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論 文 内 容 要 旨

序論

植物細 胞壁 は主 にセルロース、ヘ ミセル ロース、ペクチ ンと呼ばれ る多糖類 か ら、

構成 されて いる。植物細胞 は細胞 壁 に とり囲 まれてい ることか ら、細 胞 の肥大 ・成

熟には細胞 壁 の構造変化が必須で ある。特 に果実細胞 では、大きさ ・堅 さが劇 的に

変化す る事か ら、 これに伴 って細 胞壁 の構造 も劇 的に変化 している事 が考 え られる。

Table1に 細胞壁 の成長 ・成熟 に関与す る といわれる主な酵 素 ・タンパ ク質 を挙 げた。

これ らの ほ とん どは細胞壁 を構成す る主要成分 であるセル ロース、ヘ ミセル ロース

(キシログル カ ン)、ペクチ ンに直接 作用 し、合成、転移、 または分解 な どを引き起

こす もので ある。細胞壁 中のガ ラク トー ス含量 は植物 によ り異なるが、約数%と 言

われて いる。 しか し、細胞壁 に占め るガ ラク トース含量 の少なさに関 らず 、近年、

い くっかの植物 にお いて発芽、根 の伸長 、 開花 、果実 の成熟等の成長過程 において

β一ガ ラク トシダーゼ(EC.3.2.1.23)の 酵 素活性や β一ガ ラク トシダーゼ をコー ドす る遺

伝子 の転写量 の増加、細胞壁 中の ガ ラク トース量の減 少な どが報告 され て いる。 こ

れ らの こ とか ら、 β一ガ ラク トシダーゼ は細胞壁 の成長や成熟 に関与す る ことが示唆

され始 めて いる。

本研 究で は ピーマ ン(bellpepper,C4ρ ∫蜘 脚 朋〃吻2)を 材料 として用 いた。ナス科

植物の一種で あるピーマ ン果実は成熟 に伴 い果色 が緑 か ら赤へ と変化 し、果 肉の軟

化が起 こる(Fig.1)。 ピーマ ン各組織 中のグ リコシダーゼ活 性を測定 した ところ、 ピー

マン果実 の成熟 に伴 い β一ガ ラク トシダーゼ 活性の上昇が確 認 された(Fig.2)。 さ らに、

Man1regreenお よびRedの 果実 の細胞 壁糖 組成 を測 定、比較 したところ、ガ ラク トー

ス含量だ けが顕著 に減少 して いた(Fig.3)。 これ らの ことか らピーマ ン果 実成熟 にお

いて β一ガ ラク トシダーゼは細胞壁 の加水分解 に関与 し、何 らかの役割 を有 して いる

事が示唆 された。

そ こで ピーマ ン果 実成熟 にお ける 住ガ ラク トシダーゼの生理的役割 の解 明す るた

め、 ピーマ ン果実か ら 匪ガ ラク トシダーゼ タンパ ク質、および遺伝子 の単離 を行 っ

て酵 素学 的性質 の決定、および遺伝子 の発 現解 析 を試みた。 さらに成熟 過程 にお け

る果 実細 胞壁 の糖組成の変化、果実軟 化 に関与す る遺伝子 の発現パ ター ンの解 析 を

行 って ピーマ ン果実細胞壁 に存在す るガ ラク トースの生理 的意義を考察 し、果実成

熟 にお ける β一ガラク トシダーゼ の役 割 を明 らか に した。
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第1章 ピー マ ン果 実 か らの β一ガ ラ ク トシ ダ ーゼ の 単 離

Figure2お よ び3か ら 住ガ ラ ク トシ ダー ゼ が ピー マ ン果 実 成 熟 にお いて 細 胞 壁 へ

関与 して い る こ とが 示 唆 され た。 そ こで 本 章 で は果 実 成 熟 にお け る β一ガ ラ ク トシダ ー

ゼ の よ り詳 細 な 生 理 的 役割 を 明 らか にす る た め 、 住ガ ラ ク トシ ダー ゼ の 単 離 を 目的

と した 。

タ ンパ ク質 レベ ル で 活性 を有 し、 そ の活 性 の高 い もの が 果 実 成 熟 に大 き く寄 与 し

て い る もの と考 え 、 成 熟 時期 の異 な る果 実 か らp-nitrophenyl一 β一D-galactopyranosideに

対 す る活 性 を指 標 と して β一ガ ラク トシ ダ ーゼ の精 製 を行 った 。 成 熟 段 階Redの 果 実

か ら分子 質 量77.5kDa、 成熟 段 階Maturegreenの 果 実 か ら分 子 質 量47.9kDaの2種

の 住ガ ラク トシ ダ ー ゼ を精 製 した 。N末 端 ア ミ ノ酸配 列 を決 定 した と ころ、 これ ら

は異 な る ア ミ ノ酸 配 列 を有 して い た(Fig.4)。 これ らの 匪ガ ラク トシダ ー ゼ を コー ド

す る遺伝 子 を取 得 す るた め 、決 定 したN末 端 ア ミ ノ酸 配 列 、 お よび ピー マ ン と相 同

性 の高 い トマ ト果 実 由来 の 匪ガ ラ ク トシ ダ ーゼ の配 列 情 報 か らプ ライ マ ー を設 計 し

た。 精製 に用 い た もの と同 じ成 熟 段 階 の果 実 か らtotalRNAを 調 製 し、 設 計 した プ

ライ マ ー を用 いて 、RT-PCR、 お よび5'皐ACEを 行 っ た 。77.5kDaト ガ ラ ク トシ ダ ー

ゼ の情報 か らopenreading丘ame(ORF)2175bp、724ア ミ ノ酸 残 基 か らな る配 列 を 、

47.9kDaβ 一ガ ラ ク トシダ ーゼ の情 報 か らORF2544bp、847ア ミ ノ酸 残 基 か らな る

配 列 を クロー ニ ン グ した 。blast検 索 の結 果 、 これ らの 推 定 ア ミ ノ酸 配 列 中 には

GlycosylHydrolasesFamily(GHF)35に 属 す る β一ガ ラ ク トシ ダ ー ゼIIの 保 存 領 域 で あ

るG-G-P{LIVM]一x-Q-x-E-N-E一[FY]の 配 列 が 確 認 され た 。 よ っ て ク ロー ニ ング した

配 列 は 匪ガ ラク トシ ダー ゼ を コー ドして い る こ とが 示 唆 さ れ 、 前者 の配 列 をpepper

beta-galactosidase1(PBG1)と し(Fig.5)、 後 者 の 配 列 をpepperbeta-galactosidase2

(PBG2)と した(Fig.6)。

PBG1の 推 定 ア ミ ノ酸 か ら一 次 構 造 か ら予 想 され る分 子 質 量 は77.6kDaで あ り、

精 製 の結 果 とほ ぼ 一 致 して い た 。 ま た 、 予 想 され る成 熟 領 域 は 決 定 したN末 端 ア ミ

ノ酸 配 列 と同 じ24残 基 目か ら始 ま り、 配 列 も一 致 して い る こ とか らPBG1が 精 製 で

得 られ た77.5kDaβ 一ガ ラ ク トシダ ー ゼ を コー ドして い る こ とが 示 唆 され た 。

PBG2の 推 定 ア ミ ノ酸 か ら一 次 構 造 か ら予 想 さ れ る分 子 質 量 は90.OkDaで あ った 。

予 想 され る成 熟 領 域 は 決 定 したN末 端 ア ミ ノ酸配 列 と 同 じ25残 基 目か ら始 ま り、

配列 も一致 して い る こ とか らPBG2が 精 製 で得 られ た47.9kDa匪 ガ ラ ク トシ ダ ー ゼ
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をコー ドして いる ことが示唆 された。 しか し、分子 質量が精製の もの と異な る こと

か ら細胞 内プ ロテアーゼ によ りC末 端領域 が切断 されている可能性 が高 い ことが示

された。PBG2の750ア ミノ酸残基以 降か らガ ラク トース結合 レクチ ン領域 の存在

も確認 され た。

PBG1、PBG2.、 および これまで に報告 のある植物 由来 β一ガ ラク トシダーゼの配

列 か ら系統樹 を作成す る と、植物の 匪ガ ラク トシダーゼは大 き く3つ のグループ に

大別 され た(Fig.7)。PBG1が 属するグループIIIの 匪ガ ラク トシダーゼ は果実 由来

の ものが多 く、ガラク トース結合 レクチ ン領域 を配列 に含 まない特 徴 を有 して いた 。

また このグループに属 して いる果実は、成熟後期 に果 肉が非常 に柔 らか くな る特徴

を有する植 物が多 く見 られた。一方、PBG2は グループIIに 属 し、 これ ら トガ ラク

トシダーゼの中には果実以 外の組織 由来 のもの多 く、ガラク トース結合 レクチ ン領

域 を含 む とい う特徴 を有 していた。

PBGIとPBG2の 局在 を調べるため、 ピーマンの各組織か らtotalRNAを 調製 し

定量RT-PCRに よ り解析 した(Fig.8)。PBG1は 成熟後;期のRedの 時期 に発現量が

劇 的 に多 く、花での発現 も比較的多か った。一方PBG2は 全体 的 に発現 量が低 く、

成熟前期の果実 においてPBG1の 発現量 を上回 るだけだった。成熟後期 の発現量 と

Figure2、 および3の 結果 か ら、果実成熟 には 匪ガ ラク トシダーゼPBG1が 最 も関

係 して いる ことが示 唆された。

第2章 β一ガ ラク トシ ダ ー ゼの性 質 決 定

単離 した 住ガ ラク トシダーゼの基質特異性 の決定は、 β一ガ ラク トシダーゼが ピー

マ ン果実 内で どのような働 きを理解す る上で非常に重要である。 また 、細胞 壁 の構

造 を知る手掛 か りともな り得 る。本章で は単離 した2つ の β一ガ ラク トシダーゼ の酵

素学的性質 の決定 を目的 とした。

住ガ ラク トシダーゼPBG1は 果実か らの精製 によ り十分量 のタ ンパ ク量 が得 られ

る ことか ら、精製酵素標品 を用いて性 質決定 を行 った。各ρ一nitrophenyl一グ リコシ ド

を基質 とし、p-nitropheny1一β一D-galactopyranosideに対する活性 を100%と した相対 活

性 は、(寿レ アラビノフラノシダーゼ活性 の7%を 最高 にとて も低 い もので あった

(Table2)。 β一ガ ラク トシ ド結合を含む オ リゴ糖、及び多糖 に対す る活 性で は、
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β一1,4一ガ ラ ク トシ ド結合 を 特 異 的 に加水 分解 す る こ とが 示 され た(Table3)。 さ らに 、

高 分子 の β一1,4一ガ ラ クタ ン に対 す る活 性 を有 す る事 か ら、 β一1,4一ガ ラ ク タ ン をPBG1

に よ り経 時 的 に加 水分 解 した 分解 産物 をHPLCに よ り解 析 した と ころ 、 時 間 の 経 過

と と も にガ ラク トー ス の 遊離 量 の増加 が 確 認 され た(Fig.9)。 よ っ て β一ガ ラ ク トシ

ダ ー ゼPBG1は ト1,4一ガ ラ ク トシ ド結合 を非 還元 末 端 か ら θxo型 に加 水 分:解す る

¢κ(ト1,4一β一ガ ラク タナ ーゼ で あ る事 を明 らか に した 。

次 に、Mature理een、 お よびRedの ピー マ ン果 実 か ら細 胞壁 を調 製 し、 さ らに ペ

ク チ ン画 分 、 ヘ ミセ ル ロー ス 画 分 、 お よび セ ル ロー ス 画 分 に分 画 し、 これ らが 匪ガ

ラ ク トシ ダー ゼPBG1の 基 質 にな り得 るか を検 証 した 。 これ と並 行 して そ れ ぞ れ の

画 分 の ガ ラク トース含 量 を測 定 、 比 較 した 。 住ガ ラ ク トシ ダーゼPBGIに よ る ガ ラ

ク トー ス の遊 離 量 はMaturegreenの ペ クチ ン画 分 、 特 にCovalentlyboundpectinに お

いて 多 か っ た 。 また 、MaturegreenとRedの 各 画 分 の ガ ラ ク トー ス 量 を 比 較 す る と

CovalentlyboLmdpectinに お い てそ の減 少 が顕 著 で あ っ た。 この こ とか ら細 胞 壁 中 の

匪1,4一ガ ラク タ ンはペ クチ ン 中 に多 数 存 在 し、'ηv∫voに お いで β一ガ ラク トシ ダ ー ゼ

PBG1の 基 質 とな り、 果 実 の成 熟 と と もに加 水 分 解 さ れ る こ とが 示 唆 され た 。 よ っ

て トガ ラ ク トシダ ーゼPBG1は ペ ク チ ンの分 解 に関 与 す るペ クチ ン修 飾 酵…素 の 一 っ

で あ る とい え る。一 方 、 セ ル ロー ス 、ヘ ミセ ル ロー ス画 分 に対 して β一ガ ラ ク トシ ダ ー

ゼPBG1の 反応 性 が 悪 い こ とか ら、 これ らの画 分 に はIM,4一 ガ ラ ク タ ンの 存 在 量 が

少 な い 、 あ る い は β一ガ ラ ク トシダ ーゼPBG1の 作 用 を受 けに くい構 造 とな っ て い る

こ とが 考 え られ た。

住ガ ラク トシダー ゼPBG2は 果 実 か らの精 製 によ り十 分 量 の タ ンパ ク量 が 得 られ

な い こ と、精 製過 程 で プ ロ テ ア ー ゼ に よる切 断 を受 け て い る可 能 性 が あ る こ とか ら

PBG2本 来 の性 質.を反 映 しな い こ とを考 慮 し、酵 母 を宿 主 とした発 現 系 の構 築 を行 っ

た 。・5000加ro〃2ッoθ50θ7θv∫5∫αθを宿 主 と し、PBG2全 長 、PBG2の シ グナ ル ペ プ チ ド

を除 い た領 域 、お よび 、80θr6vな ∫αθの分泌 シ グナ ル で あ る α一maltingf乞ctorを 成 熟

領 域 に付 加 した発 現用 プ ラス ミ ドを作 成 した が発 現 は認 め られ な か っ た 。 現 在 、

P励'αp雄oア25を 宿 主 と し、 発 現 を行 って い る。

第3章 果実成熟におけ る β一ガ ラク トシダーゼ の生理的役割 の解 明

第2章 の結 果 か ら、 β一ガ ラ ク トシ ダーゼPBG1は 果 実 細 胞壁 ペ クチ ン中 の β一1,4一
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ガラクタンを加水分解 す るペ クチ ン修 飾酵 素であ り、果 実の成熟に関与す る ことが

強 く示唆 され た。植 物細胞 壁 中のペ クチ ンは主にホモガ ラクチ ュロナ ン(HGA)、 ラ

ムノガラクチ ュ ロナ ン1(RGI)、 お よび ラム ノガ ラクチ ュロナ ンII(RGII)に よって

構成 されて いる(Figlo)。 中で もペ クチ ン中のガ ラク トースは主 にRGIの 側鎖 のガ

ラクタンと して存在 してい るこ とが知 られている。前章 の結果 か ら 住ガラク トシダー

ゼPBG1はRGI中 の側鎖 の 匪1,4一ガ ラクタ ンを分解 して いる と考え られ る。植物果

実の軟化 はペクチ ン中のHGAの θη40一ポ リガラクチ ュロナーゼ による θη4∂型 の分

解が最大 の要 因 とされ てきたが、 これ までの トマ ト果 実 にお けるペクチン修飾酵 素

の発現抑制 の研 究 か ら、 θηdo一ポ リガ ラクチュロナーゼ以外 に β一ガラク トシダーゼ

も果実の軟化 に関 わ ってい る可能性が示唆されてい る。そ こで本章では、成熟 中の

ピーマン果実 にお いて 住ガ ラク トシダーゼ と θη40一ポ リガ ラクチ ュロナーゼ の関係

を遺伝子 の発 現、 お よび果 実の細胞 壁の糖含量の変化 で明 らか にす ることを 目的 と

した。

ピーマン果 実 中の θ雇o一ポ リガ ラクチ ュロナーゼ活性 を見 出すのが困難で あった

ため、他 の植物 か ら報告 されて いる θηdo一ポ リガ ラクチ ュロナーゼ遺伝子 の情報 を

もとに、 ピー マ ン果 実 由来 θη40。ポ リガ ラクチ ュロナーゼ遺伝子 のクローニ ングを

試みた。果実 め軟化 が促進 して いる0ヤerripening(OR)の 果実か らtotalRNAを 調製

し、RT-PCRを 行 って 、935bp、311ア ミノ酸残基 か らな る配列を取得 した。blast

検索の結果 、GHF29に 属す る ドメイ ンを含 む植物果実 由来 θη40一ポ リガラクチ ュ ロ

ナーゼ と高 い相 同性 が見 られた。そ こで この遺伝子 をpepperθ η40-polygalacturonase

1(PPG1)と した 。

成熟中の ピーマ ン果実 にお いてそれぞれの遺伝子 の発現 をみ るため、開花後 、一

定期間 ごとに果 実 をサ ンプ リング してtotalRNAを 調製 し、定量RT-PCRに よる

PBG1、PBG2、 お よびPPG1の 発現時期、および発現量 の関係 を調べた(Fig.11)。

PBG1の 発現量 は、T㎜ing(T)の 時期 に急激に増加 し、成熟後期まで高い発現 量 を

維持 していた。一方 、PPG1は 成熟前期 のMa加regreenの ころまで全 く発現 してい

ないが、T㎜ingの 時期 か ら発現が見 られ、Redの 時期 に急激な発現量 の増加 が見

られた。PBG2の 発 現 は各成熟段階 にお いて低 く、成熟初期に発現 のピー クを迎 え、

その後減少 して いた。 この ことか ら 匪ガ ラク トシダーゼPBG2は 果実の軟化 に関与

していない ことが示 唆 された。

次に果実細胞 壁 のガ ラク トース量、お よびウロン酸量 を測定 した(Fig.12)。 細胞
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壁 中のガラク トース含量 はPBG1の 発現 と反比例す るよ うにTumingの 時期か ら顕

著 に減少が見 られた。一方 、 ウロン酸量 は果実 の成熟 とともにそ の量は増加 し、減

少 は見 られ なかった。 この こ とか ら トガ ラク トシダーゼPBG1は 成熟 にお いて細胞

壁ペ クチ ン中の β一1,4一ガ ラクタンを加水分解 し、果実軟化 を促進す る ことが示唆 さ

れた。 また、予想 に反 し果実 の軟化 に伴 いウ ロン酸量の減 少が起 こらないのは

θη40一ポ リガ ラクチ ュロナ ーゼ の加水分解様式 が非常 に高分子 の単位で起 こるため、

オ リゴガラクチュ ロナ ンが細胞 壁 に留 ま り、細胞質へ溶 出 しに くい ことが考え られ

た。

総合考察

本研 究で は、 ピーマ ン果実 か ら精 製 によ り2種 の β一ガ ラク トシダーゼ を見出 し、

それぞれPBG1、PBG2を ク ローニ ングした。 この2つ の β一ガ ラク トシダーゼ の中

で、果実 の成熟後期 に多量 に発 現 して いる 匪ガ ラク トシダーゼPBG1は 基質特異性

の決定か ら、本酵 素は θx(刈,4一β一ガ ラクタナーゼ活性 を有 する 住ガ ラク トシダーゼII

に分類 され る ことを明 らか に した。本酵素 の基質特異性 は他 の植物果実か ら精製 さ

れた β一ガ ラク トシダーゼ と共 通 し、 ア ミノ酸配列か ら作 成 した系統樹 において も、

共通 のグルー プIIIに 属す る ことか ら、 グル ープIIIの β一ガ ラク トシダーゼは果実 の

成熟 に働 いて いる ことが推測 された。 また、 β一ガ ラク トシダーゼPBG1は ピー マ ン

果実細胞壁 中のペクチ ンか ら多 量のガ ラク トースを遊離す ることか ら、ペクチ ン中

に β一1,4一ガ ラクタ ンが大 量 に存在す る ことを明 らか に し、 このガ ラク トースが成熟

後期 に著 しく減少す る こ とを見 出 した。 この ことか らも ひガ ラク トシダーゼPBG1

はペ クチ ン中のIM,4一 ガ ラクタ ンを加水分解 し、 ピーマ ン果実 の成熟 に関与 してい

るペ クチ ン修飾酵素 であ る ことが強 く示唆 された。

β一ガ ラク トシダーゼPBG1の 発現 の上昇 と反比例するよ うに細胞壁 中のガ ラク トー

ス含 量が減少 して いた。 この ことか らも 住ガ ラク トシダーゼPBG1が ピーマ ン果 実

の成熟 に関与 して いる ことを強 く支 持 して いた。 また、 β一ガ ラク トシダーゼPBG1

の発現 は、果 実軟化 の最 大要 因 として考 え られて いる θη40一ポ リガ ラクチュ ロナー

ゼPPGIの 発 現 よ りも先行 して増加 して いた。よって 住ガ ラク トシダーゼPBG1の

果 実内での役割はペ クチ ン側鎖 の β一1,4一ガ ラクタンの加水分解 であ り、果実軟化 を

誘引す る先駆 的役割 を担 って いる ことが示唆 された。
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以 上の結果 を踏 まえ、Figure13の よ うな果実 の成熟 にお ける細胞壁軟化 の機構 を

示す モデル を提唱 した。Maturegreenか らT㎜ 血1gの 時期 にか けて β一ガ ラク トシダー

ゼPBG1が 劇的 にの発現 し、RGI中 の側鎖 の β一1,4一ガラクタンが加水分解 され る。

ガ ラク トース の遊離 によ りRGIあ るいはペクチ ン全体 の構造が変化 し、果実 の軟化

が始 まる と考 え られ る。Redの 時期 にかけて εη40一ポ リガ ラクチ ュロナーゼPPG1の

発現 量が増加 し、HGAの ランダムな加水分解 が促進 され る。 これ によ りペ クチ ン

構造 の大 規模な崩壊が起 こ り果実 の軟化 はさ らに進む と考 え られ る。

要 約

1)ピ ー マ ン果 実 か らGlycosylHydrolasesFamily35に 属 す る2つ の β一ガ ラク トシダ ー

ゼPBG1、PBG2を 単 離 しそ の 性 質 を明 らか に した 。

2)β 一ガ ラ ク トシ ダ ー ゼPBG1の 基 質特 異性 の決 定 か ら、 本 酵 素 は θκ〇一1,4一β一ガ ラク

タ ナ ー ゼ で あ る こ とを 明 らか に した 。

3)β 一ガ ラ ク トシ ダ ー ゼPBG1は 伽 ∫voに お いて 細 胞 壁 のペ クチ ン 中 の 住1,4一ガ ラ

クタ ン残 基 を基 質 と して加 水 分解 し、果 実 の成 熟 に関 与 す る ことが 示 唆 され た。

4)ピ ー マ ン果 実 に お い て 、 β一ガ ラ ク トシ ダ ーゼPBG1の 発 現 は θ編 〇ニポ リガ ラク チ ュ

ロナ ー ゼ に先 だ っ て増 加 して い る こ とか ら、PBG1は ピー マ ン果 実 軟 化(ペ ク チ ン

構 造 の 崩 壊)の 引 き金 的 な 役 割 を して い る こ とが示 唆 され た。
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Table2.Enzymeactivitiesofthepurified

β・galactosidasePBGltowardvanouspNP-91ycosides

Substrate Relativeactivi

Ihble3.Enzymeactivitiesofthepuri∬edβ ・gaiactosidasePBGl
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ρNP讐 α圃Lgrhamnopyranoside

pNP-a-L-fucopyranoside

pNP-a-L-arabinopyranoside

pNP-a-n-xylopyranoside
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ρNP一 β。レarabinopyranosid6

ρNP口 α口D層gluooopyranoside

ρNP・ β刷D圃glucopyranoside

ρNP・ β一1)・mamopyranoside

ρNP・ β・1:トmamopyranoside

Methyl一 β幽D謄galactopyranoside

Galactobiose

Lactose

Lactulose

Gumarabicgalactan

Larcharabinogalactan

Rupinga量actan

Gal-Me

Gal-1,4-Gal

Gal-1,6-Gal

Gal隠1,4皐Glc

Gal-1,4-Fru

1,3;1,6polymer

1,3;1,6polymer

1,4polymer

N.D.

4.7ｵ9

0.2ｵ9

4.8ｵg

3.3ｵg

N.D.

N.D.

10.1ｵg

SubstrateconcentrationisO.5% N.D.:notdetected

Substratewasincubatedat30ｰCforlhrwithpurifiedenzymecontaining

1.Onkatofβ 一galactosidaseactivityagainstpNP一 β"D-galactopyτanQsido.

N.D.:notdetected

pNP-glycosidesubstratewasincubatedat50ｰCfor20minwithO.4pkat

ofβ 一galactosidaseactivityagainsψNP尊 β一D-galactopyranoside.
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Ihble4.Enzymeactivitiesofthepu面edβ ・galactosidasePBGl

towardcellwallfractionsfrombellpepperfruit

Ohr fraction
GalactosecontentofGalactosereleasefrom
lmgsubstrate(ｵg)1mgsubstrate(}tg)

Maturegreenfruit

Gal

テ

peppercellwallmaterial 29.75*8.23 3.43

1hr

2hr

lonically-associatedpectin

Covalently-boundpectin

Hemicellulosicfraction

Cellulosicfraction

425自0.55

57.2617.27

16.3211.35

17.98*一 一1.93

2.19

14.1

2.74

0.23

6hr
Redfruit

peppercellwallmaterial 2.22ｱ1.01 0.30

12hr

a 510152D25

Retentiontime(min)

lonically-associatedpectin

Covalently-boundpectin

Hemicellulosicfraction

Cellulosicfraction

1.1810.31

3.8810.30

4.3411.44

3.3410.48

0.16

1.10

2.52

0.14

Figure9.TimecourseofhydrolysisofLupin

1,4二 β一D・galactanbypuhfiedβ ・galactosidasePBGl

followedbyseparationonTSKgelG2000PW

Lupin1,4一(i-D-galactanwasincubatedat30ｰCfor1,2,6,

and12hrwithpurifiedenzymecontaining1.Onkatof

(3-galactosidaseactivityagainstpNP-p-D-galactopyranoside.

Afterincubation,productswereanalyzedbyHPLCwith

TSKgelG2000PWcolumn.

Onemilligramofsubstratewasincubatedat30ｰCforlhrwithpurifiedenzyme

containing1.Onkatof(3-galactosidaseactivityagainstpNP一(3-D-galactopyranoside.
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一galactosidase

endo-polygalacturonase

oGalacturonicacid

●Galactose

oRhamnose

OArabinose

■Othe「suga「

サ

毒
」

Figure10.Stmctureofpect血

Ave田gesmユc願 爬ofpect面waspic膿dbasedonpreviousrepoIt

(Ridleyeral,2000,andWillatse7al.,2001).

RhamnogalacturonanI(RGI) Homogalacturonan(HGA) RhamnogalacturonanII(RGII)

Table5.Suppressionaleffectofpectin-modifyingenzymeonfruitmaturingfrompreviousreports

Erにyme Role Effect Reference

Polygalacturonase

Pectinmethylesterase

β・GalactosidaseTBG1

(homologueyetdiscover

inbellpepper)

β・GalactosidaseTBG4

(PBGIhomologue)

ほ
β・GalactosidaseTBG6

(hornologueyetdiscover

inbellpepper)

Degradationofhomogalacturonan

De鴫esteri爺ca緬onofpectin

Hydrolysisβ91,4galactan

Hydrolysisβ 圃1,4・ga置actan

Hydrolysisβ ・1,4-galactan

Inhibittingfruitsoftening,
butnotstoppingcompletely

Noe押ectonfru詮SO貴ening

Noeffectonfruitsoftening

Decreaseoffruitsoftening

Increaseoffruitcracking

SmithetaL,1988

Tiemaneta/.,1992

Careyeta/.,2001

Smi廿1αa孔,2002

Moctezumaetal.,2003
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Developmentalstageofbellpepperfruit
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Figure11.q岨ntitadveRT・PCRana妙sisofPBG1,PEG2,and

PPGItemporalexpressionduringfruitripening

TbtalRNAex甘actedf}oma11㎞i価ssuesexceptseeds.F則itswereharvested

atdpp10,20,25,and30,andatthematuregreen(MG),turning(T)
,red(R),

andover-ripenedstages(OR).LevelsofPBG1(circlesandredline),PBG2

(boa:andblueline),andPPG1(trianglesandgreenline)transcriptsareshown

relativetoGAPDHlevels.

Errorbarsrepresentthestandarddeviation.
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Figure12・Q覗and重a藪veana蚕ys蛤ofgalac亡oseanduronic

acidincellwallmaterialduringfruitripening

Cellwallmaterialextractedfromallfruittissuesexceptseeds .

Fruitswereharvestedatdpp10,20,and30,田1datthemature

green(MG),turning(T),red(R),andover-ripenedstages(OR).

Cellwallmaterialswerehydrolyzedin4Ntrifluoroaceticacid

(TFA)for3ha1100ｰC,totalsugarcontentwasmeasuredby

thephenol-HZSOqmethod,andthetotalgalactosecontentwere

measuredbythegalactose-oxidasemethod.Valuesinthegraph

representthepercentageofgalactoseoruronicacidcontentin

thetotalsugarcontentinthecellwallmaterial.
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MaturegreentoTurningfruit

PBG1

PBG1

⑳

PBG1

PBG1

PBG1

PBG1

TurningtoRedfruit

PPG1

PPG1

v`tom'HGA

嚇RGl

●亀ノ臼bGalactan

Arabinan

PPG1

s

PPG1

'

●
PG1

PPG
PPG1

RedtoOverripeningfruit

騰 濤 9
σ
Q
6

●

ノ
ゼ ぜ

Breakdownandsolubilizationofpectin

FruitSoftening

Figure13.Cellwallmodelofbellpepperfruitsoftening

(MaturegreentoTumingfruit)Asf}uitgGesf士omthetumlngtotheredstag。,theexpresslonleveiofβ 一galactosidasePBGIincrcasesdrastically,

Oligo-S-1,4-galactosylresiduesattachedtoRGIarehydrolyzedbyPBGI.Asaresult,thesidechainstruchiresinthepectincomplexaredecomposed

markedlyandaconsiderableamountofspaceisgeneratedinthematrixstructure,withanincreaseofhydrolyzedfreegalactoseresiduesinthecytosol

fraction.Theseeventsmaybringaboutchangesincarbonmetabolism,firmnessofthefruit,andactivityorexpressionofendo-polygalacturonase.

(TumlngtoRedf而it)Astilef}uilgQesf沁mtl}eredtotheove置 可ipened,theexpressiQn{eveiof8ηob-po!ygaiacturonasePPGIlncreasesd田sticaH}～

andhomogalachironan(HGA)backbonesarepartiallyhydrolyzedbyPPG1.

(RedtoOverripeningfniit)Asaresult,breakedownandsolubilizationofpectinoccurs,andfruitsofteningpromotesfurther.
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論 文 審 査 結 果 要 旨

植 物 におい ては,細 胞 の肥大 ・成熟 に伴 い細胞壁 の構 造変化が ともな う。特 に果 実細胞 では,成 長

に伴 い大き さ ・硬 さが劇 的に変化 してい る。

本 学位論 文で はナ ス科植物 の一種 で ある ピーマ ン(bellpepper,Cop∫ 諺配 伽η媚1η)を 用いて,果 実

の成 熟過程で のグ リコシダーゼの機能,特 にベ ータ ーガ ラク トシ ダーゼの役割 につ いて明 らかにす る

事 を 目的 とした。

ピーマ ン果 実は成熟 に伴 い,果 色 が緑 色か ら赤色 へ と劇 的に変化す る と同時 に果 肉の軟化がお こる。

候補者 は ピーマ ン各組織 中の グ リコシ ダーゼ活性 を成長 ・成 熟段 階別 に測 定 した ところ,ピ ー マ ン果

実 が赤色 に変化 し組織 が軟化す る成熟毅階 でベ ータ ーガ ラク トシダーゼ活性 が急激 に上昇す るこ と,

さらに,緑 色の果実 と成熟後 の赤色果実 の細胞壁糖組成 を測 定比較 した結果,ガ ラク トー ス含量 だけ

が特 異的に減少 してい るこ とを見出 した。 この結果 か ら,候 補者 は ピーマ ン果実の成熟 にべ一 タ ーガ

ラク トシダーゼ が重 要な役割 を有 してい ると考えた。

候補者 は,ピ ーマ ン果 実か ら2種 類 のべ 一タ ーガラ ク トシ ダーゼ,PBG1,PBG2を 単離精製 しその

性質 を決 定 し,ク ロー ニ ングに も成功 した。その中でPBG1は 本研 究の 目的であ る,果 実成熟後 期に

発現 してい るベ ータ ーガ ラク トシダーゼ であ るこ とが証 明 され た。PBG1の 基質特異性 が決定 され,

本酵 素はエ キ ソ ー1,4一β一ガ ラクタナーゼで ある ことが明 らかにな った。一方 ピー マ ン果 実細胞壁 を

構成 す る多糖類,セ ル ロー ス画分,ヘ ミセル ロー ス画分,ペ クチ ン画分 に分 画 し,各 々に対 しPBG1

による加水 分解 を行 うと,ペ クチ ン画分 か ら多量 のガ ラク トー スが遊離 した。 この結果 よ りPBG1が

果実成熟 時に細胞 壁ペ クチ ンを加水 分解 してい るこ とを証 明 した。果 実の軟化に深 く関係 してい る酵

素 としてエ ン ドポ リガ ラクチュ ロナーゼが 良く知 られ てお り,本 研 究で得 られたベー タ ーガ ラク トシ

ダーゼ と果 実細胞の軟化過程 において どのよ うな関わ りを有 してい るか を,明 らか にす る 目的で,エ

ン ドポ リガ ラクチュ ロナー ゼ遺伝子(PPG1)を クローニ ングし,ベ ータ ーガ ラク トシダー ゼ遺伝子 の

発現パ ター ンを比較 した。 その結果ベ ー タ ーガ ラク トシダーゼ はエ ン ドポ リガ ラクチ ュロナーゼ に先

行 して発現 してい るこ とが示 され た。以上 の結果 を踏 まえて,候 補者 は ピーマ ン果実にお けるべ一 タ

ーガ ラク トシダーゼの役割 につ いて
,果 実成熟 の引きがね となるペ クチ ン画分の ガラクタ ンの分解 を

行い細胞壁 の物理構造 をルー ズにす ることで,後 に起 こるポ リガラクチュ ロナーゼの細胞壁基質へ の

加水分解 を容易 に し,細 胞 の軟化 を促進す る とい う新 しい考 え方 を提唱 した。

以 上の候 補者の研究成果 は,果 実の軟 化過程 におい てベー タ ーガラ ク トシダーゼに よるペ クチ ンの

加水分解 カミ引き金 になる とい う新規 なモデル を提唱す る とい うもので,審 査員 一同,候 補者 は博士 儂

学)の 学位 を授与 され るに充分 の資格 を有す る と認定 した。
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