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ABBREV工AT工ONS

ADp : adenoslne dlphosphate

AMP : adenosine monophosphate

ATP : adenoslne triphosphate

BSA : bovine serum album土n

CPP : cytld土ne dlphosphate

CM : carboxymethyl

CoA : coenzyme A

DEAE : d土ethylam土noethyl

DTT : d土th土othre土tol

EDTA ; ethylened土am土netetraacetate

FAD : flav土n aden土ne dlnucleot土de

FMN : flavin mononucleotide

=TLC : instant thin-layer chromatography

mRNA : messenger ribonucleic acid

NADH : reduced n土cot土nam土de aden土ne d土nucleot土de

NADP+ : oXid土zed nicotlnam土de adenine d土nucleot土de

phosphate

NADpH : reduced n土cotinam土de adenlne d土nucleot土de

phosphate

NMR : nuclear magnetic resonance

pOPOP : 1.4-b土s【2-(5-phenyloxazolyl) 1benzene

PPO ･ : dlphenyloxazole

SDS : sodium dodecylsulfate

TLC : thin-layer chromatography

でr土s : tr土s (hydroxymethyl) am土nomethane

UDPG : uridine 5■-diphosphate α-D-glucose
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･フぞし､3ル＼が梅りて音質TJrn題乙､､わ/) ､争く
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乏しく､イソ7ラ'TIノ イドや七) ､ 7Z-スキ､

ソテノしペン寄席々後々てIlわ5
o敗フてヨTこ､

そ(tらc)托畠他乙示す機構t,う泉々てttわ5うし

･凍えりれ乙いる｡イ)TごメアマロンPヾ托歯性乙

示す√~フ0)理由Lし乙､畏由増の呼吸三合性
も押iSしLが敵缶亡れてい孟｡

ワッマイt塊根のチノしペノイドノか成糸Jま､

/他q7イソアL,ノイド令凧糸ヒ同線に､孟す了

ト7ZテJL,C/oA乙払魔物管LL, ､碑連絡長L尊ん
られくし､ a 3-kychox伊-3-7,竿1)甘抑-9RCOA

j2e6LLLCjaJj?,によ5澄元えJ苑､乙経由レ､
7oしニ

ノしLo□/)ン晩乙各成す3(回之)
o こクレrこ

突風しTこ代鞠経路てい谷成ごれT-こ7bレニ′しLo口

/)二晩lヨ,芝d)後席巾て夜施こ'平､フサ､ソマイノ
l I



*

モJて特項TJ鮭_路lこ£フ て代簡ごれよ(也

そd7夜潅ぐ(I
､靖葡o)炭素骨格がfrタ取ご

こLI冒勿倫､二轟々0)斡旋乙l酪.素見をアニ

各が導入ごれよこいこt,CLl可しぞし-3｡

きL.チ)L,C/oAカ＼う7ァ1L,辛 IしLo□f)ン鹸_普

経路-1てフl'ぞlよ､組織L-へIL[-I(7己tlTJく

把抽出糸乙和い､放勇･T,性炭素こ一席繊ごれ

何体t,鼻骨ししく酪 宥和l,1確かY)られ

5
｡ア且ナJL,c,oAd)卑生lくtk]与7

S酪泉
/6)

…d)3乙､仰比U純滋cjCLnbo〆鰍＼

ac&+aedeA2!/*滋k50[70粁7aSe
､

c#,ナ〆
Awlheja4L ､ ATP-cl--侮a- ､

coAへ07えゐI,JE1与すま餌東2〉,

ノ

C.

1乙

C,oAカ＼う3~Lドロ千ン3~メ才Iし;"'L夕
3- h4d7 C7X

.'r'叫CoA花んc+a ､メノ(□T';;;;:lii!s!i!!i!!ii
/

LJし

奄

ア

Zい

無

T;

乙

ち

oA

-チ
リ

㌢~
i:コl

ー/

ご三てま2o2古丁ニ'レビu
''l酸へのk),ht

写hヾ､こ0)代納象lく旬与巧

Lが1,5Eru＼dllられてtj I)
､カ＼フ
ヨTくこれウ

泉a7三吉性がフラノテlしペン0)産且Iて見丘

誘導的lて増訂ロマ3こしt,鑑カ＼d7られてtl
い1 ! ､

lて

畠

那

フ

3
＼＼一冊

′ll `.Ill



古

7ァIL-ネソ- )i/以後g)〟,TIOメ了マrj こ/とはし'
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し乙IJ
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I,J*j

ヒ同

三,i/-a

一風にじこlヨ,そわり､ナLトロイ/T=メ了マロ

ンLイ/THアマロンに還jL可S o&kyめo-23)

/pc7"Wa4,i-Dノ-
JuCiwナ-a

藷他
二･7･みが蘇う紬肥

拘虫糸乙･凍出t-iれてし13卜すeL･rJt-
c々こ乙.I

ファIlしネソ- )L,｣人浄o)テ1L^oン生成l-J,fJ与マ

…3酪束■d)一つLして､イ'T{メ了マIjンP､ウイ

･TIメアマロ)
-

1し<07水酸化良克､t∵触吸巧畠
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｡7工二1Lフロロノヾノ
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そd7みrlが如ウれ之L,ょが､セd)最終産物L

し之lす､砲変イLO7賢司L｢J)乙い3j t'ロブ-

･-･ン酪､氷化平射itて魯腎丁寸役割臼旦,ぞt-
3

))グ'ニン､租吻ノ虹色泰Lしそ魯督rJ危置と占

りま■7ラ/Tr)イド類｢JCl､乞d)構塩乙ttt'虹ヨ旦

的彼軌乙11し々席A}裾く乙しわ3
｡これウ79穐｢J代

漸産均lす､ 71ニIレフoロバノイド代蘭糸､す

川TJわラフ1ニ1L-アラニンカ＼うシ7- t3ン酸ヨ乙.'

o7八潮免路p､う舟及して産且三れ3 (回3).
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26)
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A･ m土crosomal type

=. single electron transport system

(i) NADPH → NADPH-cytochrome P-450ーcytochrome P-450-→02

reductase

(2) NADH →NADH-cytochrome p-450 -→cytochrome P-450→02

reductase

Ⅱ･ multiple electron transport system

(3) NADPH 1 NADPH-cytochrome P-450+) cytochrome P-450

reductase

[substrate
cytochrome p-450-substrate complexー02

NADH→ NADHTCYtOChrome巨5→ cytochrome生5

reductase

B･ m土tochondrial type (bacterial type)

【m土tochondria】

(4) NADPH-→NADPH-ferredoxin→ ferredoxin →cytochrome P-450→02

reductase

【bacter土a】

(5) NADH→ NADH-ferredoxin→ferredoxin→ cytochrome P1450→02

reductase

Fig. 4. Cytochrome P-450 dependent electron transport systems･
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6'-7rli'Tl-1丸爪､遁d7らL]-,Lてき7''こoそd7箱乳､i7-ソ

1:r･7イモ塊根組卸こお115プラ)乞ス1テノしペ

10)'i息一成経路.ヨ､解糖糸やト') 7] tし,T<､ニ吸

1rイ7ノしd)ようrJ一次代藤一石ミて--tJ･Lt,74･し孟根幹

d71ヨ,ぞL)しr-Jfi=L路乙‥-JrJ(
､経路a7金甲くt'

線々Iて介立えし､ごうLて7ヨ谷泉下3鋼材d7代鞠
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/本紀) oこC7及施年岐I-J/TJL及しrて代簡-,ill-i
令ヨれてしlま争確a77ラノモスうチノし^oン1言､

7ラ⊥現の鹸長上人外1てb夜紋佃d7酪長原3--L

促萄しト合級友化釦初乙''ぁるoこd/,tらc)吸泰

i-',原j-が､i:'o)段階こ●tJO)ようTJ機構乙∵碑入ご

れ3d7か､ヨTてこうしト晩克復}c)碑入が､

)i埋草的,てLtlc)JうrJ東､味t輯,てし1まc7P､

Jてフ､,Zlヨ､略表)g的知見pヾ､極めてiしい現

在､音[-I猛禽d)域乙出てしtrJ'-OIPY現状こ.め

ぃ3 D
43)

/ヲ8L2年､ βLtaka/ヒTLorsQ,レ)言､剛立体吸気

( '%0)て､儒瀦ルTこ介手水酪束こ7JしとH才C,lヱこt'

処理し｢こワッマイi免根絶届い与iL
､組織て''

谷拭こJlし葛碩こA,Lr-1イ/Trfアマロン07マスス

Ir;ペフト)Lを解析しrこ｡乏してそo7未見p＼う､

イ/TJメアマロンに令書れ3 3循d)酪泉 1与)I

外与砿酸鼻D＼り由乱しトt)d)こ●あフて､水や

7ラ/iZスキチノL^oンC)打駈件-ぞt-わまファJし

ネノーJレd7鮫泉廃さカ＼う由泉しrてt)d)乙L')言rJ

･-t,/%鎗レr,t｡ブヨ()盲=頼ん′ITば､､イ/Tごメ､ ∃= l
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アマロンの3佃o)酪克風511ヨチトフロムP-

4ro Jてイえ為しドー原与娘泰希刀□酪束p＼y:(小lこ

簸似しTて酸素率叩略克,てよ)て導入これSこ

じt/ネ唆しrてo fJお､プァ)Lネソ-)La)/イ立

ニー･C7水晩基-t)酪泉原与が.､ 7ラン媛が､形成ごdt

3擬単組lて乞o7ヨヨ組みこヨれまd7乙､L3rJ<､

乞d7荊Jていフ｢二ん乾離し､新｢くに分与祇級太

p＼ラ%,)o7酸素原与βy導入ご4し乙､7ラン現乙
構成す孟酸鼻原与LrJ3t/-ラ争宋一言棒d)～

."輿味現LI
QすTJわラ､こd)一見静的Jてt,L4--L

3酸素原与l-i､宋際ドlす生体1i])こおL-乙､酪

束友元一し褒接Jこかうみ谷)ト経線し希加0)良

勺勿乙-1わ孟こ乙とネ-し乙いこ輿味見､､仁d)P､..初

3 ｡

45)

1:r･一方､ /ヂ82年､入-7=lらIす'4G 乙l'ノ硬磁しに荻

射/性イ/TIOf了マロンL刑tl∈トL--+I-/k験.

L行l･ I TTツマイ土塊_梶組東宮Jてわr)まイ/TIOメ

アマロン07イ1朝食碩frJ幻-g3茄乳と級告し(こo

それlこ∫ょし､^,T3メアマロンl言切町侮官o)

みt象りTr-t組織ドわ.…,ぐ効キよく什掬ごJL ､
1 1fI !
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切断縁rl浄Clヱこ'処理しト組織や見出病菌t感

突こ7Z:に組織乙､l]
､そd)代謝三甘性l甘むしう弱

いい､う｡寺Tて､切断侮客租矧こ乳琉高畠と
歯先ごせTて後､吃q)/1R織乙′0)メ/i/Jメアマロン

･a7代謝三吉他Lナノし^oン蕎碩の絶唱JTiイL己一紙へ､
Tく努験乙い､//T<メ7マロンの八潮領性が頻ケ

731LLモノに,チ,L^oンウ葛碩が噌rTtしそい

くこじが観寛ごれぞt-3o Tvl=]らJヨ､これり

♂7鹿泉D＼ウ､i*上のょうrJ /hγ/･γD 乙･･観凌ご♂7鹿泉D､ウ､i*上のょう

l‖れまイ/Tsメアマロンd)代謝1甘ナノしペニの//7L解

に碗1,iす3 i)a)こlあ() ､乞d)-:aノ性J3:
､
3-

hgd7･0幣~ 3-
77tel)甘紗fa7Z9-eCoA加んcla也請'Fi

i/宍7て､テ)し^oン
薮
書芸J碩の調節d7-方d)餐L･rJ

フて113のこ.1ヨ｢JtlP､し硝諭しr-i
o rJお､マ

1-ス入ペフトノしrJして'd7解析J,tゴフ 乙､イ,TJメ
ヽ

アマロ⊥の代謝乙.､d7最,fy7d)]1i7勿JrJイ/TJメアマ

ロノ ーノレ乙､●わ占こじが漣明ご小ト｡

止年.転写砥軌こおl-J′3ニ=,L7代謝ドナトフ

ロムP-4!5-o I,1衆存しTて水酸イL鰐東条p＼､倒与し

乙l-3L?廟東成果が親告ごLILフ7あま｡病ItI

H L)Il
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係官γu/マイi塊根組織Jこわr)3,TS,)7工)
ヽ

-ノしイヒ合切d)ノ食餌に一段モ｣旦,く
L- 3

cJ､--- acL､0( 4- Lvdnoメ3払-がナトフrJム

p一紙O tJn与c)水酸イしE7;2吾乙'-あ3こt-一外ネご小
:r-TrJ)L乞の/47･)ご5)3o しfJ＼し､病官サ､t/マ

イt塊根組織Jlおtl Sニニ'iL-代謝',itヒしてポリ

7ェ) -)L化各拘′計叔劣ミ･と壷ひ､淋ご小孟テル

ペノイト､各成糸lて倒しZL吉､級友希fJEI良太-が

争tltてし〃＼かわらす､イ可ひL7酪長塙的知見

…が得ウh乙t-TJP､7ト.J乏こぞ､､小節'/FLZtLl古､

3'すこ0)チ)し^oノイト卦銀糸lて十ト7日L卜

4(5-D向与の吸気舜NLlrK克､が5)3カ＼L.ラp＼ヒ侃
3こ L,Iこし7-i a

前述し･ト古う､｡､ BuaI<九LTLors¢レL43てすイポ
ー∫】メ7てr]ンのj佃d7酸泰泳与13

､/分与甘酸泰
/u＼ら由東 レトtjd)ど-わま◆こLと.オーしT-i

oそこ

zl'､ t3そらくイ,TCfア'マr=) -'Lの/E他の線
与しヨト介与破線長p＼り由泉す3d7そいわ

と堵えト｡そし∈基瞥こ.i)

が息易/こ調製乙.でょこL i
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酸素季榊反応付ヾナト7ロムP一々∫o噺与に古3

しd7かt:.ラカ＼t検討7h3こLLてし7こ.本草そt･

I-a
､こうし｢-A,n東d7緯度t詑

勺 3
.寸r√わ

ウ､大;7=1ウドJ,て亨良告これTこ｢ツマイモ塊

･r､ノ恨組織こ定こ3イ'T?fアマロンP＼ウイ,T3メア
マLjノ ー,Lへd)変碑が､短軸胞抽出泰こ一酪毒
的に起こ5こLt,証明し､,}醜泉･t/

･puTyu-a7O,rL4- /E--PLLdd70六L#a′-ヒ命鬼しTここ
i/ ､ ,poTyW-へaj"y& /t-)竹αLrwス〆c-Iすナトフ

…ロムP｣々5TOカ嶋与しT-1一度与酪泰車7JQ酪泰己･･

わ畠乙舷給しTこLし､ ;pohua"lanD旭/t-

hyd7D六軒ra-Ll採了与マ3テトラロ｣P←帖o [3

et､-cvl心c- acLtO( 4-hd7DXy(a- I絹与7 3キ

4･-tヒIJk･)婚d)td)∈､､あソ､しT--がフぞilソマ

I.-,イt塊柁紬卸こl甘夜敬確のチト7日ムP-45o

TUT-i/fil一3しLtgF]らかL=しトこしf1,フし-て

よ′＼三｡
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残2帝 材当斗おJび官験方三互

L旭日勿和一料〕

静J司/FUlヂ酪農場乙いL朗蔓これT--tサツマイt塊

･･施(
1
_o'7.0ゼCL

♭a:i-cLTaJd

､品碩.農林/ち)芭
/IR嗣しト｡値鞘直前ヨニー､ /2-/4oc/てl'貯蔵

L,乙 ぉいrて｡

･〔粕ミ7I3ソーム風舟の詞饗〕
ワIt/ 7イt塊根t,三紅水-こ'十/7JL左し1 ､ 0､05-a/o

…d)Ik直塩素酸Tト')ウムC/ら/77i恥清をL-に後､
再見三見水-.7L'十分/:i卑しト.そd) 観月哉∫リ､

虐ご3'･nTn のスライス40i乙鯛乾レ､2アoCJO)

退碑泉イ年下乙.2卵引盲Jイ1,1乙ベ-卜しTこo=^J-

1て､誉れt.0､｢Mス7ロース､ /,nM EDTA､

I:･/ 0/o(W/v)イソアスコ)しビン鮫ナト')ウLt､

/T<')フラ-lLAT(斡魚亨組織亘畳のE-ノ分c) /畳

)ヒ o､to/o(VV/v) BSA乙冷し[-I/oohJの5o

れM■Tris-Hc)緩衝:71((pL[8-ケ)
qJて､ウォ')

17'7､'レニデーIこJリ最高速度乙●/5カケ何､占

回ヨ碑し｢.てoヨ碑夜をヱ雇oITイ,ロニが-こ､'
tI :I:II
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Zいこし､ろ夜乙/0,000メ居､ル方向息′L:､しTこD

上請乙o､s-Mスフロース､ /,"M EDTAtL/rnM

DTT乙.合LT-: s-o伽VI Trrs-卜＼Cl後衛夜( pト1

8.5-)己､満t/フく干徐イLごtL･∈おl･r;ゼファデ

≡-､ソクスG-2㌻77ラム(食べソト息: 6TOO,}W)

にPH1 ､ I可L).緩衝液てl'洛おしr-i
｡三森出しrてタ

ンパク管向舟t之巧rBl/oOノ000X居乙､一息′じし､
乾殿t古o､㌻卜lスタロース じC)､5h叫DTT乙食ん

T-I SJ,17tPの6t)mM Tr･･s-HC儀衡布( pH臥r) 1て懸

…濁し､セれと租ミ7ロソ-ム鼠/7Tt/しTこo後

産す5が､イ/Trメアマrjン♂1イ/TJ≠7マロ)

-

)Lへの･代碗溝′性IrJ､ フロソ ーム風/7TドEJ

在す3 こt/がり､本粗ミ'/lコソ-ム曲/甘と酪

泰三丸としく同いr-1o

l･r-･切断傭智者Tこ‡す黒､函南宙椿宋役r)酷泉活ノ性

の絶唱的変イLた/見3丸｣ 乙い)古､酪景-=えI古1人下

u)よぅに鋼製しTこ｡∃~す､束組織がり度こ
/､o-/､.Fc,1,i, a7翰切I)切揖乙調 くー しTて｡切断

傭督Iく旬73唇験とい)吉､モd7ヨヨ29oc/て､､FJ的

a)時制インヰエペ-トレrて｡恩呼気産恭安組
'fI I)lI .
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餓に凧す3 ]Ff7勝己Ill盲､翰切')切角のえ面に監

三社舟島( &7a+0 ーふi,hia7･九
引l釦1d HaAs十)

C)内生/7:>里子(約/x/oク個/A,LP)乙措魂後､

句碑1て一足B引i]インチユベートL,トoインう

ーユへ-ション後､切断イ姦智d7場各-良/.0-/,㌃
'n"i d)厚ご乙凍面o7組織乙､農由病菌感費c7
場各■ば準麻酔lく尉暮し7~く腐食姐嶺ほト0-/､5-

7nm C7虐ごヱト切t)及'1r-｡切り取)ト組織よ

tj
､上缶の方法乙t･酵素敢と調製しトIJt､､碑胤

"舟食イ本り酵 ･=%ノ性ttI3
rて柑こ､ /0ノ000X宣､

/ん分凧d)底′u'乙3ooメ_3､ IO舟向d7産′ヽ､lて夜色

レて行, rこo

L*上o7換作d)うう,組織a)孟蹄1*軒の操作

tJO一 年oC乙'行)ド.
･.-I

〔ノ組子tL,^oン色ノかo)額卜観〕

サIt/マイt塊楓と2kI乙､十分左し-
､その東姐

/*w､ら輪中り切J輯(厚ご/､0-/･S-c仙)乙魂観

レrこoそd)切断面に長年南島c)巧)i_舟吐与懸
濁泉(釣/x/oク伺/mtp)と塗布レ､2ヲDc♂)追

璃冬作下l,干Z3日向インキエペ丁卜しT,-o乳
I) 111)
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出癖歯o7原変JこJ ,)褐変化しrて雁病勃う乙77
ソl) Zl'切')取')

､それよI)粗ナノしペン風ノ外t
抽出し卜｡ヨすl､雁病組織乙'}ロロ小ノしムー

メタノ･ -ノし( /こ/､∨/>)甲乙l'ウォ ])ニ)1'

･r･71レン91.一によ')最高速凍乙り約3/か向ま砕し､
乞d)ま蹄物t7'ラスフィノしタ- (3G)乙‥戒ri

3過しTて.残でにフt-てュd)操ノ作,t2らfてZ

-3回線')直しTこ｡衣に与夜t食わ也､吃の

鮒久牛席如蒸留水乙朋え赦しく撮t)うし7こ.

…誉れ乙■之ノEOO rp'" ､ /よ席-句d7産ノじ､lこかJ77ロ

ロ/TJL-ム周と服し､威圧患軌てよ.) 7ロロ

･1-＼ノしムをノ瞭左しrこ｡最終的に碍L,也//1
rく油状q^/f]

骨t狙テJL^oン風弁じしTこ.

〔イ/TIメ アマロンの禰製〕
4占)

7:,-･

/ト回らc7万引,て年少改変とガロえ精製し丁＼a

召す､粗ナ1Lペン慮外t7-LC/枚lてイ1ー与L,
､凸-

<キワン一節酪工ナ1L-(8ニ2､V/v)乙tl展和

し､イ/TIメ了マロン由戊＼とP＼ヂ衰') ､ 7口D

/T､ノレムーメタノ ーノレ(Iこl ､ >/v)乙tl抽出し

rこo同じ操作乙ごウl:)之回行フT/"良縁1-t､
.)

'l) l'1.

.
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a-<チャニー酢酸LナIし(ヲご/､V/>)のノ風

製乙rJいにTLClて.古l)精製t左_う しTて.

〔1年c一棟嶺イポメアマロンO7調製コ

＼＼狙チノし^oン庖舟d)調製'/の項こt一述べ丁こ方

㌧去l-JH) ､ 7､ソマイt塊根組織lこ見知南海d)

rFj注介生与t蕗:捜し､ 2ヲoCC)堤,:tij泉件下?.t3占

巧向イ ンチエペー卜しドo凍lこ､そ小吉') ､

残敵tてノ隆南部乙′令-i;ようEて20個d)ディスフ(

20Xえ,n,n)と切りおしTこo魚闇水t過らせ(こ

･う軌と敷L､ドペ十')皿Iてステンレス07虐漣鞄L

置き､ゼa)上Iて嵐病ノ組虜紬ヾ､下lこTJ3よぅにデ

ィス7と窮1[1~こoディスフF)上面lてa)ウrJく

/ノ℃一酪酸-I-トt)ウム永森夜( So〃C,～/dl､sc,)

乙塗,Tvレ､ 7-J-Iうlてペト7)ml'ふ卜乙し､モ

ーT-･れ乙7oラスうーッフ観の怒号寸各温Jて入れ3ooCt'′
^ン耳乙^'-卜し['こ｡イン巧之<'-卜甲l＼巌

生サ5件c,oヱtす有線う､3Tて抑て､ペト')皿L7D

ラスナック見落d7向かてヱOo/o k州水落泉と

入れト賂を入れてゎいrて｡i埼向Jlン巧ユ^t.

-卜し｢て猿､ "租テノしペン風舟叩il
J(1 ■lt
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におL)て記述しTこ方法l＼J()
､鳳南姐廟帥＼ら

萩射塙′性乙t,フ姐ナノしペン血勿＼t禍敬しrこo

こq)血舟よ L) ､＼イJTr!アマロン0)嘱観"の項

乙､､i去.ベト方法LrE]じ方法ご叫c,乙l'裸碗壬d-tlく

rlイ/Teメアマロン乙精製しTてo額観裸品d7上境

射塙/性)才仁㌃x/o′′dp'n/h7Ol己t'わ)Tく｡

〔イ,T,oメアマロ

イ1山杏導体d)

イポメ了マロ

1製コ

) -ノし0)3ノ5--ジニトロベンゾ
_.

_
t

__

-ジニト
ロ ベンゾ

′ ■ ′

･イ)レ務項体C)調製馴口駄りの方式l＼鉦,Tこ｡

)
-

)LO) 347)6

節妹婿観しTてイ/Ttoメ7マロ) -'LtシL)7Jナ､

)L,と入れTて裁定〕ズ飴q7デi-ケ一夕-rq乙●-ノ払
え乾度し[-i.ニ矢l-i ､ *Lt)tt乾燥ごせTてジlテ

)I/エーテJL,(こ三各カ＼L,
､乾燥ご仁一くピソ:)lニ,T･17

I:rで3ノ5-ジニトロベンゾ/ノしF] 7コライドL宜,-EL

乙､-4埼同友舟ごit7こ｡良太､夜乙之N HCI zいd
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カナtlL,77ラム7ロマト)ttラフィ ー､TLC t経

乙Jto7残留物/u､らイ/T<Jアマロ)
-･

,)Lの3,Jr:-

ジー･=トロベ⊥ゾイ)L誇尊体と煽観し不定形鹿
島t婿トoそれt3j7oCQ)ジエチルL-テノしに

I-l戯口端飯E-JJ3古うIて森灯し､窒息l-t畠とtゆ

フく/)今和して嵐名産明0)′針二伏/&int晶t褐Tて.4(7)

頗製裸品o)NMRスぺフト)LLヨ桝換らd)敵告L

一致しTこ｡音rて､観点I甘82oCこ●あ')何級.告よ
I)i,むし3 J良高く､錐J粋TJイ'Trメアマロ)

I"~)L-3ノ5--

1i'J断し[く｡

こ=｢ [1J

こ::=■

q
T'!==コ トロペンゾLイトこ(15)3ヒ
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〕
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､占2pM萩射

/性イ/TJメアマロン(約ro/000dp--1a)〟,TIメア
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尊徳)おょび酪表象( /-タれ矛PJMe･･n)と食

i,T七●谷庭/､㌻"LQd7え太一夜乙 司敬し､3obcと一-

泉崎向え見で7r｢て｡良ふlす朗気象d)希耶=てS

I)向始し､ 3､㌻nLQO)7t)tj/Tl)しムーメタノ ー

:･)L,(/こ/ ､ V/v) 07稀恥IてJ')借上しTこQえ

/Tc,o)停止0)床､ A/畳o)粗ナ)しペン風食と祷刀口

し､凍ゐ)i.残物o)非酪条約rJ/か解乞衝くt. LL

i(こ､それ乙舟触甘3巧の/1='ノ橡t/しrてo

2/･㌃00rpm 乙い/巧同産.′じして7 Dロホノしム凋

…L.舟鼓し､残りの水-メタノー)レ席b､らごら

Jく/､f-htAのフロロ/Ttノしムてい再度えふ旦戒拘己

抽出しrこ｡舟取しTく7r= EJ,i-JLム乙食わ亡窒

素気希L-J ') 7ロロネノしムと和仏ごせ[-てO禿
留物ほITLC凪に何与し､

il-<う･+Iン一軒酪

1.'･エナ,L(らこ4､ v/>)こ-i …-､=^bに凸-へ千+)I
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､V/v)

zい/S-c机 争唇

原句L/､目的Lマ3包分と切/)取リ

シンナL-~タ-(o､ojl矛 PPO ヒ4,"3

乙{"LPd)ト/Lエンtて溶刀､しTこt,d7

三音ノ性t三削足しrくo
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-
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5J?5L
え克､生放物c)同TTL (TLC tこよ 3

/､之t〃′才 の放射請ノ性と持[-JJいイ/i-ヾメ

Fbj

ア

ン-t泉管t/しく桶し'､原-=#o7 [pDr7ua"1CU,0

JLyOh-oメ終-封蛸促c)i0,慮の乳碩
…イてQ30クc､ 7唱向07イ ンチlぺ-:/

nJL

えふ
i=l

ヨ ー./

3S-)7Wの7ロTjノトノしムーメタ) -/し(

>/v)乙いえ克､乙停ILし7こ｡ ～/too rpm

同産/ulし7ロロ九ノしム層と触し､

-メタ ノ
ー)L層乙こらlこルルLQC)プロ

1"rRLt理しTこo外政_しT17
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口 □'T＼fしム

璃
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. /rfEE

乙'/ )コ ロ/l＼ノし

夕/ )し( /二/ ､ ∨/>)に落TJ＼しTLC
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工ナ)L-(/こ/ ､ V/>)て､'曾chtヨ己い､
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きzt､身罷展旬し､そa77oレ

)^b

て､､

て一一
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二cfし-トにEレ必

泌粁γけ 乙噴霧レて息色ご甘丁こo

(鹿島化によま町定)束身寸/性イ/T3メ

ン乙鼻骨Lし7碍ウLL,,LTて放射三吉性乙巧

応製剤勿を､ ⊥言乙d7育三互lてよ').､,3′
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口ベンゾイ)L,フロラ^ドt,え舟ごせ､乞の~誇

尊イ本t調製しTて｡そht放射活性t靖｢-JJt一
瓢如d7イ/T3!了マロ) -1L-3,5--ごニトロペ

ニゾエイトし温尽し､ジ1す)L,エーテ1L甲乙い

･3度再稀晶化と線t)返㌧ ､乾d)トびtて嶺晶o)
上L放射請ノ性L剃))iしTこ｡

気相おょび見d)調節 酪恵良応､lてわざぼ

マ反応､泉ドわf73ガス組銭g)影響乙調べ3 rこ

y7.1こ､以下d7よぅに厳重-7糸lてて目的o7気相Iこ

･r弼節し■｢こoえ克､夜乙入れT-1.スLoッツ息′じ管と

i-')コン栓乙､'封Lr
､そ4,tド三方コ､ソフt

T-:三主釣針と刺し込しr-:
｡ニ方コIL'L]

o)注射針

tて紬t､Tミ､口とl言及テ寸ql口O1ララ一方と享]じ､

他d7一方とロータリー/㍗1フolて雑ご､､ I //7T)f]

-･･-･盈Iヾ管F]o7)Li丸t排出しTこ｡ニ欠lこローター)
-

/l'10ンア側c7口t喜]じ､
iLi,-Lし声Iid引て向封ご小

3□[J､ウ生麦打､スと注入し卜｡こC1捜作とEJ

ラ/ E]行い､ 3良巨=てロータ')-,l'ごンフo乙､､/

舟向51L.て碗圧しrこしa7tJ熱線泉裾態Lし､

目白勺しす$ 77t､ス組成LT~J3ようl:TT7ttスと三主入E3L:

･リ= :,_1り
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レTこ｡え克,ほ速′じ管tアルミ/Tlイノし乙.みいIt
泉o7■当Tくらね左竹下て"行, rこo｢こ｢-Jし､丸dl

知見乙見3場伽-J古､.7)L,ミ,TlイノLat･-ヨJ7j打

わす､底J㌦､管o7下I-t鏡と赦さ､速′じ塔J I)3o

cJlt, d)5-E一能かり帥O WC7写臭撮影岡ラン7o乙

照射L,てえ応t行フTこQ

〔そ■の他o7酪束有性d)判定〕

CL.Mlamtlc- acl､0( 4- )woL70六紳ノ-
25)

尼甲らo)

方法工l/J9ケ峰正とn口iLて利'LしT-i.イ/T=f

7''7マロンd7代わりに3-けc,-ノ桂良酪乙盈管Lし
て促属しTこ1人夕川､ fponu2伽1aDD),te: /g-

hyoho六終-の三吉′性判}iq7鳴かL同LI反応､夜て`
/巧向､ 30oC乙t-え克･ごTrこoえ克､l才占N Hal

と0､4htP和口しく停止レ､芝o7際/､oJ^'･′"o(C)

I.rせ7マ■- )L酪乙不印しTこ｡酪,A/性し丁てヲニ/ヾ

フ官は之/too rpITL ､ 30//71ijd7速′じ､モー一光殿こtf､

上璃t外反しrl.ラ粧殿しTこダニパフ嘗t/､5-

'7L9C)菜留九こ;Lい､ 2,㌃00 rpm ､ jo体制o)息

/u-1こか17上靖と取3橡作乙之If]頒_･)逸し行フ

rてo舟臥しrて上積も令i,7t=､ i-nlc)酢酸工テ
l) :W)
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/Lて-d E]抽出し､,=A足泉軌こよ.)酢酸Lナノし

t除き､残留物tL夕) -)Llて各わ-し､それ
乙フロマト71ラフ1

-珂ろ紙(Toyo No･ケ/)

lく武ttrこ｡そd)ろプ軌乙ベンゼン一節酪一幕､頓

･～,衣(之:2:/ ､ v/>/-)乙穫拝復q)上層夜と
同いて20山し､ 2ケ-30bc乙い展.向し､目的風み

乙t)71リ瓦パこ｡湘1,=音/性の判定l盲臥a少
年9)

AoILL十iDYL と同いrこ｡

NADPH
-

eq+ocpu7/0}W C_佃oLt^cTα此
一■

510)

m a4 teJLd

川C7方.法ドよI)4･J足しドo 2､22,nM卜JaN3 ､

0､Zg川M NADPH
､ 3､33/人MアンチマイシンA

および0､// h7M EDTA乙合L: tih,Mリニ晩鐘衝
夜(pH7､7) 0､Z7,ILeにヲ7n5/,7tPナトフロム⊆

zopA t,酪克夜JOpP乙草加して2goC,乙t一反舟ニ

ー1rせT,i.請′性)コテト7ロム亡0)盈元によS t5-a

n机 のD/i_Ll乙の増加によ/)判定しTこ｡
NADH

-

cMイOCP∽one- E- neんL10JdJL

5/)

mciCk滋,L

a)方法Lてよ')判定しrて.之､22,nトf NaN3 ､
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0､27〝止Iてアh75/nt9チト7ロム立ZOノ止 ヒ鴎

秦夜/oノ㌦ と希力口して2㌃oCこ一丸舟ご亡[-i
o三言

性lヨサトフロム⊆の選丸によ3 t∫o h机 のD/i

しI丸の増加暮てよJ)三則足しTこQ

'r'"LoJH甥:芝草it=､ BSAt硬背タエペ

'7管Lして足音しTこo
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簡.3簡･束､験/%見

〔 Ipo爪--しaaO,7k
/∫TkyあDX終tLB-の伺')i〕

イ,Tミメアマロンの代う酎請/性l才t]J年後/ Bも

tr･/fU=傷客･サツてイモ塊根組織に打.llて最t.高45)

L'しt､う■入羽らd7晩酌く4,kLL､
I考P)組j敢よ′)

粗ミプロソーム包分乙調製しTてoこ7Elと略表

夜こ仮定し､ -4c,乙t･標戟しTl萩射催イ/TIOメア

マ･ロンと鹿骨こして3oDcJ乙-.3時和え永ご7=Tこo

l‖えゐ夜よ')相思しrこ租テ′し^oン庖介乙ITLClて

カ117 ､ /a,帆ごLの放射三吉伯乙;#JJ'rLし■rこじこ3､

未え太､o7イ/TJメアマロンにJ S高い放射請′性

o)佃fて､比較的梅ノ性d7高L)イ/TJメアマロ)

)Lヒ壇えらi-LS傾称こ高い萩射請惟が礁､出:で

I.r･れTて■
｡■その他d7風舟JこほI5ししし一枚射藷ノ性)ヨ

裸出コれrJP＼, rl.

rK舟生成拘り町えEこ2碑c)方:-At伺いTこ｡

第/ a)斤三三)古､友舟生成物乙TLCにか17 ､

Eし泌c舶jLea9¢′LTこ遜色しl直確乞07展(lil;(f硯
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レーン31ヨ､放射希/性t靖r-JJいイ/TJfアマロ

1乙基宵LL,て屑い､3ooc,こい/埼向え舟ごで

T/1t/d)d77 ロマト'fラムも示し丁こt,d7乙いわ3o

肌色乙呈寸3イノドメアマロン1*タトに､イ/TIメ

･r･7マ占ノールd7権道にそれ特奄の紫色のス/Tご

ットが観察ごれにo
TJtt3
､厘]ざc)レーン/P､う

31こ､ル＼りく異見し■てみられ孟青色L貴線色6)

入ポ､ソLl古､ミ7pソームに由丸耳る脂質が
屠色しにt/d7乙-●ある｡ /00o⊂ノZ､l/o外向熟RLrL埋

川しTこミ7ロソ-ム.t■同い同線lてえ克､ごT:Tて瑞

食にlヨ､え応､)1戚物(イ/TIOメアマロノ ーノし)

Jて相当す3ス/T<ソトfヨ廠ぉこれ｢JP＼フrこ(回

身のレーン2)｡データは斥ごrJいが､NADPH

卑生糸乙え太東.〃､り除云レに埼書｢こI苫Ooc,こい

1:-lえ舟ごTrfこ巧,=も､紫色o7スパ､t!卜吉倹虫2
れrJカ､, ｢こ｡⊥*上07縮見よ')

､il]7断傷害ワッ
マイ土塊席⊥組虜は′)抽出しTこノ観ミクロソ一人

虚､;&L^/Trメアマロン乙イ ンキユベ-ト7S

Lイ'T<メアマロノ
ーノしが生成す3こt,､乞o7

7ロソ-今に希,(1す手絡東が倒与1.
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L,Z＼､3可能性が櫓のて高いこLがわか, rこ.

上:述の鮭見乙ごうJこ確東7てす3ト3)]こ､気

2d)方法乙伺いてえ克､生成物e))q紅乞行フ丁こo

I4c/てt'硬磁L,[こ放射性イ/Trメ7マロンL基層

≡-,LL,てえふ乙行い､それtてよフて褐られ孟放
射ノ性え舟生成物tヨノ㌃-ジニトロ<､ニゾ^ノし化

し､廠.知o7^/i:メアマD) -)し-5,E'-1i;tニト

ロベンゾエイト乙牲体しして再緯鮎化と級_ノ)

直し､そd7上肢射希ノ性乙刺'/>LレTこ(泉J ) o

･t一旦/I/tlこ､了3rこU]にふ戒しTこイポf 7て□ )

/し-3/5-- i;'ニL-ロベンt/'1イトlヨNMRスペク

トル､酪点(8JEoC,)の頗見/u＼ら絶品乙●わ5こ

t,a,確蘭L,Tこ｡ 3同再鵜島化しTこにしが乃＼わ

ウす､乞c7比萩身了希他tこ碗ケがみ与れrJかフ

･:1て(泉/ ) oこ4)こLカ､う､え麻生成句f90)3ノ

E-ジニトzjベンゾ^ノレ祷卑称tri､′イ/TCメ7て
ロ)-ノL-3ノ㌻-ジ､ニトロベンゾエイトていわ5

し半･J断し1'てo古,て､こ0)放射′性丸舟吐)7R物

t吉イ/7ごメ7マロノーノして､､わ3t,竿.]断しrこo

才Lて､甲ミ7ロソ'丁ム風/7トの革わざひ､友舟
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弔同じ反応､･生成量a7同d7句,[泰乙詞へTこo粗ミ

クロソーム包外食わよひ､反応､埼向Lも､ -,i

dl範囲rFjにおL-てえ克生戒畳Ld)剛こ直線府

像と示すこLが凍凍ご州こ(データ/)LE路)
｡

J:^上q)鯖泉もtLEこ､イ,Tり了マロンD＼ら

イ,Trメアマロノーノしへの力く酸化友),Lvt一言窮泰的

に触嫁三れ3t,d)L本論し､ふ酵素t

榊}岨CUllla7/o7,tL/S--kydJWメU紘止L命易し卜(回
a) o 7Jわ､⊥-^下Zt'述べ孟酪哀話ノ性は､え舟

…生成量■t,酵東食､尿麻生武者ヒ反応埼向c)柄

Jて直線性が成一1)立_フ風5]･r*iこ---4,),,iしrこ｡
〔IpD7-伽,･1CLnorLaJ5-h4oho#cLiiLの性簡〕
工pgwwalnOnO,-

/6-一竹D六Ld#c-請ノ性はミプロソ

~ム､特に粗向ミ7tjソ一久ぬ/I-JLに外Tvして

-:･いT'こ｡これド倒し2ほ篤4音乙満細卜述べ畠｡

Ipa-a"･tcu7o,,把/S-h40L70#aJ-aa)低温L : 'll;lr)ま
｢l

管見他t調^1トLこ5
､一言ooLにおL-て馴0

∈=前I舌LLC')A三古がt)-ウ4,LTJか､フト｡よ, Z､

酪長夜I-i-goocJドこ硬茄備75-7 3こじにしJこo

1ponuLa',71年ル07,La /5一h#,a,~糊yPadeJ再性JておJぼ
'†[ `ノtI
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サえ),=v夜のpHの影響乙pH6､ケカ＼らp卜l/a,0(こカ＼

17.( ､ 3麺類d)舶夜乙弔いて一詞へrこ( B]フ

)
.号o)未見､本鰐束の三吉,性d)互
己いわま こしDv-わ/u＼, Jて｡

pH I,j'8-.0

･･工pD,,tea"-o,/ta- /I-kydnD,Fed-三石柑こおよぼす

Lo/)ジンヌク レオナト､c7知見乙調べ丁て(泉ヱ

)
o.尽酪克)ヨ三石牡鹿現にNADP卜1も･永常ヒサょ
が､ NADP+ 乙t七､腎Ll訂しTJが, Tてo [-J-Jし､

/ h,M りNADPHよ. I) i /,nMのNADP†と合し7~ミ

…棚DPH再生糸の方が高IJ請/牡乙婿孟こL[u､て､

きトo IVA州 T-=17乙､-)古希ノ性が得らI-t｢Jb＼, Tこ

が､ NADPHにイ斉喝し乙用いrこ場各l-JヨNADPH

Tr:I7C7三音ノ性よ')も向い請ノ性と得3 こLが乙いさ

rこ｡こd7尉偵lてフし〕マ萌しく調べrて解乳とJ笥

-:-,冒に示寸 o上述レトようlこ､
NADPHが,Ts,Tlし

rJい哨Lヨ､ NADH t才監与してt'三言ノ性13無視乙1.

苧-3ほLtてわフTこ｡し伊レ､ /ルM のNADPH
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Table l. Specific radioactivities of the

product by recrystallization of 3,5-dinitrobenzoyl

derjvatjve

Recrystall ization

Specifl;呂p試写activity

453.6

455.8

455.9
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Table 2. Effects of pyridine nucleotiedes on

lPOmeamarOne 15-hydroxylase activity

Deletうon Addition
Relative

act州ty旦
(o/o)

None (complete) None

NADPH rgs旦

NADPH rgs

NADPH rgs

卜IADPH rgs

NADPH rgs

NADPH rgs

NADPH rgs

NADPH rgs

NADPH (l mrJl)

NADH (l mr･1)

NADPH (l mr･1)
+ NADH

(I mM)
+

NADP (l mM)

NADPH (0.5 mM)

NADH (0.5 mM)

NADPH (0.5 mト1)
+

NADH (0.5 mM)

rlone

100

61

3

87

3

43

3

85

+

軸ADPH rgs, rlADPH regenerating system (l mM †lADP ,

2 mrtl glucose 6-phosphate and 0.3 unit glucose 6-

phosphate dellydrogenase).

らhe activity is expressed as percentage ｡f the

activity of the complete system, which is described

under ''ト1aterials and
.r･1ethods.‖
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Table 3. Effects of reagents on lPOmeamarOne 15-

hydroxylase activity

DTT and EDTA were removed from reaction mixtures.

Addition
Final concentration Relative

(mM) activity旦(o/o)

None (comp一ete)

KCN

α,α I-Dipyridyl

α
,cL.-Dipyridyl

A-Chloromercuri-

benzoic acid

･HgC12

CuC12

MgC12

Cytochrome旦

a-Benzoquinone

RIBenzoquinone

1

0.1

1

0.19

1

1

1

1

0.25

0.5

100

148

108

106

14

19

12

94

ll

25

8

AThe
activity is expressed as percentage of the activity

of the comp一ete system.
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Table 4. Inhibition of ipomeamarone 15-hydroxylase

activity by carbon monoxide and its reversal by

light

Gas mixture
Relative

activity旦(o/o)

Air

N2 (100%)

02 (15o/o)'N2 (85o/o)

CO (15o/o)'02 (15o/o)'N2 (70o/o)

100

25

90

36

CO (15o/o)'02 (15o/o)'N2 (70o/o)'light 70

iThe
activity is expressed as percentage of the

actjvjty of air contro一.
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Table 5･ Effect of cinnamic acid on lPOmeamarOne 15-

hydroxylase activity

The reaction mixture contained 36リM [14c]ipomeamarone as

the substrate of ipomeamarone 15-hydroxylase. The reaction

conditions are described under ']r(Laterials and Methods.''

Final
Relative activity旦

Addition concentration Experiment l Experiment 2

(mM) (%) (%)

None (comp一ete)

Cinnamic acid

Cinnamic acid

Cinnamic acid

一oo

93

100

97

95

94

iThe
activity is expressed as percentage of the activity of

the comp一ete system.
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Table 6. Effect of ipomeamarone on cinnamic acid 4-

hydroxylase activity

The reaction mixture contained 3.6 uM [14c]cinnamic acid

as the substrate of cinnamic acid 4-hydroxylase. Otherwise,

the incubation conditions were the same as those for the

experiments described in Table 5.

Addition

Final

concentration

(mM)

Relative activityA

Experiment l Experiment 2

(o/o) (o/o)

None (comp一ete)

Ipomeamarone

lpomeamarone

lpomeamarone

100

89

76

75

100

88

88

73

iThe
activity is expressed as percentage of the activity of

the comp一ete system.
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Fig. 5. Thin-layer chromatograms of the substances

extracted with chloroform after incubation. 1TJaneS i, 2, 3, 4

and 5: without substrate′ wlth heated (100oC. for 10 m上n)

enzyme, with enzyme (complete), ipomeamarone (=p) itself

(without incubation) and crude sesquiterpenes extracted

from infected root tissue (without incubation) , respectively.

spots ⊥n lane 1 were all llpids ⊥n the enzyme prepa=a七1on･

visualized colors of =p, ipomeamarono1 (=pOH) and lipids

were salmon orang･e, purple and blue, respectively, and

effective for distinction of their substances. A and DHtp:

component A and dehydrolpOmeamarOne/ reSpeCtlvely･



(b3)

lPOme8mQrOne

OmeOmdrOne

I5-hydroxy[ose

JPOmeCmQrOnO]

Fig. 6. Enzymic conversion from lPOmeamarOne tO

lpOmeamarOnOI catalyzed by lpOmeamarOne 15-hydroxylase

from cut一土nコured and Ceratocyst土s f土mbrlata-infected

sweet potato root tissues.
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Fig. 7. Effect of pH on lPOmeamarOne 15-hydroxylase

activity. The enzyme activity was assayed as described in

"Materials and Methods" in following buffer solutions:

( 0 ). 50 mM potassium phosphate,･ (口)′ 50 mfL41 Tris-HC1,･

and ( A ). 50 mかi glycine-KOH･
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Fig. 8. Effect of combinations of NADPH with NADH on

lpOmeamarOne 15-hydroxylase act土Ⅴ⊥ty. React土ons were

carried out as described in I-Materials and Methods‖ in

mixtures containing both NADPH and NADH which were in various

concentrations as follows: ( ● )′ O M NADPH,･ ( 0 ). i uM

NADPH,I ( A ), 5 tlM NADPH,･ ( □ ). 10リNINADPH; and ( X ),

i mM NADPH･ The concentration of NADPH is expressed, assuming

that NADP+ added is immediately reduced to NADPH by glucose

6-phosphate dehydrogenase. The activity is expressed
as

percentage of activity with i mM NADPH and no NADH.
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Fig. 9. Tlme courses of development of activities of

lpOmeamarOne 15-hydroxylase and certain m土crosomal enzymes

and protein content 土n tlssues 土n response to cut-inコury

(A) and Ceratocystis f土mbrlata 土nfection (B). The enzyme

solution was prepared and the act土Ⅴ土t土es were assayed as

described in ‖Materials and I･1ethods.‖ ( ● ). ipomeamarone

15-hydroxylase activity (nmo1/g tissue weight/h) ,･ ( o ) ,

cinnamic acid 4-hydroxylase activity (nmo1/g tissue weight/

h)･･ ( A ) ∫ NADPH-cytochrome s･ reductase activity (△A_550/g

tissue weight/min) ,･ (口). NADH-cytochrome 9. reductase

activity (AA_550/g tissue weight/min) ,･ ( x ) , protein content

(mg/g tissue weight).
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Fig. 10. Model of electron transport reactions

associated with m土Ⅹed function ox土dase 土n mammalian liver

mlCrOSOmeS･ S: oxygenatable substrate,･ fp1: NADH-

cytochrome巨5 reductase･'fp2: NADPH-cytochrome P-450

reductase.
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i)t史馴こ/Tv-じ乙誇尊ごれ5d)かt;tうか乙検討
す3こ乙L3月重りて奇暫2tlわまt,尽わ11･L3

｡こ

のこt,13
､勤施守勿旬∈いo7ナト7ロムP-4LSoの

般的性4ギの比鮫o73!riらす､高等植物白身
I H



?a

の生理卑的立場に立フ｢てチトフロムP-4LS7)の

存在蚤義乙知3うん乙､It)輿晩発いしのぞl-わ串｡

ふ卑て-f言､ワッマイモ塊根寿且織t伺い､外

的剛毅Iてよ)てナトフロムP-4LSoが誇尊ごハ

:-･るこLと述べまo外的刺激七L,く､切断璃督､

県政病菌感吏ぢJび敷物ALrL埋t,恥､ Tて｡ヨト､

こd7ナトフ ロムP-4∫o C)~誘 Lフ ラノ TEス1

テノし^oンd)谷戚務尊d)倒遭乙解析しト解冥に

フし'てt罷述す3｡

lll

ll り
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?,/

靖z師 不才料および吏験万三毛

〔植物ネオ料〕

春)‥入学足首奇相寸属農場TZL'収穫LITれTこT7ツ

一･マイ乞吸取( IpomoecL 』cL+on-aJ
､品殖.高糸/タ

ち)乙促喝しTこ｡低唱直前宕てい/2-/6ocて‥貯

蔵しておい丁こo

ワ､ソマイt耳息根乙流水く1-ナノか塩し- ､ 0､0{o/｡

a))^b直也素敵Tト')ラムて､､/6介恥肖暮しT--綾､

=濁度流水て一十体現三争しトoその束姐,*がら厚

さrO-/､㌻c''Lり輪中･)i/7揖t調製し､黒捉病

義( u_cLてo [れt,JZiaTCL EII糾I♂L 卜＼aEd;I)のI7],

生介足音乙碕確レ､過珂条件下∈い2ヲoCにてJ

日向イ ンキエペートし7~こoインキユベ-シフ

1:'･ン後､雁南部に隣措しTこ健息親繊と/to-/､S-
,n札 C7厚ごで切/)取l)

､こ小乙永常組織Lし
rこo県王娃病歯乙樗頒七す､､可禄lてインチ ユぺ

-ンヨン後､厚ご/tO-/.㌻…L乙､一切')反フト東
面組織乙備宅地繊tJしドo a'Tこ､イ ン茸ユベ

-ト73駒o7東銀織を新新組織〔淋しTこ｡.I
l I

I)Il リ(I



ア2

農相処理)言1人Tのようlこして行フTこ｡ワッ

マイ土塊根晃/5且裁かう詞観し｢こナイ スフ(/占

× 3mれ)乙30oCO)埴璃家作下乙t'之卯寺向､ 7oラ

スチッ プd)衷討各罷の甲てtイ ン干ユベート し

イこo次lこ､40ルA り2ヲ′川 71ニ)Lイソ:/ア

ニト音Tこ]ヨ蒸留水乙ナイスフに施し､3ooC,C)

三豊拘束件下乙､1/巧向イ ンキエペートしT---｡そ

o7後､確R n濃及lて調製でれTこtOパ d)卜18Ctコ

ヨrこlヨc,dSO牛水溶泉邑付与し､ごウlて同L･粂

…作下て､-■zy巧同インキエペ-トレドo

〔ミ7ロソーム風介o)調製〕

狙ミ7ロソ-ム風勿-u)調製tヨ璃z貴之い述べ

トようド行し､
､精製ミ7ロソーム風戊-り碑製

7才以下♂)よ うlこ行フTこ｡上記d)方式ぞ1薮拘RLL

-.',理し｢こ40個0)ディスクt京簡7)くZい東面乙十)7JL

乾い､ 0､牛M ス7ロース､ /h,卜1 ED7-A､ /a

′nトI KC]､ /o/o(W/v) 7スコノしビン酪おょび

2才,TJ')7ラ-ノレAT 互′'Ei iじgOr'Le a)如け,M

Th-s一日C,1後衛-=-1r-i( pH曾､F)qJ'乙いお3し金L桐＼､

て舌辞し[,こ｡次に､号4,L乙2壷r)Tイ
ロ ン-q､

I) ●lI



73
｣ ≡

iiiiiiiiiZ5

-

ttt乙､こし､ 300X居て､､/0舟･向盈/u､しTこ｡ J乞u)

上請乙/oo,oooス_5 てtl/､夕 晴向直/ヾ【こ朴り､生

じT--=7E一殿と/桝M EDTA (pH 8t5-)乙合Lrご7ht4

の/4o/o (V//v)スラロース壬各夜f-t懸濁しTこo

I.-･乞d7懸濁えt/れM EDTA (pH計､ざ)乙食し丁-J占

ルveの4oo/p(～/v)ス7ロース容j夜c7上J/t戟ゼ､

日立RPS4o-T ロータ-ぞt-2t/DDO 叩Yn ､ /

埼同産′じしト.Iqo/oし4oo/D(～/v)スj/ロー

スの例の破風伽とか取L,､これとミプロソー

1t'ム風月-t,しTこo⊥人上d7橡作L/JO一夕oc/Zt一行フ

rこ.

[チト7ロムP-4L5-0 d)定_貴〕
ヽ

フlコソーム柊濁夜lてケ巷d)ジテオ7-イト

乙布ガロして還元し､珂照セ/しと試料乞ノし)/J/7Jl

-‥･j主しrこo too -如O ny7･t 向t_白石乙か患先知l-

(日立汀占型)こIl定食す3こLに古り製本線

乙三先足しTこ.次に､試料7Z･ノLド]溶液lて2ノか向

c,oげスも風気しTこ後､同腺lて5oo-4oo ,1ル

何乙一見スペ)トノし左記解しr二o⊥人上C7操作1-3

堅温で行,rこ｡
＼-一--

_
=二‥‥

-I- ''1[

いl



アケ

差スペフトノL,刀､C,c)チトフロムP一斗5-o壕o?
87)

洗足t3一入射じ佐藤の方法lて絶し,
､毛/し口史乞･[*

数とア/
mM~'cln-Jt,L,て箇おしTこo

〔粗ナノし^oン風食d)調製〕

上述o)方法て､一束物ALrL埋しrこ/0佃d7デ1スフ

乙20けLQのフロロふノしZ1-メタノ -ノし( /:/
､

･/v)甲乙､紅蝕t,号し埠て一書碑し､ろ/11[uLt白紙
う過L,rこo残ご1す/0],LE の上記のフロrT-/i-,L

ムーメタノ ーノしてl塊フrニ｡ろ夜乙食わゼ､そ
1"れに/Oh,LL C)免官水乙和えz毅レ<梶Lうし
r--o 芝d7後､フロrj/Tlノしムノ唇と娘し､そjL

-L碗rl泉F&77し-(月旦テ/L'ヾン鼠/7JLL碍Tこo

〔ナノしペン0)定量〕
72)

チノレ^oン畳Iri久,l,1ウo7カラえlて従_i-､イ/Tfメ

･アマロン乙裸竿仰管しレて,=Q･/えしTこo粗ナJし

ペン風舟一己2れ仁 C)ユタノーノしに蕗ヵ＼し､セ

れLて/hue, a)/Oo/o E-ジメナノし7 )ベンズア

ルデLドV)エタノ ール溶東上zけLe の40o/o(

v/レ) H之SO今 乙-=Tw]DしTこ｡3ooCこい/E/T>向イJ

キュぺ-ンヨンしrて径､タ27n竹の吃りそも判
H (I



75-

定レTこo

〔ダニパフ管のjE_貴〕
512)

LoLO竹らd)方針-t吸い､ BsA t裸ギタニ^o

ク管Lして定量しTこ.

＼＼-__一_■■-__.__.___

▲ll ‥ll

l=



ヲ占

第3酢 酸験席果

7ロソ-ム風かC)Cロー差入ペ7トノし〕

li=:I

己
iZI

6芦

きすf､サツマイt塊根組職カ､う他出しrこ租

7ロソーム風刺てCO鯖各性の色泰が在/7iワ

3ヵ＼tIうカ､と鹿討し[こ｡すTJわラ､侵食TJ組

織(新鮮組織)
､切断璃客乙7]Hえrこ組織(イ易

官埴嶺)みJび切#,/T直線そd)衷1TB]に監言直痛点

乙凍寒ご7frこ絶滅o)雁轟･i)31こ紡績7-3後金郎

1"4豆(病質組織ノ 古り粗ミプロソ-ム盛/7JLも~詞

敗し､こ41Iて還元剤( NADP卜I召[こIrii)lナオブ

イト)乙刀Dえ.こC)還元型LこれにCOと.茄/B･-

ご乞rてんo)り何の400-tool､r,t 何c7鼻ス^o

7トノし乙判足しrこ｡回//に病零細克の乙0-

､~,スペフト/し乙示しTこ｡NADPH eL-

＼--■■■■_･_･･

九しTこ試料

JてCO己通しrこのうTこにt)仁CO-をスペフトノレ

と三則/'7Lしrこじこう､ 4E-3 れれ に07み叫L収抽入

那/絞出コれrこ.同じ盲祁三ftてつL-ぞ､COと且し

て77＼う敗舟綾E,ラー度co-鼻スペフトノしも判
＼

足し｢こLこ5
～
4SJ3 n,'rt o7外Iこ.､.i/23 nけ1 Iこ

Ill fj



チ?

しうー フのq尽L7丸棒九が検出ご))/-i
､こノ)D史帆棒

大o)ロ丸太度1ヨ∽乙一息してru＼う巧例が経つLて-)

れく土哲人しTこ｡図//LヨCO乙試料三えに通してか

ら約t-舟後に判定しTこt,0)乙-わ5 o
4(23hn

･r;のDiL]え櫓えIコ463 71m のロ史りえ極大d) /i /徳に

足してし-ま
oジ､ナオ7イト乙豊jtj勧Lしぞ促

岡しT=場各に)I ､
45-3 n,n C)U/i帆祐入C)岐見

ぇJJNADPH乙温*L,融t,して促同しTこ喝各Lわ

き/)変わらTJ舟､フ[こが､如3 nゎ1 0)岐LLえ棒大

1"暮すW′3LL理経｢こ｢ごラIこ缶鳳し､モd)晩見及l吉

NADPHと選fL,剖LしてかDiLrl場/&lこ上Lぺ著し
く Ttきわ＼フrこo吉Tこ, too nnl ⊥人Lの長,-一臥一良

領域乙調べトLこう､ t4W L E-/73n]}1 tて弱い

吸収棒大が検むごれrこ(データ/,bh略).如3
--･h,n 乙いd)高l､ロ史=え棒大L紬o LSク3 ,"∩ a"07

低い岐L,t乙梅太一ヨ､
′佃o7禎拘確かうo)p67Wメidase

o7CO-鼻スペ7トノし乙●'ヵウいまD史収極大し祁

常にJく対応してt. 388,Q89ノヮッマ

斜にpLaWJ-dai色が存在マまこLlヨ､

,7,三苧禦
E5l

によっ て軌に級告ご1:,してい孟o､,.す'れにttよ､
I

il

'H II
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a,o-鼻スペフト)L･tており3 45-3 nnl a)岐L舶重

大)JナトフロムP-4!5-0 d)SoJ7E,T 韓にざ 5 Lの

と続冷ご4,L孟o頂riわう南偽宅ワッマイ土塊

根絶繊JこチトフロムP一年So/Ult.再Tlす5こt-那

這苗こ･･･lし.Tこo

上述のよ うl,JHl)足しにLO一見スペフトノし乙.･

c7紡3
hmの吸収棒大o)高ご8虜＼ら､ナトフロ

ムP-4Z5-o d)食巷乙大村L佐蕗C)方三えIこ紅い笹

出しTこLこう､新鮮組織､暢客観蔵､病暫姐

l`＼職こ､-/才和解盈当′ノそ4-L乞t'4-i/､之､7･g ､
〟

pmop乙t'わフト｡rこドし､これらc)チトフロム

P一年㌻0食壕c7絶対イ如こlヨ争ケ句題pv.わ')､ア
ヤ他F)a)値LTJフぞl'3しのt,考えらL/15 ｡

i/Llフ0)LS
､これうd)鵜ミ/]亡1ソーム由/分の

･rlW一見スペフトノしド',-i㌔ 4{4ZOhmに穐′トが存

71す5がら乙いあま｡こd)櫓/卜l言､ pLeJtoメ′､0(a4JL

や混入-し∈t-3 トコントI)ア及輯甲g)チト
88)

クロムに由泉しくL-3しd)L考えLj4-i S o し

刀､し､新鮮組男戦､揚客触席宕､病電姐御o1),)B?ぐ､

ナトフロ与P-4:60含量が大きくr㌔〕てL13こ
･

l!= l 1

r H '11 ,
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ヒノす郁鹿t､TJt-Jう∈-●あ3 a

以上のょうに租ミ プロソー

ナト/7ロムP一郎o乙丸壕可3

題がわ,rこのくIl､粗ミクロソ

ム風//->と伺E7 て

こLlこlコ?9ケ向

-ム風功一乙子遭

≡-,/41/i-LJスフロ-ス'密度勾配盈/じt･こP､17､

i::ヨI

ii)

iiZ5 ト コ ン

ド')ア及輯TJt:t令書TJい痛観iフロソ-ム

包ノか乙鋼製L,､これと同い3ここiこし[こ｡回

/8Zヨ病宥組璃C7場'&d)CO一見スペ7トノし乙ネ
ヽ

し｢こt/りく-●､岸且ミフロソ-ム鼠戊-乙一晩乾これ

…に420 n机 こ､､のロ及梶棒入V7440れm てLIC)吃Lf乙

櫓ノトJすJきしLt:tみられrJt7∫ラに｢iフr-i
oヨ.

rこ､ 4S:3 h7,1 d7ロqLR棒大絶息tヨ4tO nln /1カ､

わ)こt･fこ｡以エd7こLP＼う､端整ミプロソ

ーム風かc) co一差ス^oフトノレかう討賛し｢こ方

･･T-が､よ')正石監rJサトクロムP一帖o食違t求り

得3 しf'J断しrこ｡

〔菜物姓捜Jてよ3ナノしペン0)儀尊葛碩〕

虹均/各般に漁l､毒性乙示すこ七が知られぞ

t13卜13C)之 とCdSOq乙､確々d7濃度乙い､切断

級/ a)6]3o℃こlイン千ユぺ-卜 し[-JTツマイ
■ll Jl)



/oO

t塊根姐館切特に与ん､こぅしに 与勿RLrL車望に

よっ てLL.d7ニ柱風ナノL^oンが義碩頂~3わ＼己~詞ぺ

ド((gl之､史観)
o?2fTニ､そ

仰に7

ユニノしイソ=/･了二卜t備喝しTこ場各tてフl-て

-tテ/し^oン竜碩畳も調べて7+rこ(回/2､点線
) Q

卜19,Cll曽Tこl古CdSO4 t単裾己l､与ぇ卜揚各ド

1吉､ )qじ,=#及てい'古､軌こCdSO斗よリt,H5Clヱ

処王里c7方てりテ′しペン蓄積量が入きru＼フ7'こ｡

…H含C(2 d7場各Iて‡苫､ / ,"Mモー■一言ほLLヒニー未姓

埋o7塙各七変わウrJか, rこが､そIhと臨界良

i,して濃良t入きくしこいく L蒐しtlチノしペ

ニ07蓄積が起こるこLが晩餐こJしTこ｡し刀＼し､
38mMてい1ヨ､ /チ,nMこ-′d7場令よJ)しJナノし^oン

7｢-C)蓄積量がケ｢Jか,に｡これlヨト一身C/L之0)濃良

がわゴ/)にt,高l-rl卿こ組,*m虹命77自体が

55ま,TてトP)乙､･i)5う o CoISO4の喝各Lこ)三､

約与hMヨ乙-1J未処理ヒ｣雷LL･C./Ti_りす､そ

A,,Lと塊t,してテ/Lペン07蓄積py増加]し∈し､rてc

CotSO4処一理に犀レて7 L二)L,イソン,)7ニトl(1 1 .

一-_ ‥ー
_-･-___ _‥.‥_-_._I____.一■____

___I-/

H ')ll



/o/I

もイキ岡しそt/､錦岡の初見l古谷くr3p､, rて｡

し乃＼し'Jがら､ H矛C,Zヱの場各lニーヨ､ 7ェ-ル

イソンアニドd)偶即ヨ､ ｢l召C,1ユが低温良の巧

(てナノし^oンd)篭積量t蒐し<高わま効果が､わ

I,[:｡H曾CI之Ol堰友好ヾ約3h,M a)喝lニー盲､ 7

ェニノし1ソシアニト乙梢伺う~5L ､僻岡しrJ

t､場各に上Lぺて約斗循o7テ′しペンが蓄積しrこo
隻.し乙､ 7Lニ)L-･イソシアニト乙硝同しTJカ､

フ1て場合ヒF]篠に､的20nM C)卜‡曾C,!之処王望乙't

…ナノしペンの電碩量I吉良入に しTこ刀ヾ､､乞O7蚤

lヨ71ニノしイソシアニト乙併用しrJD＼,Tこ喝

各E,JLぺて7ヨ3D､に争カ､,Tこ.rJt;､ 7ユニ

ルイリン7ニトのみ乙tlALrL捜し｢こ組織t/7輯11)古

ナノしペン]ヨ集積し｢JD＼,rこo
ド,

)jZEこ､こうし[こ泉物処理乙'■誇尊牙≠戒ごd,,tTこ

ナノし^oン親戚乙TLC,lてよ])璃<ト(也/3) o

比軟のトU).病零細職かうd)粗ナノし^-ン血/'-J-

しTLCLこP､J7rて(回/3
､G)

o この場各Iて1ヨ､

敢ノに亨臥驚こ')L∈し13ように､イ/TCメアマロン

ヒイ/TIOメアマロノーノ,Ltl∃じの仁してRy敗d). ill 1

( lH t7
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フラノ ヱスキチノしペンa)ス/ポットが/検出コカし

Tこo5rて傷客観織乙･一言l′各く7ラノ-Eス千チ

ノレ.^oンがノ検おこ4-LTJか)Tこ(町/3､ A).読

にフユニノしイソ=/7=ト･T-I17こ-ALrL増しTこ組織

i,乙､-1Jナノしペニが葛頑しTJl-こLと並べ卜が､
TLC zいしテ/しペンが息く凍おこ才/･-しT才力＼,ド(

団/3 ､ B ) ｡ /o/o(W/v)のH曾C,.I,乙いR[rL埋し

ト組織の場各lて.言､病宥値域の場谷l士LLベて

ス/TIOットo)扱が飽U)∈ノLT｢Jか,Tこ(同/3､ a

川)
o相当蚤d7イ/TJメアマロノ ーノレが蓄積して
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Table 7. Effects of treatments of tissue discs with

chemicals on increases in cytochrome P-450 and microsomal

protein during incubation of sweet potato root tissue discs

Discs Microsomal Cytochrome Specific

protein P-450

(mg/g fr (pmol/g

wt) wt)

cytochrome

450
d

ntent-

fr (pmol/mg

protejn)

Freshly prepared discs

a
incubated discs-

Discs treated withA

phenyl isocyanide

HgC1
2旦

2.74

37.0

0.541 42.9

0.538 88.6

HgC12旦and phenyl islOCyanide O･597 118･O

cdSO4旦 o1481 57･l

cdSO4旦and phenyl isocyanide O･565 60･4

12.9

74.1

79.2

165

198

119

107

iThe
discs were incubated for 2 days without treatments.

9:The
discs p,e-incubated for l day were applied by the chemicals

indicated and further incubated for l day as described in the

text.

iThe
concentration was 3.68 mM.

A:The
specific contents in the microsomes.
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Fig･ ll. CO difference spectra of a reduced microsomal

fraction from diseased sweet potato root tissue. A crude

microsomal fraction (10,000Ⅹ旦for 15 min,･ loo,000Ⅹ旦for 2 h)

was prepared from diseased tissue taken from non土nfected

regions (i.0-i.5 mm thick) adjacent
to infected regions of

tissue blocks (1.0-1.5 cm thick) which had been 土noculated

with Ceratocystls flmbrlata and 土ncubated for 24 h at 29oC.

The m土crosomal fraction (3.6 g tissue/ml. 2.4 mg microsomal

protein/m1) added by NADPH-regenerating system (i mM NADP+)

was d土Ⅴ土ded equally 土nto two cells. Base line of equal light

absorbance was first plotted. then CO was bubbled 土nto sample

cell for 2 min and difference spectrum (---) was recorded･

After recording difference spectrumr a small amount of solid

d土th土onlte was added to both cells and difference spectrum

(-) was again recorded.
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Fig. 12. Terpene accumulation in sweet potato root

tissue discs treated with HgC12 0r CdSO4 together with or

without phenyl土socyanlde. One day一土ncubated discs treated

w土tb or without phenyl土socyanide were applied by HgC12 0r

CdSO4 at the土nd土cated concentrations
as descr土bed土n the

text･ ( r )I HgC12･･ (O )I HgC12 +'phenyl isocyanide,･ (A ),

cdSO4; ( A )∫ CdSO4 + phenyl lsocyan土de･
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Fig. 13. Thin-layer chromatography of furano-terpenes

土n sweet potato root tissue discs received different

treatments. A′ control discs which were 土ncubated for 2

days without treatment; B. discs applied by phenyl土socyan土de;

C, discs applied by HgC12 (3･7 mM),･ D, discs applied by both

HgC12 (3･7 mM) and phenyl isocyanide･･ E, discs applied by

cdSO4 (4･4 m叫,･ F･ discs applied by both CdSO4 (4･4 mM) and

phenyl土socyan土de; G′ Ceratocyst土s f土mbriata一土nfected tissue.

The crude terpene oils obtained from 1 g discs were applied

to the TLC plate for A-F, and 0.15 mg of the oil
was for G･

The plate was developed with n-hexane-ethyl acetate (8:2.

Ⅴ/v) and sprayed with Ehrlichts reagent･ ○ ′ spots colored

strongly,･ :.-I. , spots colored weakly･
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風度LノイポメアマロンJJ＼ウイノドメアマロノ
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torn

..'A'M9C/l2 己6opE､敵Krt壊しT11/0~ /OO Eく;TL

舟/510J^P ( 43の組織力＼らの画かに相当

希刀□し､赦しく櫨拝し､フL･てt.//,>同風

7-こ.一息え4[ocJで静置佼､ //oooメ星 ～､､t

速一じしT--～
o三妃殿乙/ ′ナLQC77oo/oLタ

ノ ーノし

E],=B=-し'1そd7北殿乙甲n-dA
I l)

II 二JH.
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て萩射藷ノ性と判定しT-i
o本前菜とコ､､ノしソ､蒙置

の礁感泣酪泉t,しTこo

G (LtC-し朝/n十/talaJJL皿
/o7)

Ra%の方法一て彼t､

≡則直しTこo /､?5- ynM 0)放射性と‡寺rて｢JいUDPG

･--ヒ/ケE nC/こ[I4Lc,コUDPG ( 2占O Cこ/∩,oり 乙食tL

Tごtc'hlM Tr).s一日CL緩衝液(pH臥0 ) 40〆(こ

IOO
FIR d)窮長泉t希打□し､ 2Eoc,乙い/S一外向良太-

ごで｢こoその後5LJJtC-仰+)le†-工の場各L

可1泉lこしてえ允生成物と抽出し､その萩射請

･性t利息し[こ.本略表相原形笥破o7裸儲毛醜泰

t/しrこo

Cal
aPル↓虹

/og)

山cP乙 0)方法lて促しl利息しTこ..

占7伽M d)/)二晩刀l)ウム鰻衡液(p卜け2)

2.LjgけL9 Iて20〃A 0)鰐真東ヒム2･tl吾に稀紋し

-･'1こ特級o7H>0ヱと6oo p9希叩しZ6oc ∈いぇ克ごで

fこ｡藷性J盲卜1zO2q)外角引-:よふz抑nけt の吸収

u7戒ケによ')判定しTこ｡本略慕Jヨ
ィ ーC)横磯前表t/し[こo

〔ナト7bムP-45-0の足長〕

7 口/Tこ､デ

87)

チトクワムP-45TOL.?､丸和L仔藤の方かて
[ ll fJ



A
/j'o

後フて笥5章てt､述<､Tこようにしく定量しTこ｡
〔ク エ/〈フ腎の定置コ

ふ2)

タン/ヾフ簡J言L-rLQらo7方法-て狙い､ BEA

と確守タン/ヾフ腎Lして虹馨しTこ｡

･〔 RトノA oつ紅畳〕

RNA竜)ヨ､以下0)ように鋼製しトRNA抽出

夜0)zムo n7rt の吸気度がウ貸出しrこ.蒸留7)i

て､､嵐畳を/ル止 にしTこ飼料lこ/汁-Q の71ノ

ーノしも三和口し､増祥後3ノ000 rpnlて､12､t鴫rBI

w産ノじし､氷層も娘しrこoこれEて気管水も加
えて 2れP にし､ケ桝P のユタノ ーノし乙-=Fw口

して/各え4ocてい静還しTこo占Om3の仏c/i

---rwDし､ -2DDc/∈い牛巧郁放置彼3ノ000 rpm
E'･

/∫/7jL向直/じ､して沈殿と絹丁こQこの花殿と乳乾

IL'-,レ､ごウ.1こN2気流にて先金｣て乾固ごで[こoこ

の乾固物乙之hlA のSSC/ ( OJ5-M NaCJ
､

o､o/tMクエン酪Tトリウム)に鯛し､y(
のううc7/ Jy,.e 乙しl) ､こ√=こ2,5-h､Aa)工タ

ノ ー)Lも抑えrこo -20oC Etl-え放置後_､光風

乙上述りようt=遠JUIZい
･

-

It)

lJ l'l[

U)､ Nl気菰にて乾固
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しTこo こ0)最終沈殿と/ mp のSSいて溶解し､

こ0)涼J良c72占o ,1hl Zl･の吸風見乙三劉足し卜.
!o?)

RNA o)聴反lヨF暮JICPe,ヒmレnrOウd)方法に碇_い

RNA(J^5/tnR)ニ/32Azムo Zこざり箪出しTこ｡

≡-'〔亀与頓微鋭lこよ5鮮〕
きす∴ k肌仰VS秘 の方法lこ牡フて固定し

rこ試料の卑輯をzo/Dウラニノし酢酸zい染色しrこo
//〟

そq)後Rby-AoLdのフlン酸鉛夜てt'2奄草色と
行い､日立Hリー/之A敏子扱う牧鹿lてよL)観度し

…｢こ｡

ll)

I ‥ll -:ll
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架∋節 喪険鯖乳

〔細把/7JL風O)各仲三見定〕

音す､､病督サツマイi奥縁組職k＼ラ フ ロ

こ､ソ-ムと分ご鞄耳3Tこわ0)細舵ノ外風三引こフ､､て

頻満しTこ｡この組織も､
pHが8:5-こ7､㌻C)2

確o7ま蹄夜( ､､材料打よt/､東験か去"参照)

と同い､ウォー/)ン7■フいレンデードぞ最高且

度で■30秒向､ z臥ヨ辞し､ 300xB /0/b句o)

･∴産′じ上積む/ooノ000X畳て､､2巧向直,じし､破風

/7]Lも鋼製しrこ.そしてこd)線画外乙盛男乳ス7

ロース密度勾配速一じ( ､､材料みよひ､東験方三去

''参照) Jこカ＼ワrこ｡いr4ーい4/LO7pM)ま砕夜t岡

tlてし､7oo/o(w/v)ス7ロース7ッション

Ir-･上Jて農務色の風見体(ぢそぅく礁u)凝集q/EJ)､

が花軒レていrこQ Eれdop‰"L･･L d,cLLe-,i C)裸

磯略表t-_レてNADPLI-c4ナoC/v,0-旦-OLLtC†a- ､

トコント､リア0)頂哉粥素t-レてe#†ocPvi-a,-

ei Dメ,tO(仙レ C)内諾/性/7JLTvと調べrてt,こう､前
虜d)三吉他lマ3Eo/D(ル/v) i-^上

1t)

)t[
:W･

d)凍ぇのス
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-ス風/7>に､夜着d7三吉ノ性1コ如-boo/o ( ～/v )

c)ス7ロース濃度e)風舟Lこ､それ乞､tれ比敦_狗

に広く/7jh布してし.fこ｡了rJわf7
､こうしTこi=

仲乙l､lゴミフロソーム｢JとニーC)スノしげネうlヨ相J'3

･液砥ご4,L3cfうzいわ,に｡そこ乙●÷ラしTこ花
//2)

碩も篠p押え5卜ntこ､iL吹ーこ旭が
■■

i=■

ヽー タロ,1(1

ディーd)介鮎ド際して促岡しTこ組翻意碑三左(

わ5し食にJ5ヨ昨法)乙鹿岡し乙tlTこo こ

の方法て､l碩乳レ1く波風外と前足d)ようrJスク

…ロース密度勾西乙盈･いこD､]7-'fことこう､褐色の

凝見料す観家ごれすl
､ぎT-i
NADPH-c#ナoCAnoDLR

旦JLPO(LLC772de- t/ CyナoCPmoけteC,_ 0メrO(a- C)即事催

IrJ
､それ芝L'れ20-35'o/bおJひt裕一Eoo/a

( W/>

) c7ス7ロ-ス濃及d)嵐勿一に象TIL'己いTこ｡

-I-･すTJわラ､こd)姐職からミプロソームと併酪

す5に当フ 乙I訂､組織tウオー/)ンフいフ､､レン

ダ-∫/)t}わ5し息乙u譜石午75元がい､こじ

がわカ＼フTこ｡

′方､

が脱落す

ミク ロソ ムP＼う舶令型爪′)ソーム

7ロース由良
I
-

'll "lJ
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勾配甲に3h,Mの咋十も存Tlこ亡くt+Tこ｡し

かし､こぅしTこM921希乃ロー古かえフて非特異的

TJ才/Lげネラ向o7鹿象とt^ぞhこし､不息ち

てl､あ畠こt,がわかフ TこoそここいL*了O7定験てtt

‥1J ､ M令2+乙令書す1､ / ,nM EDTAの2-Tを食むス

フロ ース密度k]配乙用t､iこLLこしTこ｡後.速

75が､ケrJくこt/こd)材料の塙各に-J､ス

7ロース密度勾配甲にM含2+が再往しくl-｢Jく

てt,
､ミクロソ-ムかうd7Ji31)ソ-ムd7髄政

一`1言椅乙Lじ'起こらTJL､Jう.こ●ら,･に｡

〔声客租職の/oKと/OK-/ook ,=m-LJ殿亀舟1こ

お17 a [pDTTuC-のDTtLL /6-竹dnoスモ担-ヒ

こ{,･L-I,,'u7LLIc -･cL 4
-

)-Jd-70^y(ct-I-1D性d7 /7}市)こ

打175息tl〕

粛啓/ffi織d)ヨ碑物o7 300メ旦/0分向t)直′じ

上請L､/介風見Jじドよ,ぞ､ /oiくと/OK-/oo

k,nL一殿慮舟ド舟虚し｢てo 皆レ乙,rpDりteαけIaDoytL

/吉-吻dn?メ#- t/ Ctl--叱ac/a( 4-

hllOhox#-∈し三音′性の向風体<0)直川く;I*克と調

べ丁て(良筆) o 工po幣.α仰∽Oyta･/i/lT 7LgOL70メy.(a&
lI T■lJ
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三盲准.1ヨ/ok t, /ok- /oo 紘 ,=rL殿直lノ知に/こ/､占

の軌谷己い/分布しぞtイて.これl,j寸し､

a;rLm伽山L aCJoE 4- JvyohoメyL7adA請他trJ /こ0､3J7

zい/7i>布してしIrくoこぅしTこ//1L布q)息tlカ､ら､

∴内水厨i:1L酪素J古細泥rtJ月71/性と契にしていS

もd7L考えりれTて｡

し燕昏組｣織d7/00 k ;一札簸庖介d7直線スフロー

ス密度勾駈盈′じ径c) ,-ponte抑lの0旭/S一

物血メyPa-こd-cv,Tut aCtOL 4-ねchoス才‰且

請'性o7分布o7盈t ･ j

lpo,7uCurt∽0叱/5一一JbVみo>yfa& t- a/rt-al,ulc-

aaloし4一佃dQDXyF- p､､､互し､lて細肥]*J局Tl,性t

異ドしてLlまこLt立う正サ5トゎに､南嘗組

裁か＼ら婿Tて/oo K;一犯殴血/7ト乙直線スフロ ース

ー瑠度勾駈産]Lltf-w＼りて/介風レ､苗場号泰-=iノ性o)

/か布乙比較鹿討しTこo
ヨす､タンパク管lこ倒して)吉､スフロ ース

転居勾紅速,じ後ニフC)主賓｢Jピー7がT}Tlし

ZしITて(回/9) o 竺の-フ7ヨ想見[ultt/､o了から

/､/ケ5/叩3(こかけてヤ＼｢JI)ネい卑針て介存し(l
′

ト

___._ ■ ~_■.._.._.______..___ ___.__.._ __.._ .__________
____.___-____

____ ____._.._ -｢
′｢-

---
--■

一一-I-I-■.
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. ▼---..___-･･. ..■_-･__.I pllI '/l暮
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てわ')
､もラーか古家度が/､ノ95/a,㍉07所に

放いLo-フLして/7jh布していTこ｡ RNA)盲経い

方o)タ1/ヾフ嘗o)Lo-クヒほぼ同楓rよ/7JL年乙

し乙Llrこ(B]/タ)
｡昔｢こ､

NADPH一物†oCPu7Dnu

こ,

Q J2.aOLLIC(a,4LL 毒性t/軽l一方0)タニノヾ7管ピー

ク､フ雷l)RNAピ-フし非醇ドよく小人T-J7jLT77

乙L'ていTこ(回/S-)｡これウd)/r5裂かう､醍

tl万0)タンパフ嘗ビーフl,ヨJ)/I(､ソームが姉谷

しTこミクロソーム(狙面iフ ロソ ーム) t)由

I"介こ､-あ畠t,着えられ['-io輿味原L-こLに､輿
型的■rJ フロソームの裸磯路奏し尊んられ∈

､ 13
ph,o･dPんo4cんo必rLe-

-

♂･.CLdCb7i､de加-Ld&α収
希他のピーク1古､隆一1方のタンパ7管Lo-7

しfJ一致亡す-､こd7タンパフ腎Lク- 701経い

-∴-･有d)半分(変ぇが/､oヲー/､//伊/cりrL3)fてかイニ

ゴ フ て存在しぞL､rて(回/5-)
｡このょうLこ.

pho4PFwJ7yetko必rLL
-

3CLd-/i.Ote一切叫a-請,fk
がP､トよ,トか布乙し∈E､左d71ヨ､ダニ/ヾ7

官Lo-クC7重し､方半分｣てこd7鰐東の匝･7%物管

が存在レ∈い S rてわLし考えられま｡ tZこ乙-こ
いI i

:(I[
() ..

_.__I‥ー_.M____m_____.-_ノ



ノ∂ワ

こd)タLパフ管t=o-フd)軽Ll方乙壇L一方d)向

軌舟一己混食し､その三吉性乙剰ぇしてみrこLこ

ろ､向包舟のそれ乞l'れo)三石ノ性.d)和に等しP＼,

[-i(泉ヲ)
｡フa I)､P且客糊官が希Tl13ヒ

:･L,I/､う可矩.イ生I吉名定ごれト｡これらc)爺乳N＼ら､

病宰ワッマイt塊根組織りJWu9R-I-瑠acAOL

J2mdopPa4"LtC, J7WICcLLBttれLコネ均一てい､
/PTJくと

Lヱ雇類p､･､希Tlす5L d)こ抵定_し[こ｡一万､

壇L一方d)
J7ンノヾフ管ピ-)]a

cyナoCPtnD,TtL皇

…

ox′･o(α止 り請'性′か布し一致.してちリ
i=:I

iZ!

ヽ ＼

シト､/)ア虚l介乙tlわ5L判断しTこo

lpo-am-.orLA /6-hq如oxy･･ea也三吉/Tk7ヨ恵良か､､

/､/oカ＼う/､/4Z3･/c'7}のイ直選にピ- 7も形成し

くいrこ(回/S)
.フヨ/) ､鮭l､方c)ダニパフ

･･r骨のto-フの壷L一方半/かに偏在しぞい[1.こ

のこしP＼う､ fpo7rtRα州CU7oyLa /t一物ohoメ#-三吉
ノ軌て府7うナト7ロムP-4<5-oJヨ､ pんoAP[toJt8,e-

ck泌-一純山-､oLe tluu肘α也
乙Lフて､trJ

=
hoL{9-A-

-

ALd7iaceo(-d･op･eat"rue-加tLtCuALL-

tく角Tlし子L73f'C)仁考えにo T万､
'lI 二:LJ)
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ヽ､

c/yvna"ut cLCJo(
4- Lld70メy-ea-請ノ性Iヨ､驚及が

/､/7h＼ら/./ア5/i,rt3d)仕Etこ入き｢JLlo- 7 ､

/I/2 P､う/､ノ4多/cht3(こノトご｢3Lp-クt-して凍.

出ごれに(回/5)
.ノトごtl方o)三盲ノ性Lo-

フIヨ

::'rpoy,t2Cuれ6WDn&ノE-),増血oメy･.ea-毒性Lo -クLほ7jt'

一致してtlrこ｡一方､大きrJ三者ノ性EI-ク)ヨ､

pレo4Pんo刀#cho必-一路catloLL切-仏紳-色＼
cllOCnnot7tA e: OX;oLa&

､絶しC-し仰ナkTatLa
Iヒ甘､

caT磁のいすれの3舌ノ性/7JL布Lt,-

…致レてL7rJかフ丁こ｡トに､し､この三音ノ性Lo一夕

lヨ､ NADP什cQ†oCanO,rLL e= JLe血c,α-三言他0)舟

蒔く1-d)属に相当してし.3ょうに見んrこ o

〔暢奮わよび病宅組織d)/00 I(沈殿風体d)良

後スフロース褒畏勾配直,LT後u) cJ,tom,t4tCJ

ac/o( 4- hlめoxyea-請枚o) //lYv 〕

e(､-7C-u､c-
aC^､或4-竹dJW,終平1ヨ､黒鏡面薗

の感受T-I(7乙いt3rJく､切餌楊宅lこよ,てt,誇
導こL)-LまこLが知られてt-3

｡乞ここ､､､病偽
宅両組織こいこ07節奏c7細胞内局在′性ド相見〟ヾ

わ3p＼Luうかと検討
111 'H

I
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かうd)/OOF(-=札敗色外もスフロース想見勾姐

底･いこカ､ワトt,こう､山一肘nW"ut_玖utO1年-

hdohoxLdP-LfiJ性一言､病客観弼の場息d)主督三吉
也lo-フ0)和食にd)みみTlしてい[こ｡頂TJわ

~･う､病害/1tB_職d)場谷d)ノトごし､方d)請ノ性Lo-ノ

l甘病客刺激tこよ,てのみ公租頂-3福ノ性Lo-フ

てl'わー5こLrUヾ●示唆こ1-L｢こ｡セこ∈ll恭賀後o､㌻
＼

日日t,/ B日C)雨雲組j織にフ､､く､ a/JW抑レtC

acJO( 4-hqd70ヤyPa-の細胞内局k/性と比転嫁

…討しトoそd)錯乱､皇宮TJ請ノ性Lo- 7o)席､-=%

他l才両角客観餓て､It5こLLt'変わらTJ=d7tて和

し∴ /トごい方d1請/比lo- 7 d7終請ノ性一言原発後

/日 日o)細須哉d7寿がo､㌻日日d7組.嶺宅よ') i)2

確L^上tて入さP､,ド｡このここtrd､/トご-方

I:,0)請,Rt:-クが病零刺激ーlてよフr(務尊

しd)ZL.あまLいう甥虹tヨr4'ヨサ簸め

〔lpor7tLC"two,te /6-柏ohDX5ea血 t/よが

-う
～-

ぺ
ヽヽ.

c;v--tic- ac^､o( 4- L4dnD斗汐Pa- c7両三宮性曲/J>

e)亀子顕赦鏡‡てJ 3施療〕

直線ス7ロース転居勾配底7じ準o7cj仰a仰､c,
'Il :I(Il



/ilo

-､d 4- h#･-oxク庖- -=f'性o?主腎TJ Lア-ク庖/7T一

己蕎腎水にて約4倍に稀紋し､盈'じによ,て

腺乙向化しTこしこi､そd);%巌Iす茶褐色し白

･色o)ニフ07静舟Lこ舟刀＼れてしtrこc望ここ.･セれ

･,そt.れ乙舟反し､亀子頓才牧銑乙.一腹o)奇ク籍を儀J象

レTこ｡各褐色の,=K殿の場省一にlヨ､俺達し｢こフ

I)ステ碑塩乙Lフミトコント')7がRj放免五

レていTこ(回/7B) o

-方､白色,=K毅郎I-ttj
いてfヨ､ /亙硬z''.大ぞでが不均一rJ願粗が､
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Table 8. Dis_tributions of ipomeamarone 151hydroxylase and cinnamic acid 4-hydroxylase activities

between the 10K and 10K-100K pellet fractions from diseased tissue

Fraction Ipomeamarone 15- Cinnamic acid 4- Cytochrome旦OXidase Protein

hydroxyl a§e hydroxyl ase

(pmol/h/g fr wt) (pmol/h/g fr wt) (nmol/min/g fr wt) (mg/g fr wt)

10K pellet 103

10K-一ook pellet 167

′~ヽ

i?

七

し
)
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Table 9. Phosphorylcholine-glyceride transferase

activity in a mixture of the light and heavy

microsomal fractions

Activity

a

Fraction- Experiment l Experiment 2

(pmoりh) (pmoりh)

Fraction 8 (10 ul) 370

Fraction 12 (10 tll)

Fraction 8 (10 ul)
+

Fraction 12 (10 ul)

iFractions
after sucrose density gradient

centrifugation of the look pellet fraction from

diseased tissue (cf. Fig. 15).
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Fig. 14. Distributions of protein and RNA after

sucrose density gradient centrifugation of the 100K pellet

fraction from diseased tissue･ ( o ), protein in
mg/m1,･

(+ )I A260,･ (+)I SuCrOSein w/v･
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2010

Frく】C†ion Number

Fig. 15. Distributions of enzyme activities after

sucrose density gradient centr土fugat土on of the loo又 pellet

fraction from diseased tissue. ( 0 ), c土nnam土c acid 4-

hydroxylase activ土ty 土n
nmo1/h/0.5 ml; ( ● )′ 土pomeamarone

15-hydroxylase activity in
nmo1/h/0.5 ml; ( □ ), cytochrome

s. oxidase activity inリmO1/min/10 u1,･ ( E) ), catalase activity

inリmO1/min/20 い1,･ ( I ), NADPH-cytochrome三reductase

activity in nmo1/min/10 u1,･ (A ) and (△ ). glucan synthetase

= and Ⅱ activities, respectively, in
pmo1/min/50リ1,･

( ⑳ ),

protein in
mg/m1,･ ( + ), sucrose in w/v･
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Fig. 16･ Distribution of cinnamic acid 4-hydroxylase

activity after sucrose density gradient centrifugation of

the loo又 pellet fractions from diseased tissues incubated

for 1 day (A) and 0.5 day (B) after 土noculatlon with

Ceratocystis f土mbr土ata and wounded tissue (C). ( 0 ).

act土Ⅴ土ty ln
nmol/h/0.1 ml; (十), sucrose in

w/v.
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一･･/
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●

1ナ, A,

Fig･ 17･ Electron microscopic Pictures of the peak

fractions of ipomeamarone 15-hydroxylase (A) and cinnamic

acid 4-hydroxylase (B and C) actlv主tles after sucrose density

gradient centrifugation of the 100K pellet fraction from

diseased tissue. Ba工･S Show 0.5リm.
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400 450

WQVelength (nm)

500

F土g. 18. Difference spectrum of CO-bound minus CO-

unbound forms of dithionite-reduced microsomal fraction

from diseased tissue. でhe m土crosomal fraction was prepared

by centrifugation at 24,000 rpm for i h of the 10K-LOOK

pellet fraction on a discontinuous sucrose density gradient

composed of 14 ml each of 16 and 40% (w/v) sucrose solutions

containing i mM EDTA (pH 8.5) in a Hitachi RPS 27-2 rotor･

The frastion used for taking the spectrum contained 8･2 mg

protein/ml.
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FrocTion Number
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⊂
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:⊃

∽

F土g. 19. DIstr土butlon of cytochrome ど-450 after

sucrose density gradient centrifugation of the 100K pellet

fraction from diseased tissue. ( 0 ). cytochrome P-450 土n

nmo1/ml; (A ). protein ln
mg/ml; (十). sucrose ln

w/v.
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ntt･uL,eW仙乙食成さ7]-Lrて

c;れ-YYut aC}0し4- h4ohox終-州象L LしI:

主督｢J三吉性7UVl存在7孟オノしがネラに移行し乙

l､く こL 0)え【喫Lt-J与え/-tくLl-oむし 3
､こ

c)/P畳三吉乍且介l言病質則風てよ?､ぞ特製的に
I._.㍗ =二 J

/

lL'll :.'tl
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出現す3しo)r-rL考えた方が妥ちd7JうLこ恩

り4,i 3
｡この少量請性L&/7VLo)

cJ,tM,yt^.C久C;oL

4-LMdnox㌢ead且Jヨ､主賢請/性晶)7JLe)守れしlヨ

細胞円局在′性d)上Zt.i,磯紀の上く､､し輿フく＼､

･I-3o)かt)しれTJい｡例ぇば､同L).花見酸_乙二打

倒Lす3EJJ々の殖額の/TI､･) 7
i) -ノし谷一成糸

(例えば､フロロケン酪ふ成糸t,/)フ､､ニン谷一

成糸)が細聴何局克性乙･契にレ之い3Lし､う

可鮭/[生t,者んられよう｡

-‖[ワッ■マイ土塊花組鍬こわー73ナトフ ロムP-

4i-oの嘩能L/%肥Tt]局在性d7f}林,Rにフ､一
之〕

ふ砺見乙'Tpowwa"tのo他/E-)u4Cb10スy-Ca-と

eL､rL-nu･c- aClld 4-んuob?oメV,払止が細線Fj句Ti催てt'

I:-･賢rJ3こしが明確LTJ,Tこ｡このこしl了ヨTて､
向鰐素話′阻に郎与してい5ナトフロムP-4{0

が互しIlこ冥rJ3しの乙･t5)Sこt/i,示してI13｡

に､ Tpohte-∽0,･Le /E-Judd,70"d(dJL I3
､柑

フロソームの一郎a)みに/存在してt､3d)

fて対し､ナト)Ejム.P-紺ot言狙面
.1

1I ト

∫(I り

フロ ソ
ー



▲ /ム0

ム各体にわTこ,てl引冨､'写L,い比令量(タンJヾ

7管当')a)食長)乙示しrて｡これうdl争′定lヨ､

病傭専ワッマイ土塊根組織lこJヨt今福争格は
チト 7日ムP-タb-oが､細胞同局T1性t'製卜し

I-,Td-が､ら為r1レていまこLt示してtt a o ラrJ

みに､
I-powt2-mo- /{-hvohoxvee-請性向舟

C)ナト7ロムP一帖oが企てこd)活性lて倒与し

ぞI'3t/のと-g5ヒ､乞O7日転回紋lコ毎介/

i.^T LrJ5
｡十ト 7ロムP-タ与DのrK克.回転敗

…(言､そo7確類IこJフ て緊rJ3が､わょそ毎介
/ -占oe EIZい､上0}回酪El枚が例外的Jてノトご

rgF3Llコいl,きL),LTJt-. L,7J､レ､高専旭何

にお(73ナト7日ムP-タEOIq与0)水酸化埠克
己側にし3L

､tj]断後ヲ6喝伺2よh,M
MhC12くt●

･･'-7Al王堅しにguLいS泌-a,ut,tLoke塊茎のc;I-ah･u､L42)

acJoL 4-巾ob,-o火紳-Iコ約/ヲ､切断爆音後32巧
何日a)i/ヤ汀､イt奥呈q7 cI仰1M,ut aCLtO1 4-

タ0)

柏あクX#- I?約20 I ナha^糾-JLvtw
JWS臥しJ納品

0) /o′oooメ% I /6舟かウ

風舟Q) 5D7;叫o-P
･ 'lI 1-1卜

/t,
oooメ豊t3!,E介q>brK殿
PadむI言/7､チZ-3) 3 o こ



/&J

れらのこしゎ＼らみて､呑舟/i-^下t,t＼う包転

回数l甘ノトご巧ざ3Lいえょう0年足.)て､

I-poyytcα机∽0- /6一帖dnoxyj7ada請′性包朴d)チト

7日ムP一桁oも極わてR}橡TょしのTごと一考えT=

･･方が妥当乙1.あ3t,t､えs o

Ill

ll) l)
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07希Tl｢JLlしJ<( a))対与乙示唆了3竜一及にじこ･･
ヨ,ぞLI3

.そしZ ､これウd)チトクロムP-
LY5-o PヾG]与しぞL'3 L署われるえ/)>u･が､哨ii'L,

勧物肝L同じようrJ亀ティ云息泉l/tよ,ぞ起ノこ

tr･フてし'Sし直停的tて確証ブり5 ∋乙"lてIヨいrて

フ く LlrJLl ｡

3?)

/門9年､ ma%adナんcLi- Cosc*.a 13 ､

CaThMa･,Lナkad nos且LL4 細苗 r)十卜7ロ ムP-4So

倒与c7,紗-oA huあ〝#ua(て着日し､召す高
…等組物LレてI掬のぞ､ NADPH-eyでOCPLn-O′7旭旦

ノ班血c,TCW 乙､乞c)粗ミプロソーム風舟よ/)

界面-=E低利こい可溶化し､斡休精敬し｢こo-衣

子トフ ロムP-46o t'同L7粗ミ7ロソーム包介

式/)可溶イヒし､ DEAヒ-7Z_)L,ロース刀ラム7ロ

.:I,マト71ラフィ-/こJ')介廃しrて(T,J,<し､こ

u)風かJ i-a-JL,;oA h#ox#z-請/[i乙確かrJ
がら呈し∈L'3)oごらtこ､フロロ小ノしL-

メタノーノL,(2こ/′ V/>) zl'姐ミ;ロソ-ら

風舟よ′)細管乙抽出し､これウJ

3こいこヰ′)
､ノ有卦'.す#ua,L{､oJ7ll lJl)

.

己=-i-Lふ1~

:･J:JJ-よ･-Ia



▲ /bタ

請性a7出現t観客L,∈【.a
｡これI古､

物Lこtj)73ナト フロ･ムP-4So tてJ幻甘3節

しくl才良和自7rJ卑璃戒突険しして;i巨=て
3 o し刀＼し､哩懲的tこ-J芝れ乞いれえ金L/i

lr･L,に酵素原品pヾ岡し､与れまへ､き∈､tわま｡
泉c7･3ナユー′)

tソ7oり環視よ')
､ /=a気永

I,t単■-rJヨぞい',i,[フロムP一緒o乙璃乳
ヨ｢こ､ Bon〃肌Otら L3i:1ヤがイtゴ')

ヽヽ

6:!

ロ iZ5

ソ-ムの電与伝盈糸o7構成凧外d7-フ乙`

…チトクロム占5と色気泳画的Lて皇宮rJバン
邑7ま曽こいLて精製レrこ｡

前章まこII,1述べトよぅlこ､永嶋宅T､ノ

土塊根一触燭Jこ-ま､嵐宵特異性乙賢Jくすま

のナト7 □ 4 P-4(5-o和与d7水酸ー化醇亮一

Ilr'7po,rtJLa+n-orLe- /5-竹drwメ9-PaJo-L cLyLmCV7yLtlc-

a以､oL. 4- Lyoho^y･.raJJU一例1TsTlし､それ

細胞内月見ノ性t-+fj11てt/明白rd息いL示

称名Ia bWLopAadnut JWtLtLLLeLt,,,･L lこ､役名

如の/Tノし7J､､ネラ汲に局在してt13ここが

れ｢てo高等櫨物o7何丁飯館いこわ.王､1く､嵐:I

'l) :-1I･
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㌫
陳｣与のフJしC)区別こa'tまナト }ロ∠､P-4(紬

酪呆が同時l＼腺ぉこれ,( い3イ9Jl吉

し〃＼し局在他にわー-て相互に異)

ヨT-I /i)i

く し- 5

舌｢-IrJLl
｡そこ乙l● ､こ4,Lラd)7)(酸化良],=u､

I-.さ機構乙明り布＼にし､ひいて13句;Lし酸化
l/Jx1与しくtI 3恵与イ五度糸のノ相同神泉性

ら外Jてす3こL→ヨ高等楓物にtjL7まナ 卜

ムP-4告0旬与07水酸化酪泰のノ祈1v/1fて新し

向ノ牡乙与えS i)a)L尊ん与れふ｡
."

NA DP=
-

cLifocAno',LEI C,iMんしC†a也

芝こ乙

ト プロ

柑o 乙か敵嫡乳し､･そo7ノ性簡t明らかに

こLt古式み7て｡ナトフロムP-4tO
Ll 冒 ′す成=Dし'ょか,T-tが､ NADP=-col-OCaD

G:加OL(C佃払 -ヨ電気水面的Lこ巧-｢Jき

･風す5こLPY一己いさJ.-io本所匁lてよ
フ

マイセNADPトト呼oCAno777･el JLQducl-a4jl

動物Iこわl-て詳しく/節季cLこd,,Lてt15

eyl-ocPu}o,,Jt&P- i/E-o JiCんcナa& t-酷似

こじPヾネごれ[,i
o′例えt3tl､

こ､

て.

Jコ､

NAP

L -<

この鰐秦I訂/か

p､､約占′oo?の赦館谷卜､メ⊥こ介す昔仰､約tG

Jl)

.'L/IH
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73T/DOOC)吸水性卜､ナンP､ウ｢J , ( -1まこヒル＼､

ホ曳これrこ｡.こぅしr-tこLから､本粥袈L-J本

丸ナトフ ロ4P一緒o乙産気すま鰐克く･.あ主L

¥tJ断Jれ､南軍租物Lしてtコ如d)之. NADPH-

r'cyi-oc[u･or,teP一始O JtedLLC}･仙L乙克全備観しTここ
みrJ･7ここがこいきS｡

=l

)lJ 'ltJ.
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第z蹄 材料tjよひ､東険方三宝

〔祖物材料〕

鬼石見入阜附属見場て､一秋LL/乙薙ごd,,L[ミサツマ

亡1.イt.塊枚( Ip｡nl｡肌baTal･ad
/品確.農林/号

)乙促相良前3-etl/3-/6oc,ぞl'貯蔵してyjll[こo

イLf_闘に ノト レて､ワッマイt塊オR_i/4くて1一十/か克

i)

､そo)泉組餓h＼ら翰切′)切片(鳳ご5-mれ)
乙調製し[こoそo7切断面lて簡之茸乙t一連べT-tよ

川うI'て黒捉義歯o7内生舟生ケ懸濁爽t雀托し､

追,=li1束件下3ooc,㍗/ B同インキlベー卜しrこ｡

こ07率針炉･)t]J揖よ/)府粂句う乙除乏し､顔′)o7

ヰ感告辞乙病客姐職しして偲弔し｢-i ｡

Lミ)ロソーム風かC)鋼製〕

-･r-･轟音姐戯(/､2k才)乙o､ダMス7ロース､
/,"M EDTA､ /ohlM kC,( ､ /o/o(～/v)アス

コノしLll⊥敵わ､よひ､計o307/TJ/)フラ-ノしAT 乞

食L[(./､ム且a) 50-M Tris一日cl後衛泉(pH

よt ) q7ぞ.'アラステ､ソク,%Lu)わ3し谷乙昭い

乙古希し｢.こ｡こOl音符夜LZ壇?アイロニ]J､､〔 JE

'1I )()
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-だでこレ､ち泉乙3oox居Ztl/o分利息,u､しl一㌔

そりエ請t,/oo,ooox宣こい/時向直心し､沈殿

乙･/ mM EDTA (pH8･.5-) a-合L7~~く-o､4ル7スフ

ロース森永72hLe]こ蜂濁し7て( /00]< 兜殿包

･r･舟) ｡
{"A?の/DOK 沈.殿風か乙/ … EDTA(

p卜Jg､㌻)乙食tJくt3,ytA 0) 7o｡/o
､
/年ntQC)yo

b/a ､ /4nAC)占oe/o(VV/v)スフロ-ス各液かち

戚3不連続スフロース医長勾駈lての7t､日立

だF$ 2クー2ローターー/<2年,DOO←pm､ /巧向

川底′v.し丁こ｡/bo/oヒ4oo/oc7スjロース享春永c)士気

各領域d)身分上ミクロソ- Zl血瓜-Lしく/7JL反

しトo1*上d7操作は2-4oc,こい伯フト｡

〔チト フロム P一々6-o a)D1一三臥化〕

0､8/,w の

･[-･/r,L&)に､

) Pヾ510 ,nr1

7/) tz口
-

7 日､ノ
ー

最､終的Iこり

､
D1-T Pヾ/

ノレNヾ4･oo/o(

ム風/7> ( //･F仰5 PnOleI-rL

二晩刀J)ウム(pHクー∫

r"M I
EDTA が､/'"M､

v/v)
､コ-,し酪乃/)

ウムPヾ目的し715濃度にrJ3ようpDん､その
各畳を2､0,,LPlこ硝聾し7'て｡そしこ､ 4oc/てい占o

//7L旬放置レ1こ｡そd7冬､/州 P.TTと/hVl
F Jfl '.!lJi
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EDTA 乙'%むわ川M /)⊥酸_刀′).ラム媛_街夜(

pH7､5-)て､'2イ酎て希綻し､ /oo′ooox居∈.'2鴫

倒産心､しTこ｡こ07上靖乙可各化風外Lし､沈

殿t古/TOM DTT
､ / nlM EDTAあ､よひ､200/o (

こ,V/v) r/)てローノし乙食むよOnlrVl ′)ン晩刀,)

ウム後衛夜(pH7､ナ) 4桝,Q )て称濁して不溶
血分-t/しに｡

〔 NADPH-cQてo山o-旦JuんcTa4R- の嘱敏〕

ミクロソ-ム風外乙L5臆に碑統し､最終的

I"にTr[s-HCI (pH7､7) pヾtoh,M ､
EDTA 刀ヾ､/

ynM ､ DTTダ､/,nM
､フ､､りモローノしpヾ20b/o

( ∨/v)
､夕1パ7簡pヾ3ttm才/nLQ

L'/J3よ

うに諦聾しrて｡そ.o7後､最終媛見hヾ2o/o (

v/v)にrJ3ょぅに工マノしゲン?/J乙不加し､

･:･/5一介Ii]マ7tネナッ7スターラー<t一枝拝しト｡

そレて､ /ooノ000X_5こ--/唱和盈′u､し､上請t,
可剃L風/7;>Lしト｡

上清風舟･乙､ loo/o(∨/v) 7t/)7Z.ロ -ノし､

/mM EDTA
､
0､/,nM DTT L O､5-o/a (レ/v

)エマ/しアン7/3乙令じ㌻omMTr[s一卜IC=後衛
:I(1 U(II



/7(フ

衣(pH7･7)こい前t/,ぞ乎衡化ご亡てtj

DEAE一色)レロース( DE-i-2 ､ uLGji･T"仇仙)

A(≠大/0､㌻cれ)にP＼17rこ｡々の7Vラム

27D mA C)千衡化後衛液し同じ緩衝液てt､
三J･0､3 M kC/1乙令しTく､同じ後衛夜e.､鴎泰乙
し､
,:%性風命＼乙回りろしに(

DEAトモノしロ

ガラムからC)象出色分-) ｡

こd7麺一缶融か乙､ Zoo/o(レ/v) 7/)7Z.

/L,､ o､o2mM EDTA
､ o､/ynM DTT Jブよ

…0､Z o/a ( V/> ) Lマノし'71.ン?/3乞食L)/D

リン酸カ])ウム後衛夜( pH7､7)に力し
祈し､施し-て透析にイ史ファこ後衛夜L声]じ/4

夜こ､一子衝化ご亡て打t-Tこ2',S･′-ADP-ヱ7,

ス4B 刀ラム(之メ∠､7cけレ)lこかりト｡
//8)

-二IC7各缶LrJな-t脇ocAitL 7nadWW り方三引て

改_吏t刀ロiぞ行フTこo寸す●､ 20･/.( ∨/v

I)iZ･ローノし､ 0､4yn卜7 EDTA
､ 0､ノ'nvI DTT

ひ､o-2 o/B ( V/v)エマ/しケンヂ/3 乙合L;

州 ′ノン酸刀′ノウム後衛夜(pH7､7ノz∂β

乙い/=Lい､卒lて平衡化終衛夜/toヤ?Rこ‥且っ
El

I
l[
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∫川V1
2'-AMP乙食Lr三千衡化後衛夜て､､粥泰t

各出レTこ(アフィニティ ー77ラZlカ､ウ4)森む

由朴) o

このアフィ ニ丁イ
一刀ラムカ､ウ0)森お包舟-

･--･乙､ Zoo/o( ∨/v)クーー/)1=ロー~Jし､ D､02mM

EDTA
､
0､/,yIM [フTT ､ 0､ノ M KCI 7jt古7f o､之

o/a( V/> )工マノしナン?/3乙倉L;/OmM /)ン

晩刀/)ウム後衛夜(pH7･7)くl-前t/フマテ癖

化プ甘てわL7[て72ファデ､t,7スG-/oo〝ラム

'り( o､?メE3c/帆) (て7VH71
､同じ後衛夜てt'節奏乙

藤虫ご乞rこp

ltL⊥6)操作Lす之-牛oC∈い行, [こ.

〔 /ook 沈殿風介q)直線ス7ロース密度勾配

孟:.じ〕

/oo才d)東電祖廟よ/)諦観しrこ5-ハLeV) /oof(

5rL殴風舟乙/… EDTA (p日計.㌻)乙食しr-I I

3仇R a)7oo/o( ～/v)ス7 口-スフ ッンヲ
L>

L/占-占Do/o(～/v)音乙いd)直線_スフロース恵

良勾配よI) 'J3森泉上E--C7乞､日立F?Pszクー

2ロータ丁甲乙tt2タノ0?.Orpm ､ 4巧向息IじしJて｡
`lJ -/lJ
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通･u､後そd?藍長句配乙等量fこ鉢底しに｡

1*上o7操作J古之-牛oL乙tl行,にo

[/TC/) 7 7 1))L,7 卜､ナ､ノし亀気57jO如〕

非変ノ性養仲下乙L'd)艶気永劫Lす､ Dcw[去 の
//?)

･r,-=alこ絶しt､ 0､/o/D･(W/v)ト')トンヌー/00 乙

食L,r-Iよ占o/D( W/v)/T,o,)アフt)ノレアミトス

ラ7tlナノし甲こ､4oc,Lてて行,ド.亀気疎酌後､

ナ､ノしJす7マンーフいJ)I)7ント7い/し-a Lこ∫3
/･2o)

ダニ^oフ管安危3, rこほFarレL Tr7adWLA の方卑

川Jこよ,て蒐性安危しrこo7｢Jわラ､ o､28-,n卜t

NADPH L摩和泉度のi-&他車オナトラゾ,)ラム

乙合L; t占l"M /)ニ鹸緩衝液( pH 7.ウ) q7乙･./i:

･r&/て乙,[ンキュベー卜し､請づ生家色しト｡

OJo/o ( w/v )のSDSO7存在下て､-e)盈丸久
/2/)

一丁勤IrJ､ L鮎M,必C)カラaLこ夜Ll ､ /0 o/o( VV/> )

/TJ/)アフ))ノしアミトスラフいナノし甲て､､行,ト｡

気疎廟o)前lて､試料と-2o/D ( W/v) SDJS.

㌃o/o ( tv/v)メノし刀7oトユタノ ーノしと/0 a/o

( w/v )スノロ-ス乙/合L/r-I占6-mM TriS-HC)

頗腐夜(p=占､8)甲子-/oOoC
､子舟伺DD熟し''tt '11
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[こ｡髭丸湧く軌役､ナ､ノしI古土速d)ゴう1こタニノヾ

フ管梁一色しTこ｡

〔 NADPH-
cytocPtJWnta ∈ -んcladjL三云ノ性C)判定j

NADPH- cvtocPno,- e{ I-L仇CT･㌣且三古他言之葺こ‖

･r･述べ[-Jうに判定L,ド.

〔タンパ7腎の息巻〕
S2)

夕Lノヾ7軌訂LoLUnt3-ウC)^>-=aIて絶し, ､ BsA

乙原華タンノヾフ管しして足貴しTこoタンノヾ7

官定量特生じよエマノしT⊥ア/3によま白濁と

1H抑え3 rid)Iこ､ぶDSと最終,=R度J;m､0.to/o (

～/v) (こr13Jうに希和しく#･J足しrこo

〔ナト)ロムP-タfroの見巷〕

3章て‖述べト方/=むこJリ足優し7こ｡

=l

II) (I
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儀3衝 突験崩果

)ロソ~ム風分-〝＼ラo7チトフロL P-4!STo

d)可三春イb 〕

･轟音サツマイ土塊根b＼ウd)ミ7ロソ-ム風

舟乙弔い､

/レ酸､デオ

p日

千

計､0乙ttU)ふ碑界面請ノ比融(コ-

/し酪､ノし71一口- )しPx､エ

マ/しナ､ン/08 ､
a/o､ ?i-0

､ト/)ト
ンX-/oo､

N-/o/ ) I,ttよまナトフロムP一路0の可,=a化二伏

…克と比扱検討しに｡非イオン他界向三吉性割こt･

ちS)Lフ､､口-ノしPXこ卜/)トンメー/DOld
､デJJ

キi,コー/し酸r㌔ LLld)イ-/Tンノ性界面-I+;-/性融l,JL

ベ乙､ DT叡LJ牽こいIIJや∫い緯度t, i,トらし7こ.

しP＼レ､呼ivL勧物こ､､IコテトフロムP-4Z如♂)可

I,-･溶化によ<コ-ーノしが岡し1うれており､高等
植物Zし､レナ/T千t/コ- /L,鹸77コ- /レ酪が間Ll

ウれく.ll 3こt,､音T-tコ-ノし線_v)
ii:ヨ

i?

gさ モノしtriイ也

tこ比しぞ/トごt､こLt,為嵐し､コ-ノし晩に古

フてpT藤化す3こしとし､ごウJてセの詳しい
鼻仲Jてフl,.7て凍討しT√千o

LIJ ■■I)
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コー/し鮫によま.中森化lヨ､ 4oo/o(v/v) 7t

/)iZロー)し､ /叫M DTT
､ /ynM ED7A乙.食ん

｢-Ig-o mw)ニ鮫後衛夜( pH 7､S-) q7こl'行うL

可溶イb率､印象化後v)チトクロムP-45-oの妄

tr･定度lこI対して共によl一席製tt,rこらL,に｡こ
a)凍仲下乙Il､滴々り膿友v)コーノし酪tてよ3 p7

各化辛L一詞ペrこ(回20) o /a/o( V/v ) a)コ

-/L鮫Jてよ)てlミ7ロソ-ム良かに再TLL-

そし-TこナトフロムP-#So d7占oo/oL-Lエ乙FT卑化
It-了3こIL一がZいeT-こ｡Tこr-:し､他d7跨タンパ7

質t,チト7ロムP-4!tot,同じようにDT-=各化こ

かし､し'わLP3選捉的町三各イヒI言こいぞrJ沖＼フ[-io

中森化嵐舟q) co一差スペ7ト/L,l古典型的吋うー
ト7ロムP一触.o Clモれ乙示レ､柑o nln こL'd)

･lr,D^iり丸棒入ピー71g71石村林ノ性と示し7'こ｡ヨ･T=

4之0れyn こい07吸りえ砲丸Jす穐わてノトごか, r=o)

zい､可溶化d)退蔵て､､､ナト7ロームP-4!㌻ud)餐

性lヨ)5しL/ヒ､起こら｢Jル､フTこ.i,,o)ヒ判断し/士｡

可溶化風外とDEAE-ヱノしロース刀ラムフロ

マト7tラ7ィーにP＼りくみrこが,｢ナト7仁一ム
l) )ll
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P-4S-0 I甘受ノ性のトP)か回収率が､ノ極u)て恩か,

rこ.舌Tこ､チト フロムP一打olヨC,M一之ノしロー

スにJ古吸鳥しrJか,[こ｡ごらに､哨号L勧抑C)

チト 7ロムP一船oの頻製乙'よく偲凋ごa,Lまア
/Z2)

'I･ミ)へキン/レ-そファロース4B I-1フl-ても

凍討してみTこNヾ
､僅かにしP＼岐

半け刀ラムと慕且/)しTこo

これ甘､大

〔NADPH-cqloc肋o〃岨_C npdLLClad'L C7可各化〕

NADPH-cM†OCAv7Onし色∈此んcTa此-=%ノfLi]ヨ､新鮮

川-jjよひ鳩督向iTツマイt塊花組繊に上Lへ､､
､病

膏組職c)方が高いd)己､･
､弟客観卿乙抽出材料

t,して同いに｡

7ロソームか与りNADPH-eQ†OCPLhOmLgt

JZEんclaa C7可森化0)rくわ07界面請ノ性剤Lし

-:I-･て1す､非イオン性界面三石/性剖zltわ31マノしナ､

ンア/3乙同いrこ｡席蜜月且利から07ミクロソ-
ム包功一乙zb/ ( V/v) 07工マノしデーンヲ/3ぞ-All

理す3L I フロソーム塵外d)谷てのNADPH-

cy+ocAn-tE el加0以仁ナa4L請性jU†､ FT3?5)j6J性風伽こ回

収.コd･,Lrこo )プ7ao
'([ 1'l)

6Wナ)1cL
t/ Cosこ& )ヨ､

=l I
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Ca+んMcv,i+/仙
乃DS.eLbdの場/紅!こ､コ-ノし線によ

)て可-=%イヒしてLI3 .しかし､コ-JL-絶J-tよ

フて町森化しト餌東I∃老L/く不昏定こいあ,
Tて.

輯lこ､イ/Tン友綾フロてト/i"ラフ1
､ナ､Jレ

･r7ろ過lこ降し乙-古老しl､希ノ性弗ケがみられ､そ

C)請ノ性癖ケ)ヨF卜1Nの英･/,存Eこよ)く抑えらLjLrこB

こdlこLl甘コーノし酪LてSフ てuT象イLし｢こ

NADPH -

c410CrmmlLe- E_ /LeditCla此1rJ･補欠外与族
i/老え与れまFMNjUヾ盈敵し干すくr√SこLt

…不吸L,てL,ま｡

〔 NADPH
-

cyt/ocPvw′.他生JZeんcio&の精製〕
NADPH- cv七oCAnDYrW

_i
JuoLuc･tadL dj精製諌t碑

討寸3日的て､､
､音甘'可5BJ)巳しTこ風/7>乙DEAE一

色/Lロース乃ラムにP､r)'､直線kc,I濃度勾酪

1:r･によフ て鴎克己濠-出してi+Tこ｡ 0./5-〟 kc,Iに

相当-g 3領卿こNADPトト物,oap,vw=Le-C-hr

加んc伯山し請ノ性の大きrtLD- ;P､､/礁出コれ['こ

ダ､
､印弓にケ量o)語′性/uヾ主客Lo-/7 dつ前後に
幅'j=く/存-･･rlし∈いr-J

7風食(叫o･=6 包朴)
'tI :.'l)

ヱ/)o主客,=%/性ピー

乙,TJ′ノア.7 I) ,しアl .
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ドナ1)レ匿気永軌こ〝＼り､請性東名し-rこLこ3､

■エフ0)石ノ性ノ＼ニドガヾ検おコれrこ(励22).i

客請性Eo- 7風介よl)む低Ll濃度u) kc,/こ･港

おこ41,t3塙催風舟( No.?t 助命))言､主と

…~,レ乙､杉勧度e)象f,/卜ごL,崩介乙食-んこ.･いに
(回22)｡これl,J才L,､主客藷ノ性ピー7包/a

よ/).Lt)
ヽ

iji

J可Il 7も尿d7 kc-Iくい各ぉご4･tま-=iノ性風体

( No･ /3′7風か)I芯､主Lこ､帝勧度c)最t,大

きい戚舟乙合し乙､･いト(回2tL)｡三っC)威か

叩のうう､甲向o7希動産と示す解素成舟IJ帝に
破おご3,t主tfヨ眼ウrlp＼)Tこ｡昔Tこ､鹿缶ご

LJ-Lト場令/=t/､ /E2之Iて示すJうに､そd7請性

バントlヨ非断て尊いL♂つてt･み,rこ｡

こo)5うIて､ DT森化風/7JLにl吉/TIO/)アプリJレ

7ニーアミドナーノし亀丸永勧eい互に区別しう孟3確の

NADPH一卿OCPLn-D',,'Le-良--dt-a4eが.白rlしてl -

トが､このL5頑c)成分乙区E,Jす急こヒJ-Jしlて､

不才料わ､J tJ:好
ヽ

方式て､一述べ｢こように可各化､

嘱駁し['=o絹製d7最終段階z､･わ3モ7ァデッ
7ズ Cl-/?077ラム7E)マト7'ラフィ ー(=おl-†= -

ll I-I) .
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てlヨ､ニフ07三吉々生Lo- 7Pヾ得ら4-･L[こ(図･z3).

早く象出ごれ3請性o)Lo-フ風介( No,//ヒ

No./JZ風舟)7ヨ､ポ/)アフ')Jし7ミトゲ,し鼠

気永勤て"0)移南風が鼠t/小二L l請ノ性臥かc)み

ミー,t食LJこいい7こ｡一方､役o)方乙I,各ぉこ11しまビ

-フ軌介(No. /7t,〟o. /8 ) 13､主L.レ

乙､移勧及c)監t,大きい希性亀介も各L/ a:.,い

fて(回2年)
｡前島d)風外にフし-てI-a ､タニノヾ

フ管tて和してt,I/T3/)アフ))'しア
■コ

Iii⊇ヨ

i⊆≡ヨ トゲノL鼠

川気永敵役/本F)バンドレ符､′存在亡す､その八

ント､T･o7据置-ヨ5%/性発色バント､a)値鼠L一致L,

乙し7Tこ(回23､2り｡こd7こLTUh与､この風

A)訂､移動度が嵐t/ /卜ごいNADPH- avl10CPLnD"Le

旦JW血cla山Lの均一備製原品rct.わ3ヒみTJし

.tTこ
o

え/ot3婿艶d)席製乙-3, LU)[=しd7乙､-わ3 .

-tzファデ､ソクスG-/Do77ラムフロマト7'ラフ

ィ
ー後c)和布o)有性ピー;助命し/i, ､その
NADPH- cd+DC[u,a"i"伽oLLLClaJJQ- d7 LL三郎生L3的

2ヲ レγLLね/T"a on,o山/,,i,くLlあ)
Tこ｡L･t･-7L/:(J/川ヲ･i,j70-LeLIL <l:わ, Tこ｡

-1l l'll
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L 3席d) NADPH-吋.oc9aoryta el nAOLtLCTa- の佃

~妄〕

/I,D′)アブ/)ノレアミドゲノし亀丸永執てt'互L'Iて

杉申尿ルヾ冥｢Jま3壇o)NADPH- alイ-rL170=L-_

･r,加dtLCナad&tてフt-て.ゃhらd?ノ性育も上L鮫-71ま

じ.芙Jて､そd-Lらd)相星凧係tてフいて鯛ぺT-こ.

昔■甘､これウd1 3分与フ薩c)上L希/性が同L/ぞ"

わ3ヵ､tJラp､乙概寸L,そみトo 2',6ノーADP-7Z=

ファ ロース4B 7Jラム乙桐tl｢-tアフィ ニテ1

…-77ラムフロマト7-ラ7ィ一役c)塙ノ性風舟乙

･TIO/)アフ/) )L,ア ドナ､ノし亀気永勧lこ符＼L7､夕

ン/ヾフ管L請/性07両家色t,行, Tこ(図之i) o

こd7良かヨ､こd,Lウ3殖のNADPトトeQ†DCrU,a,TLe一

旦JWO(ucla,dむ以外07?シバフ管)ヨ′合音す､ノ掻

71r,わて,%]度に嫡敷ごLJLてし･Tこo平和o)碑融且乙
木す舟51確tコ､タ⊥]ヾフ官費色てい13I苫,でJ)

t,現われぞt- 3 d) 1,t村L,
､三有性発色乙●),3穐め

て萄`り＼､⊥卜t示しTこ.こd)こしP､ら､こd7
介>j痩l言上L塙催7Ult.櫓のぞ/卜ごし- Lのと判断し

Tこo一万こ,t7Z7ァデ:√γクスCl-/0?クラ/＼プロ
.
'1) '1J
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マト7tラフィ 一夜の盈く落出○れ3.三吉性

フ嵐舟1ヨ､/Tr/)アフ'))しアミトゲノし吸気

こtld7/移動虜ルヾ最も太さし1NADPH- cv伽CADD

仏c,でα4むのタトに､上L三吉ノ性p＼､ノ陸d)乙ノトごし､

i-,われ3甲凧の移動及t本市/か与ノ種t)食L/
よ｡誉れlこt)P､押､わウす､.こa)盈く藤缶

3請ノ性ピー7風身の上L請ノ掛古､早く,=kお

S盈みo7それこほt3t'同じ乙llわ5 o こC)こ

ら,車軸度が､最.i)入きい舟}頚が一一番LL

…が高く､フ､-ぞ､移動度pヾ最t'卜ごし

宿.､t,a)と晦輪ごれまQ

7し､乙い､これウ3埴c) NADP｢卜cytocAno"La

JhLCiuc/fa山L の外与蚤Iてフt -く D

-TしTこD

o7最終鑑際どいわ3-tlファデッ7スC,-/oo

一三～ム7ロマト7tラ71-の藤山パターンが

生れ芝l■LI,'to)舟与畳t-=JitF)JうL番え7~こo

L,､こd7刀ラムフロマト7'ラフィ ーて､､d)

}J( 準タンノヾク管v)溶出畏友I3
､温存d1

ろ｣盈乙いd),%則/)-i乙ネコTJD､, [1.これ15

そら<緩衝夜甲l-t鬼瓦してし,[こエマノしナ､
I() l'lJ

Hl I I
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7/3にJ34)ぞ､lわ3うL子息宜しTこoそここt'､

之',告/-ADP一之ファ ロース4B カラムフロマト

フ"ラフ1一役の三古イ生庖介乙/TJ/)ア 7ノ)ノしア

⊂j

ドアノし亀気ノ永軌Jこガ､り､エフU)請性ノヾニト乙

切/)出して.セれ乞.1れぶDS-ポ′)アフ/)ノし7ミ

ドナノし鑑札永勤にP､]7て.隻他粂件下くt.0)外

与量'乙-T<'d)T-こ(回27).そo)嶺盈､非夜ノ性束

イ年下乙t'07ポリ7フ/) )レアミドナノし象丸永勧てt'
長一し辛く希勧す3外与頑13-クち000

､甲q]C)珍
1廓度乙示す舟}庵I3 7･～′ooo

､最t/履く脅勤巧
3介与確)古P/ノ000のノか与畳ぞt'わょこヒPy､d7か

-,7七｡

3頑o7 NADPH-eqto山om& c/- JWdLtLlaaQ･のうう､

外与畳o7^＼ごい方の2フ薩NY
､介3一畳d)

し入

I.r-,きい外3-j薩c)7pロテア- irに5ム部分舟節足

物乙､､riL､D＼じ､うh＼t･頗浅才しrこo 2;告′-ADP-7=
ファロ ース4B 77ラ∠､フロマト71ラフ1一役

d7真性風舟-a_ト/) 7Dシ1,く､･処理し[このう､

βDS-/I?/ノアフ}) )レアミトナ､ノし鼠気永勧Jこか17-

TこLこ3
T,こd)負)j[IすしLしt-ラ麺d)NADPH-'tl 'll
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cutocjuw"La gi nRdLLCTaJ･L乙合L乙t･し-｢てJこしP､D､

わウrqt'(包～占おざひ個28､し-⊥/ ;鼠28こ･

開し1 rこ試料こ"Iヨ､平和o)移動及乙示す冶＼3碩

出ごLhTflu＼フTこ)
､分一与葦戸ヾ'/5;ooo

c)

ミI'/TJ/)^o7oナトo)み刀ヾ凍おごれrこ(励之g､レー

ニ之)
｡音Tこ､モファデ､ソフスG-/007Uラム

フロマト7I'ラフィ
ーくt'早く落缶ごれ3良か､

7｢Jわう分与量が8/.ooo のかケ食c)みを食

i)包舟(回28､レーン3 )乙トJ)7o=/ンく､･,Rl

lf'埋しにLこ3,
､介チ貴かい7S;OOO

O7ノド/)ペ7o

ナドpヾ生餌ごれTて(Eg)z8､レーン4L)
oこれ

ウd7結果)言､/ケr3くLし介与畳7{,ooo の舟

3-ノ薩l古､舟一与貴8-/′0000)分与薙が組織甲Jて

存Tlしz.-Tこ70日チアー7111c)1LF岡を受J7rこ祐

一･r-･乳生残ユれ[こしd)乙l.わ孟こLL木岐し-<い3o

こd)ここ-1rJ
､病客祖廟紬､うo)

/DOJく,=K

の且緑入7ロース鮫度勾配底JU､彼の5確d)

NADPH
~

c官10CFv20},tR-⊆ JZROLLLCla皿･の舟布-17:紘
乙詞^7こ賓験-<いも示唆ごれrこ(図2ア)｡この

ヽ

スタロー不質虜kJ甑
JII 'り

/じ後, NADPH-ト
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cq-{DCP∽′D,7te旦JteGLLtC-1ade-三貴ノ性.ヨ､息じ智の鼠⊥
郭属p､う下周E-JU､17乙克く分布してしl[て(図

zアA) . DT身性タL^oフ管jVヾ再見しくL,ムヒ
ぞえごれ3最上席軸に-ヨ､外与蚤がク5T,000

ド-の介与雇がノ存,rlレくL-rこ(回～?a) o一万､
舟テ畳py 8/JDOO 0)み与嶺1盲､褒泉勾酷甲Jて

長く/7Jl存し､才ノし7Vttネラ液l-viftDふし-rこ状簸ド

わ3ことが示ごれrこ(図2アB) a Titil
.これ

らの)k験乙､t1,Jノか>蚤がク2,000の舟}殖7Ull･ノ検

…おごL),tl｢tp､, T:の己t'､こd)舟与禰[冒舟与貴

7F/DUO C)ノか与二極がごらに7oロテア一己､･の作

用乙,&i77て生成こd,,tドt,a7乙いわL5うLt､う常

定Jてフし-てJ百錬申すまこt,Pヾ乙いきrJカ＼フTこo

l:^上の箱農かウ､分与畳&/′ooo のノか与碓

'1r･ガヾ､/yLlact T♂ MDPH
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Table 10･ Purification of NADPH-cytochrome旦reductase from sweet potato root microsomes

preparation step Total protein旦 Total activity旦 specific activity Yield

(mg) (units) (units/mg protein) (o/o)

Microsomal fraction

Solubilized fraction

Eluate from DEA〔-cellulose column 370

Eluate from affinity column

Eluate from Sephadex G-100 co一umn

Fracti.n N.. 11旦

F,acti.n N｡. 18旦

0.242

56.8

71.5

64.8

6.73

0.034

0.049

0.175

27.8

100

125

113

7.5

iThe
amount or activity from l･6 kg of tissue.

らhe f,acti.ns indicated in Fig. 23.
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1?ig･ 20･ Solubili2:ation of cytochrome P-450 from

sweet potato root microsomes. Four m土11il土ters of the

microsomal fraction at a protein concentration of ll.5 mg

/ml from diseased tissue was treated w土tb the 土nd土cated

concentrations of potassium cholate 土n the presence of 40亀

(Ⅴ/v) glycerol as described in T'I･'1aterials and Methods′"

then centrifuged at loo,000Ⅹ皇for 2 h･ ( △ )′ protein in

the supernatant in mg/m1,･ ( 0 ), cytochrome P-450 in the

sup'ernatant in
pmo1/m1,･ (

+ ), cytochrome P-450 in a 4-ml

suspension of the prec土p土tate 土n pmo1/ml; ( □ )′ sum of

cytochrome P-450 contents 土n the supernatant and preclp土tate｡
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FrQC†‡on Number

Fig･ 21･ DEAE-cellulose column chromatography of the

solubilized fraction･ The fraction (0.53 mg protein) was

applied to a DEA玉-cellulose (DE-52′ Whatman) column (2 Ⅹ

6･7 cm) preequil土brated as described for the enzyme

purification in .'Materials and Methods," then the proteins

were eluted with a linear KCI concentration gradient from

0 to O･4 M in 200 ml of the buffer used for preequilibrating

the column. Fract土ons of 2 ml each were collected. (● )∫

NADPH-cytochrome i reductase activity in
units/m1,･ ( O ) ,

protein in
mg/5 m1,･ (-I-). KCl in

M.
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Fig･ 22･ Electrophoresis of elute fractions from the

DEAR-cellulose column (cf･ Fig. 21･) in the nondenaturing

buffer on the polyacrylamide gel. The gel was stained for

activity. Lanes ll 2 and 3 had 50リI each of fractions No･

95, 116 and 137 in Fig. 21, respectively.
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Fig･ 23･ Sephadex G-loo gel filtration of the eluate

from the aff土n土ty column. NADPH-cytochrome c reductase

activ土ty 土s expressed as units/ml. Ⅴ○′ the void volume

fraction; Ⅴ. the total bed volume fraction.
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Fig･ 24･ Electrophoresis of elute fractions from the

sephadex G-loo column (cf･ Fig･ 23･) in the nondenaturing

buffer on the polyacrylamide ge1･ A 20-ul portion of each

fraction was applied to the gel, which
was
subjected

to

electrophoresis and then stained for activity･ Lanes i-8･･

fractions No. ll-18 in Fig. 23･, respectively･
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Fig. 25. Electrophoresis of the most purified preparation

(fraction No. ll in Fig. 23.) in the nondenaturing buffer on

the polyacrylamide gelt The amount of protein applied to the

gel
was 0.76ug each for lanes i and 2 and 5･0リg for lane 3･

Lane i, stained for activity without NADPH; 1ane 2, stained

for ac七土vlty; 1ane 3, s七a土ned for protein.
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Fiq･ 26･ Electrophoresis of the elute from the affinity

column in the nondenaturing buffer on the polyacrylamide ge1･

Lane ll applied with the eluate containing 1･6 t^g protein

and sta土ned 王or actlvlty; 1ane 2J applied wltb the eluate

containing 9･6 ug protein and stained for protein･
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Fig･ 27･ SOS-polyacrylamide gel electrophoresis of

the three NADPH-cytochrome c reductase species. The eluate

from the affinity column was
subjected

to polyacrylamide

gel electrophoresis under nondenaturing conditions. The three

active bands were separately cut out, heated at 100oC in the

presence of SDS and mercaptoetbanol as described under

nMaterials and.-Methods,I. and applied to the SDSIPOlyacrylamide

gel･ Lane ll molecular weight markers (mol wt x 10-3 values are

indicated on the left side of the photograph),I 1ane 2, the most

slowly migrating band for Fig. 22.; 1ane 3, the middle band for

Fig1 22･,I 1ane 4, the most rapidly migrating band for Fig. 22.
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Fig. 28. Electrophoresis of trypsin-digested NADPHI

cytochrome s, reductase in the nondenaturing buffer on the

polyacrylamide gel. The eluate from the affinity column

(lanes i and 2) and the most purified preparation (fraction

No. ll in Fig. 23.,･ 1ane 3 and 4) were digested with trypsin

at a final concentration of 25 ug/ml at OoC. and the digestion

was stopped by adding. of tryps土n inhibltor to a final

concentration of 100 Llg/m1.
Samples of 100 いI each

were

applied to the gel which was subjected
to electrophoresis

and then stained for enzyme activity･ Lanes i and 31 digested

for 0 min; 1anes 2 and 4. dige岳ted for 30 min°
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Fig. 29. Distributions of the different NADPH-cytochrome

c reductase species after lir!ear sucrose de:ュsity gradient

centrifugation of the LOOK pellet fraction. A: distributions

of NADPH-cytochrome i reductase activity ( 4 , units/m1) and

protein ( 0 , mg/m1) after centrifugation･ ( A ), sucrose

concentration in % (w/v). B: Electrophoresis of fractpions

after centrifugation in the nondenaturing buffer on the

polyacrylamide ge1･ Each fraction (0.5 m1)
was treated with

Emulgen 913 as described for solubilization of the enzyme in

I-Materials and Methods,.- then 50-tll solubilized fractions

were applied to the polyacrylamide gel. The gel was stained

for activity. Lanes i-10, fractions No. 2, 4, 6, 8, 10, 12,

14 and 16. respectively.
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Fig･ 30･ Lineweaver-Burk plots of the activity of the

most purified preparation (fraction No. ll in Fig. 23.).

The 土n土t土al velocity and substrate concentration are expressed

as units/ml enzyme preparation andリM, respectively･ ( ○ )

and ( + ), NADPH and cytochrome i aS the variable concentrations

of substrate′ respectively.
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