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植物ホルモンの1つであるエチレンは植物の環境応答反応を調節する中間信

号物質として働いており､傷害刺激やオーキシンによっ七†その生成速度が著

しく変化する｡したがってエチレン生成の調節機構を解析することば､植物ホ

ルモンの作用模作あるいは傷害反応のメカニズムの解明にもつながると考えら

れる｡

高等植物のエチレンは､ S-アデノシルメチオニン(SAM)からトアミノシク

ロプロパン-トカルポン酸(Ace)を経て合成され､ SAMから ACCが生成する

反応が律速段階となっている｡この反応を触媒する ACC合成酵素が傷害刺激や

オーキシンの作用によって新たに合成きれて､エチレン生成が促進されると推

定きれている｡本研究はACC合成酵素の誘専横構を分子レベルで解明すること

を目的とし､傷害誘蒔ACC合成酵素の精製から開始した｡本研究を始めた時点

でACC合成酵素はいずれの雑拭からも精製きれていなかった｡

通常のクロマトグラフィー操作の組合せでは完全精製標晶を得ることばきわ

めて困難と判ったので､まず20kgの傷害カボチャ果肉から､いくつかのカラ

ムクロマトグラフィーやHPLCの組合せで､約1,300倍に部分精製した｡

部分精製した標品を用いてその酵素学的性質を調べた｡カボチャ果肉の

ACC合成酵素の至適p‖ は9.5でPLPをコファクターとする｡基質SAMに対

する Kmは12.1〟Mで､ SAM と反応すると酵素の一部が不可逆的に失活するこ

とが明らかとなった｡持抗阻害剤AVGに対する Kiは2.5〟Mであった｡この

他にAOA､ SAHが措抗阻害剤として作用した｡

ACC合成酵素を完全精製するため､部分精製標品を非変性ゲル電気泳動で分

離し､活性のあるバンドを抗原としてACC合成酵素に対する親和性の低い抗体

(AsⅢ)を得た｡次に50kgの雑織から ACC合成酵素をAsⅡの抗体カラムを

用いて酵素を特異的に漉縮し､この濃縮標品をさらに HPLC等で電気泳動的に

も免疫化学的にも単一の標品まで精製した｡ SDSゲル電気泳動及びゲル洩過の

結果から､精製した･酵素は50kDaのサブユニットからなり､見かけの大きき

は160kDaであった｡精製標品を用いて新たな抗体(AsⅢ)を作製した｡また､.

N末端のアミノ酸配列をエドマン分解法により決定しようとしたが､分解きれ
●
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なかったことから､ N末端は修飾きれていると推定した｡
l

傷害刺激がACC合成酵素のmRHAの転写を高めているかどうかを調べるため､

傷害刺激を与えたカボチャ果肉及び無傷組織から調製した Poly(A)十 RNAのコ●

ムギ旺芽無細胞翻訳産物を解析した｡翻訳産物の大ききは約58kDaであり､ .

傷害刺激を与えることによってmRNAの翻訳活性が著しく増加した｡その変動
●

は活性の変動と一致していた｡したがって､ ACC合成酵素の翻訳可能なmRNA

は傷害刺激によって増加すると結論した｡傷害刺激を与えた雑繊をエチレン処･

理すると､ ACC合成酵素の活性増加が抑制されるが､この抑制が転写段階の抑

制であることを無細胞翻訳系で確認した｡すなはち､ ACC合成酵素に対する
●

mRNAは傷害刺激を与えたのちエチレン処理したカボチャ果肉中では減少し､

エチレン作用の括抗阻害剤である 2,5-ノルポルナジュン処理した果肉雑織で･

は著しく増加した｡ mRNAの翻訳産物の大きさは58kDaであるが､精製した
I

ACC合成酵素の大きさは50kDaであった｡この大ききの速いを酵素の35s-メチ

オニン標識で検討した結果､ 58kDaタンパク質は抽出液中で徐々に50kDaに
一

変化することが明らかとなった｡このことから､カボチャ果肉の傷害誘導 .

ACC合成酵素は58kDaのタンパク質として合成されるが､精製操作中に分解を
l

受けて50kDaになったものと推論した｡本酵素のN末端は修飾されていたこ

とから､部分分解はC末端側で起こっている可能性を指摘した｡しかし､プロ`

セシシグを受叶てい声可能性も否定できない｡

ACC合成酵素の誘導機構を解析するため､ ACC合成酵素cDNAをクローン化し

た｡ベクター･プライマー法で発現プラスミドを用いてcDNA ライブラリーを

作成し､ AsⅢで選抜した結果､ AsⅢと強く反応する1フのクローン(pCMU33)
l

を得た｡ pCMU33の形質転換菌を誘導条件下で培養した菌体の抽出液はACC合

成酵素活性を示したこ したがって､ pCMU33はACC合成酵素をコードしている

ことが証明きれた｡ pCMU33をプローブとレたノーザンハイプリダイゼ-ショ

ン分析の結果､ ACC合成酵素のmRNAの大ききは約1.9kbで傷害刺激によって
l

著しく増加すること､その増加はエチレン処理によって抑制されることが明ら

かとなった｡これらの結果から､ ACC合成酵素の傷害刺激による誘導及びエチ
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レンによる誘導の抑制は転写段階で調節きれていることが証明きれた｡

pCMU33の全塩基配列を決定した結果､ cDNAの大ききは1748bp､そのうち

連続してアミノ酸をコードしている部分の大きさ.は1479bpで､ 493アミノ酸･

残基からなり､その計算される分子量は55,900であった｡塩基配列から推定

されるアミノ酸配列には､精製した ACC合成酵素の部分アミノ酸配列と一致す

る部分が確認きれ､ ACC合成酵素は58kDaのタンパク質として合成きれること

が証明きれた｡

pCMU33の3'側からの欠失変異体DNA群を作成し､それらの形質転換菌抽出

液の酵素活性を測定した結果､ C末端から 39アミノ酸を他のアミノ酸に置き

換えても強い酵素活性が検出できた｡しかし､ 80アミノ酸欠突きせると酵素

活性は検出できなかった｡以上の結果から､ C末端側の5kDaは酵素活性の発 一

現には必ずしも`必要でないと推定した｡したがって精製きれた ACC合成酵素の

部分分解はC末端側で起こっていた可能性が高いと推論した｡
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