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lFa09 化学修飾による 33kDaタンパク質の酸素発生複合体への

結合部位の研究

植木潤、和田敬四郎 (金沢大・理・生物)

光化学系II酸素発生被合体の33kDaタンパク質は、酸素発生に不可欠でマンガン

の保持と S状態の遷移に関わっているが、具体的な作用機構は明らかにされていない。今

回我々は、このタンパク質の作用を知るためのアプローチとして、化学修飾の手法を用い

て33kDaタンパク質のどの部分が複合体への結合に関与しているかを明らかにしよう

とした。 NaC1処理で 23，18kDaタンパク質を除去した光化学系H粒子を求核性

試薬(グリシンメチルエステル)存在下で、水溶性カルボジイミドである 1ーエチルー 3

一(3ージメチルアミノプロピル〉カルボジイミド (ED C)と反応させた。修飾が進行

するにつれて、複合体からの33kDaタンパク質の灘脱が顕著となるが、一定時間後に

まだ結合している 33kDaタンパク質をCa C 1.処理ではずしたところ、約 10残基

が修飾されていた。遊灘状態の33kDaタンパク質は同じ条件で約20残基修飾され、

反応時聞を延長しても修飾はそれ以上は進行しなかった。再織成実験では、前者は未処理

のものにちかい酸素発生活性の回復を示したが、後者ではほとんど回復を示さなかった。

これらの修飾タンパク質を種々のタンパク質分解酵素で断片化し、修飾カルボキシル基の

位置を決定した。遊厳状態の時のみ、修飾されている残基が 12あり、これらは33kD

aタンパク質が酸素発生観合体に結合していることによって、修飾試薬と接触し得なかっ

たものであろう。すなわち、結合に関与していたか、もしくは結合面にあったカルボキシ

ル基であると推測できる。これらのカルボキシル基が一次構造上比較的集中している領域

が3つある。そのうち二つは種間での相向性の高い領域で、複合体への結合に直接・間接

に関わっている部分と考えられる。またこの領域には酸素発生反応、に重要な部位があるか

もしれない。
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lFal0 記イじ学糸2コ了議合体の政t発生能に対多3リジlレ工シドペつ@
今ターゼ.Js.翌の知英

議拘洋子‘P.門。h帆tシ .村田記夫 t基生桶〉

光合瓜の光イじ掌Jh2-(糸乱3における酸患の搭生のメ力ニズム i志・払えの構造主と構主義域

分の楊催のl面盈tJ'g研犯がすすめ6れている，把内sの方法C.I q 8 s， f 9 iS 6 )に従
じ‘ t，ウレンソウ威薫D、忌銅製した「れコア複合体」左用灯、各タン/ぞっ質の梯段

検討した.

糸えコア複令体l手LHC. P主タとじた標ふであり、内在也の D.，0:ぇ，(4加~， CP4ク，
乙P4-3と表在位の 33kDタンパフ質局、!:j~ ~. Cc1:イオンと.はーイオンの存在下で
/ooo~ 0之/付・叫んム の晶し、敵3総生能刀計フ之じる.これを 3MU刷
。‘2MNa.仏でタR理亨ることによラ之 表在性 33ゆタンパク質をとリ稔くこヒがででる.
との 33kDタシ/マフ質を久じた糸えコァ榎令体毛‘ CZイ方シ、に2ーイ方ンの諮る下で，

画監案発生能力ttフておリ.モの元副主(;1糸又コア複令体の 豹1.;.0へ SoJ6である，
331<Dタン/ぐっ穫を矢υたき長えコア複合体主リ豆、lし工ン戸ペヲチ9ーぜて4時自邦軍し
(pHり、5，20・己〉 各タン/てつ質の分解と浪合払の酸系発生能力との相肉，岳ょが表在

性 33kDタシパつ質の被令体への再括合能の変イ乙を調べ‘た.

すぢに鮮当れてじる了ミノ酸配a'JtJ'出わかるように D， 1 ctt防? タン/てつ質ld-リシL
持基之もたず DぇヲンJでつ質ta:，乞個のりシン持基を持つ.これに対して乙P4っと乙f4.3

(-;1.各l細川シシ継げつ・このためツジルエンドペデ村ーぜほ 乙P4ク C陶

タ:'1マワ質を分解した.したがコて .リジlレ工ンドパプチターぜによる省解かι.CNワ
乙P43タ〉パワ質の働せを調ペることがでをた.

33kDタンパ7質之氏。た糸ぇコア種令体主リジlレエンドペプナ9ーピ 38siJf，叫て4
時陶界理したところ .乙P仰のワoro. Cρ43の守oi区が分解した.しoし 100-"1ん10，cR. 
10-M  Co..はみ在下て制定した酸患お生能にleJ:)をがみ$れなれた。また 331::Dタンパ7

噴の再説令にも差がみ日れなかった. これ己の事実は酸茎手会生に金婁な f~劃を Iëj.'êす刊f>\.­
ワラスターおよtよ331<.D9ンjぐっ貨の再絡令善Fイ立が D， J th.， Cゲ品開複令体の近侍にあ3
ミヒを庁、俊しtじる，
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lFall Betaine Protection of Oxygen-evo1ving Activity of 

Photosystem 11 

Mohanty， P.， Papageorgiou， G.C.， Fujimura， Y. and 
Murata， N. Nationa1 1nstitute for Basic Bio1ogy 

The photosystem 11 comp1ex of the oxygenic photosynthetic p1ants， 
composed of severa1 proteins， pigments and 1ipids， is embedded in the 
thy1akoid membrane and is the site of photochemica1 and e1ectron 

transfer processes that 1ead to O2 evo1ution and to the reduction of 

p1astoquinone. Except for three proteins a11 the proteins of 

photosystem 11 span the membrane. The three exceptiona1 proteins with 

mo1ecu1ar masses of 17 kDa， 23 kDa and 33 kDa are attached 
extrinsica11y to the 1umen side of the photosystem 11 comp1ex. 
High1y active photosystem 11 comp1exes can be iso1ated after 

treating thy1akoid membranes with detergents. Moreover， by combining 
further detergent treatment， ion-exchange chromatography and washes 
with concentrated e1ectro1yte solutions it became possib1e to iso1ate 
photoactive photosystem 11 comp1exes that 1ack various components， 
such as the antenna po1ypeptides， the extrinsic proteins and the 
ch1orophy11-binding core proteins. 

Remova1 of the extrinsic proteins from iso1ated photosystem 11 
comp1exes inhibits O? evo1utioQ， but this activity is restored by 

ゐ 2+__-' ~，-adding mi11imo1ar 1eve1s of Ca~T and C1- ions to the suspension. 

Photosystem 11 comp1exes dep1eted of the extrinsic protein become 

unstab1e and are inactivated within a short time at room temperature. 
1n this work， we have examined whether high concentrations of 

glycine betaine protect photosystem 11 partic1es， 1acking or not the 
extrinsic proteins， against inactivation. 1n the presence of 1.2 M 
betaine， the dissociation of the 18 kDa and the 23-kDa extrinsic 
proteins by washing with 1.0 M NaC1 was reduced. Simi1ar1y， betaine 
protected the photosystem 11 partic1es against dissociation of the Mn-

stabi1izing extrinsic 33-kDa protein by 1.0 M CaC12 or by 3 M urea 

p1us 0.2 M NaCl. 
Dark incubation of photosystem 11 partic1es at 250C for 3 hr 

inactivates the O2 evo1ution by 75%. The presence of 1 M betaine 

during incubation substantia11y reduced the extent of this 

inactivation. These resu1ts suggest that high concentration of glycine 
betaine can protect the O

2 
evo1ution activity of iso1ated photosystem 

11 partic1es. 
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lFa12 パルス光音響法による酸素発生機構の解析

森宏樹、 高矯正昭(甲南大・理・生物)

酸素発生は光化学反応中心の4回のターンオーバーで一周する周期性を示す。 プロトン

の解峰、熱発光、 E P R、紫外吸収などの変化にも周期性がある。 ごれらは酸素発生機構

を知るための貴重な情報となっている。本研究では、パルス光音響法を用いて S状態の進

行に伴う熱発生を測定し、周期的な変動のパターンより酸素発生機構の解明を試みた。

【方法】 ロ紙に吸収させた100μ1のホウレンソウ ps n膜(0.5阿 Chl/圃1)を気密の

光音響セルに置き、 6μsの白色閃光を照射 (4S間隔)して発生する光音響をマイクロ

フォンで集音した。増幅したマイクロフォン出力を、ディジタルメモリースコープを通じ

て、パソコンに導入した 8閃光を1シリーズとし、 10試料のデータを、試料以外から発

する光音響を差し引いて、各閃光毎に積算平均した。

【結果】 P S II膜はパルス励起によって誘導された約5圃Sの光音響を発する(下図、左

上)。との信号は500Hzから 10kHzの光音響に分隊することができ、 PS nの熱発生よ

り、速度の異なる、逐次的な種々の反応、が解析できた(右上) 0 880 Hz、および、 12.6

kHzの光音響(女印)を出す熱発生が、閃光回数によって変動し、 4閃光を周期として繰

り返すととが判明した。各閃光後の熱発生量は、第 1孟第 4>第 3の順であり.第 2閃光

後はほとんど熱発生はなかった。 すなわち、 S状態の変化はすべてエネルギー的に異なり 、

S2→ S3の変化が最も進みにく 光音容シグナル

いが、 S.→ S2、 So→ SIは容 終処理

易に進むと推定した.一方、 ト tJ:¥r/'1t/' Jí;\)\ti 山刷州司~へ'~J、町内情
リス処理 PS n膜では、 880Hz、 6 

12.6 kHzの光音響の周期性は無

くなり、食印で示された8.25 トリ λ処理

kHzの光音響が新たに認められ、 _AJ\tv、八N~の

酸素発生活性を失った結果余剰j ‘ 

となったエネルギーが早い反応 。
で放出されていた。 時間(mS) 
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一般講演

第 1日 3月28日(水) 午後の部

A会場 タンパク質・酵素

B会場生体膜

C会場分子生物学E

D会場組織培養

E会場成長調節物質

F会場光化学系E
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lApOl ジャガイモ塊茎において細胞内存在部位を異にする 2種のホス

ホ 1)ラーゼ・アイソザイム

森博幸、中野憲一、谷津克行、福井俊郎 〈阪大・産研〉

αーグルカンホスホリラ}ゼは、糖鎖非還元末端へのグルコシル基の転移を触媒する

酵素で、糖代謝におけるキーエンザムとして広く生物界に分布している。高等植物におい

ては、細胞内での局在性を異にするアイソザイムの存在が知られている。我々は、ジャガ

イモの塊茎と葉より、各々 2種のアイソザイムを精製し、その性質を比較した。これらの

組織には、グリコーゲンに対して高い緩和性を持つH型と、その約 1/1000の低い親

和性しか持たない L型の 2種のアイソザイムが存在する。また、 H型アイソザイムはプラ

スチドに、 L型アイソザイムは細胞質に各々局在していることが示されている。ここでは、

これら両アイソザイムの生理的な役割を明らかにするための第一段階として、これら 2種

のホスホリラーゼ・アイソザイムのクローニングと構造解析を行なった。

タンパク化学的に決定されたL型と H型アイソザイムの部分アミノ酸配列より、各々

2種のオリゴヌクレオチトをデザインした。これらをプロープとして、未熟ジャガイモ塊

茎より調製した cDNAライブラリーのスクリーニングを行い、各アイソザイムをコード

する cDNAを単線した。得られた L型、 H型アイソザイムをコードするクローンは、そ

れぞれ 966残基、 838残基より成る ORFを含んでいた。 L型アイソザイムの成熟タ

ンパク質部分の 916残基は、先に当研究室でタンパク化学的に決定された全一次締遣と

完全に一致した。これら両アイソザイムの予想アミノ酸配列の聞には、 2つの明かな違い

が見い出された。 1) L型アイソザイムのみがアミノ末端側延長配列を持ち、その配列は、

クロロプラスト局在性タンパク質の延長配列と同様、極基性アミノ酸、水酸基を持つアミ

ノ酸に富んでいる。 2) L型アイソザイムには、ペプチド鎖の中央部分に 78残基から成

る婦人配列;が存在する。ジャカイモ掬茎両アイソザイムに見られるこれら 2つの情造的相

違点は、それぞれ細胞内局在性とグリコーゲンに対する親和性の相違に直援的に関連する

ものと考えられる。また、両アイソザイム聞には、婦人配列と延長配列を除いて 63%の

相向性が見られ、活性部位周辺の配列は完全に保存されていた。
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lAp02 ヤエナリ液胞膜W-ATPaseの低温傷害

。遠藤千絵・前島正義・吉田静夫〈北大・低温研)

[はじめに]ヤエナリは低温傷害を受付やすい代表的な植物である。黄化実生を低温

下 (0・C)におくと、低温傷害反応は可逆的な初期段階(24時間)を経て、不可避的な段

階へと進行する(72時間後)0 初期段階では、組織の呼吸活性、タンパク質・指質の合成

活性等が可逆的に低下するとともに、液胞膜W-ATPaseの活性も著しく低下する 13.本研究

では、植物細胞の低温傷害を液胞膜H+-ATPase分子に着目して解析した。液胞膜W-ATPase

は液胞膜タンパク質の主要構成成分であり、 9種類のサブユニット(分子サイズ:68， 57， 

44， 38， 37， 32， 16， 13， 12 kDa)で構成されている2¥低温処理過程での変化を、 ATP

の加水分解活性、s+輸送活性、各サプユニットの量について解析し、いくつかの興味ある

知見を得た。

[実験方法および結果]発芽3.5日目のヤエナリ実生をO・Cで1日あるいは3日間処

理した後、下旺軸より液胞膜を単離し、液胞膜画分での解析を行い次の結果を得た。(1)全

日Pase活性は低温処理 1日及び3日で、それぞれ60%，25%に低下し、 ATP依存のr輸

送活性はより著しく低下した。 (2)液胞膜タンパク質あたりのATPase活性は低温処理3日間

で半減した。膜タンパク質のSDS/PAGEによる解析はATPaseの選択的な消失を示峻した.次

に液胞膜からATPaseを精製し、活性とサプユニット量比の変化を解析したところ、 (3)ATP

aseの比活性は、低温処理により 1日および3日で、それぞれ70%，65%に低下してい

た。 (4)さらに、処理3日目の組織から精製した酵素では、 32KDaのサブユニットが減少し

ていた。これらの結果から、低温処理にともなう漉胞膜W-ATPaseの活性の低下は次の2つ

の要因、すなわち、 ATPase分子の量的な減少と、 ATPase分子自体の機能低下によるものと

判断した。現在これらの点を、サプユニットに対する特異抗体等を用いて定量的に解析し

ている.さらに、 32KDaのサプユニットの欠落と酵素分子の機能損失についても論議したい。

1) Yoshida，S.， Katsuura，C. and Etani，S.(1989) Plant Physiol.89:634-642. 

2) Katsuura-Endo，C.， Maeshiaa，M. and Yoshida，S.(1990) Eur.J.Bioche..in press. 
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lAp04 E n d 0型. E X 0型ポリガ、ラクチュロナーゼの定量法

田中敬一、石沢ゆり(農水省果樹試)

高等植物にはベクチンを分解する酵素であるポリガラクチ a ロナーゼ・が広〈分布してい

るニとが知られ、細胞壁の物理的、化学的性状の変化に大ぎな役割を果たしている。例え

ば、トマト、西洋ナシ、モモ等の肉質は急激に軟化し、ポリガヲクチ a ロナーゼ活性が増

加するために軟化と関係があるのではないかと考えられている。従来、活性測定には還元

糖をSomogyi-Nelson法、反応液の粘度の低下を粘度計で測定し、 TLCの結果と組合せて

エンド型かエキソ型かの判定を行ってきた。今回、ポリガラクチュロナーゼ活性測定法を

改良し、簡便かつ精度良〈エキソ型かエンド型かを識別する方法を開発したので報告する。

ポリガラクチ a ロン酸の分解物を酸を用いて遠心沈殿させたところ重合度の高い物質か

らJI債に沈殿することが分った(第 1図)。そこで、基質のみを沈殿させ上澄液の還元糖含

量とオリゴガヲクチ a ロン酸含量を測定することにより、上澄液中の重合度比を求め、エ

キソ型かエンド型かを識別出来ると考えられた。

市販品を精製した 1%ポリガラタチ a ロン酸(シグマ) 20μlにポリガラクチ品ロナー

ゼ(シグマ)を含んだ酵素液780μlを加え、 30秒間反応させた後、 3分間沸騰水中で反

応を止めた後、 6N硫酸10μlを加えて溶液を酸性にし、 16.000rpmで 30分間遠心し、上

i登液中の還元槍を So皿ogyi司 Nelson法及び 1/ 1 0希釈液中のウ

ロン酸をBitter-lIuir法で測定した。その結果、 Somogyi-Ne1so

n法によるポリガラクチ a ロン酸分解率は 37%、Bitter-lJuir

法による分解率は 95%であった。また、重合度比(ウロン酸

含量/還元糖含量)は 2. 6でエンド型であると判定された。

この結果は、 TLCの結果と良く一致した。

要約するといポリガヲクチュロナーゼ活性の測定にBitter-II

uir法を用いることにより従来法と比較して数倍感度が向上し

た。2)粘度法じよらずにエキソ型かエンド、型かの識別が可能に

なり、判定のための分析時間が短縮された。 3)ポ 1)ガラクチ a

ロン酸の分解率の測定が可能になった。
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lAp05 イネ培養細胞由来の(3-G1 ucan Synthase 

O栗林都夫、木村信、伊賀上都夫1

(新潟大・自然科学研究科、 1新潟大・島・島化)

植物細胞壁合成酵素G1ucanSynthase(GS)には、 GS-1 ((3 -1，4-G1ucosyltra-

nsferase)と、 GS-n ((3 -1，3-G1ucosyltransferase)の2種類があるとされて
いる。我々は、イネ培養細胞から GS-1 ， GS-nの酵素活性を見いだし、その諸

性質を比較、検討した。 Linsaaier-Skoog液体培地により培聾したイネカルス

を、 50mKTris-HC1 buffer，0.5H Kannito1により hOllogenizeした後、遠心

10，000X g ，10Ilin.で不純物除去。上澄を 100，000X g ，60・in.の超遣心にかけ、

得られた詑澱を Tris-HClbuffer(without Mannito1)により suspendし、再度

100，000 X g ，60・in.で超遠心して得られたマイクロソーム画分を粗酵素液として

用いた。酵素活性は、 UDP-(14C) -G1cから転移された (14C)-Glcの量を液体

シンチレーシヨンカウンターにより測定して求めたo GS-1は細胞内オルガネラ

に、 GS-nは細胞膜に存在すると報告されているが、イネ細胞の場合も、グリセ

ロール密度勾配達心 (glycero130~80%) による分画の結果、 GS- 1はゴルジ体局

在住酵素 IDP-aseと、 GS-nは細胞膜局在住酵素 ATP-aseと、活性ピークの一教を
見た。 GS-1の五旦値は4.4μM、GS-nの基且値は3.0mMであった。 GS-1の活性
にはMg 2+又はCa 2+が必要であるo GS-nは Mg2+，Caれがなくとも活性を

示すが、添加すれば活性を促進する。 pH-opti削・は共に pH，8.0であった(但し、

GS-1は GS-nほど pHに影響されない)。ヌクレオチドは種類、温度によって

G1ucan Synthaseの活性にさまざまな効果を及ぼす。例えば、 GDPは GS-1の活

性は促進するが GS-nの活性は阻害するなど、いくつかのヌクレオチドは両酵素

に対して異なる効果を示した。現在、両醗酵素の可溶化について検討中である。
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lAp06 トウモロコシ葉の可溶性画分に存在するプロテアーゼ

古谷善明.高宮建一郎， (九州大・理・生物〉

[序] 植物におけるプロテアーゼの役割は， 0発芽時の積子中の貯蔵タンパクを分解し
てアミノ酸を供給する， 2)生長.成熟時における生体中のタンパク質の代謝回転をおこなう，

3)葉のセネセンス時にタンパク質をすみやかに分解しアミノ酸を回収する，等が考えられて

いる。しかし.種子のプロテアーゼを除いては.上記の役割と明かな対応が示されたプロテアー

ゼの報告は少ない。我々は植物のオルガネラの消長に関係するプロテアーゼを探索する第一歩と

して.トウモロコシ成業の可槽性画分に含まれるプロテアーゼの性質について調べたのでその結

果を報告する。

[方法] トウモロコシの成葉を細かく切り， 50園内 Tricine/NaOH(pH 7.8， 2 州問gC1 2 • 0.4 
門Sucrose)を加えてホモジナイザー〈バイオトロン〉で破砕した.破砕物を 220000xg2時間

違心し，上清を総抽出物として用いた.プロテアーゼの活性は，組抽出物を種々の条件下でイン

キユベートし， 1000C加熱で反応を止めた後 SOS-PAGEをおこない，注目するバンドの消失で調

べた.通常.基置としては組抽出物中の可溶性タンパク質をそのまま用いたが，時にはホウレン

ソウの RubisCOを基質としてくわえた。

結果:組抽出物を 2%SOS， 5%メルカプトヱタノール存在下でインキユベート後 SOS-PAGEを行

なうと.インキユベーションの前に 1000C加熱処理したものに比べ，高分子側の， RubisCO大

サブユニットを含む多数のバンドが消失し.低分子側(l・2万〉に多くのバンドが出現した。こ

のプロテアーゼ活性は， SOS，メルカプトヱタノールに依存し.至適灘度はそれぞれ 1・2%と 2・

5%であった。この活性はモノヨード酢酸.ロイベプチンで匝害されたが， P門SF'， TLCK， TPCKで

は阻害されなかった。また， Cu+ヘHg++，Zn++によっても阻害されなかった.この活性の至適
pHは 6.0であった。このプロテアーゼは 8SAを消化しなかったが，ホウレンソウ RubisCOを

消化した.以上の結果より.組抽出物に含まれるプロテアーゼは SH酸素であると考えられる.

このプロテアーゼは，分画分子量 5万のメンプレンフィルターで限外漉遇されなかった。部分
精製の結果，このプロテアーゼは酸性タンパクであることが示された。同様な酸素活性が賞化葉

の抽出物中にもみられた。今回報告したトウモロコシのプロテアーゼは.土井らの報告した

peptide hydrolase1 の性質と部分的に似ているが至適 pHなどが異なっている。なお.昨年度

の本大会で横田ら2は.イネの成糞抽出物に今回のプロテアーゼに似たプロテアーゼの存在を報

告している。

1. Ooi，門.， Shioi， V. and Sasa， T. (1986) Arch. 8ioche.. 8iophys. 250， 358・363

2.横田聡，前忠彦，牧野周，小島邦彦(1989)日本植物生理学会 1989年度年会

講演要旨 p.326 
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lAp07 光化学系 E膜のジチオスレイトール感受性4量休プロテアー
テアーゼの性質

桑原 朋彦(東邦大・理・生物分子)

膜結合型のプロテアーゼは一般に駿タンパク質のプロセシングあるいはターンオーバ

ーに関わっていると考えられる.チラコイド膜にも数種のプロテアーゼが存在することが
直後あるいは間接的に示されているが，精製されポリペプチドとして同定されているもの
は数少ない.我々は，ホウレンソウの光化学系 n般から 4量体(単量休のサイズは 39kD 
a)のフ・ロテアーゼを精製し，昨年の本大会で報告した.本研究では， このプロテアーゼの
諸性質を報告する.

[方法 TritonX-100を用いて調製した光化学系 E膜から. 1M NaCIでプロテアーゼを
抽出し，疎水性，陰イオン交換およびゲルろ過クロマトグラフィーにより精製した.酵素
反応は，水ー酸化系の 18-kDaタンパク質を基質とし.静素一基質混合液を 10・MHEPES-
NaOH (pH 7.0)に透析(室温)することにより行われた.透析物を SDS-PAGEにかけて基
質の分解を検出した.阻害剤jの効果は，酵素を 1011M匝害剤/0.45M NaCI/18・MNa pho 
sphate (pH 6.5)中でインキュベート (200C. 90 lIin)後. 1圃M阻害1fIJを含む溶液に透析
して調べられた.但し，微生物由来の血容剤の場合にはインキュペーションによる匝容剤
処理(1-10凶)のみで，透析外液は匝脊剤を含まなかった.
[結果と考察(1 ) DTTの効果一一本プロテアーゼは SDS-PAGEにおいて. SH還元剤
処理なしでは 39kDaであったが. DTTによる還元により 41kDaにシフトした.この結
果は，単量体が分子内ジスルフィド結合を有し，その還元がコンフォメーション変化を引
きおこして実質的な分子サイズを増大させることを示唆している. DTTは酵素反応を限害
した. このことからジスルフィド結合によって維持されるコンフォメーションが活性に必
須であることが示された. (2)イオン強度の効果一一透析外液に Na.CI を加えてイオン
強度の効果を調べた.10 mM HEPES-NaOH (pH 7.0)存在下では活性は. 2・MNaCIまでは
最多響きれなかったが. 5 mM NaC 1で阻害されはじめ. 50 11M NaCIでほぼ完全に血容された.
この事実は. この醇素がチラコイド膜に結合した状態で機能することを示唆している.
( 3 )プロテアーゼ阻害剤の効果一一本酵素は. N-ethy 1皿alei阻ide. p-chloro・ercuriphe
nylsulfonate. 1.10-phenanthroline. bipyridyl， phosphoraaidon. pepstatin Aで阻害
されたが iodoacetate. E-64. antipain. EDTA. EGTA. diisopropyl fluorophosphate. 
phenylmethy Isul fony 1 fI uor ide. 1. 2-epoxy-3-(p-ni trophenoxy) propaneでは匝容されな
かった. これらの結果から本隊素がセリンプロテアーゼでないことが示唆されたが，プロ

テアーゼタイプは明確にされなかった.即ち. (1)異なるタイプの阻害剤が効く，と共
に. (2) どのタイプでもそのタイプに属する全ての阻害剤が効くわけではない，からで

ある.現時点ではこれらの現象を次のように解釈している. (1)について;本酵素は本
質的にはメタルプロテアーゼであり.システイン残基の修飾によってもコンフォメーショ
ンが変化して失活する. pepstatin Aは基質類似物質として活性中心(付近)をプロック
する(2 )について ;チオールプロテアーゼ，メタルプロテアーゼの阻害剤で効かない
ものは静電的あるいは立体的に活性中心付近か ら排除されている.

講演では，上記の解釈と共に本隊棄の性質から推測される生理的役割についても議論
したい.
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lAp08 好アルカリ性細菌 BacillusYN-2000の c型チトクロムの

生育 pHによる量的・質的変動

。湯本 勲，福森義宏，山中健生 (東工大・理・生命理学)

好アルカリ性細菌里担ill虫色1calophilusや Bacill盟 主E里usRABのチトクロム含屋は，

中性のみでしか生育出来なくなったこれらの変異株のものよりも多いことやけ勺 適性好アル

カリ性細菌においても中性で生育させた場合より pH10で生育 させた場合の方がその含量が

多くなることが報告されている (2) そこで今回，通性好アルカリ性細菌也豆L斗旦.s.YN-2000を
pH 7-10で培養したときチトクロム含量が各 pHにおいてどの様に変動するかを，薗体，

膜爵分，可溶性画分を用いて調ペた.また，pH 10と pH8で培養した菌体より得た膜画分か

ら可溶化したチトクロムを DEAE-Toyopearlによるイオン交換クロマトグラフイーにかけて各

チトクロム成分に分醸しその溶出パターンを比較した.また， pH 10の培養において顕著に増

加が見られたチトクロム Eを精製したので，その性質についても報告する.

各 pHで生育させた麓体，膜画分のチトクロム含量は，その酸化還元差スペクトルより求め

た.アルカリ条件下で培加すると考えられたチトクロム cは，以下の方法で精製した.pH 10 

で崎議したE呈豆込主主呈 Yii-2000())留外u)]議緬抱摘出液を超遠心分離して得 られた膜歯分をl'riton

X-IOOで処理することにより可溶化したチトクロム旦をDEAE-Toyopearlによるイオン交換ク

ロマトグラフィーおよび SephacrylS-200によるゲル漉過により精製した.

pH 7-10にて生育させた菌体および菌体より得た膜画分のチトクロム含量は， pHが高くなる

に従って増加する傾向が見られ，特に c型のチトクロムの量的変動が顕著であった.また可溶

性画分にはチトクロムは存在せず，ヘムタンパク賓としては，カタ ラーゼのみが存在した.ま

た， pH 10と pH 8で培養した薗体の膜画分から可溶化したチ トクローム成分の DEAE-Toyo-

pearlによるクロマトグラフイーの溶出パターンを比較すると，双方において高指浪度で溶出

するチトクロム cは，見られるが，低温温度で溶出するチトクロム cは pH10で培養 して得

られた膜扇分にのみ顕著に観察された.このチトクロム Eの精製標品の吸収スペクトルは酸化

型で 411u に還元型で 553，524， 417 nllにそれぞれ吸収極大を示し， SDS-PAGEによる

分子量が約 10，000で高塩漉度で溶出するチトクロム c (分子量 約1，7000)とは明らかに

異なっていた.その等電点は， 3.9であった.また，このチトクロム cは本細菌のチトクロム

酸化酵素と反応することが観察された.

(1) Lewis， R.J. et al. (1980) Blochell. Biophys. Res. COllllun. 95， 857-863. 

(2) Guffanti， A. A. et al. (1986) J. Bacteriol. 1皇1，766-773. 
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lAp09 トマトにおげるフェレドキシン分子の組織特異性

上出住永子、酒井治美、和田敬四郎 (金沢大・理・生物)

フェレドキシン(F d )は植物の光合成組織では葉緑体の電子伝達体として機

能している。一方、非光合成組織(線、果実など〉に光合成組織では見られ，ない

F dイソタンパク貨が存在することがダイコンの根で明らかになった.和田ら

(1989)はダイコンの根には 3つの Fdイソタンパク貨が存在し、そのうち

一種は葉の Fdと共通で、他の二種は根に特異的な Fdであることをアミノ酸分析

と一次構造決定により明らかにした。我々は果実についても同様の現象が見られる

ことを予想してトマトの薬と果実の Fdを精製し、アミノ酸分析と一次構造で比較

したので報告する.トマトの果実には三種、棄には二種の Fdイソタンパク貨が存

在することが電気泳動の結果からわかった。それぞれのイソタンパク貨のアミノ酸

分析と N末端一次構造の結果から果実の三種の Fdイソタンパク質 (FdI. Fd  

II. F d皿〉のうちニ種 (FdI. FdID)は葉と共通であり、 Fd IIは果実に特

異的なイソタンパク質であると結論された。しかもその Fd IIは果実が成黙するに

つれて Fd全体に対して占める割合が増加している。これらのことから Fd IIの変

動は果実の成熟、すなわちクロモプラストの形成と平行しているらしく、 Fd IIは

クロモプラスト中でなんらかの機能をしているものと考えられる。しかしトマトの

果実に Fd IIと関連したどのような酵素があるのかはまだ明らかでなく、今後果実

クロモプラスト中での Fdを中心とした酸化還元系の研究が重要であると思われる。

【参考文献】

1.K. Wada et al. (1986) Plant Cel1 Physiol. 27(3) : 407-415 

2.K.Wada et al.(1989) J.Biochem. 105: 619-625 
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lApl0 非光合成組織におげる電子伝達系 ( 2 )組織特異的 FNRの

構造比較

。森ケ崎進、田中育代、和田敬四郎(金沢大・理・生物)

大根の白色貯蔵根から精製された FNR(R-FNR)はオ、ウレンソウチラコイド膜を

使った再構成実厳において、ホウレンソウ薬から得られた FNR(L-FNR)と同程度

のNADPφ 光還元活性を示した。そして、同織の方法で大根の薬から精製された L -

FNRの酵素学的性質は大棋のR-FNRのそれと変わらなかった.吸収スペクトルも一

致した.大線のR-FNRの補欠分子団としてのフラピンは FADで一般的に言われてい

るL-FNRのそれと一致した.植物の非光合成組織において FNRはグルタミン酸合成

酵素、亜硝酸還元酵素、亜硫酸還元酵素、チオレドキシン系などの還元型フェレドキシン

に依存した酵素に電子を伝達する系で、 NADPHからフェレドキシンへの電子の伝達を

触媒していると考えられる。

大根のR-FNRの分子量は大根の L-FNRのそれと比べて明らかに大きかった。更

に大根のR-FNRとL-FNRのアミノ酸組成を比較したところ、 T h r， S e r， 

P r 0， A 1 aの含量はR-FNRの方が多〈、逆に Glx，Met， Lysの含量は少

なかった.

また R-FNRはホウレンソウの緩からも問機の方法で精製された。そして大根のR-

F N R， L -F N RとホウレンソウのR-FNRのN末端のアミノ酸配列を決定した。大

根の L-FNRのN末アミノ酸配列はすでに一次構造の決まっている L-FNR(ホウレ

ンソウ、エンドウなど)のそれと非常によく似ていた。大綴とホレンソウのR-FNRは

互いに似ていた。一方、大根、ホウレンソウ共に R-FNRとL-FNRとはあまり似て

いなかった.

これらの事から R-FNRとL-FNRは異なる分子種であり、 R-FNRは線で、 L

-FNRは業で組織特異的に発現しているものと考えられる。そして R-FNRとL -

FNRは進化の過程の非常に早い時期に分化したものと考えられる.
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lApl1 ダイコンの根の ascorbateperoxidase 

1.純化

森村洋子、大厘俊英 1、三原俊一 1、猪川倫好 1

(恵泉短大、 1筑波大・生物)

葉縁体のascorbateperoxidaseについては浅田らの詳細な報告があり、光合成の

際に作られる過重量化水素の消去に働くとされている.我々はコマツナの根のアスコルビン

‘畿の消長に興味を持ち、 ascorbateperoxidaseの性質を調べ報告した〈植物生理学会

1989 )。今回は近縁のダイコンの根からの抽出を行い、精製を試みた結果、高い比活性の

酵素標品が高い回収率で得られたので報告する.

ダイコンの根をすりおろし、抽出用緩衝液と直ちに混合した。溢過と遠心のあと、

70%飽和硫安で30分間塩析した。その逮心沈澱を懸濁周緩衝液に懸濁し、これを疎水クロ

マト周緩衝液(35%飽和硫安を含む)に透析〈外液を 2国交換)した.これをプチルトヨ

パールカラムに吸着させ、 35ーは飽和硫安漫度勾配で溶出した.活性は単一のピークとし

て溶出したので、これをDEAEーセルロファインA-500カラムに吸着させ込 0・0.5"KCl濃度

勾配で溶出した。次に、セファデックス G75によるゲル泌過を行った.本酵素は酸素によ

り失活しやすいため、いづれのステップにおいても、筆業ガスによる気相の置換を行った.

セファデックスを通した標品は SDS-PAGEで単一バンドであり、その分子量はお

よそ28，000"本酵素は酸化状態で 415n.に吸収のピークを持つヘムタンパク貨であった。

Volu圃e Total Total Specific Recovery 
activity protein activity 

(・1) (units) (圃g) (units/・gprotein) (%) 
Crude 3，000 48，000 6，180 7.8 100 
Salting-out 34，560 1，916 18.0 72 
Dia1ysis 7，560 1， 667 4.5 16 
Butyl Toyopearl 36 16，378 118 138.8 34 
DEAE Ce11u1ofine 
A-500 50 16，644 20 832.2 35 
Sephadex G75 14.4 8，640 4.4 1963.6 18 
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