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主 論 文 の 要 旨
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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､生化学の重要な研究課題である｡著者は､高等植物

細胞､特に発芽イネ種子旺盤上皮細胞における糖蛋白質a-amy]ase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した｡得られ

た成果を以下に示す｡

【1】尭芽イネ種子旺盤上皮細胞から分泌きれる a-amylaseはaspa-

ragine結合糖軌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-N-acety]glucosaminidase 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キが示唆された｡

一方､ S型分子もま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a-amy卜

ase分子の糖鎖構造は､粗面小胞体においてco-translational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､細胞内軸逮

の間にposトtran$lationat な糖鎖修飾を受けて生成したものと推察き

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 a-amy]aseに8ま少なくとも4つのisoform (A-R､

B-R､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-amytaseの細胞内輸送は､蛋白質合成

阻害剤cyc]oheximideによって全く影響を受けなかった｡きらに､ a-

amylase分子のpost-translationalな糖鎖修飾に関しても､ cyclohe-

xjmideの影響は枕察されなかった｡これらの結果から､
ra-amy]ase
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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｡

旺盤迎接をcarboxyl ic ionophore､ monensin (10-7M)で処理すると

Go]gJ'体の顕著な膨化が観察され､それとともにa-amylase.の細胞外

への分泌が抑制きれた｡つづいて､ R型､ S型a-amy]aseの分泌に及

ぼすmonensjn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型a-amylaseの生成がGolgi体で行われていることを示唆し

ており.､ α-amylase分子の細胞内軸送においてGolgi体が重要な役割
を果していることが推察された｡

【3】旺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､ a-amy]aseの分泌調節における細胞内のCa2+漉度の重要性が示

唆きれた｡きらに､ La3'､ ruthenjum redおよびcalmpdu]in antago-

nist U-7の阻害実験の結果から､ [Ca2++Mg2+]-ATPaseによるCa2+め

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

推察きれた｡

R型､ S型a-amylase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

の分泌はほとんどCa2+に影響きれない事が明らかになった｡また､旺

盤迎接を0.lmM 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

きれた｡したがって､ Ca2+は R型a-amylaseのexocytosisの過程に

必要であると考えられた｡

【4】旺盤組織をheat shock protein~の合成の誘群が生ずる高塩条件

(40oC-42oC)にさらすと､ a-amylase分子の生合成己ま急激に減少する

けれども､細胞内軸送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-amylaseの生合成と軸送の
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湿度依存性には大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-amylase分子の分泌に及ぼす温度の効果を検

討した結果､ 10mM Ca2十存在下､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

子のみ分泌きれることが見いだきれた｡

上記の研究成果から､発芽イネ種子旺盛上皮細胞におけるa-amy]ase

の分泌に己ま 2つの細胞内軸送経路が存在しており､それぞれの経持が

''細胞内Ca2+漉度''や''温度''環境によって制御きれ､ R型､ S型 a-

amylas占の分泌が調節きれていることが示唆きれた｡
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