いちっぽけな生物であるが、実に大きな可能性を秘めている。
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