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!至∃冒ヨ

Åmylase はデンプンを加水分解する酵素の総称であり diastase ともいう｡

Amylase には 非運元末端から特定数の gtucose 単位を切り離していくユキソ

型､および無差別に近い分解様式をもつエンド型がある｡前者は､ glucoamy卜

ase､ β一amytaSe､ eXO-ma]totriohydro7ase､ exo-maltotetraohydrolase､ exo-

maltohexaohydro]ase が知られており､それぞれ､ α-1,4-glucan鎖を逐次切

断して glucose､ maltose､ maltotriose､ ma]totetraose､ maltohexaose を生

成する｡後者には､ α-1,4-glucoside 結合のみを加水分解するα-amylase の

ほかに α-1,6-glucoside 結合のみを選択的に切断する pu11ulanase やiso-

amylase などの枝切り酵素がある｡ β-Amytase は植物と微生物起源のものが､

またその他のエキソ型 amylase は微生物起源のものが知られている｡ α-Any-

lase は動植物および微生物に普遍的に存在している｡

発芽種子を実験材料とする amylase に関する研究は､古くから醸造とのかか

わりなどの応用的な見地から精力的に行われてきたが､植物生理学的な研究は

比較的近年になってはじまり､発展してきたのである(3) ｡

種子の発芽は､高等植物の生理現象のなかでも特に重要な研究課題の一つと

して､多くの研究者によってとりあげられてきた(9)｡イネ､コムギ､オオム

ギ､トウモロコシに代表きれる穀類種子(デンプン性種子)は､大きく分けて

圧と肱乳の2つの部分からなっている｡種子の発芽後の成育､発達等に関する

遺伝情報の一切は肱にたくわえられており､雑織学的には板､幼芽の起源も妊

にある｡旺乳部分にはデンプンが蓄積きれており､発芽の際にデンプンが分解

され､種子が成長するためのエネルギー源または新生雑織における物質合成の

た､めの素材として利用きれる｡このデンプンを分解する酵素が種々の amylase

であり､なかでも中心的な役割を果しているのがα-amylase である｡
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鞍類種子における α-amylase の生成に関する研究は､半切無艦オオムギ種
l■

子に植物ホルモン gibberellin を与えるとα-amylase の活性が上昇するとい

う発見(95,147)が発端となって展開した｡ α-Amylase の生合成機構を gib-

berellin の作用模作との関連のもとに解明する研究は､その後主として Var-

ner および彼の協同研究者が 精密な実験手段によって大きく展開きせた(134

)
｡そして､

｢オオムギをはじめとするデンプン性穀類種子においては､発芽

とともに肱で合成きれる gibberellin が糊粉層に輸送されて引金的にa-amyl-

ase の誘導合成轟ひき起こす｣という仮説が一般に信じられるようになったの

である｡現在では､遺伝子操作法の発展により､ gibbereHin によるα-amy卜

ase 合成の誘導概括の研究は遺伝子発現レベルの解析という新たな段階にはい

っている(8,48,85,107)
｡

しかしながら､ ｢発芽穀類種子において α-amylase を合成する最も主要な

親織はどこなのか｣という問題に関しては､本研究室の岡本らの研究報告(91

,92)によって再び議論が沸騰することになった｡彼等は､発芽初期における

イネ種子の薄い切片を作製し､ starch film 法を用いてデンプン分解酵素活性

の局在性とその変動を調べる実験を行った｡その結果､ amylase 活性がみとめ

られる部位は旋盤であること､そして､発芽の進行とともに､分泌きれた am-

ylase によって旺乳部の貯蔵デンプンが徐々に分解されること等が見いだきれ

た｡さらに､発芽の後期になると糊粉層に由来す.ると考えられる amylase の分

泌によってヂンプンの分解が見られるようになることも観察きれた(91)
｡こ

の親織化学的方法によって､イネ種子のみならず､他の多くのデンプン性穀類

種子例えばオオムギ､コムギ､ライムギ､エシバク､トウモロコシにおいても

amylase 活性が発芽初期に認められるのは腔盤上皮細胞であることが確かめら

れ-た(92)
｡その後､旺盤組織を[35s]methionine

と反応させると[35s]methi-

onine が活発にα-amy]ase分子に取りこまれ､そして[35s]a-amylase は細
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胞外に分泌きれる全[声5s]蛋白質の約15%を占めることが､宮田ら(72)によ

って明らかにきれた｡ このように､発芽初期においては､旋盤上皮細胞がα-

amylase を合成し分泌する最も重要な雑織であることが明らかになった｡囲1

は､これまでの研究から考えられる､発芽イネ種子における貯蔵デンプンの分

解機構に関する仮説を示している(2)
｡発芽オオムギ種子に関しては､この

間題はいまだに議論きれている(1,67,101)が､イネ種子においては､旋盤上

皮細胞がデンプン分解に最も大きな役割を果していることば間違いない｡

Redman (103)によって､血清アルブミンが肝の膜結合型ポリゾ-ムで合成

きれることが報告きれて以来､分泌性蛋白質は例外なく膜結合型ポリゾ-ムで

合成きれることが確立きれた｡分泌性蛋白質は合成きれつつ小胞体内腔へ隔離

きれるこ七(lb4)､リボゾーム上の新生ペプチドがリボゾームと膜との結合に

重要な役割を果していること(12)などの知見から､ Blobelと Saba七iniは

分泌性蛋白質のⅣ末端に特殊なアミノ酸配列が存在することを予想し､これが

膜結合ポリゾ-ムの形成を決定づけるシグナルとなる可能性を示唆した(13)

相前後して､ Milstein らは､免疫グロブリンL鎖の mRNAを小胞体膜を含

まない無細胞蛋白合成系で翻訳きせると､得られるL鎖の分子サイズが粗面小

胞体(∫ E R)で合成きれたものや､細胞外に分泌されたものより若干大きく

N末端に余分なべプチドが存在することを観察した(69)
｡その後

B]obelら

は､数種の分泌性蛋白質についてこの事実を確認すると同時に､さらに､ sig-

na7 recognition particle (S RP)の発見によって､以下に述べるような｢

シグナル説｣へと発展きせた(ll,41,138,139,140) ｡

ペプチド合･成が開始きれるとまずシグナルペプチドが合成きれる｡すると､

細胞質に存在するSRPがシグナルペプチドに結合し･､リボゾームとの間に複

合体を形成するとともにペプチド合成が一時的に停止きれる｡このSRP複合
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Fig･l･ Scheme =ustrating enzyme formation and breakdown
of reserve

starch in endosperm tissLJe Of rice seed･ α-Any-ase and other hydro-
fases are synthesized in scuteHar epithelium and secreted into

endospcrm.
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体が小胞体膜上のS R P受容体に結合することによって､ペプチドの伸長が再

開される.また､リボゾームは膜上のリボゾーム受容体とも結合し､ここで小

胞体膜にべプチド鎖の通過しうるチャンネルが形成される｡膜内チャンネルを

通過して小胞体内腔に到達した新生ペプチドは､内側に存在するシグナルペプ

チダーゼによってシグナルペプチドが切断される｡ペプチド合成が完了すると

蛋白質はリボゾームから遊離し小胞体内腔へ完全に放出きれ､分泌への細胞内

移行経指に入る｡リポゾームは膜から遊離すると同時に mR NAからもとまず

れ､大小のサブユニットに解離する｡

植物起源のα-amy]ase におけるこのようなシグナルペプチドの存在は､ Hi-

ggins ら(47)によってはじめて観察された｡ その後､ po7y(A)'-RNA やポリ

ゾ-ムを用いた α-amy]ase のin地合成に関する多くの研究によって､

動物における分泌性蛋白質と同様に､ α-amylase の合成は rER で行われるこ

とが明らかになっている(15,72,73,74,75,82,93) ｡

分泌性蛋白質にば血清アルブミン､インスリン､成長ホルモンのような単純

蛋白質も存在するが､大部分の分泌性蛋白質は糖蛋白質である｡動物細胞にお

いては､分泌性糖蛋白質の asparagine (Asn)結合型糖鎖の形成機構に関して

も研究が進展している(46) ｡ rER 内腔に伸長しつつある新生ペプチドに Asn

-X-Thr (Ser)の配列が出現すると､ do]ichol patht'･ay を通して糖鎖が脂質中

間体から Asn に co-tr･anslationalに転移きれる｡ そして､ Go]畠i体に輸送

された後､まず糖鎖の`trimming が行われ つづいて terminal glycosylation

によって成熟型糖蛋白質が生ずるのである｡

発芽イネ種子膳盤上皮細胞から分泌される α-amylase は asparagine結合

型糖鎖を持つ典型的な分泌性糖蛋白質であることが宮田らによって明らかにさ

れた(72,73,74,75)
｡彼等は､

do]ichot pathway の阻害剤であるtunicamy-

°in (Tト′T)で処理した旺盛組織から分泌された(i-amy]ase分子が､ i_A地
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系で合成されたα-amy]ase 前駆体より1.8 kd
､正常なα-amylase分子より

2.9k(】分子量が小さいことを見いだした(73) ｡ また､この 2.9kd の分子

壷の速いは α-amylase 分子の糖鎖の有無によって生じたものであることを明

らかにした(73)
｡きらに､旺盤組織から調製したポリゾ-ムおよびミクロゾ

ームを弔いてLn_由ir9系によるα-amy]ase合成を詳細に解析した結果､
a-

amylase はr E Rにおいて合成きれること､そして､ glycosy]ation はシグナ

ルペプチドが切断された後 co-translationa]に起こることを証明した(囲2

) (74,75) ｡

__l二記u,)ように､本研究室において発芽イネ種子旺盤上皮細胞におけるα-am-

ylase の生合成機構の研究が行われてきた｡しかしながら､ α-amy]aseが r

E Rで合成された後､細胞内をどのように移行して分泌されるのかという細胞

内輸送機様に関する問題には多くの不明な点がある｡そこで､著者はα-amy卜

a§e a)細胞内輸送紐搾を解明すべく研究を進めた｡ また､細胞内 Ca2+濃度お

よび温度条件が α-afnylase の細胞外への分泌に大きな影響を及ばすことを見

いだしたことから､細胞内 Ca2+濃度 および過度による酵素分子の細胞内輪送

の調節機構に興味を持ち､これに関する研究をも行った｡それらの研究成果を

本論において詳細に述べたい｡
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Pis.2. Hypothetical mechanism jHustrating biosynthesis of α-amy]ase,

a typical secretory g]ycoprotein, in re一ation to g]ycosy]ation and

processing of nascent polypeptide in rER.



本吉会

第一章 a-Amy]ase のIsoforms

酵素蛋白質のiso2ymeS の存在は植物において広く見られ､その生成メカニ

ズムについての研究が精力的に行われている(2,114)｡しかしながら､ iso2y-

mes の生理的意義に関してはいまだにはっきりしていない｡妻袋物種子の発芽時

に合成されるa-amylase においても電気的性質によって区別されるiso2ymeS

の存在が､オオムギ(:=i6,49,80,122)､コムギ(87,132)
､トウモロコシ(17,

113)
､イネ(90,123)で華甲告きれている｡この中でisozymesの研究が最も

進んでいるのは オオムギのα-amylase である｡ オオムギ種子α-amylase の

isozymes は等電点の高いグループ(p1 6付近)と 低いグループ(p暮 5付近

)に分類される(15,50)
｡そして､蛋白質の限定分解によって作成したペプ

チドマップは､同じグループのiso2ymeS の間ではよく似ているが､異なるグ

ループ間ではかなり違っていることが示きれた(15,50) ｡ また､それぞれの
/

グループのisozymes は免疫化学的性質も全く異なっていることが明らかにき

れた(50)
｡最近､

α-amylase の cDNA が調製され(85,108)
､これを用い

た解析から､ 2つのiso2ymeS グループは異なる遺伝子によってコードきれて

いることが見いだされた(108,109)
｡きらに､異なるグループのisozyme

の

DNA 配列の間にはシグナルペプチド部分で 50 %､酵素蛋白質部分で 80 %の

homolo呂y があることが示された(16,107) ｡

α-A(nylase のiso2ymeS に関する研究は､染色体レベルにおいても進展が

見られるo Broun とJacobsen (14)はコムギーオオムギ染色体添加系統のα-

amy]ase のisozymes パターンの解析から､低等電点グループはオオムギの染

色体lの 如y2 ]ocus によって､一方 高等電点グループは染色体6上のA艶文

8



1 locl｣S によって制御きれるということを報告した｡きらに､ Muthukrishnan

ら(84)は α-amylase cDNAクローンを用いて､ α一amylase の構造遺伝子は

染色作1と6に局在していること､および各々の α-amylase 遺伝子は相当異

なっていることを明らかにし､ BrounとJacobsenの示した結果を支持してい

る｡このように､ 2つのグループのα-amylase isozymes は､異なる染色体の

遺伝子にコードされていることが示され､ α一amylase のiso2ymeS は post-

translationa]な修飾によって生じたものではないことがわかってきた｡

発音イ･ネ種子α-anlylaseに関しては､ A､ B､ D および E等のisozymes

が見いだされている(26,73,9n,91,123) ｡ これらの中で最も多量に存在する

iso2yme AとB の等電点は 4.6 付近で､免疫化学的に区別できない分子構造

を持っていることが示きれている(26)
｡また､旺盤雑織より調製した poly(

A)+一RNA をi_n_吐血 で翻訳させ､生成した α-amylase 分子を等電点電気泳

動法で解析したところ.,等電点の異なるポリペプチドが検出きれた(73)こと

から､オオムギ種子α-amy]ase の場合と同様に､イネ種子における α-amyl-

as° isoz)′mes (AとB)の生成は post-translationalな修飾よりむしろ遺伝

子レベルで規定きれていることが示唆された｡

ただ､発芽イネ種子腫盤上皮細胞で合成きれ分泌きれるα-amylase は､■do-

1ichol pathway の初期段階を阻害して 糖鎖の蛋白質への導入を阻害すること

が知られている tunicamycin(TM) (30,121)によって､その糖鎖合成が完

全に阻害されることから､ asparagine結合糖鎖を持つ 典型的な分泌性糖蛋白

質であることが示きれている(2,72,73,74,75)
｡したがって イネ種子α一am-

y]ase には､糖鎖の heterogeneity によるisoforms が存在している可能性

がある｡ そこで､著者はα-amylase 分子の糖鎖構造を解析し､糖釣構造の違

いによって区別されるisoforms の存在の有無を検討しようと試みた｡
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牌と二方法

【I 】Bユ地ii旦旦旦｣_の精製:

岡本らの精製方法(90)及び宮田らの方法(72)を組み合わせ､改良した手

法を用L･､てα-amylase を精製した｡

イネ種子(旦工且星基軸L. cv. Kimmaze;金南風)を1% アンチホルミン

で約15 分間殺菌し､蒸留水でよく洗ったものを､暗所(30oC)で約7日間発

芽させた.発芽イネ種子100g あたり 300mf の homogeni2ing buffer[50mM

Tris-IICt(pH7.0)､ 3mM CaCl2､ 4mM NaCI]を加えミキサーで摩砕した｡この摩

砕物をガーゼで漉過した後､ 1,500×g､ 20 分間遠心し得られた上清を DEAE-

cellutose カラム(上清 51の場合;7¢×25cm)にかけた｡そして､ 0.1M Na

Clを含む homogenizing buffer で十分に洗った後､ 0.5M NaClを含む溶液で

溶出した｡ きらに､溶出液を硫安(65 %飽和)で漉縮し､得られた漉縮酵素

液を 70◇c､ 15 分間熱処理した｡熟変性した蛋白質を遠心(1,500×g､ 20 分

間)によって除いた後､透析によって 50mM acetate buffer (pH 5.3;3mM Ca

C]2､ 4mM NaClを含む)に buffer 交換した｡つづいて β-cyc]odextrin-Se-

pharose 6B カラム(30)にかけ､ 0.3M NaC]を含む上記 acetate buffer で

よく洗った後､ α-amylase をβ-cyclodextrin (8mg/ml)によって溶出した｡

得られた精製α-amy]ase をコロジオンバックで濃縮した後､ 15mg/m] g一ucose

溶液(homogenizing bu･ffer を含む)､次に homogeni2ing buffer で透析し､

最終精製α-amylase 標品(1mg/m])とした｡

【2 】如止阜二旦二旦担_Yi_aS旦｣且_Gpo)_盟製.'

1mIの完全アジュバントと1mlの抗原(0.5mg α-amylase)をよく混合し

rI)サギ(雌;2.5k呂)には射した｡ 3週間後､同塵の抗原と不完全アジュバント
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の混合物を再度ウサギに注射した｡このl週間後から､ウサギの血を耳から採

取し､抗血清を待た｡ 次に常法にしたがって､血清を硫安分画した後､ DEA仁-

ce]1ulose カラムを通すことによってJgG 画分を得た(97)
｡このIgG

の特

異性を Ouchterlony 二重拡散法(54)によって調べたところ､ α-amylase と

のみ特異的沈降線を作ることがわかった｡また､ 25JLg の anti-a-amylase I

gG は1 ILg のα-amy]ase の活性を完全に阻害した｡

【3】艦盟遡拙の調製:

l%アンチホルミンで滅菌したイネ種子を暗所(30oC)で4日間発芽きせた｡

発芽イネ種子を蒸留水で十分に洗浄した後､旺盤組織(腫盤上皮細胞と旺盤細

胞を含む)を注意深く分離した｡得られた腔盤組織は蒸留水で十分に洗浄した

後､種々u)放射性物質の取込み実験に使用した｡

【4】工三三旦コ蜘H]Leucine または[3日]糖 のα-Amylase分子への

取込鼻:

旺盤組織(20 個)を buffer A 溶液[20mM Tris一日Cl (pH7.0) ､ 10mMCaCl2

10Jlg/ml streptomycin､ 10/Lg/ml penicillin G]中で 30oC､ 2時間 prein-

cubation した後､ 20〟Ci[35s]methionine (1100Ci/m mo†) ､ 20FLCi[3日]]eu-

cine または100LLCi[3=]糖([3‖]mannose;28 Ci/m mo]､ [3H]fucose;56 Ci

/m molまたば[3‖]galactose;ll Ci/m mol)を含む buffer A溶液中で 30oC

3-6時間incubation した｡ Tunicamycin の効果を調べる場合には､ 30〟g

/m]の濃度の tunicamycin を preincubation (3hr)および jncubation (3hr

)の両溶液に加えた｡反応終了後､ incubation溶液に存在する[35s]methio-

nine､ [3日]1eucine､または[3日]糖 で標識きれたa-amy]ase分子は､以下に

述べるように､ immunoprecipitation､ SDSIPO]yacrylamide ゲル電気泳動(SD
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S-PAGE)を行った後､ f]uorography によって検出した｡

【5 】 !mmL=1f)lJ[:!_I(､ iI】貞t.i
on_上__..Sr)S.二P!)I.y?_r:.亡上T_ami!栂_ /_iル.電気泳動⊥と__F1!!9ri2且亡旦二

B_h_i,.:

Immunoprecipitation は宮田らの方法(72)に従って行った｡試料(100FLl

)に SOS (最終濃度1% w/v)を加えて1分間煮沸した後､ Triton X1100(最

終濃度2% V/v)を加えた｡次に､ 500JLlのimmunoprecipitation buffer [

20川M Tris-‖CI (pH7.5) ､ 0.14M NaC]､ 0.1% Triton X-100]と混合した後､

25FLg の ant卜α-amylase JgG を加え そして 30oC､ 1時間 抗原抗体反応を

させた｡きらに､この混合綾に 2.5mg の protein A-Sepharose CL-4B を加え

激しく振返させながら 30oC､ 2時間incubation した｡ a-Amy]ase-fgG-pro-

tein A-Sepharose 複合体だけを得るため､上記混合物を小きなカラムに入れ

immunoprecipitation buffer ､ 20mM Tris-‖Cl(pH7.5)-1M NaCl､ 20mM Tris-

=Cl(r)‖7.5)-0.14M NaC]､蒸留水の順にカラムを洗浄した｡そして､ α-amy]-

a§e-JgG 複合体を SDS samp一e buffer [10mM Tris-HCl (pH 6.8) ､ 2% SDS､

5% 2-mercaptoethano]､ 10% glycerol､ 0.005% bromopheno] blue]によっ

て溶出し､ 1分間煮沸した後､ Laemm]iの方法(61)に従って SDS-PAGE を行

った｡

FhJOrOgraPhy はIJaSkey らの方法(63)に従って行った｡ 電気泳動後､ゲ

ルは Coomassie brjHiant blue (CBB)で染色､脱色し､ Enhance (MEN)処理

した後､ろ紙上に置き減圧条件下で加熱乾燥させた｡乾燥ゲルはH2処理およ

び前閃光L'たX線フイルム(Fuji Rx)と接触きせ､ フイルムの感光によって

放射性のα-amylase分子を検出した｡ Fluorogram はデンシトメーター(Shi-

mad2u CS-910 Dual-Wavelength Scannor)を用いて解析した(図-2B) ｡
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【6 】旦_n如二_L3__二虻旦⊆旦_もk,__I.且i坦_C9墨旦幽獣性実験:

試料(100〃り に acetate buffer (pH 5.0;最終濃度 0.1M)とEndo-β-N-

acet,y]glLJCOSaminidase H (Endo-β-H ; ≧20 rnU/mt)を加えた後､
30oC､ 3時

間反応させた｡この反応条件で､ Endo-β一日 に対して感受性をもつ糖鎖は完全

に切断される(cf.75) ｡また､ Endo-β-目 処理は[3‖]fucose標識a-amylase

の放射活性の回収率には全く影響しないこと(cf.図4-B) ∴および 2価陽

イオンや EGTA はこの酵素反応に影響しないこと(58)を確認した｡精製a-

amy]ase を含む反応液は､ SDS･PAGE 後､ CBB による蛋白染色を行ってa-any-

1ase を損出した｡ [35s]α-amylase を含む反応液においては､ p Hを中性に

した後､上記のように､ immunoprecipitation ､ S'DS-PAGE および fluorogra-

phyを行って[35s]α-amylase を検出した｡

【7 】壬迫ng?navaW:

精製α-amy]as.e (40FLg)のEndo-β一日処理試料をConcanavalin A (Con A

) -sepharose
4B カラム(packed gel volume;50LLl)にかけた｡初めに､a5

mlの溶出
buffer [20nM Tris-HCt (pH7.0) ､ 0.5M NaCl､ 3mM CaC]2､ ImM Mg

Ct2]で Con A に結合しないa-amylase を溶出し､次に 0.5M α-D-methy卜

mannoside を含む上記溶出 buffer で Con A に結合しているa-amylase を溶

出した｡ 溶出されたα-amylase は､ Sos-PAGE 後､銀染色(Bio-Rad)によっ

て検出した｡

【8】里旦1血等電点電気泳動:

田中らの方法(9)に従って､ α-amylase の polyacrylamide ゲル等電点電気

泳動を行った｡電気泳動後､ isozyme バンドは銀染色(Bio-Rad)およびim-

munoblotting によって検出した｡
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【9 】づ_2i上3k_ユ旦I2_旦:

cleveland らの方法(22)に従って行った｡ 1回目の SDS-PAGE のゲル(1

mm 惇)から調製した試料蛋白質(5-10ILg)を S圭旦_h_血旦_rig_旦墨卿り§ V8 pro-

tease [卜1i]es] (0.2/Lg と 2JLg)と反応させた後､ 2回目の SDS-PAGE (2 mm

厚)を行った｡電気泳動後､ペプチドバンドは抜染色(Bio-Rad)およびim-

munobtotting によって検出した｡

【1 0 】i_埋項i!地吐出.8且:

Towbirlらの方法(133)に従って､ゲル中の抗原を nitrocel]ulose フィル

ター に blotting した｡ NitroceHulose フィルターに blotting きれた抗原

の検出は､ Blake らの方法(10)に従って alka]ine phosphatase-conjugated

ant卜antibody (二次抗体)を用いて行った｡

【1 1】艶裏店蛙測定:

α-Amylase の活性測定は､岡本らの方法(10)に従った｡

【I 2 】
_蛋且監畳ー_q)_.汲足:

蛋白質量の測定は､ Bio-Rad Protein Assay の方法に従って行った｡標準蛋

白質は h()vine gamma g]obulin を用いた｡
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患農

【1】仙e__分子の糖鎖桂造:

α-Amytase 分子の糖鎖構造を検討するために､まず Endo-β-N-acetylg]u-

cosaminiLJase = (Endo-β-‖)による asparagine 結合糖鎖の消化実験を試み

た｡ Endo-β-H は､ asparagine 結合糖鎖の高一mannose 型および混合型の N,

N'-d卜acetylchitobiose 構造にのみ作用し､複合型には全く働かないという

反応特異性を持っており(図1) ､ asparagine結合糖鎖の解析に極めて有用

であることが知られている(6,58,65,124,125)
｡図2-Aの結果は､精製α-

amy]ase の Endo-β一日 消化を経時的に調べたものである｡ Endo-β･‖ による

消化反応は約2時間で定常状態となり､ 2つの α-amylase分子が観察きれる

ようになった｡ 1つば､ Endo-β一日 の作用を受けない分子､もう1つば Endo-

β-H の作用を受けて分子塞が小さ(･なった分子である｡後者のa-amylase分

子は､ Con A-Sepharose カラムに吸着しないこと(cf.囲5)
､および

TM処

理された組織で合成ざれる糖鎖のない α-amylase とほぼ同じ分子量であるこ

とから､ その糖鎖が Endo-β-H によって切断きれたものであることがわかっ

た｡したがって､イネ種子 α-amylase分子には､ Endo-β一日 の酵素反応に対

して耐性(R)型と感受性(S)型があることが明らかになった｡旺盤上皮細

胞から分泌されるα-amylase分子についても Endo-β-‖ の消化実験を試みた

(国2-B)
｡旋盤組織を[35s]methionine

と6時間反応きせ､分泌きれた

[35s]標識のα-amy]ase分子に Endo-β一H を作用きせたところ､やはり R型

とS型α-amy]ase がほぼ1対1の割合で存在していることがわかった｡以上

の結果は､旺娘上皮細胞より糖鎖構造の異なる α-amylase isoforms (R型と

S型)が分泌されることを示している｡

次に､ [3H]mannose､ [3日]fucose および[3日]ga]actose のα-amylase分子
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A) High-Mannose chains (Ovalbumin glycopeptides)

M"a:
:.1:…Manα.-6

(Man α1-●･2)Man α1

Man β1---→叫CIcNAc β1-4C)cNAc-●←Asn

▲

B) Complex chains (Bovine JgC glycopeptides)
Fuc α

1

l
Gal βトーーー4GJcNAc β1 -■･2MancL 1-6

(Ga( Bl.+4)c(cNAcβ1_2ManQl/

Man β1_QCIcNAc βトーー4Gtc血c-ー.Asn
X

▲

Fig･卜1･ Mode ('･f a(.･tion of Endo-β-～-acetylgTucosaminidase H on

mannosyl g)ycoprotcins.
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Fig.l-2. Hydrolytic digestibility of a-amylase against Endo-β一日･

The basic e^JPerimental conditions are described in the text, using

purifie(I en2yme Preparation or 35s-labeled a-anylase mo]ecules as

substrate. (A) Purified preparation of α-amylase (lolls) and lmU of

Endo-P-= Were,added to 0.1M citrate buffer (pH 5.0) in a tota一 volume

of 50〟I, and incubation continued up to 3hr at 30oC . The reaction

mixture was subjected to SDS-PAGE and stained tJith Coomassie bri]1iant

blue. (B)Ten scuteHa tJere incubated With [ヨ5s]nethionine (20 JLCi) in

0.3ml of buffer A for 6hr at 30oC. α-Amylase mo)ecu]es extracelluI&ry

secreted uere then digested with Endo･β-H (2mU) in 0.1M acet,ate buf･

fer (pH5.0) in a tota一 volume of lOOJLl foト3hr at 30oC foTlowed by

immunoprecipitation, SDS-PAGE, and fluorographic analysis.
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への取り込み実験を行った｡腫盤胡織を[3‖]1eucine､ [3日]mannose､ [3=]fu-

cose または[3‖]ga]actose と反応きせ､分泌された種々の[3日]標識のα-am-

ylase を免疫化学的方法によって同定したo 図3の fluorogram の,結果は､ [3

Il]mann()se､ [3[1]flJCOSe および[3日]8a]actose が確かにα-amylase 分子に取

り込まれていることを示している｡つづいて､ [3日]mannose および[3日コfuc-

ose の(セーamytaSe 分子への取り込みに対するTMの効果を調べた｡組織をT

M存在下ま.たば非存在下に[3日]mannose または[3H]fucose と反応きせ､分

泌きれた[3日]標識α-amylase分子を免疫化学的方法により定量した｡その結

果､ ′rM処理した組織においては､ [3H]標識のα-amylase が検出きれなかっ

た(cf.7:う､回∠'l-A)
｡これは､上記の[3H]糖が分解され[3h]アミノ酸に

なってポリペプチドに取り込まれることばなく､糖鎖のみに取り込まれること

を示している｡さらに､精製α-amylase に含まれる糖の組成を分析したとこ
,

ろ､ I17ann()Se､ ～-a(_.let.ytg]ucosamine､ fucose, galactose およびxylose が検

出され､そして､その鵜成比は Man:GIcNAc:Fuc:Gal:Xyl= 3.0:1.3:0.

23:0.09:0.46 であった｡このように､ α-amy]ase分子の糖鎖には複合型糖

鎖特有oj fucose や ga]actose が含まれていることから､ α-amylase は複合

型様の糖鎖を持っていることが示唆された｡

そして次に､ [3‖]mannose または[3日]fucose で標識された a-amylase 分

子の Endo-β-‖ に対する感受性を検討した｡その結果､ [3=]fucose で標識き

れたα-am〉′lase分子の糖鎖はすべて Endo-β一日耐性であり､一方､ [3日]man-

nos■e標識の糖鎖にはEndo-β一日の酵素反応によって切断されるもの･とされな

いものがあることが示きれた(図4-B､ C)
｡また､この結果は､細胞内で

起こることが予想される GDP-[3‖]mannose と GDP-[3日]fucose との間の相互

変摸が､ [3日]mannose および[3=]fucose の α-amylase分子への取込みには

とんどi',:響していないことをも示している｡

1 8



Orlgln
I

M.W.(xl♂)

914 -

6.7-
,i■句

3.0 -

2.0
-

bottom -

･′･-
ー

._/

a b c d

Fig.113. Jncorporation of [3H]1eucine,[3H]mannose,[3‖]fucose, and [3H]

gala(二tOSe into α-amylascI Ten scute)lar segTnentS Were Preincubated

for 2hr at 30.C in 0.3ml of buffer A, and additonal incubation tJaS

performed for 4hr using fresh buffer containing either (a)【3H]1eucine

(20JLCj), (b)[3H]mannose(100JLCi), (c)[3H]fucose(lOOJLCi), or (d)[3H]

galactose(100〟Ci). α-Amylase in the incubation medium uas identified

by immunoprecipitation, SOS-PAGE: and fluorography･

1 9



A [h7ftM

●

_二=
■■

- ●

▼■

Fig.卜4. Effect of

(A) and Erldo-〟-H

labeled molecules.

of buffer ^ in the

Lion lJaS fo)lol一ed

I 【仙帥一

一■●■
■■■ J■

- ●

■■■･●･t

◆

C(臨

I- ■■■l 一 一

ー ●

=コFE
｣

TM on incorporation of [3H]fuco.se into α-amylase

digestion of (B)[3日]fucose- and (C)[3H]mannose-

(A)Ten scutella Were preincubation for 3hr in 0.3ml

absence or presence of TM(30FLg/ml), This incuba-

by the addition of [つH]fucose(100FECi) for 3hr･ The

incubation media Were then subjected to imunoprecipitation, SDS･PAGE,

and flLJt)rOgraPhy as before. (B) Ten scutella Mere preincubated for 2hr

in 0.3ml of buffer A, foIIoued by 6hr incubation in fresh buffer con-

taining [3日]fucose(100JLCi). Follouing incubation, the reaction media

were divided into equal two parts; one half of each(150LLl) tJaS Sub･

jected to Endo-β一日digestion as described in the text･ lmmunotrecip卜

tation, sos-PAGE, and fluorography Were performed as before. (C) Ex-

perimental conditions were same as (B), except [3H]fucose was replaced

by [3H]mannose(100〃Ci).
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以上述べた結果より､ R塾α-amylase 分子は複合型糖鎖を持ち､また S型

(i-a‖ylase 分子e.･t 高一mannosc 型糖鎖を持っていることが示唆きれた｡

【2 】B.+型息よ一望_墨_壁_旦二A現地良風乱造9i此鹿.'

イネ種子α-amy]ase には､等電点電気泳動によって区別することのできる

isozymes (主にAとf3)がある(90,91)
｡上記のように､

a-amylase 分子に

含まれる糖鎖はすべて中性糖であることから､等電点の速いはポリペプチド部

分によるものであると考えられる｡そこで､ R型､ S型α-amylase とisozy-

n.e A､ Bの間に対応関係があるかどうかを検討した｡精製α-amylaヲ占をEn-

d()-β-Il処理した緒, Con A-Sepharose affinity column chromatography に

よってR型とS型α-afnylase を分離することを試みた(図5) ｡ 各フラクシ

ョンに存在するα-amylase を SDS-PAGE した後､抜染色によって検出した結

莱, す通り画分(fra(二ti()n No.1)にはS型α-amylase､吸着画分(fraction

No.6､ 7)にはR型α-amylase のみが見られた｡次に､ R塾α-amy]ase (fra-

ction No.6)およぴ S型α-anlylase (fraction No.I)を等電点電気泳動(pH

4-6)にかけ, isozymes パターンを調べた｡図6は等電点電気泳動を行った後

銀染色したものである｡ R型とS型分子の間には､等電点によって区別きれる

isozymes の差異は全く見られなかった｡また､ isozymcs バターンをimmuno-

b]otting の手法を用いて検索したところ R型､ S型はともに同じ割合のiso-

zyme冬､ B を含んでいることがわかり､銀染色の場合と同･じ結果であった｡

以上の結果から､ R型､ S型α-amylase 分子は 遺伝子レベルで規定されてい

るisozyme A､ B とは対応関係のないことが明らかになった｡

つづいて､ R型とS型α-amylase の蛋白質構造をさらに詳細に検討するた

め､ペプチドマッピングによる解析を行った｡ SDS-PAGE を行うことによって

高純度のR型α-amylase を調製し､その protease V8 消化によるペプチドマ
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Fig.115. Con A-Sepharose affinity column chronatographjc separation

of S- and R-type α-amylase polypeptide. Purified a-anylase prepa-

ration (40JLg) Was digested by Endo-β-H for )2hr at 30oC, and the

whole mix,ture tJaS applied to a Con A-Sepharose co一umn (packed 甚el

vo一ume, 50JLl) followinB the method described in the text. EIutin8

buffer used was 20mM Tris-HCl (pH 7.0) containing 0.5M NaCl, 3mM

CaC)2 and lmH MgC12 uP tO tube No.5, and changed to the same buffer a

containing 0.5M α-D-methylmannoside from tube No.6 (arrow) . An

aliquot of the effluents Was used for the a-amylase asseys as uell as

for the SOS-PAGE. Silver stained band patterns of S- and 氏-type a-

amylase in each fraction are shotJn in the upper inset. (ど),Endo･β-H

treated a-amylase samp一e prior to column chromatography;(C),Endo-β-H

unt｢eated α-alJylase.
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Fig.卜6. Presence of

α-amylase mo一ecules

gel eLectrophoresis.

Con A affinity column

No.6) Was applied to

rmltiple polypeptide chains in S- and R-type

separated by isoelectrofocusin8 PO]yacrylamide

Each of S- and 氏-type a-amy]ase separal,ed by the

chromatography as shoLJn in Fig.S.(tube No.1 and

isoelectrofocusing polyacry[amide ge一 e]ectro･

phoresis (pH 4-6) . After electrophoresis protein bands tJere detected

by the 8io-Rad silver stain. (a)a-amylase uithout Endo･β-H digestion

; (b) S-type a-amylase; (c) R-type a-amy7ase; (d) mixture of S- and

R-type a-amylase Without Endo-β一日 digestion.
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ップを Endo-β-= 未処理α-amylaseのそれと比較した｡図7に示されている

ように､ I-ミ型α-amylasc と Endo-β-H 未処理 α-amy]ase のベ7'チドマ､ソ7'

の間に差異は見られなかった｡上記の結果は銀染色によって検出したものであ

るが､ immunoblotting で調べた場合も同じ結論が得られた｡対照実験として

行った糖鎖のないα-amylase と正常なα-amytase のペプチドマッピングの結

果の間には有意の差が見られることから､このペプチドマップの結果は信頼の

できるものと考えられる｡以上示した'結果より､ R型 および S型a-amylase

の蛋白質構造は同じであることが示唆された｡
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Fig.1-7. Peptide analysis of R-type α-amylase. Gel fragment contain-

ing each of R-type α-amylase (a) and Endo-β一日untrea七ed a-amylase

(b) tJaS Cut from the first SDS-PAGE (slab gel) , and then directly

applied to the slot of the second s一ab gel together with StaDhvloco二

鎚辿旦aUreuS PrOteaSe V8 (0.2 or 2FLg Per Slot)･
After electrophoresis,

peptides Mere detected by the Bio-柁ad silver stain･ Arrows indicate

the position of native a-amytase. Open triangles show peptides pro~

duced by the protease V8 hydrolysis and closed triangles protease V8･

respectively.
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豊麗.

発芽イネ種子旺盤上皮細胞において合成されるα-amylase 分子への糖鎖の

導入は､ rER において co-transtationa]に起こることが､旺盤組織から調製

された poly(A)十-RNA､ポリゾ-ム､および ミクロゾーム を用いてiB地

合成きせた α-amylase 分子を解析することによって明らかにきれた(74
,75

)
｡きらに､ミクロゾームでiB地合成された

α-amy]ase 分子の糖鏡は

Endo-β一日 によって完全に切断されること､および､ TM処理した組織から調

製された ポリゾ-ム および ミクロゾーム でiB地合成されたa-amy卜

ase 分子には糖鎖が全くついていないことから(74,75) ､ dolicho] pathway

を通して高一mannose 型糖鎖がa-amy]ase 分子に導入されることが示された｡

腔盤組織から分泌きれるα-amylase 分子には､ Endo-β一日 の作用によって

区別できる2つのisoforms､すなわち Endo-β-= 耐性(R)型と感受性(S

)型が存在していることが明らかになった(図2)
｡そして､ R塾α-amy]ase

分子は複合型糖鎖を持ち､ S嬰α-amylase 分子は高一mannose 型糖鎖を持って

いることを示唆する結果が得られた(図4)｡細胞外に分泌されるR型α-any-

]ase 分子の糖鎖構造ば rER において co-translationa]に導入きれる糖鎖の

構造とば明らかに異なっており､したがって､細胞内輸送の間に post-trans-

1ationa]な糖鎖修飾を受けて生じたものと考えられる｡ S型α-amy]ase 分子

の構造に関しては､ rER で合成きれる α-arny]ase 分子のそれとは区別できな

かった｡ しかしながら､ post-translationa]な糖鎖修飾(trimming)を受け

ている可能性を否定することばできない｡ この間選ば､ α-amylase分子の糖

鎖構造を完全に決定するとによって解決きれるであろう｡

R型 と S型α-amyTase はともに同量のisozyme A､ 8 を含んでいるこ

とから､発芽イネ種子α-amy]ase には少なくとも4つのisoforms(A-R､
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B-R､ A-S､およびB-S)があることがわかった(図6) ｡そして､
R

型とS型 は post-translationa]な糖鎖修飾の速いによって生じたisoform

であることがわかった｡
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第二章 α-Amylase の細胞内軸送と糖鎖修飾

動物細胞における蛋白質の分泌について､種々の細胞系を用いて膨大な研究

が行われた結果､すべての分泌性蛋白質はr E Rで生合成された後､ Golgi体

を経由して細胞外に分泌されることが明らかになった(32,94,110) ｡ また､

細胞膜蛋白質やリソゾ-ム蛋白質も 分泌性蛋白質と同様に Go7gi体を経由し

た後､それぞれの局在部位に輸送きれることが明らかにきれた(32)
｡この蛋

白質の細胞内輸送に中心的な役割を果している Go]gi体 の構造と機能に関す

る研究が､最近､飛躍的に進展した｡ Golgi休は､分泌頼粒の packaging､糖

蛋白質の糖鎖修飾､糖脂質の glycosy]ation､ proteoglycan の硫酸化､蛋白

質前駆体から描性型酵素への proteolysis､およぴリボ蛋白の packagins 等

の機能を持つことが観察きれているが､そのなかでも糖蛋白質の糖鎖修飾の研

究は最も進んでおり､そのメカニズムの大綱は確立されたといってよい｡分泌

性糖蛋白質や細胞膜糖蛋白質は､ r E Rにおいて 高一川annOSe 型糖鎖を持つ未

成熟型糖蛋白質として合成きれる｡すべての glucose と1分子の mannose が

g]ucosidase および mannosidase によって trimming された後､出面から

Golgi体に入る｡岨旦⊥cisternae において､ mannose の trimming が完了

するとともに N-a(:ety]glucosamine transferase によって N-acetylglucosa-

mine が糖鏡に付加される｡次に､土工旦旦蔓Cisternae に存在する galactosyl-

transferase､ fucosyltransferase､ sia]yftransferase 等によって termina]

g]ycosylation が行われ､成熟型糖蛋白質が生成きれる(29,46,59,60)｡そし

て､成熟型糖蛋白質はiRn3面から細胞膜に輸送きれるのである｡

Tartakoff らによって報告きれた分泌に対する monensin 阻害効果は､ Go卜

gj 体の機能局在に関する知見の解明の面で大きい貢献をした(127) ｡ Monen-

sin は1価陽イオン､特に Na+に特異性の高い carboxylic ionophore の1つ
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であり､細胞に与えると Golgi cisternae の著しい膨化をひき起こす(127 ,

129)
｡そして､ monensin は､分泌性蛋白質や細胞膜蛋白質の細胞内輸送を帆

害し､ G()lgi体にそれらを蓄積きせるとともに､ terminal glycosylation等

の 土工旦ロ_蔓Cisternae で起こる プロセシングを阻害することも明らかにきれた

(126,127,128,129,130,131)
｡最近､

Semliki Forest Virus (SFV)を感

染させたハムスターの腎臓細胞に monensin 処理をほどこすと､ SFV由来の

膜蛋白質の 蜘Go]giから 血旦口旦Golgi間の輸送が阻害きれることが雑

織化学的方法によって見いだきれた(42) ｡ Go7gi体に対する monensinの作

用は Na+/K+ のバランスが変化するために起こると考えられている(127
,129

)が､詳細な作用機序は十分解明きれていない｡しかしながら､その作用効果

は明確であり､種々の分泌性蛋白質の細胞内軸送における Go]gi体の役割を

調べる上で有用であると考えられる｡

植物細胞における Go]gi体は､電子顕微鏡を用いた組織化学的研究より分

泌過程に何等かの役割を果していることが示唆されていた(78,79,81)が､そ

れを生化学的に研究した例はきわめてすくない｡植物Go7gi体の役割を調べ

た初期の生化学的研究は､ ceH wall polysaccharides の生合成に関連して行

われた(38,89,loョ)
｡また登熟過程の

French bean の子葉において合成きれ

る貯蔵蛋白質 phytohemagglutinin に[3‖]fucose が取り込まれること､細胞

分画実験において phytohemagglutinin がGolgi-enriched 画分に見られるこ

と､そして phytohemagg(utinin のプロテインボディヘの輸送が monensin に

よって阻害されることから､この貯蔵蛋白質は Golgi体を経由して 7'ロティ

ンボディに輸送されることが示唆きれた(19,20)
｡しかし､分泌性蛋白質α-

amylase の細胆内輸送に果すGo]gi体の役割を調べた生化学的研究は 全くな

かった｡

第一章において､ α-amylase分子は細胞内輪送中にその糖鎖の修飾を受け
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ることを明らかにした｡この posトtranslationa]な糖鎖修飾は,動物細胞に

おける Go]gi体の機能に関する知見の類推から､ Go]gi体において起こって

いるものと考えられる｡本章では､ α-amy]ase の細胞内輸送における Go]gi

体の役割を分泌阻害剤 monnensin を用いて さらに詳細に検討した実験結果に

ついて述べる｡
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戯巌と方法

【1 】P"_Lii旦地elin岩 泉艶:

発芽4日目の腔盤組織(20 個)を buffer A[20mM Tris一日Cl (pH 7.0)､ 10

mM CaCI2､ 10JLg/ml strcptomycin､ 10iLg/ml penic=]in G]溶液中で2時間

30oC で preincubation した後､種々の濃度(10~6M､ 10~5M､ 10~4M)のcyc-

loheximide 存在下または非存在下､ 20JLCi[35s]methionine を含む buffer A

溶液中で 30oC､ 1時間incubation した｡反応終了後､親織を 0.1% Triton

X-100を含む buffer A 酒癖(500FLt)中で摩砕し蛋白質を抽出した｡抽出液

に含まれる[35s]methionine で標識きれた蛋白質(hot TCA-insoluble frac-

tion)の放射活性は､嫡休シンチレーションスベクトロメーター( Aloka li-

quid scinti]fatjon system LSC-700 )を用いて測定した｡ [35s]a-amylase

の放射活性は､ immunoprecipitation､ Sos-PAGE､ fluorography を行った後､

fluorogram をデンシトメーター(Shimad2u CS-910 Dua卜uavelength Scanner

)を用いて解析した｡

【2】旦吐出e Labelin只 実験:

旺盟組織(20 個)は buffer A 清治中で 30oC､ 2時間 preincubation を

行った後､ 50FLCi[35s]methionine と 30oC､ 1時間反応きせた｡反応終了後

10-6M cycloheximide･存在下または非存在下において1mM methionine で5時

間chase を行った｡ M()nensinの効果を調べる場合には､ chase溶液に10-7M

の monensin を加えて上記の実験条件で pulse-chase した｡ Chase終了後､

細胞内(組織抽出溶液)および細胞外(chase 溶繊)に存在する[35s]α-am-

y]ase 分子はimmunoprecipitation､ SDSIPAGE を行った後､ f]uorography に

よって検出し､定量した｡
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【3】旦土地L臣姐旦｣旦belin只 実験:

Cyclo heximide の効果を調べる場合には､旺盤組織を 30oC､ 2時間 pre-

incubation し､ 20〃Ci[35s]methionine および100J上Ci[3日]]eucine､または

20〃Ci[35s]methionine および100●〟Ci[3日]糖([3日]mannose､ [3日コfucose､

または[3=]galactose)と1時間反応きせた後､ 10-6M cyc]oheximide存在下

または非存在下､非放射性物質 (lmM methionine､ 1mM Teucine､ 10mM mann-

ose､ 10mM fucose､ 10mM
galactose)で5時間chase を行った｡ Monensin の

効果を調べる場合にも10~7M monensin を preincubation､ pulse-chase溶液

すべてに加えたことを除いて､上記と同じ条件で行った｡ Chase 終了後､ cha-

se溶液中に存在す､る種々の放射性物質で標識きれたα-amylase分子の放射活

性は､ α-amy]ase をimrnunoprecipitation した後､液体シンチレーションス

ペクトロメーターで測定した｡

【4 】i!旦圭旦_A!血i3 :

α-Amylase 分子に取り込まれた放射活性の定量は､ fluorogram をデンシト

メーターで測定し､ α-amylase のピークの面積を計算することによって行っ

た｡免疫化学的方法によって完全に精製きれたα-any.1ase の放射活性と flu-

orogram に現われた α-amytase のピークの面積との間には直線的関係が得ら

れた｡

【5】 EBd旦二β-‖ による腰_艶批実験:

第一章で述べた方法でα-amy]ase 分子の Endo-β-H 処理を行った｡ Endo-

β-H 処理後､ [35s]α-amyTase 分子は､ immunoprecipitation､ SDS-PAGE､つ

づいて fluorography を行うことによって検出した｡
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【6】豊子嘩艶塵風塵:

旺盤組織は10~7M monensin 存在下または非存在下において buffer A 溶液

中で 30oC､ 3時間incubation した後､改良 Karnovsky's 固定液【2Ⅹ papa-

forma]dehyde､ 4X glutaraldehyde､ 80mM phosphate buffer (pH7.0) ､ 20mM

co]1idine buffer(p‖ 7.0) ]で 4oC､ 24時間前固定した｡そして､ 1ⅩOsO4-

0.lmM cacodylate一日C] (pH7.3)で 4oC､ 1時間後固定した後､ ethAnO]で脱水

し､エボン樹脂で包増した｡超薄切片をクエン酸鉛と酢酸ウランで染色した後

電子顕微鏡(Philips 300 EM)観察を行った｡
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鹿農

【1 】
～a_二重～m山旦墨&-生_金_盛｣ヒ迦._胞由W.'

α-Amylase 分子の細胞内輸送に対する生合成の''連続性
M

の重要度を検

討するために､ a-amy7ase 分子の細胞外分泌に及ぼす蛋白質合成阻害剤､ cyc-

1oheximide の効果を調べた｡旺盤組織を10-6M､ 1015M､または10-4M cycfo-

heximide 存在下､ [35s]methionine と1時間反応させた後､蛋白質画分(hot

TCA-insoluble fraction )およびimmunoprecipitable α-amylase に取り込

まれた放射活性を測定した｡ Cycloheximid'e は10-6M の漉度において蛋白質

合成を 70%阻害し､ 10~5M 以上では 85%阻害した｡ α-Amylase の生合成の

場合には､ 10~6M においては 86%､ 10~5M 以上では 96%の阻害効果が見られ

良(国1)
｡次に､旺盟組織を[35s]methionine

で1時間標識した後､ 10~6M

cycloheximide 存在下または非存在下において､非放射性の methionine (lmM

)で1-5時間chase を行った｡図2に示した結果より､ [35s]α-amytase

分子の細胞外への分泌バターンは､ cycloheximide 添加の有無にかかわらず全

く同じであることがわかった｡ これらの結果から､旋盤上皮細胞におけるα-

amylase 分子の生合成と細胞内輸送の過程はそれぞれ独立していることが示き

れた｡

【2】
_Q二如山如蜘果:

α-Amy]ase 分子は､その細胞内輸送中に post-translationalな糖鎖修飾

を受ける(第一章)
｡この糖鎖修飾に対する

cyc]oheximide の効果を調べる

ために以下に示す pulse-chase 実験を行った｡旺盤組織を[35s]methionine

と[3日]]eucine または[35s]methionine と[3H]糖で1時間double-]abe卜

ing した後.､ 10~6M cycloheximide 存在下または非存在下において5時間cha･
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Fig.2-I. Effect of cyc]oheximide on the incorporation of [35s]methio-

nine into α-amytase. Details of experimenta) protocols and subsequent

treatments are described in the text. For the measurement of radio-

activity incorporation into α-amy7ase, the sample so一ution was sub-

jected to the immunoprecipitation
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SDS-PAGE and fluorographic analy-
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precipitable a-amy]ase molecules in the control system were set out
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Fig.2-2. Effect of cyc]oheximide on the extracellular secretion of
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the text. The chase media and tissue extracts Mere subjected
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immunoprecipitation, sos-PAGE and fluorographic analysis. In the

control exper■iment, the total amount of [35s]α-amylase in intra-

ceHular plus extrace]1u]ar fractions after 5hr chase period was arbi-

trari]y defined as I unit.
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se した｡ Chase終了後､細胞外に分泌されたα一amylase分子の放射活性を測

定した｡ [3日]teucine/[35s]methionine (Exp.1) ､ [3H]mannose/[35s]methio-

nine (Exp.2) ､ [3日]fucose/[35s]methionine (Exp.3)
､および[3日]ga]act-

ose/[35s]methionine (Exp.4)の比は､ cyctoheximide によってほとんど影響

を受けなかった(表l) ｡ これらの結果は､分泌されたα-amylase 分子の糖

組成は cyclohe,yimide によって変化しないことを示しており､ したがって､

cycloheximide は α-amy]ase 分子の糖鎖修飾に影響を与えないことを示唆し

ている｡きらに､ R型およびS型[35s]α一amylase の生成に及ぼす cyclohe-
I

xjmide の効-果を調べるために､囲2と同じ条件で､組織を[35s]methionine

で pulse-chase し､細胞内および細胞外に存在する[35s]α-amylase分子を

Endo-β-H 処理した｡図3の結果は､ cyc]oheximide はR型およびS型[35s]

α-amy]ase の生成に全く最,;響しないことを明らかに示している｡以上の結果

より､すでに生合成きれた α-amylase 分子は､それにつづく蛋白質合成が阻

害されても正常に post-trans]ationalな糖鎖修飾を受け､細胞内を輸送され3

ことが明らかになった｡

【3 】月皇盤上_皮_鯉胞脚風:

腔盤組織を10~7M monensin で3時間処理した後､電子顕微鏡を用いて腔盤

上皮細胞の Go]gi体の形態を観察した｡正常な細胞(図4-C､ D)におい

ては､ Golgi体の層板構造が見られた｡ Monensin 処理した細胞(囲4-A､

B)においては､ Go]gj cisternae 間の付着は残きれているが､ cisternae の

著しい膨化が観察きれた｡また､ r E Rには何等変化は見られなかった｡

【4】牡_二Amyla萱草_の毒乱胞内輪送と糖鎖修飾に及ばす Monensin の効果:

任地細織を10-7M monensin 存在下または非存在下において､ [35s]methio-
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Table 2-l. Effect of cyc]oheximide on the modification of oligo-

saccharide chains of α-amylase mo]ecu]es. Twenty scutella Mere incu-

bated in buffer A containing a pair of [35s]methionine (20FLCi) and

either one of [3日]-一abeled (100LLCj) 1eucine or three different kind

of sugars as indicated for 1 hr at 30oC. The whole reaction mixture

was then chased With the medium containing nonradioactive substrates

With or without lO~6M cyc]oheximide for additional 5 hr. The chased

media were then subjected to the immunoprecipitation and radioactivity

measurements.

I
[3

5i'
methionjne + [3H](eucineo, [3H]suga,
non-radioactive substrates

with or without cyc-oheximide (10-6M)

匹E======::≡::::::=コ
pulse chase

(1hr) (5hr)

Radioactivity in
cL-amylase (dpm)

Expt. Substrate

cyclohexjmide

none (10-6M)

[3H]leucine (a) 1.21 xlO叫 1.24 xlO4

(1) [35s]methionine(b) 1.85 xlO4 2.22 xlO4

(a)/(b) 0.65 0.56

[3H]mann.se (a) 1.79 xlO4 2.03 xlO叫

(2) [35s]melhionine(b) 2.25 xlO4 2.54 xlO4

(a)/(b) 0.80 0.80

[3小ucose (a) 1.86 =03 1.67 =03

(3) [35s]methionine(b) 2.36 XIO叫 2.叫7 =Oq

(a)〃b) 0.08 0.07

[3H]galaclose (a) 2.36 ×103 2.45 x 103

(4) [35s]me.hionine(b) 2.33 xlO4 2.16 xlO4

(a)/(b) 0.10 0.ll
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a b a b
] し...___.........｣

extra- intra-

Fie.213. Formation of S- and R-type[35s]α-amylase molecu]es by rice

scutellun in the presence or absence of cycloheximide･
Tventy rice

scutellar segments Were pu一sed uith [35s]methionine for lhr and then

chased for 2hr in the presence (b) or absence (a) of 10-6M cyclo-

heximjde. [35s]α-amylase molecules in either intracellu)ar (tissue

extracts) or extraceHular (incubation media)
fractions tJere Sub-

jected to the Endo-βIN digestion for 3hr period at 30oC･ After

enzymic hydrolysis, the samp一e mixtures were i榊unOPreCipitated with

antj-a-amylase (gG and S- and R-type polypeptides were separated by

the Sr)SIPA(;E. Other experimental detai一s were described in the text･
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Fig.2-4. Ultrastructure
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of scutellar epithelium tJith (A,B) or without

treatment,. Arrowheads indicate the charac-

materia) found between Gotgi saccules (78) ･

rough ER; V, vacuole; CU, ceH wall; D, lipjd
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nine および[3日]1eucine､または[35s]methionine および[3H]糖で pulse-

chaseした後､ chase 溶液に分泌きれたα-amylase の放射活性を測定した｡そ

の結果､ [35s]α-amylase 分子の細胞外への分泌は､ monenesin によって 35-

50 %阻害されることがわかった(表2) ｡ また､ [3‖]1eucine/[35s]methio-

nine (Exp.1)と[3日]mannose/[35s]methionine (Exp.2)の比は monensin処

理によってほとんど変化しないが､ [3日】ga]actose/[35s]methionine (Exp.3)

と[3H]fucose/[35s]methionine (Exp.4)の比は､ monensin処理によって対

照の約1/2に減少することが見いだされた｡ これらの結果は､ monensin が

galactose や fucose の糖鎖への付加つまり terminal g]ycosytation を阻害

することを示唆するものである｡

つづいて､ monensin によるR型とS型α-amy7ase の生成に及ばす効果を調

べた｡旺盤組織を[35s]methionine とl時間反応させた後､ 10~7M monensin

存在下または非存在下において 0.5-5時間 chase を行った｡ 種々の chase

時間において細胞内に存在する[35s]α-amytase を定重したところ､ monen-

sin 処理の細織では 対照に比べて顕著な[35sコα-amylase 分子の蓄積が見い

だきれた(図5)
｡さらに､図5で得られた細胞内および細胞外に存在する[

35s]α-amylase を Endo-β一目 で消化し､ R型とS型の量比を調べた｡正常な

組織においては､ chase 時間が進むにつれてR型[35s]a-amylase の生成が見

られた(国6-A) ｡ 一方､ monensin 処理した組織においては､ chase 時間

が進んでもR型[35s]α･amy]aseの生成は見られず､ S型[35s]α-amy]aseの

細胞内蓄稽が観察された(図6-B)
｡細胞外に分泌きれた[35s]α-amylase

を比較してみると､ monensin 処理した親織から分泌きれた[35sコα-amylase

にはばとんどR型がないことがわかった(図6)
｡以上の

monensin の阻害実

験の結果は､ α-amy】ase の細胞内輪送において Golgi体が重要な役割を果し

ていることを強く示唆するものである｡
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Table 2-2. Double ]abeling of extracellular a-amylase molecuTes in

pulse-chase incubations. 1n each experiment using 20 scuteHar seg-

ments, tissues Mere incubated in buffer A for 2 hr at 30oC with or

without monensin (10~7M), foHoued by 1 hr pulse with a pair of.

radioactive substrates as indicated in each column. Subsequent一y the

tissues were chased uith nonradioactive substrates for 2 hr at 30oC.

The pr()cedures for determining radioactivity in the immunoprecipitable

α-amy]ase in the extracellular fraction (secreted) are given in

the text. Values in parentheses in the first columns are numbers of

experiments performed. Jn Experiments 2,3, and 4, the ratio of [3H]

sugar(a)/[3日]leucine was calcu]ated using the radioactivities of [3H]

1eucine-Iabeled α-amylase given in Experiment 1.

Radioactivity in
cramy)ase (dpm)

Expt･ Substrate

mOnenSlrl

none ( 10-7M)

[3H])eucine (a) 2133±叫 1253±219

1 (2) [35s]methi.nine(b) 3737 ± 803 229‥ -22

(a)/(b) o.56 0.55

2 (2)

[3H]mann.,e (a)

[35s]me.hi.nine(b)

(a)/(b)

(a) /[3ト小｡∪｡i｡｡

q182 +_1q1 2631 ± 1065

q199 ±195 2273 +_306

1.00 1.16

1.96 2.10

3I3)

[3H]ga)ac(.,e (a)

[35s]melhi｡ni｡e(b】

(a)‖b)

(a) /[3H][eucine

821 ±1Lll 182±1q

qO86±917 1982±14q

O.20 0.09

0.38 0.15

Ll (2)

[3H]FUG.,e (a)

[35s].,.elhi.nine(b)

(a)/(b)

(a) /[3ト小eu｡ine

732t63 230t69

叫21Q+_ 366 2753±468

0.17 0.08

0.311 0.18
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Fig.2-5. Effect of monensin on the intraceltular accumulatjon of

α-amylase. To 20 scuteHa in 0.3mf buffer A was added [35s]methionine

(50 FLCi) and incubation continued for lhr. Then, 1mM nonradioactive

methionine dissolved jn buffer A Was added with or lJithout monensin

(10一了M) and chased for addjtiona] 5hr. At the selected chase periods

as indicated, tissue extracts were prepared fo]]oIJing the method

described in the te^,t and used for the immunoprecipitation, SDS･PAGE,

and fluorographjc analysis. 7n the controT system, the amount of a･

amylase synthesized during lhr pulse period was arbitrari一y defined as

1 unit.

44



A oontrol

■■
.■■

■■
■■一-A
■■

■■■●

ch●●(rr) 0 0.$ 1.$ 2.$ 2.8

htrA- + Xtr&-

B nordlO~7Al)

¢h■●● (lv)

→■- A

-b + --8

0.$ ll.さ2-.5 2.8

intr&- oxtr■-

Fig.2-6. Effect of monensin on若Iycosylation of a-an7ylase as examined

by Endo-β一日di8eStib‖lty. Reaction protocols Mere exact一y the same

as those shown in Fig･2-5･ At the selected time periods of chase

uith nonradioactive methionine lJjth or Without monensin, either scu･

tellar tissue extracts (intracellular) or the incubation medium (ex-

tracellular) 〕ere digested by Endo･β-H (40nU/pl) in O･lM acetate

buffer (pH 5.0) in a total volume of lOOJLl･ Reaction uns carried out

at 30oC for 3hr, and at the end of reaction the uhole mixture uas

neutralized, immunoprecipitated, electrophoresedl and fTuorographed･
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重患

α-Amylase の細胞内輸送の機構を解析する上で 蛋白合成の"連続性''と

の関係を明らかにすることば極めて重要である｡ Jamieson と Pa7ade は､ pu-

]se-chase labeling および細胞分画の手法を駆使して､ pancreatic exocrine

細胞における分泌性蛋白質の生合成と細胞内輪送は独立した過程であることを

証明した(51)
｡旺盤上皮細胞においては､

cycloheximide を用いた実験から

すでに生合成されたα-amytase 分子は それにつづく蛋白質の合成が阻害きれ

ても､正常に細胞内を軸送されることが見いだきれた(図2､図3､表1) ｡

したがって､ ｢α-amylase の生合成と細胞内輸送は全く別の過程である｣と

結論した｡

植物起源の分泌性蛋白質であるα-amylase の細胞内輸送における Golgi体

の役割を生化学的研究によって論じた例はこれまでなかった｡そこで､旺盤上

皮細胞における Golgi体の機能を carboxylic ionophore､ monensin を用い

て検討した｡ Monensin は､ Golgi体の形態変化をひき起こし､ Golgi体に分

泌性蛋白質を蓄積させるとともに､血Go]giにおける terminal glycosy-

lation 等のプロセシングを阻害するという作用効果を持っており､ Golgi体

を研究する上できわめて有用であることが知られている(127,129)
｡この

mo･

nensin を用いた pulse-chase 実験の結果から､旺盤上皮細胞におけるα-amy･

1ase の細胞内輸送には･Go]gi体が関与していることが示唆された(図5､図

6､表2 ) ｡ Monensin がR型α-amy]ase の細胞外への分泌を阻害し､ S型･

α-amy]ase を細胞内に蓄積させることから､ R塾α-amy]ase の生成がGolgi

体で行われていると考えられる｡しかし､ S型α-amylase の分泌はmonensin

によって阻害されなかった(図6)
｡Vigilと

Ruddat は､オオムギ糊粉層の

組織化学的研究から, α-amylase がr E R から直接細胞膜に輸送され分泌き
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れることを示唆している(136) ｡ S型α-amy]ase の輸送は Golgi体を経由

しないのかもしれない｡

これまでの実験結果から考えられるα-amylase の細胞内輸送に関する仮説

を図7に示した｡ α-Amytase はr E R において 高一mannose 型糖鎖を持つ未

成熟型糖蛋白質として合成された後､ Golgi体に輸送きれ､そこで糖鎖修飾を

受け成熟型糖蛋白質(R型)となって細胞膜に輸送される｡ただ S型a-any-

lase が Golgj 体を経由するのかどうかという問題は未解決の問題として残き

れている｡
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Fig.2-7. A hypothetical mode一 for intraceHular transport pathways

()f α-amy]as(--! isoforms. Stepwise processes of (i) potypeptide elon-

gation and co-I.rans]ationa] glycosylation directed by polysomes atta-

ched to ER, (ii) carbohydrate modification on Golgi, and (iii) trans-

port I,o the ceTI surface (plasma membrane) are schematica]]y illust-

rated in the figure. For brevity, it is shown that tlJO PO]ypeptides

(A and B) are synthesized by the different mRNAs, and stepwisely

transported to ER cisternae, Golgi complex, secretion vesic一es and

p一asma membrane. S.ymbo]s: straight chain, po]ypeptjde A; dotted chain,

po]ypeptide 伝; (●) , high-mannose type carbohydorate chain; (㊨) ,

hypothetical intermediate carbohydorate chain; (○) , modified complex

type carhohydorate chain.
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第三章 α一人mylaseの分泌に及ぼすCa2+の影響

Ca2十が植物の正常な発育のための必須要素の一つであることばよく知られて

いるところである｡現在では､ Ca2十の役割が細胞レベルで論じられるようにな

ってきた(143) ｡植物の分泌細胞においては､
gibberellin 処理したオオム

ギ種子の糊粉層に Ca2十を与えるとα-amylase の放出が促進きれることが､ Ch･

rispee7s と Varner(21) および Varner と Mense(135)によって観察きれ

た｡そして､ Varner と Mense は､ α-amylase の細胞壁からの拡散がCa2+に

よって促進きれることを示唆した｡しかし､その後 Mol]とJones(77)は､

automatic f一ow-through 装置を用いて､ α-amylase の放出は細胞壁からの拡

散よりむしろ細胞_ 膜からの分泌が律速過程であり､ Ca2+は後者を促進するこ

とを示した｡さらに､ Jones とJacobsen(52)は､グループB のα-amy]ase

isozyme の分泌が Ca2+によって調節されていることを報告した｡

動物細胞における種々の蛋白質やホルモンの分泌に Ca2+4''重要な役割を果し

ていることも広く知られている(99,119,130,142)｡動物の分泌細胞は､
''non-

regu]at,ed"細胞(fibroblasts､ plasma cef]s､ macrophages 等)と''regu]a-

ted"細胞(pancreatic､ pituitary cefl types 等)とに分類きれる｡前者の

細胞における蛋白質の分泌は､連続的で､細胞外部からの刺激には影響きれな

い｡一方､後者の細胞においては､分泌性蛋白質は分泌頼粒に一度蓄積きれ､

その後 細胞外部からの刺激によってその exocytosis が起こる(126) ｡ Ca2+

による分泌調節の研究は主に"regulated〃 細胞で進められた｡そして､細胞

内(細胞質中)の Ca2十濃度が10~7M から10~5M 以上に上昇す･ると､急激に

分泌頼担が細胞 膜と fusion をはじめ､その内容物が細胞外に放出されるこ

とから､ e.i,()CytOSis が Ca2+依存性の細胞運動であることが明らかにきれた(

142) o また､最近 exocytosis の過程に synexin や calmodulin 等の Ca2'
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結合性蛋白質が閏与していることが示唆されている(23,24,25,40,99,120) ｡

本章では､発芽イネ種子腔盤上皮細胞から分泌きれるα-amylase の生合成

および細胞内輸送に Ca2+が如何なる影響を及ぼすのかという問題について検

討を試みた｡
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､材料.ど_方法

【1 】旦_uls}～蜘L臭艶:

(A)発芽4日目の腔盤親織(10 個)を種々の濃度の CaC]2 (0.l･30mM)

または 0.1mM EGTA を含む beffer B [20mM Tris-HCl (pH 7.0)､ 10FLg/ml st-

reptomycin､ 10JLg/ml peniciHin G]中で30oC､ 2時間preincubation し

た後､ 20〃Ci[35sコmethionine を含む上記溶液(300〟t)中で 30oC､ 3時間

incubati(Jn を行った(図1) ｡

(B)旋盤細織(10 個)を､ 0.1mM EGTA､およU' 10mH CaC12､ 10mM MgC12

10mM SrC12､ 10mM BaC)2 または100mM KClを含む buffer B 中で 30oC､ 2

時間 preirl(:ubation L/た後､ 20/LCi[35s]methionine を含む上記溶液(300LL

l)中で 30oC-､ 3時間incubation を行った(図2) ｡

(c)旋盤雑織(10 個)を buffer B 中で 30oC､ 2時間 prejncubatioytし

た後､ 20JLCi[35s]methionine､ 1mM CaCI2 および種々の濃度のCa2+-ionopho-

re A-2:亨187(0､ 0.Ol､ 0.1または1FLM)を含む buffer B(300〟T)中で 30

oC､ 3時間incu【lati()n を行った(表1) ｡

(D)旺盤組織(10 個)を10mM または1.OmM CaCl2 を含む buffer B溶

晴(p=7.0 または pH8.0)中で 30oC､ 2時間 preincubation した後､ 20JLCi

[35s]methj()nine および種々の濃度の calmodulin antagonist U-7 (0､ 50 ま

たは 250LLM)を含む上記溶綾(300〟1)中で 30oC､ 3時間incubation した

(図4) ｡

(E)腔盤雑織(20 個)を10mM または 0.1mM CaC]2 を含む buffer B溶

液中で 30oC､ 2時間 preincubation した後､ 20JLCi[35s]methionine を含む

上記溶液(300jLl)中で 30oC､ 6時間 jncubation した｡ただしincubation

酒癖は1時間ごとに新しい溶液に変えた(図5) ｡
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それぞれの条件で pulse labeling した後､ incubation 溶液と組織を分離

した｡組織は 0.1% Trit()n X-100 溶縮(500JL I)中で摩砕し､組織抽出液を

得た｡そしてincubati()n溶液および組織抽出液に存在する[35s]α-amylase

の放射活性は､ immunoprecipitation､ SOS-PAGE､ f]uoro8raPhy を行った後､

f]uorogram に現われた[35s]α-amylase をデンシトメーターで測定すること

によって定量した｡これらの条件において､ [35s]met,hionjne の a･amylase

への取り込みはすくなくとも4時間以上定常的に行われた(cf.72) ｡

【2 】旦山旦旦ニ£｣旭_S旦_上納実塵:

(A)肝盤親織(IO僧)を buffer A[20mM Tris-HCl (pH7.0) ､ 10mM Ca

C]2､ lolls/ml streptomycin､ 10JLg/m] penici]lin G]溶液中で 30oC､ 2時

間 preincuhation した後､ 20/LCi[35s]methionine を含む buffer A (300ml

)溶摘中で 30oC､ 2.5時間incubation し､つづいて､ 1mM methionine､およ

び0.1mM IJaC13 または 50FLM ruthenium red を含む buffer A溶液(300 ml

)中で 30oC､ 4時間 chase を行った(囲3) ｡

(B)旺盛細織(20個)を10mM または 0.1mM CaCl2 を含む buffer B溶

液中で 30◇c､ 3時間 preincubation した後､ 100JLCi[35s]methion'Lne を含

む上記酒癖(300mT)中で 30oC､ 1時間反応させ､･つづいて､ ImM methionine

および10mM CaC12､0.lmM CaC12 または 0.1mM EGTA を含む buffer B溶液

(300ml)中で 30oC､ 6時間chase を行った(図6､表2)｡

それぞれの条件で pulse-chase labefjng を行った後､細胞内(組織抽出液

)および細胞外(incubation溶液)に存在する[35s]α-amy]aseの放射活性

は､ immun()precipitatj()n､ sos-PAGE､ fluorography を行った後､ f]uorogram

を解析することによって定量した｡
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【3】 Endo-β-鵬捜鎖の消化実験:

第一章で述べた方法を用いて行った｡
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鹿_果

【1】血軌果:

陀盤細織におけるα-amylase の生合成および分泌に及ばす Ca2十の影響を調

べるために､細織を種々の濃度の Ca2+ (o.1-30mM)または 0.1mM EGTA存在

下に[35s]methionine と3時間反応させ､細胞内および細胞外に存在する[35

S]α-amylaseの放射活性を測定した｡図1において､ secretjoりは細胞外[35

S]a-amylase の放射活性を､ synthesis は 細胞内と細胞外[35s]α-amylase

の放射活性の和(全[35s]α-amylase 量)を示している｡図1の結果から､ [

351S]α-amylase の生合成および分泌はともに Ca2十が必要であることが明らか

になった｡ 特に､組織を 0.1mM EGTA で処理して Ca2十欠乏状態にすると､生

合成も分泌もほとんど起こらなくなることがわかった｡きらに､ [35sコα一amy-

lase の生合成は Ca2+濃度が 0.5mM 以上になると定常状態になるが､一方 分

泌に関しては､ Ca2+濃度が10mM以上になっても上昇しつづけることが示きれ

た｡ これらの結果より､ [35s]α-amylase の生合成と分泌はともに Ca2十を必

要とするが､それぞれの Ca2+の濃度依存性は異なっていることが示きれた｡

【2】促進効_果における屋上出特異性:

図1で示された Ca2+によるα-amylase の生合成と分泌の促進効果が､ Ca2+

の特異的な作用によるものなのか､それとも陽イオンの正電荷の影響なのかを

調べることば､ Ca2+の役割を知る上で重要であると考えられる｡種々のアルカ

リ土類金属(Mg2+､ ca2+､ sr2+または Ba2+)または K+ 存在下に､組織を[35

S]methionine と反応させ､細胞内､細胞外に存在する[35s]α-amylaseの圭

を測定した｡ Synthesis (全[35sコα-amytase 豊)は Ca2+の添加によって対照

の8倍､ Sr2+の場合には1 0倍の促進効果が見られた(図2-A)｡ Secretion

(細胞外[35s]α-amy]ase 塵)においても､ Ca2+と Sr2十 による促進効果が見

54



1.0

[ca2+] mM

Fig.3-1. Effect of Ca2+ and EGTA on synthesis and secretion of α-

amylase. Ten scutcllar seg,Rents per treatment were preincubated for

2 hr at 30oC in lOmM Tris-HCl (pH 7.0) containing antibiotics and

Ca2+ of various concentrations as indicated (●, ○) . 0.1mM EGTA

(I,ロ) . The media Mere then replaced with fresh solution contain-

ing [35s]methionine (20〟Ci) and. incubated for 3 hr. Tissue extracts

and incubation media Were finaHy subjected to ana一ysis of intra-

ce]Iular and extraceHular α-amylase. Secretion (○,口) shows the

value of extraceHular α-amylase, Whereas synthesis (●, I) sig-

nifies the sum of intraceHu]ar and extracellu]ar a-amylase. Total

α-amylase synthesis in the presence of lOmM Ca2+uas norma]i2ed to

l.0. Values given are SEM (vertical bar) of four experiments.
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Fig.3-2･ Effect of different cations on synthesis and secretion ofa-

amylase. Ten scutellar segments were Preincubated for 2hr at 30oC in

10mH Tris-HCl (pH 7.0) and 0.1mM EGTA, containing various cations as

sh.un in the figure. The reaction mi^Jture COntaining [35s]methionine

(20〃Ci) for 3 hr incubation at 30oC were then used to 一abel α-amyl-

ase. procedures for the quantitative ana一ysis of α-amylase in both

intraceI]ular and extraceI]utar fractions are described in the text･

T.tat α-amylase synthesis (intracellular十extraCellular) in the pre-

sence of lOmM Ca2+ was normali2ed to l･0･ All sat上s were added as

ch]orides.
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られ赴(図2-B)
｡分泌に対する促進効果をより詳細に検討するために､そ

れぞれの r･atio (細胞外[35s]α-amylase豊/細胞内[35sコα-amylase童)を

計算し対.BBと比較したところ､やはり､ Ca2+と Sr2+のみ ratio の増加が観察

された｡ K十 の添加では逆に ratio の減少が観察された(図2-C)
｡以上示

した結果から､ Ca2+と Sr2+がα-amylase の生合成と分泌を促進することがわ

かった｡ 他の動植物の分泌細胞においても､ Ca2+と Sr2+が分泌に対して同じ

ような作用効果を示すことが報告されている(52,53,115) ｡

【3】 £旦聖二血也ore A-23187 の効果:

Ca2'-ionophore A-23187 は､細胞質中の Ca2十濃度を変化きせるためにしば

しば用いられている(39,115)｡腫盤親織を､ 1mM Ca2+および種々の濃度の A-

23187 (0.Ol､ 0.1または1〃M)存在下､ [35s]methionine と反応させ､ [35s

]α-amylase の生合成と分泌に及ばす A-23187 の効果を調べた｡ 0.01JLM の

A-23187 で処理すると､ synthesis (全[35s]α-amy]ase量) ､ secretion (細

胞外[35s]α-amy]ase塵)
､および ratio (細胞外[35s]α-amylase圭/細胞

内[3与s]((-amylase 塵)の値はともに対照と比べて明らかに大きくなった(義

1)
｡この結果は､細胞内の

Ca2+濃度の上昇が[35s]α-amylase の生合成と

分泌を増大きせたことを強く示唆している｡しかし､ A-23187 の濃度を 0.1〟

M 以上にすると､促進効果は除々に減少することが観察きれた(表1) ｡ A-23

187 は､ CCCP､ antirnyc.in A､ valinomycin および HOQNO と同様にAT P合成

を効果的に阻害する(5,105,145)ことが知られている｡そして ATP合成阻

害剤によって分泌が著しく抑制される(130,135)ことから､このような A-23

187の効果が生じたものと考えられる｡

【4】 we の分泌に[Ca2++Mg2+]-ATPase が固与している可能_性:
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Table 3-I. Effect of A-23187 on synthesis and secretion of α-amylase.

Ten scutellar segments were preincubated for 2 hr at 30oC in lOmM

Tris一日Cl (pH 7.0) containing antibiotics.They were then transferred to

the fresh media containing [35s]methionine (20JICi), 1mM Ca2+, and A-

23187 of 3 different concentrations as indicated. After incubation for

3 hr, immunoprecipitable α-amylase in both intracel]ular and extrace-

Hu]ar fractions were determined as described in the text. Synthesis

signifies the sum of intracellular and extracellular α-amylase, where

as secretion means the extraceHular α-amytase. Total α-amy]ase

synthesis in the presence of lmM Ca2+but not A-23187, was normalized

to 1.0. Experiments were carried out in trip一icates (brackets) and the

values are presented as SEM.

Experment Ca2+ A-23-87 Synthesis (a) secretion (b)
(exlrac…ar/intrace‖ular)

Ratio (b/a-b)

mM

1 (3) 1.0

2 (3) 1.0

3 (3) 1.0

4(3) 1.0

rJM units units

l.00 0.70 ‡0.08

0.01 1.23‡0.09 0.96‡0.09

0.1 1.16 ‡0.川 o.79 ±0.10

I.0 1.00!0.12 o.66 ‡0.05
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細胞質中の Ca2十の濃度は､細胞内のオルガネラや細胞.膜に存在する能動

輸送系が働くことによって調節されていると考えられている｡確かに､動植物

の細胞膜には Ca2+ transporting [Ca2++Mg2']-ATPase が存在しており､そし

て･､その性質が研究きれている(7,28) ｡ [Ca2十+Mg2十]-ATPase の性質を以下

に示した: (A)Ca2+の高い結合性; (B)Mg2十が必須; (C) ATPが必須

; (D) La3+､ ruthenium red､および NAP-taurine によって特異的に阻害き

れる; (E) Ca2+-ca]modulin によって活性化される(7, 57,71,100,137,141

) ｡

腫盤上皮細胞におけるa-amylase の分泌に[Ca2++Mg2+]一ATPase が関与し

ているか否かを検討するために､ α-amylase の分泌に対する La3+およぴ ru-

thenium red の効果を調べた｡旺重量雑織を[35s]methionine'と 2.5 時間反応

きせた後､ 0.I和M Laョ+または 50〃M ruthenil｣m red 存在下に4時間chase を

行った｡図3の結果は､ La3'と ruthenium red はともに[35s]α-amylase の

細胞外分泌を著しく阻害することを示している｡これらの結果､およびα-am-

ytase の分泌には Ca2十が必要であり､また 種々のAT P合成阻害剤(CCCP､

antimycin, valinomycin､および HOQNO)は a-amylase の分泌を阻害する(

cf.76)ことから･､ [Ca2++Mg2十]-ATPase が α-amy]ase の分泌に何等かの関与

をしていることが示唆きれた｡ α-Amylase の分泌に対する Mg2+の必要性を確

かめることが出来なかった(図2)が､上記の実験条件では細胞内の Mg2+を完

全に除くことができなかったためであろうと考えられる｡

【5】旦二生山se の分泌星射す紬u]in Antagonist U･7 の効果:

図4に示した種々の反応条件下において､陣盤細織を[35s]methionine と

反応させ､ ca]modu]in antagonist U-7 [N-(6-aminohexyl)-5-chtoroll-naph-

h

切Ienesuffonamide] (55)の[35s]a-amylase分泌に及ばす効果を調べた｡
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Fig.3-3. Effect of La3+ and ruthenium red, inhibitors of [Ca2++Mg2+】-

ATPase, on secretion of α-amylase. Ten scuteHar segments were pre-

incubated for 2.5 hr at 30oC in lOmH Tris-HCT (pH 7.0) containing an-

tibiotics,10mH Ca2'and [35s]methionine (20JLCi) but no inhibitors.

Scut.e]la Were then rinsed, and incubated in the above buffer minus

[35s]methjonine but uith the follouing additions: contro一 (○) , 0.lmM

LaC]3 (lr) , and 50〃M ruthenium red (▲) . At the selected time in-

tervals, the external medium was removed and ana]y2ed for the ]abeling

of a-amy]ase as described in the text.
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Synthesis (全[35s]α-amy]ase量)およびsecretion (細胞外[35s]a-amy卜

ase 豊)はともに u-7 処理によって減少したが､ ratio (細胞外[35s]a-a柑y卜

ase 量/細胞内α-amylase 量)に関しても U-7 処理によって顕著な低下が見

られた(国4) ｡ これは､ [35s]α-amylase の分泌がU-7 によって阻害きれ

ることを示しており､ α-amy]ase の分泌における calmodu]in の関与が示唆

きれた｡

【6】旦_型⊥曲の分泌に及ばす Ca2+の影響:

第一章および第二章において､腔盤上皮細胞から分泌きれるα-amytase に

は糖鎖構造の異なるR型とS型が存在していることを示した｡このR型､ S型

α-amylase isoform の分泌に Ca2+が影響するか否かという問題に関する検討

を試みた｡旺盤組織を､ 0.1mM または10mM Ca2+存在下､ [35s]methionine と

反応させ､細胞外に分泌きれた[35s]α-amylase を Endo-β-= 処理し､ R型

およびS型分子の量を定量した｡図5-A､ Bは､それぞれの putse 時間に

おける[35s]α-amy]ase の分泌速度を示し､図5-C､ Dは､それぞれの pu-

]se 時間までに 細胞外に分泌きれた[35s]α-amytase の総量を示している｡

Pu]se 6時間後､ R/R+S 比は10mM Ca2+存在下において 0.6 である(囲

5-C)が､ 0.1mM Ca2+存在下の場合には 0.25 に低下した(図5-D) ｡ま

た 図5-A､ Bの結果は､ R型[35s]α-amy]ase の細胞外への分泌は Ca2+演

度によって著しい影響を受けるが､ S型[35sコα-amylase に関してはばとんど

Ca2十の影響を受けないことを示している｡きらに､囲5-Aは､ S型[35sコα･

amylase の分泌速度がR型よりも速いことも示している｡これらの事実から､

旺盤上皮細胞のα-amytaseの分泌には､ Ca2+依存性のもの(R型a-amylase

)と Ca2+非依存性のもの(S型α-amylase)とがあると考えられた｡

6 1



･冨d･o
善言
u)>

o･5

0

1.5

⊂

･B Tal･O

LQ) ･f
岩3
∽ 0.5

′■ヽ
L

.Sgコ

苛
O
(8
[ヨ

ー●･･J

.9
毒

=コ LP

c[d -_S●石
O
d
[∃

■l･･一

〉く

3

0

6

4

2

[ca2+]mM 1.0

pH 7.0

Fig･3-4･ Effect of ca-modufin antagonist, U-7I On Synthesis and secre-

tion of α-amy]ase･ Ten scute]-ar segments were preincubated for 2 hr

at 30oC f'n =洲Trl･s-HCf
of various pH and containing Ca2+ of various

concentrations as indicated･ They were then transferred to the fresh

media containing [35s]methJ･onine (20FLCi) and U-7 and incubation con-

tinued for 3 hr･ α-Amyfase in both intraceHu]ar and extrace=u]ar
fraction-as determined as described in the text･ Tota- a-amylase

synthesis (intracellu-ar+extracellu-ar) in the presence of lOmM Ca2+

and at pH 7･O tJaS normalized to l.0.
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Fig.SIS. Effect of Ca2+ 1evel on the formation of two types of a-

anylase molecule. TtJenty SCutel]a tJere incubated in the pulse J7)edium

containing 20mM Tris-HCl (pH 7.0)
,【35s]methionine

(20JLCi) , strepo･

mycin and penici一lin G (10FLg/ml) , and either 10mM(A,C) or 0.1mM(B,

D) for 6 hr at 30oC. At selected time jntervals, the incubation media

were treated lJith Endo-β-‖ as described in the text. The resulting

mixtures Were then subjected to the immunoprecipitation, SDSIPAGE, and

i)uorographic analysis as shown jn the text. Fluorograms are given in

the insets of (A) and (B) . The amount of [35s]a-amylase synthesized

durin8 the 1 hr pulse period jn the presence of lOmM CaCl2 WaS Set at

i unit. The rate of secretion (unit/hr) indicates an average rate of

the secreted [35s]a-amylase (R or S) at the se一ected incubation

periods. Extracellular a-amylase (unit) indicates the sum of the

secreted [35s]α-amylase (R or S) during the incubation periods.
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【7 】出岨旦旦旦旦｣a細胞㈱役割:

α-^mylase の細胞内輸送に及ぼす Ca2+の影響を調べるために､種々の pu-

1se-chase labeling 実験を行った｡組織を 0.1mM 存在下に[35s]methionine

と1時間反応させた後､ 10mM または 0.1mM Ca2十存在下､ 5時間 chase を行

い､ chase 溶液中に分泌きれたR型､ S型[35sコα-amylase を定量した｡その

結果､ R型[35s]a-amy]ase の細胞外への分泌は Ca2+濃度によって著しく変
＼

化するが､ S型[35s]α-amy]ase の分泌モま Ca2+にあ･まり影響きれなかった(

図6-A､ B)､｡また､ 10mM Ca2+で pu]seを行い､ 10mM Ca2+または0.lmM

EGTA で chase した場合においても､図6-A､ Bと同様の結果が得られた く

図6-C､ D)｡ これらの結果から､ R型[35s]a-amyTase の細胞内輸送に

Ca2+が作用していることが推察された｡ つづいて､ α-amylase の細胞内軸送

における Ca2+の役割をより詳細に検討するために､ 0.1mM Ca2+で1時間pu卜
!

se を行った後､ 0.1mM EGTA､ 0.1mM Ca2+､または10mM Ca2+で5時間~chase

した｡そして､ chase 終了後､細胞内および細胞外に存在するR型､ S型[35s

]a-amy]ase を定量した｡衰2に示した Totalα-amylase(R+S)の結果は

α-amylase の細胞内軸送には Ca2+が必要であり､ Ca2十濃度が低くなるに従っ

て α-amylase が細胞内に蓄積することを示している｡ R型[35sコα-amylase

の細胞外分泌が Ca2十戒度の低下にともなって著しく減少するのは 囲6で述べ

たとおりであるが､一方､細胞内[35sコα-amylase に関しては､ Ca2+濃度の低

下に従って R型[35s]α一amylase の細胞内蓄積が械察きれた｡ S型[35s]α-
i

amyl,ase においても蓄積は見られるが､ R/R+S 比 が､ Ca2+溝度の低下と

ともに上昇することから､ R型の細胞内蓄積がS型よりも著しいことがわかっ

た｡以上の結果は､ Ca2十 がα-amy7ase の細胞内輸送､特に R型a-amy7'ase

の輸送に作岡していることを示している｡
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Fig.3-6. Effect of Ca2十 on the extracellular secretion of two types

of α-amylase molecule. Twenty scuteHa were pulsed uith [35s]methio-

nine (100LECi) in the.presence of 0.1mM (A,B) or lOmM CaC12 (C,D) for

I hr at 30oC, and subsequently chased with lmM nonradioactive mehtio-

nine in the presence of either lOmM (A,C) or 0.1mM CaC12 (B) or 0.1mM

EGTA (r)) for an additional 5 hr. The chase media tJere then treated

with Endo-β一日, foHowed by jmmunoprecipitation, SOS-PAGE, and fluoro-

graphic analysis, employing the same procedures as described in the

text. The amount of the secreted [35s]α-amylase (R+S) during the 5 hr

chase period as I unit. The rate of secretion (unit/hr) indicates an

average rate of the secreted [35s]a-amylase (R or S) at the selected

chase per･iods.
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Table 3-2. Effect of Ca2+ on the Endo-β-H digestibility of a-amylase

molecu一es in intrace]1ular and e,ytraceI]u]ar fractions. ln each expe-

riment, 20 scutella were pulsed with [35s]methionine (100LLCi) in the

presence of 0.1mM CaC12 for 1 hr at 30oC, and then chased with lmM

nonradioactive methionine in the presence of either 0.1mM EGTA (A) or

0.1mM (B) , or lOmM CaCl2 (C)for an additional 5 hr. At the end of

incubation, either tissue extracts or chased media were treated with

Endo-β-H, followed by immunoprecipitation, SDS-PAGE, and fluorogra-

phic analysis as described in the text.

α-Amylase

FraetiorlS

R S

Additions (unit) (unit)

Total α-amylase

R+S (R/R+S)×100

(unit) (%)

Intracellular (A) 0.1 mM EGTA

(B) 0.1 mM CaCI2

(C) lO mM CaCI2

Extracellular (A) 0.I mM EGTA

(B) 0.1 mM CaCI2

(C) 10 mM CaCI2

0.13 0.30

0.06 0.22

0.O2 O.1!)

0.06 0.32

0.12 0.41

0.30 0.49
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豊泉

腫盤上皮細胞におけるα-amylase の生合成および分泌には Ca2+が必要であ

ることが明らかになった(図1) ｡ また､ Ca2+-ionophore A-23187 の実験結

果は､細胞内C■a2+溝度がα-amylaseの生合成および分泌に影響を及ぼしてい

ることを強く示唆した(表1)
｡さらに､

La3'､ ruthenium red
､および

ca-

lmodutin antagonist U-7 の阻害実験より､ [Ca2++Mg2+コーATPase による Ca2+

の細胞外への放出が α-amylase の細胞外分泌と couple していることが推察

された(図3､図4)
｡この詳細なメカニズムはまだはっきりしないが､血小

板における Ca2+と N-acethy]呂]ucosamine細胞外分泌も calmodulin antago-

nist によって阻害されることが稚告されている(33)
｡最近､植物細胞(gi-

ant alga)の細胞内Ca2十濃度が測定きれ､その溝度は10~7M･10~6M に保たれ

ているという(144)｡また､ ca]modulinが植物細胞においても存在することが

知られていることから(4,18,86)､ Ca2+-calmodu]in がα-amylase の分泌を調

節している可能性は十分考えうる｡

R型､ S型α-amylase isoform の分泌に及ぼす Ca2+の役割､すなわち､ R

型α-amy暮ase 分子の細胞外分泌は Ca2+依存性であるが､ S型α-amylase は

Ca2+非依存性であるという実験結果(図5､図6)は､非常に興味深い｡また

R型とS型α･amyfase 分子の細胞外分泌速度に 蹄著.な差があることが見いだ

された(図5､図6)
｡-動物細胞においても､分泌性蛋白質や細胞膜蛋白質の

細胞内輸送速度は､それぞれの蛋白質によって異なることが報告きれた(34 1

35,44,64,66) ｡ Fitting と Kabat (34)は､細胞質膜蛋白質(ネズミ白血柄

ウイルス遺伝子にコードきれている糖蛋白質)が そのアミノ酸配列に rER か

ら細胞膜への輸送に必要な 〃si帥al''を もっていることを示唆している｡一

方 Lodisllら(66)は､種々の分泌性蛋白質(血清蛋白質)をそれぞれの細胞
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内輪送に選択的に導くことができる膜結合性レセプターが存在することを示唆

している｡しかしながら､それぞれの実体はまだ明らかになっていない｡また

旺盤上皮細胞におけるα-amylase のように､ 1つの分泌性蛋白質が2つの細

胞内輸送経搾を経由して分泌きれる例もある｡ Gumbiner と KeHy (44)乙ま､

脳下垂体のガン細胞には 2つの区別きれる細胞内輸送経持がある ことを示し

た｡ lつば､ adrenocorticotropic hormone の成熟型の分泌で､これは Ca2+

や cAMP 依存性である｡ ところが､その前駆体の細胞外への放出は Ca2+等を

必要としないことを示した｡前駆体から成熟型へのプロセシング は proteo-

1ytic digestion によるt61であって､ α-amy]ase の場合とは異なるが､ Ca2'

に対する反応には輯似性がありおもしろい｡

最近､オオムギ種子糊粉層におけるα-amylase iso2ymeS の生成は gibbe-

reHic acid (GA3)および Ca2+によって調節されることが報告きれた｡ Jo-

nes と Carbone]] (53)は､ α-amylase isozymelの生成には GA3が必要で

あり､ α-amy7ase isozyme 3､ 4の生成にはGA3と Ca2+ (または Sr2+)の

両方が必要であることを示した｡きらに Deikman とJones(27)は､ α-any-

tase c D NAを用いたmR NAの定量の結果から､ mRNAの蓄積およびプ

ロセシング の後のiso2yme 3､ 4 の生合成のスチッ7'に Ca2+が必要である

ことを示唆した｡イネ種子旺盤上皮細胞のα-amylase においても Ca2+は生合

成に必要である(図1)が､ iso2yme A､ B の生成に関しては Ca2+による影

響が見られなかった｡

''RegulatedM分泌細胞における exocytosis には Ca2+を必要とすることば

広く知られている(99,142)が､植物細胞における exocytosis に関する研究

はきわめてすくない｡ 衰2の結果は､ Golgi体において行われる terminal

glycosy]ation によって生ずるR型α-amy]ase の細胞内輸送が Ca2+依存性で

あることを示しており､ R塾α-amy]ase の exocytosis に Ca2+が必要である
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ことを示唆するものである｡

囲7は､第2章図6に Ca2+に関する実験結果から考えられるa-amylase の

細胞内輸送メカニズムを加えたものである｡旺盤上皮細胞におけるα-amylase

の分泌には R型α-amylase のように Ca2十によって調節きれる( ''Regulated

pathway" )ものと､ S型α-amylase のように''constitutive pathtJay''で分

泌されるものがあることがわかってきた｡
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Fig.3-7. A hypothetical model for ''Regulated''
and

''consititutjve''

pathways of α-amylase. The intracellular transport of 良-type a-

amy]ase molecule is dependent on Ca2', Whereas that of S-type is not

affected by Ca2+. symbo一s: straight chain, polypeptide A; dotted

chain, polypeptide B; (●) ,
high-mannose type carbohydorate chain;

(㊨) , hypothetica一 intermediate chain; (○) , modified comp一ex

type ca｢bohyd｢ate chain.
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第四章 α-Amylaseの分泌に及ぼす温度の影響

温度は､生物が生命を維持する上できわめて重要な環境集件である｡自然界

の温度環境は常に変動し､その温度変化は生物または細胞に大きな影響を与え

細胞構造や代謝にさまざまな変化を起こきせる｡これらの変化のなかで､現象

が劇的で しかもよく研究きれているのが heat shock protein(h s p)の誘

導である(56,83,116,117) ｡ 生物が正常に成育する塩度より 5oC-10oC 塩度

を上昇きせると､一群の b s p の生合成が起こり､それに伴って､細胞に存

在する正常蛋白質の生合成は抑制される｡このような熟ストレスに対する反応

は､原核生物から真核生物にいたるまで広く観察されており､ 也 s p の機能

や h s p遺伝子の転写制御が注目されている｡

高等動植物における蛋白質の細胞外分泌に関しても､温度は重大な影響を及

ぼすことが知られている｡分泌性蛋白質および細胞膜蛋白質の exocytosis は

温度条件が 20oC 前後になると起こらなくなることが動物細胞において見いだ

された(37,42,62,68,98,106,111)｡例えば､犬の腎臓細胞に感染させたinf-

luenza の hemagglutinin や vesicuJar stomatitis virus (V S V)の G蛋

白質は温度条件を 37oC から 20oC にすると Golgi画分に蓄積きれる(37,68

)
｡しかし､大部分の

hemagglutinin 分子の糖鏡は Endo-β-H に耐性となり

(68)
､また､ G蛋白質はシァル酸を持つことが明らかになった(37) ｡この

結果は､ これらの蛋白質が 少なくとも terminal glycosylation の行われる

hn3Go]gi cisternae に到達していることを示唆している｡さらに､ V S V

を感染きせたハムスターの腎臓細胞を 20oC の嘘度条件下におくと､血Go-

1gi cisternae はG蛋白質の蓄積によって形態が変化することが免疫組織化学

的に械察され､地Golgiから細胞膜への輸送が抑制されることが明らかに

なった(42)
｡植物細胞においても蛋白質の分泌過程が温度に影響きれること
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が報告されている｡たとえば Fadeelら(31)は､発芽オオムギ種子の糊粉層

において合成される α-amylase の細胞外への放出に及ぼす温度効果を酵素の

活性測定によって調べた｡ その結果､ α-amylase の細胞外への放出量は温度

条件が 20oC 以下になると著しく減少することが見出きれた｡そして､糊粉層

から抽出きれるα-amy]ase の圭が種々の退度条件(10oC-28oC)の間で変化し

ないことから､彼等は､主として温度がα-amylase の輸送過程に作用してい

ると結論している｡

イネ種子に関しては､西山(88)が発芽活性に対する温度の効果､とくに低

塩条件下における影響を Arrhenius p]ot を用いて解析し､ 17oC 付近に発芽

活性の転移点があることを示している｡本章では､腫盤上皮細胞におけるα-

amylase 分子の生合成および分泌に及ぼす温度の効果､特に､ h s pの訪韓が

起こるような高塩姦件において α-amylase の生合成と細胞内輸送がどのよう

な影響を受けるかという問題について調べた実験結果を述べる｡つづいて α-

amylase 分子の糖鎖修飾に及ぼすユニークな退度の影響についても述べる｡
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材料と方法

【1】姐麦艶:

(A)発芽4日目の旋盤組織(20 個)を buffer A 【20mM Tris一日Ct(pH 7.0

) ､ 10mM CaCl2､ 10iLg/ml strep七omycin､ 10LLg/ml penicillin G]溶液中で

30oC ､ 3時間 preincubation した後､ [35s]methionine (20FLCi) ､ [3H]man-

nose (100jLCi)
､または[3日]fucose

(100JLCi)を含む buffer A 溶液(300

FL7)中で種々の塩度条件(10oC-42oC)で3時間incubation を行った｡

(B)腔位雑織(20 個)を 0.1mM EGTA を含む buffer B[ 20mM Tris一日Cl

(pH 7.0) ､ 10JLg/m] streptomycin､ 10Jlg/ml peniciffin G ]溶液中で 30

oC､ 3時間 preincubation した後､ [35s]methionine (20fLCi)を含む上記蒋

嫡(300JL I)中で種々の退度条件(15oC142oC)で 3時間incubation を行っ

た｡

それぞれの集件で pu]se labeling した後､雑織とincubation 溶液を分離

し､細織は 0.1% Triton X-100溶頼(500J11)中で摩砕して雑織抽出液を待

た｡組織抽出液および jncubation 溶液に含まれる種々の放射性化合物で標識

きれた蛋白質(hot TCA-inso]ub]e fraction)の放射活性は､液体シンチレイ

ションスペクトロメーター( A]oka 一iquid scintillation system LSC-700)

を用いて測定した｡また､それぞれの放射性蛋白質は､ SDS-PAGE 後､ fluoro-

graphy を行うことによって検出した｡一方 組織抽出液およびincubation 溶

液に存在する[35s]α-amy]ase の放射活性は､ immunoprecipitation､ SDS-PA

GE､ fluorography によって検出し､定量した｡これらの条件において､ [35s]

methiohine のα-amylase および他の蛋白質への取込みは少なくとも4時間以

上定常的に行われた(cf.72)
｡また､実験(B)においては､嘘度条件が

20

oC以下になると[35s]methjonine の a-amy]ase への取り込みは検出きれな
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かった｡

【2 】
_PJ止萱卓二旦吐旦旦e軸:

腔盤,g織(20 個)を buffer A 溶液中で 30oC､ 3時間 preincubation し

た後､ [35s]methionine (50FLCi)を含む buffer A 溶液中で 30oC､ 1時間反

応させ､きらに1mM 非放射性 methionine を用いて種々の温度(12oC-40oC)

において3-6時間 chase した｡ Chase終了後､雑織抽出液および chase 溶

液に存在する[35s]α-amylase の放射活性は､ immunoprecipitation､ SDS･PA

GE､ fluorography を行うことによって定量した｡

の糖鎖消【3 】Endo-B/汁_によるf一寸_q!yトase+およ_yL⊇

種々の放射性化合物で標識きれた糖蛋白質の Endo-β-H 処理は 第一章で述

べた方法を用いて行った｡ Endo-β一日 による加水分解終了後､反応液の蛋白質

画分(hot TCA-insolub]e fraction)の放射活性を測定した｡また､反応破に

含まれる[35s]α-amylase は､ immunoprecipitation､ SOS-PAGE､そして flu-

orography を行うことによって検出した｡

【4 】出_m_蜘享乳量:

(A)旺鮭組織を15oC または 40oC の塩度集件で[35s]methionine で pu･

lse labeling したときに得られた[35sコα-amylase を含むincubation溶液

(500FLt)に､ BSA (最終濃度0.5mg/ml)と MOPS buffer (pH 7.0;最終溝度

0.1M)を加えた｡ この混合液は､85oC において種々の時間(0-So券)熟処種

した後､ 15,000x g､ 5分間遠心して上清画分を得た｡上清画分に存在する[

35s]α-amylaseの放射活性は､ immunoprecipitation､ SOS-PAGE､ fluorogra-

phy を行うことによって定量した｡そして､熱処理していない上清画分のR型
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[35s]a-amylase (40◇c で合成きれた[35s]α-amylase)またはS型[35s]α-

amy]ase (15oC で合成された[35s]α-amylase)の放射活性を それぞれ100%

とし､熱処理を行ったときに上清画分に残存している放射活性の割合を計算し

た｡

(B)旋盤組織を15oC または 40oC の温度条件で[35s]methionine､ [3日]

mannose または[3日]fucose と putse labeting したときに得られる種々の放

射化合物で標識された蛋白質を含む組織抽出液(500FLl ;0.5mg protein/ml)

に MOPS buffer(pH 7.0;最終溝度 0.1M)を加えた｡ この混合液を種々の塩

痩(30oC-70oC)で10 分間熱処理した後､ 15,000x g､ 5分間遠心し､上清

画分に存在する蛋白質(hot TCA-insolubl占fraction)の放射活性を測定した｡

そして､ 30oC で処理したときの上清画分の放射活性を100% とし､ 45oC 以

上で熟処埋を行ったときに上清画分に残っている放射活性の割合を計算した｡
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農産

【1】
⊥旦二如y7ase

の生合 送に対するき孟度の

旋盤上皮細胞におけるα-amylase の生合成と細胞内輸送に対する温度の効

果を､ pulse および pulse-chase の手法を用いて調べた｡囲1-Aは､旺盤

,g織を種々の過度(10oC-42oC)において[35s]methionJIne
と反応きせ､生成･

した[ 35s]α-amylase 分子を免疫化学的方法によって定量した結果である｡

[35s]α-amylase 生合成の相対速度は 35oC で最大となり､退度条件がそれ以

上になると生合成速度が急激に低下することが見られた｡図1-B中に挿入き

れた f]uorogram は 図1-Aにおいて[35s]methionine と反応きせた旺盤組

織から抽出した[35s]標識の全蛋白質の SDS-PAGE のパターンを示している｡

この結果から､ 37oC 以上で組織を処理すると 70kd の[35s]heat shock pro-

tein (h s p)が出現することがわかった｡ 囲1-Bのグラフは fluorogram

から 全[35s]標識蛋白質に占める 70kd [35s]b s p の割合を計算したもので

ある｡図1-Bの結果は､ 37oC以上になると 70kd [35sコh s p の生合成が始

まるとともに､細胞内に存在する正常蛋白質の生合成が抑制きれることを示し

ている｡ さらに､ 70kd [35s]h s p の生合成は 42oC においても増大し続け

[35s]標識の全蛋白質の 20% 以上を占めるようになることがわかった｡

次に､ α-amylase の細胞内輸送に対する嘘度の効果を調べるため､旺盤組

織を[35s]methionine と1 30oC で1時間反応きせた後､ 1州 の非放射性 methi･

onine を用いて､種々の退度条件(12oC･40oC)において3-6時間 chase を行

った｡そして､細胞内および細胞外に存在する[35s]α-amylase分子を免疫

化学的方法で定量した｡ 囲1-Cの結果は､種々の嘘度条件下で chase した

時に分泌された[35s]α-amylase の放射活性を示している｡そして 図1-C

より この pulse-chase labeling実験条件における[35s]a-amylase 分泌の
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Fig.4-1. Effect of temperature on biosynthesis, intracel]u]ar and

extraceflular secretion of a-amylase. TIJenty Pieces of freshly dis･

sected scutetlar segments from rice seedlings at 41day germination

stage Were Placed in buffer A, and incubationed for varioLJS Periods

at various temperatures as indicated. (A)[35s]methionine (20.JLCi) Was

added to the reaction mixture, and at the end of 3 hr incubation the

3Ss-1abeled total α-anylase in both intracellutar and extraceHutar

farction lJere immunoprecipitated by the anti-a-amylase [sG folloving

the method as described in the text. The total radioactivities of the

en2yme Synthesized at 30.C were arbitrarily difi,ned a$ 10 unit,s. The

data are average of triplicate experiments at each incubation tempe･

rature. (B)lncorporation of [35s]nethionine into the tota一 protein

fraction at various incubation tel叩eratureS tJaS examined by the f]uol

rography as shoun in inset. From I,he densitometric titratjon the % of

70 kd hsp in the total protein component is expressed. (C)ExperirFenta]

protoco一s for the pulse-chase labeling to determine the intracel]ular-

transport of [35s]a-amy[ase moTecules synthesized is give.n in the

loIJer SCheme. Amount of secreted α-amylase r801ecules at yAY-toLLう-LnLtAb･伽h

temperatures,as indicated as a function of chase tinTe are ShotJn in the

upper part.
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相対初速度(臥)を求めた;臥(40oC) =14.7;1止(30oC) =10.0;旦上(22oC)

=7.4;旦1く15oC) =2.9;.!i(12oC) =2.3 ( 30oC における相対初速度を10.0

とした)｡ Pulse-chase 実験で分泌される[35s]α-amylase の量は pulse la-

be]ing したときに合成された[35s]a-amylase にかぎられること､および囲

1-C の pulse-chase 実験における pulse labeling 条件はすペて同じであ

り､したがって chase前の細胞内に存在する[35s]α-amylase の量はすぺて等

しいことから､初速度が[35s]a-amylase の細胞内輸送のパラメーターとし

て適当であると考えられる｡これらの結果から､ α-amylase の輸送速度は 40

oC 以上になっても増加し続けるという興味深い事実が明らかになった｡

α-Amy]ase の生合成および細胞内輸送に及ぼす退度の効果をきらに詳しく

調べるために､図1で得られた結果を Arrhenius plot し､それぞれの塩度依

存性を検討した｡ α-Amylase の生合成速度に対する ptot (囲2-A)と細胞

内輸送速度(上止 をパラメーターにした)に対する p]ot(囲2-B)を比較す

ると､生合成速度においては13oC と 37oC に転移温度が見られるが､軸送速

度においては 22oC付近にのみ転移塩度があることがわかった｡この結果は､

生合成速度と輸送速度の塩度依存性が異なっており､第二章で示した ra･am-

ylaseの生合成と分泌はそれぞれ独立した過程である｣という結論をきらに強

力に支持するものである｡また､囲2-Aの結果は､ 70kdh s pの出現する温

度で α-amylase の生合成速度の Årrhenius plot の転移点(37oC)が見られ

この退度から生合成速度が減少し始ることを示している｡以上示した結果から

分泌性蛋白質であるα-amylase の生合成も､細胞内に存在する蛋白質と同様

に熟ストレスによって抑制きれることが明らかになった｡ しかしながら､ α-

amylase の細胞内輸送に関しては生合成で見られる熟ショックの現象が見られ

ないこともわかった(図2-B) ｡
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【2 】
_壁_二A埋立j_a雌⊥担r仙塾果:

旺盤細織を10mM Ca2+または 0.1mM EGTA 存在下､種々の温度(4oC-42oC

)において[35s]methionine と3時間反応きせた｡細胞外に分泌きれた[35s

]a-amylase分子と細胞内[35s]α-amylase 分子を Endo-β一日 処理し､ R型

およびS型[35s]α-amylase の量を調べた｡図3-Aに示きれている fluo-

rogram は細胞外[35s]α-amyl-ase分子の Endo-β一日 消化実験の結果である｡

この結果は､嘘度が上昇するに従って､分泌きれる[35s]α-amylase 分子中

に含まれるR型分子の割合が大きくなることをはっきりと示している｡そして

退度条件が 40oC 以上になるとR型[35s]α-amylase のみ分泌きれ､一方､ 15

oC 以下になるとS型分子のみが分泌されることも示している｡図3-B (Ion

M Ca2+)と 囲3-C (0.1mM EGTA)は細胞内[35s]a-amylase 分子を Endo-

β-‖ 処理したものである｡ 0.1mM EGTA 存在下においては､ 10mM Ca2+存在下

で見られる α-amylase分子の terminal glycosy]ation の退度による影響が

全く見られなかった｡以上の結果から､ α-amylase 分子の terminal glyco-

sy]ation は10mM Ca2+ 存在下において塩度の影響を受けることが明らかにな

った｡

【3】 3巨jWation に及ぼす退度の効果:

旺盤組織を 40oC および15oC で[3日]mannose または[3日コfucoseと3時間

反応させた後､組織を 0.1% Trjton X-100 溶綾で摩砕し､蛋白質画分(hot-

TCA insoluble)に取り込まれた放射活性を測定した(表1) ｡ 糖蛋白質に取

り込まれた放射活性の[3日]fucose/[3=コmannose 比は､ 40oC で反応きせた方

が15oC の場合よりも大きかった｡次に､ [3日コmannose または[3日コfucose で

標識された糖蛋白質を Endo-β-= 処理し､その感受性を調べた(表1)｡ 15oC

において[3日]mannose 標識された糖蛋白質分子は､ 40oC において標識きれた
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and S-type [35s]a-amylase motecules by Endo-β-H digestion are des･
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ous incubation temperatures as indicated. The pulse labeling reaction

mixture contained lOmM Ca2+, and incubation was performed for 3 hr.
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Table 4-1. Effect of temperature on termina一 glycosylation of cellu-

lar glycoproteins. Scutella Were incubated tJith [3日]mannose or [3日]

fucose for 3 hr at t.uo different temperatures (15oC or 40oC) . After

removing incubation medium, they were homogenized with 0.1% Triton

solution. Aliquots of tissue extracts Were subjected to the Endo-β一日

digestion as descrJ'bed in the text. Radioactivity in the hot TCA-inso-

tubte fraction of either Endo-β一日 terated or non-treated tissue ex-

tracts was measured.

Radioactivity in proteins (dpm)

Substrate

Temperature

LIOOc 150c

(A) control 1.14xlO6 o.77xlO6

【3日】mannose (B) Endo-β-H t,eated 0.72 xlO6 o.29×106

(a)/(A) 0.63 0.38

(C) contro一 o.95×106 o.㈹×106

【3日】fucose (D) Endo-β-H t,Bated 0.73xlO6 o.32xlO6

(D)/(C) 0.77 0.80

【3日】fucose

【3日】mannose

(C)/(A)
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分子よりも明らかに Endo-β一日 に対して感受性であった｡一方､ [3H]fucose

で標識された糖蛋白質分子は Endo-β一日 耐性であった｡ これらの結果は､旺

盤組織の非分泌性糖蛋白質に関しても､ α-amylase と同様に terminal gly-

cosylation が退度の影響を受けることを示している｡

【4】糖蛋白質の糖鎖構造と熟安定性の関係:

糖蛋白質の糖鎖構造が温度によって変化することの生理的な意味を明らかに

するために､ 40oC および15oC において生合成きせたα-amy]ase 分子および

細胞内糖蛋白質分子の熟安定性を検討した｡図4-Aは､ R型[35s]α-amy卜

ase (40oC でつくられた[35s]α-amy]ase)分子 およびS型[35s]α-amy]ase

(15oC でつくられた[35s]α-amylase)分子の熟安定性を調べた結果である｡

α-Amy]ase 分子は熟に非常に安定であるため､ 85oC で処理し､その熟変性度

を経時的に測定した｡ 85oC で 20 分間処理すると､ S型[35s]α-amylase 分

子ばばば完全に変性したが､ R型分子は 50% 程度の変性にとどまった｡つづ

いて､細胞内蛋白質分子の熟安定性を調べるために､旺盤組織を 40oC および

15oCの温度集件下で[35s]methionine､ [3H]mannose または[3日]fucose と反

応きせ､生合成された[35s]標識 および[3日]標識の全細胞内蛋白質を種々の

温度(30oC-70oC)で10 分間処理し､その熟変性度を測定した｡ その結果､

40oC で生合成きれた[3日]標識の糖蛋白質は 55oC まで熟変性は起こらないが

15oC でつくられた[3日]標識の糖蛋白質は 45oC になると熟変性が起り始める

ことがわかった(図4-B)
｡一方､

[35s]標識の蛋白質はともに 45oC から

熟変性が観察され､この実験系では熟安定性の差異を見出すことは出来なかっ

た(図4-C) ｡ [35s]標識の蛋白質の中には糖蛋白質も含まれているが､こ

の SDS-PAGE のパターンが[3日]標識の糖蛋白質のそれとは全く異なる(囲5

)ことから､ [35s]標識蛋白質の熟安定性は非糖蛋白質の熟安定性を反映して
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Incubation media containing
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for various periods
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R-type[35s]α-amylase (synthesized at 40oC

(synthesized at 15oC) were heated at 85oC
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a Beckman microfuge and the radioactivi-
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d4:teYM'tvLed.(a) and (C)

Comparison of heat stabi]ity of total cel]ular proteins labeled with

[3rl]mannose (□, I) , [3日]fucose (A, ▲) or [35sコmethJ'onine (○, ●
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down jn a Beckman microfuge, and the remaining radioactivities in the

supernatant were determined.
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いると考えられた｡また 図5の結果は､ 70kdh s p が糖蛋白質でないことを.

示している｡以上の結果から､糖蛋白質の糖鎖構造が複合型になると分子の熟

安定性が増すことが示唆きれた｡非糖蛋白質に関しては､異なる温度条件でつ

くられる蛋白質の間に熱安定性の差異はみとめられなかったが､高温条件で特

異的につくられる蛋白質( post-translationalなプロセシングによって生成

きれるものも含む)のなかに熟に安定であるものがあるという可能性を否定す

ることばできない｡
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重患

イネ種子旺盤組織を 37oC 以上の高書点条件にさらすと､他の動植物の雑繊細

脂(56,83,117)と同様､ 也 s p 生合成の誘導という熟ストレスに対する反応

が見られる｡そして､ 42oC になると､ 也 s p の生合成のみが活発に行われ､

細胞内の正常蛋白質はその生合成がばとんど抑制きれる(図1-B)
｡このよ

うな熟ストレスに対する反応が起こる退度で､分泌性糖蛋白質α-amy]ase の

生合成および細胞内輸送はどのような影響を受けるのかを検討した｡生合成に

関しては､ 37oC 以上になると細胞内に存在する非分泌性の正常蛋白質と同じ

ように著しく抑制きれた(図l-A､囲2-A)
｡しかしながら､細胞内輸送

は 抑制されず､むしろその速度は 嘘度の上昇に従って増加しつづけた(囲2

-B)
｡ いいかえると､ α-amylase の細胞内輸送は熟ストレスの影響を全く

受けないことが明らかになった｡この結果は､ h s pが核､細胞骨格きらには

細胞内オルガネラ(ミトコンドリア､葉緑体等)に局在化し､細胞の代謝装置

を熟ストレスから保護する役割を持っているという仮説(56,116)に矛盾しな

い｡

発芽オオムギ種子の糊粉層において合成きれ分泌きれるα-any)ase は､塩

度条件が 20oC 以下になるとその放出量が著しく減少することが見いだきれ､

そして､それは生合成の低下よりもむしろ輸送過程によることが示唆きれた(

31) ｡ イネ種子の旺盤細胞においても､低捜条件下ではα-amylase の生合成

速度および細胞内紬送速度はともに抑制される(図1､囲2)
｡しかしながら

図3-Bに見られるように､雑織内に存在する[35s]α-amylase分子の量は

明らかに 30oC の場合よりも 20oC および15oC の場合の方が多い｡この結果

は､ 20oC-15oC の温度条件におくと[35s]α-amylase 分子が細胞内に蓄積す

ることを示しており､低塩条件(20oC-15oC)下におけるa-amylase分子の細
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胞外分泌の抑制は主に細胞内輸送速度の低下が起因していることをはっきりと

示している｡ 動物細胞系における蛋白質の細胞内輸送においては､ 20oC 以下

にすると exocytosis がおさえられ､蛋白質は 出旦旦墨Golgi cisternae に蓄

積されることが報告されている(37,42,68)
｡図3-Bの結果は､また､

15oC

では主としてS型の蓄積が観察されるが､ 20oC では R型の蓄積も起こること

を示している｡ したがって､旺盤親織におけるα-amy]ase の輪送に関しては

20oC では おそらく exocytosis の過程が抑制されるのであろう｡しかし､ 15

oC になると､ e^JOCytOSis の過程よりむしろ rER から d_S Golgiの間の過程

が抑制きれている可能性が強い｡

分泌性糖蛋白質であるα-amylase の termjna] glycosylation は､退度条

件によって著しい影響を受け､高温(40oC)では複合型糖鎖を持つR型α-am-

ylase 分子が､低塩(15oC)では 高一mannose 型糖鎖を持つS型分子のみが細

胞外に分泌されることが明らかになった(図3-A)
｡また､非分泌性糖蛋白

質においても､その termina] g]ycosylation は分泌性糖蛋白質と同様に退度

変化によって影響を受け､異なる糖鎖構造を生ずる(表1)
｡これまで､

ter-

minal glycosylation のは度による影響を報告した例はなく､上記の結果は興

味深い発見である｡さらに､糖蛋白質の糖鎖構造が温度条件によって変化する

ことの意味を検討するため､それぞれの糖蛋白質の熟安定性を調べたところ､

複合型糖鎖を持つ糖蛋白質分子は 高ImannOSe 型糖鎖を持つ糖蛋白質分子より

も熟に対して安定であ8'ことが示唆きれた(囲4)｡ただし､この結果はiB

地 系で調べたものであり､生理的に意味をもっているのかどうかは現在の

ところ明確でない｡けれども､何等かの原因でこのような糖蛋白質の糖鎖構造

が変化する例は いくつか報告されている｡例えば､細胞に感染した sindbis

virus のコートを形成する糖蛋白質の糖鎖構造が､宿主細胞の増殖状態によっ

て異なることが知られている(45)
｡また､ガン化した細胞膜糖蛋白質は正常
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細胞に比較して asparagine 結合糖鎖の分岐化が 著しくなる傾向が見られる

(112)ことも示きれている｡

以上の結果にもとずいて､ R型､ S型α-amylase isoform の''温度''及び

''ca2十''による分泌調節機構の仮説を図6に示した｡旺盤上皮細胞を10mMCa2+

存在下に 40oC-42oC の高塩条件におくとR型α-amy]ase 分子のみが分泌され

る｡一方､ 15oC 以下の温度条件におくとS型α-amylase 分子のみが分泌され

る｡
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Fig.4-6. A possible mechanism for the regulation of secretion of R-

and S-type α-amy]ase isoforms. The secretion of R- and S-type α-

amylase is regulated by ''temperature''and ''ca2+''
. symbols: straight

chain, polypeptide A; dotted chain, polypeptide B; (●) ,
high-mannose

type carbohydrate chain; (㊨) ,
hypothetica一 intermediate chain; (○)

modified complex type carbohydrate chain.
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総合吾オ論

蛋白質の分泌は､高等動植物から微生物にいたるまで普遍的に見られる生命

現象であり､極めて重要な研究課題である｡著者は､高等植物細胞､特に､発

芽イネ種子旋盤上皮細胞における糖蛋白質 α-amylase の分泌およびその調節

機構を解明することを目的として研究を行った｡

第一章で述べたように､肱盤上皮細胞から分泌きれるα-amylase には､ R

壁(複合型糖鎖を持つもの)とS型(高一mannose 型糖鎖を持つもの) isofornl

が存在している｡糖蛋白質の糖鎖には heterogeneity があることは知られて

いるが､イネ種子α-amylase のような例はめずらしい｡ 分泌性糖蛋白質にお

いては､このような例はいまのところ見いだきれていない｡ちなみに､人間の

耳下腺のα-amy]ase a)糖鎖構造が決定きれ､その糖鎖が複合型であることが

示きれている(70) ｡ また微生物由来(Aspergillus oryzae)の Taka-amy卜

ase は 高一mannose 型糖鏡のみ持っていることが知られている(146) ｡ この

ような､同じ酵:素描性を持つ糖蛋白質の糖鎖培造の差異は､進化の観点からも

興味深い問題といわねばならない｡

R型a-amylase の生成､つまり α-amylase の糖鎖の post-trans7ational

な修飾は､ monensin (carboxylic ionophore)を用いた分泌阻害実験の結果か

ら､ Go]gj 体で行われていることが示唆された(第二章)
｡ただし､これは間

接的な証拠であり､したがって､きらに直接的な証拠を得る必要があるであろ

う｡そのためには､旺盛組織をショ糖密度勾配遠心法等を用いて細胞分画し､

単離 Golgi体におけるα-amy7ase の糖鎖修飾を研究しなければならない｡し

か､し､この旋盤組織のGolgi体を単離する試みには 細胞壁の存在という植物

細胞特有の大きい問題が立ちはだかっている｡ Go7gi体は細胞内にあるオルガ
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ネラの中でも最もデーリケ-トなオルガネラの1つであるため､細胞壁をもつ細

胞を摩砕して内容物を抽出しようとすると Golgi体は すべて破壊されてしま

うのである｡この間題を解決する唯一の方法は､プロトプラストを調製した後

細胞分画を行うことであろう｡これにも､旋盤雑織の量的問題が生ずるかもし

れないが､放射性化合物等を用いた微量検出法を駆使すれば､ Golgi体で起こ

るα-amylaseの糖鎖修飾を検討することば不可能ではないと考えられる｡いず

れにしても､ 高等動物細胞における Golgi体の研究と比較して著しく立ち遅

れている現時点においては､上記の 実験結果から得られるであろう知見は

極めて有益であり､植物 Golgj 体の研究の発展に寄与するものと思われる｡

腔盤上皮細胞におけるα-amylase の分泌には､ Ca2+依存性と Ca2+非依存性

の2つの細胞内輸送経指が存在しているこ'とが明らかになった(第三章) ｡ R

型α-amylase の細胞内輸送は前者であり､ S型α-amylase のそれは後者であ

る｡ R塾α-amylase の細胞内輸送が Ca2+によって調節されていることばわか

ってきたが､その詳細なメカニズムの解明が今後の大きな問題として残きれて

いる｡ また､旺盤上皮細胞は､ α-amylase の他にも proteinase､ RNAase 等

の加水分解酵素を分泌することが報告きれている(92)ことから､これらの分

泌性蛋白質が Ca2+依存性か､それとも Ca2+非依存性のどちらの細胞内輸送経

路を通るのかという問題も興味深い｡ α一触ylase の生合成もまた Ca2+によっ

て促進きれることを示したが､ この Ca2+の促進効果は､転写のレベルで起こ

っているのかそれとも翻訳のレベルで起こっているのかという問題も今後の研

究課題である｡

きらに､肱盤上皮細胞におけるR型､ S型α-amylase isoform の分泌は､

〃細胞内 Ca2十濃度''および''温度''環境によって高度に調節きれていることが

明らかになった(第四章)
｡細胞内部の

Ca2+濃度および温度条件を操作する

ことによってR型α-amylase 分子のみを分泌する系､または S型α-amylase
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のみを分泌する系を作ることができることから､ R型 および S型α-amylase

分子の細胞内輸送経路をより綿密に検討することができるものと期待きれる｡

また､分泌性糖蛋白質α-amylase および 非分泌性糖蛋白質の terminal gly-

cosylation は温度条件によって大きく変化し､ 糖鎖構造の著しく異なる糖蛋

白質が生成きれることが明らかになったとともに､複合型糖鎖を持つ糖蛋白質

は高一mannose 型糖鎖を持つものより熟安定性が高いことが示唆きれた｡ この

結果は､旺盤上皮細胞から糖鎖構造の異なる R型とS型α一amylase isoform

が分泌きれる生理的意味を考察する上できわめて示唆に富むものである｡ただ

し､上記の実験は蛋白質の熟変性度を調べただけなので､きらに詳細な研究､

たとえばR型とS型α-amylase を分離精製し､それぞれの酵素学的な性質を

調べること､また､異なる環境条件(温度条件等)下で成育するイネの種子中

に存在するR型､ S型α-amylase の童比を定量し 比較検討すること等によっ

てその意義を考察する必要があるであろう｡

作物育種という農業､および 態造工業との密接なかかわりから､発芽穀類

種子を実験材料とする amylase に関する研究は古くから重要視されてきた｡

しかしながら､分泌性糖蛋白質としてのα-amylase の分泌調紡のメカニズム

を追求した研究は決して多くはない｡ したがって､本研究は amylase の生物

学の発展に寄与するものと期待きれ､かつ応用生物学的にも有用な知見を与え

るものと考えられるのである｡
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巨茎喜巨聖司

【1】発芽イネ種子旺盤上皮細胞から分泌される α-amy7ase.はasp?ragine

結合糖鎖を持つ典型的な分泌性糖蛋白質であるが､この酵素蛋白質には糖鎖構

造の異なる2つのisoform(R型とS型)が存在していることが明らかになっ

た｡ Endo-β-～-acetylglucosaminidase H (Endo-β一日)の作用に対して耐性で

あるR型酵素分子は､複合型糖鎖に特有な fucose を含んでいることから複合

型様の糖鎖を持つことが示唆された｡一方､ S型分子は Endo-β一日 によって

糖鎖が切断きれることから 高一mannose 型糖鎖を持つと考えられた｡細胞外に

分泌されたR型α-amylase 分子の糖鎖構造は､粗面小胞体において co-traロs-

1atjonalに導入きれる糖鎖の構造とは明らかに異なっており､したがって 細

胞内輸送の間に post-translationalな糖鎖修飾を受けて生じたものと推察き

れた｡

R型およびS型酵素分子はともにiso2yme A､ B を含んでいることから､

イネ種子 α-amy]aseには少なくとも4つのisoform(A-R､ BTR､ A-

S と B-S)があることがわかった｡また､ペプチドマッピング法を用いて

R型とS型分子のポリペプチド構造を解析した結果､ R型とS型分子の間には

差異が見られなかった｡

【2】旋盤上皮細胞におけるα-amylase の細胞内輸送は､蛋白質合成阻害剤

cycloheximideによって全く影響を受けなかった｡きらに､ &-amylase分子

の post-translationalな糖鎖修飾に関しても､ cycloheximide の影響は観察

きれなかった｡ これらの結果から､ rα一amylase の生合成と細胞内輸送はそ

れぞれ独立した過程である｣と結論した｡

旺盤組織を carboxylic ionophore､ monensin (10~7M)で処理すると､ Gol-
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gi~体の顕著な膨化が観察きれ､それとともにα-amylase の細胞外への分泌が

抑制きれた｡ つづいて､ R型､ S型α-amylase の分泌に及ぼす monensin の

効果を検討したところ､対照に比べてR型酵素分子の分泌が著しく阻害きれ､

細胞内にS型分子の蓄積が見られた｡以上の結果は､ R塾α-amy7ase の生成

がGolgi体で行われていることを示唆しており､ α-amylase分子の細胞内輸

送において Golgi体が重要な役割を果していることが推察きれた｡

【3】旋盤上皮細胞におけるα-amylase の生合成および分泌には Ca2+が必要

であることが示きれた｡ α-Amylase の生合成と分泌にお.ける Ca2+の促進効果

は Ca2+-ionophore A-23187 によって より増大することから､ α-amylase の

分泌調節における細胞内の Ca2+濃度の重要性が示唆された｡ きらに､ La3'､

ru七henium red およびca]moduljn antagonist U-7 の阻害実験の結果から､ [

Ca2++Mg2+]-ATPase による Ca2+の細胞外への放出がα-amylase の細胞外分泌

と coup]e していることが推察された｡

R型､ S型α-amy]ase の分泌に及ぼす Ca2+の効果を調べたところ､ R型酵

素分子の分泌は Ca2+によって著しい影響を受けるが､ S型分子の分泌は ばと

んどCa2+に影響きれない事が明らかになった｡また､嘩盤雑織を0･1mM EGTA

で処理して Ca2+欠乏状態にすると､ R型酵素分子の細胞外分泌が抑制きれ､

細胞内にR型分子が蓄積することが見い出された｡ したがって､ Ca2+は R型

α-amylase の exocytosis の過程に必要であると考えられた｡

【4】旺盤雑織を heat shock protein の合成の誘導が生ずる高温条件(40oC

-42oC)にさらすと､ α-amylase分子の生合成は急激に減少するけれども､細

胞内輸送に関しては全く抑制きれずむしろその速度は温度の上昇に従って増加

しつづけた｡ この結果から､ α一amylase の生合成と輸送の温度依存性には大
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きな速いがあることが明らかになった｡

きらに､ R型､ S型α一amylase分子の分泌に及ぼす温度の効果を検討した

結果､ 10mM Ca2+存在下､温度条件を 40oC 以上にすると R型酵素分子だけが

分泌きれ､一方15oC 以下の低塩条件におくとS型酵素分子のみ分泌されるこ

とが見いだされた｡

上記の研究成果より､発芽イネ種子旋盤上皮細胞におけるα-amylase の分

泌には2つの細胞内輸送経祐が存在しており､それぞれの経路が''細胞内Ca2+

濃度''や 〃温度''環境によって制御きれ､ R型､ S型α-amy]ase の分泌が調

節きれていることが示唆きれた｡
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