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躰 論 文 内 容 要 旨緒
口冊

高 等 植物 の細 胞壁 は,細 胞 が若 く生長 過 程 に あ る もの で は,主 と して セ ル ロー 入 ヘ ミセ ル ・一 ス,ペ クチ

ン様 物 質 か ら成 る一 次 壁 の み で,構 成 され てい る。植 物細 胞 の伸 長 は,こ れ ら壁成 分 の構 造 変 化 に よる壁 の 力

学的 性 質 の 変化(壁 のゆ るみ)に よっ て生 ず る と考 え られ てい る。

しか し,今 日 まで,生 長細 胞 壁 につ い て特 に ヘ ミセ ル ロー ス の種 類 や分 布 の 普遍 性 につ い ては 充分 に調 べ ら

れ てい な い。 そ の為 に,ど の よ うな多糖 が どの よ うな変 化 を受 け て壁 の ゆ るみ に関 与 す るの か,明 確 な結 論 は

得 られ てい ない。 そ の中 で,増 田 らは,ア ベ ナ子 葉 鞘 の オ ー キ シ ソ誘 導 に よる伸長 生 長 は,ヘ ミセル ロース性

β一 グ ル カ ンの β一1,3一 グル カナ ー ゼで の水 解 に よ り引 きお こされ る こ とを 報 告 してい る。.亜科 幼 植物 に関

しては,末 だ 一貫 した研究 が進 め られ てい な い が,生 長 初 期 に 多量 の グル コー スが非 セ ルb一 ス性 多糖 画分 の

構 成糖 と して存 在 す る こ とが知 られ て い る。

一方・Albersh・imら は・細胞{申長の解明姻 的 とし和 雄 構造の解析を額 培麹 胞を卿 し磁

み,単 子 葉 植 物 の ヘ ミセル ロー スは ア ラ ビ ノキ シラ ンで,双 子 葉植 物 の それ は,キ シ ログ ル壁カ ンで あ る こ と,

また 直鎖 状 β一1,3:β 一1,4一 グル ヵ ンは,ryegrassに のみ しか認 め られ ず この種 の 多糖 は,貯 蔵 性

多糖 で あ ろ うとい うこ とを報 告 して い る。

これ らの事 実 か ら 蔵科 幼 植 物.の非 セ ル ・一 ス性 多糖 画 分 に 認 め られ る グル コー スが どの よ うな多糖 に由 来 す

るの か を 明 らか にす る こ とは,植 物 種 間 で,ま た幼 植 物 と培 養細 胞間 で非 セル ・一 ス性 グル カ ンに違 い があ る

か 否 か を解 明 す る のみ な らず 植 物細 晦伸 長 の機 構解 明 の 上か ら も意義 のあ る こ とと拷 え られ る・

そ こで本 研 究 で 尋さ, .靖己グ ル コーろ の 由来 す る多糖 の種 類,構 造 及 び普遍 性 を明 らか に す る こ とを第 一 目的

と した。 そ の結 果 この 多糖 は ・ キ シ ロ グ!レカ との一 種 で ・ そ の構 造 は ・ 培養 細 胞 の そ れ と同 じく・ フコー スを

構 成糖 と して 含 み・ 従 来 か ら貯蔵 性 多糖 と して知 られ でい 為種 子 キ シPグ ル カ ソ(ア ミロ イ ド)と は 異 な る こ

とが囑 確 に され た。 次 に,こ の よ うな 構造 上 の違 い が,こ れ ら キ シ ロ グル カ ンの機 能性 の違 い を反 映 してい る

のか否 か,更 に本 多糖 が 蔵科 幼植 物伸 長 時 に壁 の ゆ るみ に関 与 す るのか 否 か を解 明 す る こ とを本 研 究 の第 二 目

的 と した。.

第1章 豆 科 幼 植 物 細 胞 壁 中 の 非 セ ル ロ ー ス 性1θ 一 グ ル カ ン に つ い て

第1節 緑 豆 暗 発 芽 下 胚 軸 細 胞 壁 中 の キ シ ロ グ ル カ ン の 存 在

豆 科幼 植 物 細 胞 壁 中 の非 セ ル ・一 ス性 β 一 グ ル カ ンの種 類 を 明 らか にす る 目的 で 緑 豆(mungbean・Ph-

aseOlusa.ureus)暗 発 芽 下 胚 軸 を 用 い て研 究 を行 った。

緑 豆 暗発 芽 下胚 軸 切 片 をFigl,2に 示 す よ うな一 連 の分 画 操 作 を行 い,多 量 の グ ル コー スを含 む 画分(H

CピIIB-1.P)を 得,更 にDEAE-SephadexA-25eolumneh.romatographyl(よ り精製

した,こ の もの は,電 気 泳動,超 遠 心 に よ る分 析 結 果 か ら均 一 標 品 で あ る こ とが確 認 され た。 この 多糖 は グル

コー ス(10モ ル)
,キ シ ロー ス(7),ガ ラ ク トー ス(2.5)と フ コー ス(1)か ら成 り ヨー ドと特 異的 な

呈 色 反 応 を しめ した。 酸部 分 水 解,セ ル ラー ゼ水 解 の結 果 は,本 多糖 が セ ル ・一 ス様 β 一1,4一 グ ル カ ソを

主 鎖 と して これ にキ シ ・一 ス,ガ ラク トース及 び フ コー ス が密 に結 合 した構 造 を もつ こ とを示 唆 した。

これ らの 結 果 か ら本 多糖 は キ シ ログ ル カ ンの一 種 で あ る こ とが確 認 された。

第2節 大 豆 及 び さ さ げ 豆 暗 発 芽 下 胚 軸 細 胞 壁 か ら キ シ ロ グ ル カ ン の 分 離

緑 豆 の場 合 とほ ぼ同 様 な 方法 で大 豆,さ さげ豆 暗発 芽 下胚 軸細 胞壁 よ りキ シ ログ ル カ ンを 分 離 す る こ とが で
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きた。 そ れ らの 主な性 質 は ・緑 豆 の それ と類似 してい た(Table1)。

次 に緑 縣 大 亘,及 び さ さげ豆 か らの キ シ ログル カ ンの基 本構 造 を比 較 す る目的 で ・ セ ル ラー ゼ に よるfr翫

gmentatiOnanalysisを 行 っ たoそ の結 果 ・ 三者 と もグ ル コー ス・ キ シ ロー ス・ ガ ラ ク トース及 び フ

コ「ス か ら成 るオ リゴ糖(H-OS-1)と グル コースとキシP一 スから成るオ リゴ糖(H-OS-II)をrepeatingolig-

osaccharideunltsと して有 す る こ とが確認 された 。またH-OS-1と 一IIの 比 は 三 者 で ほ ぼ同 じ(緑.豆=6213呂

大硫68:32,さ さげ豆=65:35)で あ り,こ れ らキ.シ ログ ル.ヵ ンの基 本 構造 の類 似性 が示 唆 され た。

ポ ぞ 　 　

第H章 緑豆暗発芽下胚軸細胞壁から得 られたキシログルカンの構造について

椰rキ シ ログル ヵ ソ(ア ミ ロイ ド),培 養 細 胞 キ シ ログ ル カ ン と構造 を比 較 す る目的 で緑.蔵暗発 芽 下胚 軸細

胞暖 キ シ ログ ル カ ン(MBXG)の 構造 解 析 を 種 々 のfragmentation:methodを 用 い て行 らた。

Fig.3は,fragmenもationm6thod及 び そ れ に よっ て得 られた オ リ ゴ糖 の構 造 を ま とめた もの で

あ る。

(11酸 部分 水 解 物 よ り主 要 オ リ ゴ糖 と してcellebiose(OS-1),celiotriose(OS-II),ce-

11Qt。t,。 。se(OS-III)カ ・得 られ た。 この こ とはMBXGの 主鎖 力・セ ・レ・一 ス様 β 一L4一 グ ル ヵ

ンで あ る こ とを示 す。

12)MBXGのA.oryzae酸 素標 品 加水 分 解 物 よ り 主要 オ リ ゴ糖 と してOS-X及 びOS-Yを 得 た。OS

-Yは 種 々 の万法 に よ りisoprimeverose(6-0一 α一D-Xylopyranosy1-D-glucose)と1司 定 さ

れ たoこ の こ とは,MBXGに おい て キ シ ρ一 ス残 基 の大 部分 が,セ ル ロー ス様 β 一1,4一 グル カ ソ主 鎖

の グノ1コー ス残基C-6の 位 置 にα結 合 してい る こ とを 示 す。OS-Xは 加 酢 分解 及 び酸 部 分 水解 に よ り,

Fig-3に 示 す よ うな オ リ・ゴ糖OS-XI,一XIIa.一XIIb及 び一XIIIを 与 え る こ とか ら,L-fucosyl

-D-galactose一(1一>2)一 α一D-Xyl6se一(1→6)一 β一D-gluco忌e(1→4)一D-91ucoseで あ る

と推 定 され た。 この こ とはMBXGに お い て,フ コー ス及 び ガ ラ ク トース残 基 の大 部 分 がfucosylgal-

actOseと して→.一シ ロー ス 残 基C』2の 位 置 に結 合 してい る こ とを示 す。

13}.MBXdのT,vivideセ ノ1.ラー ・助11水 分 解 物 よ り主 要 オ リ ゴ糖 と してH-OS-Ia,一Ib及 び一IIの_一
ヨ 、購 が得 られ た。 これ ら三 つ の オ リゴ糖 の 構造 は,構 成 糖 比,電 含1鰍 砿 ・,y客ae酸 素標 品 か ら紛

精製 した β 一 グル コシ ダ ーゼIIで 処 理 して得 られ るオ リゴ糖 の 同定 の結 果 と(1}と(2}の結 果 を も とに して推

定 され たoこ れ ら三成 分 がMBXGのrepeatihgohgosac.charideunitsで あ ると考 え,そ れ らのモル

比 を 求 あ る と1:4:4で あ る こ とか らMRXGはFig.3に 示 す よ うな構造 を もつ もの と推 定 した。 また分

}勾置は 量ゲ ノレが 過 に ょ り約16万 と推 定 され たo

MBXGの 構 造 をTamarindア ミ・ イ ド及 び培 養 細 胞 キ・シ ・グル カ ンと比 較 す る と中 間 に位 置 す る もの

で あ った。

第1皿章 緑豆植物細胞壁キシログルカンの機能的役割について

第1節 緑豆種子中のキシログルカンの分布

緑 豆fr好 中 に貯蔵 性 キ シ ロ グル カ ン(ア ミロイ ド)が 存在 す るか ど うか を調 べ た。

緑 亜種rを 種 皮,子 葉,胚 軸 の 三部 に分 け,各 々 につ い て水、(fr.WS),0・.25%シ ュ ウ酸 ア ンモ ンー シ ュ

ゥ酸(fr.pS)4%KOH(fr.HC-1)及 び24%KOH(fr.HC-II)で 順 次 抽 出分 画後 除澱 粉 操 作 を
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行 い 多糖 画 分 を 得 た。 各 画 分 の全 糖 量 及 び キ シ ログ ル カ ン量,更 に構成 糖 を調 べ る と,い ず れ の 部位 で もキ シ

・グル カ ンはHC-II画 分 に局 在 し,WS,PSの 両 画 分 に は ほ とん ど存 在 が認 め られ な かっ た(Table2)。

また,そ れ ぞ れ の 部位 のHC-II画 分 か1う得 られた.キ シ ログル カ ンは,先 に分離 され た幼 植 物細 胞壁 か らの

キ シ ・ グル.カ ンと同様 フ コー スを 含 ん で い た。 更 に キ シ ρ グル カ ンは 一次 壁 に富 む組 織 ほ ど多い こ と も判 っ た

(Table2)o

.これ まで 知 られ て い る ア ミρイ ドの 大部 分 は ,熱 水 抽 出 で得 られ,構 成 糖 と して フ コー スを 含 ん でい な い。

従 っ て,こ の よ うな抽 出条 件 及 び構 成 糖 の 違 い か ら考 え る と緑 豆 種 子 中 の キ シ ・ グル カ ンは,す べ て真 の一 次

壁成 分 と して存在 し貯 蔵 性 の も の で は な い と考 え られ る。

第2節 緑豆暗発芽下胚軸での壁キシログルカンの代謝

緑豆下胚軸の暗下での!申長時に壁キシ『グルカンが壁のゆるみに関与するか否かについて検討した。

11)緑 豆 暗 発 芽 下胚 軸 切 片 をbutterと 伴 に 麿 砕 し,遠 心 上 清 画分 か らbutter可 溶 性 多糖(BS-PS)を

調 製 した。 このBS-PSか ら,先 に分 離 され たMBXGい わ ゆ るヘ ミセルP一 スか らの キ シ ロ グル カ ン(以

下HC-XGと す る)と 類 似 性 質 を もつ キ シ ログル カ ン(BS-XG)を 得 る こ とがで きた。 この もののHC-

XGと の基 本 構造 の類 似性 は,セ ル ラ ー ゼfragmentationanalysisに よ り明 らか に され た。 しか

し・BS-XGの 分 子 量 は 約2万 とHC-XGの それ(約 工6万)よ りか な り低 い こ とか 判 っ た。

12)下 胚 軸 中 に キ シ ログ ル 汐 ナ ー ゼ の存 在 が確 認 され た。

13)下 胚 軸 切 片 各部 位 で のHC-XG及 びBS-XGの 全糖 に対 す る比 を 調べ た ところ胚 軸 の 下部 位 にい くに し

た が い そ の比 が 減少 す る こと が判 った。

こ.れら の結 果 は,緑 豆 下胚 軸 の 伸長 時 に壁 キ シ ・グ ル カ ン(HC-XG)の 一 部 が キ シ ・グノしカ ナー ゼ によ

.っ て水 解 されBS-XGを 遊 離 す る可 能 性 を示 唆 してい る と思 われ る。

第IV章 総 合 考 察

今 日 まで 植 物 細胞 伸 長 の機 構解 明 の 為,壁 多糖 に多 くの注 目 が払 わ れ て きた が,い ず れ も構 成 単糖 の:縫的変

動 の研 究 .が主 で 多糖 レベ ルで 一 貫 した 研究 は な され て い な か っ たo

本 研 究 に よ り豆科 幼 植 物細 胞壁 に フ コー スを含 む キ シPグ ル カ ンの存 在 が明 確 に さ れ た。

フ コー スを 含 む キ シ ・グ ル カ ンは,培 養 細 胞 か ら も得 ら れ てい るが,従 来 の ア ミ・イ ドと構成 糖 が異 な り,

更 に抽 出 条件 にお い て も異 な.っセ い る。 これは,単 に植 物 種 に よ る違 いで は な く機 能 性 の違 い に起 因 す る もの

と考 え られ る。 即 ち フ コー スを 含 む キ ソ ロ グル カ ンは4%K(》Hで 安 定 で 零4%KOH抽 出操 作で 不 安定 な結

合 で,セ ル ・一 ス と何 ん らか の結 合 あ る い は,そ れ に複雑 に組 み こ まれ てお り,一 次 壁成 分 と しての役 割 を も

つ もの と考 え られ る。 この考 えは,本 研 究 の終 了 と相 前 後 して 報 告 され た研 究 例,即 ち,Rapeseed中 に

水 可溶 性 キ シ ・グル カ ンの 他 に, .ア ル カ リで抽 出 され る フ コー スを含 む キ シ ・グ ル カ ンが存 在 す る。 また同 材

料 の種 皮 からアノしカ リで得 られるキシログルカ ンは フ コ」ス を含 む とい う事 実 に よ って も支持 され る。

一 方 ,最 近,Labavitchら 及 びJacobsら は,Peastem切 片 の オ ー キ シ ンあ るいは,低PH誘 導

の仲 長 時 に壁 キ シPグ ル カ ンが遊 離 して可 溶性 キ シ ρグル カ ンにな る こ とを14Cラ ベ ル実 験 の結 果 か ら明 ら

か に してい る。 本研 究 にお い てBS-XGとHC-XGの 分 子 量 の間 に
.大 きな違 い が認 め られ た こ と・更 にキ シ

ロ グル カ ナ ーゼ の存 在 が明 確 に さ れ た こ とは,壁 キ シ ロ グル カ ソの遊 離 は,そ の一 部 が キ シ ログル カ ナ ーゼ に

よ り分 解 を 受 け てBS-XGを 生 ず る こ とを示 唆 して い る。 今 後 この キ シ ログル カナ ー ゼの細 胞 内分 布 を調 べ
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ること,更 に,分 離精製 し性質を検討することが必要であろう。

また,豆 科幼植物細胞壁中にフコースが規則性をもって結合 しているキシログルカンの存在を明確にしたこ

とは,こ れまで フコースに特異的に結合する.レクチソが豆科植物から得られているが植物体内での生理的役割

が棚 であること鰭 燭 ・こρ ・・チ・とキシ・.グ・レ均.・及びキ・r塵 カナ認 の細催 伸麟 の櫛 関

係なども考えられ今後の研究に期待 されるところが大きい。
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審 査 結 果 の 要 旨

植物細胞 の伸長 は細胞壁成分の構造 変化による壁の ゆるみに より生ず るとい う説が有 力であ る。 こ

の壁 のゆるみは壁成分 である多糖が部分的に分解を受けるために生ず ると推察 されて いる。禾 本科植

物の子葉鞘 においては,壁 のゆるみに関与す る多糖 は β一1,3:β 一1,4一 グルカ ンであろうと

示唆 されているが,豆 科幼植物 についてはこの点に関 し充分な知見は得 られていない。本論文は豆科

幼植物 において上記の役割 を果たす多糖を検索し,植 物細胞の伸長機構における機能を明らか にしよ

うと試みた ものであるQ

著老 はまず,緑 豆,大 豆お よび ささげの暗発芽下胚軸か ら細胞壁を調製し,分 画を 行ない,24%

KOH抽 出画分か らグル コース,キ シロース,ガ ラク トースお よび,フ コースを構成糖 とする多糖を

均一な状態で分離 した。 上記構成糖か ら成 るキシログルカンはcycam・re培 養細胞の壁か ら分離 さ

れてお り,ま た,あ る種の種子が貯蔵 多糖 としてグル コース,キ シロース,ガ ラク トースか ら成 る多

糖を含有す ることが知 られ ているが,培 養細胞以外の幼植物組織か らこの種の多糖の分離 されたのは

本論文が最初であ る。上記3種 の豆科幼植物細抱壁か ら得 られたキシログルカ ソはセルラーゼに よる

分解産物の検討結果か ら類似の基 本構造 を有す る ことが示唆 され たので,著 者は緑豆か らの標品につ

いて詳細な構造研究を行ないほぼその構造を明 らかに した。 本多糖 の構造はcycamore培 養 細胞か

ら得 られたキ シログルカンの 構造 と類似 しているが,ガ ラク トースの量が多 く,微 細構造には明 らか

に差異が認め られた。

豆科幼植物細胞壁のキ シログルカンは構成塘 として フコースを有 し,貯 蔵性キシログルカソと構造

が異なるので,著 者 はこれ らキシ ログルカソの構造 と機能 との関係を明 らかにす るた め,緑 豆種子中

での本多糖の分布を調べ た。その結果,種 皮,子 葉および胚軸のいずれの部位か らもキ シログルカ ソ

は24%KOHで 抽 出され,得 られた多糖はいずれ もフコースを含ん でいた。 また,一 次壁に富む組

織 ほど本多糖の含量が高か った。 これ らの事実か ら,著 者は フコースを含 むキ シログルカンは セルμ

一ス とかなり強固に結合するか
,複 雑に組み込まれ た形で存在 し,一 次壁 としての役割を 有するもの

と推察 した。

最後に著者は,一 次壁多糖 としての キシログルカンの機能について考察 し,も し本多糖が壁 のゆ る

みに関与す るな ら,壁 伸長時にその一'部が酵素により分解を受 けて低分子の多糖となり,壁 か ら遊離

す るであろうと推察 した。この推察を裏付けるため,著 者は24%KOH抽 出画分以外の画分 におけ

る本多糖 の存在を検討 した結果,熱 水抽出画分に24%KOH抽 出 画分の キシログルカ ンより小さな

分子量を有する類似多糖 の存在を確認 し,さ らに幼植物組織に キシログル カン分解酵 素の存在す るこ

とも確認 した。

以上,本 論文は幾つかの新 しい知見を含 み糖質生化学,植 物生化学の分 野に貢献する ところが大き

く,農 学博士の学位を授与するに値す るものと判定す る。
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