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序論

トウモロコシは、コムギ、イネとともに、 3大穀物のひとつであり、世界の

生産量は5依2千万トンで、小麦の 5悠6千万トン、米の 5{~3千万トンに次いで

第3位である (19921pの生産泣) 。

トウモロコシの起源の年代は肯く、考古学的資料によれば、メキシコでは前

500年ごろには野生径が分布し、その栽培型は前300年ごろまでにすでに成立

しており、農耕が成立した前2001pごろには、現在のような立派な穂型が存在

するまで進化していた 。又、ペルー、ポリビアでは前 1400年頃に栽培型が成

立していた。これらは同ーの野生祖先極より由来したものと推定されている。

メキシコの栽培lliは、はやくから北アメリカまでの広い地域にわたって栽培さ

れた。考古学的資料によると、前2300年にアメリカニューメキシコ州まで栽

構され、この伝播起点、から 一方はユタ州に、もう 一方はコロラド列|から中央の

大平原を経てミズリ一、オハイオナト|に広がり 19世紀にはコーンベルトとよばれ

る大生産地となった。ヨーロッパへの伝掃は、新大陸発見時にキューパからス

ペインに持ち帰ったのが最初である 。その後フランス、イタリア、 トルコさら

に北アフリカにまで伝掃し、アフリカ各地には 16・17世紀の IIUに普及した。ア

ジアには 16世紀の初め、ポルトガル人によって導入され、インド、チベット経

由、あるいはトルコ、イラン経rlJで'i"図に入った。日本へは、 1579年(天正

7 )にポルトガル人が長崎に持ち込んだのが最初であるが、明治初年に米国か

ら北海道に入り、北海道で感んに殺人守され現在に至っている 。現在ではアメリ

カが種類、生産量とも世界第ーであり、栽培分布は北緯60・から雨続40・まで、

また平地から標高3500mのお地までと広い。日本に於けるトウモロコシ生産

誌は1千 トン (1991)で北海道の生産が主である。トウモロコシの用途は飼料

川としてもっとも多く、食籾、工業製品にも使用されている 。

トウモロコシ (Zea mays L.)はイネやムギと同じくイネ科純物である。イ



ネ科、キピ!IE科、 トウモロコシ類、 トウモロコシ属に属する l年生の草木であ

り、イネ科植物としては珍しい他花'豆・桁の雌雄同種という純物形態学的にも特

徴を有する植物である。風媒花であることも特徴のひとつであり、容易に交雑

粒を生ずる。受精後数十日で成熟し、子実として収穫できる。成熟したトウモ

ロコシ粒は、四つの主要部分、すなわち果皮(殻または皮) 5%、j圧芽(J匹)

12%、Jlf字L82%および尖申111%より成っている。果皮は死んだ細長い壁の厚い

細胞の外層から成っており、この層の下に海綿状の廊があり種皮または外種皮

として知られる浮いコルク質のj換が続き、アリユーロン層として知られる一個

の細胞の厚さの組織がある。形態学的には座芽の一部である。 j毘芽はE壬盤とJlf

事IJの二つの主要部分からなり、 l応布IJは発芽時に幼芽となる。 j庄では発芽時にJlf

乳部に貯えられた栄養物を分解する為の番手素を誘導する種々のホ Jレモンが生成

され、 j距乳部、アリユーロン府へ移行していると考えられている(Varner 

1964; Fincher 1989) 。膝乳は粉f何11と角質部よりなり、この註比は品種によ

って大きく異なる。粉質脹乳部は大きな細胞、大きな丸い澱粉粒および乾燥時

に破裂して空所をつくる ì~ い蛋白質マトリックスといった特徴をもっ。この為

にあ}質部は白く見える。 flJ't{ J.住乳小の蛋白質マ トリックスは粉't{Jlf乳部のもの

に比べて厚〈乾燥I侍も破裂しない。fJJ1'[部は粉質部よりもタンパク質含量が

1.5-2%高くなっている。

以上トウモロコシの形態学的な而について述べてきたが、次に生化学的な面

から述べてみたい。一般に穀類組子のj亮乳部には澱粉およびタンパク質が豊富

でありこれらの合fJは砲によってかなりの差が見られる。 トウモロコシのタン

パク質はアルブミン(水溶性)、グロプリン(塩類可溶性)、プロラミン (70

-80%エタノール可溶性)、グルテリン(水酸化ナトリウム溶液可浴性)に分

けられる。プロラミンは尖質的にはツエインであり j応乳lIi11のタンパク質にはツ

エイン 45%、グルテリン40%程度が令まれており 、この両者で大部分を占めて

いる。ツエインについても数郡斑i存在するこ とが タンパク質化学的研究で報告

2 



されており、遺伝子レベルでの知凡も多数報告されている (Hu et al.，1982; 

Marks et al.， 1982， 1985) 0 絞 ~î の杓子はこの膝乳音11 に貯蔵タンパク質を分解

する為の分解系をもっている。その主役である穀物のプロテイナーゼについて

は、アミラーゼに比 して研究がおくれていたが近年多くの知見が得られている。

中でもエンド型プロテ イナーゼについては、穀物類の主要タンパク質に閃述し

て解析が行われてきたね、殺物組子rl-'に多種、多様に存在し主要なタンパク質

の合成や分解に深く |苅わっているシステインプロテイナーゼ (Cp) が、中心

となっている。

遺伝子レベルでの研究も進み、オオムギ種子中のアリューレインに続きイネ

桂子中に31iIIの cpの存在が線認され、オリザイン α、p、yと命名された

(Watanabe et al.， 1991)。他のプロテイナ ーゼについては、セリンプ ロテイ

ナーゼの穀類についての報台は少ないが、メロンのククミシン (Kanedaet al.， 

1975)、ホウレンソウのロイシルエンドペプチタ ーゼなどが報告されている。

又、プロテアソームが植物に存在することが明らかになり、その構造と機能の

関係が注目されている (Ozakiet al.， 1992) 。アスパラギン酸プロテイナ ーゼ

についての報告は比較的多く、ソパ、オオムギ、 コムギ、イネ等の穀物種子で

その存在が知られており、オオムギおよびイネ種子中に存在するアスパラギン

限プロテイナーゼはその一次構造がIYJらかにされている (Ruenberg-Roos et 

al.， 1991; Asakura et al.， 1995)。メタロプロテイナーゼについては、ダイズ干重

子中にその存在が旅認されその一次榊造が明らかにされている (McGeehan et 

al.， 1992)。これらエンド型プロテイナーゼとは別にエキソ型プロテイナーゼ

もオオムギ、コムギ、イネ程子"， (Washio et al.， 1992) に見出され構造が解

析 されている。

トウモロ コシ種子については、 Abeetal. (1977)が発芽時の トウモロコシ種

子中のCpについてタンパク質化学的なレベルでその存在を確認し 、触媒機構

を検討し、粒子内には複数砲の Cpが存在しており 、 トウモロコシの主要タン

3 



パク質である数砲のツエインの分解に関与していることを報告している。

本研究を始めた当時はi立伝子のレベルでの解明は殆どなされていなかったが、

最近になって CPのl砲の部分fllj:x.iが切らかにされた (Everalet aJ.， 1994) 。

しかしながら、今までのところまだこれらトウモロコシ積子の CPについての

知見は乏しく、逃伝子の十1~ .ìli Wf析、その発現様式並びに発現機 fl~における解明

が待たれている。

一方、これらプロテイナーゼの作JTJを制御し、植物タンパク質代謝、特に発芽

却jの貯蔵蛋白質分解訓節機構としてのプロテイナーゼインヒピターについては、

セリンプロテイナーゼインヒピターとしてトリプシンインヒピターカぎダイズ、

イネ穂子等で研究されて いるが (Kunitzet al， 1947) 、システインプロテイナ

ーゼインヒピターについては、 Abeet al. (1985，1987) がイネ手重子中に初めて

その存在を確認した。トウモ ロコシ種子については、同じく Abeet al. (1992) 

がその存在を確認している。

本研究はトウモロコシ挽子のプロテイナーゼインヒピターのタンパク質の化学

的性質、分解調節機構、羽i子巾での局在性、遺伝子構造解析等の詳細な知見を

得ると共に、このシステインプロテイナーゼインヒピターの標的M素と成り得

ると考えられる cpについて泣伝子の構造解析、その発現様式並びに発現機構

における詳細な知見を符る為に遂行された。

l シ ス テ インプロテイナーゼインヒピタ ー

動植物体に存在するプロテイナーゼには、セリンプロテイナーゼ (EC

3.4.21 )、アスパラギン椴プロテイナーゼ (EC 3.4.23) 、システインプロテ

イナーゼ (EC3.4.22) 、メタロプロテイナーゼ (EC3.4.24) がありそれぞれ

4 



園L..._

に対応した特異的なインヒピターがある。

植物に存在するプロテイナーゼインヒピターのうちセリンプロテイナーゼイ

ンヒピターは害虫、微生物などの外敵のトリプシン、あるいは類似のセリンプ

ロテイナー ゼを外来性際的防素として認識し、阻害し、組物自身を防御するた

めに働くと考えられている。このセリンプロテ イナーゼインヒピターの代表で

ある トリプシン イ ンヒピターは殺突、とくにダイズのものがよく研究されてい

る (Kunitz，1947; Ozawa et al.， 1966) 。イネにも存在することが知られてい

る (Horiguchiet al.， 1971)。アスパラギン酸プロテイナーゼインヒピターに

ついては、ジャガイモのそれは、構造が明らかにされている (Stru k巴Ij et al.， 

1971; Ritonja et al， 1990) 。メタロプロテイナーゼインヒピターは、 ソパ種子

に存在することが報告されている (Elpidinaet al， 1991) 。システインプロテ

イナーゼインヒピター(シスタチンと総称される)については、 Abe et al 

(1985， 1987) がイネ程子中に CPを阻害する活性があることを見出し、精製

した活性本体がシスタチンであることを確認しその諸性質を明らかにし、オリ

ザシスタチン Iと命名した。オリザシスタチン Iは、植物起源では初めて発見

されたシスタチンである。

従来、シスタチンはファミリー l、2、3から成るシスタチンスーパーファミ

リーに統率されている (Korantet al.， 1985)。ファミリーlは、分子内にジス

ルフィ ド (s-s)結合を持たないシスタチンから成り 、 ヒ ト好中球シスタ チ

ンA (Machleidtetal.， 1983) 、ヒ ト!汗1>>岐シスタチン B (Ritonja et al.， 1985)、

ラッ トJJ干l臓シスタチン (Takioet al.， 1983) などがこれに属する。ファミリー

2のシスタチンは2つの s-s結合を分子内に持ち、ヒト l悩下垂シスタチン C

(Grubb et al.， 1982) 、ウシ初乳シスタチン (Hiradoel al.， 1985)、ニワ ト

リ卵 白シスタチン (Turkel al.， 1983) などがこれにあたる。ファミリー3は、

キニノーゲンファミ リーとも l呼ばれ専ら 1(11築中のキニノーゲンのセグメン トか

ら成 る (Ohkuboel al.， 1984)。また、生体中に はCPであるカルパインを特

5 



田園L

;)'~的に阻害するインヒピター であるカルパスタチンが存在するが、これはシス

タチンスーパーファミリーには属さない。

オリザシスタチン Iに次いで、 Kondoet aJ. (1989a， 1989b， 1991) は同じ

くイネ程子中に第二のシスタチンを見いだし、オリザシスタチン 11と命名し

た。これらのオリザシスタチンの一次椛迭を見ると、オリザシスタチン I及び

オリザシスタチン 11ともにシステイン残基を欠いていることから、 s-s結

合を持たないという点ではファミリー lに似ているが、相向性を見るとファミ

リー2のシスタチンに最も近いという特徴をもっている 。 これらのことから、

上に述べた 3つのファミリーとは別のファミリ ーとして植物シスタチン

(phytocystatin)ファミリーに帰属されるべきものであるとされている (Abe

et al.， 1991; Turk a吋 Bode，1991)。吏に遺伝子についてみると、オリザシス

タチン逃伝子のイントロンの位世は動物シスタチンのi宣伝子のものとはまった

く異なっている (Kondoet aJ.， 1990) 。この事実も純物シスタチンが動物シ

スタチンと類型を異にすることを示唆している。より多くの実例を得るために

当研究室では、イネ以外の穀突のシスタチンのクローニングを行っており、 ト

ウモロコシ種子 (Abeel al.， 1992)、コムギ種子 (未発表)、ダイズ種子(未

発表)からもシスタチンを見 いだしており、いずれも植物シスタチンに属する

と考えられている 。

この植物シスタチンは内在性の標的酵素の作用を制御し、植物タンパク賀代

謝、特に発芽j引の!行'ii，/f，タンパク質の分解を調節していると考えられる。又一方

で、純物シスタチンは昆虫、創Ilsi、ウイルスなどの感染源が有する CPを外来

性の椋的酵素とすることから (Korantet al.， 1985; Bjorck el al.， 1989; Liang et 

al.， 1991; Kondo et al.， 1992; Kuroda et al.，未発表)、生体防御物質とも考え

られる。これらのことから、決楽、医薬、食!日の開発に植物シスタチンの活用

を期待することができる 。現在当研究室では、イネのプロトプラストへシスタ

チン泊;伝子を導入し、イネfiu物休のTlJ生、外来シスタチンを高度に発現するイ

6 



ネ程子の選抜という、いわゆる柏物分子TiHIの手法を試みている 。

トウモロコシシスタチンについては、上に述べたようにAbeらが、 トウモロ

コシ種子のcDNAライプラリーからオリザシスタチンをプロープにし、シス

タチンをコードするクローンを符た。 解析の結果、シグナルペプチド配列を有

する新しいシスタチンであることを見いだした。しかしながら、この cDNA

を用いた大腸菌でのタンパク質の発現、吏に、このタンパク質の局在生等につ

いては明らかではない。そこで、このトウモロコシシスタチンについて詳細な

知見を得る為に本研究を遂行した。

2 システインプロテイナーゼ

プロテイナーゼは先に述べたように、その触媒部位の性質からセリンプロテ

イナーゼ、アスパラギン限プロテイナーゼ、メタロプロテイナーゼ、システイ

ンプロテイナーゼの4砲に分類される。

システインプロテイナーゼ (Cp) は、特定システイン残基を触媒基(詳し

くはチオールエステル型アシル中間体形成部位)とするプロテイナーゼの総称、

である。 CPはパパインファミリーとカルノTインファミリーの2つのファミリ

ーに大別される (Suzuki，1987， 1991)。パパインファミリーの代表であるパ

パイン (EC 3.4.22.2) は、パパイヤ乳液中に多量に存在するプロテイナーゼ

でその存在が100年以上前に凡11¥されて以来 (Wurtzel al.， 1879) 詳しく研究

されてきた。このパパインの一次f111-:i1i、X線解析像、反応速度論などの解析も

m:に多くなされている (Bod巴 elal.， 1879) 。プロティナーゼの器質特異性を

説明するうえに有汀!なサプサイ ト則論はパパイ ンを lつのモデルとして構築さ

れた (Schecht巴randBergar， 1967)。また、CPの触媒機能に関与するとされ

7 
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るcatalytictriadの特定もパパインの椛造解析によってなされた。このCys-25、

His-159、Asn-175 (Gravito et a1.，1977) は他の CPのcatalytictriadを決定す

る際の基準とな っている。

これまで一次tIIj::iiIの切 らかになってい るCPには動物由来ではヒトやラット

などのカテプシン B (Chan et a1.， 1986)、 H (Ishido et a1.， 1991a)、 L

(Ishido et a1.， 1987b)、S (wiederanders et a1， 1991; Shi et a1.， 1992)、c

(Ishido et a1.， 1991)、微生物由来では粘菌の cp - 1 (Willimぉ et a1.， 

1986)やcP -2 (Pears et a1.， 1985)などが知られている。この他に見虫(高

橋ら、 1992)、中殻芳i(Laycock et a1.， 1991)、 トリパノゾーム (Mottramet 

a1.， 1989) 、マラリヤ以!.U (Rosenthal et a1.， 1992)、線虫(Rayet a1.， 1992)、

酵母 (Kambouris et a1.， 1992)などが知ら れており最近ではこの他に昆虫の

(Takahashi et a1.， 1993)、 (Yamamotoet a1.， 1994)、 (Honmaeta1.， 1994)、

(Matumoto et a1.， 1995)が雌認されている。

植物由来の cpとしては tに述べたパパインの他に同じパパイヤ中にキモパ

パイン (EC 3.4.22.6) (Jacquet et a1.， 1989)、イチジクのフ ィシン (EC

3.4.22.3) (Brion et a1.， 1985) 、パイナップルのプロメライン (EC

3.4.22.33) (Ritonja et a1.， 1989)、キウイフルーツのアクチニジン (EC

3.4.22.14) (Podivinsky et a1.， 1989)等の果実及び果樹に存在するものが知

られている。穀物に存イLする cpとしてはオオムギ程子アリユーロン胞に存在

するアリューレインの cDNAがlii脈問定 されたのがJIl初である (Rorerset a1， 

1985)。これは植物ホ Jレモンであるジベレリン (GA)によって発現が誘導

され、オオムギ発芽j切での初予l貯蔵タンパク質の分解に関わっていると考えら

れる 。次いでWatanabeet iJ1. (1991， 1992)はイネ粒子の cDNAライブラリ

ーからアリューレインをプロープにクローニングを行い3租の cpの存在を確

認し、 一次桃迭を IYJらかにしてオリザインα，s，yと命名した 。また、 cDNA

を用いたノーザン解析により利子の発芽過程でのcpの発現状態及び組物ホル
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モンに対する応符について検討し、これら 三者がジベレリン誘導性酵素である

ことを切らかにしている 。史に、オリザインの局在性について検討を行いアリ

ユーレインと同級に利子のアリユーロン府に存在していることを、コメ組織の

抗体染色によって証明している(未発表)。

トウモロコシ初子，，-，には、 CPが後数種存在している (Abe et aJ.， 1977; 

Winnsper et aJ.; 1984， Barros et aJ.， 1990) 。これらについて酵素的な研究が

行われたが遺伝子レベルでの報告は非常に少なく、植物生直!を理解する上での

基礎的な知見が求められていた。

オオムギ種子のアリューレイン、イネ種子のオリザインは上に述べたように

いずれも植物ホルモンの・つであるジベレリンによって発現が誘導され、発芽

Jmでの種子貯蔵タンパク n分解が進むと推定される。ジベレリン以外にもアプ

シジン酸、オーキシン、サイトカイニン、エチレンといった純物ホルモンが存

在しさまぎまな生理現象にl刈うしている。近年、植物ホルモンの作用機構が分

子レベルで研究されるようになった。柑i物ホルモンの場合、現段階では各ホル

モンにより誘導されるili伝子のIji離、プロモーターの構造解析および構造比較、

遺伝子に結合する絞タンパク質(トランス因子)および結合配列(シス因子)

の同定、ホルモン受容体の同定について研究が行われている。

トウモロコシ滋子rl'には、 Phinneyet aJ. (1982a， 1982b， 1984)の示す GA

生合成系の存在することが本多の研究によって示唆された(本多 1990)。ま

た、本多らはUf子内のジベレリンの分布についても検討し、 l怪乳部には GAl

の前駆体とみられる GA20がよりお波皮に存在するが、活性型と言われる GA

lはj圧により 13泌j廷に存在することが示されている。 GAは種子の発芽に際し

てαーアミラーゼの生成を促進し、澱粉分解に関与することは既によく知られ

ている(四方、 1985)。また、上にも述べたようにオオムギ種子中のアリユ

ーレ イン、イネ松子rl'のオリザインα，s.yの生成も GAにより促進されることが

線認されている。しかしながら、 トウモロコシ程子中の CPについては報告が
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なく知凡が~，\たれている 。これらについて明確な知見を得る為には GA の生合

成系がプロ γ クされている綬't'I:砲を川いた検討が必要であると同H寺にジベレリ

ンの阻t!;:剤をmいた検討も必要であると考えられる。

i此近になって植物ホルモン以外にも丸、 ia度、湿度などのさまざまな環境ス

トレスによって発税が誘導される cpの存在が報告されている。シロイヌナズ

ナに存在する CPにはl;吃1:YI，ストレスで誘導されるものがあり、これらは高塩波

皮でも誘導されることがわかった (Yamagucト Shinozakiet al.; 1992， Kozumi 

et al.， 1993) 0 Yamaguci-Shinozakiらは、この環境ストレスで誘導される CP

の生活!的な立味として (1) これらの CPは乾燥等により植物体内で変性した

タンパク質を除去するのにはたらく、これは細胞を正常に保つ為に必要である。

(2 )乾燥等のストレスに組物が隠されると光合成能力が極端に低下するため

これらのプロテイナーゼが不~のタンパク質を分解し、タンパク質の合成の素

材となるアミノ般を供給するために働いているという 2つの可能性を推定して

いる。エンドウマメにも t吃燥で誘導される CPが存在し (Guervero et al.， 

1990) 、シロイヌナズナの CPと相向性が高いことが明らかとなっている。

この他にもトマトに存花する CPが低混ストレスで誘導されることも明らかに

されている (Schafferel al.， 1988)。穀笑の CPについてもこれらに関する知

見が待たれている。

3 本研究の H的

以上述べてきたように、.flli物程子におけるタンパク質分解機椛やその制御機

構、ジベレリン等の刷物ホ Jレモンによる逃伝子発現誘導機構に |渇する研究は少

な く、詳細 な知凡が~~fたれている。本研究はこれまで述べてきた知見を も と に

ハU
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以下の問題を取り挙げてその解明を目的として遂行されたものである。

l トウモロコシ種子'1'に存在を確認し、 一次椛迭を明らかにしたシステイ

ンプロティナーゼインヒピター(シスタチン)を大腸菌に発現させ、 CPに対

する阻害活性の解析を行う。

2 トウモロコシシスタチンの滋子中での局在性についての知見を得る。

3 トウモロコシ種子のシスタチン遺伝子のクローニングを行い、その一次

構造を明らかにする。

4 トウモロコシ極子に存在する CPの cDNAクローニングを行い、その

一次桃造を明らかにする 。

5 ~~f られた CP について畳熟期及び発芽期に於ける mRNAの発現機構、

純物ホ jレモンの影響についての知l見を得る。

以上の結来を2主主に分けて記述した。

第l~ は、 トウモロコシ種子のシスタチンに関する石汗究について記述した。

第1ni'iでは、 トウモロコシシスタチン cDNAを用いて大腸菌に発現させた

シスタチンの CPに対する阻害活性の解析を行い、阻害の特性を示した。

第2節では、 トウモロコシシスタチンの積子中での局在性についての知見を

得るために、抗体染色を行い局在百11位を明らかにした。

買'S3IiIiでは、 トウモロコシ種子中にはシスタチンが複数種存在すると考え、

これらの存在を確認しその一次椛造及び阻害活性について検討した。

第4節では、 トウモロコシ松子の泣伝子ライプラリーよりトウモロコシシス

タチン cDNAをプロープにクローニングを行い、シスタチンをコードする遺

伝子を得、その一次構造を解析し当研究室で構造が明らかにされているイネ種

子のシスタチン(オリザシスタチン I.&びオリザシスタチン II) との比較検

討をおこなった。

11 
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第2~では、 トウモロコ シ程子の CPに関する研究について記述した。

第l節では、 トウモロコシ乾燥松子及び発芽l日目より 7日目までの種子より

cDNAライプラリーを作成し、イネ種子の cp (オリザイン)をプロープに

クローニングを行い CPをコードするクローンを得、その一次椛迭を解析しオ

リザイン、アリューレイン等との比較検討を行った。

第2節では、上記トウモロコシ磁子の cpのmRNAの発現様式を明らかに

するため、発芽第1日目より 7日日までの種子より得た RNAのノーザン解析を

行った。

第3節では、 トウモロコ シCPのうち、 Pea ISaやRD19と相向性の高いcc

P 1につ いて mRNA発現に対する乾燥ス トレスの影響を検討した。

第4節では、 トウモロコシ CPのmRNA発現に対する植物ホルモンの影響

についての知見を得るために、 1μMのジベレリン (GA3)及びアプシジン酸液

で発芽させた種子についてもノーザン解析を試みた。更に詳細な知見を得る為

にトウモロコシ媛性品極 (dS) での発現、ジベレリン生合成阻害剤 (BX-112)

効果についても検討した。

第5節では、 トウモロコシ種子中には数種の CPが存在するという酵素学的

研究知見をふまえて、 cDNAライブラリーより上記CPをプロープに低スト

リンジェントな条件でクローニングを行い、得られたクローンについて検討し

7 ・'_。
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第 1章 トウモロコシ種子シスタチンに関する分

子生物学的研究

第 l節 トウモロコシシスタチンの阻害活性

l 緒言

植物中のタンパク質分解防素インヒピターに関する研究は、植物そのものに

とっての生理学的な役割と、食I171として有害なものとしての二つに大別されて

きた。しかしながら、これらの研究はトリプシンインヒピターを中心になされ

ておりシステインプロテイナーゼインヒピターであるシスタチンに |刻しては、

Ab巴 etal. (1987) および}くondoet al. (1990) がイネ滋子に2砲のシスタチン

を見出しその諸性質をIYJらかにしオリザシスタチン I及びオリザシスタチン I

Iと命名したのが最初である 。このシスタチンはトリプシンインヒピターと異

なりヒトに無害であり、医薬、 j良薬、としての活用が期待できる。

この植物シスタチンは3つのグループに類別される動物由来のシスタチンと

は椛逃が異なっており、|河msらは4番目のグループとしてフイトシスタチンを

提唱した (Abeet al.， 1991)。このフィ トシスタチンについて、より多くの知

見を得る為にイネ以外の利子についての検討が必要であり、著者等はトウモロ

コシ穂子、コムギ敬子、ダイズ挽チについても検討を試みている。最近当研究

室では、 トウモロコシ純子の cDNAクローニングを行いシスタチンをコード

するクローンを lii縦し、その瓜必配列と従定アミノ酸配列を決定し、コーンシ

スタチン 1 (CC-1) とした (Ab巴 etal.， 1992)。しかしながら、その一次

fl'f JjIならびに mRNAの発脱線式については明らかにされたもののタンパク質

化学的、 M素化学的には研究がなされていない。そこでここでは、以上の点に
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関して検討することをけ 的に cC -1を大腸菌 (Escherich coli)中に発現さ

せ、種々の CPに対する問[:，!n百'VI，についての検討を試みた。

14 
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2 材料および方法

2 -1 材料

2 -1一I 大腸iAiでの発現

C C -1発現プラス ミドとして発現量を増すために多量発現に適した

pCC7Hを用い、 CC-1のシグナル配列部分を欠いた 105アミノ酸 (G1u31、

A1a135) をコードするフラグメントを挿入した。宿主にはE.coli YA21を使用

した。この結果発現したタンパク質はシグナル配列を欠いた 120アミノ酸残基

から成る(このうち 15残1主はlacZ[ll*) 0 C C -1と比較するためにKondoet 

al. (1990)によって発現、精製されたオリザシスタチン I及び 11を使用し

マ.
~。

2 -1 -2 クロマトグラフイー

Sephad巴xG-50、G-75、G-IOO、PBE94、Polybuffer 74、Concanavalin A-

Sepharos巴 (Pharmas ia社)、 DEAE-ce11u los巴(DE-52) (Whatman社)、

Phospho-cellulose (生化学工業) 、CM-Toyop巴arl (束尚)を使用した。 HPLC

にはShimazu LC-9A systemを汀lいた。イオン交換HPLCにはSimapack PA-

DEAE (島津工業)及び逆府HPしCにはSenshuPack VP-318・1251 (センシュウ

化学)を用いた。

2 - 1 -3 タンパク質分W~rt手家

パパイン、カテプシン BはSigma1t製品を使用した。カテプシンH及びLはウ

15 
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サギ肝臓より Okitaniet al. (1988)の方法によって調製した。

2 -2 方法

2 -2 -1 大腸菌rl'で発現させた CC-Iのゲルろ過カラムクロマトグラ

フイー

発現プラスミドpCC7HMLをみ込んだ 50mlのχ-broth培養液中 (50μg/mlアン

ピシリンを含む ) で370 Cで、181L'f Il¥lインキユベートし、細胞を M9培養液

(50μg/mlアンピシリンを合む )30ml小に370 Cで1.5時間処理した後、 1mM

isopropyl-s -D-thiogalactopyranoside (IPTG) で1.5時間インキュベートし

た。遠心して集めた創11胞は 10mMTris/HCI緩衝液10mlにj智治iし、超音波処理を

して粗抽出物を得た。85・Cで20分間熱処理をした粗抽出物の可溶性画分10ml

をO.IM NaCIを含む25mM.リン限緩衝液 (pH7.0)で平衡にしたSephadex G-

50カラム (4.5X70cm)にかけ、同じ限緩衝液で溶出させ、 15mlづっのフラク

ションに分取した。これ らのフラクションのパパインに対する阻害活性を測定

した。

2-2-2 CC- lの精製

ゲJレろ過により符た前性四分を集め、 10mM Tris/HCl(pH8.0)に対して透析

を行い、同じく 10mM Tris/HCI(pI-l8.0)で平衡化したShim-pack PA-DEAEカラ

ム (0.8X 10cm) を川いてHPLCにかけ、 0ー0.8MNaCIのgradi巴ntで流速

lm l /m i nで溶出した 。 これにより l~]: られた活位四分は 0.1% trifluoroacetic acid 

処理したODSカラム (S巴nshu Pack VP-318-1251， 0.46X25cm) を用いイオン
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交換HPLCを行い、 0.1%trif1uoroacetic/acid 0-75% acetonitrileのlineargradient 

を用いて溶出した。

2-2-3 阻害前性の測定

トウモロコシシスタチン (CC -I)の桁製過程に於いて、パパインに対す

る阻害活性を Barr巴IIet al. (1981)の方法に従い測定した。

阻害活性用緩衝液 (2.5mM EOTA及び、25mM 2ーメルカプトエタノールを含む

0.2Mのリン敵緩衝液)に cC - I 溶液とパパイン溶液を適量入れ、 370 Cで5

分 11\] 保出し、~'ftである 2nmol の N -b en zoy 1-L-arg i n ine-2-naph thy am ide 

(BANA) 溶液を0.2mli奈川|し370 Cで10分間保温した。反応を 2%HCI/ethanol 

と0.06% p-dimethylaminocin namaldehyde/ethanolをそれぞれ lml加えることで

止め 10分間放置の後、 540nmのl政光度にて測定した。

反応速度解析のための、活性社!IJ定には，パパイン及びカテプシン Lに対しては

N -carbo benoxy-L-phe n y lalan yトL-arginine-7・(4-methyl)coumarylamide(Z-Phe-

Arg-MCA)をカテ プシンHにHしては しargini ne-7 -( 4-methyl )co umaryl amide 

(Arg-MCA) を基質として川い Oixonplots (Oixon et al.， 1979) より解析し

た。 タンパク'ft波度はWhitaker el. al. (1980)の方法により測定した。悶害さ

れたプロテイナーゼの前'ttiJ!lJ定は CC - Iとプロテイナーゼを 370 Cで5分間

反応させたf炎、パパイン及びカテプシン BについてはBANAを、カテプシンH

についてはL-arginine-2naphthylamine (AN A)基質として測定した。

2-2-4 SDS-PAGE 

Laemmli (1970) の方法により、 0.1% SOSを含む 15%g巴lを用いて屯気泳動

を行った。

17 



2 -2 -5 抗体作成とウエスタンプロット分析

抗体作成の為に精製した CC-1150μg(2m1) を等量のフロインズコンプリ

ートアジユバンドと混合しウサギに注射し、更に2週間隔で2回にわたり 100μg

を注射し、抗1(llmを符てウエスタンプロット分析を行った。

18 



3 車JiよI!:

3 - 1 大腸菌'1'で発。lさせた CC-1の桁製

発現プラスミドpCC7Hを}IJいて大腸菌で発現させた CC - 1の粗精製物を

Sephadex G-50カラムにかけ、符られたフラクションのパパイン阻害活性を測

定しFig.1に示す結来を符た。前性を示す四分を F-1とした。この活性画分 (F-

1 )を HPLC(Shim-pack PA-DEAEカラム)にかけ、各フラクシヨンのパパイ

ンに対する阻害治問を測定しFig.2(A)に示すように活性四分のピーク (P-1) 

を得た。これを吏に料Ij~裂する ために送局 H PLC を行い F i g . 2( B ) に示す回分を得

マ.
~。

3-2 SDS-PAGE 

3 - 1により精製した CC-1のSDS-PAGEをFig.3に示したものである。

1an巴 lは精製した CC-1、Lane 2はサイズマーカ ーを示している。この結果

より CC-1は13kDaにバンドをJJ-ち完全に精製されたことが明らかとなっ た。

従って以下の尖験はこのjll'i分をJIJいて行った。

3 -3 ウエスタンプロット

CC-1の抗 1(llii'jをJTJいてウエスタンプロット分析を行った結果、 Fig.4に

示すような結果を初た。Fig.4(A)はSDS-PAGE の結果を、 (B)はウエスタンプ

ロッ ト分析の結果を示したものである。使J日したサンプルは大腸菌中で発現さ

せた粗l:タンパク質 (A:lane1， 88.4μg; B:1ane 1， 0.13μg) 、 トウモロコシ種子

の車[lJ:11111'， 物を Sephadex-G 50カラムで分回して待た低分子企タンパク 質

19 



(A:lane 2， 11.2μg; A:lane 3， 5.6μg; 8:1an巴 2，5.6μgおよび8:1ane3， 1.9μg)で

ある。この結果、 13kDa付ili:に抗体と反応するバンドが見られた。

3 -4 阻害前't'!の測定

次にパパインに対する!;jl符様式を調べたところ、 Fig.5に示すように非措抗

的に阻害することが判明した。Fig.6はCC-1パパイン阻害活性を盆論的に

澗べるためパパイン20μgに対してJE4なった立の CC-1を加え阻害の効果を

調べた。その結果、 Fig.6に示すように 12μgCC - 1で20μgのパパインを完全

に阻害することがわかった。

更に、パパイン以外の CPであるカテプシン B、HおよびLにたいする阻害

活性を測定し、 Kd!iを之だめた (Tabl巴 1)。すなわち、 CC-1はパパイン、

カテプシン日およびLに刈しては強い活性を持ち、カテプシン Bに対しては弱

いことが示された。すなわち、パパインに対してはオリザシスタチン Iと問機

Kiイ也は 10-8 Mれ皮であり、オリザシスタチン 11よりは111ぃイ直を示した。カテ

プシン Bに対しては、オリザシスタチン 11より l桁低い値を示した。更に、

カテプシン Hに対しては Kdl!iが5.7XIO-' Mとオリザシスタチン Iおよび 11 

と比べてかなり低い仙を示した。
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4 考察

発現プラスミドpCC7トlを月]いて大腸-r1i中で発現させ、ゲルろ過カラムクロ

マトグラフイーにより精製したトウモロコシシスタチン (CC -I) の阻害活

性について検討したところ、 CC-1はパパイン、カテプシンH及びカテプシ

ンLに対しては強力に肌告効果を示した。カテプシン Bに対しては比較的弱い

阻害であったが、オリザシスタチン (0C -I、 OC-II)と比較すると 、

パパインに対しては Ki{fuが10.8M程度で OC-Iと同程度であり、 OC-II

より低い他を示した 。カテプシンBに対してoC -I Iより低い値を示した。

カテプシンHに1すしてはKi他が5.7・9 MとOC-I、oC -I Iのいずれより

も低い他を示した。これらの他は CC -IがOC-I及びoC -I Iよりも優

れた、開広いシステインプロテイナーゼインヒピターであることを示唆してい

ると考えられる。オリザシスタチンは抗筈虫剤である (Kondo et al.， 1992)。

この抗害虫効果は、昆虫の?i'j化作mに必須である CPの阻害に基づいていると

考えられる。

CC-IのSDS-PAGE及びウエスタンプロット分析の結果から CC-Iタン

パク質(シグナルペプチドを離した成熟タンパク質)は約 13kDaであることが

わかった。しかしながら、 Fig.4に示すようにトウモロコシ種子から精製した

CP阻害作用を持つタンパク質は、分子量が約9.2kDaであり、これがCC-

Iか、あるいは精製の過程で分解された CC-I断片であるかということにつ

いては、現時点でははっきりしない。この点については今後検討が必要であろ

うと忠われる。
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Tabl巴I Inhibition 01 cysteine proteinases by corn cystatin 1 (CC・1)

and by oryzacystatins 1 and 11 (OC-I and OC-Iり

Cysta. 
tin 

CC.I 

OC.I 

OC.ll 

K，(I¥I) 

F8pain Cnthepsin B Cathepsin 11 

3.7 x 10-' 2.9 x 10-' 5.7 x 10-' 
(BANA) (BANA) (ANA) 
1.1 x 10-' 9.8 x 10-' 
(Z.Phe・Arg.MCA) (Arg.MCA) 
3.2x10-1 _a 7.8x10-1 

(BANA) (BANA) (ANA) 
2.6 x 10-' 8.2 x 10-' 2.5 x 10-' 
(BANA) (BANA) (ANA) 

Cathep引 nL

1.7 x 10・
(Z.Phe.Arg.MCA) 

5.1 x 10-' 
(Z.Phe.Arg.MCA) 

3.9x 10-' 
(Z.Phe.Arg-MCA) 

aNot deterrnined because no distinct inhibitory activities we同

observed in the experiments. 
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第 2節 トウモロコシシスタチンの局在性

l 絡A言

シスタチンの局在性については、 Kondoet al. (1989) がオリザシスタチン

Iについてポリクローナ ル抗体を作成し、種子活断面の抗体染色により j怪乳部

全体が染色されることを示している。しかしながら、この方法は組織の破損が

大きく、染色状態もかなり不明瞭であることなどから限界があると考えられた。

そこで著者らはcc -1組子中に於ける局在性についても、検討した。
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2 材料および)J法

2 - 1 材料

トウモロコシ程子は、デント砲の一種である甲州種の開花5週目のものと乾

燥完熟種子をmいた。

2-2 方法

2 -2ー l 種子の同定

Hsuらの方法 (Hsuet al， 1981) を用いた。 -[免水に浸渋したトウモロコシ

種子をカッターで創11切し、 5%のホルムアルデヒドを含む 100mM リン酸緩衝液

(pH 7.3) に40 Cで 111 ，~ II¥J 反抗し、回定した。その後100mM リン酸緩衝液

(pH 7.3) で3回洗浄した。同定後のサンプルをOTC compoundに包埋し、凍

結して -800 Cで保存した。

2 -2 -2 切片の作製

切片の作製はクライオス夕、y トHM 500 (ミクロ ーム社)をmい7ー10μmの

厚きとした。

2 -3 -3 抗体染色

反応は5%ネオプレンでコートしたスライドグラス上で行った。まず、サン

プルを PBSで5分 11¥]洗う。これを3同繰り返した後、 0，3%過酸化水素/メタノ
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ールに30分r:u浸潰して内イEのベルオキシダーゼを除去した。その後PBSで洗い

5%ヤギ正常Ifllii'i'/PBSに30分 IIU法的しPBSで1/1000ー1/10000に希釈した

抗一 cC -1 1(ILri'fにーlぬ浸潰し、 PBSで洗浄後二次抗体としてピオチン化ヤギ

抗ウサギIgG抗体 を加 え、宅iIliで30分 11日インキュペートした。その後、 PBSで

洗浄し ABC液 (Yectastain) を加えて室温で30分間反応させた。これに

0.05%DABjPBSと0.01%の過般化水素水容液を添加して5ー10分間反応させた

後水洗し保存した。
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3 車1υlミ

抗トウモロコシシスタチン I(CC-I)抗体を用いてトウモロコシ桂子中

のCC-Iの局在性を訓べたところFig.7に示すような結果が得られた。 PER

は程U.tを、 ALEはアリユーロン府を、 EMBはj怪を、 ENDはl応乳を表している。

AI~I はIJfHEs迎円の租子、 BI韮l は完熟乾燥枝子を用いたものである。両者共にア

リユーロン胞がはっきりと染色されていた。また完熟乾燥種子のj匹も同様に染

色されていた (B図) 。また腕乳の苦11分はいずれのサンプルにおいてもわずか

ではあるが染色されていた (A図およびB図)。
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4 考察

抗体染色法を用いてトウモロコシ種子中の CC-1の局在性を調べたところ、

Fig.14に示すように脹及びアリユーロン層の部分に局在していることが確認さ

れた。アリユーロンl習は、形態学的にはl径の一部であることから脹と共にアリ

ユーロン層に局在することは納得できることである。アリユーロン胞には発芽

i時に生成、あるいは活性化されるプロテイナーゼやアミラーゼ等の加水分解酵

素が局在することが知られている (lacobsenet al.， 1987; Cejudo et al.， 1992) 

またWatanabeet al. (未発表)はイネ種子の CPであるオリザイン αおよび9が

アリユーロン層に局在していることを示している。これについては序論にも述

べた様に、植物シスタチンの生理学的意味(役割)が内夜性の標的酵素(CP) 

の作用を制御し植物タンパク賀代謝、特に発芽j引の貯蔵タンパク質の分解を調

節することであると共に昆虫、創11菌、ウイルスなどの感染源の持っている CP

を外来性の標的酵素とすることであるということに、大きく関わっていると考

えられる。
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A : Corn seeds taken 5 weeks after flow巴ring

B : Mature corn 5巴巴ds
ALE : aleurone EMB: embryo END: endosperm PER: pericarp 

Fig.7 Immunostaining microscopy 01 corn seed sections 
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第 3節 トウモロコシ都子'11に存在する複数種のシスタチン

l 車y，.言

前述の織に植物敬子rllには動物 11]~とのシスタチンと異なるタイプのシスタチ

ンが存在することが、オリザシスタチンにl刻する研究よりゅ]らかにされている。

またイネの他にコムギ、ダイズ及びトウモロコシ種子中にもシスタチンを確認

している。しかしながら、純物シスタチンに関する報告は非常に少ない。一方、

同一植物中に存在するシスタチンは、 l砲ではなく複数種共存し、各々異なる

生理作用を示すと思われる 。事実、イネには OC-IおよびOC-IIが存在

し各々ターゲットとするシステインプロテイナーゼ (Cp) に対応しているよ

うである。またコムギにも少なくとも 3粒以上のシスタチンが存在することが

わかっている 。そこで本節では、 トウモロコシ種子中にも複数程のシスタチン

が存在することが予怨されることから、 CC-IcDNAをプロープにしシス

タチンクローンのスクリーニングを行った。その結果多数のシスタチンの存在

を確認し、その一次構造及びRlli!f i市性について CC-Iと比較検討することを

試みた。
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2 材料および方法

2 -1 材料

Abe et aJ. (1992)が作製していたトウモロコシ経子の cDNAライブラリ

ーを使用した (Ab巴 etaJ， 1992) 。

2 -1 -2 試薬類

( 1 )各種酵素

大腸~DNAポリメラーゼ I とそのKlenow fragment、大協ー菌アルカリ性ホ

スファターゼC75(BAP)、エキソヌクレアーゼ III、マングピーンヌクレアー

ゼ、 T4DNAポリメラーゼ、 T4DNA リガーゼ、 TaqDNAポリメラーゼ、 T4

ポリヌクレオチドキナーゼ、及び各Hf制|浪隣家は宝酒造株式会社(京都)、ウ

シ1制政 1)ポヌクレアーゼ A (RNase A) 、ウシ)Jiti)滋デオキシリボヌクレアーゼ

1 (DNas巴 1) 、卵|守リゾチームは Sigma干上 (St. Louis， U.S.A.) 、よりJfl'lf入

した。

(2 )ヌクレオチド

pUC18ベクター、シークエンスJTJ M13プライマー、及び λファージDNA

は宝酒造株式会社、サケJ白井tDNAはSigma社、 ATP、 dATP、dCTP、dGTP、

dTTPはBoehring巴r-Mannh巴im111之内株式会社より購入した。

(3 )アイソトープ

[y_32p] dATP水治法 (370MBq/ml) 、 [α_ 32p] dCTP水溶液

(370MBq/ml)は、 Amersham社より J!昨入した。

(4 )各種キ y ト等

Tim巴Sav巴rl'M first strand cDNA Synthesis KitはPharmacia1i、 Multiprime

DNA labelling system、Rapidhybridization bufferはAmersham社、 GeneAmp

PCR reag巴ntkit はP巴rkin-Elm巴rCetus-t土、 Sequenas巴 V巴rsion2.0 Sequ巴ncingkit 
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はUnited States BiochemicaltJ:、 Taq DyeDeoxy ™ Terminator Cycle 

Sequencing KitはAppliedBiosystems社(U.S.A.)より購入した。

(5 )クロマトグラフィー担体、メンプレインフィルター

セフアデックス G-50はPharmacia社、協過滅菌フィルターは Millipor巴社よ

り購入し、ナイロンフィルターはAmersham社のHybond™-N を用いた。

2 - 1 -3 部j製溶液~i

特に指示したものを除き、試菜類は特級、生化学実験用、またはクロマトグ

ラフィ一川試薬を!日いて、 2次純水で所定の濃度に溶解し、オートクレープ(+

l気圧、 120"c、 20分)または泌過滅珠i(0.22μmのフィルターを使用)を施

してから使用した。

(1)基本試薬

(i) 3M酢酸ナトリウム緩衝液 (pH5.2または5.3)

酢限ナトリウム溶液を酢椴でpH5.2または 5.3に合わせ、最終的にナトリ

ウムイオン波度が 3Mになるようにした。使用時は必要に応じて適当に希釈し

一"~。

(ii) 1Mトリス極酸緩衝液

トリス溶液を立i.}波で適当な pH (7.5-9.5) に合わせ、最終的にトリスの

濃度が 1Mになるようにした。使JTJ1I.Jは必要に応じて適当に希釈した。

(iii) フェノール裕液

65 "cで溶解したフェノールに0.2%s-メJレカプトエタノール/O.IMトリス

塩酸緩衝液 (pH7.5) を加えてよく撹排してから水層を捨てた。この操作を 、

水胞の pHが7.6以上になるまで行い、以後は水層を 1cm程残し、少量の 8-キ

ノリノー jレを加えて治色し、 m色j低'-1'で冷H昔日rrに保存した。

(iv) フェノール・クロロホルム前液
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フェノール溶液にZf-Uのクロロホルムを加えたもの。水j読を 1cm程残し、

冷暗所に保存した。

(v) 0.5MEDTA (pH8.0) 

EDTA (エチレンジアミン 1/I;II'fT酸二 ナトリウム塩)を水中に加え、撹枠し

ながら水酸化 ナ トリウム水治液でpH8.0に合わせ、最終的に EDTAが0.5Mにな

るようにした。イ史川時は必裂に応じて希釈した。

(vi) TE (pH7.5-8.0) : 10mMトリス庖限緩衝液 (pH7.5-8.0)

1 mM  EDTA (pH8.0) 

(vii) 10% SDS 

SDSが 10%になるように、加出して水に溶解し、泌過滅菌した。使用11寺は

適当に希釈した。

10XL 10XM 10XH 
10XK 
(~Ï-Í8"5) I 5 X Sa1 1 

トリス塩限緩衝液(pH7.5) 100mM l∞mM  5∞mM  2∞mM  250mM 
塩イヒマグネシウム l∞mM l∞mM l∞mM  l∞mM 5白nM
びIT lOmM IOmM IOmM lOmM 5mM 
塩化ナトリウム 5∞mM 1M 875mM 
塩化カリウム 1M 

以上の緩衝液は段終的に 1Xの波皮になる ようにして、以下に示す制限酵

素に斤jいた。

10XL 

10XM 

10XH 

10XK 

5 X Sa1 1 

ApaL 1， Kpn 1， Sac 1 

Acc 1， Stu 1， Xba 1 

BstP 1， Cla 1， Pst 1， Xho 1， EcoR 1 

BamH 1， Hind 111 

Sa/I 
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(3 )沼気泳動j日試紫

(i) 50 XTAE : 2M トリス酢限緩衝液 (pH7.5)

50mM EDTA 

使用l時は最終的に 1Xの波皮になるようにした。

(ii) 10XTBE: 108 g トリス

55 g ホウ般

9. 3 g EDT A' 2 N a 

880 ml水

混合して溶解した。使用IL'fは目立終的に 1Xの濃度になるようにした。

(ii i) 電気泳動汀j色素 0.25%BPB (プロムフェノールブルー)

0.25% XC (キシレンシアノール)

25% フィコー Jレ

(iv)ホルムアミド色素 1mM  EDTA (pH8.0) 

0.25% BPB (プロムフエノールブルー)

0.25% XC (キシレンシアノール)

90% ホルムアミド

(v) 40%アクリルアミド精液:38% アクリルアミド

2% N，N'ーメチレンピスアクリルアミド

オートクレープはしない。1}J色)1.正中で冷暗所に保存した。

(vi) ゲル溶出液 500 mM  Iltコ般アンモニウム

10 mM I'fj，般マグネシウム

1 mM EDTA 

0.1% SDS (ラウリル硫酸ナ トリウム )

酢般アンモニウム、附 限マグネシウム、 EDTA(pH8.0)を混合、溶解し、

オート クレープ滅菌した後、 10% SDSを加え、最終的に上記波度になる

ようにした。
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(4 )核酸トランスファ一川l試薬

(i)アルカリ変性液 0.5 M 水般化ナトリウム

1.5 M 塩化ナトリウム

(ii)中和液 0.5 M トリス盗酸緩衝液 (pH7.5)

1.5 M 瓜イヒナトリウム

(iii) 20xSSC: 3 M 庖化ナトリウム

0.3 M クエン酸三ナ トリウム

使用時は必要に応じて適当に希釈した。

( 5 )ハイプリダイゼーション用試薬

(i) 10XMOPS緩衝液・ 0.4 M MOPS (モルフォ リノプロパンスルホン酸)

0.1 M 酢般ナトリウム

10 mM  EDTA 

水両変化ナトリウム水治液でpHを7.0に合わせた。

(ii) 20XDenhardt'si作放 4% BSA 

4% ポリピニルピロリドン

4% フイコール

(6 )培地、府養液

(i) xープロース 2.5% トリプトン

1% M:I引111，'11物

0.1% グルコース

20 111M 硫酸マグネシウム

50 mM  トリス瓜限緩衝液 (pH7.5)

(ii) SOB: 2 % トリプトン
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0.5% 防1:J::flllll'，物

10 mM 嵐化ナトリウム

2.5 mM  r.:K化カリウム

以上の組成の溶液をオートクレープにかけてからさらに 1M塩化 マグネシ

ウム/ lM 硫般マグネシウム(泌過滅菌済)を 1/100骨折lえた。

(iii) SOC 

SOBに1/100:lilの 2Mグルコース(泌過滅菌済)を加えた。

(iv)アンピシリンプレート

x -プロースに 1.5%のアガーを加えてオー トクレープにより滅菌溶解し、

約 50'Cまで冷ました後、 lハoooiltの50mgjm1アンピシリン(水溶液、オー ト

クレープはしない)を加えて混合し、素早く滅菌プレー ト (小)に適量ーを流し

込んで固まらせた。

(v) NZCYM : 1% NZアミン

0.5% 血化ナトリウム

0.5% 解可制|山物

0.1% カザミノ政

0.7% 倣敵マグネシウム ・7水和物

最終的に水酸化ナ トリウム務液でpHを7.5に合わせた。

(vi) NZプレート

NZCYMに1.5%のアガーを加えてオ ート ク レー プにより滅菌溶解し、滅菌

プレ ート (大または小)にii;li誌を流し込んで固まらせた。

(vii) ソフ トアガロース

NZCYMに0.7%のアガーロースを加えてオー トクレープにより滅菌溶解し、

約500 Cまで冷ましその7!utJ交で使ITIII.yまで保泊した。

(7 ) ファージDNA精製川]試薬
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20% PEG/SM: 20% ポリエチレングリコール (#6000)

2 M r.:Xイヒナトリウム

以上の波度になるようにSMに溶解した。

(8 )形質転換川試薬

(i) アンピシリン水治法 50 mg/ml アンピシリン(滅菌処理を施さない)

(ii) 10 x lig. buf. 100 mM  トリス塩敵緩衝液 (pH7.6)

100 mM  塩化マグネシウム

10 mM  DTT 

5 mM  ATP 

1 mg/m1 BSA 

(iii) TFB: 10 mM  MES (2- (Nーモノホリ J)エ打川約敵)カリウム緩衝液

(pH6.3) 

100 mM 血化ルピジウム

45 mM  Y.:Iイtマンカ・ン

10 mM  r.:Iイヒカ lレシウム

3 mM  ij;[ィヒヘキサアンミンコバルト (m)

以上の波j支になるように減]!ti水に溶解し、協過滅菌後、冷If[fJiJrに保存した。

(iv) DTT・2.25 M DTT 

40 mM  m，酸カリウム緩衝液 (pH6.0)

滅菌済みの溶液を混令して作った。

(9 )プラスミド DNANJ製川試薬

(i) リゾチーム溶解放 50 mM グルコース

10 mM  EDTA 

25 mM  トリス塩限緩衝液 (pH8.0)
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(ii)アルカリ SOS的被 0.2 M 水般化ナトリウム

1% SOS 

(iii) 20 % PEG / NaCI 20% ポリエチレングリコール (#6000)

2.5 M 塩化ナトリウム

(10) DNA、RNA抗1I日i用試薬

TE/SDS: 10 mMトリス塩酸緩衝液 (pH7.4)

5 mM EOTA 

1% SOS 

2 -2 方法

2 -2一l 核被治液の政指Ii (エタノール沈澱、イソプロパノール沈澱)

核F震を含む溶液に、 1/10lD:の3M酢酸ナトリウム緩衝液 (pH5.3)、及び2-3

倍丑のエタノールを加えてエタノールむ(:澱を行った。または、 1/20量の 3M酢

酸ナトリウム緩衝液 (pH5.3)、及び0.6倍長のイソプロパノールを加えてイソ

プロパノール沈澱を行った。核般の沈澱は-80'Cで 15分以上静置した後、 0'C、

15000rpmで10-15分 1m遠心して集めてから、説:澱を75%エタノールで洗い、

減圧下乾固させた。 l忌後にこの沈澱をigiEの水またはTE(pH8.0)に溶解した。

2 -2 -2 フェノール・クロロホルム拘1I出、フェノール羽1I出、クロロホル

ム1111出

この操作は、核般を合む消波の除蛋白質に川いた。

核酸を含む溶液に4f;i訟のフェノー Jレ・クロロホ Jレム浴液、フェノール溶液、

またはクロロホルムを加え、 一1-'分に撹作した後、室j鼠で3000-15000rpm、1-

5分I/lJ遠心し、その水1Mを|円|収した。この操作は、必要に応じて複数回繰り返
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した。

2-2-3 ショート・カラム・クロマトグラフィー

直径0.5cm、長さ 12cmのシリコンコートしたパスツールピペットに、シリコ

ンコートしたグラスウールを詰め、これにセフアデックスG-50を充填してVt

= 2.4m1のカラムをつ くり、 TE (pH8.0) で2-3回洗い、試料を載せ、 TE

(pH8.0)で溶出し、 6i尚(約 140μ1)ずつ分画した。

2 -2 -4 DNAの屯気泳切J

( 1 )アガロースゲル屯気泳動

アガロースゲルは0.5mg/mlのエチジウムブロマイドを含む 1XTAEに0.6-

1.0%となるようにアガロースを加え、加熱溶解して作製した。検出は トラン

スイルミネーターをJfJいて、紫外線照射により行い、ポラロイドフィルムに記

録した。

(2 )ポリアクリルアミドゲルfE気泳動

(i) 非変性ゲル

表に示した組成の液を混合し、これを、組み立てたゲJレ作製用ガラス板に

流し込み、しばらく政世してゲル化させた。泳動試料には 1/10盆の電気泳動用

色素を加え、 1XTBE 小、 180-200V定電圧(約 10V/cm) で泳部Jした。検出は

O.5mg/mlエチジウム プロマイド溶液で染色後、アガ ロースグルと同様に検出・

解析した。

( ii ) 変性ゲル(t:x1~配列決定JfJ)

表に示した組成の液を溶解して I0分IlU脱 気し、 50μlの

TEMED(N，N，N' ，N'ーテトラメチルエチレンジアミン)を加|え、直ちに組み立て



F 

ておいたシークエンスmガラス板に流し込みゲル化させた。I永1liIJはパーキンエ

jレマージャパンアプライドノTイオシステムズのDNAシークエンサ -373Aを用

いて行った。泳動後、シークエンサーの解析プログラムによって配列を検出解

析した。

DNA電気泳動川のポリアクリルアミドゲルの組成

非変性グル 変性ゲル
4% 

IOXTBE 2.5ml 5.0ml 

40%ポリアクリルアミド溶液 2.5ml 

アクリルアミド溶液 9.5ml 

ピスアクリルアミド溶液 7.5ml 

尿素 25g 

純水 19.8ml 9.0ml 

10%過硫般アンモニウム済液 O.2ml O.25ml 

TEMED 50μl 50μl 

2 -2ー 5 DNA断片のゲルからの回収

( 1 )アクリルアミドグルからの回収

アクリルアミドゲルでfE気泳動後、 トランスイルミネーターの上で目的のパ

ンドを切り取り、シリコンコートしたガラス遠心管 (COREX15ml)に入れ、

滅菌ガラス僚で十分にホモジネートした。これに 1.5mlのゲル溶山液を加え、

37'(; で 6時間以仁-W 711l~した後、室 jIli 、 15000 r pm で 1 5分間違心し、上m をとって

0.22μmのフィルターを自然務下させた。沈澱にさらに Imlのゲlレ溶出液を加

え、よく批判:してから fl}び迷心し、上初はフィルターを通して先の上清と合わ

せ、これに2mlのイソプロパノールを加えてイソプロパノール沈澱をした後、

0.3mlの0.3MI'ii:限ナ トリウム緩衝液 (pH5.3) に溶解し、 1.5 mlチュープに移

してから、フェノール・クロロホルム村lU'，し、 エタノール沈澱により DNAを

回収して 75%エタノールで洗い、減圧乾悶させ、最終的に 30-40μlの水に溶
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解し、アガロースゲル;江主aノ，klfU)によって:r@認 を行った。

(2) DNA断)'，-のアガロースゲルからの回収

アガロースグルで沼会L泳[(})後、 トランスイルミネーター (波長:354nm)

の上で目的のバンドを切り取り、エツペンドルフチュープに入れ、フェノール・

クロロホルム JllrlJ¥し、エタノール沈殿で回収した DNAを&終的に30μlの水ま

たはTE(8.0)にi容が1した。

2 - 2 - 6 キャリアー DNA (大腸菌DNA)の作成

2.51 のc-培地に大腸 l:tiMM294を接程し、 37"Cでーi民振殺培養した。翌日、

8000rpm、4"Cで10分 r/'d遠心する事によって集菌し沈殿を 10m1のTEに懸濁した。

これをソニファイアーで5分1/'，1ほど超音波破砕し、再び 12000rpm、4"Cで 10分

間遠心した。 この上山に 10%SDSをlμl、PrOI巴Inas巴 Kをlμ1jJnえ 50"cで30分

処理した。その後47ーはのフェノ ール・クロロホルム溶液で抽出し、水層をイソ

プロパノール沈殿後、 10m1のTEに浴解した。これに0.2mgのRNaseAを加え、

37 "cで30分保114し、フェノール・クロロホルム抽出を 3回行い、エタノール沈

殿をした。 i沈殿は70%エタノールで洗浄後乾回し、段終的に 10mg/m1になるよ

うにTE(8.0)にi容解した。

2 - 2 - 7 DNAの抗日故(ランダムプライミングによる DNA断片の標識)

DNAO.5μgに水 を加えて 28μ lにし、 95"cで5分間の加熱処理後、氷水中に

て急冷し、室1!日Lに戻してからランダムプライマ -5μl、5Xバッファー 10μ1(い

ずれも Amershamtl:DNAラベリングキット) 、 [α_32p]dCTP 5μ1(1.85MBq) 

を加え、 K1enow fragm巴n! 2μlを加えて37'Cで30分、または室混で21時間以上

反応させた。反応後 lμlの0.5MEDT A(pH 8.0)を加え反応を停止させ、

0.2%SDS / TEを50μ l、10μgのキャリアー DNA(大l助iiDNA) を加えてセフ
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アデックス G-50ショートカラムクロマトグラフィーを通して絞殺されたDNA

を未反応基質と分けて阿収した。

2-2-8 プロープの作成

トウモロコシシスタチン cDNAを2-2-7の方法で標識して使用した。

2 -2 -9 プラークハイプリダイゼーション

( 1 )プラークリフティング

プラークの生じたプレートの上に、丸型のナイロンフィルターを密着させ

た。フィルターとプレートには針で穴を開けて位置をマークした後で、静かに

ピンセットでフィルターを剥がし、平らな机の上でアルカリ変性液の上にのせ、

5分/lU静置した。次に、小平日液の上にフィル ターをのせ中和させた。 もう一度

中和液上に5分間釆せた後、最後に2XSSC上に5分間のせた。フィルターはペ

ーパータオルの上で水分を除き、 800 Cで完全に乾燥させた後紫外線をプラー

クが付着した面に0分r:日照射して DNAを固定した。

(2 )プレハイプリダイゼーション

Am巴rsham社の Rapidhybridization buffer (以下ハイプリダイゼーションパ

ツファーと略す) Iml当たりそれぞれ100μgのキャリアーDNAとサケ精子DNA

を、約2倍孟:の水とともに沸騰水'1'で 10分間加熱した後、氷水中で急冷した。

室温に戻してからハイプリダイゼーションバッファーを加えてよく混合し、予

洗液 (3x SSC/O. 1 %SDS) rl'で洗 ったフィルターとともにポリバッグにシ ール

しスクリーニング時と 1"1じ111ll皮で30分以上保氾した。プレハイプリダイゼーシ

ヨン後、ポリバッグからフィルターをとりだし、ペーパータオル上で軽く水分

を拭とり、ハイプリダイゼーションに供した。
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( 3 )ハイプリダイゼーション

ハイプリダイゼーシヨンバッフ 7 ー1m1当たりそれぞれ100μgのキャリア

ーDNAとサケ精子DNAに、約 100万cpm/m1となるようにプロープDNAを加え、

これに約2倍量の水を加えて沸脱水中で 10分間加熱した後、氷水中で急冷した。

室温に戻してからハイプリダイゼーションバッファーを加えてよく混合し、プ

レハイプリダイゼーションft:のフィルターとともにポリノてッグにシールした。

反応1日l度は(1 )のプレハイプリダイゼーションと問機で、反応H寺聞を 11時間

以上とした。

(4 )洗浄

フィルターはまず2x S S C/O. 1 % S DS中、室温で2回洗浄した後、スクリー

ニング時のファージDNAのサザン解析は 55'c、 2XSSC/0.1%SDSの条件で、

ゲノミックサザン分析では65'C、 0.1X SSC/O. 1 %SDSの条件で、それぞれ1-2

回洗浄した。

(5 )オートラジオグラフィー

洗除後フィ jレターを風乾し、 Whatman3MMろ紙に J!占り付け、J:ly感用スク

リーン (DupontLightening Plus)をJIlいて-80'CでX線フィルム(フジフィル

ム社)に、または室114でイメージ ングプレートに露光させた。

2-2-10 サザン分析

( 1 )プロッティング(核般の4!，i;写)

制限酵素消化したDNAを0.7%アガロース (SEAIくEM MEアガロースを使
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則)ゲル電気泳動した後、ゲルをアルカリ変性液に反し、室1Liで30分間ゆっく

り振とうしてDNAを変性させ、次にゲルを中和液に移して30分nu振とうし、

中和液を替えてさらに30分 11¥1娠とうしてから、最後に2XSSCに浸して 15分間

振とうした。ラップを放いた平らな台の上にゲルを載せ、ゲルの上に前もって

2 X SS Cに浸しておいたナイロンフィルタ一、その上に2x SSCに浸した

Whatman 3MMろ紙、乾いたろ紙、乾いたペーパータオル (2-3cm分)を)1頃に

載せ、さらに平らなガラス板と約 1kgの重しを重ね、室温で6時間以上放置し

てDNAをフィルターに転写した。フィルター上にポールベンでゲルのスロッ

トの位置をマークしてからフィルターを剥がし、 2XSSCに浸して素早く洗冷

した後、ペーパータオルでよく水分を拭き取り、 80'Cで 30分以上焼き付け、

さらにフィルターのDNAを4去写した面にトランスイルミネーターで紫外線を

照射して、 DNAをフィルター上に 1i'!J定した。

( 2 )プレハイプリダイゼーション

2 -2 -9一 (2)と同様におこなった。

(3 )ハイプリダイゼーション

2 -2 -9一 (3)と同級におこなった。

(4 )洗ゆ

2 -2 -9一(4 )と同級におこなった。

(5 )オートラジオグラフィー

2 -2 -9一 (5)と同f，)iにおこなった。

2 -2ー 11 サブクローニング
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(1) pUC18ベクターの調製

lμgのプラスミドベクター (pUCI8) を過剰丑の適当な制限醇素を用い

て100μlスケールで完全消化した後、その反応液に lμlの1Mトリス迩酸緩衝

液 (pH8.5)と lμlのBAPを加えて、さらに 37'cで1時間保温し、切断末端の

リン酸残基をはずした。フェノール・クロロホルム抽出を2回行った後、エタ

ノール沈澱をして、最終的に30μ lの水に溶解した。

(2 )インサート DNAの訓製

DNAの制|彼自手索消化産物やアクリルアミドゲルから回収したDNA断片を

約10ng/μ lとなるように水で溶解した。

(3 )述結反応

インサート DNA約30ngを、 pUC18ベクタ ー約 10ngと10Xlig.buf.2μ!とと

もに混合し、水で総立を20μlにして氷上にて数分間冷却後、lμlのT4 DNAリ

ガーゼを加え、 14'cで6時間以上述結反応を行った。

(4 )形質転換

( i)コンピテント*111胞の訓製

大腸菌MM294(またはJM109)をSOBで一晩培養し、そ の培養液4μlをオ

ー トクレーブ滅菌した 300mlの三角フラス コ中の30mlのSOBに柏え継ぎ、

A550の濁度が0.3-0.4になるまで約3-4時間、 37'Cで振 とう培養 した。培養

後、フ アルコン2070チューブに移して氷中で10分間冷却 し、 4'C、2000gで5分

間遠心し て集菌した。 10mlのTFBに懸濁し、再度 、氷中で10分間冷却後、遠

心し て集菌し、 2.4mlのTFBに懸濁した。これに84μlのDMSO(ジメチルスル

ホキシ ド)を加え、氷 1:1:1で5分間放置した後、2.25MDTTを84μl加えて氷中 で
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10分間放置し、さらに84μlのOMSOを加えて氷中で5分/1日放置した。 これをコ

ンピテント納JJ胞とした。

(ii)形質転換

フアルコン2059チュープにコンピテント細胞210μlを取り、 (3)で調製し

たプラスミドONAを全ii]:1JfIえ、氷qlに30分間放芭した後、 42"Cの湯浴中で80

秒間の熱ショックを与えて氷中に戻した。これに0.8mlのSOCを加え、 37"Cで

1 時間振とう培養した後、遠心 (4"C、 2000g、5分)により集菌し、アンピシ

リンプレートに塗り付けた。プレートは37"Cで一晩保協してコロニーを生じさ

せた。

2 -2ー 12 プラスミドONAの調製

( 1 )小スケール

プラスミドを含む大腸菌のコロニーを50μgのアンピシリンを含む x-プロ

ース 1ml中に植え、 37"Cで4時間振とう府養した。 15000rpmで10秒間違心して

集菌し、これを 5mg/mlのリゾチームを含むリゾチーム溶液80μlでf怒濁し、氷

上に 15分間放置した。次にアルカリ SOS溶液200μlを加えて転倒混和し、氷上

で5分間欣置した後、 3MI'ii:般ナトリウム緩衝液 (pH5.3) 150μlを加えて撹枠

し、氷上に 15分!i'，J1次世した。 0"C、 15000rpmで5分 間違心して蜜白を除去した

上mをフェノール・クロロホルム布IIIlJ後、エタノール沈澱した。沈澱を200μl

のTE(pH8.0)で溶解し、 lμgのRNaseAを加えて37"Cで10分間保温した。フ

エノール・クロロホルム抗1111¥後、エタノー jレ沈澱して得られた沈澱を40μlの

水に i削押し、うち、|ilJiをHjlj~.hl防素で反応し、アガロース電気泳動で目的の

DNA断片が挿入されていることを確認した。

(2 )大スケール
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プラスミドを合む大腸閣のコロニーを50μg/mlのアンピシリンを含む x-

プロース 30ml'1'に組え、 37'Cでーi晩振とう上音養した後、 4'C、2000gで10分間

遠心し、菌体を 10mg/mlのリゾチームを合むリゾチーム溶液800μlで懸濁し、

ガラス遠心管 (COREX15ml) に移して氷中に 15分以上放置した。次にアルカ

リSDS溶液2mlを加えて転倒混和し、氷上で5分間1次世した後、 3M酢酸ナトリ

ウム緩衝液 (pH5.3) 1.5mlを加えて批判Zし、氷上に 15分間放置した。 0'C、

15000rpmで15分間遠心してタンパクを除去した上mをフェノール・クロロホ

ルム如1iJ:l後、 2.7mlのイソプロパノールを加えてイソプロパノール沈澱を行っ

た。遠心で集めた沈澱を減圧下で乾回した後、 400μlのTE(pH8.0)で溶解し、

エツペンドルフチュープに移してから 10μEのRNas巴Aを加えて37'Cで30分間

保温した。フェノール・クロロホルム 4111出を3回行ってRNaseAを除いた後、水

層をエーテ Jレ抽出してフェノールを除去し、 200μ lの20%PEG/NaCIを加え

てよく混合し、氷中に 45分以上1次世した。0'C、 15000rpmで15分間違心して

DNAを回収し、 75%エタノールで沈澱をよく洗ってから、減圧下で乾図し、最

終的に80μ lの水に治解した。

2 -2ー 13 .t:匡 J，~配列の決定

Taq DyeDeoxy ™ Terminator Cycl巴 SequencingKit (パーキンエルマージャパ

ンバイオシステム社)をJTJいた方法

大スケールで制製したプラスミドDNA1μgをプロトコールに従ぃ、反応

させた。泳動JTJ'fuAはTaqDy巴Deoxy法(パーキンエルマージャパンバイオシス

テム社)用電気泳動色素を)IJいた。

2-2-14 大脳出Iでの発現

発現プラスミドとしてpCC37を、宿主にはE.coli YA21を用いて発現させた
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タンパク質は第 l節と同級に、 SephadexG-50、Shim-packPA-DEAEイオン交

換 -HPLC及びCapcellPak C8・逆府 HPLCで桁製した。

2-2-15 KJH作所性の測定

CC-Iと同級の刀法でパパイン、カテプシン (B、HおよびL) に対する阻

害活性を測定した。
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3 結果

3 -1 クローニングとシークエンス

上言己ライプラリーより CC-1cDNAをプロープにしてスクリーニングを

行い、数種のクローンを得た。入gt10プライマーを用いてPCRを行い、 pUC18

にサプクローンし、 f~t られた 911司のクローンのシークエンスを調べたところ

Fig.8に示す様に4つのグループに分けることができた o isoform 1と2および3

と4は、各々類似していた。これらのうちisoform 1と2はCC - 1に類似して

おり、このことから CC-1タイプと新しいトウモロコシシスタチンタイプで

ある CCー 11各々2つに大別することができた。 CC-1とCC -1 1の塩

基配列及びそれらの批定アミノ限配列を比べたところ Fig.9に示す結果を得た。

c C -1 1は CC-1と17アミノ般だけ異なっており、 CC-1の21番目の

アミノ酸であるアラニンが欠如していた。またシグナル配列に続く 21番目のア

ミノ酸から 41待 自のアミノ限までの問のアミノ酸の相向性は低<52%であった

が、中央部と C末端部分の羽1向性は非常に高かった。

3 -2 阻害活性

秘々のプロテイナーゼすなわち、パパイン、カテプシン (8、Hおよひ"L) に

対する阻害活性を訓べた (Tabl巴 2) ところ、両シスタチンは、パパイン、カ

テプシンHおよびしに対しては強い阻害物質であるが、カテプシン Bに対しては

弱い阻害物質であった。カテプシンしに対する CC -1及びCC -1 1の阻害

活性を比較すると CC -1 1のKiは2桁低いことが判明した。
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4 考察

大腸]II巾に発JJ1させた CC-IIのタンパク質を精製し極々のCPに対する

阻害活性を測定し CC-Iと比 f佼したところ、パパイン、カテプシンH及びL

に対しては向い 1511:;1;.i1itll:を示し、カテプシン Bに対しては比較的低い阻害活性

を示した。 CPの机まnに対する s11:8活性の{頃向はm似しているが、カテプシン

Lについてみると、 CC -I IのKd也(l. 1 X 1 0-1 0 M) は CC -IのKi値

(1. 7x 10-8 M) よりもかなり小さいと言える。これは成熟タンパク質のN末端

領域のアミノ限配列がYEなっていることに帰因するのかもしれない。よって C

C -I Iの方がCC-Iと比べてより強いインヒピターであると考えられる。

CC-I及びCC -I Iは、シグナルペプチド領域を欠いた裕解タンパク質と

して発現させてはいるが、イネ初子11"に存在するオリザシスタチンと溶解タン

パク質として発現させたタンパク質とのKi値問には、はっきりとした差が見ら

れないことから問題はないと考えられる。しかしながら、これらの事柄を明確

にする為に今後の課題としてトウモロコシ種子からシスタチンを分離、精製し

アミノ酸配列を明らかにすると共に阻害活性を測定することが必要である。

55 



[isoform1]MRKHRIVSLVAALLVLLALAAVSSTRSTQKESVADNAGMLAGGIKDVPANENDLQL 

[i so f 0 rm 2]・.................. ...... .. A・・・.A・・・・・

[isoform3]・..........・・・ l・・・ ・・ー・ .. N. NA・ED.M・・・T・T.V. • • Q・・・ E.• • • • H. 

[isoform4] ・・A・l・・・・・ー・・.N. NA・ED.M. • • T・T.V. • • Q・・・E・・・・・H・

[isoform1]QELARFAVNEHNQKANALLGFEKLVKAKTQVVAGTMYYLTIEVKDGEVKKLYEAKV 
[isoform2]・.. . • . • . • . • • K. • • • • • • • D・.....• 
[isofo rm3]・.. . . . . . D. • • K・・・・・・・・... 

[isoform4]・・・・・・・・0・・.K. • • • • • • • • • • 

[i sofo rm 1] WEKPWEN FKQLQ EFKPVEEG ASA*:λZC7，'¥ ZC8，'¥ ZC10，'¥ ZC21，ZC105 

[isoform2] : ，¥ ZC5 

[isoform3]・・・.. . K・・E・・・・・・・・・・・・・ ，¥ ZC 15 

[isoform4]・・・・.. K. • E・・・・・・・・・・ p・・ '¥ZCll， '¥ZC37 

日g.8 Amino acid sequences of the isolated clones encording cystatins 
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C C -1: -G CAAA ACTA ̂  G TT AC AG AA T A A G G A G C T G C TT C G G AA C ATG C CA G A G C A T G CA CC C T CG 

CC-II: A" ー.. . G. • . • . • . • •• . • • CA' C・.CC・・ ・ T' • • C・・・・ .T....T.

CC-I: CGTAATTTCATAAAATCACA 

CC-II: T・・ ・・・・・ 田・・・.G. CT・・・

Fig.9 Comparison of corn cystatin I and 11 (CC-I and CC-II) for 

nucleotide and deduced amino acid sequences 
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Tabl巴2 Inhibition 01 cysteine proteinases by corn cystatin 1 and 11 

(CC-I and CC-II) 

Ki (M) 

Cystatin 

Papain Cathepsin B Cathepsin H Cathcpsin L 

CC-I 3.7xlO" 2.9 x 10" 5.7 x 10" 1.7x10" 

CC-II 6.6x 10" 1.3 x 10" 1.1 x 10" 1.1x10・s・
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第 4節 トウモロコ シ シスタチンの遺伝子解析

1 ~名 言

今まで述べてきたように、 トウモロコシ種子中には多極のシスタチンが存在し、

それらの一次1'111:i1fの相/f;J↑ノ1:から2つのタイプに分けられることを示した。それ

ぞれのシスタチン Iおよびシスタチン 11 (Abe et a!，1992， 1995) はいずれ

もシグナル配列を有し、オリザシスタチンとは異なっていた。 また、 mRNA

の発現総式にも特徴が見 られた。IJfJ花後I)g[目まではわずかに発現しているが2

週日に急激に強く発現し完熟 II.~ま で続 い ている 。 これはオリザシスタチン I が

2週自に特異的に発現し I)g[口及び完熟時には全く発現しないこと、およびオリ

ザシスタチン 11が1)gl/lに急激に発現しその後完熟l時まで弱いながら発現し

続けるのとも異なっていた。そこで、 トウモロコシシスタチンの特性、機能を

解明する目的で遺伝子の解析を試みた。
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2 材料およびか法

2 - 1 材料

CLONTECH Laboratories 行製(第二業生成期の前植物体より作製したゲノ

ムライブラ リー)を使mした。

ゲノ ミックサザン分析IIJの経子は「甲州J、爆裂種の一種、 「ゴーデンク ロ

スパンタムJを用いた。

2 -2 方法

2 -2 - 1 クローニングとシークエンス

第 3節と同様に行った。

2 -2 -2 ゲノミックサザン分析

上記各々の穂子より.;;~.r.去により DNAを抽出し CC-IおよびCC-IIを

プロー プにしサザン分析を行った(ハイプリダイゼーシヨン 600 C、洗浄

O.IXSSC/O.l%SDS)。
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3 結果

3 -1 スクリーニング

トウモロコシ干E子のゲノムライブラリーよりトウモロコシシスタチン cDN

Aをプロープにしてスクリーニングを行い、約250万プラークから得られた陽

性クローンを pUC18にサプクローニングし、 l磁のシスタチン逃伝子を得た。

3 -2 制限隊素地関の作成

得られたシスタチン泣伝子 gCC-42を各種の制限醇素で処理し、その断

片の長さから制限M京地図を作成した (Fig.10)。これを基に矢印で示した向

きと範囲の塩基配列を訓べた。

3 -3 塩基配列と舵定アミノ限配列

シスタチン遺伝子 gCC-42の全塩基配列とその推定アミノ酸配列を

Fig.11に示した。全長約2.2kbpで、開始メチオニンから 70番目のアミノ酸Ala

と71帯自のアミノ酸AsnのI/IJに882bpの第lイントロン、および134番目のアミ

ノ酸Alaの後の終止コドンの直後に 162bpの第2イントロンが押入されており、

3つのエキソンが2つのイントロンにより分断されていた。 5'上流域は、開始

コドン ATGから 262bp仁流に TA T A box385bp上流に CA A T boxが存在し

ていた。 3' 側は~!.ï;写:kH，';イ言号である TTTT 、 TCCT およびポリ A シグナ

ルである AATAGAカ苦手Fイ工していた。

3 -4 トウモロコシシスタチン ili伝子とイネ種子シスタチン遺伝子との比
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較

ト ウ モ ロ コシシスタチン泣伝子 gCC-42の構造を模式的に示した

(Fig.12) 。黒く塗りつぶしたところはコード領域、 ii三の許11分はイントロンを

示している。これをイネ砲子の泣伝子であるオリザシスタチン Iおよびオリザ

シスタチン 11 j立伝子と比較した (Fig.13) 。トウモロコシシスタチンは、ォ

リザシスタチン Iおよび 11と異なりシグナル配列を持っている為N末端から

すべてのシスタチンに共通な N末端近傍のグリシン (G) までが41残基と長く

なっていた 。第1イントロンはオリザシスタチン Iおよび 11と同じくアラニ

ン (A) とアスパラギン (N)との問に挿入されており、オリザシスタチン I

の336bp、オリザシスタチン 11の408bpの2倍以上の822bpであった。これら

に統くエキソンのサイズは3程!とも同じであった。第2イントロンはいずれも終

止コドンの直後に存在し、サイズはオリザシスタチン 11とほぼ同様に短〈

162bpであった。 このように、 トウモロコシシスタチン泣イ云子はイントロンの

数、分断のされ方がオリザシスタチンに非常によく似ていた。5・上流域につ

いてもオリザシスタチンと比絞するために、 トウモロコシシスタチンとオリザ

シスタチン Iおよび 11についてHarrplotを行った (Fig.14) 。すなわち、横

軸にトウモロコシシスタチン TA T A box 、 CA Tbox近辺、縦取"にオリザシ

スタチ I及び 11のTA T A box 、 CA T box 近辺をとったところ5.上流域に

ついてはコード領域とはwなり、 fll向性が低いことがわかった。

3 -5 トウモロコシシスタチン cD N A (トウモロコシシスタチン I及び

1 1 ) とシスタチン逃伝子とのよじ1校

トウモロコシシスタチン Iおよび 11とgCC-42のアミノ取を比較した

ところ、 CC -1とは 13アミノ般、 CC -1 1とは3アミノ酸だけ異なってお
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りこのlfi伝子から JW定されるシスタチンは CC-1とCC-11の両方によく

類似しているものの、 11のタイプにより近いことが判明した (Fig.15)。

3 -6 グノミックサザン分析

lはCC-1cDNAをプロープに、 2はCC-11cDNAをプロープに

してゲノミックサザン分析を行った結果Fig.16に示すように数本のバンドが見

られた。トウモロコシ種子としては、 2-1に示した 3種類の種子を用いた。

Fig.7に示すように各々のプロープを用いて高いストリンジェントな条件でハ

イプリダイゼーション (600 C) および洗浄 (O.lXSSC/O.lSDS 600 C) を行

ってもバンドは数本凡られCC-1およびCC-11に対する、あるいは非常

によく似た遺伝子が彼数例存復することが推定された。
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4考察

トウモロコシのゲノム ライブラリーより、 トウモロコシシスタチン cDNA

をプロープにスクリーニングを行い、得られた陽性クローンを解析してオリザ

シスタチン I及び IIと比較したところイントロンの数、押入のされ方、分断

のされ方が非常によく似ていた。 これは、従来の3つのファミリーから成って

いるシスタチンスーパーファミリーのどれとも異なっており、当研究室の阿部

等が提唱しているフ 7 ミリー 4に属すると 言 える。すなわち、植物シスタチン

が動物シスタチンと ~P\~ を5'~にするという実例を 一つ追加したことになる 。 し

かしながら、 5' 上流減について見るとその相向性の低さ、 トウモロコシシス

タチンがシグナル配列を平1ーすることなど，m造的に異なっていることがわかった。

又、 cD N A!iif.析、ゲノミックサザン分析等の結果からトウモロコシ種子中に

は、類似したシスタチン:ift伝子が複数個存在し、シスタチンマルチジーンファ

ミリーを形成していることが抗定された。
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l∞bp 
L.J 

Hc 55 5m N PP 55 HaHd PEHa F 

Hc: Hi.即日 Ss: SspI Sm: Sma 1 N: Nco 1 

P: Pst 1 Ha: Hae II Hd: Hind III E: EcoR 1 

F: Fba 1 

Fig. 10 Restriction map of gCC-42 
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CCAGGCGGTACAAAGTCAACGATCACATACATGGCGGTGGAAAATTCTGTACATACGTTT -541 

CCTTGGGTGCAACAGTTGCGCATTGATCGACGACTAGTACCTCCTCCGTGATAGACGCGA -481 

GCAACCTATATGCACATGGAGCCATCCTTACACGCTAAATTGGAGCAACTTCACGTATTT -421 

TCTATAAA叩にATGCTAAATTAATAAATTTA~GTAATAACATAAGTAGTAACCAT -361 

AATTTATTTCTCTCTCTAATAATTTATTATAGTACGTCCTTCGTTTTTTATTTGTTTCCA -301 

AATCAACTAAAGAGCGACAAATATTTTAAAACQfATAAAITAAATAATTGGGAACTTGGAC -241 

TATTTTTAACCGACCTAGCATATTTTAACTGTTTCTTTTCTCTATCTCTTATCATTTTCT -181 

CACCTGAAAAAGTTCGCAGCTTCACCGAACGAAAATGTCCTGTCGTTCCCTTTCCAACCC -121 

CGTCTCCGTCTCCGCCCGCCACAACAATATCGCATTGACAGATCGTTCATCGTAGCCTCC -61 

TCCAGTCGTCTCCCGGGATCTTCTCCGGCTATAAATTTCCGCCCCAATTCCCCAATCCAG -1 

ATGCGCAAACATCGAATCGTCTCGCTCGTGGCTGCCCTGCTCATACTGCTTGCCCTCGCC 60 

MRKHRIVSLVAALLILLALA  

GTATCGTCCACCCGCAACGCACAGGAGGATTCCATGGCCGACAACACCGGGACGTTGGCG 120 

V S S T R N A Q E D S M A D N T G T L A 

GGCGGCATCAAGGACGTGCCGGGGAACGAGAACGACCTTCACCTCCAGGAACTCGCCCGC 180 

GGIKDVPGNENDLHLQELAR  

TTCGCCGTCGATGAGCACAACAAGAAGGCCgtaagccctcaaccccctttggctgtttgc 240 

FAVDEHNKKA  

taccccttctctgtgacgtgcccgtgttctgctggcattgagatccgtctgcagttacct 300 

cccctgcagttgggtcactgatgtgtggccccggccatggcatcgagcatttgcgataca 360 

gacacaaacaaacgaaaaatttgctattttagcctttttaacgtgggctaaatactatta 420 

tgtgaccctctgtctatgatttatgggaccatctgtgtctatgatttgtgggcctgggtc 480 

taaaatagagaagttcacaactgagagtgataaaatagcaaattccccacaaacaaagat 540 

ggctcagtatgtaatctaggctgaagatttctgcggcacattgaatttcatattgtcgct 600 

tggattacgagtaatcacgtatcaccacccaagaggtcacctgagccattgaccagcagt 660 

actaatattgaactttgaagcctagtcagatcagatattaataaattcgatgtttヒatgg 720 

atagtgatactcggtagaggtaaagaaatagaggtggttcaagatttaccactatcgtta 780 

tgcaatcacaaaacaaatggtactaatttattgtttgtatggaataattggtatcttgca 840 

actcagaatgttgattgattagtcagatctactgtgtgctaactcagaatgttgattgat 900 

tagtcagatctattgttttatgataatgatactcggtagaggtaaagaaatagagatcta 960 

tgctaatgttttggtccacggcaaatacgaaattttggattgcaaataaccttctgcgtt 1020 

ggcgctgtgcagAATGCTCTTCTGGGGTTCGAGAAGCTTGTGAAGGCCAAGACACAAGTG 1080 

N A L L G F E K L V K A K T Q V 

GTTGCTGGCACGATGTACTATCTCACTATTGAAGTGAAGGATGGCGAAGTGAAGAAGCTC 1140 

VAGTMYYLTIEVKDGEVKKL  

TACGAAGCTAAGGTCTGGGAGAAGCCATGGGAGAACTTCAAGGAGCTGCAGGAATTCAAG 1200 

YEAKVWEKPWENFKELQEFK  

CCTGTTGAAGAGGGTGCTAGCGCCTAAGgtagatttgtgcatgttttacatactatctgg 1260 

PVEEGASA*  

Cccagttctgttctgttcattgctgaacgatgcatcttccagtccttttgtattaggttt 1320 

ttagctgttcaacagtcgttgggagagttttatcttacatggtacattgatcaaaatcta 1380 

ccaattgcagGATCTCTCCTTCTCCATGTGCGAGCCTGAAGCTCAAAGCAAAGTTGCAGA 1440 

ATAAGGAGCCACCTCCCAACATGCTAGACCATGCTCCCTTGTGTAATTTCATAAGACTAC 1500 

AACCCIIIIAGGGCTTGTCC豆~TTGGTGTCTGTGTCTTAAGGGAATTGAGGGTGATTAAA 1560 

TTT工♀♀エTCエエエ:I..ACA邑~GGGGll工IAATCCACTCCAAA 1604 

Fig. 11 Nucleotide and deduced amino acid sequences 01 
the DNA Iragment encoding corn cystatin 
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官CC-42
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Protein 
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Fig. 12 Gene structure 01 corn cystatin 
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41 ，u 71 85 89 115 134 

Corn cystatin ~ Al - 一----IN QVV刈 PW A 
GG 

Jmron J (822bp) 

1 5 38 39 53 57 。ryzacystatinI N QVVAG PW 

lnlron 1 (336bp) 

Oryzacystatin " l M GG Al ---------|4N45Q8VVG6G 2A89W  10A 7 

1n町、川崎8bp)

Fig. 13 Comparison of the gene structures of corn cystatin and 
oryzacystatins 
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Fig. 15 Comparison 01 the amino acid sequences 01 corn cystatins 
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flint corn 
(Koushu) 

pop corn sweet corn 

1 2 

-6.4kbp 

-2.0 

-0.6 

I:CC-I 
2: CC-Il 

(Golden cross bantum) 

1 2 1 2 

亀iK一6.4kbp 司 -6.4kbp 

-2.0 晶 一-2.0_. . 

-0.6 -0.6 

Fig. 16 Genomic Southern analyses of CC-I and CC-II 
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第 2章 トウモロコシ手重子システインプロテイナ

ーゼに関する分子生物学的研究

第 l節 トウモロコシシステインプロテイナーゼの cDNAクロ

ーニング

l 紡言

前f，'iでトウモロコシ利子'1'にシスタチンが存在することを明らかにした。し

かも複数種確認された。そこでトウモロコシ種子中にはこれらシスタチンの標

的となるシステインプロテイナーゼ (Cp)が存在することが考えられる。こ

れらの CP は、 lr-j'~長タンパク質の純子主主熱過程でのプロセッシングや発芽過程

でのプロテオリシス、その他に関与していると推定される 。事実、 Abe et al 

(1977)は発芽11寺のトウモロコシ種子から CPを単離し、防素レベルでの特

性を検討した。本研究を始めた 当時は、遺伝子レベルでの解明は殆どなされて

いなかったが、最近になって CPのl磁の 一次構造が部分的に明らかにされた

(EveraJdo et al， 1994)。 しかしながら現時点ではトウモロコシ CPについて

のま目見は少なく、その一次fIIj.jむを IYJらかにすることを第ーの目的として cDN

Aクローニングを行 った。

72 



2 材料および)J法

2 - 1 材科

トウモロコシ種子はデント砲の一極「中川、IJを川いた。

2 -2 方法

2 -2ー 1 cDNAラプラリーの作製

( 1 ) トウモロコ 、ン胞子のづE労二

トウモロコシ種子 を水に反抗したパーミユキーライト上に掃き、 260 Cの

l暗所にtl!いて l、 3、 5、 7日日後に約25粒づっ採取し、芽および線を除去し

ファルコン2070に入れ使m1I;f迄-800 Cで凍結保存した。

(2) RNAの拘11出

-80
0 

Cで凍結した上記トウモロコシ種子をドライアイスの小片と共にプ

レンダーで粉砕して、フアルコン2070に移し -800 C中に一晩置きドライアイ

スを除去した後15m1の5mMEDTA及びI%SDSを含む 100mMTris/HC1 (pH8.5)、

15m1のTris飽和フェノール、さらに600μlの1MDTTを添加して直ちに激しく撹

枠した後1200旬、 10分間逮心して水J門をとった。続いてフエノール抽出を3回

行った後、 -200 Cで ー It~ エタノー jレ沈殿を行った 。 15000g で 10分間遠心した

後、沈殿を 80%エタノールで洗浄し減圧乾悶した。 これを400m1のTE(l0: 1)に

浴解し等主ーの5M.t1I化リチユウムを加えて氷中に2時間放世した後12000gで15

分間違心し RNAを沈殿させた。沈殿を 80%エタノールで洗浄し 500μlのTEに

溶解した。
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(3) po1y(A+)R N Aの桁製

上記 R N Aをoligo(dT)ーセルロースカラムクロマ トグラフィーにより

po1y(A +) R N Aの桁製を行った (Avivet a1， 1972)。すなわち、前もってロー

ディングバッファーで平衡化しておいたoligo(dT)ーセル ロースカラムに上記全

RNA を65
0

Cで8分間変性し、等i立の2Xローディングパッファーを加え、室

ilfit に冷却しカラムにチャージした。;{-~通り画分をもう 一度 65 0 Cで変性後カラ

ムにチャージし、裕山バッファーで RNAを溶出し、 0.5m1づっ分画し260nm

の吸光度を測定し、ピーク問分を集めエタノ ール沈殿の後乾回した沈殿物を

H，Oに溶解した。

(4) cDNAの合成

得られたpo1y(A+)R N Aを鈎.mにして、 Tim巴saver cDNA Synthesis Kit 

(Pharmacia社)をmいてFig.17に示すようにDoub1巴-strandedcDN Aを合成し

T4DNA合成形素を汀jいて平滑末端とした後EcoRlfNotlアダプターをライゲ ー

ションした。

(5 )λgt 10ベクターへの述結

入gt 10ベクターへの述紡は、パッケージングキッ トGiga Pack God II 

(S tratagen巴社)を 、又ファージカ仰liの測定には大脇菌C600Hflを用いた。
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3 結果

3 -1 スクリーニング

得られた cDNAライプラリーより、オリザインをプロープにしてスクリ

ーニングを行い約50万プラークから数10個の陽性プラークが検出された。こ

れらを単一プラークとして分離し、ファージ DNAを精製した。ファージ DN

AをEcoRIで?肖イヒした後pUCI8にサプクローニングした。

3 -2 制限解素地|主|の作製

得られたプラスミドを制限再手素各担で処理し、その断片の長さから制限酵素

地図を作製したところ Fig.18に示すような CC P 1とCCP2の二つのグルー

プに大別された。 この CC P 1とCCP2について塩基配列を澗べた。

3-3 ~基配列と舵定アミノ酸配列

Fig.19およびFig.20にCC P 1およびCCP2の塩基配列とそれらの推定ア

ミノ酸配列を示した。CC P 1は、 1311bpからなり 371アミノ酸をコードして

いた。 CCP2は、 1382bpからなり 360アミノ酸をコードしていた。これらは

いずれも CPの活性巾心となる C25、H159、N175 (ノTノTイン基準)を保存し

ており又、その付近の配列は特に相同性が高いことから CPをコードすると考

えられる 。 矢印はプロセシングの位世を、 二重下線は粧iJ~結合可能部位を示し

ている。

3 -4 アミノ限配列の相 liiJ伯:
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CCPlとCCP2についてアミノ限配列を比較してみると Fig.21に示すよ

うに、活性巾心となる C付近、次いでN付近の配列は比較的中日同性は高いが

matur巴部分全体で比較すると 42%(Table 3) と低いことがわかった。このトウ

モロコシ C Pについて既知!の CPのうちアリユーレイン (Rog巴rset al.， 1985)、

イネの CPであるオリザインα、Pおよびy(Watanabe et al.， 1991)、乾燥に

よってその発現が誘導されるエンドウマメのP悶 15a(Guerr巴roet al.， 1990) 

およびシロイヌナズナに存在する RD 19 (Yamabuchi-Shinozaki et al.， 1992; 

Koizumi et al.， 1993)などとの比政を行った。 CC P 1はFig.22に示した様に

Pea 15およびRD19と相|向性が向く、特にmature部分ではそれそれ72%、79%

であった (Table3)。又、アミノ限配列 HECDSSE (194-200番目)及び

FAPIRし (315-320排日 ) (Fig.19の下級で示した部分)のようなオリザイン

やアリユーレインには存在しない配列も確認された。 CCP2はFig.23に示す

ようにオリザインy及びアリューレインとの相向性が非常に高く、特にmatur巴

部分はそれそれ87%、89%であった (Table3) 0 C C P 2にはオリザインy

(Watanab巴etal.， 1992)のNPIRSV、アリユーレイン (Holwerdaet al.， 1992) 

のNPIRPV、ジャガイモの22kdタンパク質 (Suhet al.， 1990; Ymagishi et al.， 

1991 )のNPIVLP、同じくジャガイモカテプシンDインヒピター (Strukelj et al.， 

1990; Ritonja et al.， 1990) のNしlDLP、さつまいものスポラミンAのNPIRLP

(Matuoka et al.， 1991)に見られるような液胞へのソーティングシグナルと類

似する配列NPIRPVが存在した (Fig.20) 。

C C P 1及びCCP2のhydropathyprofil巴(Fig.24)に示すように、両者共

シグナ Jレペプチドを布していることが線認できた。シグナルペプチドが切断さ

れる音15位はAla、SerあるいはGlyのあとが多いとされている。 (Watson et al.， 

1984) C C P 1、CCP2における切断部位の可能性は、 CC P 1はAla20の

後、 CCP2ではAlal9の後か、 Ala26の後が考えられる。
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4 考察

発芳三期のトウモロコシ砲子より作製した cDNAライプラリーよりオリザイ

ンをプロープにクローニングを行い、 一次構造の異なる 2粧のシステインプロ

テイナーゼである CC P 1およびCCP2を得た。この 2粧の CPのうち CC

P 1は穀実には見山されていないが、近年、乾燥や高塩類溶液あるいは光とい

った環境ストレスに l爆されることにより、その発現が誘導されるシステインプ

ロテイナ ーゼということで注目されている CPのうち、乾燥により誘導される

エンドウマメ葉茎のPea 15aおよびシロイヌナズナ葉茎のRD 19との相向性が

布く、発"#J切における!お 1，涜タンパク質の分解に関与するだけではなく、別の生

理作用にも関与している可能性が47えられる。 CC P 2はオリザインyおよび

アリユーレインとの中11同性が向く、オリザインyやアリユーレイン、さつまい

ものスポラミン Aq:に凡いだされた液胞へのソーティングシグナルも存在し穀

笑一般に存在する CPであろう 。 ソーティングシグナルは見られないものの、

C C P 1にも CCP2やオリザインと同様にN末端1l!IJにシグナル配列を有して

いたことからいずれも細胞外に分i泌されるか、液胞のようなオルガネラ中にソ

ーティングされることが示唆された。オリザインのC末端に見られるような延

長ペプチドの存在については CPタンパク質についての検討がなされていない

現H守点での言及は山米ない。 このように一次構造の相違から、この 2種の CP

は興なったタイプの CPで見な った生J1l!作用に関与していることが推定された。
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5・ 3 
RNA 

I First-strand reaction mix 
(1 hour) I 

I Primer 01 choice 

S y 

3・

/ア
Internal 

Notl site 

RNA:cDNA duplex 
5' 

(1，5 hours) I Second.strand reaction mix 
(15 minutes) I Spun column 

Double-stranded 

cDNA 

(1 hour) I T4 DNA ligase， PEG bufler. 

I ATP. EcoR I/Not I adaptors 

(30 minutes)ム Polynucleotidekinase 

EcoR I-ended 

cDNA 

(15 minutes)↓いlumn ぺInternal 
Notl site 

Ligale into EcoR I.cleaved vector 

(30 minutes) 

Fig. 17 Procedure for cDNA synthesis 
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lrlp CCPl 

S S 

E Hc Bi R Hall l-IaIll-lc I-Ial N Bi N E 

5' 3' 

CCP2 

E Hc Mm  X P Hc Mn Hc I-Ia巴11 Hc E 

5~ 3' 

Bi: Bin! E: BヒoR! I-Ial: Hae! l-IaIl: Hae1l 

I-Ic: Hincll Mm: Mmel N: !、lco! P: PvuIl 

R: Rsal S: SalI X: XhoIl 

Fig. 18 Restriction maps 01 CCP1 and CCP2 
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TCAGACAAGCAAGGAATCCCCCG 可
ム
ハ
U

-
r
o
 

ATGGCTCATCGCGTTCTCCTCCTCCTCTCTCTCGCGTCGGCCGCCGCGGTTGCCGCCGCC 
MA  H R V L L L L S L A S A A A V A A A 

GTCGACGCGGAGGACCCGCTGATCCGGCAGGTGGTTCCCGGTGGAGATGACAACGATCTG 120 

V D A E D P L 1 R Q V V P G G D D N D L 

GAGCTGAACGCGGAGTCCCACTTCCTGAGCTTCGTGCAGCGGTTCGGCAAGTCCTACAAG 180 

8 L N A E S H F L S F V Q R F G K S Y K 60 

GACGCCGACGAGCACGCGTACCGGCTGTCCGTTTTCAAGGACAACCTGCGCCGCGCGCGC 240 

80 

20 

40 

OA  D E H A Y R L S V F K D N L R R A R 

CGGCACCAGCTGCTGGACCCGTCGGCGGAGCACGGCGTCACTAAGTTCTCCGACCTCACG 300 

R H Q L L D P S A E H G V T K F S D L T 100 

CCGGCAGAGTTCCGCCGGACCTACCTCGGCCTCCGCAAGTCCCGGCGCGCTCTCCTCAGA 360 

pA  E F R R T Y L G L R K S R R A L L R 120 

GAACTCGGGGAGTCGGCGCACGAGGCGCCCGTGCTCCCCACCGATGGTCTCCCCGACGAT 420 

8 L G E S A H E A P V L P T D G' L P D D 140 

TTCGACTGGAGGGACCACGGTGCCGTCGGCCCCGTCAAGAACCAGGGTTCGTGCGGGTCG 480 

F D W R D H G A V G P V K N Q G S C G S 160 

TGCTGGTCGTTCAGCGCGTCTGGAGCGCTGGAGGGTGCGCACTACCTCGCAACTGGCAAG 540 

; W S F S A S G A L E G A H Y L A T G K 180 

CTGGAGGTGCTTTCGGAGCAGCAGTTCGTCGACTGTGACCACGAGTGTGATTCATCGGAG 600 

L E V L S E Q Q F V D C D H E C D S S E 200 

CCTGATTCATGTGATTCGGGTTGCAATGGTGGGCTAATGACGACGGCATTCAGTTATCTC 660 

P D S C D S G C N G G L M T T A F S Y L 220 

CAGAAGGCCGGTGGCCTTGAGAGTGAGAAGGATTACCCTTACACTGGGAG TGATGGCAAA 720 

Q K A G G L E S E K D Y P Y T G S D G K 240 

TGCAAGTTTGACAAGTCCAAGATTGTTGCTTCAGTTCAGAACTTCAGTGTTGTGTCTGTG 780 

C K F D K S K 1 V A S V Q N F S V V S V 260 

GACG直GGCTCAAATTTCTGCTAACCTCATCAAACATGGGCCATTGGCAATCGGCATCAAT 840 

o E A Q 1 S A N L 1 K H G P L A 1 G 1 N 280 

GCTGCCTACATGCAGACATACATCGGAGGCGTGTCATGCCCATACATCTGTGGCAGGCAC 900 

A A Y M Q T Y 1 G G V S C P Y 1 C G R H 300 

CTTGACCATGGTGTTCTCCTTGTTGGATATGGTGCTTCTGGTTTCGCCCCCATTCGCCTG 960 

LO m GVLLVGYGASG[  A P 1 R L 320 

MGGACAAGCCTTACTGGATCATCAAGAACTCGTGGGGCGAGAACTGGGGGGAGAACGGA 1020 

K D K P Y W 1 1 K ~ S W G E N W G E N G 340 

TACTACAAGA TA TGCAGGGGTTCCAACGTTCGCAACAAGTGCGGCGTCGA TTCCATGGTC 1080 

Y Y K 1 C R G S N V R N K C G V D S M V 360 

TCTACCGTGTCCGCAGTCCACGCCTCGAAGGAGTAGACTCTGGTCAGCGGTGATAA TCGT 1140 

S T V S A V H A S K E * 371 

GATTCCATATATTGTAGAACTATAATCCCTGCTAGTAATCCATTTGTGCTGTTTATGTAT 1200 

TGGGATGCTTGCTGTAAGGTAATATGTTT 1260 

GGCTTGCTAGGCATGCTACACGCTATTA 

Fig.19 Nucleotide and deduced amino acid sequences 01 CCP1 cONA 
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CTCTTACTCCCTCACAGAACCCAGTAAAATATCGCCAGTCCCGCCGTCGAG -1 

ATGGTCCCACGCCGCCTGTTCGTCCTCGCCGTCGTCGTCCTCGCGGACACCGCCGCCGTG 60 
M V P R R L F V L A V V V L A 0 T A A V 20 

GTCAACTCCGGCTTCGCGGACTCCAACCCGATCCGCCCCGTCACCGACCGCGCGGCCTCC 120 

VNSGFADSN  P 1 R P V T 0 R A A S 40 

GCGCTCGAGTCCACGGTCTTCGCCGCGCTCGGCCGCACCCGCGACGCGCTCCGCTTCGCA 180 
A L E S T V F A A L G R T R 0 A L R F A 60 

CGCTTCGCCGTCAGGTACGGCAAGAGCTACGAGAGCGCGGCGGAGGTCCACAAGCGGTTC 240 
R F A V R Y G K S Y E S A A E V H K R F 80 

AGGATCTTCTCCGAGAGCCTCCAGCTGGTCCGCTCCACCAACCGCAAAGGCCTCTCCTAC 300 
R 1 F S E S L Q L V R S T N R K G L S Y 100 
CGCCTCGGCATCAACCGCTTCGCGGACATGAGCTGGGAGGAGTTCCGTGCGACCCGGCTC 360 
R L G 1 N R F A 0 M S W E E F R A T R L 120 

GGCGCAGCCCAGAACTGCTCCGCCACGCTTACCGGCAACCACCGGATGCGCGCCGCCGCC 420 

G A A Q N C S A T L T G N H R M R A A' A 140 

GTTGαGCTGCCGGAGACGAAAGACTGGAGGGAGGATGGGATTGTGAGCCCAGTGAAAAAC 480 

V At L P E T K 0 W R E 0 G 1 V S P V K N 160 

CAGGGCCACTGTGGATCATGCTGGACCTTCAGCACTACTGGTGCACTTGAGGCTGCATAT 540 
Q G H C G S !; W T F S T T G A L E A A Y 180 

ACCCAGGCAACTGGCAAGCCCATCTCTCTCTCTGAGCAACAGCTTGTTGACTGTGGTTTT 600 
TQATGKP 工 S L S E Q Q L V 0 C G F 200 
GCATTCAACAATTTCGGATGCAACGGAGGCCTTCCATCCCAGGCCTTTGAATACATCAAA 660 

A F N N F G C N G G L P S Q A F E Y 1 K 220 
TACAATGGTGGCCTTGACACTGAGGAATCTTACCCTTACCAAGGTGTCAA TGGAA TCTGC 720 
Y N G G L 0 T E E S Y P Y Q G V N G 1 C 240 

AAGTTTAAGAATGAGAATGTTGGAGTCAAGGTTTTGGACTCGGTTAACATCACCCTGGGT 780 

KFKNENVGVKVLDSV  担ーーエ___:r L G 260 

GCTGAGGATGAACTGAAGGATGCTGTTGGTCTGGTTCGCCCAGTTAGTGTTGCCTTCGAG 840 
A E 0 E L K 0 A V G L V R P V S V A F E 280 

GTGATCACTGGTTTCAGGCTGTACAAGAGCGGAGTTTACACTAGCGACCATTGTGGAACT 900 
V 1 T G F R L Y K S G V Y T S 0 H C G T 300 

ACACCGATGGATGTGAACCACGCTGTTCTGGCTGTTGGCTACGGTGTCGAAGATGGTGTA 960 
T P M 0 V N I!! A V L A V G Y G V E 0 G V 320 

CCCTACTGGCTCATCAAGAACTCATGGGGCGCTGACTGGGGTGATGAGGGTTACTTCAAG 1020 
p Y W L 1 K 1m S W G A 0 W G 0 E G Y F K 340 

ATGG直AATGGGCAAGAACATGTGCGGTGTTGCTACGTGTGCATCCTACCCTATTGTCGCA 1080 

M E M G K N M C G V A T C A S Y P 1 V A 360 

TGAGGCCCTTACGAAATGTTACATGGTCTGTTTGGCATCAATAATGCATGTTTAACCTGA 1140 

GCTTGGCGATGGGTTATACAGAACGGAAACTCTGTTTGTGAATAGAAAA TCATGAAGGGA 1200 
AGGAGTTGACCGGATTCCTGCTTGTACGTCTCCCCGACTGTGTAGGTAGATTGTCAGTTG 1260 

GGGTTCCGAAGTACTCTACTCATACGTGTGTATGACAGTTTATTTATGAAACCAAATACG 1320 
CATTGATCGTA 

Fig.20 Nucleotide and deduced amino acid sequences 01 CCP2 cDNA 
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CCP1 

K11::: 

9 
CCP2 

8 

CCP1 
=1ぉt T圏一 L-一-EEPGfiDNDL:1問 SHj SFVQ 53 

CCP2 -I.!lolVVVLGlUTrmrlVNSGFADSNPilllpi.!iT---I!lRAASA{1ESTVFAA.!IGRTR 54 

~ ~~~i一一一;盤DifiL51;DNE… 93 
CCP2 DAL~RFAVRY~ES~~HKmFRI~SES~-____ _InVRS~~~~ 98 

- t闘;TP;菌~:I…:11RELG寸jトVLPTDG 136 
CCP2 S YRLGINR~MSWE~~R~AAQNCS~T~TGNHRMR~VA_=ーーー 142 

CCPl E咽 D11翻 s圏 sE s酎 HYL麗LE霞 186
CCP2 ~ETK~EDælmS~H~TmTT~YTQ~~~S~ ~~; 

PI E :圏;…
CCP2 ~L~GFAFNNF - ーー ー ー ー -~PSQ~E~IKYN~DT~ES~~ 235 

P1;;i:圏Dlr;iA山
CCP2 VN~I~-~NENmGVKVLD~ITLG~DELKDAVG_ _~VR~~~~~~~ ;;; 

CCPl t IGGV制 ;-IE L--RHLDi墨麿ゲー
CCP2 ÜGFRLY~G~TSDH;;TTPMDVNm~VED _ーーー ーー ーG~LH 325 

CCP1 閤 ::E tEtf 371 
CCP2 ~D~DE~F~E~---K~~TCA!YPIVA 360 

Fig.21 Comparison of the amino acid sequences of CCP1 and CCP2 
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CCP1 

Qryzaln 日

Qryzain s 
Qryzaln y 

Aleurain 

pea 15 a 

RD 19 

CCP1 

Qryzainα 

Oryza in s 
Qryzaln y 

Aleurain 

pea 15 a 

RD 19 

CCP1 

Oryza in α 

Oryzain s 
Oryza in y 

Aleurain 

Pea 15 a 

RD 19 

盟国s園園VOR曙B KDAD国A国L国型
日 RRLY抗
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Hg，22-l Comparison of the ammo acid sequences of CCP1and other plant 
seed cysteine proteinases (prepro regions) 
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CCP1 186 
Oryza~nα 178 
oryzain s 189 
Oryza~n Y 194 
A1eurain 193 
pea 15 a 181 
RD 19 184 

CCP1 236 
Oryza in α 220 
Oryzain s 232 
Oryza~n y 237 
A1eurain 235 
pea 15 a 231 
RD 19 234 

CCP1 284 
Oryzain α 269 
Oryzain s 281 
Oryzain y 286 
A1eurain 284 
Pea 15 a 279 
RD 19 283 

CCP1 326 
Oryzain a 305 
Oryza in s 317 
Oryza in y 325 
Aleurain 323 
Pea 15 a 322 
RD 19 325 

CCP1 371 

Oryzain a 353 

Oryza in s 365 
Oryza in y 362 
Aleurain 361 
Pea 15 a 363 
RD 19 

Fig.22-2 Comparison of the amino acid sequences of CCP1 and other plant 

seed cysteine proteinases (mature regions) 
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CCP2 44 
Oryzalnα 41 
oryzain s 41 
Oryza工ny 47 

Aleurain 46 
pea 15 a 40 

RD 19 43 

CCP2 93 
Oryzalnα 79 

Oryzain s 90 

Oryzaln Y 96 
Aleurain 95 
pea 15 a 87 
RD 19 90 

CCP2 142 
Oryza in α 128 
Oryza in s 139 
Oryzain y 144 
Aleurain 143 
Pea 15 a 131 
RD 19 -KDANKAPILPTEN 134 

Fig.23-1 Comparison 01 the amino acid sequences 01 CCP2 and other plant 
seed cysteine proteinases (prepro regions) 
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『司....-

CCP2 
Oryza.lnα 

oryzain s 
Oryza.ln Y 

A1eura.ln 

pea 15 a 

RD 19 

CCP2 

Oryza.ln α 

Oryza in s 
Oryza.ln Y 

A1eura.ln 

pea 15 a 

RD 19 

CCP2 

Oryzainα 

Oryza in s 
Oryzain y 

A1eurain 

Pea 15 a 

RD 19 

CCP2 

Oryza in α 

Oryzain s 
Oryzain y 

A1eurain 

Pea 15 a 

RD 19 

CCP2 

Oryzain α 

Oryza in s 
Oryzain y 

A1eurain 

Pea 15 a 

RD 19 

192 

178 

189 

194 

193 

181 

184 

235 

220 

232 

237 

235 

231 

234 

281 

266 

278 

283 

281 

276 

280 

一一一ー園 321 
303 

315 

323 

321 

320 

323 

360 

353 

365 

362 

361 

363 

*368 

23-2 Comparison 01 the amino acid sequences 01 CCP2 and other plant 
seed cysteine proteinases (mature regions) 
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CCP1 
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" て3
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】

u 『 ・-D 
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』

司
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司
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0
Z巳
O
』
百
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Fig. 24 Hydropathy proliles 01 CCP1 and CCP2 
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Table 3 Amino acid sequence similarities among the mature reqions 
of plant seed cystelne protelnase sa  

CCP1 CC円 uryz田 "a ury国 n日日y出 ny Al町四 Pe:t 15 a RD 19 SH-EP EP-B 
CCPI 

CCP2 42 

Oryzainα 40 47 

。巾zains 43 48 70 

Oryzain y 38 87 48 48 

A!eurain 40 89 47 48 87 
Pea 15 a 72 46 39 43 42 44 
RD 19 79 45 43 43 43 43 78 
SH-EP 38 45 62 62 45 45 43 42 
EP-8 39 47 62 58 47 44 41 41 64 

RD 19: Arabidopsls thaJian:J CP. SH-EP; Rice Bcan CP. EP.8: BarJey CP 

88 



第 2節 CCPl及び CCP2mRNAの発現様式

l 緒言

トウモロコシ積子はIJFr1E後2-3週日から澱粉やタンパク質の蓄積が進行する。

一方、この種子のプロテオリシスの制御に関わっていると考えられるトウモロ

コシシスタチン mRNAの発現は、 IJ月花 l週前から始まり、 Im;{E2週日で最大

となりその後幾分減少するが、 5週目迄続いていることがAbeet al. (1992) に

よって報告されている。 このトウモロコシシスタチンの標的酵素となりうると

考えられている CPは、登熟知!のどのH寺JYJに発現し、シスタチンの制御を受け

ているのか、又プロテオリシスの場である発芽期ではどのような状態にあるの

か非常に興味深い研究対象である 。そこで、 CC P 1及びCCP2の登熟期及

び発芽 J~J の mRNA の発現様式を調べ、シスタチンとの関わりを検討した。
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2 材料および方法

2 - 1 材料

登熟期のトウモロコシ{~1\子は「戊林j を川いた o

-Th'J3oWJのトウモロコシ種子は「中川、IJをmいた。

2 -2 方法

2 -2 -1 ノーザン分析用試料の作製

( 1 )登熟知lのトウモロコシ種子の採集

開花ー l、o、 2、 3、 4、 5週目のトウモロコシ種子を採取し、実験に

使用するまで -800 Cで凍結保存した。

(2 ) トウモロコシ位子の発芽

cDNAライプラ 1)一作製時と同様に、発芽 1、 3、 5、 7日目の種子の

芽及び根を除き-800 
Cで凍結保存した。 0日自の種子として、完熟乾燥種子

も-800 Cで凍結保存した。

(3) R N Aのtlll!U 

cDNAライブラリー作製lIiと同桜に抽出し、それぞれの試料はノーザン

分析まで -800 Cで凍結保存した。

2-2-2 ノーザン分析

( 1 )ノーザンプロッティング (RNAの転写)
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R N A 10μgに5μlの10XMOPS 緩衝液、 8.75μlのホルムアルデヒド、 25μl

のホルムアミドを加え、;j(で総f;:を50μlにし、 550 Cで15分間変性させ、氷中

で冷却し、これを RNAJTJ1%アガロースグル (72mlの滅菌水にアガロース Ig

を加えて滅菌溶解し、約650 Cに保1IlLしながら 10XMOPS緩衝液10mlとホルム

アルデヒド 18mlを加える 。)で70V定屯庄、 1XMOPS 緩衝液中で電気泳動を

した。泳部b後、ゲルを3分 I/¥j水洗してからプロッティングに供した。 20XSSCで

満たした 二つの容君主にガラス板を梨析させ前もって20XSSCに浸しておいた

Whatman 3MMろ紙を両端が20XSSCに浸るように載せ、その上にゲルを置き

グルの周りのろ紙はラップで緩い、その上に前もって20XSSCに浸しておいた

ナイロンフィルタ一、 Whatman 3MMろ紙を置き次いで乾いたろ紙、ペーパー

タオルをJII買に載せ平らなガラス板と約 kgの重しを重ね室7Rで6時n日以上放置し

てRNAをフィルターに '11.1;写した。

(2 )ノーザンハイプリダイゼーシヨン

プロッティングし、熱乾燥、 uv回定し た フ ィ ル タ ー は 650 Cの

3XSSC/0.1 %SDSで3分間洗浄した後、 650 Cで一晩サザンハイプリダイゼーシ

ヨンと同様:にプレハイプリダイゼーションを11'った。ハイプリダイゼーション

は、プロープ cDNA (CCPl及び CC P 2) をそれぞれ約 150万cpm/mlに

なるように加えた反応液を川いて同じく 650 Cで一晩行った。

(3 )洗浄

650 C 0.IXSSC/0.1 %SDS rl'で3ー4回行二った。

( 4) l'野析

フィルターはイメージングアナライザーで解析した。
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3 結呆

3 -1 発芽j切に於ける CC P 1及びCCP2mRNAの発現様式

Fig.25に示すように CC P 1は完熟時に伐に発現しており、 1日目で強くな

り、 3日目にピークになり、 7日固まで継続していた。 CCP2はFig.26に示す

ように完熟種子には発現しておらず、 1日目に発現し、 3日目に強くなり、 5日

目でピークに達していた。

3 -2 登熟知lに於ける CC P 1及びCCP2mRNAの発現様式

Fig.27に示すように CC P 1は開花と共に発現が始まり l週日には強くなり、

2週日にはピークに迷し、その後徐々に弱まり完熟時 (5週日 )には開花開始時

位迄になり、乾燥しても同程度に発現していた。 CCP2はFig.28に示すよう

に開花と共に弱いながらも発現が確認されその後わずかに強まり 3週日迄継続

するが、 4週白から完熟知lには発現せず、更に乾燥種子にも発現していないこ

とが確認できた。
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4 考察

プロテオリシスの主役をi1iiじているであろうと考えられる CPmRNAの発

現様式を調べた。プロテオリシスの坊である発芽j羽について見ると、 CC P 1 

は完熟時に日正に発現しており、 HI日で強くなり、 3日目にピークになり、 7日

目まで継続していた。 CC P 2は完熟種子には発現しておらず、 l日目に発現

し、 3日目に強くなり、 5日目でピークに透していた。 CC P 1が完熟時に既に

発現が認められることから、登熟のどの時期から発現し始めるのかという疑問

に答えるために、登熟知jの発現段式について検討したところ、 IJ日花と共に発現

が始まり 1;且白には強くなり、 2迎口にはピークに達し、その後徐々に弱まり完

熟時 (5週日)には IJfJ~E lJfJ 始 IIH立迄になり、乾燥しても同校度に発現している

ことが確認できた。 CCP2については、完熟種子には発現していないことか

ら登熟期には発現していないことが予測されたが、確認の為にノーザン分析を

行ったところ、 IJfJ~t から 3迎 IIU のII\J だけ発現が認められたが、その後は発現し

ておらず、発芽j引に於ける mRNAの発現様式を検討した際と同様に、乾燥種

子にも認められなかった。 CPのインヒピターであるシスタチンmRNAの発

現は開花 1 週前に始まり IJfJ~t 2迎日で最大になり完熟時まで継続することが

Ab巴らによ って石世認されている (Ab巴elal.. 1992)。このシスタチン mRNA

の発J)IiI与には、 CCPlm RNAがそれ程強くはないにしても継続して発現

している。発芽がスター卜する為には、スタートの為の CPが必要であり、そ

れには発芽以前、すなわち、完熟lI.jに既に存在していなければならない。この

時期の CPが暴走しないねには CPのインヒピターが必要となる。シスタチン

がその役割を担っているのかもしれない。又、 CPが暴走しない様にプロテオ

リシスを進行するには一皮に多砲の CPが発現せず時期をずらして発現する 必

要があると考えられる。 CCPl mRNAが主主熟H寺にそれ程強くはないにし

ても継続して発現し、発ぷがスター卜すると非常'に~;jl <発現し CC P 1とは別
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経の CCP2mRNAが続いて発現するということは、上記の理に合っている

と考えられる。これらの点から、 CC P 1およびCCP2以外の種類の CPの

存在が示唆される。これら CC P 1、CCP2以外の CPの存在の確認につい

ては第5節で検討した。
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Fig. 25 Expression of the mRNA for CCP1 during germination 
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Fig.26 Expression 01 the mRNA lor CCP2 during germination 
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Fig. 27 Expression of the mRNA for CCP1 during maturation 
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Fig. 28 Expression of the mRNAs for CCP 2 during maturation 
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第 3節 CCPlmRNA発現の乾燥ストレスによる影響

l 緒言

C C P 1は第 l節にJ&ベた級に、 malure部分のアミノ般配列を既知の CPと

比較したところ CCP2、アリューレイン、オリザイン、 SH-EP、EP-Bと

の羽]向性が低く、乾燥によってその発現が誘導されるエンドウマメのPea 15a 

およびシロイヌナズナに存在する RD 19とは相向性が高く、それぞれ72%およ

び79%であった。そこで、 CC P 1についても乾燥によって発現が誘導される

かどうか検討を試みた。
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2 材料および方法

2 - 1 材科

食用に市販されていたれl'純姥スイートコーンを使用した。

2 -2 方法

2 -2 -1 トウモロコシ花子の乾燥

前もって秤量しておいた4枚のシャーレに生トウモロコシ粒をそれぞれ25粒

づっ入れ秤丑したものを Oll，f/Iリとした。370 Cのインキユベーターに入れ6時間

後に 2枚を、 241時間後に残りの2枚を取り出し秤量した後それぞれをフアルコ

ンに入れ-800 Cで RNAをJIIIIIIする迄凍結保存した。

2-2-2 RNAの抗11山

第 2l'iIiと同級に行った。

2-2-3 ノーザンづ〉析

第 2l'ii'iと同様に行 った。
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3 結果

3 -1 トウモロコシ砲子の乾燥

トウモロコシ程子を 370 Cのインキユベーターで乾燥した。 6時間後には重

量の約22%が減少し、 2411，ffI日後には約61%が減少した。

3-2 CCPlmRNA発現の乾燥ス トレスによる影響

Fig，29に示すようにO、6、2411;y1:1] 後に於ける CCPlmRNAの発現には差

が認められなかった。すなわち、 トウモロコシ粒子中の CC P 1は乾燥によっ

て発現が誘導されないと考えられる 。

l
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4 考察

C C P 1のmature 部分のアミノ限配列は、乾燥によってその発現が誘導さ

れるエンドウマメ~Jtfの Pea 15a及びシロイヌナズナ業茎のRD 19と相向性が

高い(それぞれ72%、79%) ことから、 CC P 1についても乾燥によって発現

が誘導されるかどうかJド常に興味が持たれたので確認の為に以下の様な実験を

行った。

市販されていたi'i'純産ス イートコーンを購入し、程子を 37" Cのインキュベ

ーターで乾燥した。RD 19については、シロイヌナズナの葉茎を220 Cの乾燥

で、 Pea15については230 Cの乾燥で発現が誘導されることが確認されている。

これらの業茎は水を与えると生き返るすなわち「しおれj た状態である。トウ

モロコシ種子の陀燥 Ilill皮は、種子川については 430 C迄は問題はないという

And巴rson el a/， (1954) の報告があり、この場合の乾燥混度として 370 Cは適

当であると判断した。 25粒を61時間乾燥すると重量の約22%が減少し、 24時間

では約61%が減少した。これらの種子から RNAをわIilllし、 CCPlcDNA

をプロープにノーザン分析を行い CCPlmRNAの発現様式を調べたところ、

乾燥前の生桂子、 611.¥'!iiJおよび2411Sr/¥J乾燥した穂子中の CCPlmRNAの発

現量には、明らかな J'I;~: は認められなかった。従って、 C C P 1はエンドウマメ

のP巴a15aおよびシロイヌナズナのRD19とmatur巴部分のアミノ酸配列の相同

性は高いが、乾燥によって允現が誘導きれないことからこれら二者とは異なる

転写機椛を持つ CPであると考えられる。 CC P 2についても検討したところ

Fig，30に示す桜に誘導されないことが確認された。 CCP2mRNAは登熟時

の前半、すなわち 1-3.iiM11迄に発現しその後は完熟種子及び完熟乾燥程子には

発現していないことが第 2iiiiで右'(i;認されている。今回使川した市販のスイー ト

コーン組子は登熟3illlI 1;(1のものであり 、CCP2mRNAが発現していた時

期であ ったと考えられる。
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Fig. 29 Expression 01 the mRNA lor CCP1 under dry stress 
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Fig. 30 Expression 01 the mRNA lor CCP2 under dry stress 
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知 4節 C C P 1及びCCP2mRNA発現の植物ホルモンによ

る);~キ.~~~

l 結言

キ'Ü物種子は、登1/.\の過程で都新した貯蔵物質を発~三時に分解してエネルギー

源とする 。この分Wfcを右jる加水分解ri手京株は、ジペレリン (GA)により誘導

されることが切らかとなっている (Fincher， 1989)。先に述べたように、 オ

オム ギ砲子のアリユ ーレイン、イネ柱子のオリザインはいずれもジペレリンに

よって発現が誘導 されづGJJ' JYJでの種子貯蔵タンパク質分解が進むと考えられて

いる 。ジベレリン以外にもアプシジン限、オーキシン、サイト カイニン、 エチ

レンといった組物ホルモンが存在し、さまざまな生活!現象に関与している。

現時点でトウモロ コシ利子中に存在する CPについての遺伝子レベルでの報

告は少ない。上記村机l物ホルモンは CC P 1及びび、CCP2にとど、のような影響を与

えているのであろうか。J訓非|ドZγ汁'l常i

Phin川nn日川n巴yet al. (1982a， 1982b， 1984， 1990)の示すGA生合成系が存在す るこ

とが示唆されている (本多， 1990)。この生合成系によって合成されたいわゆ

る内生ジベレリンはどのような影響を与えているのであろうか。これらを解明

するために、ジベレリン(GA3)添加の発芽H寺に於ける mRNA発現様式の検討、

GA生合成系がブロックされている経性程を用いての検討、 およ びジベレ リン

合成系の阻害剤を川 いての検討等を試みた。

105 



2 材料および)J法

2 -1 材料

( 1 )正常程として「中州」を川いた。緩性種として、大阪市立大学の上田

純一先生より御供与頂いたd5を用いた。

(2 )純物ホルモンとしてジベレリン(GA3)、アプシジン酸 (ABA) はナカ

ライテスク(株)をmいた。

(3 )ジベレリン合成阻害剤としては(株)クミアイ化学(東京 台東区)

より御供与頂いたBXー112 (prohexadione-ca1cium) を用いた。

2 -2 方法

2 -2 - 1 ノーザン分析試科の作製

( 1 ) GA3添加|に於ける発芽

GA3をlμM含む水に浸したパーミキューライトに磁を掃き、 l、 3、 5、

7日目毎に種子を採取し芽および根を除き -800 Cで凍結保存した。0日目の

種子として完熟乾燥種子も -800 Cで凍結保存した。コン トロールとしてGA3

を添加しないで発芽させた話子も同級に l、 3、 5、 7日目毎に種子を採取し

芽およびfl~ を除き -800 Cで凍結保存した。

(2) ABA添加!に於ける発芽

GA3と問機にABAをlμMを含む水に浸したバーミキューライトに種を掃き、
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l、 3、 5、 71l111i]に租子を係以しがおよび般を除 き-800 Cで凍結保存し

た。コントロールも/，;J綴にして保取し -800 Cで凍結保存した。

(3 )録性種 (d5) の発芽

d5磁も正常Hiと同級に発芽させ、 1日日および3日目の種子を採取し -800

Cで凍結保存した。0口口の種子として乾燥d5種子を -800 Cで凍結保存した。

更に、 lμMのGA3を合む水でも同様に発芽させ、l日目および3日自の種子を採

取し -800 Cで凍結保存した。

( 4 )ジベレリン合成問答剤 (BXー112)添加に於ける発芽

正常程を BXー112 (120mg/l)を含む水で上記同級に発芽させ、 l日目お

よび3日目の程子を保取し -800 Cで凍結保存した。コン トロールとして BXー

112を添加しないで発芽させた種子も同様に採取し -800 Cで凍結保存した。

(5) R N AのflllLU 

cDNAライプラリー作製n;fと同級にお1111¥し、それぞれの試料はノーザン

分析迄 -800 Cで凍結保存した。

2 -2ー 2 ノーザン分析

ノーザンプロッティング及びイメージングアナライザーを用いた解析は、第

2uIiと同級に行った。

2 -2ー 3 d5の生育状況及びsXー112添加H寺に於ける正常種の発芽状況

( 1) d5を水にち止したパーミキューライトに姉きバイオトロン (25-300 C 
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自然光) '1'で生育し、観主きした。

( 2 )正常砲を BXー112 (120mg/l)を含む水に反したパーミキューライト

に播き RN A Jillll'， JI与と同級に260 Cの暗所で発芽させ、その状況を観察した。
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3 結果

3 -1 発芽j切に於ける CC P 1およびCCP2mRNA発現のGA3および

ABAによる影響

Fig.31に示す様に CCPlmRNAは乾燥種子中にすでに発現しており、 1

日目に ~fll <発現し、 3日目、 4日目と吏に強くなった。 GA3添加においても

ABA添加においても同様であった。しかしながら、吸水すなわち発芽が始まる

と非常に強〈発現することから、添加したGA3やABAll1よりも種子中に存在す

る内性ジベレリンによって誘導を受けると考えられる 。 これを確認する為に、

ジペレリン生合成の中心的存1I位であるj応を除去した種子について、吸水後l日

で強く発現する CCPlmRNAの発現状態を調べた。Fig.32に示す様に吸水

開始から 8時間後のJ王子でコントロールよりも強く発現していることが認めら

れた。

CCP2は乾燥種子には存在せず、 1日自に弱く発現し、 3日目から強〈発

現した。 GA3及びAßAによる J~~ 轡は、 C C P 1と同様にこのFig.33からは認め

られなかった。

3 -2 媛性研 (d5)発芽JI.yに於ける CC P 1及びCCP2mRNAの発現

d5種子を水および1μMのGA3を含む水で発芽させ、 CCPlmRNAおよび

CCP2mRNAの発現総式を剃べた。 コントロ一ルとして正7常;日i

させ同4綴革に CCPlmRNAおよびび、 CCP2mRNAの発現様式を翻べ、

Fig.34およ Eひび)"ご Fig. 35 を 1~} た。 CCPl mR NA は 、 d5種子では乾燥種子中には

正常種と 比べてわずかに発現が認められる程度であり、 l日目には幾分強くな

り、 3日日にはかなり強くなった。このd51聖子を lμMのGA3を含む水で発芽さ
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せると、 l日日から必〈発現し、 3n I~ も同様な強い発現が続いていたことから、

d5砲子のジベレリンノ|了合成系に於けるJ'(~，;;~.が線認された。この結果と正常砲の

発現総式を比較することにより、 CCPlmRNAの発現は、種子中の内生ジ

ベレリンによる誘導を受けると判断した。

CCP2mRNAについては、正常砲と同様にの 乾燥種子中にも発現してい

ないことがわかった。 Fig.35に示す様にd5積子をlμMのGA3を含む水で発芽さ

せると 、水での発芽とJZなり 1日目から発現していることが認められ、 CCP

lmRNAと同級に砲子中の内生ジベレリンによる誘導を受けることが確認さ

れた。

3 - 3 ジベレリン合成 m~IF剤 ( B X ー 112 ) による影響

CCPlmRNAおよびCCP2mRNAの発現がジペレリンによって誘導

を受けることをを総認するねに、経性積 (d5)についての検討に続いて、ジベ

レリン合成阻害剤 (BXー 112) による影響を調べたところ Fig.36に示すような

結果を待た。 CCPlmRNAについては、発芽第l日目では BXー112を添加

した方がわずかに弱くなっており、 3日目ではかなり弱くなっていた。 CCP

2mRNAについても Fig.37に示すようにBXー112の影響が認められた

3 -4 d5の生育状況及びBXー 112添加JI:fに於ける正常子主の発芽状況

Fig.38はf品種後fnoEI日のd5である。すべて d5として嬬秘したものである

が、短楽のJJ!れ方にこの級な必が生じている。最も特徴のある葉茎を矢印で示

した。BXー112を添加すると 、づt;;!Hi'i3日目では発:Jiごした粒数は水だけのもの

に比 して21lr位多いが、]三のRさは水だけのものに比して1/2の長さであった。

このBXー 112は発:}}ーそのものよりも 、成長に係わると考えられる。これはクミ
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アイ化学(株)よりど提示J:rIいたコメ初(f-に関するデーターとも 一致していた。
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4 考祭

オオムギ種子のアリユーレイン、イネ種子のオリザインはいずれもジベレリ

ンによって発現が誘導され発芽JVJでの種子貯蔵タンパク質分解が進むと考えら

れている 。 トウモロコシ枝子中に存在する CPである CC P 1およびCC P 2 

は、純物ホルモンの)}~響をどのように受けているのであろうか。これらの疑問

を解明する為に、まずジベレリンとアプシジン酸についての検討を試みた。ト

ウモロコシ粒子を、水、 lμMのGA3水溶液、 lμM ABA水溶液で発芽させ、 C

CPlmRNAおよびCCP2mRNAの発現綴式を比較した。 Fig.31及び

Fig.33に示す様に lmRNA、CCP2mRNA両者共に明らかな差は認めら

れなかった。しかしながら、吸水すなわち発芽が始まると非常に強く発現する

ことから、 Phinneyet al. (1982a， 1982b， 1984， 1990)およびι10nda(1990) 

の研究によって切らかにされているトウモロコシ種子中で合成されるいわゆる

内生ジベレリンの影響が大きく、添加による~~~警が認められなかったと考えら

れた。そこで、これらを明確にする1..1;にGA生合成系 (GAI生合成系機能欠失)

がブロックされている経性程 (d5) を用いての検討、及びジベレリンの阻害剤

を用いての検討等を試みたところ、 Fig.34に示す様にd5C C P 1 m R N Aの発

現は発芽1日目迄は正常松に比べてかなり弱く、 3日目で正常程程度になったが

ジペレリン添加lでは 1Il Uから強く発現していた。こ れはd5種子のGA生合成系

の異1;~' を示すと共に、 CCPlmRNA の発現が種子中の内生ジベレリンによ

って誘導されていることを示しているものと考えられる。 CCP2mRNAに

ついては、正常砲と[IiJ係にd5乾燥松子'1]にも発現していないことがわかった。

又、 Fig.35に示す織にd5HI子を lμMのGA3を含む水で発芽させると、水での発

芽と異なり l日目から発現していることが認められ、 CCPlmRNAと同様

に種子'1]の内生ジベレリ ンによって誘導されていると考えられる。

ジベレリン合成Iqt;1:-剤 (sXー112) を合む水で発芽させると、 CCPlmR
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NAは水だけで発がさせた場合よりも 1IJ日はわずかに弱〈成る程度であった

が3日日ではかなり弱くなることが認められた。 CCP2は l日目にかなり弱

くなり 3日日にはコントロール程度になった。よって、正常極のみ発芽させた

場合にはジベレリンの影響を確認することができなか ったが、経性恐 (d5) お

よびジベレリン令成 jQ1W斉IJ(BX-112) を用いることにより、 CC P 1および

CCP2共にジベレリンによってその発現が誘導されることが確認できたと言

える。アプシジン般については、今後研究を継続するつもりである。又、この

ジベレリンによる誘導については CC P 1およびCCP2遺伝子の構造解析が

不可欠であると考え、現在クローニングを行い、符られた陽性クローンの構造

解析中である 。
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H20 GA3 ABA 

o 1 3 5 7 1 3 5 7 1 3 7 OAY 

Fig.31 Expression of the mRNAs for CCP1 in corn seeds (cv Koshyu) 

during germination in the presence of H20， GA30r ABA 
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Fig.32 Expression of the mRNAs for CCP1 (without embryo) 
in corn seeds (cv Koshyu) during germination 
in the presence of H20 or GA3 
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Fig. 33 Expression of the mRNAs for CCP2 in corn seeds (cv Koshyu) 

during germination in the presence of H20， GA3 or ABA 
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NORMAL ds 

H20 H20 GA3 
o 1 3 0 1 3 1 3 DAY 

Fig.34 Expression 01 the mRNAs for CCP1 in corn seeds 01 a dwarf 

cultivar (d5) during germination in the presence 01 H20 orGA3 
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NORMAl d 5 

H20 H 20 GA3 
o 1 3 0 1 3 1 3 DAY 

Fig.35 Expression of the mRNAs for CCP2 in corn seeds of a dwarf 

cultivar (d5) during germination in the presence of H20 orGA3 

118 



H20 BX-112 
1 3 1 3 DAY 

Fig. 36 Expression 01 the mRNAs lor CCP1 in corn seeds 01 a BX-112 

treated normal cultivar (koshyu) during germination 

119 



H20 BX-112 
1 3 1 3 DAY 

-28S 
-18S 

Fig. 37 Expression 01 the mRNAs lor CCP2 in corn seeds 01 a BX-112 
treated normal cultivar (koshyu) during germination 
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Fig.38 Corn plant of dwarf cultivar (d5) 
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第 5節 トウモロコシ極子'11に存在す る数種類のシステインプロ

テイナーゼ

1 緒言

トウモロコシ砲子中に存在する CPとして CC P 1およびCCP2につい

て検討を続けてきたが、これ以外にも数種類の CPが存在し、登熟過程でのプ

ロセシングや、づEZF過平日でのプロテオリシスに関与していると考えられる。著

者らは、 トウモロコシ初『子I11に数胞の CPが存在する事を酵素レベルでの研究

で確認している 。本研究に於いても、 CCPlmRNAとCCP2mRNAの

主主熱過程および発芽巡れでの発現の時期が異なっていることがノーザン分析で

証明されている。づLJJ-:過程でのプロテオリシスのスタートとして、登熱過程で

準備されている CPがJんじしないように、このH打切での CPの種類と註を最小

限にして発芽が進むにつれて その II.~W] により適した CP が次々と発現するとい

うことは ~1， 1日・に令則的なことだと与えられる。そこでこれまで検討を続けてき

たCC P 1及びCC P 2以外の CPの存在を確認し、その植物体での役割を解

明するために CC P 1 及びCCP2をプロープにして{民ストリンジェントな条

件で cDNAライプラリーよりクローニングを行い、得られたクローンについ

て j~ii析を試みた。
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2 材料および刀法

2 - 1 材料

cDNAライブラリーは第1節で作製したものを用いた。

トウモロコシ程子は前実験と同級に正常混として「巾1-/-'J、経性程としてd5

を川いた。

ジベレリン (GA3) 、ジベレリン合成阻害剤BXー112も同じものを使用した。

2 -2 方法

2 -2 - 1 スクリーニング

CCPlcDNAおよびCCP2cDNAをプロープにして、第 l節と同様

に行った。

2 -2 -2 ノーザン分析

ノーザン分析試料の作製およびノーザン分，fJfは第2節と同様に行った。
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3 *占*

3 -1 スクリーニング

cDNAライブラリーより CC P 1およびCCP2を比較的111ストリンジエ

ントな条件(ハイプリダイゼーション550 C、洗浄2XSSC/0.1%SDS 550 C) 

でハイプリダイゼーションを行い、 50万プラークから CC P 1とあるいは CC

P 2と弱〈クロスするクローンを数10個選出し、単一プラークとして分離し、

ファージ DNAを桁製した。フ 7 ージ DNAをEcoRIで?i'iイヒした1&、pUC18サ

プクローンした。

3 -2 制限醇素地図の作製

得られたプラスミドを名砲の制限防素で処理し作製した制限M素地図の奥な

る5干豆を、 C C P 1 6、C C P 4 1、C C P 6 4、 C C P 8 1、CCP84と

した。このうち CCPlをプロープとして得られたものは CC P 1 6のみで、

残り 4程はすべて CCP2をプロープとして得られたものである。

3 -3 境基配列と舵定アミノ酸配列

上記5紐のプラスミドについて塩た配列(部分塩基配列)を調べたところ、

C C P 4 1はCP特祈の配列ms分を有し CPであると推定されたが、他は CP 

と~'~なると J4l われる配列であった 。

3 -4 禿芽j切に於ける mRNAの発現様式と純物ホルモン (GA3および

ABA) による ii予約1
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これら 5砲について先月q~J に於ける mRNA の発現様式と GA3 およびABAに

よる影響を前]べたところFig.39に示す結果を得た。 CC P 1 6は完熟乾燥経子

にわずかに発刻し、づG)J':1 11 11では CCPlより強く発現しそまま 7日目迄継続

していた。 GA3では)G:[lIが誘導されず、 ABAが存在すると発現が弱くなってい

た 。 CCP2 をプロープにして~:~}た C C P 4 1、CCP68、 CC P 8 1はC

CP2とよ く似た党現株式を示し、この分析結果からはホルモンの影響は見ら

れなか った。しかしながら、同じように CCP2をプロープにして得た CCP

8 4はm RNAの允攻以式が他とは大きく災なっており、特にGA3およびABA

による影響が~I己なっていた 。 この F i g . 39 に示すノーザン分析からもホルモンの

影響を受けることが示唆されていた。

3 -5 C C P 8 1についての.tfrz討

C C P 8 4は、 Fig.39に示すように CCP2をプロープにして得た他の CC

P 4 1、CC P 6 8、CC P 8 1とは異なり、完熟乾燥程子にすでに発現して

おり 、発芽第 III日でかなり強くなり、 3日目には弱くなり 7日目迄弱い なが ら

発現が続いていた。GA3存イ1:下では、 1日目は水の場合と同程度に強く発現し

ていたが、 2 日 n には吏に発:[l!が ~~l まり、 5 日目になって弱くなった。つまり、

GA3 によ って強い発羽が保持されたことになる。 ABA存在下では、 ~rtl い発現が

1日目か ら7日n迄続いていた。 この綴にホルモンの影響を受けることが示唆さ

れたので、 CC P 8 4についても 、経性租 (d5)およびジベレ リン合成阻害剤

BX ー 112 を川いてジベレリンの彩守~~を.tfrz討した。 Fig . 40 に 示す本主に C C P 1お

よびCC P 2よりも GA3添加1:効裂があった。 BXー112についても l日目は殆ど

発現しないれの Ill[~I : 効よいがあらわれた。 ( Fig . 41 ) 次いで登熟期における発現

様式、乾燥による h医科も検討したところ 1!f.J花と共に発現し徐々に~rtl まり完熟ま

で継続し完熟乾燥利((では淡分弱まっていた。また乾燥により幾分弱まってい
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た (Fig.42)、(Fig.43)。さらに、この CCP84の全血基配列およびその推定

アミノ酸配列 を，JrJべ+III，;J性について検索を試みたところ、シロイヌナズナ中の

未知物質 (71%) 、松山(c.e/egans) のtiJ3染色体の逃伝子解析の際見いださ

れたラミニンレセ プタ一級物質と部分的に相向性が高かった (Wilson et al.， 

1994)。
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考祭

イネ種子をはじめ殺実には数利の CPが存在し登熟過程でのプロセシングや発

芽過程でのプロテオリシスに関与していると考えられている。 トウモロコシ桂

子にも同級に数純の CPが存在しさまざな生理作用に関わっているのであろう

との考えを誌に検討をあiけ、 CC P 1およびCCP2存在を硲認した。これら

トウモロコシ租子の CPもオリザインやアリューレインの様に植物ホルモンの

影響を受けることがわかった。 一般に植物ホルモンのうち、 GAによって誘導

を受けるも のは ABAによって IqHきされる。すなわちGAとABAは拾抗作用をす

るとされている 。 しかしながら、 CC P 1およびCCP2ついては必ずしもそ

れがあてはまらないと思えるが、 ABAについての検討が不十分であるため断定

できない。 GAやABA以タトにもオーキシン、サイトカイニン、エチレンといっ

た植物ホルモンが存在しさまざまな生理現象に関与している。 トウモロコシ種

子についても、これらのホルモンについて検討することにより種々の CPの役

割がより IYJ総になると忠われる。そこで、この 2砲の CP以外にこれらのホル

モンの影響をより大きく受ける CP存在を確認するために、 cDNAライブラ

リーより CC P 1およびCCP2をプロープにしてそれぞれに弱くクロスする

クローンを集め解析を試み、 5個のクローン得た。このうち、 CPをコードす

るものは l個 (CC P Ij 1 )だけであった。これらのうち 2個 (CC P 1 6お

よびCCP84)以外はホルモンの影響を受けると判断できなかった。 CCP

1 6はGA3の彩併は認められなかったが、 ABA存在下では mRNAの発現が抑

えられていた。また、 CC P 8 4はm R N Aの発現様式が他とは大きく奥なっ

ていると共にGA3及びABAの影響も受けることが示唆された。 、そこでこの C

C P 8 4について吏に訂創11な知見を得るべく検討を試み、全塩基配列とその推

定アミノ限配列の検討ミから、シロイヌナズナの未知物質と、線虫 (c. elegance) 

の第3染色体の泣伝子wr析に於けるラミニン リセプタ一様物質の一昔11が浮かび
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あがった (Wilsonet al， 1994)。 このラミニンリセプターは、近年細胞接着に

関して注 LIされているものの一つである (Mecham，1991; Engel，1992)。 この

細胞接着にl均述する物質は、動物剥11胞を中心に検討されてきたが、役近組物*111

胞にも類似の物質らしきものが存在することが報告されている (Ax巴loset al.， 

1993; G arcia-H ernandez et al.， 1994) 。 これらのことも考慮に入れ、 CCP8

4について更なる知見を得る為に、現在この CCP84をプロープにしてトウ

モロコシ碩子のゲノムライブラリーよりスクリーニングを行い、数例の陽性ク

ローンを得たので解析を行っている 。

128 



H20 GA3 ABA 

o 1 3 5 7 1 3 5 7 1 3 7 DAY 

c C P 1 6 

C C P 41 

C C P 68 

C C P 81 

よ CC P 84 

Fig. 39 Expression of the mRNAs for the other CCPS in corn 

seeds (cv Koshyu) during germination in the presence of 
H20， GA3 or ABA 
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H20 GA3 
o 1 3 1 3 DAY 

-28S 
-18S 

Fig. 40 Expression of the mRNAs for CCP84 in corn seeds of a dwarf 

cultivar (d5) during germination in the presence of H20 orGA3 
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H20 
1 3 

BX-112 
1 3 DAY 

-28S 
-18S 

Fig.41 Expression of the mRNAs for CCP84 in corn seeds of a BX-112 

treated normal cultivar (koshyu) during germination 
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-1 0 1 2 3 4 5 DRY WEEK 

-28S 
-18S 

Fig. 42 Expression of the mRNA for CCP84 during maturation 
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o 6 24 H R 

-28S 
-18S 

Fig.43 Expression of the mRNA for CCP84 under dry stress 
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総括

1 . トウモロコシシスタチンの一次併迭とその生理作川

植物に存在するプロテイナーゼインヒピターのうち、 Abeらはイネ種子中に

初めてタンパク質システインプロテイナーゼインヒピター(シスタチン)の存

在を確認し、オリザシスタチン I (OC-I)およびオリザシスタチン II (0 

C -1 1 )と命名した。このオリザシスタチンの一次椛造および遺伝子構造が

従来のファミリー l、2、3シスタチンのそれに 一致しないことから、シスタチ

ンスーパーファミリーの，，-，に純物シスタチン (phYIOCYSlalin) ファミリーを新

設すべきであると綻"日している。 Abeらはより多くの笑例を得るために、コム

ギおよびダイズ利子についても検討を行い、それぞれの程子中にシスタチンを

見いだしておりいずれも植物シスタチンに属することを確認している。

本研究ではトウモロコシ殺子にターゲツトを絞り、この点について考察した。

その結来トウモロコシ種子"，には複数砲のシスタチンが存在することを示し、

これらの一次構造はオリザシスタチン、コムギシスタチン、ダイズシスタチン

と同級で、植物シスタチンファミリーに属するものであった。次いでトウモロ

コシシスタチ ン泣伝子の.m.i1iをjffl析したところ、イントロンの数、挿入の位置

がオリザシスタチン逃伝子と非常によく類似していることが確認された。この

結果からも植物シスタチンファミリーに灼属する I例が追加されたことになる。

しかしながら、 トウモロコシシスタチンiiI伝子の 5・上流域について、他のシ

スタチン泣伝子のそれらと比 l駁して凡ると相向性が低いことがわかった。一般

に動純物細胞の泣伝子は、その上流部分に発事l領域を持ち、特有のmJ主を持っ

ている 。これは多車/lIJ出生物として複維な ili伝子機能の調節が:必要であることを

反映していると A管えられている。 OC-1とoC -1 1は、登熟過程に発現す

るという点では一放するが、 OC-1はIJfJ花後 2迎自に特異的に発現し、完熟
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種子には全く発現していないのに対して、 OC-IIは開花後 l週日に特異的

に発現するものの、全-1fw，¥過程に発現しており 、発現様式が異なっている。こ

の両者の遺伝子の 5'上流域の十n向性も低いことが確認されている。本研究で

明らかにしたトウモロコシシスタチン遺伝子は OC一IおよびOCー II 遺伝

子と 5・上流域の相向性は全く見られなかった。さらに、既知のトウモロコシ

由来迎伝子とも上流域での相向性がなくこの上流域の意義を今後検討する必要

があると忠われる。

トウモロコシシスタチンには他の地物シスタチンと異なり、シグナル配列が

存在していた。これは、ヒトシスタチンCの26アミノ酸から成るシグナルペプ

チドがプロセシングされて成熟化する (Abrahamsonet al.， 1987)と同様にプ

ロセシングされる可能性を示している。このようにトウモロコシシスタチンは

シグナルペプチドを訂することより、細胞中の特定部位への輸送が考えられる。

種子中ではアリユーロンm、l庄中に局夜している(後述)が、その植物生理的

意味を今後解析する必要があろう。

一般に植物極子は多種多.f>J<なプロテイナ ーゼインヒピターを含んでいる。こ

れらは極子内問イIのプロテイナーゼを線的にして、種子登熟過程でのタンパク

質のプロセシング、発~三過私E での j行政タンパク 1'l のプロテオリシスの調節や、

外来プロテイナーゼを椋的にし、昆虫、細菌、ウイルスなどからの防御に関与

すると考えられている。事実、Kurodaらは大腸菌で発現させ精製した OC-

IおよびOC-II、2つのトウモロコシシスタチン (CC -IおよびCC

I I)およびダイズシスタチン (soyacystatin)が抗ポリオウイルス効果持つ

ことを右在認している。

トウモロコシシスタチンは、カテプシンB、カテプシンHおよびカテプシンし

のいずれに対しでもオリザシスタチンより も阻害活性が大きく、特にカテプシ

ンLに.Nしては lー2折T校j立大きい (CC一IのKiイ直 1.7XI0.'、 CC -I I 

のKif，直 1.1 X 1 0.10、OC-IのKdllI: 5.1 X 10." 0 C -I IのKi値 :3.9XI0.')。
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このことからトウモロコシシスタチン(特に CC-II) は強力なシステイン

プロテイナーゼインヒピターであることが示唆された。この知見をもとに、現

在 CCー IIをイネのプロトプラストへ導入し、植物体のJ厚生、外来シスタチ

ンを高度に発現するイネ組子の選抜を試みている。この種子を用いて防御活性

の検証を行うことにより、上記刻IQがより明確になると考えている。

シスタチンの生lfll作用を解明する上でシスタチン生成の時期および種子内で

の局在性を確認することは極めて重要である。 Kondoらはイネ種子の登熟およ

び発芽過程におけるオリザシスタチンのri'jJ乏を検討し、主主熟過程においてはグ

ルテリンを主成分とする Jtj'，r:N.タンパク質の生合成に先立ち、 li日花3-4週日に

主主合成が完了し、逆に発見ー過程においては他の生体椛成成分よりも先に分解消

失することを桜侍している 。 これはシスタチンの役割が、発芽の制御すなわち

貯蔵タンパク貿がプロテイナーゼによって偶発的に分解されるのを制御するこ

とにあるとしている 。また、発芽過程において他の生体構成成分よりも先に分

解消失することは逆にプロテイナーゼの作用を阻止しないためであろう。登熟

過程でのトウモロコシシスタチン (CC-I) mRNAの発現様式を調べたと

ころ 、/Jf.J.1E前 lilli!Flより発現が始まり 2種目に強くなりそのまま完熟時まで継

続していた。すなわち、 CC-Iもオリザシスタチンと同様に貯蔵タンパク質

に先立って生介成されていることを示唆している。

CC-Iの抗体を )TJいてトウモロコシの完熟程子および完熟乾燥種子につい

て CC -I の}，~在性を調べたところ、両者ともにアリユーロン層およびj圧に局

在していることが{，(!i，認された。アリユーロン庖は松子表面部に位世し形態学的

にはl庄の一部であり、発芽 11.¥生成あるいは活性化されるプロテイナ ーゼやアミ

ラーゼ等の加水分WI，M素が存在することが刻|られている。 Watanab巴らはイネ

程子の CPであるオリザインαおよびPがアリユーロン層に局在していること

を確認している(米先表) 。 トウモロコシの CPがオリザインαおよびび日同

様にアリユーロン府にfJ在していると仮定すると、プロテイナーゼとインヒピ
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ターが同一場所に存伝することになり、極めて興味深い。これについてはトウ

モロコシ CPの局在性についての検討が不可欠である 。 また CC-Iが種子表

而音11に位i位するアリユーロン肘に局在するということは外来プロテイナーゼす

なわち昆虫、細菌、ウイルスなどからの防御という意味でも興味深いことであ

る。これまでに得られた知見により、 トウモロコシ穂子中にもイネを始めとす

る他の穀実と向織に複数程のシスタチンが存在し異なった生理作用に関与して

いることが確認された。

2. トウモロコシ CPの一次椛迭とその生理作用

CP の役割は主として、種子3tf，(-!l，10l科でのタンパク~のプロセシング、発芽

過程での貯蔵タンパク11のプロテオリシスに関与することであるが、最近では

温度や光といった環境ストレスにも対応していることが報告されている。穀実

に存在する CPとしては、オオムギ滋子のアリユーロン層にアリューレインが

存在することを、またWatanabeらはイネ桂子中に 3砲の CP (オリザインα、

Pおよびy) が存在することをいずれも cDNAクローニングにより確認してい

る。 一方、 Abeらはトウモロコシ種子中には数種類の CPが存在し、 トウモロ

コシ種子の主要タンパク質であるツエインの分解機梢に関与していることを、

酵素学的研究において報告している 。

第 2常ではシスタチンと相互作用するであろうトウモロコシ種子CPについ

てクローニングを行った。 トウモロコシ花子中にもイネ極子と同様に複数種の

CP (CCPlおよびCC P 2)の存在を確認した。これらの一次構造を解析

したところ CC P 1は殺実に存在するいずれの CPとも類似しておらず、最近

乾燥によってその発現が誘導されるエンドウマメの葉茎の Pea15aおよびシロ

イヌナズナのs:i主RD19と日ぃ+11同性を示し、 CCP2はアリユーレインおよ

びオリザインyと高い+IIH性を示した 。この一次椛迭の相違はAbeらが報告し

ているような単なるプロテオリシスの対象となる法質の.i.!iいを示しているので
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はなく、他のY己なった生翌H1'1' fTJに関与していることを示唆していると考え、登

熟知l 及び発芽 J~J におけるこれら CPmRNA の発現総式について検討した 。 C

C P 1は登熟の初期に発現しその後強くなり 4週日以降は幾分弱まり乾燥種子

にも同程度発現しており、発芽 1日目で強くなり 3日目でピークになり 7日目

まで継続していた。このように CPが笠熟の初期に発現することは、この時期

にツエ インなどの貯蔵タンパク質の成熟化や務積が生ずることから、これらを

調節するプロセシング酵素に関与していることが考えられる。あるいは受精後

の花粉の処理!などへの関与を示唆していることも考えられる。 Shinozak iらは

乾燥等のス トレスで*11/胞f!1j:J1i:が破抜されたり、肢を迎してイオンや溶質が漏れ

たりすることにより、タンパク 1iの部分的変性が起こるので、変性タンパク1t

を除去し細胞を正常に保つために、あるいは乾燥等のストレスで光合成能が極

端に低下するため、これら不安のタンパク質を分解し、タンパク質合成の素材

となるアミノ般を供給といった代謝回転のためにRDI9のような CPが働くと

推定している 。 CCPlmRNAの発現は乾燥ストレスによって誘導されない

ことが確認されており、 CC P 1はRDI9やPea 15aとは発現機構は異なるもの

と考えられる。しかしながら、成熟化部分の桃迭は非 1;~' に相同性が高く(それ

ぞれ79%および72%) 、プロテイナーゼとして作用する場合その活性は RDI9

やPea 15aと極めて近い挙動を示すことが考えられる。従って CC P 1もRDI9

やPea 15aと同級に*11/胞内で不安になったタンパク質の分解に関与しているこ

とも考えられる。

CCP2は受熟の初期にわずかに発現するものの、後期および乾燥穂子には

存在せず、発;wm1円目で発:mが始まり 2日自に強くなり 5日目にピークにな

り7日目まで継続し、 CC P 1とは明らかに発現様式が異なっていた。また、

C C P 2はアリューレインおよびオリザインyとの相向性が高いことからも 、

この CPは主としてlrj'政タンパク質のプロテオリシスに関与していると考えら

れ る。 C P の主~な役\liIlである発卦:ìE!I-1" I: での ItJ'政タンパク 11のプロテオリシス
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に関与という制点から>~ると、 C C P 1に続いて CCP2が発現するというこ

とは極めて合理的である 。 発芽過午~I~ でのプロテオリシスを効率良くスタートさ

せるために登熟過利で准怖されている CPが2暴走しないように、この時期jでの

CPの種類と立を最小限にし、発2日二が進むにつれてその時期により適した CP

が次々と発現すると考えられるからである 。 この時期の CPの制御(とくに C

C P 1の制御)にシスタチンが関与していると考えられる 。すなわち CC P 1 

とシスタチンは同H引切に発現しており、シスタチンの441的酔素に成り得ると考

えられる。また、 ~P1 となるツエインの多様性という点からも、より適した C

Pが次 h と発事1するという考え方には妥当性がある 。 また、この推論が的を射

ているとすると、 CC P 1およびCCP2以外の CPが存在することになる 。

そこで CC P 1およびCCP2以外の CPの存在を線認するために CC P 1お

よびCCP2をプロープにf民ストリンジェントな条件でのハイプリダイゼーシ

ヨンを行い、 fSられたクローンについて解析を行っている 。

アリューレインやオリザインはいずれも柏物ホルモンであるジベレリン

(GA) によってその発現が誘導され、発芽 J~J での松子貯蔵タンパク質の分解

に|関与していると考えられている 。 CC P 1およびCCP2についてジベレリ

ン (GA，)、アプシジン椴 (ABA) の影響を調べたところ、正常種にGA，や

ABAを添加して発芽させたものと、水だけで発芽させたものとでは mRNAの

発現孟の差は認められなかった。 トウモロコシ種子中にはPhien neyらの示す

GA生合成系が存在することを Hondaらが報告している 。 この生合成系によっ

て合成された内生ジベレリンの作川により添加効果が認められなかったと考え、

Varnerらがオオムギ無l応種子を月]いてGA，添加効果ーを示したことを参考に、ジ

ベレリン生合成の '-1'心部位である院を除去したトウモロコシ種子について検討

した。その結来、 l汲水後 8時間後にコントロールの布j任程子に比べてわずかに

添加効よIi:が認められた。そこで、 GA生合成系がプロックされている倭性経(d 

5) を用いて の検討、及びジベレリンの合成阻害剤 (BXー112)を用いての検

139 



討を試みた。その結果、 CC P 1およびCCP2もジベレリンの誘導を受ける

CPであることが侃泌された。 ABAについては今後検討するつもりである。こ

れら以外にもオーキシン、サイトカイニン、エチレンといった植物ホルモンが

さまざまな生:a現象に附与していることが他の植物について報告されている。

今後はこれらについても検討する必要があると考えている。

CPの種子内でのとl二製作川をW1'PJするには桓子内での局在性を検討する必要

がある。酵素学的矢11見よりトウモロコシ CPは、政性下 (pH3付近)で最も強

い活性を示しており、このことは液胞中での条件と符合する。事実、 CCP2

はプロシークエンス '1"に液胞へのソーティングシグナルを持っており、 CCP

2が液)抱に応イEしている "J能性は r~'6 ぃ。またトウモロコシシスタチンに関して

はこれらもシグナル配列を有していることから、液胞への輸送も考えられる。

いずれにしても、 トウモロコシシスタチンと同H手にトウモロコシCPの局在性

を検討することは相子生理学的にも必須である。

以上、本研究は村l物胞子の生命活動に於いてきわめて重要なタンパク質分解

のプロセスをトウモロコシ種子について、その担い手であるプロテイナーゼと

インヒピターに照司f(を合わせて分子生物学的解明を試みたもので、タンパク 1'i

分解機tl~ の迎Wf. の ~ l!)) として干!7・与することができたと考えられると共に、新た

なrJl!Jmを狩ることができた。今後、本研究から得た知見は、 J他物生理学、ひい

ては食ね!とtiWのための)，~礎12学にも貢献できるものと j切符:される。
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要旨

論文題目 トウモロコシ手重子シスタチンおよび

システインプロテイナーゼに関する

分子生物学的研究

氏名 道本千衣子

システインプロテイナーゼインヒピターであるシスタチンは動植物組織に広

〈存夜し、シスタチンスーパーファミリーを形成していることが知られている。

Abeらは、イネ種子中にオリザシスタチンが存在し、1ll1J物由来のシスタチンと

は椛造がS~ なることを報告し、従来のファミリー l 、 2 、 3 から成るシスタチン

スーパーファミリーのどれにも尽きない別のファミリー (phytocystatin) に帰

属されるべきものであると提唱し、より多くの実例を得るためにコムギ種子、

ダイズ種子についても検討を試みシスタチンJfi伝子について多くの知見を得て

いる。トウモロコシ種子についてもシスタチン cDNAの解析を行い、シグナ

ル配列を持つ新しいシスタチンであることを既に報告している。このトウモロ

コシシスタチンについての詳細な知見を仰ることを目的にtfil準の研究を遂行

した。 次いでシスタチンの政的俳索と考えられるシステインプロテイナーゼ
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(c p) についての検討を試みた。穀物種子に多枝、多量に存在しタンパク質

の合成および分解に深〈関与している cpについては、オオムギ経子のアリユ

ーロン層にアリ ューレインが存在することが遺伝子レベルで初めて確認された。

これは植物ホルモンであるジペレリン (GA)によって発現が誘導され、発芽

J~l での粒子貯蔵タンパク質の分解に関わっているとされている。 Watanabe ら

はイネ種子中に 3粧の cpの存在を確認し、オリザインα、日およびYと命名し

た。オリザインもまた発芽過程で GAの誘導を受けることが明らかにされてい

る。

トウモロコシ組子中には後数磁の cpが存在し 、主要タンパク'nである数種

のツエインの分解に関与していることが防素学的研究により明らかにされてい

る。しかしながら、遺伝子レベルでの報告は少なく、植物生理を理解する上で

の基礎的な知見を得ることを目的に第 2i;'tの研究を遂行した。

トウモロコシシスタチン (cc -1) を大腸菌中に発現させ、得られたシス

タチンタンパク質を桁裂し、恐々の CPに対する阻害活性を測定したところ、

パパインを非倍抗的に阻害した (Ki:3.7XIO.') 。パパイン以外の CPについ

て検討したところ、カテプシン H及びカテプシンLに対しては強い活性(それ

ぞれKi:5.7Xl0ゆおよびKi:1.7Xl0 ・)を示し、カテプシンBに対しては比較

的弱い活性 (Ki:2.9Xl0.') を示した。オリザシスタチン (0C -1、OC-

1 1) と比絞すると、パパインに対しては同程度であ ったがカテプシンBおよ

びカテプシンHにたいしてはオリザシスタチンよりも強い活性が認められた。

この CC -1の粒子"，での局在性を抗体染色1去を用いて調べたところ、アリ

ユーロン胞と j庄の部分が他の部分と比べて波〈染色され、この部分に局在する

ことが確認された。
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トウモロコ シ種子中には CC-I以外に複数磁のシスタチンが存在すると考

え、吏にクローニングを行いね}られたクローンの邸基配列から CC -1 1を得

た。この二つのシスタチンは前半 (N末端側)部分の相向性が低く (52%) 、

CPに対する阻害活性の傾向は似ているが、カテプシンLに対しては CC-I

に比べてかなり強く (Ki 1.1X10-1O)、強力なインヒピターであると考えら

れる。現在この CC -1 1をイネのプロトプラストへ導入し、イネ植物体の再

生、外来シスタチンを町皮に発現するイネ種子の選抜という、いわゆる植物分

子育種の手法を試みている。

トウモロコシシスタ チンについて更に詳細な知見を得るために、シスタチン

遺伝子のクローニングを行い符られた遺伝子の解析を行った。全長約 2.2kbp 

で134アミノ般をコードしており 70番目と71番目のアミノ酸のn:Jに882 bpの第

lイントロン、終止コドンの直後に 162bpの第 2イントロンが挿入されており、

3つのエキソンが 2つのイントロンによって分断されていた。イントロンの挿

入位置および数はオリザシスタチンと全く同じであり、 Abeらが提唱している

ファミリー 4に属し、植物シスタチンが動物シスタチンと類型lを異にするとい

う実例を 一つ迫力11したことになる。 一方、 5'上流域については相向性が低い

ことが示された。

C Pについては、まずトウモロコシの発芽0、 l、3、5、7日目の種子より

λgt1 OcDN Aライ ブラ リーをイ乍製し、オリザインをプロープにスクリーニング

を行い、得られた陽性クロー ンより制限M素地図の異なる CCPlおよびCC

P 2の解析を行 った。 CC P 1は全長1311bpで371アミノ酸をコードし、 CC

P 2は全長1382bpで360アミノ般をコードしていた。両者とも活性中心となる

C、H、Nを保存しており CPであるると判断した。 CCP2にはオリザインy、
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アリューレインに凡られる液)1包へのソーティングシグナルと類似する配列

(NPIRPV) が存イEしたがCC P 1には見られなか った。この二つの CPの相

向性は低く (42%)、CC P 1は乾燥によ って発現が誘導 されるエンドウマメ

のPea 15aおよびシロイヌナズナのRD19との相向性が高く(それぞれ72%およ

び79%) 、 CCP2はオリザインYおよびアリューレインとの相向性が高<(そ

れぞれ87%および89% ) 、 ~l~ なったタイプの CP であると考えられた 。

登熟知j および発芽 J~] の mRNA の発現保式について検討した 。 CCPlmR

NAは開花と共に発現し、 3週日に強くなりその後弱まり、完熟時には開花時

程度になり、乾燥しでも同科度で、発芽 1日目で強〈発現し 3日目でピークに

なり 7日目迄継続していた。つまり、 CC P 1は登熟期に弱いながらも発現し

絞けていることか ら、シスタチンと同一fl.，!J切に発現していることになりお互い

に相互作用し得る可能性が示唆された。CCP2は開花時わずかに発現が認め

られるが、登熟後半にも、完熟乾燥種子にも発現せず、発芽 l日目に弱い発現

が認められ 5日目にピークになるなど、発現様式も異なり、機能的にも CCP

lと異なると判断した。 また CC P 1とCCP2の局在生も異なるのではない

かと考えられる 。すなわち、 CC P 1 はトウモロコシシスタチンの局在するIJf

およびアリユーロン層に、 CCP2は脹乳に局花する可能性がある 。

次にこれらの CPについて組物ホルモンであるジベレリン (GA，)およびア

プシジン限 (ABA)の彩粋について検討したところ、 lμMのGA，およびABAで

発芽させたものと水だけで発芽させたものとの mRNAの差は認められなかっ

た。しかしながら、発芽すなわち吸水が始まると非常に強〈発現することから、

程子中で生令成される内'1ュジベレリンの影響が大きく、外からの添加による影

響が見られなか ったとみえ、 GA合成系がブロックされている緩性経 (d5) お

151 



よびGA合成|阻但子符?剤 (BX-J け12幻)を!川刊いて検言討、Jした。CCPlmRNAに対して、

d5は正7常;

d出5 を GAん， i，添恭加で発 ヲ芳芽:;， させたものは l 日目から ~rt強d虫i く発現し、 GAの誘導を受ける

ことが認められた。BX-112については、 BX-112を添加]した方は発芽第 1日目

では CCPlmRNA発現がわずかに弱まる程度であるが、 3日目にはかなり

弱くなっていた。 CCP2mRNAは l日目にはかなり弱まり、 3日目にはコ

ントロールと同程度になった。

C C P 1が乾燥によって誘導される CPと相向性が高いことから、 トウモロ

コシ種子を乾燥し発現状態を調べたところ変化は認められず、これらの CPと

は別種のものであり、 S~ なった役を担っていると考えられる 。

トウモロコシ滋子中に存在する CPとして、 CC P 1および CCP2につい

て検討を統けてきたが、他の穀実に見られるように、 トウモロコシ種子中にも

これらの CP以外に数租類の CPが存在しており、種々の生活!作用に関与し、

ホlレモンによる影響にも差があると考え、 CC P 1およびCCP2をプロープ

に{氏ストリンジェントな条件でスクリーニングを行い、得られたクローンの解

析中である 。

以上本研究において、 トウモロコシシスタチン逃伝子を単離し構造の解析を

行い、阻害活性、在子における局在性を切らかにし、プロテイナーゼインヒピ

ターとしてのその生理作川を検討すると共に、 シスタチンの標的酵素となり得

るシステインプロテイナーゼについても、これらをコードする cDNAの.f1lJ造

を解析し、植物ホルモンによる作月]機構について検討した。
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