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コメは世界中で栽培され、世界人口の 4分の lの食粗として消費されている穀物

であり、何千年もの閥、高品質、高収量のコメを目指して改良が進められてきた。

コメは、人類にとって重要な作物であるにもかかわらず、分子生物学的研究は立ち

遅れていたが、近年になってイネ核ゲノムの解析が進み、生体としてのイネの姿が

次第に明らかにされつつある。コメ中には、グルテリンをはじめとする貯蔵タンパ

ク質が約 7%存在し、タンパク質源としても重要な種子である。 しかし、種子中の

タンパク質のプロセシングや分解を担うプロテアーゼに関する研究はごくわずかで

あり、システインプロテアーゼ (CP)についての報告があるのみである。コメの CP

はオリザインと呼ばれ、コメの発芽期に多く発現し、芽生えに伴う貯蔵タンパク質

の分解に関与すると言われている。 しかし、他の種類のプロテアーゼに関しての報

告例はほとんどない。そこで本研究では、コメ中にCPに次いで多量ーに含まれ生理的

にも重要な役割を持っと予想されるアスパラギン酸プロテアーゼ (AP) に着目した。

APは、動物や微生物においては、細胞内、剤IIJ抱外にあ ってタンパク質のプロセシン

グ、消化、生理活性ペプチドの生成等、生理的にも重要なものが多い。植物体内に

おいてもその存在意義は大きいことが予惣される。そこで本研究では、コメ APに関

して遺伝子工学的手法およびタンパク質工学的手法を用いて植物生理学的意義を解

明することを目的として解析を行った。以下に、その概要を述べる。



第 1に、コメより APをコードするcDNAクローンのスクリーニングを行った。 RT-

PCRにより、 APをコードする 3種類のクローン pLl， pLA， pL5を得た。これらのクロ

ーンはアミノ酸配列で互いに 58-76%の高い相向性を有し、他の植物APとも 58-

80%と高い相向性を有していた。しかし、 pLl， plA， pL5は、動物、微生物APとは

35-45%と相同性は比較的低かった。3種のク ローンをプロープとして開花2週日

の種子から作製したcDNAライブラリーをスクリーニングし、全長 2027bpよりなる

APの配列をコードする cDNAクローンを単離した。本クローンは pLl， pLA， pL5のい

ずれとも異なるアミノ酸配列をコードしており、そのタンパク質をオリザシン lと

命名した。オリザシン lは509アミノ酸残基から成り、約 20アミノ酸残基のシグナ

ル配列とそれに続く 47アミノ酸残基のプロ配列を有し、活性中心となるアスパラギ

ン酸残基周辺配列は他の APと同様高度に保存されていた。オリザシン 1は、オオ

ムギ APであるHvAPと最も相向性が高く、成熟型酵素部分は 88%という非常に高

い値であった。オリザシン lの大きな特徴は、既知の動物、微生物APには存在しな

い 104アミノ酸残基からなる巨大インサーションを C末端領域に有していることで

ある。植物(コメ、オオムギ、カルドン)由来の APにはすべてこのインサーショ

ン領域が存在していたが、この領域の機能については解明されていない。

オリザシン 1m貯仙の発現時期をノーザン分析により調べたところ、開花直後か

ら生合成が始まり、開花2週日に発現量は最大となって、種子が熟するまでの登熟

の間発現量は多いが、完熟種子では著しく減少した。 一方、発芽WJにあっては、発

芽初期の種子および芽では発現主が多いが次第に減少し、発芽 7日目ではほとんど

検出されなかった。コメの主要貯蔵タンパク質であるグルテリンm悶可Aは|非]花後3

週目に発現量が最大となるが、オリザシン lはこれに先立ち登熟初期から発現し、

完熟に至るまでの開発現量は多く、オリザシン lが貯蔵タンパク質のプロセシング

を行っている可能性が示唆された。

第 2に、オリザシン lの泣伝子構造について解析を行った。オリザシン l逃伝子

は約 6.7kbpからなり、 14のエキソンより構築され、したがって 13個のイントロンで

分断されていた。活性中心の 2つのアスパラギン酸残基は第2エキソンと第8エキ

ソンに由来していた。オリザシン l泣伝子にはデーノンコーデイ ング領域に第 1イン

トロンが挿入され、また、 14エキソン・ 13イントロン構造であったという点で、 9

エキソン・ 8イントロン構造の動物AP遺伝子や微生物AP遺伝子等、既知のAP泣伝

子とは著しく異なっていた。オリザシン l泣伝子は、械i物APとして初めて解析され

たものであり、他の植物APとの比較はできないが、動物・微生物AP遺伝子とはイン

トロ ンの挿入位置に関しでも、会く一致しなかった。オリザシン 1には 104アミノ



酸残基からなる動物・微生物APには存在しないインサーションがあり、この領域は

オリザシン 1遺伝子上では 3つのエキソンに分かれてコードされていることが、明

ら治、になった。

一般にAPはN末端およびC末端領域の類似する 2つのドメインから構成され、 X

線結品解析の結果から、双葉様三次構造をとることが明らかとなっている。また、

AP 遺伝子の構築過程に関しては、ヒトレニン遺伝子の解析より、 geneduplicationが

生じた後、融合することによって、現在の形が形成されたという説が出されている。

しかし、オリザシン l遺伝子の構造は、この仮説とはほど遠いものであった。すな

わち、植物 AP遺伝子は、 APの基本骨絡形成のための geneduplicationが生じた後動物

や微生物 APと分かれ、 C末端領域にのみ大きなインサーションが挿入され、その

後独自の進化過程を辿りながら、イントロンの獲得と欠落が生じて現在の形の遺伝

子構造が形成されたものと考えられる。

以上、遺伝子レベルでの解析により、植物 APに関する多くの知見を得ることが

できたが、実際にコメ中におけるオリザシンの性質を解明するためには、そのタン

パク質を完熟種子より抽出、精製することが不可欠である。そこで、第3に、オリ

ザシンタンパク質を各種クロマトグラフィーを用いて精製した。精製オリザシンは、

AP特異的阻害剤であるべプスタチンで完全に阻害されたが、他のプロテアーゼイン

ヒピターでは全く阻害を受けず、アスパラギン酸プロテアーゼであることが確認さ

れた。精製オリザシンの分子質量は57ゆ aで、 cDNAから推定される分子質量より数

kDaも大きくなっていた。その理由として、オリザシン lcDNAには、 2ヵ所の糖鎖付

加部位 NH下封、 NKT唱が存在し、糖鎖が付加している可能性が考えられる。また、

ヘモグロピンを基質とした際の水解至適pHは3.0で、 4.0を超えると著しく活性が低

下した。活性の温度依存性を23'(;-57'(;で測定したところ、 50'(;までは温度の上昇

とともに活性も上昇するが、 50'(;を超えると急激に減少した。

ノーザン分析によるオリザシンlの発現パターンをみると、これが登熟期に多く発

現し、完熟になるとほとんど発現しなくなる。しかし、完熟種子では、明らかにAP

活性をもっオリザシンが存在した。これらのことから、オリザシンは、受熱中に種

子内で生合成され、不活性のプロ体として完熟種子中に蓄積される。成熟型酵素へ

の変換は何らかのシグナル(例えば活性型オリザシンによるプロ配列の切断)が引

き金になると推定される。

第4に、植物 APの持つ特異的な構造と酵素学的性質の相|迎について調べるため

に、オリザシン lタンパク質を大腸菌で発現させ、活性化機構の解析を行った。方



法としては、 GST(gluta山ioneS-transferase )融合タンパク質としてオリザシン 1を大

腸菌で発現させた。オリザシン lの活性化はinvivoでのオリザシンの活性化を知る

上で重要な情報を与えてくれるはずだからである。現実に、 GSTに融合させた形で

発現させたプロ体オリザシン lは、 pH3.3という酸性条件下で24時間処理すること

で成熟型となり、プロテアーゼ活性が生じた。すなわち、プロ体のオリザシン lは

酸性条件下で自己触媒的に活性型に変換されることを明らかにした。活性型オリザ

シン lは至適pHが 3.0で、コメより精製したオリザシンと同様の pH依存性を示し

た。

以上の研究を総合し、植物細胞内でのオリザシンの代謝回転について考察すると、

オリザシン Iは至適 pHが酸性領域にあることから、植物細胞内における局在は酸

性オルガネラである液胞、プロテインボディーまたはエンドソームなどであろうと

推定される。オリザシン lは、他のプロテアーゼと同様、粗面小胞体膜上で生合成

され、ゴルジ複合体を経由して液胞へと選別輸送され、液胞内で成熟型オリザシン

へと転換されると思われる。液胞内では、プロ型オリザシンと成熟型オリザシンの

両方が存在し、プロ型オリザシンは液胞内の酸性条件下で活性型となり、細胞内タ

ンパク質の消化、プロセシング、異物代謝等に関与すると考えられる。

最後にオリザシンの応用面での研究について付記する。オリザシンに関して遺伝

子解析、大腸菌での発現、また酵素の精製といった仕事を行ってきた過程で、多く

の凝乳酵素がAPであることに鑑み、オリザシンの凝乳酵素としての可能性を模索

した。その結果、オリザシンは、スキムミルク溶液をカルシウムイオン存在下で凝

固させ、 κ カゼインを限定分解することを見い出した。完熟イネ種子に存在するオ

リザシンを凝乳酵素として利用することは、安全で、安価で、しかも、安定供給が

確保されているという面でも有益であろう。

以上、本研究は、オリザシンの発見、植物生理学的意義の解析、そして、凝乳酵

素への応用の可能性の示唆を通じ、プロテアーゼ研究における新たな展開の一助と

して寄与しうると考えている。
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第 l章

序論



プロテアーゼは、真核生物から原核生物、ウィルスに至るまであらゆる生命体に存

在し、その生命活動の中核として細胞内外に広く分布をしている。現在までに報告さ

れたプロテアーゼは Enzyme Nomenclature ( 1992 )に登録された種類だけでも 221種類

にも及ぶ。

プロテアーゼの古典的な研究対象は、消化酵素であった。動物の胃内に存在するペ

プシンはその代表例であり、ペプシンの生理作用に関する研究はプロテアーゼ研究の

主流であった。消化は、栄養素として摂取したタンパク質を分解し、体内タンパク質

に作り変えるための原料となるアミノ酸にまで分解する過程であり、消化管酵素はプ

ロテアーゼの作用機作の解明が、厳初になされた例である。しかし、プロテアーゼの

働きは広く、あらゆる生命現象に関与するといっても過言ではない。その中で、生命

を支える基本単位である細胞における細胞内タンパク質の成熟、細胞死の調節、自食・

他食作用といった選択的分解をプロテアーゼが行っている。

リソソームに存在するカテプシン群は、リソソーム内タンパク質分解を担っており、

カテプシンB、H、L といったシステインプロテアーゼが、エンドサイトーシスで取

り込まれた異物を分解し (Katunumaand Kominami 1983)、カテプシンDが、他のカテプ

シン群酵素のプロセシングをして活性化する(Nishimura et al. 1989)。またカテプシン

群酵素は細胞内タンパク質の寿命を決定し、生体のホメオスタシスの維持に貢献する。

体内の代謝調節機能に関わるプロテアーゼとしては、血圧調節に関与するレニン、血

液凝固系において凝固カスケードを進行させるセリンプロテアーゼ、キニンーカリク

レイン系におけるカリクレインによるキニノーゲンの限定分解といった、重要な酵素

が存在する。細胞内の情報伝達制御に関しては、カルシウム依存性プロテアーゼであ

るカルパインがキナーゼなどの酵素タンパク質、細胞骨格タンパク質等を限定分解す

ることにより、細胞内の正常なターンオーバーを支配していると考えられている(

Suzuki et al. 1995)。

以上のように、細胞内の生理機能はプロテアーゼの厳格な制御によって維持されて

いる。厳密な制御機構に乱れが生じると種々の病態へと移行する。近年のプロテアー
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ゼ研究は、タンパク質分解の異常により病態へと移行するメカニズムの解明へとつな

がってきている。また、免疫反応における細菌ウイルスなどの感染制御、癌細胞の転

移等に関与するプロテアーゼについても解明されつつある。このようにプロテアーゼ

はプロテインというギリシャ認のプロテイオス(第一位のや11) を語源とする物質の代

謝に直接関わることから、この名にふさわしい生命の根幹反応を触媒する分子と把え

ることができ、その研究は新しい段階へと進みつつある。

本研究では、これら最近の細胞内プロテアーゼの研究動向を踏まえつつ、縞物中の

プロテアーゼに関する研究を取り上げることにした。植物細胞は基本構造は動物のそ

れと変わりはないが、分化した細胞が全能性を持つことなと初J物細胞とは異なる個性

を持つ。個々の細胞の生長と分化についても動物とは明らかに異なり、物質代謝にお

けるプロテアーゼの機能も独自のものがあると思われる。しかし、組物細胞における

プロテアーゼの機能については研究例が極めて少なく、しかもその多くはシステイン

プロテアーゼ(CP)に関するものである。植物穂子の中にはシステインプロテアーゼに

次いでアスパラギン酸プロテアーゼが多く含まれると予想されるが、現在までのとこ

ろ、これに関する報告は緩めて乏しい。そこで本研究では、主要穀物であるコメのプ

ロテアーゼについて取り上げ、分子生物学的 .M素化学的見地から解析を進める。コ

メは主要食糧としても重要であり、生型機能の解明は、食組生産の向上へも賞献する

であろう。さらに、本酵素の食品加工への応用についても挑戦したい。これらの研究

を進めるにあたって現在までに符られている周辺分野の知見をまず概説し、本研究の

意義について言及する。

1 .アスパラギン酸プロテアーゼ

プロテアーゼには種々の分類法があるが、触媒機能によって、次の 4種類、 1.セ

リンプロテアーゼ (EC34.21 )、 2. システインプロテアーゼ (EC3.4.22)、 3. アスパ

ラギン酸プロテアーゼ (EC3.4.23)、4 金属プロテアーゼ (EC3.424)に分類される。

このうち、アスパラギン酸プロテアーゼ (EC3.4.23)は、活性中心にアスパラギン酸残



基が存在し、ペプスタチン、ジアゾアセチルー0，しノ Jレロイシンメチルエステル (DAN)、

1，2-エポキシー3-(p-ニトロフエノキシ)プロパン (EPNP) によって阻害される。アスパ

ラギン酸プロテアーゼ (AP)の多くは酸性領域に至適 pHをもつことから酸性プロテア

ーゼとも呼ばれていた。しかし、レニンやレトロウイルスプロテアーゼのように弱酸

性~中性域に至適 pHをもつものも発見され、酸性プロテアーゼという呼称は必ずしも

適当とは言えなくなった。もともと APはプタ消化酵素として発見されたペプシンがよ

く研究され、 pH1.5-2という強酸性域に至適 pHが存在することから呼ばれるように

なった名称、であった。その後、 APは多くの生物種より分離精製され、高等生物から微

生物に至るまで広く分布して細胞内酔索、細胞外酵素として生理的に重要な役割を果

たしていることが明らかとなった。

細胞内プロテアーゼとしては、カテプシンD、Eがその代表的なものである。前述

したようにカテプシンDは動物細胞のリソソーム内に分布し、細胞内タンパク質の代

謝回転に重要な役割を果たしている。特に、他のリソソーム酵素、カテプシンB、L

を成熟型酵素に変換するプロセシング酵素として作用するという報告が (Nishimura巴t

al. 1989)得られ、興味深い。また、近年カテプシン Dのプロセシングに関する研究が

進み、多くの知見が増しつつある(Richo and Conner 1991， 1994 )。カテプシン Eは、非

リソソーム系の細胞内酵素で、骨髄、マクロファージ、白血球、赤血球朕などに分布

する (Y抑制叩巴tal. 1991)。

酵母のi液j抱中に存在するプロテイナーゼA (YPA)は動物細胞のカテプシンDと同

様の働きをすると考えられる。液胞は、研究初aJl)Jには不要となったタンパク質老廃物

を分解する組織と考えられていたが、実は1liJJ物細胞のリソソームに相当しており、種々

の酵素によるプロセシングや分解といった幅広い酵素反応が行なわれる場であること

が判りつつある。 YPAは、同じく液胞内~素であるカルボキシベプチダーゼ Y (CPy) 

のプロセシングに関わる (Woolfordel al. 1986)0 YPAの機能は植物APの機能を解析す

る上で良い参考になると考えられる。
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ヒト免疫不全ウイルス(HlV) は、レトロウイルスに特異的な増殖様式をもっ。増殖

段階でレトロウイルスプロテアーゼ (PR) は、ポリプロテインをプロセシングして成

熟型へと変換し、ウイルス粒子は感染能を獲得する。このPRもM の一種でありベプス

タチンやDANなどで阻害される。また、 X線結晶解析の結果から、 APに特徴的な双葉

様の立体構造を形成していたが、 PRは他のAPが 1分子内に 2つの似たドメインをもつ

のに対し、 PR1分子はこれらの lドメインに相当して、会合することで二量体となり、

双業様の立体配座をとる既知のAPとは異なる構造を保持していた(Mannel et al. 1989)。

細胞外酵素としては、胃底IV~で分泌、される腎内消化酵素ペプシンがある。ペプシン

には、数種のアイソザイムが存在する。ペプシンは消化酵素として、またAPの代表的

な例として広く研究対象とされてきた。ペプシンは不活性型前駆体であるべプシノー

ゲンとして合成され胃腔内に分泌された後、胃酸の目立性 pH下で自己触媒的に活性化し

てペプシンとなる (Takahashiand Kageyama 1985， Pichova et a 1. 1985)。ペプシンの至~

pHは2付近にあり、低 pHで器質タンパク質を切断する。ペプシンは基質特異性が広

〈疎水性アミノ酸や芳香族アミノ酸を含むペプチドによく作用するが、他の結合も切

断する。キモシンはペプシンと同様胃内に存在する消化酵素であるが、仔牛の第 4胃

に存在し、ペプシンと異なる点は基質特異性が狭く、 Kーカゼインの 105Phe -106 M巴I

結合を切断して顕著な凝乳作用を示す。

カピ類の産生するAPは刻11胞外に分泌されるものが多く、 PeniciJJium属の産生するべ

ニシロペプシン (EC3.4.23.20 )、 Rhizopus属の産生するリゾプスペプシン (3.4.23.21)、

Endo的Ia属のエンドシアペプシ ン(EC3.4.23.22.)、Mucor属のムコールペプシン (EC

3.4.23.23 )、 AspergiJlus属のアスパラギロペプシン (EC3.4.23.18， EC 3.4.23.19 )等が知

られている。これらはすべてペプシン型のAPである。一般的に基質特異性は広いが、

ムコールレンニンや数磁のカピの産生するAPでは、基質特異性の狭いものも存在して

いる。これらは量的にも豊宮でi'M体外に分泌、されるという利点から、結晶のX線解析
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( James et al. 1983 )、ミュータントを用いた酵素的性質の解明(Fukuda et al. 1994 )等が数

多く報告されている。

他に、細胞外に分泌、されるものとしてはレニンがある。レニンは主に腎臓で産主主さ

れ、血中に分泌されてアンジオテンシノーゲンに作用してアンジオテンシン Iを産生

し、血圧調節に大きな関わりをもっ。レニンは基質特異性が狭く、至適 pHが6-7と中

性付近にあり、ペプスタチンに対する感受性が低いのが特徴である。

以上述べたように、既知のAPには、創11胞内砂索、細胞外酵素とも動物、微生物由来

のものが多く、植物や見虫を起源とするAPに関しては報告例が極めて少なかった。見

虫では最近、卵タンパク質ピテログニンの成熟に関与する蚊のAP(mLAP) が精製され、

cDNAが単離された(Cho and Raikh巴11992)。また、チャパネゴキブリのアレルゲンが、

APであることも報告された(Arruda et al. 1995 )。ダニのアレルゲンの lつに CPがある

ことの報告例(Matsushima et al. 1993)は過去にあったが、アレルゲンとしてのAPの報告

は初めてであった。このようにAPに!返する研究対象も近年目覚ましく広がりつつある。

一方、植物 APでは、本研究に若手をしたl時点では、大変 (Sarkkinenet al. 1992)、小麦

(Duna巴vskyet al. 1989， Kawamura et a1.1982)、キュウリ(Polanowski巴tal.1984)、カボチヤ

(Polanowski et al. 1984)、ソノ{( Belozersky et al. 1984)、 トマト (Rodrigoet a1.1989)、そし

てコメ (Doiet a1.1980c)でペプスタチンに感受性のあるプロテアーゼとしてタンパク質

レベルで精製された報告があった。生;型機能に関しては、近年、アラピドプシスの 2S

アルプミンをプロセスするアスパラギン酸プロテアーゼが、報告された(D'Hondtet 

札 1993)。それまで主要貯蔵タンパク質のプロセシング酵素としては、システインプロ

テアーゼのみが見い出されていたが、 APのプロセシング酵素としては、本酵素がはじ

めての例となった。また、大変 APであるHvAPが、 i夜胞内タンパク質であるレクチン

をプロセスするという報告も最近l喝された(Runeberg-Roos et a1.1994)。現在までのとこ

ろAPの生理機能として解析されたのは、以上の例のみである。さらに、 DNAレベルの

解析が行われていたのは、 HvAPのみであった(Runeb巴rg-Rooset a1.l99 1)。単離された
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HvAPcDNAクローンは、カテプシン Dや酵母のプロテイナーゼAと相向性が高く、 AP

の活性中心の配列は既知のAPと同様に保存されていた。しかし、棺物 APに関する研

究は上記の報告があるのみであった。植物プロテアーゼの機能は、純物特有の生活環

とi深い関わりがあると考えられる。そこで、次に、植物の生活環のうち、主に種子の

形成と発芽に関与するプロテアーゼについて述べる。

2 植物に存在するプロテアーゼ

植物の生活環は動物とは大きく異なり、下記のように考えられる。

発芽→ 植物体(成体)→老化

↓ 

休日民←種子形成←受精

それぞれのステージには時期特典的な遺伝子の発現があり、それらの遺伝子の発現に

よって、生理機能が支えられている。植物の生活環の中で種子の形成と発芽は、休眠

期をはさんでひと続きの槌物生長の初期過程ではあるが、両期の閥には大きな変換が

生じる。すなわち、程子登熟期には子葉や妊手しで貯蔵物質の合成、集積が起こり、こ

れらは貯蔵器官としての役割を来たすが、吸水に始まる発芽}切には一転して、これら

の器官では貯蔵物質の分解 利用系が発現する。登熱から発芽への相変換には様々な

物質の変換が生じるが、中でもその主要な役割を担っているのはプロテアーゼである。

さて、植物プロテアーゼに関する研究は、穀物主要タンパク質の合成と分解に関する

研究の一環として進められてきた。とりわけ種子中に量的に多く存在するシステイン

プロテアーゼが、貯蔵タンパク質の合成と分解の鍵酵素と考えられており、多くの研

究がなされてきた。

貯蔵タンパク質の合成に関与する CPとして、プロセシング酔素が挙げられる。種子

タンパク質が前駆体から成熟型へと変換する際に液胞プロセシング酵素は、プロ型の

グロプリンとプロ型 2Sアルブミンを限定分解して前駆体から成熟型に変換する酵素

であり、登熟カボチヤ子葉、ヒマ、ダイズにおいて精製された。プロセシング酵素は
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液胞内マトリックスに存在しており、ここが貯蔵タンパク質のプロセシングの場とな

っていること iJ{わかる(Hara-Nishimura et aJ.l987， Akasofu et aJ.l989， Akasofu巴tal.1990，

Scott et al.1992， Okamoto巴taJ.l995 )。

また、種子の発芽では穏々のプロテアーゼが関わっており、穂子中の貯蔵タンパク

質を分解し、生成するアミノ酸を新タンパク質合成の素材として用い、芽生えの生長

が始まる。これらに関与するものとしては大麦のEP-A、 EP-B( Shutov et a1.1987) 、ア

リューレイン(Rogerset al. 1985)、コメのオリザイン α、p、 y( Watanabe et a1.l991)等が

知られている。これらのうち、 EP-Aおよび EP-Bは、分泌性のエンドベプチダーゼであ

り、 cDNAクローニングにより一次構造が解析されている(Koehler et al. 1990)。一方、

非分泌、性CPであるアリユーレインは、アリユーロン細胞の液胞に存在する。アリュー

レインは、液胞に相当する動物車111胞リソソームプロテアーゼであるカテプシンHと最

も高い相向性を有しており細胞内タンパク質のターンオーバーやプロセシングに関与

している可能性が示唆されている肘olw巴rdaet al.1992)。これらはいづれもジベレリン(

GA
3
)に応答するものである。

しかし、 CP以外のプロテアーゼに関する研究は少なくセリンプロテアーゼとしては、

プリンスメロンに存在するククミシン(Kaneda et al. 1975 )、ダイズ (Nishikata1984)、カ

ボチヤ(Dryjanski巴tal. 1990)が知られており、金属プロテアーゼでは、サイザルアサの

アガパイン、ダイズ金属プロテアーゼ(Mcgeeham巴tal. 1992)といったプロテアーゼが

タンパク質レベルで解析されている。しかし、この中で一次構造まで解析されている

ものはダイズの金属プロテアーゼのみである。

一方、アスパラギン酸プロテアーゼ (EC3.4.23) に自を転じてみると、前節で述べ

たように、アラピドプシスの 2Sアルブミンをプロセスする AP( D'Hondt et a1.l993 )や

レクチンをプロセスする HvAP(Runeb巴rg-Rooset al. 1994 )等のほんの数例の報告があ

るのみであった。そこで、本研究では、主要穀物であり、近年、分子生物学的研究が

進みつつあるコメに着目し、 APの解析を行うことにした。



3. コメに有ー在するプロテアーゼ

コメの APの研究をはじめるにあたり、コメのプロテアーゼで報告されているものを

検索した。 現在までに存在が確認されているコメのプロテアーゼとして、システイン

プロテアーゼ(オリザイン) (Abe et al. 1987， Watanabe et al. 1991)、アスパラギン酸プロ

テアーゼ(Doi et al. 1980)、メタロプロテアーゼ (Horiguchiet al. 1988， Doi et al. 1990)カまあ

る。これらエンドベプチダーゼの他には、アミノペプチダーゼ、カ jレボキシベプチダ

ーゼ(Doi et al. 1980)が存在し、しかも、これらのタンパク質レベルでの解析は、植物

の中では比較的進んでいると恩われる。これらのうちで最も良〈研究されているのは

オリザインで、この酵素のインヒピターであるオリザシスタチン(Kondo et a1.l990)とと

もに、タンパク質レベル、遺伝子レベルでの構造の解析とともに生理機能やジベレリ

ンによる誘導等、幅広く研究が行なわれている。オリザインには 3稔の分子種、 α、

戸、 yが存在し、 cDNAクローニング及び泣伝子クローニングによりその構造が解明さ

れている。このうち α、pは一次椛造上は 70%以上の相向性をもつにもかかわらず、

GA)に対する応、答性が異なっていた。 αおよびyのmRNAは登熟お よび完熟種子には

存在せず、発芽して初めて発現するのに対し、 pは発芽前の種子にも発現していた。

オリザインは、主として発芽期におけるタンパク質の分解を 3つのアイソザイムが、

分担しながら行っていると考えられている (Watanab巴etatl. 1991)。

コメにおける主要なタンパク質であるグルテリンは、コメのタンパク質中の約 80

%を占め、受熟後期に発現茸は最大となる(Ok:ita et al.1989 )。登熟知jにおけるタンパク

質の合成とプロセシングは、種子内における重要な生理活動の一つであり、この複雑

な反応過程に関与するE手素の存在を明らかにすることは重要である。オリザインが主

として発芽期に発現していることを考えると、登熟期における主要なプロテアーゼは

他の種類のプロテアーゼである可能性が高い。しかし、他のプロテアーゼに関しては、

法伝子レベルでの解析および生硯機能の解明は、全くなされていない。主要穀物の筆

頭ともいうべきコメの主要タンパク質のプロテオリシスに重要な役割を担うと思われ

るプロテアーゼに関する研究はまだ絡についたばかりの感がある。
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4.凝乳酵素

近年、日本における牛乳・乳製品の消費量は急激に増加しつつあり、 1980年には

794万トンであったものが、 1993年には1074万トンに達した。日本人の食生活パター

ンの変化を伺わせる数値である。特にチーズは、輸入食品の増大とともに、市場は拡

大し日本でもナチユラルチーズの生産量は増加しつつある。

ナチュラルチーズの一般的な製造法は、まず生乳を乳酸発酵させ、酸度が0.02%に

増したところで凝乳酵素を添加しカードを作成する。カードは適度な大きさに切断さ

れたのち、これを樽に移して重しを釆せ水分を絞って出す。適度に水分が減少したと

ころで、これを容器より取り出し、熟成させる。熟成の際に種々のカピまたは細菌を

槌菌ーすることで独自のフレーパーが生まれる。白カピを用いた代表的なチーズはカマ

ンベールチーズであり、約 2週間の熟成の後、製品として出荷される。また青カピを

植えたものはブルーチーズとなる。細菌で熟成させるチーズは熟成期間の長いものが

多く、数ヵ月から数年の熟成期間をおく 。この間にチーズは脱水が進み硬化するとと

もにタンパク質や脂肪分の分解が生じ、チーズ特有の風味が生成される。いづれのチ

ーズの場合も凝乳酵素による生乳の凝固は必要不可欠なプロセスである。

現在利用されている凝乳醇素はすべて、 APに属するものである。構造的には、類似

しているが働きについては個々の酵素で呉なり、酵素の性質が完成品であるチーズの

品質に大きな影響を与える。

凝乳酵素として最もすぐれていると言われているのは、仔牛の第4胃に存在するキ

モシンである。キモシンはKーカゼインの 105Phe-I06Metを限定的に水解してKーカゼ

インをパラ Kーカゼインとカゼイノグリコペプチドにすることでカゼインミセルは安定

化能を失い、 αsーカゼイン、 pーカゼインは乳中のea2+と結合して凝乳化が起こる。

キモシンは凝乳酵素としては最もすぐれているが、仔牛の胃内に存在するということ

から高価であるという難点がある。一方、同じく牛の胃内に存在する消化醇素ペプシ
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ンもキモシンと同様凝乳活性を有しているが、キモシンに較べるとタンパク質分解能

が高く苦味の生成が生じるとされる。そこで動物由来の凝乳酵素としては、キモシン

のみ、またはキモシンとペプシンの混合物が利用される場合が多い。しかし、いずれ

にしても牛の胃袋よりお11出する凝乳酵素は生産量の点から、高価となるキモシンの不

足を解消するために、微生物由来の凝乳酵素が開発され、 Mucor属のムコールレンニ

ン、 Endo仇ia属のエンドシアペプシンが利用されている。これらの微生物酵素は凝乳

活性が高くプロテアーゼ活性が低〈凝乳酵素に適していると言われ、アメリカではチ

ーズ製造の約 6割に微生物酵素が利用されている。

一方、植物由来の凝乳酵素は、凝字L酵素全体の 1%にも満たないが、ポルトガルで

は伝統的なチーズの製造法として、カルドン (CynaracarduncuJus、アザミ科の植物でア

ーティチョークに類似している)の花をすり潰した抽出液を乳に加えて凝乳させる。

カルドンを用いたチーズは特有のフレーパーを有すると言われている。この抽出液中

の凝乳酵素はAPに属し、サイプロシンと呼ばれる(Cordeiro et al. 1994a )。

チーズ製造は数千年も前から行なわれており、凝乳酵素もこれと同様の古い歴史を

持ち、その問新しい凝乳酵素の発見や開発が繰り返されてきた。その中での大きな変

革は微生物の作る凝乳酵素の発見と、組み換え体DNAを用いた凝乳鮮素の製造であ

り、大腸菌や酵母で発現させたキモシンが凝乳酵素としてチーズ製造の現場に登場し

たことであろう。

5.本研究の目的

以上、述べてきたように生体内におけるアスパラギン酸プロテアーゼに関する解析

及び応用面での研究は、動物を対象とするものから、レトロウィルスプロテアーゼま

で幅広く、医学的に見ても重要な生理作用をもつものが多い。また前述したようにAP

は生命の根幹に係わる細胞内プロテアーゼであり、これらの機能や活性発現制御機構

を解明することは重要なことである。

植物プロテアーゼの研究は未だタンパク質レベルでの精製段階であり、詳細な研究

11 



-・←

はほとんど行なわれていない。主流となるシステインプロテアーゼに関しては、植物

特有の植物ホルモンとの関連や環境ストレス応答等が、少しづっ解明されつつあった。

APにおいては、唯一大変で cDNAがクローニングされたのみであった。そこで本研

究では植物体内において重要な役割を果たしていると思われるAPに関する研究を開始

することとした。コメにはグルテリン、プロラミンといった貯蔵タンパク質が存在し

ているが、これらの貯蔵タンパク質の成熟化、分解過程でプロテアーゼが重大な役割

を担っているはずである。そこで本研究では、

1 .イネ種子のAPをクローン化し、その一次構造を明らかにする。

2.発現時期や発現量を明らかにする。

3 遺伝子構造の解析を行ない、 APの発現機構を解明する。

4. タンパク質レベルでのAPの存在を明らかにし、酵素化学的性質を解明する。

5. c DNAを大腸菌等宿主菌で発現させ、分子内の活性発現システム、プロセシン

グ様式等を解明する。

6.精製した酵素の食品加工への応用を模索する。

以上の項目に関して研究を進め、 APに|認する新たな知見を得ることを目的とする。

コメ中のAPのもつ生理的意義や発現制御といった全く未知の分野を解明するととも

に、大腸菌によってこのタンパク質を発現させ、応用面での途を拓くことをも目的と

する。植物は動物や微生物と異なり、細胞は全能性を有している。細胞も強固な細胞

壁をもち生長の仕方も異なる。特に種子は次世代への生長のための栄養源を貯え、こ

れを分解して妊が生長し、次世代の植物体が形成されていく。種子は植物にとっては

次世代への大切な準備期間であるが、種々の栄養源は人間にとって保存可能な放に重

要な食糧ともなりえる。コメを研究対象とするのは、コメが世界中で栽培され、世界

人口の 4分の lの食糧として消費されている重要な穀物であり、何千年もの問、高品

質、高収量の コメを目指して改良が進め られてきた、重要な作物であるにもかかわら

12 
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ず、分子生物学的研究は立ち遅れていたが、近年になってイネ核ゲノムの解析が進み、

生体としてのイネの姿が明らかにされつつあり、コメ APに関する研究が、植物プロテ

アーゼの機能解析に新たなー頁を開くことを目指したい。
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第 2章

コメのアスパラギン酸プロテア ーゼ

(オリザシン)のcDNAクローニング
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第 1節緒言

植物プロテアーゼに関する研究は、第 1I置で述べた様に、主としてシステインプロ

テアーゼ (Cp) に関する研究が大部分を占めてきた (Acqu巴巴ta1.l989， Brion巴ta1.l985，

Podivinsky et al. 1989) 0 CPは、パパインをはじめとして植物中に多量に存在し(Cohenet 

al. 1986)、研究の主軸とされてきた。したがって、植物種子に存在するプロテアーゼに

関しでもCPに関するものが主流であり、コメ中でも CPであるオリザインについては発

芽期に多く発現し、貯蔵タンパク質のプロテオリシスに関与することが知られている(

Wa凶 abeet al. 1991 )。しかしながら、 CP以外のプロテアーゼも存在して、貯蔵タンパ

ク質や生体内のタンパク質の分解、代謝に関わることが予想される。オリザインタン

パク質の精製過程で、他のプロテアーゼが存在することが示唆されていた (Ab巴巴tal 

1987)。また、大麦ではEP-A，EP-B( Koehler巴tal. 1990)、アリユーレイン

(Holw巴rdaet al. 1991 )といった CP以外に、アスパラギン酸プロテアーゼ (AP)の存在が

知られていた(Sarkkinen et al. 1992)。

そこで本章では、 CP以外でかなりの量が存在すると予想されるAPをcDNAクローニ

ングによりコメから単語itし、 一次構造を決定することを目的とした。

本研究を開始した時点では、植物APの中で一次fll~造の明らかになっているものは、

大変のHvAPのみであった (Runeberg-Rooset al. 1991 )。そこでHvAPと動物、微生物AP

との相向性の高い 2 ヶ所の配列を~び、この配列をもとに作成した合成DNAをプライ

マーとして、 RT-PCRによってコメ APのcDNAフラグメントを得ることにした。さらに

これをプロープとして、 cDNAライプラリーより cDNAクローンを単離することにした。

第 2ili'i RT-PCRによるコメアスパラギン酸プロテアーゼのcDNAフラグメントの

解析

1 .材料および試薬

15 
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( 1 )コメ

コメ (α戸asativa L. ，cultivar Nipponbare)は、東大農学部回無農場開T目覚康氏から供与

していただいた。

(2 )大腸菌

大腸菌K12株の誘導体であるMM294、C600Hfl、JMI09を使用した。

(3) DNA用試菜類

l 各種砂ー素

大腸菌アルカリ性ホスファターゼC75 (BAP)、T4 DNAリガーゼ、及び各種制限酵素

は宝酒造株式会社(京者日)、ウシ勝l以リボヌクレアーゼA (RNas巴 A) 、卵白リゾチー

ムはSigma社 (St.Louis， U.S.A.)より購入した。

11. ヌクレオチド

pUC18ベクター、シークエンス用 M13プライマーは宝酒造株式会社、サケ精巣DN

A、ATP、dATP、dCTP、dGTP、dTIPはBoehringer-Mannheim 山之内株式会社より購入

しTこ。

111 アイソトープ

[α_32p] dCTP水溶液 (9.25MBq)は、 Amersham社 (Buckingham， England)より購

入した。

1V 各種キット等

Multiprime DNA labelling sys1em、Rapid hybridization buffer はAmershamキ士、 TaKaRa PCR 

同tは宝酒造株式会社、 Taq Dy巴Deoxy™ Terminator Cycle Sequencing KitはAppl凶

16 
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BiosystemSl土(U.S.A.)、1ststrand cDNA synthesis kitはPharmaciaより購入した。

v. メンプレインフィルター

減過滅菌フィルターはMillipore社より購入し、ナイロンフィルターはんnersham社の

Hybond™-Nを用いた。

(4) DNA用調製溶液類

特に指示したものを除き、試薬類は特級、生化学実験用、またはクロマトグラフイ

ー用試薬を用いて、二次純水で所定の波度に溶解し、オートクレープ(+1気圧、 120

℃、 20分)または減過滅菌 (0.22μmのフィ Jレターを使用)を施してから使用した。

i. 3M酢酸ナトリウム緩衝液 (pH5.2または5.3)

酢酸ナトリウム溶液を酢酸でpH5.2または5.3に合わせ、最終的にナトリウムイオン

濃度が3Mになるようにした。使用l埼は必要に応じて適当に希釈した。

ii. 1Mトリス塩酸緩衝液

トリス溶液を塩酸で適当な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。使用時は必要に応じて適当に希釈した。

山 フェノール溶液

65'Cで溶解したフェノールに0.2%s-j.ルカプトエタノー Jレ/O.IMトリス塩酸緩衝

液 (pH7.5) を加えてよく批持してから水胞を捨てた。この操作を、水層のpHが7.6以

上になるまで行い、最後は水j習を 1cm程残し褐色瓶中で冷暗所に保存した。ふキノリ

ノールを約 5mg力日えた。

iv フェノール クロロホルム溶液

フェノール溶液に等量のクロロホ Jレムを加えたもの。水層を 1cm程残し、冷暗所に

保存した。

v. 0.5M白 ITA(pH8.0) 

EDTA (エチレンジアミン四酢酸二ナトリウム塩)を水中に加え、撹排しながら水酸

17 
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化ナトリウム水溶液でpH8.0に合わせ、最終的に EDTAが0.5Mになるようにした。使用

時は必要に応じて希釈した。

vi. TE (pH8.0) : lOmMトリス塩酸緩衝液 (pH8.0)

1 mM EDTA (pH8.0) 

vii. 10% SDS 

SDSが10%になるように、加現して水に溶解し、 i慮過滅菌した。使用時は適当に希

釈した。

(5 )制限跨素消化用緩衝液

次に示す組成のものを用いた。(滅菌除菌してある浴液を混合して作製した。)

10X L I 10XM I 10XH 5 X Sal 1 

トリス塩酸緩衝液(pH7.5) 100mM 100mM 500mM 200mM 250mM 

塩化マグネシウム lOOmM lOOmM 100mM 100mM 50mM 

DTT 10mM 10mM 10mM 10mM 5mM 

温化ナトリウム 500mM 1M 875mM 

塩化カリウム 1M 

以上の緩衝液は最終的に 1Xの波皮になるよう にして、以下に示す制限酵素に用

いた。

10 X L NaeL 1， Kpn 1， Sac 1 

10XM Aα!，B∞R 1， Xba 1， SpeI，AflI， XbaI 

10XH Pstl， Xho!， Notl， Ncol， EcoTI4， EcoT22，印 nclI

10XK BamH 1， Hind III 

5XSa11 SalI 

(6 )電気泳動用試楽

1. 50XTAE: 2M トリ ス酢酸緩衝液 (pH75)

18 
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57ml 氷酢酸

SOmM EDTA 

使用時は最終的にlXの波度になるようにした。

ii. 10XTBE: 108g トリス

55gホウ酸

9.3g EDTA . 2Na 

880ml水

混合して溶解した。使用時は最終的に1Xの濃度になるようにしたo

111・ 電気泳動用色素:0.25% BP8 (プロムフェノールブルー)

0.25% XC (キシレンシアノール)

25%フイコール

lV ホルムアミド色素 1mM EDTA (pH8.0) 

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)

90%ホルムアミド

v. 40 %アクリルアミド溶液:38%アクリルアミド

2% N，N-メチレンピスアクリルアミド

オートクレープはしない。褐色瓶中で冷暗所に保存した。

Vl アクリルアミド溶液 30%(W(Y) 

Vll ピスアクリルアミド溶液 2%(W(Y) 

viii. ゲル溶出液:5∞mM酢酸アンモニウム

10mM tii，酸マグネシウム

lmM EDTA 

0.1% SDS (ラウリル硫酸ナトリウム)

酢酸アンモニウム、酢酸マグネシウム、 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、最終的に上記濃度になるようにした。
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(7 )剛A抽出用試薬

l 貯，A抽出緩衝液・ 1∞mMTris-HCl (pH8.0) 

5mM EDTA (pH8.0) 

1% SDS 

ii. lMD'π:滅菌水に溶解後-20'C保存

iii. 5MLiC1 

(8) m悶 A精製用試薬

1 カラム平衡化液:O.lM 水酸化ナトリウム

5mMEDTA 

ii. 2Xローデイング緩衝液:40mMトリス (pH7.6)

1 M !~*~イヒナトリウム

lmMEDTA 

0.1% SDS 

lXローデイング緩衝液は2Xローデイング緩衝液を水で希釈して使用した。

iii 洗浄用緩衝液:20mMトリス (pH7.6)

O.IM 筑化ナトリウム

lmMEDTA 

0.1% SDS 

iv. i容出用緩衝液:10mMトリス

lmMEDTA 

0.05% SDS 

(9 )核酸トランスファー試薬

ll. アルカリ変性液:0.5M水酸化ナトリウム
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l.5M塩化ナトリウム

11. 中和液:O.5M トリス11酸緩衝液 (pH7.5)

1.5M塩化ナトリウム

iii. 20XSSC: 3M塩化ナトリウム

0.3Mクエン酸三ナトリウム

使用時には必要に応じて希釈した。

( 1 0)培地、培養液

1. x-プロース :2.5 % トリプトン

1% 酵母子111出物

0.1% グルコース

20mM硫酸マグネシウム

50mM トリス坂限緩衝液 (pH7.5)

ii. SOB: 2% トリプトン

0.5% 醇母抽出物

10mM塩化ナトリウム

2.5mM塩化カリウム

以上の組成の溶液をオートクレーブにかけた後、さらに 1M塩化マグネシウム/lM

硫酸マグネシウム(減過滅菌済)を 1/100量加えた。

iii. SOC 

SOBに1ハ∞量の 2Mグルコース (滅過滅菌淡)を加えた。

lV. 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 50t

まで冷ました後、 1/10∞畳の60mg/ml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)に適量を流し込んで周まらせた。
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(1 1)形質転換用試薬

1. アンピシリン水溶液 60mg/mlアンピシリン(滅菌処理を施さない)

ii. 10Xライゲーションバッフ 7一:lOOmMトリス塩酸緩衝液(pH7.6)

l∞rnM温化マグネシウム

10mMDTI 

5mMAη〉

1mg/ml BSA 

iii. TFB: 10mM MES (2-(N-V利 J)リン1帥y酸)カリウム緩衝液 (pH6.3)

l∞mM塩化ルピジウム

45mM:lJ，;化マンガン

10mM滋化カルシウム

3mM塩化ヘキサアミンコバルト (m)

以上の濃度になるように滅菌水に溶解し、被過滅菌後、冷暗所に保存した。

iv. D廿:2.25M D廿 /40mM酢酸カリウム緩衝液 (pH6.0)

滅菌済みの溶液を混合して作った。

( 1 2) プラスミドDNA精製用試薬

1. リゾチーム溶解液:50mMグルコース

10mM EDTA 

25mM トリス槌自主緩衝液 (pH8.0)

11 アルカリ SDS溶液:0.2M水酸化ナトリウム

1% SDS 

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

2.5M 塩化ナトリウム

( 1 3 )ゲノム DNA抽出用試楽
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i. 2x CfAB 溶液 2% CfAB( Ceryl rrim巴thylammonium bromide ) 

O.IM Tris-HCJ (pH 8.0) 

1.4M NaCJ 

1 % PVP (poJy vinyl pyroridon巴)

ii. 10% CfAB 溶液 10%CfAB 

0.7M NaCl 

iii クロロホルム/イソアミルアルコール (24:1 ; V fV!) 

lV. 沈殿用緩衝液 1% CfAB 

5mM Tris-HCl ( pH 8.0 ) 

10mMEDTA 

v. 1M NaCJ-TE 1M NaCJ 

2. 実験方法

10mM Tris・HCl(pH 8.0) 

lmMEDTA 

( 1 )核駿溶液の波締

エタノーJレ沈澱、イソプロパノー Jレ沈澱

核酸を含む溶液に、 1/l0量の3M酢酸ナトリウム緩衝液 (pH5.3)、及び2.5倍量のエタ

ノールを加えてエタノーJレ沈澱を行った。または、 lρ0量の3M酢酸ナトリウム緩衝液

(pH5.3)、及び0.6倍量のイソプロパノー Jレを加えてイソプロパノー Jレ沈澱を行った。

核酸の沈澱は 80"Cで 15分以上静置した後、 0"C、 15000rpmで10-15分間遠心して集め

てから、沈澱を75%エタノールで洗い、減圧下乾固させた。最後にこの沈澱を適量の水

または1E(pH8.0) に溶解した。

(2 )フェノール クロロホルムJ:rtl出、フェノーJレ抽出
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この操作は、核酸を含む溶液の除タンパク質に用いた。

核酸を含む溶液に等量のフェノール・クロロホルム溶液またはフェノール溶液を加

え、十分に撹持した後、室温で3000-15000rpm、1-5分間遠心し、その水層を回収し

た。この操作は、必要に応じて複数回繰り返した。

(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を充填してカラムをつくり，1E

(pH8.0)で2-3回洗い、試料を載せ、1E(pH8.0)で溶出し、 6i自j(約140μ1)ずつ分画し

一，.
~。

(4) DNAの電気泳動

l アガロースゲル電気泳動

アガロースゲルは0.5μ g/mlのエチジウムプロマイドを含む 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

ーを用いて、紫外線照射により行い、ポラロイドフィルムに記録した。

ii. ポリアクリルアミドゲル電気泳動

a.非変性ゲル

表に示した組成の液を混合し、これを、組み立てたゲル作製用ガラス板に流し込

み、しばらく放置してゲル化させた。泳動試料にはlハ0量の電気泳動用色素を加え lX

TBE中、 180-200Y定君主圧(約 10Y/cm)で泳動した。検出は0.5μ g/mlエチジウムブロマ

イド溶液で染色後、アガロースゲルと同様に検出 ー解析した。

b.変性ゲJレ(塩基配列決定用)

表に示した組成の液を溶解して 10分n¥JJI見気し、 50μ !の1EMED(N，N，N'，N'-テトラメ

チルエテレンジアミン)を加え、直ちに組み立てておいたシークエンス用ガラス板に流
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し込みグル化させた。 1XTBE中で電気泳動し、泳illIJ後、自動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電気泳動用のポリアクリルアミドゲルの組成

非変性グJレ
変性ゲlレ

4%  

lOx TBE 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 198ml 9.0ml 

10%過硫酸アンモニウム溶液 0.2ml 0.25ml 

TEν仮D 50μl 50μl 

(5) DNA断片のゲルからの回収

l アクリルアミドゲルからの回収

アクリルアミドゲルで電気泳動後、トランスイルミネーターの上で目的のバンド

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

で十分にホモジネー卜した。これに1.5mlのゲル浴出液を加え、 37'Cで6時間以上保温し

た後、室温15000rpmで15分間遠心し、上消をとって0.22μmのフィ Jレターを自然落下さ

せた。沈澱にさらに1mlのゲル浴出液を加えよく撹持してから再び遠心し、上清はフィ

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0.3M酢酸ナトリウム緩衝液 (pH5.3) に溶解し、1.5mlチ

ュープに移してから、フェノール・クロロホルム抽出し、エタノールi:t澱により DNA

を回収して、 75%エタノールで洗い減圧乾固させ、最終的に30-40μlの水に溶解し、

アガロースゲル電気泳動によって確認を行った。
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ii.DNA断片のアガロースゲルからの回収

アガロースゲルで電気泳動後、 トランスイルミネーター(波長1=354nm) の上で目

的のバンドを切り取り、エ Yペンドルフチュープに入れフェノール クロロホルム抽

出し、エタノール沈殿で回収したDNAを綾終的に30μlの水またはτEに溶かした。

(6 )キャリア -DNA(大腸菌DNA) の作成

2.51のχー培地に大腸菌h⑪1294を摂取し、 37"Cで一晩振盟主培養した。翌日、 80∞rpm、4

℃で10分間違心する事によって集菌し沈殿を 10mlの1Eに懸濁したこれをソニファイア

ーで5分間ほど超音波破砕し、再び12000rpm、4"Cで10分間違心した。 この上清に

10%5D5を1μl、ProteinaseKをlμl加え50.Cで30分処理した。その後等量のフェノール・

クロロホルム溶液で抽出し、7.K周をイソプロパノール沈殿後、 10mlの1Eに溶解した。

これに0.2mgのRNas巴Aを加え、 37"Cで30分保1EL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.t殿は70%エタノールで洗浄後乾回し、最終的に

1 Omg!mlになるように1Eに溶解した。

(7) DNAの楳識 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 28μiにし、 95.Cで5分間の加熱処理後、氷水中にて急冷し、

室温に戻してからランダムプライマー5μl、5Xバッファー 10μ1(いずれもんnersh副社

DNAラベリングキ Y ト)、 [α_32p] dCTP5μ 1(1.85MBq)を力日え、 Klenowfragment 2μl 

を加えて37"Cで30分、または室温で21時間以上反応させた。反応液を (3)と同様の方

法で分回し、各画分を液体シンチレーションカウンターで放射線量を測定し、はじめ

のピークを形成する画分を回収して標識されたDNAを分画した。

(8 )全RNAの抽出 (フェノーlレ/5D5法)

-80"C凍結した種子をドライアイス中で粉砕したものを 50mlプラスチックチュープに
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入れ、一晩-80t:に置いてco，を蒸発させた。 !5m!のRNA抽出緩衝液、 !5m!のフエノ-

)(1， 0.6m!の1M D廿を加えて浸透視和し、 30∞rpm、室温で遠心して水層を回収した。

同様の操作を2回繰り返した後、水層を30m!カ。ラスチュープに入れ、 -20t:で一晩エタノ

ール沈澱をした。これを 10000rpm、Ot:で10分間違心し、沈澱をリンスした後、沈澱に

O.5mlのTEを加えて溶解し、 0.6m!の5M塩化リチウム溶液を加え、 O'Cで2時間以上放置

して附~Aを沈澱させた。これを !5000rpm、 Ot:で 10分間遠心し、リ ンスした後、回収し

た沈澱を適当な最の水に溶解し、 -80'Cで保存した。

(9 )一本鎖cDNAの作製

i. poly(AfRNAの波締 (オリゴ(dT)12_18セルロ ースカラムによる方法)

オリコ'(dT)1 2守 18セルロースカラム(総容量-1m!)は、前もって 1m!のカラム平衡化

液、統いてpHが7付近になるまで水で洗い、その後5mlのlXローデイング緩衝液を流す

ことによって平衡化しておく。刷出した会RNAlμgを含むRNA水溶液0.5mlを65t:で5

分間変性し、 0.5mlの2Xローデイング緩衝液を加えて、室温まで冷却させた後、平衡化

したカラムにチャージした。素通り画分をもう一度65'Cで5分間熱処理してから室温ま

で冷却し再びカラムにチャージした。次に、 3mlの!Xローデイング緩衝液を加えて洗

った後、さらに2mlの洗浄緩衝液で洗い、最後に3mlの溶出緩衝液で吸着した即-IAを溶

出させ、 8i商(約200μ 1)ずつ分画した。分画した液の一部を用いて260nmの吸光度を測定

して、 i答出された分画を集め、エタノー jレ沈殿した。乾回した沈殿は0.3M酢酸ナトリ

ウム緩衝液(pH5.3)に溶かして、もう 一度エタノール沈殿を行い、最終的にlmg!mlにな

るように水に溶解した。

ii. 1本鎖cDNA合成

[-5μEのpoly(A)+RNAをRNase-Free Walerで総量8μlになるように希釈し65'Cで10

分間変性し、氷中で冷却した。キットのFirst-StrandReaction Mix 5μlにlμlの2∞mMD廿
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溶液を入れlμlの0.5mg/mlオリコ"(dT)，2. ¥8プライマ一、または 1μlの0.037mg/mlのpd(N)6

プライマーを加え、先の変性したpoly(A)+RNAを入れ、軽〈混ぜて 37.Cで1時間反応し

た。その後、 90.Cで5分加熱し、氷中につけて急冷した。

(1 0) DNA合成機によるプライマーの作成

Oligol∞o DNA synthesizer(Beckmann社)で合成し、同社のCLEVAGEand

DEPROTECπONK汀を用いて精製した。

(1 1) PCR法によるDNA断片の増幅

TaKaRa PCR kitを用いて行 った。

O.5mlチュープに以下の試薬およびDNAを混合した。

dNTP Mix (dNTP各2.5mM) 4μl 

10Xバッファー (1∞mMTris， 5∞mM KCI， 15mM MgCl2) 5μl 

テンプレートDNA

センスプライマー

アンチセンスプライマー

水

Taq polymerase (5U/μ1) 

O.I-IOOng 

50 pmol 

50 pmol 

総量を50f11になるように加えた

0.5μl 

以上をよく撹持した後、ミネラ jレオイルを li肉(約50μ1)上層して、 PCR反応装置に

セットした。

(1 2 )サプクローニング

1. pUC18ベクターの調製

lμEのプラスミドベクター(pUC18)を過剰量の適当な制限酵素を用いて 100μiスケ

ールで完全消化した後、その反応液にlμ lの1Mトリス塩酸緩衝液 (pH8.5)とlμ lの
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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Jレ沈澱をして、最終的に30μlの水に

溶解した。

ii. インサートDNAの調製

DNAの制限酵素消化産物やアクリルアミドグJレから回収したDNA断片を約10ng/μl

となるように水で溶解した。

iii 連絡反応(ライゲーション)

インサートDNA約30ngをpUC18、またはpBluescript KSベクター約10ngと10Xligパ

γファー2μ!とともに混合し、水で総誌を20μlにして氷上にて数分間冷却後、 lμ l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。

lV 形質転換

a. コンピテント細胞の調製

大腸菌h仏1294 (またはJM109)をSOBでーl挽培養し、その培養液4μlをオートクレ

ープ滅菌した300m!の三角フラスコ中の30mlのSOBに槌え継ぎ、 A550の濁皮が0.3-0.4

になるまで約3-4時間、 37'Cで振盤培養した。培養後、ファルコン2070チュープに移

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τ下Bに懸濁し、

再度、氷中で10分間冷却後、遠心して集菌し、 2.4m!の1下Bに懸濁した。これに84μ lの

DMSO (ジメチルスルホキシド)を加え氷中で5分開放置した後2.25M D廿を84μl加え

て氷中で10分間放置し、さらに84μlのDMSOを加えて氷中で5分間放置し、これをコン

ビテント細胞とした。

b 形質転換

ファルコン2059チューブにコンピテント細胞210μlを取り、山で銅製したプラスミ

ドDNAを全註加え、氷中に30分間放置した後、 42'Cの湯浴中で85秒間の熱ショックを
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与えて氷中に戻した。これに0.8mlのSOCを加え、 37.Cで1時間振濫培養した後、遠心(4

℃、 300旬、 5分)により集菌して、アンピシリンプレートに塗り付けた。プレートは

37tで一晩保温してコロニーを生じさせた。

(1 3) プラスミドDNAの調製

1. 小スケー jレ

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時間振盤培養した。 15000rpmで10秒間遠心、集菌し、これを5mg/m1

のリゾチームを含むリゾチーム溶液80μlで懸濁し、氷上に 15分間放置した。次にアル

カリ SDS溶液200μlを加えて転倒混和し、氷上で5分開放置した後、 3M酢酸ナトリウム

緩衝液 (pH5.3) 150μlを加えて説伴し、氷上に15分間放置した。0"C、 15000rpmで5分

間遠心してタンパクを除去した上清をフェノール クロロホルム抽出後、エタノール

沈澱した。沈澱を200μlのτ1>(pH8.0)で溶解し、 lμgのRNaseAを加えて37.Cで10分間

保温した。フェノール・クロロホルム抽出後、エタノール沈澱して得られた沈澱を40

μlの水に溶解し、うち半量を制限酵素で反応し、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.f~~認した。

ii 大スケール

プラスミドを含む大腸菌のコロニーを、 50μ g/mlのアンピシリンを含む x-プロー

ス30ml中に繕え、 37.Cで一晩振滋培養した後、 4t、3000gで10分間遠心し、沈澱した

菌体を10mg/mlのリゾチームを含むリゾチーム溶液800μlで!な濁した。これをガラス遠

心管(∞阻X 15ml)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分間放置した後、 3M酢酸ナトリウム緩衝液 (pH5.3) I.5m1 

を加えて撹枠し、氷上に15分r:J]放芭ょした。 O.C、15000rpmで15分間遠心してタンパクを

除去した上清をフェノール・クロロホルム抗11tl¥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i.:t澱を減圧乾回した後、 400μlのTE
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(pH8.0) で溶解し、エッベンドルフチューブに移してから10μEのRNaseAを加えて、

37'Cで30分間保温した。フェノール・クロロホルム抽出を3回行ってRNaseAを除いた後、

水層をエーテル抽出してフェノールを除去し、 200μ lの20% PEG/NaClを加えてよく

混合し、氷中に45分以上放置した。 0'C、 15000中mで15分間遠心してDNAを回収し、

75%エタノールで沈澱を洗ってから、減圧下で乾回し、最終的に80μlの水に溶解した。

(1 4)塩基配列の決定

Taq DyeDeoxy TM Terminalor Cycle S巴quencingKil (ABI社)を用いた方法

大スケールで調製したプラスミドDNAlμgをプロトコールに従い、反応させた。泳

動用色素はTaqDy巴D巴oxy法 (ABI社)用電気泳動色素を用いた。

(1 5)サザン分析

1 プロッテイング(核酸の転写)

制限酵素消化したDNAを0.7%アガロース (S以 K印 MEアガロースを使用)ゲル電気

泳動した後、ゲルをアルカリ変性液に浸し 、室温で30分間ゆっくり振塗してDNAを変

性させ、次にゲルを中和液に移して30分間振とうし、中和i液を替えてさらに30分間援

とうしてから、最後に2xSSCに浸して 15分間振とうした。ラップを敷いた平らな台の

上にゲルを載せ、ゲJレの上に前もって2XSSCに浸しておいたナイロンフィルタ一、 そ

の上に2XSSCに浸したWhatman3MMろ紙、乾いたろ紙、ペーパータオル (2-3cm分)

を順に載せ、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。フィルター上にボールベンでグ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に浸して素早く洗浄した後、ペーパ ー

タオルでよく水分を除き、 80.Cで 2時間加熱をするか、または、完全に乾燥させた後、

紫外線10分間照射してDNAを固定した。

!l. プレハイプリダイゼーション
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Amersham社のRapidhybridization buffer (以下ハイプリダイゼーションバッファーと略

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倍量の水と

ともに沸脱水中で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、予洗液 (3x SSC / 0.1 %SDS) 中で洗

浄したフィルターとともにポリバッグにシールした。 60'Cで3時間以上保温した後、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〈水分を拭とり、ハイプ

リダイゼーションに供した。

日l ハイプリダイゼーション

ハイプリダイゼーションノTッファーIml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/mlとなるようにプロープDNAを加え、これに約2倍量の水

を加えて沸騰水中で10分間加熱した後、氷水中で急冷した。室j鼠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後の

フィルターとともにポリバッグにシールした。反応温度は l のプレハイプリダイゼー

ションと同様で、反応時間を3時間以上とした。

iv. 洗浄

フィルターはまず3XSSC/O.I%SDS中、室温で1回洗浄した後、それぞれ適当な条件

で1-2回洗浄した。

V. オートラジオグラフィー

洗浄後フィルターを風乾、 Whatman31¥⑪fろ紙に貼り付け、増感用スクリーン (Dupont

Lightening Plus) を用いて-80'CでX線フィルム(フジフィルム社)または室温でイメー

ジングプレートに露光させた。

(1 6) コロニーハイブリダイゼーション

l コロニーリフテイング

前もって4'Cに冷やしておいたプラークあるいはコロニー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
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位置をマークした後で、静かにピンセ 7 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分間静1ftした。次に、中和液の上にフィルターをのせて

中和させ、もう一度中和液上に5分r:~静置し、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よく水分を除き、 80.Cで完全に乾燥させた後、紫外線を

プラークあるいはコロニーが付着した面に 10分間照射してDNAを固定した。

ii ハイプリダイゼーション

基本的にサザンハイブリダイゼーションと同様の方法で行った。

(17) RT-PCR 

1 プライマーの合成

センス1111Jのプライマーとして、 S'-GATCGAAT工♀GACACCGGCAGCTCCAACCTC-

TGG-3'を合成した。HvAPの 36D T G S S N L 43Wに相当する配列の 5'側にEヒ'ORIサ

イト(アンダーラインをヲ|いた箇所)を付加lしたものである。アンチセンス側のプラ

イマーとして S'-GATC企AQ.C工IGAAGACGTCTCCCAGGATCC-3'を合成した。これは

HvAPの 41SWILGDV421Fに対応する坂基配列をアンチセンス但IJプライマーとなる

様にし、 5'末端にHindlIlサイト(アンダーラインをヲ|いた箇所)を導入したもので

ある(Runeberg-Rooset al. 1991)。どちらのプライマーもポリメラーゼ反応が開始する 3' 

末端は特に保存度が高く、また、使用コドンが一種しか存在しないTrpになる様に設計

した。

ii. PCR反応

登熱2週目、完熱、発芽 8日目の種子から貯，Aを}llJ出し、第 2節 (9)の方法に従

い1;本鎖 cDNAを作製した。この 3砲のcDNAをテンプレートとして、第 2節 (11) 

の組成にてPCR反応を行った。変性 96.C'45秒、再生 50t・2分、伸長反応 7
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2'C・ 2分を 25サイクル行なった。

( 1 8)ゲノム DNAの抽出

コメ 5gにドライアイスを加え、コーヒーミルで粉砕した。 -80'cに一晩放置しドラ

イアイスを昇華させたのち、 70.C程度の5ml2x CTABを加え55'Cに10分間静置した。

5mlのクロロホルム/イソアミルアルコールを加え30分間ゆっくりと振塗させた。ス

イングローターで 2800rpm 15分間遠心分離し、上澄に 5mlの 2x CTABを加えてさらに

30分間ゆっくりと振盗させた。 2800rpm 15分間違心分離し、上澄に 1/10容の10%

crAB液を加えた。 30分間転倒混和させたのち、 2800rpm 15分間遠心分離し、沈殿を

得た。 5ml1M NaCl-TEを加えてお℃で沈殿が、溶けるまで加温したのち5mlのイソプ

ロピルアルコールを加えて転倒混和させたのち、 2800rpm 10分間違心分離し、沈殿を

得た。 70%のエタノールでリンスしたのち 200μlのτ主に浴jfJiloした。

(1 9)ゲノミックサザン分析

ゲノム DNAは、制限酵素で完全に消化させたのち、サザン分析と同様の方法でフィ

ルターを作成した。

1. プロープの作製

第2節で得られた 3稜のRT-PCRクローン約 10μgを、過剰長のE∞RI、HindIIIで消

化したのち、第 2il百 (5)の方法で、インサートDNAを抽出し、第 2節 (7)の方法

で [α_32pJ標識しfこ。

II ハイプリダイゼーション

基本的にサザンハイブリダイゼーションと同様の方法で行った。

3.結果および考察

(1) cDNAフラグメントの塩基配列及び推定アミノ酸配列の決定

RT-PCRの結果、 図2-1に示すように登熟 2週日及び完熟種子から抽出した mRNAを
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テンプレートとして用いた場合、 HvAPの一次.fl~造から推定される大きさのバンド

(1.2kbp)が増何された。これらのバンドをグルから切り出し、 EcoRI、HindIIIで消化

したのち、pUC18へサブクローニングした。 18個のクローンは制限酵素地図の異な

る3植のクローンに分類された。 Dideoxy法を用いて塩基配列を決定し、 3種のクロー

ンを pLl、 plA、 pL5と命名した。(図2-2，2-3， 2-4 ) 

3種のクローンのうち、 plAとpL5はAPの2つの活性中心となるAspのうち、 C末端

側のAspを含む約 850bpのフラグメントであった。 pLlは、同じく C末端側のAspを含

む約 600bpのフラグメントであった。 PCRで増幅されたDNAフラグメントは約1.2kbp 

であったが、サプクローニングの際にEcoRIおよひ・HindlIIで消化させたところ、 3つの

クローンともインターナルにEcoRIサイトがあり PCR産物よりも小さなものになってし

まっ fこ。

3つのクローンとも完熟程子および開花2週目種子の両方に存在していた。

APは活性中心に 2つのAspを有している。得られた 3つのクローンはいずれもこのう

ちの一方のみを含む配列であったが、既知のAPと相向性があり、特に活性中心 Asp近

傍の配列は、 A1 ( V / A) D (S /1) G Tで他のAPと同様よく保存されていた。

pLlでは、糖鎖付加可能性のある配列が 123N QT、pL4では、 199NK T、pL5では

199N QTに位置していた。

ホモロジー検索の結果、 plAはGeneBankに笠録されているD12777と塩基配列が完全

に一致していた。 pLl、 pL5はコメのAPとしては新規のものであった。

3つのPCRクローンより推定されるアミノ酸配列の相向性を図 2-5に示す。 3クロ

ーン全てに一致するアミノ酸を白ぬきの文字:で示しである。図に示されるように 3つ

のクローンの相向性はかなり高く、 pL4とpL5は76%、 plAとpLlは 61%、 pLlと

pL5は58%であった。 174Q175 N( pL4， pL5)の問にギャップが存在するが、この領域は

後に述べる植物特異的なインサーション領域内に当たり、他の槌物APでもこの領域の

アミノ酸残基数には、多少の速いがある。
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M 1 2 3 

1.2 kbp 

図2-1 コメ cDNAをilH日とした RT-PCR

M:ラムダファージDNAのHind川消化物、 1 : I羽花2週

日程子、 2:発芽 8EI日の程子、 3:完熟種子の cDNAを

それぞれ鋳型とした場合の PCR産物。反応は、変性 96 

℃、 45秒、アニール 5OOC、 2分、仲長 720C、 2分の条

件で 25回行った。矢印で増幅された断片の位置と予想塩基

数を示す。



ACAGGATGGTGTGCAGCTGGGTGTGCAGCAATAGCAGATTCTGGAACTTC且CTGCTTACT 60 
TGWCAAG C A A I 且 圏 S G T S L L T 20 

GGTCCCACGGCCATAATTACTCAGATAAATGAAAAGATTGGTGCTACTGGGGTAGTCAGT 120 
GPTAIITQINEK 工 G A T G V V S 40 

CAAGAGTGCAAGGCAGTTGTTTCTCAATATGGTCAACAGATCCTAGATCAGCTGCGAGCA 180 
Q E C K A V V S Q Y G Q Q 1 L D Q L R A 60 

GAGACAAAACCAGCGAAAGTATGCTCTTCGGTCGGCTTATGT且CTTTTGATGGTACTCAT 240 
E T K P A K V C S S V G L C T F D G T H 80 

GGTGTTAGTGCTGGTATTCGG且GTGTGGTGGATGATGAAGTTGGAAAATCAAGTGGTCCC 300 
G V S A G 1 R S V V D D E V G K S S G P 100 

TTCAGCAGTGCGATGTGCAATGCTTGTGAGACAGCTGTTGTATGGATGCATACCCAACTT 360 
F S S A M C N A C E T A V V W M H T Q L 120 

GCACAAAATCAAACTCAGGATCTCGTATTGCAGTACATTGATCAGCTATGTGACCGTCTT 420 
A Q 謹一一♀__I Q D L V L Q Y 1 D Q L C D R L 140 

CCTAGTCCTATGGGAGAATCATCTGTTGACTGCAGCAGCCTTGCATCCATGCCTGACATT 480 
P SPMGESSVDCSSLASM P D 工 160

GCCTTCACAATCGGTGGCAACAAGTTTGTTCTCAAACCAGAACAATACATCCTGAAGGTT 540 
A F T 工 G G N K F V L K P E Q Y 1 L K V 180 

GGTGAGGGAACTGCTACCCAGTGCATCAGTGGATTCACAGCTATGGACATTCCTCCTCCT 600 
G E G T A T Q C 1 S G F T A M D 1 P P P 200 

CCTGGTCCTCTCTGGATCCTGGGAGACGTCTTC 
PGPLWIL G D V F  

図2-2 RT-PCRクローン pL 1の塩基配列と推定アミノ酸配列
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211 

黒四角は活性中心のアスパラギン酸残基を示す。下級はプライマーに用いた配列を示し、
二重下線は糖鎖結合部位を示す。



TACCCTGAAATCTCTGTTGGGAAAGCTCCTCCGATTTGGCAGAGCATGCAGGAGCAGGAA 60 
y P E 1 S V G K A P P 1 W Q S M Q E Q E 20 

CTGCTTGCAGATGATGTCTTCTCGTTTTGGCTGAACCGAGACCCGGATGCATCCTCTGGT 120 
L L A D D V F S F W L N R D P D A S S G 40 

GGTGAGCTCGTCTTTGGTGGCATGGATCCGAAGCATTATAAGGGGGATCACACCTACGTC 180 
G E L V F G G M D P K H Y K G D H T Y V 60 

CCTGTTTCCCGCAAAGGCTACTGGCAGTTTAACATGGGGGATCTCCTTATTGATGGCCAC 240 
PVSRKGYWQFNMGDLL 工 D G H 80 

TCAACTGGCTTCTGTGCAAAAGGCTGTGCTGCTATTGTCGACTCCGGAACTTCCTTGCTT 300 
STGFCAKGCAAIV 園 S G T S L L 100 

GCTGGTCCAACAGCTATAGTTGCTCAGGTGAACCATGCTATTGGGGCTGAAGGAATCATC 360 
A G P T A 1 V A Q V N H A 1 G A E G 1 1 120 

AGCACGGAATGCAAAGAAGTGGTTAGCGAGTATGGAGAGATGATCCTCAACTTGCTCATA 420 
5 T E C K E V V S E Y G E M 1 L N L L 1 140 

GCACAGACAGATCCGC且GAAAGTATGCAGCCAGGTTGGTCTGTGTATGTTTGACGGTAAA 480 
A Q T D P Q K V C S Q V G L C M F D G K 160 

CGCTCAGTAAGCAATGGGATTGAATCTGTTGTCGACAAAGAAAACTTGGGTTCTGATGCT 540 
R S V S N G 1 E S V V D K E N L G S D A 180 

ATGTGTTCAGTTTGTGAGATGGCTGTTGTGTGGATAGAGAACCAGCTACGCGAAAATAAA 600 
MC  S V C E M A V V W 1 E N Q L R E 担_K_ 200 

ACGAAGGAGCTGATATTGAATTATGCTAATCAGTTATGTGAGCGTCTACCAAGCCCCAAT 660 
:l:， K E L 1 L N Y A N Q L C E R L P S P N 220 

GGAGAATCAACTGTCAGCTGCCATCAAATCTCGAAGATGCCTAATCTTGCATTCACCATT 720 
G E S T V S C H Q 1 S K M P N L A F T 1 240 

GCAAACAAGACATTTATTCTTACACCAGAGCAGTACATCGTGAAACTGGAGCAAGGAGGG 780 
A N K T F 1 L T P E Q Y 1 V K L E Q G G 260 

CAAACCGTCTGCATCAGCGGGTTCATGGCGTTCGACATACCTCCACCACGCGGTCCTCTT 840 
Q T V C 工 S G F M A F D 1 P P P R G P L 280 

l'GGATCCTGGGAGACGTCTTC 
WILGDVF  

図2-3 RT-PCRクローン pL4の塩基配列と推定アミノ酸配列
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黒四角は活性中心のアスパラギン酸残基を示す。下線はプライマーに用いた配列を示し、
二重下線は糖鎖結合部位を示す。



TTTCCGGAGATCTCTGTGGGAGGAGCCCCTCCAGTTTGGCAGGGAATGAAAGAGCAGCAA 60 
F P E 1 S V G G A P P V W Q G M K E Q Q 20 

CTGATCGAGAAGGATGTATTCTCCTTCTGGCTCAACCGCGATCCTGATGCACCGACAGGG 120 
L 1 E K D V F S F W L N R D P D A P T G 40 

GGTGAGTTAATCTTTGGTGGTGTAGACCCAAATCATTACAAGGGGAGCCATACATATGTT 180 
G E L 1 F G G V D P N H Y K G S H T Y V 60 

CCTGTTACCCGCAAAGGCTACTGGCAGTTTGAGATGGGGGATCTTCTTATTGATGACTAC 240 
p V T R K G Y W Q F E M G D L L 1 D D Y 80 

TCAACTGGGTTCTGTTCTGGTGGTTGCGCCGCTATTGCGGATTCAGGGACTTCATTGCTC 300 
5 T G F C S G G C A A 1 A I!l S G T S L L 100 

GGTGGCCCAACAACTATTGTTGCTCAAATTAATCACGCAATTGGAGCTGAGGGAATTGTT 360 
G G P T T 1 V A Q 1 N H A 1 G A E G 1 V 120 

AGTATGGAATGCAAACAAGTTGTGCGGGACTACGGGGACATGATCCTCGAGATGCTCATA 420 
SM  E C K Q V V R D Y G D M 1 L E M L 工 140

GCACAGGCAAGCCCCATGAAACTGTGCTCTCAGATTGGTCTCTGTGCATTTGATGGTACT 480 
A Q A S P M K L C S Q 1 G L C A F D G T 160 

CGTTCTGTCAGAAACAATATAG且GTCTGTTGTTGATAA且GAAAAGGTGGGCTCAGATCTT 540 
R S V R N N 1 E S V V D K E K V G S D L 180 

TCCTGCACTGCTTGCGAGATGTCTGTTGTCTGGATACAGAATCAGCTCCGACATAACCAA 600 
SCTACEMSVVWIQNQLRH 込__Q__ 200 

ACAAGGGAGCTCATTTTGCAATATGCTGACCAGCTCTGCGAGCGTCTCCCAAGCCCCAAT 660 
k R E L 工 L Q Y A D Q L C E R L P S P N 220 

GGCGAATCGGGAGACGACTGCGATG且GATCTCAAACATGCCGAACCTTTCATTCACCATA 720 
GE  S G D D C D E 1 S N M P N L S F T 工 240

CCAAACAAG且CCTTCACCTTGACACCAGAGCAGTACGTAGTGAAGCTGGAGCAGCAAGGT 780 
P N K T F T L T P E Q Y V V K L E Q Q G 260 

CAAACTGTTTGCATCAGCGGGTTCATGGCGTTCGACGTGCCACCTCCACCCGGCCC且CTC 840 
Q T V C 1 S G F M A F D V P P P P G P L 280 

TGGATCCTGGGAGACGTCTTC 
W ILGDVF  

図2-4 RT-PCRクローン pL 5の塩基配列と推定アミノ酸配列。
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黒四角は活性中心のアスパラギン酸残基を示す。下線はプライマーに用いた配列を示し、
二重下線は糖鎖結合部位を示す。



pL4 

pL5 

pL4 

pL5 

pLl 

pL4 

pL5 

pLl 

pL4 

pL5 

pLl 

pL4 

pL5 

pLl 

pL4 

pL5 

pLl 

;;盤i;it;閤12:盟

瞬間:醐極圏噛掴:酷望書

I盟諸摺主;::;i諸問Jii醐

;鵬i軍;

図2-5 3l重のRT-PCRクローン pL 4、pL 5およびpL 1のコードする
タンパク質の相向性。

互いの相向性が最大になるように配列し、 3つに相同なアミノ酸残基は反転しである。
事で活性中心のアスパラギン酸残基を、下線でアンチセンスのプラ イマ一部分を示す。



(2 )他のアスパラギン酸プロテアーゼとの相向性

pLl、 plA、 pL5のホモロジー検索を行なったところ、表 2-1に示すように、大麦種

子APである HvAP(Runeberg-Roos et al. 1991 )、 Cynaracardunclusの花のAPであるサイプ

ロシン(Cordeiroet al. 1994)と高い相向性を有していた。 一方、動物、微生物由来のAP

との相向性は約35~40 %と植物APに較べると低くはなっているが、有意な相向性をも

っていた。しかし、植物APは、図 2-5の122Thrから220Asn (plAの配列による)の聞

に、 pL1では104アミノ酸残基、 plA、 pL5では 99アミノ酸残基からなる約 100アミノ

酸残基の植物特異的領域が存在した。この大きなインサーションは既知の動物AP

( Faust et al. 1985， Harris et al. 1982， Misono et al. 1982， Snewal巴etal. 1984， Marciniszyn巴tal 

1975，lmai巴tal. 1983)、微生物AP(Woolford et al. 1986， Horiuchi et al.1988， B巴rkaet al 

1990， Arikawa et al. 1993 )では存在例はなく、一方既知の植物AP(大麦、カルドン)に

は存在していた(Rnenberg-Roos巴tal.1991， Cordeiro巴tal. 1994)。

(3 )グノミックサザン分析

RT-PCRにより、コメ中に少なくとも 3程のAPが存在することが確認された。 3種

のクローンについて、ゲノミックサザン分析を行ない泣伝子のコピー数の検討を行な

った。完熟コメよりゲノム DNAをれ11出し、各種情u限酵素で消化し、ハイブリダイゼー

ションを行なった。

ハイプリダイゼーション温度 65 'C、洗いを0.1X SSC /0.1 % SDSという厳しい条件

下では、図 2-6に示すように、シングルコピーであることが示唆された。しかし、

pL5をプロープとして、ハイプリダイゼーション1昆度 50'c、洗いを 2X SSC/ 0.1 % SDS 

という温和な条件で行なうと、複数のクロスするバンドが現われた(図 2-7)。

以上の結果から、 AP遺伝子はコメ中には複数種が存在し、マルチジーンファミリー

を形成していることが明らかになった。
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表 2ー1 RT-PCRクローンのコ ー ドするタンパク質と他の植物APとの相向性

(%) 

pL1 pL4 pL5 HvAP 

pL4 61 

pL5 58 76 

HvAP 80 64 60 

Cyprosin 64 58 61 70 

HvAP :大麦AP， Cyprosin :カ JレドンAP
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kbp K B H kbp K B H 
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0.5 .. ー 0.5 .... 

図 2-6 pL4およびpL 5のゲノムサザン分析

A. プローブに pL 4を川いたもの

B. プローブに pL 5を用いたもの

ハイブリダイゼーションは 65
0

Cで行い、洗いは0.1x SSC / 

0.1% SDSで行 った。サイズマーカーの位世を左端に矢印で示

しである。制限ri干ぷの11附号はK:Kpn 1， B:BamH 1， H: Hind [[[。



kbp B X H 

23.3 .... 

6.6 .... 
4.3 .... 

2.0 .... 

0.5 .... 

図2-7 pL5のゲノムサザン分析

p L 5をプローブとして50"Cでハイプリダイゼーショ

ンを行い、洗いは 2xSSC/ 0.1 % SDSで行った。サイズマ

ーカーの位置を左端に矢印で示しである。制限酵素のl格

号は、 B:BamHI、X:Xhol、H: Hindlll。
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第3節 登熟イネ種子cDNAライブラリーからアスパラギン酸プロテアーゼ

cDNAクローンの単離

1.材料および試薬

( 1 )開花2週目のコメ

(2 )大腸菌

大腸菌K1 2株の誘導体であるC6 0 0 h汀を使用した。

(3 )ヌクレオチド

^ gtl0ベクターアームはPromega Bio也d土、 pUC18ベクター、シークエンス用 M13

プライマ一、及び AファージDNAは宝酒造株式会社、サケ精巣DNA、ATP、dATP、

dCfP、dGTP、dTTPはB∞hringer-Mannh巴1m山之内株式会社より購入した。

(4 )アイソトープ

[α_32pJ dCTP水溶液 (9.25MBq) は、 Amersham社 (Buckingham shire， England) 

より購入した。

(5 )各種キット等

in vitroノTッケージングキット GigapackI! Goldは Stratagen巴 CloningSystems宇土、

Mulriprim巴 DNA labelling syst巴m、Rapid hybridization buffer Batch 6はAmersham干士、 Taq 

DyeD∞xyTM Terrninator Cycle Sequencing KitはAppliedBiosystems社(U.S.A.)より購入した。

(6) cDNAライブラリー作成用試薬

1. SM溶液:1∞mM塩化ナトリウム
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50mMトリス塩酸緩衝液 (pH7.5)

0.2%硫酸マグネシウム 7水和物

0.01%ゼラチン

ii. 20%PEG/SM: 20%ポリエチレングリコール (#6000)

2M塩化ナトリウム

以上の濃度になるようにSM溶液に溶解した。

iii. NZCYM: 1 % NZアミン

0.5%塩化ナトリウム

0.5%酵母抽出液

0.1%カザミノ駿

0.2%硫酸マグネシウム・ 7水和物

水酸化ナトリウム水溶液でpH7.5に合わせた。

iv. NZプレート

NZCYMに1.5%のアガーを加えてオートクレーブにより滅菌浴解し、滅菌プレート

に適量を流し込んで固まらせた。

v アガロースプレート

NZCYMに0.67%のアガロースを加えてオートクレープにより滅菌溶解した。使用

時は再度オートクレープ (5分)により滅菌溶解し、約50'Cまで冷まし、その温度で使

用時まで保存した。使用後はオートクレーブ (5分)してから保存した。

2.実験方法

( 1) 2本鎖cDNA合成

キットのSecond-StrandReaction Mixに第 2節 (9)で合成した 1本鎖cDNAを加え軽く

混ぜ12'Cに30分置いた後、 22'Cで11時間反応させた。その後65'Cで10分加熱し反応を止

め、室温に戻した後、フェノール・クロロホルム抽出を行い水層をセフアロースCL-4B

ショートカラムに通した。
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( 2)及::oRI/ NotIアダプターの付加

合成した 2本鎖cDNAに1-5μlのEcoRI/NotIアダプターとPEG緩衝液 30μl、15mM

A1P溶液lμl、T4DNA ligase Iμl加え、 16
0

Cで1時間反応した。その後65"(で10分加熱

し氷中で冷却した。次に1.5μlの75mMATPi容液 lμl、T4Polynucleotide Kinaseを lμl加

え、 37
0

Cで30分反応した後65
0

Cで10分加熱し、室jELまで戻した後、フェノール・クロ

ロホルム抽出を行い水層をセフアロースCし4Bショートカラムに通した。

(3) cDNAの長さによる分画

アダプターを付加した 2本鎖cDNAを低融点アガロースゲルで電気泳動し、約0.5kbp

以上を切り出して精製した。最終的に19fd約0.3μgの入gtlOベクターアームDNAを加え

IXライゲーションバッファーに溶解した後エタノール沈殿し、沈殿を8μlのlXライゲ

ーションバッファーにyfij拝した。

(4) Agtl0ベクターへの連結

先の0.5kbq以上のcDNAlμ1(30ng)とlμ1(500ng)のAgtl0ベクタ一、 lmMATPを混合

して、 0.5μlのT4DNAリガーゼを加えて一度氷中で冷却し16
0

Cで一晩連結した。これに、

市販のパッケイジングキ Y卜 (GigapackII Gold) を用いて、 22
0

Cで2時間反応させ、連

結したDNAをパッケイジングし、ファージ粒子を形成させた。パッケイジング反応後、

O.5mlのSM溶液と 1-2Y肉のクロロホルムを加え、軽〈振滋混和して、 4
0

Cで保存した。

(5 )ファージの力価測定

l 指示菌の調製

0.2%のマルトースを含むNZCYM20mlに指示菌(大腸菌C600Hfl) を入れて、 370C

で一晩振塗培養した。 4
0

C、3000rpmで10分間遠心して集菌し、 10mlの10mM硫酸マグネ

シウム水溶液に懸濁した。
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日 ファージの感染

指示菌100μlに、 (4 )で調製したファージ液0.5μ1~5μlを加え、 37 'Cで 15分間

感染させてから、 一度溶解して50.Cに保存しておいたソフトアガロースを2.5ml力日え、

直ちにNZプレート(小)に撒いた。 37.CでーI災保温してプラークを生じさせた。

(6) cDNAライブラリーの作製

日の結果からフアージ液lμl当りのファージ粒子数を算出し、 NZプレート(大) 1 

枚当りのプラーク数がl万~4万になるように指示菌 400μlにファージ液を加え、 37'Cで

15分間感染させてから溶解し、 50.Cに保温しておいたソフトアガロースを 7.5ml加えて、

直ちにNZプレート(大)に撒いた。 37.Cで一晩保7昆してプラークを生じさせた。

(7 )プロープの作製

第2節で得られた 3l主のRT-PCRクローン約 10μgを、過剰量の EcoRI、HindIIIで

消化したのち、第 2節(5) の方法で、インサート DNAを抽出し、第 2節 (7)の方

法で32pラベルした。

(8 ) プラークリフティング

コロニーリフテイングと同様に行った。

(9 )プラークハイプリダイゼーション

1. プレハイブリダイゼーション

サザンハイプリダイゼーションと同様に行った。

II ハイプリダイゼーション

ハイブリダイゼーションパ、ノファー 1m!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/m!となるようにプロープDNA(pL 1、pL4、pL5の混合)

を加え、これに約2倍査の水を加えて副1;騰水中で10分間加熱した後、氷水中で急冷した。

40 



--司-ー
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:{&のフィ jレターとともにポリバッグにシールした。 60.Cで24時間

ハイプリダイゼーションを11'った。

111.洗浄

フィルターはまず3X SSC/0.1 %SDS中、室温で1回洗浄した後、 1 x SSC / 0.1 %SDS 

で2回洗浄した。

iv. オートラジオグラフイー

洗浄後フィ Jレターを風乾、 Whatman3MMろ紙に))占り付け、増感用スクリーン

(Dupont Lightening Plus) を用いて 80.CでX線フィルム(フジフィルム社)に、露光さ

せた。

(1 0)スクリーニング

上単プラーク単離

プラークハイブリダイゼーションによって陽性となったプラークをマークの位置

からプレート上に同定し、その部分のプレートをアガーごとパスツールピペット (210

℃で乾熱滅菌したものを使用)で吸い取り、 1i尚のクロロホルムの入ったlmlのSM溶液

中に入れてよく撹鉾し、室温で、11時間以上放置した。この液のフアージカ価を測定した

後、 lプレート当りのプラーク数が100-200個となるようにNZプレート(小)に撒き、

ナイロンフィルターを作製してプラークハイブリダイゼーションを行い、独立したlつ

のプラークに由来する陽ttなプラ クを上ii離した。目的のプラークを、同じくプレー

トのアガーごとパスツールピペットで吸い取り、クロロホルムを 1i商加えた0.5m1のSM

溶液中に入れ、よく撹枠し、 室混で111寺間以上放置してから4.Cで保存した。

ll. 77ージDNAの精製

l で単離したファー ジ}~濁液100μlに、指示的300μ l を加え、 37.C で 15分間保温し

てから、 2.5mlのソフトアガロースを加え、アガロ ースプレートに撒いた。37"cで一晩
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保温し、プレート全面が溶菌斑で夜われていることを確認して、これに5mlのSM溶液

と2i商のクロロホルムとを加え、室慌で 1/1寺間以上振rwtした。ファージ粒子が遊離した

懸濁液を遠心管に移し、 O.C、13，000rpmで10分間違心して菌残査を除き、 DNase 1及び

RNase Aを各10μg加えて37.Cで30分間消化した。これに5mlの20%PEG/5Mを加え氷中

で1時間静置してから、 O.C、13，000rpmで10分間遠心し、上清を除いた。沈澱を0.5mlの

SM溶液に懸濁した後、エツペンドルフチューブに移して10μlの10%50Sと10μlの0.5M

印 TA(pH8.0) を加えて65.Cで10分間保混し、タンパク質を変性させた。フェノール・

クロロホルム抽出を3回以上行い、 7.K庖のONAをエタノール沈澱で集め、最終的に60μl

の水に溶解して-20.Cで保存した。このうち20μlを30-80ユニットのNodで完全消化し、

フェノール クロロホルムJ'ill出とエタノール沈澱を行い、消化産物を精製、回収した。

消化産物の半量をサザン分析に、あと半量を次のサプクローニングに用いた。

3.結果および考察

( 1 )制限酵素地図の作製

第2節で得られた 3程のAPのcONAフラグメントをプロープとして32万個のプラー

クからなる開花2週自の登熟種子ライブラリーをスクリーニングした。その結果、 5

個の陽性クローンを得た(図2-8)0 5佃のクローンは制限酵素地図が等しく同ーのク

ローンをコードしていた。図2-8に示したシークエンスストラテジにしたがって塩基配

列を決定した。

(2) cONAクローンの;邸基配列と推定アミノ酸配列の決定

5個のクローンのうち、入cRAP4と入cRAPI2はノーザン分析で推定されたmRNA約

2.1 kbpとほぼ長さが等しいことから、 cONAの全長をコードしていると考えられた(図
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図2-8 cDNAライブラリーより得られた 5種の cDNAクローンの制限膨素地図

太線はコード領域を示し、矢印は塩基配列を決定した方向と長さを示す。



2-9 )。

最も長い入cRAP4は 2027bpであり、 openr巴adingfram巴は、大麦 HvAPcDNAとの比較

から開始 Metを決定した。 λcRAP4および、入cRAP12は、 509アミノ酸をコードし、 γ

末端に polyAはなかったが、 polyA付加シグナルである AATAAAが存在した。

cDNAから推定されるアミノ酸配列は、 RT-PCRで得られた 3つのクローンのいずれ

とも異なる新規のAPをコードしていた。この新規APは、コメ中に存在するAPというこ

とから、コメの学名 (Oryzasa白vaL.)に因んで、オリザシンと命名した。オリザシン

には複数のアイソザイムが存在することから、入cRAP4と入cRAP12がコードしているAP

を、オリザシン lと命名した。以後、コメ APをオリザシンと l呼ぶ。

オリザシン 1cDNAは、開始 Metから約 20アミノ酸残基のシグナルペプチドがあり(

図2・10)、それに続いて 47アミノ酸残基のプロペプチドが存在する。成熟型酵素は、

大麦HvAPとの比較から、 68Glyから 509Alaまでの 442アミノ酸残基と推定される。

活性中心の Aspは 103Aspと290Aspで、各々の活性中心近傍のアミノ酸配列は 102F

D T G S S ， 290 D S G T Sとなっており、既知のAPの活性近傍の配列が保存されていた。

また、既知のAPに保存され、フラップ領域に位置し、触媒機能に関与するとされてい

る(Suzukiet al. 1989) 147 Tyr (ペプシンでは 75Tyr )はオリザシン lでも保存さ

れていた。

47アミノ酸残基よりなるプロ配列は、認基性アミノ酸に富み、他のAPであるペプシ

ン、カテプシンDと類似のアミノ酸椛成となっていた。。ペプシンの場合ベプシノー

ゲンとして生合成され、プロペプチドが除去され活性型ペプシンとなる。ペプシノー

ゲンのプロペプチドはペプシンのカルボキシル基と静電的に結合し活性中心近傍をプ

ロックしており、この際境基性アミノ酸が重要であると考えられている。オリザシン

においてもペプシンの様な活性化機構が予想される。

プロペプチドには、ペプシンの様に活性発現制御に係わる働きの他に、ソーテイン

グシグナルとなる配列が存在することも知られている。植物では液胞ソーティングシ
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グナルとして、さつまいもスポラミンのプロシークエンス中に (Matsuokaand Nakamura 

1991 )存在する NPIR配列が報告されている。大麦アリューレイン(Ho1 werda et al. 1991 

)や、ポテト 22kDaプロテイン (Suhet al. 1990)、ポテトカテプシンDインヒピター(

Struk巴1jet al. 1990)といったタンパク質も液胞において存在が確認されており、これら

のプロ配列中にもコンセンサス配列として NX( I/L) Rが存在する。オリザシン 1に

もNS LGというこのコンセンサス配列に近いものがあり、液胞酵素である可能性が

示唆された。

また、オリザシン lには 2ヶ所の糖鎖付加部位 (252N H T ，400 N K T)が存在した。

このうち後者は植物に特有なインサーションの中に位置しており、 HvAP、サイプロシ

ン、第 2節で得たpLl、 pL4、 pL5いづれもこの位置には、糖鎖付加部イ立が存在した。

オリザシン 1cDNAには、終止コドンより 433bp下流にポリ A付加シグナル AATAAA

が存在し、 3' ノンコーデイング領域が少なくとも 450bp以上あり、コード領域では

非常に高い相向性を示す HvAPの 280bpに較べるとかなり長く、両者のこの領域におけ

る相同f生は低;かった。

(3 )他のAPとの相向性

表2-IIにオリザシン lと他のAPとの相向性を示す。オリザシン lはHvAPと非常に

相同性が高く、 cDNAの全長を比較すると 85%、成熟酵素部分では88%の相向性を有

していた。次に相向性の高かったのはサイプロシンで、成熟酵素部分では 73%であっ

た。前節で、 RT-PCRによりスクリーニングした 3つのクローンとの相向性はpL1とは

82%、pL4、 64%、 pL5、59%であった。 RT-PCRクローンは各々がコードするcDNAの

フラグメントであるので、この数値は全長で比較した場合とは幾分誤差が生じるもの

の、 pL4やpL5とは植物APの中では相同性は決して高くはない。オリザシン lを含めて

コメのAP4極は、一次構造を基にしてグループ化するとオリザシン lおよひ、pLlのグ

ループと、 pL4およひ、pL5の2つのグループに分類することができる。

植物プロテアーゼの中で最も研究が進んでいるのはCPであるが、大麦のCPは分泌
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表2-1 1 オリザシン lと他の APとの相向性

oryzasin1 
fulll巴ngth

HvAP 85 

Cyprosin 67 

HCD 45 

HCE 43 

P巴psm 41 

RR 39 

BC 38 

YFA 45 

RNAP 34 

mLAP 48 

HvAP・大麦 AP(Runeberg品川 etal. 1991) 

Cyprosinカルドン花 AP(Cordeiro et al. 1994)， 

HCD:ヒトカテフ・シン D(Faust巴tal. 1985)， 

HCE:ヒトカテプシン E(Azuma et al. 1989)， 

Pepsin ヒトベプシノーゲンA(Sogawa et al. 1983)， 

RR:ラットレニン(Fukamizuet al. 1988)， 

BC:ウシキモシン肘arriset al. 1982) ， 

YPA 酵母プロテイナーゼ A(W∞lfordet al. 1986)， 

RNAP リゾプスペプシン(Horiuchi et al. 1988 )， 

mLAP蚊リソソームAP( Cho and Raikhel 1992) 

oryzasin1 
mature reglOn 

88 

73 

49 

46 

45 

44 

42 

45 

35 

53 

'" 



型のEP-A、EP-Bと非分泌型のアリューレインが見い出されている(Shutovet a1.1987， 

Holwerda et a1.1992)。アリューレインは、植物 CPのパパイン、アクチニジン以上に動

物のカテプシンHと高い相向性を持っている(Rogers et a1.1985 )。コメのCPであるオリ

ザインも α、戸、 yの3種のアイソザイムが存在して α、pはパパインと yはアリユ

ーレインやカテプシン Hと相向性が高く、しかもジペレリンに対する応、答性が異なっ

ていた(Watanabe et a1.1991)0 APの場合、複数のアイソザイムが異なる機能や活性化機

構等を有するという報告はない。しかし、オリザシンとHvAPが非常に高い相向性を持

ち同じコメの他のAPとは相向性が低くなっていることから、複数のAPは、植物体内で

異なる役割を分担している可能性が高い。

一方、 オリザシン lと植物以外のAPとの相向性は図 2・11に示すように植物APに比べ

るとかなり低く、最も相同性が高いもので蚊リソソーム AP(mLAP)の 53%、続いてヒ

トカテプシン D(HCD) (Faust et a1. 1985 )の49%、ヒトカテプシンE(HCE) ( Azuma et al 

1989)46%、酵母のプロテイナーゼ A( Woolford et a1. 1986)45%であり、全体としてお~

53%であった(表2ーrr)。

植物APには、動物や微生物由来のAPには存在しない約 100アミノ酸残基からなる巨

大なインサーションが存在する。この巨大なインサーシヨンは機能的にはどのような

働きをもつのであろうかo HvAPでは、 kcat/Kmを測定したところ、これが、 HCDと

YPAに近似していたとの報告がある(Kervinenet a1. 1993)。とすれば、 インサーション

ペプチドは、酵素活性には影響を与えていないと推定される。インサーションの一次

構造と相向性のあるものを、データベースで検索を行なった。しかし、有意に相向性

をもつものは見当たらなかった。最近、 GuruprasadらによってHvAPのインサーシヨン

の二次構造がサボシンと類似しているという報告がなされた(Guruprasad et a1. 1994)。

サポシンは、グルコシダーゼを活性化し、プロカテプシンDの液胞へのターゲテイン

グに重要な役割を来たす。サボシンは液胞に存在するタンパク質であり、 HvAPが分子

内にサポシン様の配列をもつことは、 HvAPが自身で、液胞へソーテイングする可能性

を示すというものであった。オリザシン 1cDNAから推定される一次構造はHvAPと非
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図2-1 1 オリザシン lと他のAPとの相向性
*は活性中心のアスパラギン酸残基を示す。アミノ酸はオ リザシン lとの相向性が最

も高くなるように並べ、キ目問なアミノ酸を白抜きで示した。各酵素の成熟タンパク質の

N末端は二段目の左端に来るように並べた。上段の番号はオ リザシン lのアミノ酸番号
である。酵素のl略号を以下に示す、 Oryzasin1 オリ ザシン l、HvAP:大麦AP、Cyprosin:
カルドン;jEAP、HCD:ヒトカテプシン D、RR:ラッ トレニン、 BC:ゥシキモシン、
yPA:酵母プロテイナーゼ A、町ぜAP:リゾプスペプシン、 mLAP 蚊リソソームAP、
HCE:ヒトカテプシンE、P巴psin:ヒトベプシノーゲンA。



常に相向性が高く、このことはオリザシンの機能を解明する手掛かりとなると恩われ

る。
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第 3章

オリザシンmRNAの発現
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第l節緒言

前章では、 RT-PCR及び cDNAライブラリーをスクリーニングし、オリザシンcDNA

の構造解析を行ったo cDNAクローンを単離する際行なったRT-PCRでは、開花2週目、

及び完熟種子では、オリザシンをコードするバンドが増阿されたが、発芽8日自の種

子を用いた場合では該当するバンドは生成しなかった。このことからも、 APが時期特

異的発現をすることが予想された。また、コメのシステインプロテアーゼであるオリ

ザインは、ジベレリンによる発現誘導を受けるが、オリザシンも組物ホルモンにレス

ポンスをするか否かはWI床深い。そこで、本章ではオリザシンの発現機構を解明する

ことを日的としてノーザン分析を行なった。

第2節材料および方法

1.材料および試薬

( 1 )コメ

コメ日本晴(東京大学農学部付属国無農場より恵、与)を使用した。また、登熟期の

種子及び植物体も、同農場より同品種のものを恵与いただいた。

(2 )植物ホルモン

ジベレリン A3(半井化学)

pーインドール酸カリウム(和光純楽)

トランスゼアチン(和光純薬)

Pークロロエチルリン酸ジクロリド(和光純薬)

ジャスモン酸(東京大学・山根久和博士より恵与)

アプシジン酸(和光純薬)

(3) RNA電気泳動試薬
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i. 10XMOPS: O.4M MOPS (モノフォリノプロパンスルホン酸)

O.lM酢酸ナトリウム

lOmMEDTA 

pH7.0に合わせ、オートクレーブする。

ii. 20xSSC: 3M塩化ナトリウム

O.3Mクエン酸三ナトリウム

使用時には必要に応じて希釈した。

(4 )悶 A抽出用試薬

i. RNA抽出緩衝液:1∞mM Tris-HCl (pH8.0) 

5mM EDTA (pH8.0) 

1% SDS 

ii. lMDπ:滅菌水に溶解後 -20'C保存

iii. 5MLiCl 

試薬類は、すべて特級を用いた。

2.実験方法

( 1 )発芽過程での発現

水を添加したパーミキユライトのよに種子を置き、 30'C明条件で発芽させた。イン

キュペート開始後、 3，5，8日自の桂子からRNAを抽出した。

(2 )登熱過程での発現

回無農場で栽培されている日本晴を開花、 2ム4週日ごとに種子を収穫し、 RNAを紬

出しfこ。

(3 )各種植物ホルモンの効果

完熟稜子をジベレリン A3(ImM)、Pーインドール酸カリウム (lppm)、 トランス

ゼアチン (O.2ppm)、p クロロエチルリン殺ジクロリド (lppm)、ジャスモン酸
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(Ippm)、お よびアブシジン酸 (lppm)各 l種を含む水に入れ、 30.C、 4時間および

24時間インキュベートしたf炎、 RNAをtUl出した。

同様にして、開花2週日のイネの穂より約IOcm下を上記のホルモンの水溶液中で切

り、そのまま切り口を溶液に浸した状態で30.C、4時間および24時間おいた後RNAを

抽出した。

(4 )悶Aの電気泳動

72mlの滅菌水にアガロース Igを加えて滅菌溶解し、約65.Cに保温しながら 10XMOPS

緩衝液10mlとホルムアルデヒド18mlを素早く加えてゲルを作製した。泳動試料には1/10

量の泳動用色素を加え、 1XMOPS緩衝液中、 50Y定電圧で泳ill:t;した。泳1JtIJマーカーは

0.5μ g/mlエチジウムブロマイド溶液でーlぬ染色後、トランスイルミネーターを用いて、

紫外線照射で検出し、定規を添付してポラロイドフィルムに記録した。

(5 )ノーザン分析

iプロッティング(核酸の転写)

RNAIOμgに5μlのlOXMOPS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、水で総量を50μlにし、 55.Cで15分間変性させ、氷中で冷却し、これを

RNA用 1%アガロースゲJレで、 50Y定電圧、 1XMOPS緩衝液中で電気泳動した。泳動後、

ゲルを3分間水洗してからプロッテイングに供した。 20XSSCで満たした2つのタッパー

にラップで覆ったガラス板を架橋させ、前もって 20XSSCに浸しておいたWhatman

3MMロ紙を両端が20xSSCに浸るように載せ、その上にゲルを置き、ゲJレの周りのロ

紙はラップで夜い、これらの上に、前もって20XSSCに浸しておいたナイロンフィルタ

ー、 20XSSCに浸したWhatman 3MM白紙、乾いたロ紙、乾いたペーパータオル (2-3

cm分)を)1慎に載せ、さらに平らなガラス板と約Ikgの重しを重ね、室温で6時間以上放

置して、 RNAをフィルターに転写した。フィルター上にボールベンでゲjレのスロット

の位置をマークしたのちフィルターを剥がし、 20XSSCで約3分間洗浄し、第 2章のサ
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ザンプロッティングと同様に貯~A をフィルターに固定した。

11. ノーザンハイブリダイゼーション

サザンハイプリダイゼーション(第2章)と同様に行った。

第3節結果

1.オリザシン 1mRNAの発現時期

ノーザン分析の結果、 2.1kbにオリザシン 1mRNAのバンドが検出された。その発現

量は、開花後2週日が最も多く、 3巡目、 4週日の登熱後期でも相当量の発現が見ら

れた。しかし、完熟種子では著しく減少していた(図 3-1)。 一方、発芽期のオリザシ

ンの発現は、発芽後(種子を洗い、土に蒔いたときから数える)3，5，7日目の種子、 5，

7日目の根と芽について、ノーザン分析を行なったところ、種子では、 3日目には、発

現量が非常に多かったが、 5日目ではやや減少し、 8日目ではほとんど発現が検出さ

れない程になった。幼芽でも、 5日目には明らかに発現していたものの、 7日目(芽

は約10cmほどに仲びていた)には、全く発現しておらず、幼根では 5日目に多く発現

し、 7日Bには減少していた。しかし、根では、種子や芽のように全く発現が消失す

ることはなく、充分に検出できる程度の発現量が存在した(図3-1)。

2. RT-PCRクローン pL5の発現時期

RT-PCRクローン pL5について、オリザシン lと同様の方法で mRNAの発現量を調

べた。 pL5は登熟知jには発現したが、発芽却]の穂子には検出されなかった。ところが、

発芽直後の幼根と幼芽では発現量が多かった(図3-2)。

3.各種植物ホルモンの効果

オリザシン 1は、完熟種子をホルモン溶液に浸潰した場合、開花後2週包の植物体
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図 3-1 コメ登熟知lおよび発芽WJにおけるオリザシン 1mRNAの発現

1 0μgのRNAを泳動し、プロープには 32P標識したオリザシン I

cDNAのEcoRI1.2 kbp 断片をj日いた。 1 日間ヒ2週目、 2 開花3週

目、 3: IJ別1:.4迎目、 4 完英仏祖子、 5 :発芽 3日目の種子、 6 :発芽 5

日目の経子、 7:発芽 7日目の種子、 8:発芽 5日目の芽、 9:発芽 7日

目の芽、 10:発芽 5日目の根、 1 1 発芽 7日目の根。
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図3-2 コメ登熟知]および発芽JYJにおける pL5mRNAの発現

1 0μgのRNAを泳動し、プロープには 32 p t~ F.f.tした p L 5の

EcoRI.HindIlI 0.8 kbp断片を用いた。 1: IJfJ:fE 2週目、 2:開花3週目、

3 :開花4週目、 4 完熟種子、 5:発芽 3日自の種子、 6・発芽 5日目

の種子、 7 :発芽 7日目の粒子、 8:発芽 5日目の芽、 9:発芽 7日自の

芽、 1 0 :発芽 5日目の根、 1 1 発芽 7日目の根。



にホjレモン溶液を吸収させた場合、いずれも、上記5種のホルモンによる誘導は全く

受けなかった。

第4節考察

オリザシン 1mRNAは、開花直後から生合成され、種子が熱するまでの問に起こる

生理現象と関わりがあるものと推定された。登熟期には、イネの主要貯蔵タンパク質

であるグルテリンmRNAの発現量が開花後3週日に最大となる (Okitaet al. 1989 )。オ

リザシン lはこれに先立ち登熟初期jから発現し、完熟に至るまでの間発現量は多い。

このことから、オリザシン lが貯蔵タンパク質のプロセシングを行なっている可能性

が考えられる。登熟期の貯蔵タンパク質はプレプロ体で生合成され、その後プロセシ

ング、すなわちプロテアーゼによる限定分解を受けて成熟体となる。大豆グリシニン

はCPにより酸性pH下でAsn-Gly結合が水解を受け(Scott et al. 1992)、アラピドプシスの

2Sアルブミンは、 APによって成熟型へと変換されるという報告もあり (D'Hondtet al. 

1993 )、オリザシン lも貯蔵タンパク質のプロセシングに関与している可能性が考えら

れる。稜子が完熟となり水分が減少して休眠J1;fJに入った完熟種子では、貯蔵タンパク

質のプロセシングは必要最小限に留まり、オリザシン lの生合成も休止すると思われ

る。

オリザシン lは、発芽初期の貯蔵タンパク'I{が激しく代謝される時期に発現量が多

かった。発芽期に特異的に発現するシステインプロテアーゼ、オリザインでは、 α、

yは、発芽 5日目で発現量が最大となり、 pのみはこれよりも早く 3日目に発現量は

最大となる(Watanabeet al. 1991)。オリザシンmRNA量は pと同様、発芽種子の早い時

期に他のプロテアーゼに先立って発現する。しかしながら、オリザシン lの標的タン

パク質は不明であり、今後の解析が待たれる。 一方、 pL5の発現パターンは幼根、幼芽

に発現量が多く、オリザシン lとは異なっていた。このことは、複数のオリザシンが

各々異なる役割を担っている可能性を示唆している。
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また、オリザシン 1は植物ホルモンの誘導を受けなかったが、 HvAPも各種植物ホル

モンによって誘導されなかったという報告がある(Tonnakangas et al. 1994)0 APは、

GA3によって誘導をうけるCPとは、生合成における制御機構が異なるものと思われる。
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第 4章

オリザシン lの遺伝子解析
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第1ii百緒言

開花2週日の登熟種子から、アスパラギン酸プロテアーゼのcDNAクローンを単離し、

これをオリザシン(oryzasin) 1と命名した。オリザシン 1cDNAの一次構造は、動物、

微生物由来のMとは35~40% と相向性が低かったが、槌物APのHvAP (大麦 ;

Runeberg-Roos巴tal. 1991) 、サイプロシン(カルドン;Cordeiro et al. 1994)とは各々88

%、 73%と高い相向性を有していた (Asakuraet al. 1995a)。

t直物APに関しては、上記の 3種の植物由来のcDNAがクローニングされているのみで、

植物APの遺伝子構造は報告例がない。動物APでは、その遺伝子構造の多くが解析され

ており、いずれも、 9エキソン 8イントロンの構造をとる (Sogawaet al. 1983， 

Redecker et al. 1991， Fukamizu巴tal. 1988， Hidaka et al. 1986 )。ヒトレニン(Miyaz広iet al 

1984) が9bpの小さなエキソンをもち、 1 0エキソン 9イントロンになっている例外を

除くと、既知のAP遺伝子は類似の構造をもち、しかも、イントロンの挿入位置は、す

べてのAPで一致している。

一方、微生物由来のAP遺伝子は、全くイントロンが存在していない酵母のプロテイ

ナーゼA (w∞lford et al. 1986) 、 2エキソンに分断されているリゾプスペプシン

(Horiuchi et al. 1988) 、 4エキソンに分断されているアスペルギロペプシン (Berka巴t

al. 1990)等の報告がある。

オリザシンをはじめ植物APは、動物、微生物由来のAPには存在しない約100アミノ

酸残基からなる巨大インサーシヨンが存在していた。インサーシヨンの挿入位置が動

物AP遺伝子の、第 8イントロンの挿入位置とほぼ一致することから、このインサーシ

ヨンは、進化過程で、ウイルス遺伝子などが挿入されてしまったのだろうという推論

も出されていた (Runeberg-Rooset al. 1991) 。しかし、植物APの遺伝子の解析例は皆

無であり、これらの仮説は、実5正されるに至っていない。オリザシンの遺伝子構造を

解明することは、植物APと他のAPとの類縁関係や発現制御機構の解明にもつながると

恩われた。本章ではオリザシンの泣伝子クローニングを行い、構造解析を行なった。
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第2節材料および方法

1.イネ遺伝子ライブラリー

イネ遺伝子ライブラリーは、ベクターとして入EMBL3を用いたものでS回 tagene社より

購入した。宿主菌としてLE392株を用い、約100万プラークのファージをナイロンフィ

ルター (Hybond1M-N，Amersham)にトランスファーした。

2.スクリーニング

プロ ープには、オリザシン lcDNAのE∞RI断片(約1.2kbp)を用い、第2章で述べ

たランダムプライミンク"kitを用いて32p_ラベルを行なった。フィルターは60'Cで24時間、

大腸菌キャリアDNAおよびサーモン精巣DNAにてプレハイプリダイゼーションを行な

った。プレハイブリダイゼーシヨン後、上記のプローブにて60'Cで24時間ハイプリダ

イゼーションを行なった。 0.1%SDSを含む1XSSCにて60'Cで洗浄した。

陽性となったシングルプラークからファージDNAを仙出し、そのSalI消化物に対して

上記のプロープを用いてサザンハイブリダイゼーシヨンを行い、陽性となった断片を

pUC18にサプクローニングした。

第3節結果および考察

l クローンの単離と制御酵素地図の作製

約100万プラークからなるライブラリーをスクリーニングしたところ、 lつの陽性ク

ローン入gRAPllが得られた。 λgRAPllは約10kbpであり、図4-1の制限酵素地図に示す

ンークエンスストラテジに従って塩基配列を決定した。
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2. オリザシン l遺伝子の塩基配列

A.gRAPllの塩基配列を図4-2に示す。約6.6kbpのオリザシン I遺伝子は、 13個のイント

ロンで分断され、 14のエキソンより構築されていた。第 lイントロンはcDNAの開始

Metよりも9bp上流のリーダー配列中に存在した。活性中心の 2つのアスパラギン酸は、

第2エキソンと第8エキソンに位芭していた(図4-3)。

エキソンとイントロンのスプライシングは、 GT/AGルールに従っており、図4・4に示

す様に、 lか所をのぞくと、エキソンの3'末端はすべて Gになっていた。エキソンサ

イズは、第 1エキソンが最も大きく 366bpであるが、その他のエキソンは、細かく分

断されていた。イントロンはATに富み、最も比率の低い第2イントロンで51%であり、

第9イントロンは70%で、また5'上流域約Ikbpの問もATに富んでいた (59%)。この

ようにイントロンはすべてAT含量が高いもののcDNAの5'末端のすぐ上流域のみは著

しく GCに富んでおり、上流120bpまでは、 71%、200bp上流まででは65%のGC含量で、

その領域のみは他のイントロンとは全く異なっていた(表4・I)。オリザシン l遺伝子

のコード領域は、オリザシン lcDNAの復基配列と完全に一致していた。

3. 5'上流域

オリザシン l遺伝子にはcDNAの5'末端より上流約400bpにTATAbox，約480bp上流

にCAATboxが存在していた。これは、通常知られている両配列の位置に比べるとはる

かに上流にあたる。

一方、オリザシン l遺伝子の5' 上流域は、前述したようにGCに富んだ領域となっ

ており、しかもGCの繰り返し配列が多く存在した。ホモロジー検索の結果、小麦ヒス

トン遺伝子の5' 上流域に存在し、植物のハウスキーピング遺伝子のシスエレメントと

言われている配列(Chaubet el al.1986 ， Kawata et a1.1988， Nakayama et a1.1992 )と類似の配

列がオリザシン l遺伝子の5'上流に見い出された。これは小麦では CATCCAACGと
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図4-2 オリシザシン l遺伝子の温基配列

上段は、オリシザシン l遺伝子を含むラムダファージクローン、 AgRAP3の塩
基配列を示す。大文字はエキソン、 小文字はイントロンを表す。下段は塩基配列より推定
されるアミノ酸を示す。下線は TATAボックス、 CAATボックス、植物のハウスキー
ピング遺伝子のシスエレメン トであるノナマ一、オクタマ一様配列、およびポリ A付加シ
グナルを示す。上向き矢印(. )は成熟酵素のN末端を示し、 *は活性中心のアスパラギ
ン酸残基、 二重下線は糖鎖付加部位、点線はシグナル配列、 ^ li c D N Aの3'末端を示

す。



cDNA 

遺伝子

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1314 

図4-3 オリザシン lのcDNAおよび逃伝子機造

cDNAはコード領域のみを示す。*は活性中心のア
スパラギン駿残基、薄い彩はシグナル配列、濃い影はプ
ロ配列、斜線部分は植物特異的な挿入配列にそれぞれ対
応する部分を示す。遺伝子はエクソンを箱で、イン トロ

ンを線で示しである。黒い音11分は活性中心のアスパラギ
ン酸残基をコードする部分を含むエクソンを表し、下段
にはエキソン番号を示す。



TTTCCG. gtgagc----ccgcag . ATCGCA II 
H TTCTCG • gtgagt----atgcag. ATTGCG III 
III AGAATG . gtccgt----ctccag. GAAAAC IV 
IV GATCAG • gtctgc----ctttag. GAATTC V 
V TGTGTG . gtaaga----tcaca g . GTATAA VI 
VI TGGCAG . gttggt----gtgcag. TTTGAG VII 
vn CCACAG. gtactg----tatcag. GATTTT vnr 
VIII CCCACA. gtacgc----cgcca g . GCCATA IX 
IX GCTGAG . gtttgt----ttgcag. ACACAG X 
X TGTTAG. gtaaga----acacag. TGCTGG XI 
XI AATCAG • gtgagcーーー-ttaca g . CTCTGT XII 
XII GAAGAG . gtgcga----gtgcag. TATATT XIII 
XIII TCTCTG. gtaaac----ttgcag. GATCCT XIV 

図4-4A gRAP3のエキソンーイントロン境界部分の塩基配列

す?字はエキソン番号を示す。大文字はエキソンの配列、ノは字はイントロンの配列を示



表4-I オリザシン 1泣伝子のイントロンおよび 5'上流域の境基数と A+T比率

~るら数 A+T 比率(%)

グー上流域(ト1095) 109 5 5 9 

グー上流域 (976・1095) 120 2 9 

グー上流域 (896-1095) 200 3 5 

第 1イントロン 6 4 2 58 

第 2イントロン 1 0 9 5 1 

第 3イントロン 967 6 6 

第 4イントロン 9 1 6 6 

ダl5イントロン 3 7 9 6 7 

第 6イントロン 7 2 58 

第 7イントロン 8 0 6 3 

第 8イントロン 625 6 2 

第 9イン トロン 88 7 0 

第 10イントロン 175 6 4 

第 11イントロン 83 5 7 

第 12イントロン 1 6 0 58 

第 13イントロン 9 5 64 



報告されたノナマー配列で、オリザシンには、これと一塩基のみ置換した

GATCCAACGが981-989bpに存在した。また、小麦ヒストン遺伝子のシスエレメント

である、オクタマ一様配列と類似の配列 GGAGGATC (1007-1014 bp)、

CGCGGTCG (1064-107Ibp)も存在した(図4・2)。

4，他のアスパラギン酸プロテアーゼ遺伝子との比較

オリザシン 1遺伝子は、既知の動物、微生物APとは数々の点で異なるものであった。

第lに、オリザシン l遺伝子は5'-ノンコーデイングにイントロンが婦人されていた。

既知のAPではこのような例はない。第2に、 14個のエキソンが13個のイントロンで分

断されていた(図4-5)。動物のAP遺伝子は図4-5に示される様に、 9エキソン 8イン

トロンで、しかもイントロンの何人位世は保存されている (Sogawaet al. 1983， Redecker 

etal. 1991， Fukamizu巴tal. 1988， Hidaka et al. 1986 )。一方、微生物由来のAPでは、酵母

のプロテイナーゼA(w∞Iford et al. 1986)はイントロンレスであり、リゾプスペプシ

ン (Horiuchiet al. 1988) は lイントロンが、活性中心のAspを分断する形で挿入されて

いる。アスペルギロペプシン (Berkaet al. 1990)は、 4エキソン 3イン トロン構造をも

ち、第 lイントロンの挿入位置はリゾプスペプシンとの問で保存されている。このよ

うに微生物由来のAPは、類似性を保ちながらも個々には異なる遺伝子構造を有してい

る。

オリザシン l遺伝子は、植物APとしては初めて解析されたもので、他の植物APとの

比較はできないが、動物、微生物AP逃伝子とは著しく異なり、 14個のエキソンと 13

個のイン トロンと いう非常に組lかく分断された構造をしていた。イント ロンの挿入位

置も、動物、微生物APとは lか所も 一致する場所はなかった(図4-6)。

Tangら (1978)は、 M の一次構造の特徴をgeneduplicationにより説明している。すな

わち、 APの2つの活性中心近傍の配列が類似しており、 N端ドメインと C端ドメイン

の中で類似の配列をもつこと、また、特にヒトレニン(Miy包 akiet al. 1984) の遺伝子

は、エキソン 1-4と5-8がエキソンの大きさ及びイントロンの長さがほぼ等しい
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成熟領域

オリザシン l

HCD 

RR 

BC 

YPA 

RNAP 

PEPA 

図4-6 各種アスパラギン目立プロテアーゼのイントロン挿入位置

箱はコードするタンパク質を示し、番号は成熟タンパク質のN末端
をlとしている。*は活性中心のアスパラギン酸残基を示し、薄い影

の部分はプレ領域、濃い影の音11分はプロ領域、斜線部分は植物特異的
な挿入アミノ酸配列を示す。下向き矢印(，)に対応する遺伝子上の
位置に、それぞれのプロテアーゼ遺伝子はイントロンを持つ。プロテ

アーゼの略号は、 HCD:ヒトカテプシン o(Redecker et al. 1991)、RR:
ラットレニン (Fukamizuet al. 1988)、BC:ウシキモシン(Hidaka巴ta1.19 
86)、YPA:酵母プロテイナーゼA(Woolford et al. 1986)、RNAP:リゾ
プスペプシン(Horiuchi巴tal. 1988)、PEPA ペニシロペプシン (Berkaet 
al. 1990)をそれぞれ示す。



ことから、 geneduplicationが起こったのち融合することにより、現在のAP遺伝子の構造

が出来上がったものとするものである(図4-7)。ヒトレニン以外の動物AP遺伝子につ

いても、イントロンの長さはそれぞれ差異ーがあるものの、エキソンの長さはほぼ等し

いことから(図4-5)、同様の遺伝子fl~築過程をとったものと考えられる。

オリザシン遺伝子について、動物AP遺伝子の構築過程における仮説が適用できるで

あろうか。オリザシンi宣伝子の特徴としては、エキソンが14個と動物APと比較して非

常に多いこと、また、イントロンの長さが72bp-967bpと比較的短いことから、全長が

約5.7kbpと、 10kbp前後の動物APの約半分の長さであることが挙げられる。オリザシン

遺伝子では、一番目の活性中心となるAspを含むエキソンは、 366bpと大きく、二番目

のAspは、第 8エキソンにあって 65bpと非常に小さいエキソン上にある。このように

オリザシンは、遺伝子構造からみると、 geneduplicationを想定させる構造をとっていな

かった(図4-5)。したがってgeneduplicationが起きたとすれば、動物APやオリザシン

のイントロンが挿入される以前のことであると考えられる。

植物のAPには約100アミノ酸残基からなる特異的なインサーションが存在する。そ

の挿入位置が、動物の第8イントロンの挿入位置とほぼ一致することから、植物APが、

進化の過程で動物APと分岐した後に、この領域をエキソン交換により獲得したのでは

ないかという推定がなされていた (Runeberg-Rooset al. 1991)。今回、植物APとして

初めてオリザシン遺伝子を解析した結果、動物の第8イントロン挿入位置にイントロン

は存在せず、またインサーション自体も 3つのエキソン(第9、10、11エキソン)に分

断されていることが明らかとなった。これらのデータから、インサーションの挿入は

エキソン交換によるものではなく、別の機構によるものであると考えられる。

APと異なり、 CPについては動物、植物ともに多くの遺伝子構造が解析されている。

植物のCPであるアクチニジン(キウイフルーツ;Snowden and Gardner 1990)、SH-EP

(ケツルアズキ ;Akasofu et al. 1990)などはイントロンの挿入位置は全く同一であり、

植物国有の遺伝子構造をもつことが明らかとなっている。 APの場合、他の植物からの

遺伝子解析を待つ必要があるが、以上述べたようなオリザシン遺伝子の構造から、植
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物のAP遺伝子は動物、微生物APと祖先遺伝子は同じくするものの古い時代にこれらか

ら分岐し、イントロンの獲得、欠落による独自の進化を遂げたものと考えられる。
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第 5章

オリザシン lの大腸菌での発現と活性化

および抗体作製
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第l節緒言

第2章では、コメから後数のAPをコードするcDNAフラグメントを得た。また、登熟

2週日の種子からは、オリザシン 1cDNAを単離し、その構造を解析した(Asはuraet 

a1.J995a)。

オリザシン lは、 HvAP、サイプロシンと同様、動物、微生物APには存在しない約

100アミノ酸から成る巨大インサーシヨンを C末端領域に保有しており、これは、植物

APに特有の領域であった。また、オ 1)ザシン l遺伝子を解析したところ、インサーシ

ョンは 3つのエキソンにコードされ、この領域がオリザシン分子内ではかなり古い時

代に獲得されたものと推察された。植物APが1fdJ~物、微生物AP と大きく異なる特徴をも

つのは、者羽訳産物である酵素タンパク質だけではなく遺伝子初造についても、既知の

ものとは全く異なる構造をしている点である。泣伝子サイズ、イントロンの挿入位置

や数等も、動物、微生物APとは全く具にしていた(Asakura et al. 1995a)。このように、

植物APの特徴ある性質が解明されつつあるが、構造の特異性と酵素の機能との関係に

ついての報告例は皆無であり、興味深い課題である。そこで、本章ではオリザシン l

を大腸菌を用いて発現させ、酵素学的性質を明らかにすることを目的とした。

近年、目的とする追伝子をGST(glulathioneS・transferas巴)遺伝子の下流に婦人し、 GST

融合タンパク質として発現させ、これをグルタチオンアフィニティーカラムにて精製

する方法が開発された。このシステムは発現産物の精製が簡便であり、比較的収量も

高いことから、本法を採用した。また、程子中に存在するオリザシンについても解析

を進めるために、オリザシン lに対する抗体を作製した。

第2節材料および方法

1.抗オリザシン l抗体の作製

( 1 )オリザシン lタンパク質発現用プラスミドの作製
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オリザシンcDNAのうち、開始Melからシグナル配列を欠いたプロ型タンパク質をコ

ードするフラグメントをPCRにより作製した。

この際N末端側にはおCIサイトを、 C末側にはXhoIサイトを導入した。発現ベクター

としてpET17b(Novagen) を用い、これをおCI、XhoI消イヒし、 BAP処理をしたのち、上

記のオリザシン 1フラグメントとライグーションし、オリザシン l発現用ベクターを

構築した。

(2 )発現用プラスミドによる大腸菌の形質転換

( 1 )で構築した発現ベクターを、宿主大腸菌として、 BL21(DE3) pLys S株を用い

た。形質転換は、第 2主主と同様の方法を用いて行い、 50μ g/mlのアンピシリンを含む

LB培地に塗布した。 37'Cで一晩埼養し、生じたコロニーを形質転換菌とした。

(3 )オリザシン lタンパク質の発現

形質転換した大腸菌を34μ g/mlのクロラムフエニコールおよひ、50μ g/mlのアンピシリ

ンを含むLB培地10mlに、 (2 )のプレートからコロニーをピックアップして、懸濁し、

37'Cで一晩振滋培養した。その後、上記と同じ培地中に、一晩培養した菌を5μ l植え

継いだ。 37'C で振猿培養し、 600nmのl汲光値が0.4~1.0になったところで、ぽTGを最終

濃度が0.4mMになるように加え、さらに 2時間培餐を続けた。 4'c、5000x gで 5分間

違心分離をして集菌し、 2.5mlの2mMの印TAを含む50mMTris-HCl (pH8.2)溶液に再

溶解し、再び遠心分間tして菌体を集め、ー20'Cに保存した。

(4 )発現タンパク質の抽出

-20"Cに保存した菌体を室混で溶解後、 Imlのオリザシン抽出緩衝液を加え、氷中で冷

ゃしながら超音波でE面体を破砕した。 4'C 15000 x g 20分間遠心分離をして上清と

沈殿に分離した。

SDS-PAGEにより、オリザシン l由来のバンドを確認し、これをゲルから切り出して、
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抗体作製用の抗原として用いた。

(5 )発現産物のN末端分析

Ma凶ud包ra(1987)の方法に従った。 SDS-PAGE後のゲJレをトランスファーバッファー

(TB : 10mM CAPS、10%メタノール、 pH11.0) に浸した。ゲルより一回り大きく切っ

たPVDF朕 (ImmobilonTransfer) を20秒間メタノールに浸した後、セミドライ型のプロ

ッティング装置(アト一、 AE-6670) に、 TBに浸しておいたアプソーベントペーパー 4

枚を置き、 PVDF膜、ゲル、アブソーベントペーパー 4枚のJnfiに置き、 0.5A/cm2で 1

時間通電した。転写後の膜はl悦イオン水でi洗い、 0.1%のクマシープリリアントブルー

R-250を含む50%メタノールで 5分間染色した。これを 10%酢酸-50%メタノールで脱

色し、 j民イオン水で洗節、風1吃してー20'Cで保存した。膜に転写された発現産物のバン

ドを切り取り、気相シークエンサー (AppliedBiosystems 470A) でN末端配列を決定し

Tこ。

(6 )ウサギへの免疫

( 5 )で確認した約37kDaのバンドをゲルから切り出し、試験管中でガラス榛で細か

くつぶし、 Freundの完全アジュパントとシリンジ内で混合し、抗原溶液を調製した。こ

れをウサギの背中の皮下および後肢の指の問に注射し、初回免疫を行った。 3週間後、

不完全アジュバンドと等量の蛋白溶液で前]製した抗原溶液をブーストし、 2週間おき

に、合計 5回ブーストをした後、採血をした。採血した血液は室温で l時間、次いで

4'Cで、 一晩静置したのち、 800x gで 5分間遠心分離した。得られたl血清を抗血清と

して分注し、 -80'Cで保存した。

(7 )ウエスタンプロッティング

i. 転写



SDS-PAGEを千子ったt乏のゲルをweSlernbuffer (WB : O.lmM Tris、0.2mMグリ シン、

20%メタノール)に30分浸演、振滋した。グルより一回り大きく切ったPVDF膜

(Immobilon Transfer) を20秒間メタノールに浸した後、また、アプソーベントベーパ

ーは直接にそれぞれWBに30分間浸した。セミドライ型のプロッテイング装置(アト一、

AE-6670) に下(陽極)からアブソーベントペーパー 4枚、膜、ゲル、アプソーべント

ペーパ-4枚の順に置き、 WBに浸し、 70Y一定で 1時間通電した。

日. プロッキング

転写終了後の膜を 5%スキムミルクを含むTBS5mlに浸し、プラスチックバッグ中で

37'(、一晩放置した。その後0.05%Tween20をふくむTBSで膜を 4回洗浄した。

III 一次抗体との反応

5%スキムミルクを含むTBS5mlに抗オリザイン抗血清20μlを加えたものに膜を浸し、

プラスチックバッグ中で37'C、2hrからーl民放置した。その後0.05%Tween20をふくむ

TBSで膜を 4回洗浄した。

iv. 二次抗体との反応

5%スキムミルクを含むTBS5mlにアルカリフォスフアターゼ結合抗ウサギ!gG抗体

(Sigma)lμlを加えたものに膜を浸し、プラスチックバッグ中で37'C、2時間から一晩放

置した。その後0.05%Tween20をふくむTBSで)換を 4回洗浄した。

v 酵素反応

反応液 (O.lMTris-HCl pH9.5、5mMMgCl2、 O.lMl、~aCI) に基質としてNBTを 66μ

IBCIPを34μl加え、これに朕を浸して遮光条件で、数分間反応させ、発色させた。

2. GSTーオリザシン l融合タンパク質の発現と精製
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(1) GSTーオリザシン l融合タンパク質発現用プラスミドの構築

オリザシンcDNAのうちシグナル配列を欠いたものに、 5'末端に5maIサイト、 3'末

端にXhoIサイトが導入される様にPCR用プライマーをデザインした。 PCRによって生

成したフラグメントをpGEX-5X-2(Pharmacia)の51ηaI、XhoIサイトに導入して、発現用

プラスミドとした。

(2 )発現用プラスミドによる大腸菌の形質転換と発現

( 1 )で構築した発現ベクターを大腸菌AD202に第 2章(1 2) の方法で導入した。

形質転換した菌を、 100μglm!のアンピシリンを含むLB培地に塗布した。一晩培養後、

プレートからコロニーをピックアップし、 100μglm!のアンピシリンを含むLB培地に植

菌し、 37'Cでーl免振主主培養した。この秘菌5μlを100μglm!アンピシリンのLB培地に加

え、 37"Cで振盗培養し、 600nmの吸光値が0.6-1.0になったところでIPTGを最終濃度が

ImMになるように加え、さらに 2時間培養を続けた。

2時間後、 4'C、2000x g、5分遠心分献をして集菌し、 2.5mlの2mMEDTAを含む5伽1M

Tris-HCl (pH8.0) に懸濁し、再ひ、遠心分離後1m!のオリザシン拙出用バッファ ーを加え、

1%ザルコシル、 2%T口tonX-lOOを加えて氷中で冷ゃしながら菌体を超音波破砕した。 4

℃、 15000rpm、20分遠心分離して上消と沈殿に分けた。 SDS-PAGEにより発現を確認し

τ. 
~。

(3) GSTーオリザシン隔合タンパク質の精製

発現した融合タンパク質は、グルタチオンセフアロース4Bを用いて精製した。 Imlの

グルタチオンセフアロース4Bを5-10倍量のPBSで洗った。菌イ本を破砕して得られた上

j青を1%のTritonX-IOOを含むPBSで希釈し、パスツールピペットに充填したグルタチオ

ンセフアロース4Bカラムにチャージした。カラムを5-10倍量の PBSで充分に洗った。

溶出は、 10mMのグルタチオンを含む50mMTris-HC! (pH8.0)で行ない、 1m!ずつ分取

した。
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3.酵素活性の測定

(1)基質の調製

ウシヘモグロビンを4%波度に溶解し、 6NHCIを加えてpH1.4-1.7に下げ撹枠しなが

ら30分室温に放置した。その後、 5NNaOHを加えてpHを3.5付近まで上げ、 1M酢酸緩

衝液(pH3.3)を加え最終濃度をO.IM、ヘモグロピン濃度が2%になるように調製した。こ

れをよく撹排したのち、ろ紙で不溶性のものを除去し、ろ過液を使用した。 4'(;に保存

し活性測定時に希釈して使用した。

(2 )活性測定

( 1 )で調製した基質をヘモグロピンの最終波j支が1%になるように酢酸緩衝液O.IM

(pH3.3)で希釈し、酵素液を10-50μげJ日えて100μ!とした。 37'(;で60分間反応させたのち

等量のO.4MTCAを反応液に加えた。氷中に5分間放置したのち、 8000x gで10分間遠心

分離をし、上澄の280nmの吸光値を測定した。

lunit(U)は上記の条件で280nmのαコが0.01増加するものとする。

第3節結 果

1. pETI7bに組みこんだオリザシン lタンパク質の発現

シグナル配列を除いたオリザシン l前駆体タンパク質部分のcDNAを組み込んだ発現

プラスミドを大腸菌に導入し、i1tiイ本破砕物をSDS-PAGEに供した。その結果を図5-1に

示した。レーン lおよびレーン 4は、 pETl7bにオリザシン 1cDNAを導入したプラス

ミドで形質転換した大腸菌、レーン 2および 5は、 pーガラクトシダーゼcDNAを

pET17bに組み込み形質転換し、インダクシヨンコントロールとして用いた。菌体破砕

後遠心分離をした上清のSDS-PAGEでは、オリザシン lを導入したプラスミド(レーン
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1 )とベクターを導入したプラスミド(レーン 3)のパターンは全く同じであった。

しかし、沈殿画分で比較をするとオリザシン 1cDNAインサートを導入した形質転換菌

(レーン 4)には、コントロール(レーン 6)にはない37印 aと27kDaの2本のバンド

が現われた。

構築したプラスミドから推定される発現タンパク質の分子量は、オリザシン l

(S2kDa) にpET17b由来の19アミノ酸が付加し、約54kDaとなる。しかし、構築プラス

ミドで形質転換した菌体にのみ認められたバンドは、 37印 aと27kDaの2本であった。

そこで、これらの 2つの発現タンパク質のN末端アミノ酸配列を決定した。その結果、

37印 aのタンパク質のN末端アミノ酸配列はMVEQGであり、これはオリザシン lの212

番目のM巴Iからの配列(図2・2参照)に一致した。すなわち、このタンパク質はオリザシ

ンlのC末端側タンパク質の産物であることが判った。一方、 27kDaのバンドのN末端

アミノ酸配列は、ベクター由来の19アミノ酸に続いて、オリザシン 1プロ配列のN末

端に相当するPASとなっており、こちらは、オリザシン lのプロ配列を含むN末端倶IJタ

ンパク質であることが明らかとなった。 2本のバンドは、発現プラスミドの構築過程

で行ったPCRにおいてポリメラーゼのミスリーデイングによりオリザシン lcDNA配列

中に終止コドンが挿入されていることがシークエンスの結果判明した。そのために N

末端側のタンパク質(27kDa)とC末端仰IJ(37kDa)の2本のバンドとして現れたものと思わ

れる。そこで、抗原用タンパク質としてはpET17b由来のペプチドが付加していない

37kDaのノてンドを用いた。

2. G S Tーオリザシン 1融合タンパク質の発現と.fl'i製

オリザシン lタンパク質は、図5-2で示されているようにGSTーオリザシン融合タン

パク質として発現した。 GSTーオリザシン l融合タンパク質を発現した菌体を超音波

で破砕し、上清と沈殿に分離したところ、 GSTーオリザシン l融合タンパク質は沈殿

薗分に蓄積されていた。そこで、菌体を破砕する際に、 2種の界面活性剤(ザルコシ

ル、 TritonX-l(0)を加え、封入体に封じこめられていた発現タンパク質を可溶化させ
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図 5-1 オリザシン lタンパク質の大腸菌での発現

1 オリザシン lを発現させた大腸菌タンパク質の可溶性画分

2 : sーガラクトシダーゼを発現させた大腸菌タンパク質の可溶性画分

3 :ベクター(pET17b)のみを導入した大腸菌タンパク質の可溶性画分

4 オリザシン l苦発現させた大腸菌タンパク質の不溶性画分

5 : sーガラクトシダーゼを発現させた大腸菌タンパク質の不溶性画分

6 :ベクター(pET17b)のみを導入した大腸菌タンパク質の不溶性画分

M:サイズマーカー。サイズマーカーの分子量を右端に示しである。矢印

(企)はオリザシン l由来のタンパク質を示す。



GST 

図5-2 GST融合タンパク質として発現させたオリザシン 1
タンパク質の SDS ポリアクリルアミド電気泳動

1 :pGEX-5X-2ベクターにオリザシン lのcDNAを
組み込んだプラスミドを導入した大腸菌が発現したタンパク賀、
2 pGEX-5X-2ベクターのみを導入した大腸閣が発現し
たタンパク質。
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図 5-3 GSTーオリザシン l融合タンパク質の可溶化

とグルタチオンカラムによる精製

1 : j蓋体破砕物の不溶性画分、

2 :菌体破砕物の水溶性四分、

3-8:菌体破砕物の7.Ki容で企画分をグルタチオンカラムに

吸着させたのち溶出させ、 1mlずつ分取した画分

矢印は GSTーオリザシン l融合タンパク質を示す。



た(図 5-3レーンlおよび2)。さらに可溶化発現タ ンパク質をグルタチオンセフアロ

ースカラムで精製したところ、 GSTーオリザシン l融合タンパク質が、ほほ完全に精

製された(図 5-3レーン 3-8)。

3.発現タンパク質の活性化

GST融合タンパク質として精製されたオリザシン lを活性型酵素に変換するための

条件を検討した。活性は、酸変性ヘモグロピンに対する水解度で調べた。精製した

GSTーオリザシン 1融合タンパク質は、酵素活性を全く示さなかった。そこでGSTーオ

リザシン l融合タンパク質の酸処理を経時的に行なった結果、 25'C、 24時間、 pH3.3 

の酸処理により段も活性化された。このときのGST オリザシ ンl融合タンパク質の

SDS-PAGEを図 5-4に示す。

24時間処理後、 GSTーオリザシン l複合体のバンドはほとんど消失し、 40kDa、

34印 aにバンドが現われた。 cDNAから推定されるオリザシン 1の成熟形素部分の分子

量は、 48kDaであるが、これに相当する位置には明確なバンドは出現しなかった。不活

性型のGST オリザシン l融合タンパク質が消失し、少なくとも一部は自己消化によ

り活性型に転換することが判ったが、 SDS-PAGEにおいて新たに出現した 2本のバンド

に関しては、これらが活性型のオリザシン lであるか、オリザシン 1の分解物のいず

れかであると思われるが、現時点では明らかではない。

活性化したオリザシンは、最終波皮O.lmMのペプスタチンにより完全に活性は阻害

され、 0.lmME-64、lmM印 'TA、0.5mMPMSFでは影響を受けず、他の酵素 (大腸菌

由来)の混入はないことを確認した。

4.至適pH

活性化したオリザシン lをpH1.5-pH6.5の問で水解活性を測定した。オリザシン l

はpH3.0で活性が最大となり、 4.0でかなりの活性が減少したのち、 4.5では激減する。

弱酸性領域では、ほとんど活性は検出されなかった。(図 5-5) 
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図 5-4 GST オリザシンl融合タンパク質の活性化

1 : pH 3.3， 25"(;， 1 W¥'r:n処耳目

2 ・ pH3.3， 25'C， 211.H¥J処理

3 : pH 3.3， 25'C， 411寺I/¥]処型

4 : pH 3.3， 25"(;， 6時間処理

5 : pH 3.3， 25'C， 10 時r:日処理

6 : pH 3.3， 25"(;， 2411刊¥J処理!

M:分子量サイズマーカーを左端に示す。矢印は2411寺r:u処理!後出
現したバンドを示す。
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GSTーオリザシン 1融合タンパク質の酵素活性の pH依存性図5-5

ヘモグロピンを基質とし、各 pHでの活性を最大活性に対する百分率で
表示した。



5.至適温度

活性化オリザシンの至適温度は45'(であったが(図 5-6)、30'C、37'(でもかなりの

活性を示した。しかし、 57'Cという高i1illでは酵素活性は著しく減少した。

第 4節考察

第 2章で得られたオリザシンcDNAがコードするオリザシン lタンパク質を大腸菌に

より発現させた。酸性条件下にすることにより活性型オリザシン lを得ることができ

た。この酵素の至適 pH(ヘモグロビンを基質とした場合)は3.0であり、また、ベプス

タチンによって活性が阻害されることからも、アスパラギン酸プロテアーゼに属する

ものであることが確認された。

今回用いた発現プラスミドでは、オリザシンのプロ体をGSTに融合したタンパク質

として発現させるように構築しであり、この形のままではおそらく活性はないと思わ

れた。そこで、 GSTオリザシン l融合タンパク質をpH3.3、25'(、24時間の酸処理を行

なったところ、プロテアーゼ活性が認められた。これはpH3.3という条件下で、オリザ

シンのプロ体が活性型に変換したものと考えられる。

プロテアーゼのプロセシングについては、プロセシングエンザイムによって活性型

に変換されるもの(トリプシンなど)、自己消化によって活性化するもの(ペプシン

など)がある。いずれも N末端側に存在する約50アミノ酸残基のプロペプチドが除去

されることによって生じる。ペプシンでは、プロペプチドには塩基性アミノ酸が多〈、

この電荷が静電的に活性中心の電荷を中和し、不活性化していると考えられている。

このプロペプチドの除去にはほかのプロテアーゼは必要ではなく、自己触媒的分解に

よるとされている(Takahashi and Kageyama 1985 )。カテプシンDの場合も、プロカテプ

シンDがカテプシンDに変換する際、他のプロテアーゼは必要とせず、酸性溶液中で

自己消化により活性化するという報告がある(Ericksonet al. 1981， Turk et a1.1985， Richo 

70 



(渓
)

4

E

犯
友
田
仲

125 

100 

50 

75 

25 

60 so 40 

温度 CC)

30 
0 
20 

GST オリザシン l融合タンパク質の酵素活性の温度依存性図5-6

ヘモグロビンを基質とし、各1昆度での活性を最大活性に対する百分率で
表示した。



and Conner 1994 )。大腸菌で発現させたAPの再生に関しては、数々の報告例があり、

酸処理を行うことによって活性化される例が多い(Emtage et a1.1983，日11et al. 1993， Hill 

et al. 1994)。

オリザシンは、一次構造上、カテプシンDおよびペプシンと高い相向性(それぞれ

の%， 41%)を有しており、プロペプチドには、 Lys、Argといった塩基性アミノ酸が

多く含まれていることから、同じ活性制御機構を有すると推定される。したがって、

今回のGST-オリザシン l融合タンパク質も、他のAPと同様に酸性溶液中で、プロペプ

チドがはずれ、活性型酵素となったものと考えられる。

しかしながら、 SDS-PAGEのバンドの波さを考慮すると、発現したオリザシンのうち

活性型に変換したものはごくわずかであると考えられる。その原因として、封入体か

らの高次構造の再生が完全でなかったことや、可溶化の際に加えられる界面活性刻の

影響などが大きかったものと考えられるが明らかではない。再生に関してはさらに検

討を要し、今後の課題としたい。
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第6章

オリザシンタンパク質の精製

および酵素学的性質
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第l節緒言

著者らは第2章で明らかにしたようにコメからアスパラギン酸プロテアーゼ(AP)の

cDNAをクローニングし、オリザシンと命名した。オリザシンはRT-PCRによって、複

数のアイソザイムが存在することが判明した。この中で開花後2週自の登熟種子から

単離したオリザシンlは、 509アミノ酸をコードし、 20アミノ酸残基のシグナル配列お

よび47アミノ酸残基のプロ配列を有していた。オリザシンlは、動物や微生物APには存

在しない104アミノ酸残基より成るインサーションをC末端領域に有するという大きな

特徴があった。また、第4章ではオリザシンのi宣伝子を植物APとしてはじめて解析した

結果、動物APに共通するイントロンーエキソンジヤンクションとは全く異なる構造を

持ち、進化的に見ると、他の桓属のAP(Redck巴ret al. 1991， Fukamizu et al. 1988， Hidaka et 

a1.l988， Berka et al. 1990， Woolfordet al. 1986)とは、古い時代に分岐したものであること

を明らかにした。

APは高等生物から微生物にいたるまで広く分布し、細胞内および細胞外プロテアー

ゼとして広くタンパク質の代謝分解やプロセシングに関与して生理的に重要な役割を

果たしているものが多い。活性音11位に共通して2つのアスパラギン酸が存在し、若干の

例外を除き、ベプスタチン、アゾアセチルーD，LーノルロイシンメチルエステルのAN)，

1， 2ーエポキシ -3ー (pーニトロフエノキシ)プロパン(EPNP)により阻害される。

APの性状と分子形態も多検性に富んでおり、ペプシン(Chenet al. 1975)、キモシン

(Foltman et al. 1979)は、胃内に分J必される消化院素でともに分子量約 35印 aの l本のポ

リペプチド鋭からなる単量体酵素である。また、生体における血圧調節系に関与する

重要なE手素であるレニン(Haberet a1.1969)は器質特異性が極めて狭く、起源により l本鎖

又は2本鎖構造をもっ分子量36-40kDaの糖タンパク質である。細胞内プロテアーゼと

してはリソソーム内酵素のカテプシンDがあり、細胞内タンパク質分解に関与する最

も重要な降素の lつで、 40-45kDaの糖タンパク質である(Richo and Conner 1991 )。ま

た、酵母のi液胞に存在するプロテイナーゼAもカテプシンDと類似の生理活性を持つと
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考えられる、 41kDaの糖タンパク質である(Amme陀 ret al. 1986)。

一方、植物に存在するAPに関しても数種の植物体から精製されている。その中でオ

リザシン以外で一次構造の明らかになっているのは、大麦のHvAP(Runeberg et al. 1991) 

とカルドン(Cordeiroet al. 1994)のサイプロシンで、オリザシンはこれらの酵素と成熟型

酵素領域では73-88%の相向性を有していた。植物APで一次H~造の解析されているの

は僅かに上記の3つの植物のみであるが、 3砲のAPは一次椛造上の相向性は非常に高い

ものの様々な相違点が存在する。オリザシン、 HvAPは菜、根、種子と植物体に広く存

在するのに対し(Asakuraet al. 1995a， Tormakangas et al. 1994)、サイプロシンは花にのみ

存在している(Cord巴iroet al. 1994)。分子形態は、 HvAPは分子量48印 aのヘテロダイマー

で、サイプロシンも同じくヘテロダイマーの;fJJfタンパク質である。一方、至適pHは

HvAPが3.5-3.9(SarklくInen巴tal. 1992)、サイプロシンは植物APの中では最も高く、 5.1

と弱酸性領域にある例巴lmgrann巴rer al. 1990)。このように植物APも動物APと同様多彩な

形態を現わしている。しかし、生理的意義に関する報告は僅かである(Runeberg-Rooset 

al. 1994， B巴loz巴rskyet al. 1989， Rodrigo et al. 1989， D'Hondt巴tal.1993)。

そこで本主主では、 cDNAクローニングによって得られたオリザシン lのコメ中での分

子形態を明らかにするとともに、酵素学的性質を調べる目的でコメからのオリザシン

の精製を試みた。

第 2節材料および方法

1 . 材ヰヰ

コメ

東大田無農場で、その年に収穫された日本晴完熟種子を用いた。

ウシヘモグロビン(Sigma)

DE 52 (Whatman) 
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Sephad巴xG-l00 (Phannacia LKB Biochemistry) 

Mono Q (HR5/5) (phannacia LKB Biochemistry ) 

ペプスタチン A (ペプチド研究会)、ロイペプチン(ペプチド研究会)、 PMSF(ナ

カライテスク)E-64 (Sigma) 

マセロザイム R-lO(生化学工業)

EAH-Sepharose 4B (Pharmacia LKB Biochemis町y)

その他の試薬はすべて特級を用い、試楽の調製にあたっては、イオン交換水を用いた。

2.方法

( 1 )酵素活性の測定

第 5章の方法を用いた。

(2 )精製方法

l 粗抽出液

200 gの乾燥完熟穂子をコーヒーミルで車111かく粉砕し、 25mMリン酸ナトリウム緩衝

液(pH7.0)/0.15M NaCI40Qmlを加え氷中で冷ゃしながらホモジネーターで10分間抽出を

した。粗抽出液は2000x g 15分間、遠心分離をしておおよその図形物を除き、さらに

10，000 x g 20分間遠心分離をして刺11かいでんぷん等を取り除いた。この上澄を綿布でろ

過して粗抽出液を得た。

11 硫安沈殿

1 で調製した粗抽出液に30%飽和になるように硫安を加え、 1 I時間以上放置したのち

10，000 x g 20分間遠心分離をして沈殿した画分を取り除いた。上澄液に60%飽和となる

ように硫安を加えた。これを 10，000x g 20分間遠心分離をして沈殿を集め、次の精製を

行った。

iii. DEAE陰イオン交換クロマトグラフイー

DE52(Whatman)を25mMリン酸緩衝液(pH7.4)で平衡化しておき、 φ1.6cmX 15cmのカ
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ラムを作製する。 uで得た硫安30-60%沈殿回分をあらかじめ25mMリン酸緩衝液

(pH7.4)で透析しておきカラムにチャージした後、カラムボリュームの5倍量の25mMリ

ン酸ナトリウム緩衝液(pH7.4)で非吸着画分を溶出した。その後25mMリシ酸ナトリウム

緩衝液(pH7.4)/ O.3M NaClで浴出した画分を集めた。 PMI0(ん川con)を用いて限外ロ過

を行いlml以下に濃縮した。

lV ゲJレロ過

Sephadex G・100(φ 1.8 X 85cm)を25mMリン酸ナトリウム緩衝液(pH7.35)/0.15M 

NaClで平衡化した後 111 で波紡した活性四分をカラムにチャージし、 4mlづっ溶出液を

分取した。

v. MonoQ (FPLC)クロマトグラフィー

lV の活性画分をMonoQ(HR5/5)カラムを用いて精製を進めた。 LCC500system 

(Ph訂macia)を使用した。カラムを20mMTris-HCl (pH8.0) /O.IM-NaClで平衡化させlVの活

性画分をチャージした。 T、laCl濃度を0.15MNaCl、0.2M、0.3Mと段階的に上昇させ溶出

した。流速は0.5rnl/ minとした。

Vl. ベプスタチンアフィニティークロマトグラフイー

ペプスタチンアフィニティーカラムは、 EAH-Sepharos巴4B(Pharrnacia LKB 

Biぽ h巴mistry)にペプスタチンA(ペプチド研究会)をカップリングすることによって調

製した。ペプスタチンAを12rnMになるように75%メタノールに溶解した。溶液の中に

アミノ酸、カルポキシル基、リン駿基が混入しない様イオン交換、MiliQ水を用いた。

EAH-Sepharose4Bはあらかじめ75%メタノールに懸濁しておいた。 J2mMペプスタチン

溶液をEAH-Sepharose4Bに加え、最終濃度がO.IMとなるよう freshEDC (N-etyl-N'(-3-

dim巴tylaminopropyl) carbodiimid巴hydr∞hlorid巴を加え(pHを4.5-6.0の問に調整しながら)

室温でゆっくりと上下に転倒させ24時間反応させた。反応終了後、未反応、のベプスタ

チンを75%MeOHで充分に洗浄した。

ベプスタチンセフアロース4B5mlをカラムに詰め、 O.4M酢酸緩衝液(pH4.0/ 1M NaCl 

/0.5%Brij (吸着用バッファー)で平衡化させた。 v のMonoQクロマトグラフィーで集
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めた活性画分P2は、最終濃度がO.IM酢酸緩衝液(pH4.0)/ lM-NaCl /0.5% Brijになる様に

調整した後、ベプスタチンセフアロース4Bに吸着させた。吸着後同バッファーで溶出

したフラクションの280nmの吸光値がベースラインに落ちるまで充分に洗い、 O.IM

Tr叶 HCl(pH8.2)ハMNaCl/O.I%B町(溶出用バッファー)で溶出し、 lmlずつフラクシ

ヨンを集め、タンパク質量と活性を測定した。活性画分は、 DE52を用いて界面活性斉IJ

を除き、限界ロ過にて脱塩、濃縮を行なった。

(3 ) タンパク質量の測定

BCA Kit (BCA Protein Assay Reagent PIERCE)を用い、 30μg/m)-IOOOμg/mlのBSAを

スタンダードとして求めた。あるいは、 280nmの11&光値より IO.D.=lmg/m1を用いて

算出した。

(4 )各種阻害剤の効果

精製オリザシン 5unitを1%ヘモグロピン /O.IM酢酸緩衝液(pH3.3)に加え、各々の組

害剤を表 6-IIに示す波度で加え、 37
0

C、111寺問反応させ、前述の活性測定方法を用いて

活性を測定した。

(5 )至適pHの測定

pH1.5-pH 8.0までの緩衝液に1%のヘモグロピンまたは、 1%のカゼインを溶解し、

これに精製オリザシンを 10unitを加え、 37"(1時間反応させた。前出の活性測定方法を

用いて活性測定をした。

(6 )至適7且度の測定

1%ヘモグロピンを基質として、 O.IM酢酸緩衝液(pH3.3)に精製オリザシンを加え、 23

"( -57"(の問で活性を測定した。

(7 ) プロテインボディーの抽出

精白コメ 3gに拍出用緩衝液(2伽1Mリン酸ナトリウム緩衝液(pH6.0 )/0.5Mシューク

ロース/0.1% KBrO，) 20mlとマセロザイム60mgを加え、 30"(で3時間撹持した。これ

を氷冷した乳鉢でゆっくりすり出ーしたのち、 4"(，400x gで2分間違心分離をした上澄を

10，000 x gで5分間違心分離をして沈殿を集めた。この操作を数回繰り返した。
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(8) SDS-PAGE 

La巴mmli(1970)の方法に従った。

第3節結果

1 .抽出 精製

オリザシンの精製は表6-1に示すように6ステップで行なった。コメのホモジネートは

でんぷん含量が多く、これを除くために硫安分画を行なった。硫安分画でタンパク質

は17%に減少し、プロテアーゼ活性は27%になり比活性は1.6倍上昇した。かなりの量

の活性が失われたが、粗tlll出液に含まれる、遠心分離によって除去できない細かく白

濁している爽雑物はほぼ完全に除去された。

次の精製ステップでは、陰イオン交換クロマトグラフィー (DEAE-セルロース)を行

ない、 NaCl波度0-0.3Mで溶出される画分を集めた。この分画では、 4%の活性が失わ

れただけで、総タンパク質量は半分となり、比活性は1.7倍に上昇した。

次のゲルロ過による精製ステァプでは、タンパク質の溶出パターンはlつの小さなピ

ークと lつの大きなピークとして現われ、プロテアーゼ活性は低分子量の大きなピーク

とオーバーラップし、単一ピークとして現われた(図 6-1)0 MonoQ分画では塩濃度

0.15M、0.2M、0.3Mで溶出した四分にプロテアーゼ活性が、分かれて現れた(図 6-2)。

P1、P2、P3のフラクシ ョンを各々集めてプロテアーゼ活性を測定したところ、 P1は総

タンパク質量2.2mg、 総活性503U、比活性229U/mg、 P2は各々 、 2.8mg、877U、313U

/mg、P3は6.4mg、1195U、187U/mgとなった。 P1-P3までのすべてのプロテアーゼ

活性及びタンパク質量を合計すると 11.4mg、2575Uとなり、前段階の精製ステップか

らの収量は31.2%となった。 P1-P3の中で最も比活性の高いものはP2であった。

コメ中のオリザシンはcDNAレベルで確認した様に、マルチジーンを形成していると

思われる。今回のタンパク質レベルでの研究からも複数のアイソザイムが存在してい

る可能性が示唆された。
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P2函分をペプスタチンアフィニティーカラムにて精製を行なった(図 6・3)。一般的

にアフィニティー精製は精製の早い段階で利用される例が多いが、コメの場合、早い

精製段階でのベプスタチンアフイニティー精製はうまくいかなかった。

原因として、オリザシンがコメ中の他成分と結合し、アフィニティカラムに吸着し

難い状態になっている等が挙げられる。

ペプスタチンアフィニティーによる精製により、比活性は前精製段階の10倍、粗抽

出液に対しては約50倍になった。(表 6-1) 

2 オリザシンのSDS-PAGEおよびウエスタン分析

精製オリザシンをSDS-PAGEに供したところ、 57kDa、53kDa、35kDa、25kDaの4本の

バンドが検出された。これに対して、第5章で作製したオリザシン1のC末端1fl1J抗体を用

いてウエスタン分析をしたところ、 57kDaのバンドに強いシグナルが、 53kDaには弱い

シグナルが現われ、低分子の2つのバンドにもごく弱いシグナルが現われた(図 6-4)。

また、オリザシンの精製段階におけるウエスタン分析では、 57kDaと35kDaが反応して

いた(図6-5)。

3.各種阻害剤の効果

精製したオリザシンに対して、各種のプロテアーゼ阻害剤の効果を制べたところ、

ベプスタチンでは100%活性が阻害されたが、 EDTA、E-64、PMSF、ロイベプチン等、

他のプロテアーゼインヒピターによる影響は全く受けなかった(表 6-I1)。

4.至ii&pH

オリザシンの至適pHは、 図 6-6に示すように、ヘモグロピンを基質とすると、

pH3.0で最大となり、 pH4.0を超えると若しく活性が低下した。また、カゼインを基質

とした場合 (pH5.5-pH 8.0 )ではpHの上昇とともに活性は低下した。
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5.至適7昆l度

温度による活性を23'C-57'Cまでの問で測定したところ、 50"Cまでは温度の上昇と

ともに活性も上昇するが50'Cを超えると急激に減少した(図 6-7)。

第4節考察

精製したオリザシンは、 AP特異的阻害剤であるべプスタチンで完全に阻害されたが、

他のプロテアーゼインヒピターでは全く阻害を受けず、 pepstalln-sensltlv巴おpamc

proteaseであることが確認された。

MonoQで分画した際に複数のAPi舌性をもっピークが出現したが、このことはコメ中

に異なる分子種のAPが複数個存在することを示唆している。第2章で、 APをコードす

るcDNAが複数偲存在することは既に報告したが、タンパク質レベルでも同様の結果と

なった。また、これらのクローンは互いに 58-82 %の相向性を有していた。 ウエス

タン分析では、第5章で作製したオリザシン1の抗体と反応をしたことから、精製オリ

ザシンはcDNAから解析されたオリザシンlと近似の構造をもつことが様認された。

精製オリザシンの分子量は SDS-PAGEでは 57kDaで、オリザシン1cDNAから推定され

る分子量は、プロ型では52kDa、成熟Jj~では48kDaであった(第2章参照)。土井らの報

告(Doiet al. 1980)ではコメ中に存在するAPの分子量はゲルロ過法により 60-65kDaとさ

れている。精製オリザシンは、 cDNAから推定されるものより数回aも大きくなってい

た。その理由として、オリザシン 1cDNAには2ヵ所の糖鎖付加部位が252NH T， 400N K 

Tに存在し、糖鎖が付加している可能性が考えられる。糖鎖に関してはサイプロシンが

糖タンパク質であることの報告があるが、オリザシン1の糖鎖付加音[1位のうち400NK T 

はサイプロシンにも同じ場所にNET 配列として保存されていた。

精製オリザシンのSDS-PAGEでは、 4木のバンドが検出されたが、 57kDaと53kDaのバ

ンドについては、異なるプロセシング段階のものであると推定される。 57kDaのバンド

はcDNAから推定される分子量より計算するとプロ体である可能性が高い。 53ゆ aのパ
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表 6-1 オリザシンの精製段階における比活性および収率

Purification step 
Total protein Total Activity Specific activity Yield 

~ (U) (U/mg) (%) 

1. Crude extract 839 50700 60.4 100 

2. Ammonium sulfate 147 14070 95.7 27.8 

3. DEAE-Cellulose 74 12000 162 23.7 

4. Sephadex G-100 37 8150 220 16.1 

5. MonoQ 2.8 877 313 1.7 

6. Pepstatin-Sepharose 4B 0.047 138 2930 0.27 
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図 6-4 精製オリザシンの SDS-PAGEおよびウエスタン分析

A. SDS-PAGE 
B.オリザシン lに対するti'CI(JUi'fをJFJいたウエスタ ン分析
M:サイズマーカー。(企) および(企)は、各々山現したバ
ンドを示す。
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表 6-1 1 オリザシンに対する各種プロテアーゼインヒピターの効果

Inhibitor 
Concen町atJon Relative activity 

(mM) (%) 

Non巴 。 100 

Pepstatin 0.1 。
日コ'TA 100 

Leupeptin 0.01 104 

E-64 0.1 97 

PMSF 0.5 97 

反応は酸変性ヘモグロピンを基質として、 O. 1 M酢酸緩衝液 (pH 3. 3)で

3 70C、 60分間の条件で行った。
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ンドは57kDaがプロセシングをうけたものであると推定される。しかし、この仮説は、

各々のタンパク質の N末端のアミノ酸配列を決定することによって明確になると忠わ

れる。 57kDaのバンドは、メルカプトエタノール還元状態の SDS-PAGEでも存在して

おり、また各精製段階において見られるバンドでしかも必ずオリザシン l抗体と反応

することから、少なくともコメにはモノマーのオリザシンが存在すると思われる。一

方、上記以外に CBB染色により非常に強い 2本の低分子のバンド(35kDa， 25kDa)が現

れたが(図6-4A)、これについて述べてみたい。オリザシン lと一次構造が非常に類似

している大変の APであるHvAPは、大麦種子より精製された結呆、ヘテロダイマーで

あった。そのプロセシング機椛に関しては、 Run巴berg-Roosら(1991)によって図 6-8の

ように説明されている。まず、 HvAPはプレプロ体として生合成されたのち、プレプロ

配列がJlifi次切断され、成熟休となる 0 ・S-S-梨橋が形成されたのち、 heavychainとlight

chainに切断される。これが、 IIの状態である。その後、両鎖ともプロセシングを受け

てIIIへと変換される。酔索活性はHおよび IIIともに有していた。精製オリザシン SDS-

PAGEで見られる 35印 aおよび 25kDaについては、 HvAPと同様、ヘテロダイマーを形

成するフラグメントである可能性もある。しかし、これらのバンドが、元々コメ中に

ヘテロダイマーとして存在するのか、ペプスタチンアフイニティークロマトグラフイ

ーに供 したため(酸性条件下で行うために自己消化しやすい状況下にある)に生じた

かは不明であり、今後検討すべき重要課題の一つである。いずれにせよ、本実験によ

り活性画分中にオリザシンが微量ではあるもののモノマーとして存在することが明ら

かになり、この事笑はHvAPとの大きな相違点である。

植物APでは、細胞内輸送やプロセシングに関する情報が乏しいが、動物細胞では特

にリソソーム酵素であるカテプシンDについてよく研究されている。カテプシンDは、

粗面小胞体でプレプロ体として生合成されたのち、シグナルペプチドの切断を経て、

プロ型となり、プロエンザイムは酸性条件下で、アミノ末端プロペプチド部分が切断

され成熟型酵素へ変換される。成熟型カテプシンDはl本鎖および 1;本鎖がプロセスを

受け 2本鎖になった分子の両方が存在する(Blum et a1.199 1 )。また、植物プロテアーゼ
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では、プロセシングに関する報告は数例あるが、ケツルアズキのSH-EP(システインプ

ロテアーゼ)では、プレ・プロ体として生合成されたのち、シグナルペプチドがはず

れて、プロ体が形成される。その後、多段階のプロセシングを経て最終的に成熟型酵

素になる。この活性化は低pH条件下(pH5.4)で生じやすく、プロテインボディ等がこの

活性化の場であろうと推測されている(Akasofu巴ta1.1989 )。ではオリザシンはコメオル

ガネラのどこに局在しているのだろうか。オリザシンの至適pHは3.0であったが、今ま

でに精製されている植物APの至適pHは、サイプロシンが5.1(Heimgartner et al. 1990)で

あるのを除くと、 HvAPが3.5-3.9 (Sarlくkinen巴ta1. 1992)、小麦APが3.0(B巴lozerskyet

a1.l984， B巴lozerskyet al. 1989)、キュウリ APが3.2( Polanowski et a1.1985 )といずれもpH3

周辺にあり、オリザシン同級酸性領域で強い活性をもっ。酸性領域に至適pHがあるこ

とから考えると、プロテインボディや液胞といった酸性のオルガネラに存在する可能

性が高い。事実、酸性加水分解酵素であるカルボキシベプチダーゼ、フイターゼ等が

液胞中に存在することが知られている (Nishimura1987)0 HvAPは、液胞に存在して液

胞中のタンパク質であるレクチンをプロセスするという報告もある(Runeberg-Rooset al. 

1994)。

コメにおいてもプロテインボディを抽出し、これを37'Cに放置すると、タンパク質

は次第に分解されていく(図 6-9)。しかし、ベプスタチンを加えておくと、 この分解

は有意に抑制された(図 6-9)。オリザシンは、プロテインボディ中、又はプロテイン

ボディの膜に結合していると推測される。

第3章のノーザン解析から、オリザシンlは登熟期に多く発現し、完熟になるとほと

んど発現しなくなる。しかし、完熟種子では、明らかにAP活性をもっオリザシンが存

在し精製された。これらのことから、オリザシンは登熟中に種子内で生合成され、不

活性な形として蓄積されると推定される。
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図 6-9 コメ種子より抽出したプロテインボディーの経時変化

1 未処理のプロテインボディー溶液

2 :プロテインボディー溶液に O.lmMロイベプチンを加え

37"(;で 30分間保温

3 プロテインボディー溶液に O.lmMベプスタチンを加え

3 7.Cで 30分間保温

4 プロテインボディー溶液を 37"(;で 30分間保温

5 プロテインボディー溶液を o.Cで 30分間保温



第 7章

オリザシンの食品加工とくに凝乳への応用

83 



第 l節緒言

前章までは、オリザシンの cDNA、逃伝子、タンパク質レベルでの解析など、基礎

研究に関するものを報告した。タンパク質分解酵素の中には動物、結物、微生物、各々

の由来とは関係なく様々な面で、応用、利用されているものが少なくない。食品加工

では、チーズ製造時に利用される凝乳醇素、肉の軟化に利用されるミートテンダライ

ザ一等が主なものとしてあげられる。

そこでオリザシンの応用面での研究の第一歩として、牛乳に対する凝固能を調べる

こととしたo APの中にはウシキモシン、ウシペプシン(Tam and Whitak巴r1972)とMucor

miehei， Mucor PusiJJusの産生するムコールレンニン (Stermberg1971， Arimaetal. 1967， 

Iwasaki et al. 1967 )、 Endothiaparasiticaの産生するエンドシアペプシン(Sacdinas 1968 ) 

など凝乳作用をもつものがあり、このうち商業的に主に利用されている凝乳酵素はキ

モシン、ペプシン、ムコールレンニン(Park and Horinouchi)である。一方、植物APで

も凝乳活性をもっ酵素としてサイプロシン(カルドンの花に存在し、ポルトガルの伝

統的チーズ製造に利用されている)がある。さらに、数種の植物から、凝乳活性を持

つ酵素が、見い出されている (Tamer1993， Aworth and Nakai 1986， Fevereiro et al. 1986)。

しかし、これらの植物は生産が限定されているという面から、何広い利用は難しい。

コメのAPであるオリザシンを凝乳院素として利用することが可能であれば、安全で

しかも安定した供給が確保される。

本章では、オリザシンの凝乳活性及び、 K-カゼインに対する作用機作について検討

した。

第 2節材料及び方法

1 .材料

スキムミルク (DIFCO)



キモシン、ペプシン (Sigma) 、Kーカゼイン (Sigma)

2.試薬

( 1) 2 xスキムミルク溶液 6%スキムミルク

40mM CaCl2 

50mMリン酸緩衝液 (pH6.3) 

(2) Kーカゼイン水解用試薬

l∞mMリン酸緩衝液 (pH6.3) 

1∞mMグリシン -HCl絞術液 (pH2.0 ) 

l∞mM酢酸緩衝液 (pH3.0 ) 

その他、試薬類はすべて特級を使用した。

3.方法

( 1 )凝乳活性

スキムミルク溶液に~手素i伎を加え、最終ù'!J. J立が 3% スキムミルク /20mM CaCI2/ 

25mMリン酸緩衝液 (pH6.3)となる様に希釈し、 37
0

C120分間でインキュベートする。

テストチュープは傾けた状態でi符設し、反応後、テストチューブを水平に倒してゲル

化の状態を観察した。

(2) K-カゼインの水解

Kーカゼインを上記の緩衝液に溶解し、最終波j支が1%になるように希釈する。この溶

液 16μlにオリザシン 0.6同、キモシン1.6問、ペプシン1.6凶を加え37"(、60分間反

応させた。反応液は、La巴mmliの方法で SDS-PAGEを行ない、 CBB染色をした。

第 3節結果

1.コメより抽出した粗酔素液の凝乳活性

種子中にはAPをはじめ、システインプロテアーゼのオリザイン等、タイプの異なる
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プロテアーゼが存在する。そこでコメの粗酵素液(硫安 30-60%飽和回分)についてス

キムミルクを用いた凝乳活性の測定を行なった(図 7・1) 0 CaCl2存在下、 3%スキムミ

ルク溶液 (pH6.3) に粗酵素液を加えて、 37'Cでインキュペートすると試験管を水平に

倒しても形が崩れない様なゲル状に凝固した(図 7-1レーン 2)。コントロールとして

酵素液のかわりに 25mMリン酸緩衝液 (pH7.35)を加えたものは凝固せず、水平に

倒した試験管内で液状のままである(図 7-1レー ン 1)。粗酵素液を加えた反応系に

O.lmMベプスタチン(レーン 3)、 lmMEDTA (レーン 4)、O.OlmMロイ ペプチン

(レーン 5)、 0.5mMPMSF (レーン 6)を各々加え、凝乳するか否かを調べたとこ

ろ、ベプスタチンを加えたものはコントロールと問機に全くゲル化せず、ミルクは液

状のままであったが、他のインヒピターを加えたものではインヒピターを加えないレ

ーン 2と同様ゲJレ化をした。以上のことから、コメ中に存在するプロテアーゼのうち

APが有意にスキムミルクを凝固させることを見い出した。

2.オリザシンによるにーカゼインの水解

オリザシンに凝乳活性が存在することが確認できたので、他の凝乳酵素との作用機

作の比較として、凝乳に最も関係の深いxーカゼインを精製オリザシンで消化させたo

kーカゼインはカゼインミセルの表層を取り巻き、牛乳中で疎水性の αs カゼインやP

ーカゼインをミセル内に安定化させる働きをもっ。凝乳酵素は、 Kーカゼインの 105

Phe -106 Metを限定分解することでミセルの安定化を崩し、凝宇しさせる。凝乳は ea2+

存在下、弱酸性で行なわれる。

Kーカゼインは付加する精鋭の大きさによって数稔のバリアントが存在するが、主な

ものは分子盆 28kDaである(図 7-2レーン 3) 0 pH 3.0ではオリザシンはKーカゼイン

をランダムに水解し(レーン 1)、 pH6.3では12kDaのバンドが生成し、しかしそれ以上

の低分子化をしなかった(レーン 2)。一方、ペプシンをpH2.0で反応させたところ、こ

れをランダムに低分子化した(レーン4) が、 pH6.3では、限定的な分解のみが生じて

いた(レーン 5)。キモシンの場合もpH3.0で作用させるとレーン 7に示すように低分
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1 2 3 4 5 6 

図 7-1 コメ抽出粗酵素液のスキムミルクに対する凝固活性

試験管のスキムミルク溶液に粗酵素液を加え、試験管を斜め

に傾けてpH6.3.37'C. 120分間放置した。その後、試験管を水平

にifuし、凝固の有無を観察した。

1 スキムミルク溶液(コントロール)

2・スキムミルク溶液+粗削出液

3 :スキムミルク溶液+粗抽出液十 O.lmMペプスタチン

4 スキムミルクi容液+粗利l出液+lmMEDTA

5 :スキムミルク溶液+粗抽出液+O.OlmMロイベプチン

6 :スキムミルク溶液+粗抽出i液+0.5mMPMSF
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図 7-2 各種酸性プロテアーゼによるKーカゼインの水解

1 : 0.6μEオリザシン (pH3.0) 

2 : 0.6μgオリザシン (pH6.3) 

3 :未処理のK カゼイン

4 : 1.6μgペプシン (pH6.3) 

5 : 1.6μEペプシン (pH2.0) 

6・1.6μgキモシン (pH6.3) 

7 : 1.6μgキモシン (pH3.0) 

47.5 

32.5 

25 

16.5 

M:レーン lおよび2の分子量マーカーは左端に、レーン 3-7

は右端に示す。



子化し、 pH6.3では限定分解が生じて低分子化は起こらなかった(レーン 6)。

第 4節考察

ペプシン、キモシンといった凝乳酵素は、腎底腺から胃j疫に分泌される消化醇素で

あって、酸性条件下において活性化し、カゼインをi削ヒする。しかし、凝乳酵素は、

プロテオリシスの最大を示す pH とは異なる弱酸性下において凝乳反応の引き金をヲ|く。

一方、オリザシンの所在はノーザン分析によって、程子のみではなく 、業や根にも発

現していることが既に確認されているが、その植物体内における機能については未知

である。凝乳酵素としての条件はプロテア ーゼ活性が低く、しかも凝乳活性が高い(つ

まり限定分解することが望まれる。低分子ペプチドの生成はしばしばミルクに苦味を

与える結果となるからである。微生物由来の凝乳活性を有する酵素ムコールレンニン、

エンドシアペプシン、リゾプスペプシン等は凝乳活性が高〈プロテアーゼ活性は低い。

オリザシンの場合、至適pHは3.0であり、弱酸性下(pH6.3)では、プロ テアーゼ活性は

非常に低い。植物の凝乳酵素として最もよく研究されているのは、カルドンの花に存

在するアスパラギン酸プロテアーゼ、サイプロシンである。サイプロシンは、 Kーカゼ

インの 105Phe -106 Met結合を切断することが報告されている(FaroetaI.1992)。オ リザ

シンも問様の作用を有することが期待される。オリザシンは、新規の凝乳酵素であっ

てもコメ由来であるという点から安全性に不安がなく、完熟種子中に存在することは、

安価でしかも安定した供給が確保される点からも有益である。
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イネの生長・分化といった形態形成や種子の成熟と発芽には、時期特異的な遺伝子

が発現し、生体機能を調節している。プロテアーゼはこれらの生理機能の中で、タン

パク質の代謝回転という最も重要な機能を担っている。しかし、現在までのところ、

先に述べたように、コメを含む植物プロテアーゼにi渇する研究は著しく立ち遅れてい

た。本研究では、コメ中にシステインプロテアーゼ (Cp) に次いで多量に含まれると

予想されるアスパラギン酸プロテアーゼ (AP) をオリザシンと命名し、解析を行った。

コメのAPであるオリザシンのcDNAクローンを RT-PCRによって 3種類単離した。こ

れらのクローンは互いに 58-76%の相向性を有し、コメ以外の植物APである大変の

HvAPとカルドンのサイプロシンとも 58-80%の相同性であった。 3つのRT-PCRクロ

ーン(pL1， pL4， pL5)は、動物、微生物APとは 35-45%の相向性を有していた。 3種の

クローンのアミノ酸配列のうち、 APの活性中心となる Asp残基周辺配列は、他の AP

と同様高度に保存されていた(Asakura et al. 1995b)。また登熟種子から作製した cDN

Aライブラリーをスクリーニングしたところ、 5倒の陽性クローンを得たが、これら

はすべて同一クローンをコードしており、しかも、 pLl， pL4， pL5とは異なっていた。

最も長いクローンは、全長 2027bpよりなり、 APの全長を含む配列をコードし、本ク

ローンがコードするタンパク質をオリザシン lと命名した。オリザシン lは、大麦の

APであるHvAPと忌も相同性が高く、成熟型部分では 88%という非常に高い値であっ

た。しかし、同じコメから得られたAPであるにもかかわらず、 pL4， pL5とは64%，59%

と値はかなり低かった(Asakura et al.1995b )。一次構造上、 pL4とpL5、pLlとオリ ザシ

ンlは互いに相向性が高く、コメ中のオリザシンは、 pL4とpL5、pLlとオリザシ ンl

の2つのグループに分類されることが明らかになった。。コメの CPであるオリザイン

にも a，s、 yという 3程の cDNAが存在し、各々は発現時期jやGA)に対する応答性

が異なり種子中における役割分担がなされているのであろうと推定されている

( Watanabe et al. 1991 )。オリザシンの場合は来たしてどうであろうか。オリザシン lは、

登熱2週日の粒子 cDNAライブラリーから得られたクローンである。スクリーニング

の際に、 pLl， pL4， pL5をプロープにしたにもかかわらず、陽性クローンがすべてオリ
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ザシン lをコードしていたことを考えると、おそらくこの時期においてはオリザシン

1の発現が他のクローンより多いと思われる。ノーザン分析の結果、オリザシン l

mRNAは畳熟2週目に発現査は最大となり、 3週自 4週目とやや減少するものの畳熟

時期の発現丑は多い。オリザシン lと相向性の低かったpL5の発現パターンは、オリザ

シン lと同様登熟期に多く発現していたが、最も発現量の多かったのは発芽期におけ

る幼芽と幼様であった。この差が個々のオリザシンの機能と直接関係するものである

か否かはさらに詳細な研究を必要とするが、各々が役割分担を行っている可能性が高

いと思われる。同一植物中に同組のプロテアーゼが複数種存在する例は、オリザイン

α、p、yの他に大麦のEP-A，EP-B，アリューレインがある。 3者はすべてCPである

が、 EP-A，EP-Bが分泌型であるのに対して、アリューレインは非分泌型である(

Holwerda et a1.1992， Koehker et al. 1990a)。また、ごく最近、 トウモロコシのCPについて

も道本らによってGA
3応答性の択ーなる 2極のクローンCCPlおよび CCP2が単離された。

CCPlはプロペプチド中に液胞ソーティングシグナルNPIR配列が存在し、液胞酵素で

あろうと推定されている(Domoto et al. 1995 )。これらの例のように、複数のアイソザ

イムが存在する場合、個々の酵素は異なる局在・機能または発現制御を受ける場合が

少なくない。オリザシンの場合、オリザシン lはHvAPやカテプシンD、酵母のプロテ

イナーゼAといった細胞内酵545と相同性が高い。カテプシン Dはリソソーム内で他の

カテプシン群酵素のプロセ yシングを行っている。また、プロテイナーゼAは同じく

液胞中に存在するカルボキシペプチダーゼYのプロセッシング隊素である(Ammereret 

a1.l986)0 HvAPは、レクチンを基質としてそれを水解するという報告がある

(Runeberg-Roos et al.1994 )。オリザシン 1が HvAPと極めて高い相向性を有することは、

オリザシン lが液胞内にあって*111胞内タンパク質の代謝回転に係わるプロテアーゼで

あることは容易に予想、される。オリザシン 1mRNAは、種子の形成・発芽という生理

活性状況が激しい状況では多く発現するのに絞べ、休11民j切ではその発現は見られなか

った (第 3i，'!)。おそらく登熟中に蓄積されたオリザシンが生命活動に必要とされる

最小限の孟ーだけ活性型となって碩子の中に存在するのではなかろうか。
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オリザシンは既知のAPにはない特徴を備えていた。特有な約 100アミノ酸残基か

らなるインサーションを C末端領域に有しており、植物由来の AP(大麦、カルドン)

にはすべてこのインサーション領域が、存在していた。 100アミノ酸残基という分

子会体のほぼ 4分の lを占める様な巨大なインサーションは、どのようにして生じ、

また、どのような機能を持っているのであろうか。結晶化した植物APのX線解析等に

よるインサーションの立体配座の解析、又は、インサーションを欠失させたミュータ

ントの作製による酵素化学的性質の変化の追跡等によって今後明らかにされるだろう。

APは、 2つの類似するドメインより桃成されている。 2つのドメインの中央部分のく

ぼみに活性クレフトが存在し、基11{ポケットが形成される構造をとる(1am巴sand 

Sielecki 1983， Andreeva et a1.1985， Blund巴II巴tal. 1985， Safro et al.1985 )。オリザシン lが、

APの基本構造といえる双葉様の構造をとるであろうことは、一次構造が他のAPと相同

性が高いことからi旬、像できる。しかし、 100アミノ酸残基もの巨大なペプチ ドはオ

リザシンの構造や機能においてどのような位置を占めているのであろうか。このこと

に関して本研究では、以下の 3点のアプローチにより推定した。第 lに、オリザシン

l の遺伝子構造の解析を行い、遺伝子の~llJ からインサーションについて考察すること

である。もし、インサーション部分のみが後から挿入された場合、たとえば、 インサ

ーション挿入位置とイントロン押入位世が一致するなどの痕跡が残るはずである。と

ころが、オリザシン l巡イ云子では[:g[4-4に示す検に、インサーションは第 9エキソンの

一部、第 10エキソン、第 11エキソンの一部の 3つのエキソンにコードされ、イン

サーションの入口にも出口にもイントロンの挿入は認められなかった。動物由来のAP

i宣伝子では、植物インサーション挿入位置とほぼ一致する場所にイントロンが挿入さ

れていることから(図 4-5)、インサーション部分は、 トランスポゾン等がオリザシン遺

伝子上にインテグレードされることによって生成したのではないかとの仮説が立てら

れた (Runeberg-Roos1991 )。しかし、オリザシン遺伝子の椛造はこれを否定するもの

であった。第 2のアプローチは実際に立体行t造を解析することだが、純物APでは解析

例はない。最近、 GuruprasadらによってHvAPのインサーションの二次構造がサボシン
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と類似しているという報告がなされた (Guruprasadet a1.l994 )。サホ・シンはグルコシダ

ーゼを活性化し、プロカテプシン Dの液胞へのターゲテイングに重要な役割を果たし

ている。サボシンは液胞に存在するタンパク質であり、 HvAPも分子内にサボシン様の

配列をもつことから、自身で液胞へソーティングする可能性を示している。しかしな

がら、すべての植物APが長いインサーションを保持しているという事実は、これらの

インサーションそのものが、個々のE手索が各々備えている基質特異性や局在性といっ

た独自の性質を決定するためのファクターではないと考えられる。第3点は、インサ

ーション欠失オリザシンを大腸菌等で発現させ、その酵素的性質の違いを調べること

だが、 GST融合タンパク質として発現させたネイテイブなオリザシン lについて検討

中であり、これに関しては今後の課題としたい。

オリザシン 1の遺伝子は、先に述べた植物特典的インサーションのみならず、既知

のAPとは全く異なる構造を有していた。オリザシン 1遺伝子は、動物 AP遺伝子が、

約 10 kbpと大きいのに比べ、約 6kbpと小さいが、前者が、 8イントロン 9エキソン

であるのに対し、後者は、 13イントロン 14エキソンと細分化されている。動物の

AP遺伝子は図3-5に示される様に、 9エキソ ン8イントロンで、しかもイントロンの挿

入位置は保存されている。 一方、微生物由来のAPでは、酵母のプロテイナーゼAはイ

ントロンレスであり、リゾプスペプシンは 1個のイントロンが活性中心のAspを分断す

る形で挿入されている。ペニシロペプシンは、 4エキソン 3イントロン椛造をもち、

第 lイントロンの婦人位置はリゾプスペプシンとの問で保存されている。このように

微生物由来のAPは、類似性を保ちながらも個々には異なる遺伝子構造を有している。

Tangらは、APの一次構造の特徴をgeneduplicationにより説明している(Tang et al.1978 )。

すなわち、 APの2つの活性中心近傍の配列が類似しており、 N端ドメインと C端ドメ

インの中で類似の配列をもつこと、また、特にヒトレニンの遺伝子はエキソン 1-4

と5-8がエキソンの大きさ及びイ ントロンの長さがほぼ等しいことから、gene

duplicarionが起こった後融合することにより、現在のAP;m:伝子の構造が出来上がったも

のとされる (Bunet a1.l985 )。ヒトレニン以外の動物AP遺伝子についても、イントロン
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の長さはそれぞれ差異があるものの、エキソンの長さはほぼ等しいことから(図4-5)、

同様の遺伝子構築過程をとったものと考えられる。一方、オリザシン遺伝子は、イン

トロンの挿入位置や長さからは、1WJ物APにおけるようなgeneduplicationは想定されない。

しかし、オリザシンの一次椛造は、他のAPと類似しており、しかも活性中心の 2つの

Asp残基周辺の配列が保存されていることなどを考えると、オリザシンの場合、他の

APと同様祖先型遺伝子がg巴neduplicationを起こし、融合タンパク質となり、その後、

オリザシンは頻繁なイントロンの獲得と欠失が生じ、今日の構造となったと推定され

る。オリザシン lの遺伝子構造が、植物 APの典型であるか否かは、今後の研究に譲る

こととして、オリザシン 1独自の発現制御を司ると恩われる 5'上流域について考察

してみたい。オリザシン l遺伝子は、 5' ノンコーデイング領域にイントロンが婦人

されていた。 cDNAの 5' 末端は:m若な GCrich領域になっていた。動物のカテプシン

L、カテプシンDやカルパインなと‘のハウスキーピング遺伝子の 5'上流域には、通常

存在するプロモーターであるTATAboxやCAATboxは有一在せず、顕著な GCrich領域が

認められた(Hata et a1. 1989， Ishidoh et a1. 1989 ， Redecker， et a1. 1991 )。オリザシン 1遺

伝子の場合は、 TATAboxやCAATboxは認められるものの遥か上流 (-394およびー436) 

に存在していた。また、小麦ヒストン遺伝子より見い出された純物のハウスキーピン

グ遺伝子のシスエレメントであるノナマー配列及び、オクタマー配列と類似する配列(

GATCCAACG，GGAGGATC，CGCGGTCG)が存在したにhaubetet a1. 1986， Nakayama et 

a1.1992 )。このことからオリザシン lが、ハウスキーピング的な(lIf1i乳類のカテプシン

群的な)機能をもつことも充分考えられる。

完熟種子から精製されたオリザシンは、 cDNA椛造上中日向性が高かった大麦の HvAP

とタンパク質レベルでは、かなり異なっていた。第一に、精製オリザシンは、第6章

で述べたように、量的な問題はあるものの 57kDaのモノマーでも存在することが確認

されたことである。 57印 aのモノマーは、オリザシン cDNAからの推定分子量ならびに

糖鎖付加音11位の存在から、糠ij'iの付加したプロ体であると推定された。一方、 HvAPは、

48ゆ a(32印刷6kDa)と40kDa(29kDa+lはDa)のヘテロダイマーであり、モノマーの存
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在は報告されておらず、両者で異なっていた。HvAPの48kDa分子は、 heavychainと

light chainの各々のC末端がプロセシングされて、 40kDaの酵素へと変換されるという

ものであった (Runeberg-Rooset al.， 1991 )。本研究においてもペプスタチンアフイニテ

ィー後のほぼ精製された画分においても 57kDa以外に35kDa，25kDaのバンドが現れる

ことから、コメのオリザシンも大変HvAP同様にヘテロダイマーの形態で存在するのか

もしれない。また、ヘテロダイマーであるとしても、その分子形態は複数種あること

も考えられ、更なる検討を必要とする。両者のヘモグロピンを基質としたプロテアー

ゼ活性の至適 pHが、オリザシンが3.0であるのに対し、 HvAPは3.5-3.9と明らかに高

い。このように精製酵素として眺めた二者は、互いにカウンターパートとは言えない

程の相違点を有していた。この事実は、泣伝子レベルからJW析した一次構造の相同性

がタンパク質レベルでの酵素の相向性に必ずしも直結せず、酵素の解析には、遺伝子

およびタンパク質の両面からのアプローチが必要であることを改めて認識させた。

GST融合タンパク質として大腸菌で発現させたオリザシンの活性化は、 invivoでの

オリザシンの活性化を知る上で重要な情報を与えてくれるはずである。 GSTにプロ体

のオリザシン lを融合させた形で発現させたプロ休オリザシン lは、 pH3.3という酸

性条件下で24時間処理することでプロテアーゼ活性を生じた。植物細胞内で酸性であ

るオルガネラは、液胞、プロテインボディーまたはエンドソームである。オリザシン

の代謝回転について考察してみたい。オリザシン lは、おそらく他のプロテアーゼと

同様、粗面小胞体朕上で生合成され、ゴルジ複合体を経由して液胞へと選別輸送され、

液胞内で成熟型オリザシンへと転換されると忠われる。液胞内では、プロ型オリザシ

ンと成熟型オリザシンの両方が存在し、プロ型オリザシンは液胞内の酸性条件下で活

性型となり、細胞内タンパク質の消化、プロセ γ シング、異物代謝等に関与すると考

えられる。この際他のプロテアーゼによるプロセッシングは必要とされないであろう。

しかし、大腸菌で発現させたオリザシンは、大半が不活性型であったことから、発現

オリザシンの活性化についてはさらに検討を要する。

最後にオリザシンの応用而での研究について述べる。オリザシンに関して遺伝子解
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析、大腸菌での発現、また酵素の精製といった仕事を行ってきた過程で、多くの凝乳

酵素が、オリザシンと同じアスパラギン酸プロテアーゼであることに着目し、オリザ

シンの凝乳酵素としての可能性を絞索した。オリザシンはスキムミルク溶液をカルシ

ウムイオン存在下で凝固し、弱酸性下 (pH6.3)でKーカゼインを限定分解することを見

い出した。今後、凝乳活性の強さ、 M生するペプチド等を、キモシン、ペプシンとい

った他の凝乳酵素と比較検討する必要性はあるものの、完熟コメに存在するオリザシ

ンを凝乳酵素として利用することは、安価で、しかも、安定供給が確保されていると

いう面でも有主主であると考える。

以上、本研究は、コメ APであるオリザシンを多方面から解析し、その全容を明らか

にすることを目的として開始した。この目的は、一部は達成されたと思うが、未だに

未知のヴェー Jレに包まれている部分も多く、その姿を見るには、さらなる研究の積み

重ねが必要であると思われる。オリザシンの研究が、植物プロテアーゼの全体像の解

明と応用面での開発に貢献するものと期待している。
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