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論文内容要旨

序章

  細胞壁は植物細胞の最外層をおおう被膜であり, 植物の形や大きさを最も直接的に規定 してい

 る。 植物の生活環中の主要な過程である“ 生長 "の調節機構を理解するためには, 細胞壁を構成

 する諸成分の構造, 代謝, 機能, そして, それらの問の結合や相.圧作用について明らかにする必

 要がある。

  細胞壁の主成分は多糖類であるが, 壁乾重景の数～20%を占めるタ ンバク質 も, また, 構造タ

 ンパク質や酵素と して, 重要な役割を担っている。 これらのうち, ヒ ドロキシプロリンを含 む糖

 タンパク質 (Hyp - GP)については, 比較的良く調べられており, この糖タ ンバク質は, 壁多

 糖聞に架橋して細胞壁を固く し, 生長を抑える働きを持つと考えられている。 しかしながら, そ

 れ以外のタ ンパク質の構造や機能については, 不明な点が多い。 とりわけ, 生長生理学上輿味深

 い系であるイネ科植物の子葉鞘では, 細胞壁中の Hyp の量か少なく, 他のタ ンバク質の性質が問

 題になる。

  本研究は, イネ子葉鞘を材料とし, Hyp -GP 以外の細胞壁構築に関与するタ ンパク質の存在

 の可能性を険討 し, その性質について明らかにすることを目的とした。 その結果, 未報告の糖 一・

 アミノ酸結合, アスパラギンーN -N 一アセチルグルコサミン (Asn -N-GlcNAc)を含む糖タ

 ンパク質 が細胞壁中に存在することが明 らかとなり, 同結合周辺部の部分 構造か推定された (第

 一章)。 また, この糖タ ンパク質が細胞壁伸展性の調節を通 して生長抑制 や生長停 止に関与 して

 いることが示された (第二章)。

 第一章 細胞壁中に存在ずるグルコサミン含有糖タンパク質の部分構造

  細胞壁中に Hyp 一一GP 以外の 糖 タ ンパク 質 が存在するか 検討するため, 細胞壁に含ま れる糖一

 アミノ酸結合の種類について調べた。 まず, 細胞壁をヒ ドラジン処理してアミノ酸組成の変化を

 追跡したところ, ス レオニン, セリン, アスパラギンおよびアスパラギン酸量の減少か認められ

 た。 また, NaOH-NaBH4 による限定分解, 還元の結果, やはりこれらアミノ酸の量が減少した。

 この時, アラニン量は増加したが, α一アミノ酪酸は生成 しなかった。 以上より, 細胞壁中にセ

 リ ンおよ びアスパラギンと糖 残基 との結合 か存在する可 能性が示さ れ た。

  細胞壁中 に存在する糖 一ア ミノ 酸結合の種類をより明確にするため, NaOH処理時の還元剤と

 してNaB3 H4を用い, 結合に関与 している糖, アミノ酸残基を 1票識 し, 同定した。 NaOH -NaB

 3H4 処理した細胞壁のアミノ酸分画を TLC で展開すると, 二つの 放射活性 の ピーク が認め られ
 た。 このうちの一方は, 標準物質の位置より, アラニンであることが示され, グリコシ ド結合す

 るセリンの存在が確認された。 しか し, 他の ピークに関 しては, 相当するアミノ酸が見当らず,

 実体が問題となった。 そこで, NaOH 濃度を変更 してこの ピークの生成に対する影響を調べたと

 ころ, この物質 は中程度のアルカ リ耐性を示 す糖 一ア ミノ 酸結合を 構成 していると判明 した。 さ
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 らに, Na OH-NaB3H4 処理後の加水分解条件の変更や, あらかじめ 〔!4C〕一 グルコサミンを取

 り込ませた細胞壁の NaOH-NaB H4処 埋の結 果を考慮 して, この ピークは, Asn -N -GlcNAC

 結合の グルコサミ ン残基に由来すると考えられた。

  一方, NaOH-NaB3H4 処理した細胞壁の中性精分画に含まれる標識産物は, ガラクチ トール

 だけであった。 NaB3H4 によ る細胞壁標識量に対するNaOH 濃度の影響は, グルコサミンとセリ

 ンとの結合を否定するので, ガラク トースがセリンと結合 していると考え られる。 以上の様に,

 イネ子葉鞘細胞壁中に, セリンー O一 ガラクトース, Asn -N-GlcNAc の2種の糖 一アミノ酸

 結合が存 在することが示された。

  高等植物 の細胞壁 にAsn -N-G lcNAcを含む糖タ ンパク質 が存在するという報告はな い。 その

 存在を確認 し, 性質 について明らかにするため, イネ子葉鞘細胞壁の 一部をプロテアーゼ処理で

 遊離させ, 精製, 分析した。 細胞壁をスブチリシン処理すると, 重量ベースで 2,5% のヘキソサ

 ミンを含む成分が遊離された。 このうちの糖鎖を含む部分を, GlcNAc, あるいは, マンノース,

 グルコース残基を特異的 に吸着する レクチ ンを用 いたア フィニティクロマ ト グラ フィーにより精

 製し, ゲルろ過で分画化した。 中性糖としてはマンノ ースのみから成り, セリ ン, グリ シンに富

 む糖ベブチ ドが得られた。

  この糖ペプチ ドのうちの精一アミノ酸結合周辺部分を, さらに, 他の型のプロテアーゼによる

 分解と, アフィニティ, ゲルろ過, イオ ン交換等のクロマトグラフィーの繰り返 しによって精製

 し, 最終的に, グリシンをN末とするヘプタペプチ ドを含む糖ペプチ ドを得た。 この糖ペプチ ド

 を構成するアミノ酸のうちで糖残基と結合 し得るものは, Asn だけであるので, Asn -N-GlcN

 Ac 結合が存在するのは明らかである。 また, 同糖ベプチ ドは, α一マンノ シダーゼ, エンドー

 β一N一アセチルグルコサミニダーゼD, および, アーモン ド由来グリコペプチダーゼによって

 分解され, 典型的なアスパラギ ン結合型の糖鎖構造を有するこ とが示された。

  以上の様に, イネ子葉鞘細胞壁中には, Hyp -GP 以外に, アスパラギン結合型糖タ ンハク質

 も存在 している。 高等植物の細胞壁にヘキソサミ ンが含まれることが指摘されながら, その由来

 は不明のままであったが, 本研究により, 少なくとも一部は糖タ ンパク質の成分として存在 し,

 細胞壁構築に役立っていることが明らかとなった。

 第二章 細胞壁中に存在するグルコサミン含有糖タンパク質の生理的機能

  前章で述べた研究の結果その存在が示された グルコサミン含有糖タ ンパク質は, 細胞壁の一成

 分として, 様々な壁の機能 に関与 しているものと考え られる。 この糖タ ンパク質の生理的 機能,

 特に, 生長調節における役割を明らかにするため, 培養条件の変更や生長ホルモン投与によって

 生長速度を変化させた時にその量がどのように変動するか調べ, また, 逆に, この糖タ ンパク質

 量を増減させる化合物 が生長速度や細胞壁伸展性にどのよう に影響するか 検討した。

  イネ子葉鞘の伸長生長は水中培養により促進され, 気中 ≠.水中の培養条件転換に伴って, 生

 長速度の増減が認められる。 この糖タ ンパク質量の指標となる細胞壁のグルコサミ ン含量は, 水
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 中培養子葉鞘では明らかに少なく, 水中 #} 気中の転換に伴って増減した。 水中における1申 長促

 進は細胞壁伸展性の増大によることが知られており, 水中では, この糖タ ンパク質の量が少なく

 保たれる結果, 細胞壁が伸びやすくなり, 伸長が促進されるものと理解される。 また, 細胞壁中

 の グルコサミ ン量は, 子葉鞘の生長が停 止する時期に急増 し, この糖タ ンパク質 が生長停 1ヒにも

 関与 していることを示唆す る。

  イネ子葉鞘の生長に影響するホルモ ン類のうち, オーキシンによ って伸長生長が促される場合

 には, 細胞壁中の グルコサミ ン量は低く保たれていた。 オーキシンの生長促進効果は, 主に, 細

 胞壁伸長性の増大によってもたらされたものであり, オーキシン作用の少なくとも一部は, この

 糖タ ンパク質の量を少なく維持する結果生 じたと考えられる。

  ところで, この糖タ ンパク質の合成において, グルコサミン残基の供給は重要な調節過程であ

 るが, それは, 主に, フルク トースー6一リン酸のアミノ化によってまかなわれている。 また,

 これとは別に, 外から与えた グルコサミンも, ヘキソキナーゼによりリ ン酸化され, 活発に利用

 される・ そこで, この過程におけるアミノ基供与物質, および, グルコサミンの生長に対する影

 響を調べた。 これらのうち, グルコサミンおよびアンモニウムイオンは, インタク ト系, 切片系

 の伸長生長を抑制 した。 この時, 細胞壁中の グルコサミ ン量は増加しており, 生長パラメータと

 の間には, 強い負の相関が認められた。 子葉鞘の生長速度とこの糖タ ンパク質の量とは密接に関

 連していることになる。

  一方, グルコサミンー6一リン酸合成を阻害するアザセリン, および, アスパラギン結合型糖

 タンパク質の合成において重要な脂質結合中間体の形成阻害剤ツニカマイ シンは, イネ子葉鞘の

 伸長生長を促進 し, 応力緩和法によって測定される細胞壁伸展性を増大させた。 また, 両阻害剤

 の存在下で, 細胞壁中のグルコサミン量が低く保たれるか, あるいは, 酔C〕 一グルコサミン

 の細 胞壁への取り込みが減少 した。 こ の糖タ ンパク質 の合成抑制 によって細 胞壁が柔らかく保た

 れ, その結果生長が促進される, という機構が考えられる。

  これらの結果は, イ ネ子葉鞘細胞壁に存在する グルコサミ ン含有糖タ ンパク質が, 細胞壁伸展

 性を低 一ドさせて生長を抑制あるい は停 止させる働きを持つことを示している。 もちろん, 生長調

 節には, 他の多くの要因も関係 しており, この糖タ ンパク質の役割だり・ では説明できない例 も見

 受けられた。 しか しながら, 生長速度とグルコサミン含有糖タ ンパク質量との関連は, 幅広い条

 件下で認められ, この糖タ ンパク質は, 生長調節因子として, 普遍的な重要さを保持しているも

 のと思われる。

  なお, パルス ーチェィスによる 〔14C〕 一グルコサミンの取り込み実験の結 果, この糖タ ンパ

 ク質が原形質内の顆粒分画で合成され, その過程がツニカマイ シンによる特異的な阻害を受ける

 ことが判明した。 同糖タ ンパク質は, 一般的なアスパラギン結合型糖タ ンパク質と同様 の経路で

 合成さ れる もの と考え られる。

 以上の様に, 本研究によって, イネ子葉鞘細胞壁中に未報告のアスパラギン結合型糖タ ンバク
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 質が存在 し, 細胞壁構築に関与して生長を抑制する働きを担っていることが明らかとなった。 植

 物の生長速度は, 生長を促す要因と抑える要因のバラ ンス の上に決定されるが, この糖タンパク

 質は後者 の中で重要な役割を果していると考え られる。 この糖タ ンパク質 と他 の細胞壁成分との

 結合の様式等, 本研究の結果生み出された新たな問題を引き続き解明する必要があるが, この新

 しい壁成分の存在を考慮することによって, 細胞壁構造の, そして, 生長調節機構の理解がより

 発展 するものと期待さ れる。
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 論文審査の結果の要旨

  高等植物の細胞壁構造は結晶性のセルロース微繊維とその間を埋めるマ トリックスから成る。

 マトリックスの主要成分は多糖類であるが, ある種の糖タ ンバク質 も共存することが知 られてい

 る。 従来, イミノ酸のハイ ドロキシプロリンを多く含む糖タンパク質 (Hyp -GP) がマ トリッ

 クス・ゲルの 構造成分として広く高等植物の細胞壁に存在 し, 特に双子葉植物において含量の多

 いことが報告されている。 本研究は, 単子葉植物のイネの1次細胞壁中の構造性タ ンパク質につ

 いて, Hyp-GP 以外の糖タ ンパク質の存在をさ ぐることから始まった。

  最初に, 細胞壁構造中の糖 一アミノ酸結合を知るため, 細胞壁標品のヒ ドラジン処理, アルカ

 リ性 NaB3H4 による限定分解, 還元前後におけるア ミノ酸組成の変化と 3H 標識生成物を調べ

 た。 その結 果セリンーガラク トース結合の他に糖残基 と結合するアスパラギンの存在が推定 され

 た。 そこで, あらかじめ 14C 一グルコサミンを取りこませた細胞壁を処理 し, グルコサミンーア

 スパラギン結合の存在を確認した。 グルコサミンを含む糖タ ンパク質は, これまで高等植物の細

 胞壁では知 られていなかった ものである。

  この成分について, さらにくわしく調べるために, 細胞壁をプロテアーゼのス ブチリシンで処

 理 し, 遊離 してくるヘキソサミ ンを含 む糖ペプチ ド成 分を レク チンを用 いたアフィニティ ・ク ロマ

 ト, ゲル炉 過法で分離, 精製した。 その結果, グルコサミンの他, 中性糖としてマンノースのみ

 を含み, セリ ン, グリ シンに富む糖ペプチ ドを得た。 精一アミノ酸結合周辺部の構造を知るため

 に, 他のプロテアーゼによる分解とクロマトグラフィーによる分画, 精製を進め, グリシンをN

 末端とするヘプタペプチ ドを得た。 これについて特異的 グルコシダーゼ, グリコペプチ ダーゼに

 よる分解からアスパラギ ン結合型 の糖鎖の存在を実証 した。

  この新 しく 見出 した グルコサミ ンを含む糖ペプチ ド (GAGP) の生理的役割を 険討するため

 次のような実験を行ってい る。 イネ子葉鞘の水中, 気中における伸長速度変化, aging, オ ーキ

 シン処理等において, 成長速度とGAGP 含量との問に相関が認め られた。 一般的にこのGAG

 P の生成 が細胞壁の成長に抑制的 に働く ことが示唆された。 これに関連 してGAGPの合成を阻

 害するア ザセリンやツニカマイ シンの効 果を調べた。 ツニカマイシンによ 二) て 14C一 グルコサミ

 ンの取りこみが阻害され, 同時に成長促進効果が認められた。 また, 細胞壁の粘弾性測定をあわ

 せて行い, この糖タ ンパク質の合成が抑制されると, 細胞壁の伸展性が高い状態に維持されるこ

 とを明らかにした。

  以上, 細胞壁の新しい成分を見出 し, その生理的役割についても示唆に富む知見を得たことは,

 植物細胞の成長機構の解明に寄与するものであり, また保尊隆享が自立して研究活動を行なうに

 必要な高度の研究能力と学識を有することを示 している。

  よって, 保尊隆享提出の論文は理学博士の学位論文と して合格と認める。
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