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論 文 内 容 要 旨

序

Ribulose-1,5-bisphosphatecarboxylase/oxygenase(EC4 ,1.ユ.39,以 下RuBisCO

と略 する)は 光合成 のCO2固 定 と光呼吸の基質生成 を同時 に担 う2つ の機 能 を もつ酵素 で ある

とともに,成 熟葉 においては可溶性蛋 白質 の半分を占め, .地球上で最も多量 に存在する蛋 白質ぞある。

RuBisCOは タ バ コ葉か ら初 めて無色 ・無 味 ・無臭 の結 晶体 と して単 離 された。 タバ コは他 の

植物 の場合 と違 って,葉 の抽 出液を脱 塩す ることでRuBisCOが 比 較 的容易に結晶化 す る。 また,

タバ コのRuBisCOは 必 須Amino酸 の含 量がFAOの 標 準蛋 白食品 の ものに比べ2倍 も高 く,栄

養価 もca§einよ り高 い。

以上,す なわち結晶化 の簡便 さと栄 養価の高い ことか ら,最 近タバ コ葉 のHomogenateを 作

りR・Bi・CO蛋 嘩 抽騨 離し・.騨 や燗 の鱗 款 は家畜の鵬 として利用レ・鞘 残渣

は喫煙 物質の製造材料に利用す ることが考え られてい る。 このprocess全 体 は,Homogenized

LeafCuring-TobaccoProtein(=HLC-TOBPRO)と 呼 ばれている。 しか し,こ の方法 にはま

だ数 多 くの問題点が残 されて お り、,そ の手法 を実用化す るにはい くつか の解 明すべ き点が ある。

RuBisCO蛋 白 の利用 という観慮均》らの重要 な点 は,.純 度 の高いRuBisCO蛋 白を大量生産す る

ことである。 その ため には,RuBisCO蛋 白含量 の高 いタバコ葉の生産 とその葉か らRuBiscO

蛋 白 を高収率で回収することが重要 となる。.しかしなが ら,今 日までのRuBisco蛋 白 の利用 に関す

る研究め 多くは栽培単位面積 当 りのタバ ゴbiomassの 絶 対量の増収法 に集中しており,RuBisCO蛋

白含量の高いタバコ葉の生産 という観点 から扱 ったものは少ない。また,葉 か らのRuBi6CO蛋 白.の

回収率 の向上のために抽 出条 件や その際,問 題 とな るRuBisco蛋 白 の分 解を詳細 に検討 した研

究例は ほとん ど見 られな い。

そこで本研究 は特に,タ バ コ葉 のRuBisCO蛋 白の利用 という点 に注 目 し,そ の 基 礎 と.なる以

下の研究を行な った。 まず,タ バ コを栽培 しRuBisCO蛋 白の葉中での含 量の変 動 と窒素栄 葉 と

の関係を追 跡 した。次 に,葉 か らのRuBisCO蛋 白 の抽 出条件 と抽出の時 に大 きな問踵 とな る抽

出液中でのその分解 について調 べ,最 後に,RuBisCO蛋 白 の分解 に関与す るproteaseの 性 質 に

ついて調 べた。

第1章 タバ コ葉 の一 生 に お け るRuBiscoの 量 的 変 動 と

protease活 性 との関 係

RuBisCO蛋 白含量は,葉 のageに よって大き く異なることが,水 稲や小麦 な どの主要作物で

明らかにされている。 しかしタバ コにおいては,RuBisCO生 産の上で参 考になる詳細 な研究例

がほとんど見 られない。本章では,RuBisCO蛋 白含量の高い葉の生産 における基礎的な知見を

得るために,葉 の一生を通 してRμBisCO蛋 白量の変動,窒 素栄養の影響,そ してタバコ葉の抽

出液か らRuBisCO蛋 白を回収する際に問題 となってくるprotease活 性と葉ageと の関係につい
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て追跡 した。

タ バ コ 葉 の 一 生 に お け るRuBisCOの 量 的 変 動

葉の一生を通 してRuBisCOの 量的変動を調べた。7葉 期の苗を4-1iterpotに 移植 、し,ガ

ラス室内で栽培 した。下から数えて10番 目の葉を試料 とし,そ の成長 ・老化の過程 について調べ

た。すなわち,葉 長が1cmに なった日

を出葉の初 日とし,葉 の先端部が枯死

するまで5日 おきに分析を行な った。

可溶性蛋白質は,Kjeldah1窒 素量 に

蛋白係数6.25を かけて算出 し,Ru-

Bisco含 量は可溶性蛋白画分をSDS

-PAGEを 行なった後に
,Densitometer

(ShimadzuCS-930)で 定量 した。

葉一枚当りの可溶性及び不可溶性蛋

白質の量は葉の展開がほぼ終わる出葉

後20日 目頃に最大に達 した。その後は,

両画分の蛋白量ともに徐々に減少 し続

けたが,ChIorophyl1含 量の減少が著し

くなった35日 頃を境に,急 に減少 した。

可溶性蛋白質中に占めるRuBisCO

の量的割合は,葉 の出葉展開に伴い急

激に増加 し展開終了直後の出葉後20日 頃

には60%程 度までに達したが 老化後期

には25%前 後にまで減少した(Fig,1)。

このことから,RuBisCOは 葉の展

開期において活発に生合成され,老 化

期においては他の蛋白質に比較 してよ
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Fig.1ChangesintheratioofRuBisCOtosoluble
proteinandRuBisCOcontentInthe10thleaf
duringthelifespanoftobaccoleaf.Theamount
ofsolubleproteinwasdeterminedastheNcontent
withNessler'sreagentafterKjeidahidigestion,
usingTCApreclpltate,andtheamountofprotein
wascalculatedbymultiplyingitsNcontentby
6.25.TheratioofRuBisCOtosolubleproteinwas
determinedusingSDS-PAGEwithaDual-wavelength
ChromatoScanner(Shlmadzu,CS-930)at565nm.

り早 く分解される蛋白質であることがわかった。また,RuBisCO含 量はChlorophyll含 量と高

い正の相関関係が認められ,葉 色はRuBisCO蛋 白含量の高い葉を収穫するための実用 的な判断

基準 として有効であることを確認 した。

RuBisco含 量 に及 ほ す 窒 素 栄 養 の 影 響

培葉液の窒素濃度を変えて砂耕栽培 し,そ の第13番 目の葉について2週 間おきにSamp茎ingし,

葉中のRuBisco含 量を分析 した。 唱

窒素の増施によって葉一枚当りの新鮮重,可 溶性蛋白量,お よびRuBisco含 量の増加が認め
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られた。 このことよ り窒素栄養 を充分 に

す ることか,RuBisCO量 の増 大 に有効

で あることがわか った。

RuBisCOの 消 長 と

protease活 性 と の 関 係

葉の一生 を通 して,RuBlsCO蛋 白 の

消長 とprotease活 性 との関係を調べた。

protease活 性 は,葉 の粗抽 出液を用い,

pH5.5,7.0お よ び8.5の 条 件下で,

caseinを 基 質 に40℃ で3時 間mcuba-

tlonし 測 定 した。

proteaseの 活性 は葉令 によらず 常に酸

性側で アル カ リ側よ り高 か った。そ して,

これ らの活 性はRuBiscOの 含 量が著 し

く減少 する老化初期か ら中期 にか けて は

徐 々に上昇 し,葉 の枯死 の直前 に急上昇

した(Fig、2)。

この よ うな結果 は,RuBisCO蛋 白含

量 の高 いタバ コ葉の生産 において,収 穫

す る葉 のageが 重 要 である ことを示 して

い る。す なわちRuBisCO蛋 白 の抽 出利

用のためのタバ コ葉 の収穫時期 は,R膨

BiscO含 量 の高い出葉後20日 目頃か ら,

pn)tease活 性 が上昇する前の 出葉後30日

目の間が適 当で あると結論 された。
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Fig.2Changesinsolubleproteincontentand
casein-proteolyticactiviyinthe10thleafduring
thelifespanoftobaccoleaf.Thecrudeextracts
weredesaltedonSephadexG-25equilibratedwith
10mMcitrate-phosphatebuffer(pH7.0),andused
toassayproteolyticactivity.Thereactionwas
carriedoutat40ｰCfor3h,andterminatedby7.5%
(w/v)TCA.Theamountsofacidsolubleamino
acidsweredeterminedbyNinhydrinreaction.

第2章 タ バ コ葉RuBiscoの 抽 出条 件 とそ の分 解

第1章 において,葉 の一生を通 したRuBisCO含 量の消長とprotease活 性との 関係について

詳細に調べた。その結果,葉 の収穫時期が重要な因子であることと,抽 出にあたって問題 となる

protease活 性は老化後期に急上昇することがわかった。

本章では収穫 した葉よりRuBisCOを,可 能な限り大量にかつ未変性の状態で抽出できるbu-

fferの 条件を,葉 令の異なる葉を用いて詳細に検討 した。
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磨 砕bufferのPHが,葉 蛋 白

の 抽 出 及 び 分 解 に及 ぼ す 影 響

可溶性蛋白の抽出及び分解に及ぼすpH

の影響をpH5.5か ら8,5の 範囲で調べた。

蛋白分解活性は,そ れぞれ異なるbuffer

で調製 した粗抽出液を,40℃,・3時 間の

incubationか,ま たは0℃ で24時 間保存

した後に残存する蛋白量から求めた。

抽出蛋白量は酸性側のbufferで 低 く,そ

の傾向は生長葉にくらべ老化葉でより著 し

かった。蛋白の抽出量が一番多か ったpH

7.5に 比め『,pH5.5に おいて はその

84～73%ほ どであった。粗抽出液中の

RuBisco蛋 白の分解活性は酸性側のpH

5.5で 最 も高く,そ の傾向は生長中の葉よ

り.も老化葉で特に著 しか った(Fig.3)。

すなわち,タ バコ葉の可溶性蛋白質の調

製の際のbufferの 条件としては,pH7.5

付近の中性域が適当で,し か も老化葉より

も生長中の葉がより有利であることがわか

った。

磨 砕bufferの 構 成 成 分 の 影 響

磨砕bufferの 構 成 成 分 として一般

に よ く添加 され る還元剤 をは じめ,

gIycero1,EIγrA等 の いくつ かの成分

について,そ れ らの可溶 性蛋白の抽出

及 び分解 に及ぼす影響 を調べた。

検 討 した構成成分中,NaC1の 添加

は抽 出蛋 白量を15%ほ ど増加 させ,そ

して12.5%(v/v)のglycero1の 添

加 は,特 に低温で長時間保存 す る時,

蛋 白の分解 を抑 える効果 がみ られた。

しか し,30mM2-mercaptoethano1

や1πMEIπAの 添加 はincdbationの
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TablelEffectsof2-MEondegradation

ofsolubleproteinandreleaseofaminoacids
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温度に関わ らず蛋白の分解を著 しく促進することが認められた(職ble1)。

第3章 タバ コ粗 抽 出液 中 のproteaseの 種 類 とその性 質

第2章 で,抽 出bufferのp耳 は蛋 白の抽 出量及 び分解 に大 き く影響 し,酸 性側 のbufferに

2-mercaptoethanlを 添加 した場合,可 溶性蛋 白質 の分解 を著 しく促進す る ことがわ かった。

本章で は,粗 抽出液中のRuBisCOの 分 解 に関与す るproteaseの 性 質 につ いて調べ た。

タ バ コ 葉 か ら のRuBisCOの 結 晶 化

proteaseに よ るRuBisCO蛋 白 の分解 を見 るため必 要 なRuBisCO蛋 白 を,Loweの 方 法 をもと

に一部改良 した操作によ り結 晶と して得 た。SDS-PAGEで 調 べ た結晶RuBisCO蛋 白 の 純 度 は

96%で,RuBisCO結 晶 は3ケ 月

間の間 はSDS-PAGEで 調 べ た限

り分解 され なか った。

RuBisCO蛋 白 を 含 ま な

いprotease酵 素 液 の 調

製 法 の 検 討

proteaseに よ るRuB嬉COの 分

解 の様 子を正確 に知 るためには,

RuBisCOが 含 まれていない酵素液

を調製 して反応 に用 いる必要 があ

る。そのため,第2章 の結果 を考

慮 して,RuBisCOが 残 存 して い

な いprotease酵 素 液 の調 製 法 及

びその利用性 を検討 した。

粗抽 出液 にGel炉 過 とDEAE-

cellulosechromatographr法 を

直接用 いる方法 は,RuBisCO蛋

白の除去 に有効で なか った。様 々

な方法 を検討 した結果,粗 抽 出液

のpHを5.5に 調.整 し40℃ で3時

間pre-incubationす る ことが;

粗 抽出液か らのRuBisCO蛋 白 の

除去 に有効であることがわかった。
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その際,proteaseの 総 活牲,お よび蛋 白あた りの比 活性 は ともに上が ることがわか った(F量g4)。

これは,粗 抽 出液 中には不活 性型 のproteaseが 存 在 し,そ れ らが,pre-incubationに よ って活

性化 されたか,ま たはproteaseの 不 活性化因子 がpre一 ・incubationに よ り除かれた ことなどに起

因 した結果 と思われ た。粗抽 出液のpre一 五ncubation法 は,protease活 性 を低 下 させず に粗 抽

出液中のRuBisCO蛋 白 を除去 できる

ことから,粗 抽出液中のproteaseに

よるRuBisCO蛋 白の分解 を見るため

の酵素液の調製法として利用で きると

判断 した。

粗 抽 出 液 中 のproteaseの

性 質 に つ い て

老化葉 を用い,pre-incubation法

で 粗protease酵 素 液 を調製 した のち,

硫 安分画,DEAE-celluloseカ ラ ムク

ロマ トで分画 を行 な った(F壼g .5)。

caseinを 基 質 として 測 ったprotease

の 活 性 は,非 吸着画 分 と吸着 画分 に分

け られ,吸 着画 分では3つ の肩 を もつ

大 きな一つpeakと して 現われ た。

吸着画分を4つ のFractionに 分 け,そ

れぞれ濃縮 して か らSephadexG-100

で ゲ ル濾過 し,活 性画分 の中央部を集

め,そ れ ぞれの画分 のproteaseの 性

質 を比較 した。

至適pHは いず れのpeak画 分 もpH

5.0～5.5に あ って,そ のpH条 件下

でRuBisCO蛋 白 を分解 した。prot-

easeinhibitorに 対 す る影響 を調 べた

ところ,DEAE-cellulose非 吸着 画分

と吸着 画分 とにおいて大 きな差が見 ら

れ たb.

非 吸着画 分の活 性 はthiol,serine,

meta1,asparticproteaseのinhibi。

torに よ ってはほとんど阻害されなかった。
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そ れ に 対 し,吸 着 画 分 のFractionは 組ctivator・ やlnhibitorlこ よ っ てFractionご とに 異 な る程

度 で 影 響 を 受 け て い た(騒ble2)。

これ ら の こ と に よ り,タ バ コ葉 の 粗 抽 出 液 に は,serineprotease,thiolproteaseを 主 体 と

した 複 数 のproteaseが 存 在 して お り,DEAE-celluloseに よ り 分 画 さ れ た 各Fractionに は こ れ

ら が 異 な っ た 比 率 で 混 入 して い る と 考 え られ た 。

ま と め

タバ コ葉のRuBisco蛋 白の抽出利用 とい う観 点か ら,純 度 の高いRuBisco蛋 白 の 大 量 生 産

のための基礎的な研究を行 な い,以 下の結 果を得た。

1)RuBisCO蛋 白は葉の展 開期 において活発 に生合成 され,老 化期 にお いてはよ り早 く分解 さ

れ る蛋白で南 ることがわか った。また この蛋 白は葉 の一生 をお いてChlorophyll含 量 と高 い正

の相関関係が認め られ,葉 色 はRuBisCO蛋 白含量 の高い葉 を収 穫す るための実用的な判断基

準 と して有効であ ることを確認 した。

2)RuBisco蛋 白生産 のための葉 の収穫時期 は,RuBiscO蛋 白含量 が最大 に達 した 出葉後20

日 目頃か ら,protease活 性 が上昇す る前の 出葉後30日 目の間 が適 当で あると結 論された。

3)RuBisCO蛋 白 の抽 出の際 のbufferの 条 件 と しては,RuBisCO蛋 白 の抽 出量 が多 くかつ そ

の分解度が低 いpH7.5付 近 の中性域が適当で,粗 抽 出液 を低温で長時間保存す る時,glycerol

の 添 加はRuBisco蛋 白 の分解を 抑え ることが明 らか にされ た。

4)老 化 したタバ コ葉 よ り調製 した粗抽出液に は,酸 性側でRuBisco蛋 白 を強 く分解す る

serineprotease,thiolproteaseを 中 心 とす る複 数 のproteaseが 存 在す ることが示 され

た。 それ らはDEAE-cellulosechmmatographyに よ り,5つ のFractionに わ け られ,pro-

teaseinhibitorに よ る阻害 の程度やRuBisCO蛋 白 の分解 の しか たは,そ れ ぞれ のFraction

で 微 妙に異な っている ζとが認め られ た。
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審 査 結 果 の 要 旨

光合成におけるCO2固 定酵素 としてのRuBisCO(Hbulose-1,5-bisphosphatecarboxylase

/oxygenase)は,成 熟葉では可溶性蛋白の約半分を占め,植 物葉中でもっとも多量に存在する'

蛋白である。タバコ葉からはRuBiscoが 比較的容易に結晶として得られその栄養価 の高いこと

から,近 年,こ の蛋白をタバコ葉の磨砕液から単離 して医薬あるいは飼料として利用 し,抽 出残

渣を緩和な喫煙物質の製造に用いることが提案されている。

本論文は,タ バコ葉蛋白の利用に関 して,RuBisco含 量の高い葉の生産 と,高 収率での蛋白抽

出条件を中心 として基礎的問題を解明したものである。

まず栽培実験によ り,タ バ コ葉の一生におけるRuBlsCOの 量的変化,窒 素栄養の影響,抽 出液

中のpr。tease活性の変動などを調べた。RuBICO蛋 白生産のための葉の収穫時期は,こ の蛋白含

:量が最大に達する出葉後20日 目頃から,protease活 性が上昇する以前の出葉後30日 目の間が適当

であること,蛋 白含量とクロロフィル含量 とは高い正の相関関係が あるので葉色はRuBisco含

量の多い葉を収穫するための有効な基準として実用的であることを確認 した。

抽出条件として,pH7.5付 近の中性bufferが 適当であ り,粗 抽出液を低温で長時間保存すると

きにはglycerolの添加カミRuBisCO分 解を抑えることなどを認めた。さらに,老 化葉で高まる蛋白

分解活性は酸性側で強 く,そ れには性質の異なる複数のproteaseが 関与することを明らかにした。

以上のように,本 論文はタバコ葉からのRuBisco蛋 白の抽出利用に関す る基礎的問題を解析

したものであ り,著 者は農学博士の学位を授与される資格を有するものと審査員一同は判定した。
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