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}■■第1章}■1
本研究の背景と目的

植物ホルモンをはじめとして植物の生皮を制御する種々の生理活性物質が現在まで

に数多く知られている｡また､それらの動態と生理現史との関連性についても多くの

知見が書横されている｡称に現在では､それらのシグナル伝適齢 #あるいは遺伝子食

塊調節軌跡 こついての解明が重要な課題として注目を蝕めている｡近年､こうした機

構を解析すべく､対応する受容体タンパク質の探索が盛んに行われるようになった｡

その端緒として､各物野と結合するタンパク質か現在までに数多く報告されている｡

そこで本研究を岩手するにあたり､ジベレリンに先行して結合タンパク質の研究が展

開されている他の生理活性物質について触れ､それぞれの研究の歴史と現状について

紹介する｡ここではオーキシン､サイトカイニン､アブシジン酸､エチレンなどの植

物ホルモンと､植物毒菜のフシコキシンの計5種類の生瑚活性物質を取り上げた｡そ

れに続いて本研究で取り扱うジベレリン結合タンパク矧 こrWする国内外の研究の進展

状況の把握を行い､それらの状況をふまえた上での本研究のねらいについて述べる｡

1-1:オーキシン結合タンパク質研究の歴史
オーキシンは茎部伸長の制御や細胞の分裂促進など樺々の局両で韮要な役割を果た

す植物ホルモンである｡オーキシンの結合タン′てクFT(ABP)にrX]する報告のうち､

オ-キシン受容体の筆頭候補と考えられ､現aまでに澱も多くの知見が得られている

のはトウモロコシの子糞鞘から検出されたABPlである｡1972年､HcrtcLらにより子発

朝の膜画分中よりその存在が初めて報告され､インド-ル酢赦(【AA)以外に合成オー

キシンであるllNAAなどに高い馴 1性を示す一方､ベンジルアデニン､アブシジン

稚､ジベレリンA3などの他の植物ホルモンや､オーキシンの輸送阻蜜剤であるナフ

トキシプロピオン億等には親和性を示さないことが示された｡その後､Ven)<1977)に

より末変性状掛 こおけるÅ8Plタン′{ク筋の分子巣は約40-45kDaであることが示さ

れ､ABPlのF'7製JT法についても界面活性剤のtA･'用により若干の進展か見られたもの

の､叔終的に単軌 二は至らなかった｡ABPlのI担軌 ま1985年､lJXbLcrとKlacmbtLこよ

り､また翌年にはSh)momuraら(1986)により相次いで報告された｡その性状として､

ナフタレン酔#(I-NAA)に対する解捷定数が5-6×10-8M堤皮､結合に関する至適pH

-I-



は5.5､乗変性条件下では22kDaサブユニットのホモ2丑体として存在し､地鉄付加部

位が存在することなどが判明した｡それ以降､ABPlの検出に関する報告は現在も続

いており､これまでの報告例についてまとめて表1-1に示す｡

現在､このABPLがオーキシンの受容体であると強く支持される根拠として､

BaFblCrらの研究グループを中心とする一連の縫物電気生穫学的な実験の成果がある｡

BaTblcrらは1989年に､活性型オーキシンにより有意に､タバコ葉肉細胞の原形質膜電

位が通分榛をひきおこす実戟系を用いて､ABPlに対するポリクローナル抗体が活性

型オ-キシンによる過分庫を抑止したと報告している｡さらにこの過分康現象につい

ては､H+･ATPascに対する抗体を用いた場合でも同様の抑止効果が認められたことか

ら､それ以降､ 8̂PlはH+-ATPascの活性発現と探く関連づけて考えられるように

なった｡また､1991年に彼女らは同様の実敦系を用いて､抗体ではなくA8Plを添加

した坊合にはABPlを添加しない条件と比較して1･NAAに対する感受性が約日X氾倍上

昇したと報告している｡さらにVcn)Sら(1992)はABPlの部分配列に相当するペプチド

に対するモノクローナル抗体を幾つか調製しているか､その中には前述のタバコ葉肉

細胞の応答系において､オーキシンと同様に通分康をひきおこすアゴニスト活性を有

する抗体か存在したと報告している｡また､TTllCtら(1993)は､ABPlのC末端L3個のア

ミノ鞍からなるペプチドか､I(十イオンチ十ンネルの活性を阻怨したとも報告してい

る｡この様な状況から､ABPlが生理的に韮要な役割を担っている可能性は慮めて高

く､受容体候補として多くの研究者から支持されている｡しかし､一部には兼だ疑念

を抱いている研究者も存在する｡最近になって､ABPLの生みの親とでも言うべき

Hcrtcけ らも､A8Plを受容体として盲信することへの書鐘を鳴らしている(Her(cL,

1995L彼が危快する最大のポイントはABPlの韮質選択性についてであり､検討した

オーキシン関連物質のAJ3Plに対する親和性と植物体に対する生理的な活性とが必ず

しも対応しない点を挙げている｡例えば､4-CL-1AAはllNAAと比較して､糞鞘の伸長

生理活性は約10倍と庵めて強い活性を示すのに対し､ABPlへの親和性はL/100程度と

低い値しか示さない｡これについては代謝速度などの観点から反=Aが展開されている

か､いずれも説得に足るものは報告されていない｡また､細胞内におけるABPLの局

在部位についてもI訴相磯岸している｡LrLOhamら(1989)､T)llmannら(1989)､また

Hcsscら(1989)によりABPlのC末路には4つのアミノ磯(-K-D-E-L)の配列からなる小胞

体停滞シグナル配列が認められたことから､A8Plの重要な局在部位については当

初､小胞体膜と推定された｡また､細胞の構成成分の系統的な分画においてもABP1
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表 1-1 トr)モロコシABPlの振出･柑SZに的する博告

仙 IE ミIqーiI分 : 一〇一5 1一 1ー7XIOf7一. 平群af lYE.I.,】977)

仙 lF 二ミTtr>増 分 ~ 一0一5 5) HXlq_6ー 字書且折 Ne,tJJ977)

(一一).NoDLLAをjEIjする｡(往事平aiは平書式折法､6L安Iiit安沈涙法を.e:妹する｡

菜 112 人BPl以外のオーキノン姑合タンパク労の挨JJI･絹軌 こ関する稚告

■■44* 存在JA所 ■ tk出手段l王)

M)

6ー_t安.平k & h;.L9851

分 65

5} 一30 5×10t

)lXldT

Pt一一Lh JLrl l■JP 100 20 36 4X101

トINoD山をJE味する｡(往事平爺は平街着折法､iL安はiL安雄 法､NCki*iBli
ニトロセルロースJLを用いたフィルターaljA法を書味する.
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は小胞体膜由来の画分中に検出されるケースが多かった(Shirnomura,1986;NapiercI

A,1988;JoncsaJ)dVcnis.1989)｡さらにNapicrら(1992)も､A8Plに対するモノクローナ

ル抗体を用いた免疫染色により小胞体股上にA8Plか存在することを報告している｡

ところがこれらの実糸結盟と異なる常告も存在する｡LJOCblcrとKJacmbt(1985)は､

ABPlに対する抗休を用いてトウモロコシの7一発鞘の伸長が阻著されることを示して

いる｡抗体の様な高分子は少なくとも分解されなければ原形質膜を避退することは不

可能と考えられており､このことは抗ABPl抗休を受容する部位が少なくとも原形質

膜表面に存在することを意味している｡また､前述のBarblCrらの植物電気生理学的な

実験結果はプロトプラスト細胞を用いて行われたものであり､すべて原形質膜を介し

た応答系であると考えられるO更にJoncsとHcrman(1993)は金コロイド標識抗体を用い

た免疫細胞化学的アプロ-チにより､主に原形質脱衣kiや細胞矧 こAJiPlの分布を認

めている｡同様にDlekJTlaAnら(1995)も活性型オーキシンにより特異的に原形質膜表層

におけるABPlのクラスター(集合)化現象がひき起こされることを報じており､オーキ

シンのシグナル伝達系を考える上でも小胞t4:膜より原形質膜｣二にABPlが存在すると

考える方が合理的であると唱えた｡これに追い打ちをかけるように､瓜近になって

Tlanら(1995)は小胞体内での環境条件(pH70)では､本来至適pHが55付近であるABPl

はほとんどオーキシンに対する結合能がないことを報じている｡また､彼らは小胞体

股にも原形質膜にもABPlが存在することの轟合性を説明すべく､(1)剤訳されて成熟

したABPlが一旦小胞体股上に停滞し､(2)原形質膜を油過したオ-キンンが小胞体股

上のAl)Plに捕捉されて､(3)A8Plのコンフォメーションか変化してC東亜削こ存在する

小胞体内停滞シグナルがマスクされ､(4)ABPlが原形質股上へ分泌される､という佼

怒モデルを設定した｡ミドリザルのCOS7細胞を用いたタンパク質発現系を用いてそ

の換証を行っているが､想定したような変化は観察されていない｡従って､ABPlが

植物体内で生理的に重要な役割を担っているEJT能性は穣めて高いものの､受容体であ

るか否かの真偽やその存在部位についての確定にはさらに多くの時間を丑やすことに

なるだろう｡

ABPlの他にも種々のオーキシン結合タンパク質が検出されている (報告例につい

てまとめて表1-2に示す)｡SakaJらのグループはヤエナリの旺軸を用いて細胞質画分

rI]より2種菊のタンパク質(ABp-[,ABP一日)を検出している｡それらの基質選択性とし

ては天然のオーキシンである【AAよりも合成オーキシンである2,4-Dに､より高い親和

性を示すことが明らかとなっている｡また､2,41Dに対する解社定数も10-6M程度と他

のABPと比較して低い親和性しか示さないことから受容体候補としてABPlほどには
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期待されていない｡しかしこのABPを戦捷核と光一存させた切合､ABp-[.ABP-11とも

にRLiAポリメラーゼおよびDNAへの結合能を有し､RNA合成活性が上昇することが

報告されている(Sah iandHa･.agaLa,1983;Sakal,1985;KikuchicId･,1989)｡両者とも,i

だ単書には至っておらず､その後の詳細は報告されていない｡また､Zalnaら(1990)は

イネの7･糞輔のミクロソーム両分中に新たなABPを検出しているか､このA8Pは同時

にCTT'TSとの結合能も有し､GlTTS共存下でオーキシンに対する親和性が上昇する

ことや逆にオーキシン共存下でGTPTSの姑合菜が増大することを報告している｡こ

の他､PrasadとJoncs(1991)は抗オ-キシン抗体のイディオトープに対する抗体 (抗イ

ディオタイプ抗体)を用いて様々な植物休から共通の分子丘を持つABPを検出してい

る｡これらのAtlPは単放され､7ミノ轍の配列分析の結果､グルタチオンーS-トランス

フェラーゼと痛い相同性を有することか明らかとなっている｡また､LDSchlavoら

(1991)はニンジンの培養細胞のミクロソ-ム画分巾にABPを検Lllしているが､事前に

2,4-D処現をするとこのABP臭が増加することを報告している｡OhT71iyaら(1993)はモモ

の茎頂から2,4-Dに7.-LJい基質特異性を示すABP19を報告している｡このABP19は他の

報告と児なり細胞壁に存在することが免妓組轍化学的に示されている｡叔近､Rcinard

とJacobscn(1995)はインゲンの上旺軸の細胞質画分中よりABP44と称するタンパク質

を換ulしている｡これは2,4-DやNAAなどにも中程度の親和性を示すが､IAAに位も

高い親和性を示す一方､TIBAやNPAのようなオ-キシンの輸送にf娼する阻審剤には

親和性を示さないことから､これまでのA8Pの｡Pでも生理的な活性強度と良く対応す

るため注Uに億する｡また､その分布は上佐和の基部や細胞分裂を停止した部位には

存在せず､茎項部だけに存在するらしく非常に興味深い｡

一般に結合タンパク質は､その存在盃の少なさからリガンドとの結合活性を指標に

して指炎 ･itl鞍をすすめるためにはかなりの労力と時間を要する｡そこで､LAAの光

親和性標識休を用いて､比較的柿製の初W]段階でABPを棲識･検出しようとする試み

も多い (衣113に光親和性標麓IAAによるABPの検出例をまとめた)｡JoncsとVcn)S

(1989)､Camposら(1991)､そしてBrownとJoncs(1994)が報'崇･しているように､トウモ

ロコシのABPlもこの標識法により検出されているが､すでに活性本体の単簾が報告

された後でありインパクトは少fj:かった｡むしろ江ElすべきはABPl以外に検出され

たABPである｡Hicksら(1989a,b)はトマトとズッキーニの膜画分を用いて､それぞれ

ABPを検EtT.しているがA8Plとの棚同性は低く､その基質特異性からオーキシンの破

り込みに舶r亨･するキャ･)71タンパク質であろうと推測している｡FcldwISChら(1992)

も､トウモロコシの子斐輔の原形質膜画分から同様にキャリアータン′(ク質をABPと
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して検出している｡MacDonaldら(1991)はヒヨスの培養細胞をJT)いて標識した結果､3

席のポリペプチドを特定したか､うち2席はグルカナーゼ､残るl席はグルタチオン-

S-トランスフェラーゼであることをアミノ酸配列分析から明らかにしている｡また､

zEtt)ら(1994)もアラビドプシスの原形質膜を用いて､グルタチオン-5-トランスフェ

ラ-ゼに高い相同性を有するABPを博識している｡Camposら(1992)は､トウモロコシ
の細胞質画分およびミクロソーム画分から､同一分+血のβ-グルコヒドロラーゼを

AtlPとして検出している｡また､Fddwlsehら(1995)がトウモロコシの子盛僻のミクロ

ソ-ム画分から検出したABPはマンガン･スー′,I-オキシドディスムターゼに用同性

を有していた｡これら光濯和性接論法により検出されたABPは投じてキャリアータン

/,'クffや伴紫が多く､おそらくこれらA丑Pのオーキシンに対する親和性は本来の受容

体と比較してかなり低いものの､その存在鬼の豊富さゆえに城繁に標識 ･検出される

ものと推蒸される｡このことは､稲敷の比較的早い段階における光標識により受容体

を検出することの困難さを物語っている｡このように様々な植物体から軽々のABPが

この標識法により検出されているが､ABPl以外に撒出であって_18無されたものは少

なく､受容体としての特性の有無を論ずるに足る証拠もほとんど示されていないのが

現状である｡
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よ 113 7*トアフイニティ-標識法により検出されたオーキンノ結合タン′iク野
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1-2:サイトカイニン結合タンパク質研究の歴史
サイトカイニンに対する結合タン′くク質(CtlP)として現在までに報告されたものに

ついてまとめて表114に示す｡1981年にETionとFoxによってコムギの狂から検出された

CBF-1は存在Etが多く､kEの中の仝可溶性タンパク質の約9%を占め､枯製は比較的容

易であった｡同グループのBdnegarら(1985)によれば､CBF-1は発芽とともに急速に減

少することから肱におけるサイトカイニンの歪的な調節に関わっている可能性が示唆

された｡さらに､CBF-1の推定分子具として未変性条件では160kDa､おそらく54kDa

のポリペプチドの3最体として存在すると考えられており､その構成的類似性からビ

ンリン等の貯まタンパク質77ミリ-に尻するのではないかと考えられている｡

また､Romanovら(198名)はオオム羊の節l典を用いて別のCBPを検出しているが､この

CBPはIM程度の高塩濃度環境においてのみ結合能を有することが明らかにされてい

る｡サイトカイニンに特異的な結合でありながら､なぜこの様に特殊な環境条件下で

のみ親和性を示すのか現段階では未解明だが非常に興味深い｡同グループのKulaeva

ら(1990)は､活性型サイトカイニンであるベンジルアデニン(BA)を用いてアフィニ

ティーカラムを調教し､BAに対する抗体の抗イディオタイプ抗休をmいたイムノア
フイニティ-カラムについても別途調製して､両方のカラムクロマトグラフィ-から

同一と思われるタンパク野の菰綿に成功している｡しかし､和男削こ関してその後の進

展はみられていない｡この他にもYoshldaとTakcgaTTH(1977)､MomolanlとTsujl(1992)､

SakaiとKamcl(1992)らにより異種のCBPの検出例か報告されている｡近年､Mirsuiと

Sughjra(1993)は､タバコの薬の可溶性画分から新たにCBPL30を検出しtti軌 こ至ってい

る｡このCBP130はBAに対する解散定故が10-5M程度と低い親和性を示し､サイトカ

イニン以外のATPやcAMPにも結合性を示すことから､その基質選択性について疑問

祝する声もある｡構成成分である2種のポリペプチド､CBP57とCBP36のうちCBP57

についての7ミノ酸配列分析から､S-アデノシルILrホモシステインヒドロラーゼに高

い相同性を有することが報じられ(MltSuielal,1993b人仮にCBP130がその様な酵束活

性を有するならば､DNA等のメチル化に関与すると想定されることから退伝子の発現

粥坤を考える上で韮要な役割を果たす可能性がnJ待されている｡ただし現段階ではサ

ブユニットCBP57が実軌こそのような肝架活性を有するか否かは不明である｡また最

近､Nagataら(1993)は高い放射活性を有するどリジルウレア誘導体を用いてヤエナリ

の肱事山こおける可溶性画分中よりCSBPを抑製している｡これまでのCBPに関する報

告と比較して2～3オ-ダー､親和性が高く僻故定数については1O-10-10-llM)､ま
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た存在豊も康矧 こ少ない｡ウレ7型､プリン型すべての活性型サイトカイニンに高い

潔和佐を有し､さらにアンチサイトカイニンとも結合することから､現在受容体候補

として長も注目されている｡

1-3:アブシジン酸結合タンパク質研究の歴史
種子や芽の発芽阻省や気孔の開閉等の制恥こ関わるアブシジン軌 こついて､その結

合タンパク質(A8AIBP)として現在までに検出されたものをまとめて表1-5に示す｡最

初の報告はHornbcrgとWc)lcr(1984)らによって行われ､ABA-BPの検出に光親和積読蛙

が用いられた｡アブシジン鰍ま分子内にα,β不飽和ケトンを包有するため､分子自

身が光親和標識能を有する｡彼らは報告の中で､孔辺細胞の細胞晩Lにアブシジン健

の結合部位が存在し､7ブシジン酸類崇体を用いて検討したABA-BPの)占質選択性と

用いたアブシジン世額旋休の生理的な活性強度との間に良い相関関係を認めている｡

このことから現在においても有力な受容休候補と考えられているが雌軌 二は至ってお

らずその後の進展がみられない｡PcTTaSら(1994)も別のABA-BPの検出を報告している

が､受容体である可托性が示唆されるような性状は有していなかった｡この分野にお

ける最近の研究対象としては､受容体の存在部位の特定に関する報告が多い｡

AndcTSOnら(1994)はツユクサの孔辺細胞をmいてマイクロインジェクション法により
アブシジン故を細胞内に注入しても気孔の閉鎖を生じないことから､受容体は細胞膜

外側の表層に存在すると結論づけている｡同様に､GilTOyとJoncs(1994)はオオムギ種

子の糊粉眉より調製したプロトプラストを用いて､細胞内に注入されたアブシジン酸

はジベレリンによるα-7ミラーゼの誘串を阻磐しないことを示した｡従って､受容

休の存在部位に関してはAndcrsonらと同様の結論を導いている｡このように異なる材

料からアブシジン酸の受容体がともに細胞膜の外仙 こ存在することが示唆されており

信忠性は高いと考えられる｡しかし､これに反攻する報告もある｡AlLanら(1994)は､

光のエネルギーを受けて開裂反応により活性型7ブシジン故を生じるような不活性型

携導体(GgcdABA)を鋼畢して､これを孔辺刺胞に注入してからの気孔の閉軌活性を

観察している｡これによれば､光照射により新たに生成する細胞内のアブシジン酸に

より気孔の閉鎖が認められたことから､受容体は細胞内に存在すると報告している｡

双方の主張がともに真炎であれば､アブシジン徴の受容体は細川包Jm内外の最低2カ所

に存在することになる｡
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1-4:エチレン結合タンパク質研究の歴史

植物ホルモンの中で唯一､常温で気体として存在するエチレンについても結合タン

パク質O:BP)が想定されている｡表116にEBPとして現在までに検出されたものについ

てまとめて示す｡SislerとWood(1988)らは､ヤエナリの膜Lヰ分を用いてEBPの存在を

初めて報告している｡さらにHaLlら(1990)はエチレン受不休の性状として､おそらく

羽イオンを含有する糖タンパク質であろうと推測している｡同様に､金属イオンがエ

チレンの受容に何らかの形で介在し､遷移状態の金城イオンがエチレン等のオレフィ

ンと相互作用することにより活性の発現に形辞を及ぼしている､とする説が現在でも

強く支持されている(Burga･ldBuTg,1967;Ekycr,1979)｡その後､EBPとして幾つか検

出例が報告されたものの単軌二は至らなかった｡ところが最近､SchaHcrとBLceckcr

(1995)によりLm lと呼ばわi遺伝子がエチレン受容体をコードしている可能性か極め

て商いという尖駿結盟か報告された｡もともとETJu剃王子は､エチレン非感受性変

界休の変輿部位として想定されたもので､応答系に関する各便の変9古体との交維結先

により､エチレンのシグナル伝達経路上のかなり上流にETR)逝信子はuJJ=7すると推

定されていたOこの様なことから受容体の変鼎である可能性が以前から指摘されてい

たこともあって､遁伝7-自体は同グル-プのCharlgら(1993)によりクロモソーム

ウォーキングにより単離され塩基配列も決定されたが､機能については不明のままで

あった｡ETRIは傑作卦云7-で､その塩)1配列からtwocomponcntsystcmを形成する可

能性を有しており､中央部に膜1'I通領域とC.右端仙二股井過ち望ヒスチジンキナーゼ相

同領域およびリン酸化に脱する調節領域と思われる配列が存在していた｡そこで噛ら

の!.f3.点は､呼母などで報告例の多いtwocor71POnCnLSyStCmに照らし合わせ､おそらく

N末端側に存在するはずのエチレンの受容に関与する領域の特定に注目が集まってい
た｡このETRl産物の植物体内におけるエチレンとの結合能については未だ不明であ

るか､ulJJ出のSchaucrとBl∝ckcr(1995)は出芽称村内で発現させたETRlタンパク質が2

立体として存在し､10-9M程度の高い親和性でエチレンとの結合能を11-することを#

告したことから､かなりの高い碓率で植物休内においてもLTRI適任子産物がエチレ

ンの受容に榊与していると推察している｡以上の状況から受容体としての期待は高ま

る-jIであるが､Hallらか指摘したような金属イオンとの槻和佐を示す領域について

は全く兄い出されていない｡このJ.'7.については､互いに全く児なる受容体をターゲッ

トとして解析している可能性も考えられ今後の展開が注目される｡他に､WiLklnsonら

(1995)もトマトからETJ71に高い相同性を有する仙(Ncvc'-nlX')遺伝子の騨軌 こついて同
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滋1-6 エチレン結合タンパク質の投出 ･柑製に的する報告
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時期に報告している｡今後もこの種にBTJUF二相同性を有する並伝+のip_#が種々の

植物体から報告されることになるだろう｡さらにシグナル伝達系についても､two
coTTlFX)nCntSySIcIT)の解析で先行する辞任で兄いだされている因子に相同性を有するも

のが植物にも蔑つか検出されており､軌蓬ではeEねMAPキナーゼカスケードを利用

することなどが明らかになっていることから､エチレンのシグナル伝達系カスケード

に含まれるキナーゼ類についても今後､急速に知見か集まるものと思われる｡

1-5:フシコキシン結合タンパク質研究の歴史

フシコキシンはナシの盛などに萎縮症状を引き起こすカビ(FusICDCCum叩yg血JI持て

分泌する77イトトキシンとして広く知られている｡植物ホルモンには属さないが､

借物中からフシコキシンと特異的に結合するタンパク質(FBP)が盛んに報告されてお

り､各棟の牧丘制御物質に関する受容を考えるとで非'ii1,-に興味深いので触れておく｡

表117にFtlPとして現在までに検出されたものをまとめた｡F13Pはいずれも膜画分から

検出されている｡KoTlhoutとDcbocT(L994)は､1989年に彼らがオートム半から故紙.し

ていたFBP(SDSIPAGE上で30kDaと31kDa)のうち､30kDtIのポリペプチドが噛乳類の

脳内タンパク野として多様な生理活性に閲l了している1413-3タンパク矧 こ高いホモロ

ジーを有することを明らかにした｡L4-3-3タンパク矧 ま1'1核生物に広く分布し､脳内

において通常のIi理的条件下で2盈体として存在することから､30kDaのFBPも恐らく

2品体で存在すると推測されている｡叔近では､C-Rarなどのキナーゼと14-3-3タンパ

ク質か相首.作用することなども明らかとなっており､シグナル伝達系に関与する可能

性も指摘されている｡一方､Adduchlら(1993)もトウモロコシを用いてフォトアフイ二

ティ-標乱 こより30kDaと90kDaの2種類のポリペプチドをFBPとして報告しているO

その後の報告で30kDaポリペプチドに別してはKorlhoutとDcburの報告と同様に14-3-3

タンパク質に高いホモロジーを認めているか､30kDaポリペプチドに対する特異抗体

が90kDaポリペプチドに反応せず､光挽和標識法における光照射が壌めて短時間の場

合には90kDaポリペプチドだけか選択的に標識され､30kDaポリペプチドを標識する

軸こはかなりの照射時間を要求することなどから､生確的に鴬味のあるFBPは30kDa

ポリペプチドではなく､90kDaポリペプチドの方ではないかという見解を示してい

る｡



1-6:ジベレリン結合タンパク質研究の歴史
これまでに触れた5種類の生理活性物質に対する捨合タンパク質の研究では､エチ

レン受容体と考えられるETRlやオ-キシン受容休とJをえられるA8Plのように､シグ

ナル伝達系に疾く閑与すると考えられる候補タンパク質をコードする並伝T-かすでに

単書されている段階や､サイトカイニンのCSBPなどのように受容体候補タンパク質

のIPJ書には至っていないものの有力な候補が検出されている段掛二まで追究は進展し

ている｡これらと比較してジベレリンに対する結合タンパク質(GBP)に関する知見は

兼だ混沌としているのか現状である｡表ト8にGBPに幽する報告例をまとめて示す｡

受容体を念頭においた研究は1960年代後半より始められた｡GBPの検出に際してこtl.

までにジベレリンの受容部位として2庵原の応茶系が江Elされてきた｡一つは､基部

の伸長促進現象であり､もう一つは穀類種子の糊粉屑(アリューロン眉)における加水

分解群発誘甫現象である｡

基部伸長に関与する受容体の単艶を最終日的としてGBPの検出を行った報告は､

Stoddartら(1974)がレタスの旺軸の可溶性画分中に､活性型ジベレリンに対する結合能

があると報告したのか最初である｡その後､彼らはエンドウなどを用いて同様にGBP

を検出している(StoddaTl,1979)｡しかし､その後の報告はJf:lMであるCこの応答系に

舶するCBPが盛んに報告されたのは1980年代に入ってからである｡とりわけカナダ･

サイモンフレ-サー大学のSrivastavaらの研究グループを･PJ山こ報告が行われた｡彼ら

はエンドウ上腿軸もしくはキュウリの旺軸をmいて細胞野画分巾からGBP活性を検出

している(7(cithaTldSrlvasLava,1980,KcILhcrd.1981;KcltheId,1982,Yalpanland

Srlvastava,1985)｡こうした報告から､肱軌仲良に関わる受容体は専ら細胞質中に存在

すると考えられるようになった｡しかし､80年代後半になりグループのrf]核をなす研

究者か各地へ分散し(Keitha･ldRappaport,1987;YalpaniclaI.,1989)､その後の鮭続的な

報告か途絶えてしまい､結局いずれのGBPに関してもtP_軌 二は至らなかった｡栽近に

なって､そのグループにいた台湾のuuらにより､再度エンドウの上旺軸中に存在す

るGBPについての追加報告が為されたか､やはりtP_掛 二は至っていない(LIuandLcc,

1995;LiuandG¢r,1995)｡
旺軸の仲良応答系に鮭点をあてたGBP研究が勝T̂t状態に陥りはじめていた1990年代

初頭､英国･ブリストル大学のHootcyらのグル-プが､オートムギ康子のアリュ-ロ

ン居を用いて受容体の存在部位に関する興味潔い知Jは 報告したPoolcycI止,1991;

Bcalccrd.,1992)｡アリューロン屑では肱で合成されたジベレリンにより各種の加水

分解酔潔か訪蒋され､近傍の旺乳中に者析された較粉の解糖を促している｡この応答
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去 l･8 ジベレリン結合タンパク質の娩出 ･lrlkl削こ関する報告

1 10(71i 為 F .IKE.Lhetal..19叩

細鵜井 /5【) ゲ レ■1

4090 0 J油送 ーK亡iLh&.Rat,p- rい 987)収,jt緑体

1晦費 J.0.62 5×1017) 焦安沈没 ..lS山 icLal..]994)1晦費 J.0.62 5×1017) 焦安沈没 ..lS山 icLal..]994)

ド )NoD,taを意味する｡(江)平瀬は平ai逮折渡を､】'切払理はポリエチレンイミン処理
JRをJnいたフィルター吸方法を意味する｡



系については､すでにLclscnaらが1977年にコム羊のアリュ-ロン眉の破砕断片を用い

てジベレリンに対する結合活性を検出している｡この知見を元にH00Icyらはアリュー

ロン屑からプロトプラスト細胞を調製し､細胞隈を通過できないように修飾したGA4

誘尋休を用いてジベレリンによる誘導辞鵜であるO-アミラーゼの誘導を謬めたと報

告している｡このことは､少なくとも細胞膜の外側にジベレリンの受容体が存在する

ことを意味している｡また､Gil,oyとJoncs(1994)はオオムギの7リュ-ロン眉のプロ

トプラスト細胞を用いて､マイクロインジェクション法により細胞内に導入されたジ

ベレリンではa-アミラーゼの誘導が戦車されないことを報告している｡これらの報

告はこの応答系に関与する受容体が､生理的反応を収拠として細胞膜上に存在するこ

とを意味しており､肱も川一良に馳与する受容休がCBPの検出部位を収拠に細胞矧 こ存

在すると考えられているのと比較して､より強力で決定的な証拠とされている｡

Hoolcyらはその後､オートムギのアリューロン屑のミクロソーム画分を用いて､フォ

トアフィニティー標識により特異的に標識される的60kDi-のポリペプチドがGBPであ

ろうと推測している(H00lcyetd,1993)｡しかし､ia的な少なさから現段階では単離

には至っていない｡また同様の手法によりku胞質画分中から約50kDaのポリペプチド

(WalkcreIa/,1994)を標識しており､これもGBPであろうと推測したことからフォト

アフィニティー標識にrWする特娘性について矧とUの声も上がっている｡オーキシンiln一

合タンパク質の検索においてこうした手法が朔繁にtk-川されていることはすでに111

項で述べたが､基矧こ対する親和性が中程度であっても丑的に凸笛であれは､本来受

容体とは考えにくい結合タンパク質でも優先的に倹出された例も存在することから､

倹出結盟については悦丑に対応する必要があるだろう｡このように代表的な2種のジ

ベレリン応答系においてGBPの甲殻報告は皆無であり､知見に乏しいのか現状であ

る｡



1-7:受容体を研究対象とする種々のアプローチ

存在丑の少ないはずの受容休の絹製 .唯軽を行うことは一般的に容易ではない｡そ

の為に近年､急速に進展を遂げた遺伝子工学的Tl法やあるいは免妓学的手法を用いた

7ブローチにより受容体の追究を行おうとする報告が娩つか存在する.数対席子のア

リュ-ロン屑におけるa-アミラーゼ誘導系はジベレリンに対する応答系として現

tE､滋も解析が進んでいることは前項で述べた｡いくつかの研究グループでは､その

称紫の発現誘軌 こ至るカスケード系について帆こ上流へ遡れば､瓜終的にはジベレリ

ンからのシグナルを受容する物質､すfi'わち受容体に逮すると考えている｡例えば､

ジベレリンにより誘14されるa-アミラーゼの卦云子について､そのプロモーター領

域と相互作用を示すトランス制御因子の特定が注目を集めている｡Ouら(1988)はイネ

種子を用いて予め低浪度のジベレリン処理した種子から可溶性タンパク質を得てゲル

シフトアッセイを行い､無処理区との比慨からプロモーター領域との相互作用を示す

タンパク質が丑的に増加することを報告している｡これによりトランス制御因子の存

在がより具体的になり､シスエレメントの特定と共に興味が注がれた｡幾つかの報告

(Rushtone/aJ.,1992;KinCIR/,1992)により､シスエレメントにはピリミジンボックス

が含まれているとか大過配列(CAREGibbcrcllhRcsponsivcEJerncnt)が存在するといっ

た報告が相次いだ｡ トランス制御因子についても､SuIJlffら(1993)によりオオムギ樺

tから2種軒のタンパク質が検出されており､その内の一つがジベレリンにより特異

的に誘導されることが報告されている｡また､GoLdmanら(1994)はイネ柵+における

トランス制御因子が約22kDaであり､一般的に想定されているような核内のDNA結合

タンパク質の範l削こあるらしいと報告している｡鮎 になってGtlblcrら(1995)はオオ

ム羊におけるトランス制御因子の単捷(GAJ')yb)に成功し､その配列の一部が熔封 云子

であるLZ,Y相 伝子LZ)産物に相同性を有することやジベレリンにより誘導されることを

報告している｡しかし､G4叫′b遺伝子の誘軌 こ問してはタンパク質生合成阻書剤存

在下でもジベレリンによる訪中が認められたことから､GAa'yb退伝7-のプロモー

ター領域と相互作mするさらに上流のトランス制御因子については､少なくとも誘神

性タンパク質ではなく常駐する物質かタンパク野ではない可能性が指締されている｡

同様に退伝子工学的な手法を用いた解析としては､ジベレリン非感受性変興体の解

析がある｡シグナル伝達系の変共により発生する形TT異常としてよに2種の系統が維

JE･hされている｡一方は､接触で外生的にi=lえられたジベレリンに応答しない系統(GA-

1nScnsit.､･cdwaTfmuLant)､もう一方は常時ジベレリンを与えているかのごとく継続し

て徒長する系統(constitut]vcGA-rcsponscTmtant)である｡前者については､コム半の
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RJlD(Galca･1dMaLShalL,1975)､トウモロコシのDdHarbcrdandFrccllng,1989)､アラビ

ドプシスのg且一(PcngandHaJtN=rd,1993)などの報告がある｡また､後者については､オ

オムギのsJnJ(Foslcr,1977)､エンドウの/acvS(pouseld,1985)､ トマトのp'て収 ra

(Jones,1987)､7ラビドプシスのS,̂Jacobscna･.dOLszx"ski,1993)などの報告がある｡

エチレンのETJUのようにいずれこの中から受容体に関与する遭伝子か特定されるか

も知れない｡

また､免疫学的手法を用いたアプローチとしては､Knoxら(1995)による興味深い報

告がある｡彼らは､エンドウの孔辺細胞の原形質膜韮眉を抗原としてそれらに対する

モノクローナル抗体を調炎している｡孔辺細胞の原形質膜には7ブシジン稚によりひ

き起こされる災孔の開閉に関与する受容体か存在すると考えられている.したがっ

て､絹られた抗体の中には想定される受容体に結合するものか含まれる可能性があ

る｡彼らはオオムギ種子におけるアブシジン酸誘導性逝伝7-Rob-16の発現を阻沓する

モノクローナル抗体や､逆に発現鬼を増幅させる抗体をスクリーニングすることに成

功している｡こうしたアプロ-チはジベレリン訪中件遺伝7-に関しても適用可能であ

り､ターゲットとして明確になってきたアリューロン細胞の原形質股表層に存在する

受容体の特定に大きく寄与する可能性を秘めている｡また､H00lcyらは活性型ジベレ

リンに特犬的に結合するモノクローナル抗体の調製を報告しているが､それらを免疫

原に用いた抗イディオタイプ抗体を調製し､アベナのアリュ-ロン屑より調製した

cDNAライブラリーより､この抗イディオタイプ抗体との結合能をJすする発現タンパ

ク野のスクリーニングを行っている(RcynoldsとH00lcy,1992)｡この系によりユビキチ

ン丑伝+を単捷しているが､ユビキチンタンパク質がジベレリンと結合するという報

告はなく今後の展陶が期待される｡この様に､受容休をターゲットにした種々のアプ

ローチが存在することから､今後はタンパク暫レベルで､あるいは正伝子レベルで多

角的に様々な知見が急速に蓄接されると胤待される｡



1-8:本博士論文研究の目的
これまで述べたように､ジベレリン受容体に関しては多岐にわたる植物材料を用い

て多くの研究グループによりその追究が行われながらいまだ判然としないのか現状で

ある｡Hool亡yらの研究グル-プを中心として指jJ的に進められているアリューロン細

胞からの結合タンパク質あるいは受容休タンパク節の単汝 ･精製に関しては､その存

在部位に関しても異論がなく､タンパク懲ないしは遺伝子としてBl鼓される可能性は

r削こ今後の技術面の向上にのみ依存する様相を里してきている｡従って､現有の技術

を改良し駆使することにより今世紀内に決着を見るのではないかと予測している｡-

E､茎部仲良に関与する受容体については､90年代に入りGBPに関する報告を継続し

て行っている研究グル-プもほとんど無く傷めて牒必した状態である｡そこで､今一

度､ジベレリンの受容体として､とりわけ基部伸長に閃hjする受谷体の検出および精

製･iP_鮭と機能解析を最終日横に据え､ジベレリンに応答して伸長する部位から新た

なGBPを検索し､その精製を行うことを考えた｡

ABPの研究例などから､関連する生合成酵紫群や､シグナル伝達系には関与しない

ものをCBPとして検出する可能性は十分に考えられる｡従って､そのようなGBPも含

めて娩つかのCBPか検出された椴合､それが受容体候揃としてさらに追究する価値が

あるか否かの判断を下さねばならない｡そこで受容体であるための必要条件を設定

し､検LLiされたCBPについてその性状から受容体としての可能性を持つタンパク質を

選別し､効率的に受容体候補とfj:り得るGt)Pの検索にあたれるように配慮した｡設定

した条件としては､(1)結合に関して可逆的であり､(2)飽和性をイi-し､(3)活性型ジベ

レリンに対して高い親和性を有し､(4)益軒選択性に康れ活性型ジベレリンに特兇的に

姑合能を有すること､の四t.tiを挙げた｡これらの条件を満たしていればさらに解析を

進め､そうでなければ追究に値しないものとしてその時点で別のGBPの検索に移るこ

とにした｡

植物体からのGBPの検出に先立ち､活性型ジベレリンに特jq-.的に結合経を有する

GBPのモデルとして特R.抗体の調製を検討し､得られた抗体をmいてGBP検出系の捕

集を行い､さらには性状を解析して基質選択性に関する出体的な把握を行った｡本研

究により検出されるGZiPがこれまでに報告されているGtlPの掘り返しになる可能性も

多く､全く新たな分子種を検出することは#しいかもしれないが､いずれにしても末

剛 は領軌こ何らかの新たな知見を加えることができるはずであると確信して以下に

述べる研究を展開した｡
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●■t第2章■1■
活性型ジベレリンに特異的に結合する
抗体の調製とその応用

2-1:緒 言

ジベレリンの受容体の候補となるジベレリン結合タンパク野(CBP)を検索し､

梢製を進めるに当たっては､そのための選択的､かつ癌感度な検出法か必要とな

る｡また､GBPを精製するに当たっては､イオン交換クロマトグラフィーやゲル

浪過などの一般的なタンパク質の精製に用いられるクロマトグラフィーの他に､

アフィニティークロマトグラフイーが有効であることが期待される｡GBPの有効

な検出法の検討､およびアフイニティ-ゲルの調製とその効児の検討を行う際

に､婚J持されるGBPと類似の基質選択性を具備したようなモデルタンパク質を得

ることができれば､大変有用であると期待される｡

リガンドとの結合に関して選択性が高いタンパク質としては､抗体および僻束

がその候補として考えられる｡抗体は渦常､リガンドに対する高い選択性を有す

ると共に､rr.qltい親和性を有する｡一方､秤糸は韮質選択性は高いものの､親和性

は抗体のそれより千分の-以下と推測される｡受容体とリガンドとの期和性は大

変大きいと考えられていることや､ジベレリンの生合成 ･代謝に関わる砂束は､

それらの検討のために十分丑を縛ることは現段階では不JT能であることから､抗

体をモデルタンパク質として用いて､検出法や柿製法について枚討を加えること

とした｡

GBPのモデルとなる抗休を得るに当たっては､現在知られている100余種のジベ

レリンの中から､受容休が特異的に結合し得ると考えられる適切なジベレリンを

選択し､これを-ブテンとする免疫原を調製する必要がある｡また､免疫原の調

軌こ当たっては､ハプテンとなるジベレリンの適当な官能基を利mして､キャリ

アータンパク質に安定に共有結合させる必要がある｡特に､ジベレリン分子のい

ずれの部位からタンパク質に結合させるかは､狩られた抗体の港質選択性に決定

的な影書をl享えると推aIJされることから十分な吟味が必要である｡

ハプテンとなるジベL/リンの選択においては､これまでに%T研されたジベレリ

ンの柵造-活性相関ならびに､生合成に関する情報を参考にすることができる.
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23% I,

仰重 臣 -飽

庵 -

図2,2 ジベレリンの島本骨格株連
載字はbZ兼のf腎を示す｡また､Tには代衣的な活tt型ジベレリンである

ĜI.OJ9.G～,6巾a)札逢式を示す.いTれも3蛙のβ面(輔 上)に水rr
基.6位に叢暮のカルボキシル基.4位と10位との先取 こより丁･ラクトン攻
*jtを共jLLて有していることかtIる.
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植物中で枚能している代表的なジベレリンの主要生合成経路を図2-1に示し､ジベ

レ)Jンの基本骨格構造については図2-2に示す｡これらの惜鰍 こよれば､ジベレリ

ンが活性を発現するためには､3β位のJk頼基､4-10位のTlラクトン､6位カル

ボキシル基を有する炭宗教19のジベレリンであることが必要であり､これらの条

件をすべて満足するGAl,GA3,GA4.GA7等がいわゆる活性型ジベレリンと呼ばれ

ている｡また､ジベレリン受容体はこれらの官能基を厳密に諸点していると考え

られている｡従って受容体のモデルとして用いる抗体としては､これらの部位を

よく認識する抗体を調製する必要がある｡

ところで､受容体に艶点をあてた研究に関する抗体の応用として､近年ワクチ

ンの設計や動物の神経伝達系に関与するレセプタ-の検出に威力を発揮している

抗イディオタイプ抗体の調製も検討した｡抗体のイディオトープに特異的に結合

する抗イディオタイプ抗体には､リガンドのアナログとしてアンタゴニスト活性

やアゴニスト活性を有するものが生成する可能性がJpJ持される｡リガンドがペプ

チド性のものではなく､低分子性のものであっても､抗イディオタイプ抗体がア

ナログとしての結合活性を有する場合があることが､アセチルコリンやドーパミ

ンなどについて報告されている(SchTCibcrL･(a),1983.Wasscrrnancla/.,1982;

CIcvcklndetaI,1983)｡これらのことから､ジベレリンに関しても活性型ジベレリ

ンに対する抗イディオタイプ抗体を調製してGBPの検ul･抑製への応用について

検討を加えた｡

本章では､活性型ジベレリンを特R･.的に認識する抗体の調教および､抗イディ

オタイプ抗体の調製について述べる｡また､粘られた抗体を利mした免変学的定

丑法の確立とその応用についても検討したので,これらについても触れるb
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2-2:活性型シ.'へやレリンに特異的に反応する抗体の調製

2-2-1:免疫原の調製

一般に抗ハプテン抗体の特赦として､ハプテン分子とキャリアータンパク質と

の結合部位近似 こ対する表別能は低く､この部位から拒態的に♯れた部位に関す

る表別能は高くなることが知られている｡従って､受容体の認識部位として重要

な官能基と推定される3β位の水魚基､4-10位の7-ラクトン､6位カルボキシル

基を良く認識する抗体を調製するためには､これらの官能基のある人堤やB環以外

のC,D項に存在する官能基を利用してキャリアータンパク質に結合させるのか適

していると考えられる｡活性型ジベレリンの中で比較的多丘に入手可能なものと

しては､GAl,GAB,GA4,GA7が挙げられる｡この中で官能塵の串人の苓易さ､化

学的安定性を考慮してGA4を用いるのか足も適していると判断した｡

キャリアータンパク質であるBSAとGA4との結合は図213に示すように行った｡

即ち､GA4をOs04とNaI04で処理して17-ノルケトンとし(CrossandGiItflcld,1971;

HouseandMcIlHo,1973)､これをカルボキシメトキシルアミンと反応させて､GA4-

16カルボキシメトキシム(GA4-16-CMO)に湧いた｡このGA4-16-CMOを0･89当虫の

DCCおよびNHSIと反応させて活性エステルとし､これをBSAにカップリングさせ

て免妊Li;亨を調製した｡

調軌こ関するポイントは､GA4116-CMOの16位末鰍 こ存在するカルボキシル韮

だけを選択的に活性エステル化することであった｡すなわちオキシム体には2つの

カルボキシル基が存在するため､活性型ジベレリンに特児的に結合するような抗

体を調製するには､6位カルボキシル基はそのまま保存して､16位の末端カルボキ

シル鹿だけを選択的に活性化することが要求された｡収に6位を修飾してキャリア

ータンパク質と結合した免疫原をmいたならば､ジベレリンの活性発現に不可欠
とされる6位カルボキシル基周辺に関する抗体の識別舵かE-しく低下することがす

でに判明していたからである0'amaguchiera/,1990)｡最終的には､双方のカルボ

キシル基に鵬する反応性について比較し､桁合剤をl当壌末掛 こ制限することによ

り立件特番のより少ない末端カルボキシル基だけを優先的に活性化して免変節の

鞘製を達成することができた｡
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2-2-2:活性哩 ジベ レリンに特異的に反応する抗体の調製

常法に従い､ウサギ1羽あたり0･5mg､マウス1咋あたりO･03mgの免疫原を用い

てリン酸親衛液に懸濁し､Frcundrs0).71PIcLeAdjuvanlをJtJいてwater-in-oilのエマル

ジョンを詞穀して免疫に用いた｡捷時的に採血し､血桁を調製してラジオトレー

サーを用いて抗体の生成の確認を行った｡モノクロ-ナJL,抗体の詞!削こ関して

は､抗体の生成が確認されたマウスの肺*細胞と骨髄腫細胞の両者を7a合して調

製した｡その手JEを図2-4に示す｡細胞BL合を行ったのち､2段階のスクリーニン

グを経て特R-抗体を分泌する融合細胞だけを選択した｡これを限界希釈法を用い

てタロ-ン化した｡スクリーニング段掛 こおいては､抗血桁中に所性型ジベレリ

ンに樽見的に反応する抗体の存在をトリチウム標識したGA4を用いて硫安沈殿法

により撒詔を行った｡得られた各抗体についてのGA4に対する親和性を表2-Lに示

す｡一般に抗原抗体反応における結合にfAJしてはおよそ1016-10-9Mの解離定数を

示すといわれている｡今回得られた抗休についても示された解放定数は概ねこの

範囲内であることが判明した｡結合タンパク矧 こついてのこれまでの検出例を､

第1輩において紹介したが､それらの解離定数と比較しても親和性に関しては遜色

なく､モデルGBPとして検出系の設定等に活用できると考えられた｡

また､GA4以外のジベレリンについても各抗体に対する親和性を同様に枚討

し､基解の選択性について比較した｡その一覧衣を表2-2に示す｡用いた各ジベレ

リンの構造式は図2-5に示す｡これによれは､すべての抗体においてGA4のメチル

エステル体よりもGA4のjJ-に高い親和性を示した｡このことは免疫原の調製時に6

位カルボキシル塵に対する活性エステル化を回避し､カルボキシル基が遊稚状態

の免免㌫亨を調製したことを強く反映していると与えられる｡さらにそれ以外の桔

進上の速いに対応して抗体ごとに異なった特徴が認められた｡すなわちライン

(8)花9ではGA20に対して全く親和性を示さず､他と比較して3β位の水酸基の有無

に関する訣別が儀めて厳しいことが判明した｡一方､ライン(1)乃8のように､こ

の部位に的する誠別能が低い抗体も存在していた｡ラクトン環の構造の差掛 こつ

いては､GA37とGA4とが同程度の親和性をTTすることから､今剛斗られたマウス

由来の抗恥こついては､一様にラクトン環の柵連の屋掛 こ帆する識別能が著しく

低いことか明らかとなった｡ウサギ由来の抗体ではこれと異なり厳しい識別能を

有することから､おそらくマウス抗体の識別領域がウサギ抗体と比較して狭い領
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マウスポリクローナル抗体を掬処し
て件状解析を行う

†
マウスミエローマ細胞を相継させ､
マウスより掃出した肺娘細胞と混合する

†
ポリエチレングリコールにより融合する†
選択培地中にて培養を行う (第1次選択)

†
生育の早さにより選抜する (節2次選択)

†
細胞より分泌される抗体船液について
リガンドとの結合能により選抜する (第3次退択)

†
限界希釈法によりクローン化する

l
tlま-のコロニーだけを選抜する (第4次選抜)

†
細胞より分泌される抗体溶射 こついて
リガンドとの結合能により選抜する (第5次選択)

†
モノクローナル抗休およびそれを分泌する
ハイブリドーマを獲得する

図2,4 モノク｡-ナル抗体のSq製方法
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表2-1 抗休のGAJに対する丸和性

マ
ウ

ス
モ
ノ
ク

ロ
ー

ナ

ル

(5)D12 Kd=1･4×10-8日

(8)E9 Kd=】･8×10-8日

(2)FI Kd-5･6×10-9M

(4)All Kd=9･1×10-9日

(1)B8 Kd=7･1xl0-9M

ウサギポリクロ- ル Kd=7･1×10-9日

活ttill分とトリチウムdEZtG～のiR合蘇掛 二段肺 8(した非廿1G～を添加して､

半安沈井蛙をhlいて舌分中の出合故相 性tをir定した｡#&光政(Kd)をT出する

廿便法として,全文&可托tl結合拓也のうちの50%が井はJ&GJヽ で■鼓されるとき
の添加した朋 生休のiLLEを用いた｡



滋2･2 抗体における基野選択性の比較

マ ウスモ ノ ク ロー ナル

(5) (8) (2) (4) (1)
D E F A B ウサギ

ポリクローナル

100 100 100 100 100 100 100

20 128 67 63 110 200 330

6 17 15 11 3 16 8

76 64 67 81 33 58 37

3 10 9 5 2 14 5

84 <0.01 21 220 270 4 0.9

8 26 7 2 0.3 14 22

16 3 7 6 4 0.8 0.8

220 ]50 130 230 190 0.6 0.9

<0.01<0.01<0.01<0.01<0.01 0.4 0.9

各抗休とトリチウムit鼓G～の混合溶液に任JEのJLの各は iLi7ベレー)ンを添加して･放安沈旋法

を用いてペレット中の持合放射活性Jlをi～足した｡qHIG～の結合が50qGm沓されるのに必重な各
井はJLジベレリンJLをylHlL､その辻札を比較して相対的脚 ttを凍めた｡従って億か大きい程､
乱軸性か76い｡G～を基帯として巴す｡
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㈹健 ～J 電 ざ Al

㈹@ GA 7
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域を対毅とするのではlJL-いかと考えている.これらの結盟から､ジベレリンの抗

体に対する親和性と生理的な活性との相関については､ラクトン項に関する構造

の差異を除けは良い相関性を有することが明らかとなり､中でもライン(8)疋9抗体

が長もGBPのモデルタンパク質として着当な性状を有していると判断した｡

2-2-3:抗GAlメチルエステル抗体を用いた定量分析法との比較

すでに調教されているGAlメチルエステルに対する特異抗体什amaguchieta/･,

L990)と今回調製されたGA4に対する特典抗似 こついて､イムノ7ッセイ法を用い

た活性型ジベレリンの走査分析に関する応用面の比較を行った｡図2-6に双方の免

疫原の構造について示す｡従来の抗体を用いたイムノアッセイ汝を行う協合に

は､サンプル中に存在する活性型ジベレリンとの反応性を上耕させるために､す

べての対象サンプルについてメチル化を施す必要があった(WcilcrL･laJ,1981;

AtヱOmCtd,1983;YamaguchietBJ,1987;Kurog∝hictLll,1987)｡これは､6位カルボ

キシル基を修飾して免疫原を用いて得られた抗体の性状が遊離状態のジベレリン

よりもメチルエステル誘導肘 こ､圧倒的にIFjiい親和性を有するためである｡これ

と対照的に､･今回調穀した抗体は6位カルボキシル)点を修飾することなく免疫原を

調製したため､6位カルボキシル並が遊離状態のままの方が圧倒的に親和性が高く

なっている(表2-2を参照)｡従って､これまで活性型ジベレリンの定瑞を行う際に

必要であったサンプルのメチル化か不要となり､分析時IaJの短縮と省力化につな

がると那キされた｡そこで､今回得られた抗体与川いたイムノアッセイ故によ
り､従来のGAlメチルエステルに対する抗体を用いた定立法で得られる結果との

比坂を換討した｡分析材料としては､活性型ジベレリンの嘗俵が知られているイ

ネ(OTyZaSalivaLcv.Sasanishiki)の前を用いることとし､2段階のHPLCで絹製した

画分について等分して一方はメチル化を掩してから抗GAlメチルエステル抗体を

用いたイムノ7ッセイ法で定立し､もう一方は無処理のまま今回調製された抗体

を用いたイムノアッセイ法で定泉した｡2つの定立分析系による最終的なイネ ･蔚
中の活性型ジベレリンに関する定立結果を表2-3に示す｡この結児より多少の誤差

を許容すれば双方の定点値はよく一致することが判明した｡従って､今回調製さ

れた抗体を用いることによりこれまで必要であったサンプルのメチル化が不要と

なり､イムノアッセイを行うための分析時間の短縮と省力化が可能になった｡
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CONH-CH2CH2-CONHIBSA

図2-6 二つの免疫原の拙速式
(上狩 l̂メチJL･エステル.:対する特異抗件叶.rrt･gudnCl.J▲,け90P yI製に用いた免度原.

(Tp～に対する特異抗休のZIkに用いた免皮節｡

表2･3 イネ荊中の活性4!ジベレリンの定点点推

定 立 位(n且/gfr･wl)

定史 法(1) 定 殺法 (2)

135 360

930 940

従来の柿平方法として用いてきたサンプルのメチル化をT前に必至とTる

Ĝ 1メチJL･エステ ,̂に対する抗件を用いたイムノアッセイ故促JLk12)と､

サンプルのメチル化を省略できるG～に対する抗体を用いたイムノアIyt

イ法(定1抜1)の2つの足Jt法により■出されたĜ 1おJ:ぴGA1の吏JLtEを比

較して示す｡定JL皆lこ帆してLiĜ 1およびG～の各々について､用いた各

抗体に対すろ軌和tlを考Jtして井出した.



2-3:特異抗体の応用(1)

イムノアフィニティーカラムの調製

植物ホルモンに対する抗休を用いたイムノ7ブイニティ-カラムの調垂削こ帆し

ては､Fuchsら(1974)の報告をはじめとしていくつか存在する(M crlCnSetaJ.,1982,

Macbnaldcld,1985,Sayavcdra-SotocLれ 1988;Sundbcrge(a),1986)｡しかし､-

掛こそのような低分子物野に対する抗体を用いたイムノ77イこティーカラムの

利用については他の分野での報告例は少7'iく､イ1-劾な溶出系に関する知見に乏し

い｡その観点から､低分子物質の抗原抗体反応についての牲状にLuして更に興味

深い知見が得られるものと期待してイムノアフイ二ティ-カラムの有効利用の検

討に若手した｡

ジベレリンに対する抗体を用いたイムノアフィニティーカラムは､Durleyら

(1989)がか)クローナル抗体を用いて調製を試みている｡また同年､Smhhと

MacMil)an(1989)により逝難型ジベレリンに親和性を持つモノクローナル抗体の適

用が報告されている｡しかし､いずれの報告においても船出効率などに多くの課

確が残り必ずしも従来からの栢製法と比載して効率的な和製が為されたとは言い

難い｡そこで､今回調製したモノクローナル抗体を用いてはじめは担体に同定し

ない遊離状態の抗体を用いて抗原抗体反応についての解離促進安国を磯村し､続

いて担体に固定された状態の抗体を用いて溶出系を検討して有効利Fr)への可能性

を凍った｡

213-1:遊離状態の抗体を用いた解離促進要因の検討

2-3･1-1.カオトロビックイオンの影辛

抗体抗原反応が主にイオン結合による韻合はイオン強度を高めるjJ一法が解無の

ためには有効である｡また疎水結合か関与する幼合にはカオ トロビックイオンか

効果的とされているÔizdetaJ,1983,ChldwcLleta/,1977)｡カオ トロピックイオン

は水の補遺を不安定化させ疎水性領域に水をなじませる効児があり､結果的に疎

水結合が窮まると考えられている｡そこで､イオン強度を高める塩として塩化カ

リウムを､またカオトロピック塩としてチオシアン酸カリウムを用いて抗原抗体

反応に与える影書を検討した｡Eg)2-7に塩浜度の上昇が抗原抗体反応の解鰍 こ与え

る彰書について示す｡縦軸は務留水中での抗原抗体結合巣を100とした時の相対結

合率を示す｡この結果､塩化かノウムについては1.5Mまで濃度を上げてもほとん
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ど解任しないことから効果なしと判断した｡一方､チオシアン酸カリウムによる

彰事では､0･5M以上で甚だしく解放を生じ､また抗体の安定性においても同218に

示すように0･5Mでの失活は少なく､嶺めて有効な解汝方法であると判断した｡

2-3-1･2有較終戊による影書

有秋鮭煤は一般に魔性が低く､革水結合が弱まるとされている｡そこで水に鮭

けやすい有故溶媒してメタノールを使用して抗原抗体反応にLiえる影半を検討し

た｡図2-9には111&溶媒の添加による抗原抗体反応の解鰍 こ与える形軌 こついて

示す｡耕鰍ま蒸留水における結合丑を100とした時の相対給食率を示す｡この結

果､メタノ-ルによる影執 ま40-50%以上ではほとんど解牡することが明らかに

なった｡また抗体の安定性においては図2-10に示すように､メタノール浪度40%

以内での失活は少なく､ある程度の耐久性を有することが分かった｡従ってこの

付近の浪皮範囲での使用がイムノアフィニティーカラムの有効性および捷済性に

澱も寄与すると考えられる｡

2･3･1･3.p噸 境の変化による影手

折3の要因として､pH環境の変化による影廿を検討した｡イムノアフイニティ

-クロマトグラフィーでは緩衝液のpHを変化させた溶山例が娩つか存在する

(Douvascrd.,1979;RobbelB/,1976;MovICarL･IHI.,1984;IJ:tarale-Mui†hcadelaJ,

1975)｡今回調製した抗体はジベレリンの6位カルボキシル&･を強くIa別すること

から､非解離塑(-COON)と解穀型イオン(-COOつを識別する可能性が高い｡そこで

各種嬢帯織を調製し､それぞれの環境における抗原抗体反応について候討した｡

EZI2-11にpH環境の変化による抗原抗体反応の解軌こ与える影単について示す｡縦

■はpH7.0における結合点を100とした時の相対結合率を示す｡これによれば､pH

を5･0以下に下げれば効率よく抗原と抗休は解焦されることが判明した｡図2112に

は比較のためにGAlメチルエステルに対する特異抗体ド-aguch･cld･,1990)を用

いた場合のpH環境の変化による抗原抗体反応の群,削こ与える影響を示す｡この抗

仙 ま6位カルボキシル基について遊触状態よりもメチルエステルとして修飾された

誘神体に､より高い親和性を示すため結合能についてもpHに依存しないものと推

沸している｡したがってこの両者を比較することにより､pH環境の変化が抗原抗

体反応における解軌こ有効となる可能性は､抗休の調教方法にも依存することが

示された｡また､図2113に示すように今回調製された抗体の安定性にLWしては､
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塩の添加浪虻(M)

図2-7 塩の抗B;亨抗体反応に与える形書

塩の感加iL皮は鞍it度を示す.また､*添加時の抗tSfこ対するGAltIZR休の結合Jtを鳥

叫100%Jとして､それぞれの現姥l=おける総合JLを相対的な出合Jtとして丑した｡

相

対

的

結

合上伸
. . @● ●

塩の添加i8度(M)

図2･8 塩毛皮と抗休の安定性

抗件の安定ttを押すするため､初めに許足された醐 1-に3ISm､抗体をおき､脱塩処理により塩幾

払 下げた状丑でĜ 1#斗件との括合虻を■べた｡屯の添加iLLZは牲iAZEを示す｡また･*添加畔の
軸 に対するĜ l廿JA件の捨合JLを兵事(100t)としてそれぞれの凍姥J=おける出合JLを相対的な捻合

JLとして託した｡
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布裁恕雌の添加比率(ち)

Eg12･9 7f放出雌の抗原抗休反応に与える影書

メタノーJL4添加l柁)抗体に対する6人t廿iNLの結合JLを脚 ()00%)とし

て､それぞれの項恥二おける始合JLを相対的に表した｡

相

対

的

接
合

且
仲

0 20 40 60 80 100

有横瀬嫌の添加比窄(%)

図2･10 有也泳推古皮と抗経の安定tt

抗tSの'#定性を許すするため､初めに設定されたJ#攻Tに3L5間､坑件をお

き､メタノール濃皮をTげた扶丑でGA)廿Zt休との結合能を1べた｡メタ

ノールt添加時の抗掛 こ対するĜ 1tlZltSの結合Jtを&叫 100%)としてそれ

ぞれの凍恥 こおけるた合tを相対的な結合JLとして&した｡
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plt70の攻境下における抗拝とĜ )dF与件の蛤合JLをよ革(100qb)として､

それぞれのBt射 こおける結合tを相対的に&した.
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tgl2･)2 抗GArMe抗体を用いた幼合のpH項嫌変化が抗原抗体反応に与える形書

pIl70の規塊Tにおける抗GAl･M亡抗作付aml且L･Ch･EL･J,1990)とĜ ]-MedEZtt*の捨金JL

を基叫 100%)として､それぞれの環境における培合tを相対的に&した｡
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齢 t3 ptlg境変化と抗体の安定性
設定 したpH環境

坑件の安;池 を拝すするため､初めに設定された可塊Tに3時田､坑休をおき､pl170に■並して抗休と

Q̂I的 体の地合Jtをボ定した｡初めからpH70の攻*JこおいたAB合の抗休とGAldHL件の捨合Jを耕
(100tk して相対的な持合JLを示した｡
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pH45-50付近ならは抗休もジベレリンも安定して存在するとJeえられることか

ら､溶出条件のl要Elとして実用性が期待される｡

2-3-2:イムノアフィニティーカラムを用いた溶出系の検討

ヒドロキシアパタイトのカラムを用いたHPLCにより抗休を柿製し､担体には

cNtlr活性化セフ7ロ-スをJ77いた｡常法によりカップリング反応を終了した後､

グリシンによるブロッキング処理を行った｡対.EP.として牛血滑アルブミン結合カ

ラムも調製した｡双方のカラムを用いてGA1標識体のカラムへの吸,at状況を比較

した｡避難状態の抗体をmいた検討より得られた知見をもとに､種々の溶出液を

組み合わせて調製し､カラムにおけるGAl標識体の溶出効率を検討した｡

抗体カラムと対照カラムにおけるGAl標識体の吸打̂状況を図2-】4に示す｡これ

によると双方のカラムで明らかにGAl標識体の挙動が邦なっていることが示され

た｡対照カラムでは伏したGAl標識体のうち60分IRlの洗浄で85%､テーリングを

考慮しても80分FiUの洗削こよりほとんどがカラムから姶出されることが明らかと

なった｡-JJ､抗体カラムでは90%程度がカラムに保持されており､洗浄による

カラムからの漏出もほとんど認められなかった｡

遊離状態の抗体を用いて解析された抗原抗体反応の解離に有効な要因を組み合

わせて計6種卿の蔚山液を調製し､各々についてカラムに保持されたGAl擦識体に

対する船出効率を検討した｡その結果について衷214に,示す｡これによればカラム

内に固定化された状態の抗体と遊離状態の抗体において､抗原抗体反応について

はかなり状況が児なっているものと推測された｡すなわち遊離状態の抗体とGAl

標識体との結合を解牡するのに有効と判断された各条件を軌み合わせてもカラム

における抗原抗体反応の解放条件としてほとんど息能しない磁合があった (溶出

莱(1)～(4)を参照)｡この理由としては､抗原と抗体の結合様式あるいは頼和性の

変化に由来すると思われるが詳細は不明である｡叔終的に､カオトロビック塩を

用いることにより効率良い溶出系が確立され､実用化への可能性を示すことがで

きた(溶出系(5,6)を参照)｡

擢止された船出系を用いてアフィニティーカラムにおけるGAl標識体の回収率

を検討した｡溶出状況について図2-15に示す｡このLt-果､分析に伏したGAl標識

体の約90%が溶出画分中に回収されたことからイムノ77イニティーカラムが十
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皇>ヽ主 20Uく○1⊃&10○>■ao図1114 イムジ ■ lL -C-牡馬Jme(TnlnAlの挙動 BSA-CoJLJITln 況の

∫

l l

li 煎出系 NaClt_KSCN⊥MeOHTween20溶液のp 溶出効率

%

(i_)～ 0.5 40 7.4 2
(2) 2

(3) 0.5_ _ 0.5 4.0 1
(4) 2

(5) 0_5 40 4.0 89

(6) 0.5 40 0.5 4.0 89
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図2･15 稚正 した船出系を用いたJA合の標識GAlの船出状況

6KAĜ 1落法をカラムにアプライした状軌 国中C)で3I細 ML(ta中[)し､それから洗浄用牡書
法で8分間の洗朴く句中nりを行って王に20分拙h書した.それから2良書に洗71捷rF(Eg)やWlと
vn姥60分NlrTって､軽出月ヰ書牡で8分和の転出(BlやPE)を行い､空に20分Ltl廿dLした｡JL徒
に蘇出(EZl中りを40分M行った.その鼓の姶出育分中のJtJl活ttをir足して示す.



分実用に耐え得るものと判断した｡

2-3-3イ ネの新中のジベ レリン分析への応用

実際に天然物の分析にイムノアフィニティーカラムを応用し､その有効性につ

いて検討した｡材料は､前項においてHPLCによるffで製とイムノアッセイ法によ

る定立が終了しているイネ(品種 ササ二シも OqzJualLYaLcvSasanlShlki)の薪を

用いた｡図2-16に分析の手順を示す｡イムノアフィニティーカラムにおけるジベ

レリンの溶出はこれまでの検討により確立された溶出系を用いた｡船出液にはカ

オトロピック塩が多く含まれているが､溶出液のpHは中性を示すことから､直ち

に濃縮し折出したカオトロピック塩を除去してからODSカラムを用いたHPLCによ

る稲製に供したO得られた画分についてイムノアッセイを行い､77イニティ-

カラムのかわりに陰イオン交換カラムを用いたHPLCによる粘製法を適用した場

合との活性型ジベレリンに関する定温借の比較を行ったO

蓑2-5に､稲敷手順にアフィニティーカラムクロマトグラフィーを組み入れた場

合と従来法を用いた場合の双方で殺終的に得られた活性型ジベレリンの定jJF=li倍を

比載して示す｡この結果より､イムノアフィニティーカラムを用いた方が全般に

高い値を示しているが､用いた検品線が異なることや､従来法では陰イオン交換

カラムーHPLCにより得られた画分のうち7-12分の保持時間の画分だけをODS-

HPLCに供しているため､それ以降にテーリングを起こして鮭出されるGAlおよび

GA4が存在した場合には双方の枯製法で定見イ郎こその分たけ差を生じる可能性が

ある｡しかし､GAlとGA4の比率などは保存されておりイムノアフィニティーカ

ラムが充分実用に耐えうるものであることが示された｡
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2-4:特異抗体の応用(2)

抗イディオタイプ抗体の調製

GA4に対する特異抗体を硫安沈殿法により柿製した後､透析 ･凍結乾燥してこ

れを免疫原としたo常故の免疫スケジュールに従って､咽 の免疫においてウサギ

1羽あたり5mg､マウス1匹あたり06mgを用いて免疫した○また､抗血清中に抗

イディオタイプ抗体の存在をイムノアッセイ払により確認した後､上述の細胞融

合法によりモノクローナル抗体の調製を行った.

2-4-1･抗イディオタイプ抗体の生成についての確認

得られた抗血椿中の抗イディオタイプ抗体を検出するため､免疫原として用い

た活性型ジベレリンに対する特異抗体とトリチウム標識GA4との抗原抗体反応に

対する阻蕃活性を検討した｡その結果､得られた抗血楢のすべてにおいて阻普活

性を検出した｡そこで､2種類の対照区を設定し抗イディオタイプ抗体の生成につ

いての駆詔を行ったO-つは､正常血術中の成分に阻蕃活性を有する物質が含ま

れていないことを確かめた (表2-6を参照)Oもう一つは､抗イディオタイプ抗体

とトリチウム標識GA4との剛 こ直接には胡和性がないことを節かめた (表2-7を参

梶)｡これら二つの結果から･血硝中に抗イディオタイプ抗体が存在すると結論
づけた｡

2-4-2各稚抗イディオタイプ抗体における識別領域の差異

ウサギを用いて抗血柵を調製する際に2月徴 の抗体画分を免疫原として用いた.

双方とも活性型ジベレリンに対する抗体を含むが､一方はウサギより槻 したポ

リクローナル抗体であり他方はマウス由来のモノク｡-ナル抗体である｡両者は

ともにジベレリンの生理的な活性発現に韮要な部位への識別能に優れているがラ

クトン環概的 差異に対する識別鰍こついては､ウサギポリクローナル抗体だけ

か非常に厳しい識別能を有している(衷2-2を参軌 よってジベレリン受容体との

相馳 で言えば､本来はウサギポリクローナル抗体を免疫原として用いることが

恥 安当と考えられるoしかし､ポリクロ-ナル抗体であるため鰯関係な物質が

軸㌦ており､その中から検出限界以上の目的の抗イディオタイプ抗体が調製さ

れるか否かは疑問であった｡このため､単一のクローンであり免疫原としてもも圭
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&2･6 抗イディオタイプ抗体の生成稚逆(1)

正★血柵中の成分に抗ジベレリン抗体と凍iZG～との姑合を阻甘する物見か含まれていないこ

とを縫窃するため､マウス正常血清を孟宜希訳して添加した牧舎の抗ジベレリ,/抗体と号鼓

G<年との持合JtをiN定した｡正常血所をiShLない牧舎とした場合で結合JLに変動か苛められ

ないことから阻沓する袖丈は含まれていないと考えられる｡

衣2-7 抗イディオタイプ抗体の牡成櫛弦(2)

希釈倍率 結合放射活性Jt(dpm)

50倍 ← 104

Ul1 94

抗イディオタイプ抗体とトリチウム様汲G入Iとの問にIdl銀､丸和ttかないことを確かめる

ため､抗イディオタイプ抗休を岩B:希釈して便鞍GJヽとの反Li:ttを飢べた｡

222-8 各種抗イディオタイプ抗体の交&反応性

用いた抗ジベレリ/抗体

ウサギポリタロ-ナル抗捧 マウスモノクローナル抗休

添加した抗イデ

ィオタイプ抗 体

に関して用いた

免疫原の用頚

ウサギポリタロ由来 69 284

マウスモノク｡由来 167 99

無添加時 3972 3582

?明 の抗ジベレリン抗拝とttZ&G～の総合に対して､それぞれの坑ジベレ

リン抗tSを免庄原として用いてZI繋した抗イディオタイプ抗体を添加して､
その阻専状況を比較した,
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的な供給が十分可能であるマウス由来のモノクローナル抗体も別途併用した｡

それぞれを独立に免疫して得られた抗血桁において､去2-8に示すように交差し

た反応系を用いて認識部位の構造の比較を行ったOいずれの検定系においても､

抗イディオタイプ抗体は､もともと免疫原として剛 ､た抗体により高い親和性を

示すことが明らかとなったOそうした若干の差は存在するものの異なる免疫原を

用いても相互に作用することから､得られた2種類の抗イディオタイプ抗体が有す

る訣別領域は非常に似通っていることが推洲された｡

また､モノクローナル抗体の調熟 こ関しては､触胞融合後のハイブリドーマの

スクリーニングにおいて､ポジティブコロニーを1ライン選抜しクローン化に至っ

た｡スクリ-こングにおける-般的な抗体の検出汝と比較して､抗体とトレーサ

ーとの結合lriではなく､免疫原とトレーサーとの結合に対する阻舎371をもってポ

ジティブコロニーの選択を行わねはならず､その選抜は非常に困難であった｡今

後､さらに抗体の調製を継続して行いその'Irからジベレリン受容体に関する研究

に応用可能なラインの選抜を行いたい｡
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2-5:実験の部

■■■免疫原の調製■■■

●GA4-17-ノルケ トンの調製

GA4/GA9の混合物(約9･1)5134mgをテ トラヒドロフラン-水(11)の溶媒50m忙

溶解した｡四酸化オスミウム685mgを加えたのち､メタ過ヨウ素酸ナ トリウム

6644mgを粉末状にして､30分間かけて徐々に添加した｡N2ガス位換後､常温に

て12時間税拝した｡シリカゲルTLC(DC-FcrLigplalLcnKICSClgc160,Mcrck,Germany,

展開溶媒刻 AcOEL:CHC13AcOH=2012･1(V/V)l)により反応の進行を確認した｡反

応液を浦過した後､ろ液を濃縮し髄性条件下でAcOEtによる鮭媒抽出を行った｡

この画分について脱水処理した後､シリカゲルカラム吸L'クロマトグラフィー(蘇

出系 CHC13-AcOEl)に伏してGA4117-}ルケ トンを分離 ･精製したO収虫は

1131mgであった.1日-NMR6(D4-mCLhanol)317(d,I-96Hz,C-5),263(d,

J=96Hz,C16),239(m,C-13),2ll(m,C-15),LC/APCトMSrn/4括弧内の数字はベー

スピークを基準(100)とした時のイオンの相対強度を示す)384(lM･NH41+,23),

352(lM+MeOH+NH4】+,100)

●GA4-16-カルボキシメトオキシムの調製

CMA塩酸塩247rng(0･226mmol)を06Bmlのピリジンに溶解し､これにGA4117-ノ

ルケトン304mg(0.091mmol)を加え50℃に加温して12時rldJ静粧したOシリカゲル

TLq展開溶媒系はlAcOEtCHC13AcOH-20L21(V/V)J)により反応の進行を確認

した｡酸性条件下､AcOEtによる溶媒抽出をrlい濃縮物4('Omgを得た｡IH-NMR

6(D4-MeOIi)≡3.17(d,I-96Hz,C-5),263(d,I-96Hz,C-6),272(m,C-13),218(m,

C･15)･449(S,ant,NOCH2CO),448(S,syn-NOCH2CO),FABMSLncgativeJTn/Z･

813(rM2･Hr,8),406(rM-Jlr,100),390(IM-OH㌻,2),362(lM-COOH]-,2),348( rM-

cH2COOHT･4),332(LMI0CH2COOIIT,7)
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●選択的活性エステル化およびキャリアタンパク質との結合

GA4-16-CMO粗画分460TT唱を300FLtの紙水アセトニトリルに溶解し､NHS1

130mgrl当見Iを加えたO続いてDCC208.Tlgl089当見】を加えて､N2ガス隈換後､

室温にて12時間伐拝した｡シリカゲルTLC(展開溶媒系はrE10Ac･CHCL3AcOH-

2012.1(V/V)】)により反応の進行を碓認した｡沈澱物を除去した上楢を出航乾固し

濃縮物564mgを待た.これをDMF300LLLに溶解し､別個にBSA1194mgをDW600

F川こ溶解し､両者を混合した｡更に25JJlのトリエチルアミンを加えたCN2ガス

置換して常温で3ElI;1校拝した.反応物についてDWによる透析を行い1208mgの

免疫原を得た｡

■■■モノクローナル抗体の調製■1■

●免疫用エマルジョンの調製

予備免疫用のエマルジョンは､免疫原1mgをPBS(K2HPO4l･392g,NaH2PO4

･2H200･312g,NaC15844gをDWILに溶解,pH7･4)600IL=こ溶解したO-方､免

疫増強剤(complctctypeのFrcundad｣uvant)を600IL1用意して､双方を混合してW/0

タイプのエマルジョンを調製した｡追加免疫の場合は免疫増強刑としてincomplctc

typcのad)uvantを用いた｡

●イムノアッセイ法による抗体の検出

抗血滑またはハイブリドーマの培亜上清のPBS(pH72)希釈溶液01rnlに､ウシ血

削 lml,Pらs03rnl,標識GA哨 液(1,213日2】GA4,139TBq/mmol,L70frnoL)01mlを

混合しTiTY温で3時間静定した｡これに終曲度50-60%(V/V)になるように飽和硫恨

アンモニウム水溶姓を添加し､4℃で30分r7EJ静証してから遠心操作(3,500rpm,20

分臥 Kokusan)によりペレットを得る050%(V/V)飽和の酢酸アンモニウム溶枚を用

いてペレットの洗浄を行ったのち､ペレット中の放射活性を測定した.

●降職細胞の調製方法

マウスの頚骨を砕いて70%ユタノ-ルで全身を消碇し､腹部左側より肺臓を摘

LHした｡細胞培養用培地で洗斡しミクロスパーテルで肺臓細胞を少泣ずつ取り出

した｡シリンジを剛 ､てさらに細かく分離し､遠心嫌作(1000rpm,5分間)により細
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胞ペレットを調製した.085%の塩化アンモニウム溶液により細胞懸濁液を10倍

希釈して赤血球を敵機した後､さらにリン酸緩衝液で10倍に希釈してからへマサ

イトメーターを用いて仝#Il胞数の井出を行った｡

●ミエロ-マ細胞の調製方法

肺胞細胞と同様に培並液をよく懸濁してへマサイトメータ-により全細胞数を

昇出した｡細胞融合に用いるミエローマと肺臓細胞の混合比率を110としたo

●細胞融合法

服娘細胞とミエローマ如l胞を混合し､嵐山操作(lOOOrpm,5分間)により混合細胞

を得た｡37℃の恒温柵内で50%ポリエチレングリコール溶液を正確に1分間かけて

添加したのち､更に1分間経過してから9倍丘の培地を5分R紬､けてかき混ぜながら

添加した｡遠心操作(1000rpm,5分r現)により融合細胞を得た後､般終的にlmlあた

り4×106個になるように培地を加えて96穴培養用プレートに100FLlずつ入れたo

●HAT培地によるスクリーニング方法

ヒポキサンチン､アミノプテリン､チミジン入り選択培地を細胞融合から24時

間後に100IL1ずつ各ウエルに添加した｡3-4El後､増せ上楢を捨て各ウエルに通

常の培地を入れた｡1週間後に直径が075rnm以上のコロニーが存在するウエルだ

けを選抜して上清を得て､イムノアッセイ法による抗体の検出を行った｡

●クローニング方法

フィーダー細胞を調製するため､正常マウスの牌臓細川包ペレットを調製し､ヘ

マサイトメーターにより細胞数を芳川･lLてImlあたり2×106佃の懸濁液にした｡さ

らに限界希釈法によりハイブリドーマ懸碗液を調製して､理論的にウエル1個につ

き細胞が1佃入るように各プレートへの植え付けを行った｡約2週間の培並の後､

コロニーがウエル内に唯一存在し､コロニーの直径が1･7mm以上に成長している

ウェルを選択し､その培巻上楢についてイムノアッセイ法により抗体の検･LL'･を

行った｡



●ik安沈殿法による抗体故出法

古きジベレリン溶液(7･5nM1,2-3日2-GA4(33･6Ci/mmol,AmcrshanltPhs,pH7･2)

0.1m)(ca･10,tX氾dprn,L608q)と抗体蔚液01rTllと､対照として井標識ジベレリン鯨

波(lmMGA4)またはPBSのみを0･lml添加して､キャリア-タンパク質としてウシ

血清溶液(PBSで15倍希釈P3mL添加して､12時間反応させた｡これに飽和硫安鮭

液075m)を加えて30分間､4℃で静正した後､遠心分搬(5,000×g,4℃,20分ral)に

よりペレットを待て､2mlの液体シンチレーションカタテノLlACSll,Amcrsham)に

混合して放射能カウントを測定した｡

●抗体のpH依存性

DWで鮭解した抗体溶液0･lmlと､標識ジベレリン溶液(7･5nMI,213日21GA4)

01ml(ca.10,000dpIT),160Bq)と､最終的にlj的のpHを維持するように設定された各

雀術液0.3mlを添加して計500FLlの溶液にして4℃､12時IiiJ反応させた｡これにPBS

で15倍希釈したウシ血楢溶液0,1mIを加えて､4℃､30分静正した｡以 Fは通常の

硫安沈殿法による抗体検出法に準じてペレット中の放射カウントを測定した｡各

設定pH後衛液の調製方法(pH40-pH55 02Mフタル酸水ぷカリウム溶液,OIM

NaOHで胡並;pH60-pH70:02MKH2PO4溶液,01MNaOHで閑職,pH75-

pH85 02MTrlS縦波,01MHC)で調製;pH90-pH9･5:0･2MI13PO3-KCL溶#,

01MNaOHで調並)｡

●抗t4･のGA4に対する凝和性および生野選択性

抗体溶液0･1,Tlは標識GA4溶液01ml(ca20,0(XMprn,333Bq)に加えて､任意の鬼の

各非積識ジベレリン溶液01m)を混合して､通常の硫安沈殿法による結合活性を測

定した｡i帥 瓜 の非標語GA4により交換可能な標識GA4の食結合花のうち､非標

卦叫 を添加した協合の50%正枚に必要な添加血については､反応賠液温(135ロ.L)

から浪度を井出し解社定数とした｡基節選択性にr姻しては､50%を社換するのに

必萎な添加盤を各非標識ジベレリンについて井紬し､惑度の逆数を比較して相対

的親和性を求めた｡
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rIJlr応用面における抗GAlメチルエステル抗体との比較■■)

●植物材料

分析に用いたイネの掛 ま､ササニシキ(OlyZa･SartVaLcv･SasanlShlk-)の正常種か

ら開花3-4El前に採取した｡

●ジベレリンの抽出および粗柿製

イネの荊(298nlg)を80%アセトン水溶液中で乳鉢を用いて抽出した｡浪縮した

ものをMeOHに溶解し､BondElutDEAカートリッジ(AnalytlChcmlntcTrlational,40FL

IT))に供し､01%(V/V)AcOH入りMcOH溶液で溶出を行い､出縮した画分をNuclcosiL

N(CH3)2カラムを用いたHPLC分析､およびODSカラムを用いたHPLC分析に供し

た｡

●NucleosllN(CH3)2カラムを用いたHPLC分析

サンプルを100plのMeOHに溶解し､うち60iLlを分析に供したol分ごとに分画

して減圧浪縮した後､5%(V/V)McOHを含むリン懐疑衝液に溶解してイムノアッセ

イ用試料としたo残りは減圧濃縮LODSカラムを用いたHPLCに伏した｡(カラム,

Scnsyu-PatNuclcos･lN(CH3)2,46rnr,IId･×100mm,溶媒,005%(V/V)AcOH入り
McOH,Is枕-atlC,流速20mL/分,検出,UV(210nm),分取 2Um)/fT)

●ODSカラムを用いたHPLC分析

サンプルを100FLlのMcOHに溶解し､うち60JLlを分析に供した0分画した後､

減圧換縮して5%(V/V)MeOH入りリン酸緩衝液に溶解してイムノアッセイ用サンプ

ルとしたo(カラム,ChFX:CllpakC18SG120,46rnrnidx250mm,Shisc)do,溶媒A

(20%(VJV)accloniLrllc/0.5%(V/V)AcOH),溶媒B(80%(Vル)acclonltnlc/05%(V/V)AcOH),

AIOO%-Bloo私,3O分間.LlnCaTgradlCnt,流速10ml/分,検出UV(215nm),分限

10ml/fr

ll■■イムノアフィニティーカラムで用いる溶出系の検討IPq

●塩濃度･有低溶媒･pH環境の変化による影響

KCl溶液は初めに45M溶液を調製し順次希釈して用いた｡KSCN溶液の調製も

初めにL50M溶液を調製した｡解離状況の検討は､GAl標識体(20,000dpm,
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274fmole)溶液200LLlと抗体溶液2UOFLLを加えて撹拝し､1時間､4℃で静正した｡

各濃度の塩溶液200FLlを添加して枕拝し､更に1時間静促した｡牛血清溶液100FLl

を加えて飽和硫酸アンモニウム溶液750FLlを添加して､4℃に30分間静置してから

遠心分離(5,000×g,20分間)により得られたペレットの放射活性lnLiを測定した｡

MeOH溶液を用いた場合や異7-i:るpH緩衝液を用いた場合についても同様に検討を

行った｡ただし､用いた緩衝系として,pHl0-20は02MのKCl-HCI系,pH25-

40は0.2MのKHphLhalaLc-HCl象 pH4.5-55は02MのKHphthalate-NaOH系,pH60

-70は02MのKH2PO41NaOH系,pH75-85は02MのT,IS-HCl系,pH90-95は

02MのH31303-NaOH系をそれぞれ用いた｡

●ヒドロキシアパタイトカラムを用いた抗体の柿製

使用したカラムはHydroxyapatitcTAfS-050805(Toncn,75mrni･d･×50mrn)､展開

溶媒として鮭媒A(001Mリン髄緩衝液,pH71)､溶媒B(03Mリン酸緩衝液,pH6･7)

を調教しておき､5分間はAIO0%､次の5分間でA44%.B56%までlmeargradicnlを行

い､10分間はÅ44%:B56%を維持し､次の5分間でBLO0%まで1.ncargTad･cntを行い､

10分間はBIO0%を雑持した｡流速は10mL/分,検出はUV(280nm)で行った｡

●イムノアフィニティーカラムの調敷

抗体溶液33ml(20mg)とカップリング用緩衝液(075MNdC1-01M炭酸緩衝液

(pH8.3))47mlを加えた｡これにCN13卜ilCtlVatCdScpharosc4B(PhamlaCla)115gを添加

し25時間振過してカップリングを行った｡反応を終了してゲル懸濁液をグラスフ

ィルターに移して洗浄した後､02Mのグリシン溶液(PHR3)を8mL加えて2時rld振過

した｡再びグラスフィルター上に移し､05MNaCl-0IM炭酸梗衝液(pH83)および

05MNaC1-01M 酢酸緩衝液(pH40)で交互に洗浄した｡それからミニカラム(生化

学工業,セパコール･ミニ,7.5mm.d)の先端にマルチフレクッスチップ(フナコシ)

を取り付け､ゲル懸濁液をカラムに入れた｡カラムのブロッキングを行うため､

05%BSA-PBS浴液(pH7.2)500FLlをカラムに洗した｡その後､05MNaCL101M炭

憩緩衝液(pH83)および05MNaCL-0.1M 肺頼硬衝液(pH4O)で交互に洗浄した｡

●イムノアフィニティーカラムを用いた溶出系の検討

ll,2-3日2]-GAl溶掛 00FLI(20･00Odprn,274fmolc)を1滴ずつカラムに充填した後､
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lTTlLの試料充的用親衛液(0.I5MNaCト5%(､叶)McOHIPBSOH74))を1滴ずつ続して3

時間静征した｡洗別口緩衝液(0･15MNaClJ･5%(V/Y)Twccn7_0-P8S(pH7.4))を流速

350LLI/分で8分間流した後､20分間静任した｡洗浄用旗衝液を40分間洗してから溶

出用凍衝液(0･5MKSCN40%(V/V)McOH-806M新穂捷衝液bH4.0))を8分間流した

後､20分間静放した｡溶出用壊衝液を40分間流して溶出を行った｡

■■■イネの新中のジベレリン分析への応用■■■

イムノアフイ二ティ-カラムへの試料の充J3'jおよび溶出に関しては以Tの要領

で行った｡その他の分析条件に関しては｢応用面における抗GALメチルエステル抗

体との比較｣の項を参照｡BondEIulDEA処理後の濃縮乾B]物i･lmlの試料充填用緩

衝液(015MNaCI-5%(V/V)McOH-PBS(pH7･4))に解解した｡うち0.5mLをイムノアフ

ィニティーカラムによる精製に供した006mlの試料充ち'l用接衝液を流し､常温で

3時間静粧した｡以下の手順は前項に従った｡群出用嬢衝液による溶出液をあわせ

て浪解し､10OJLlの2O%accLOnltnLcl05%AcOH鯨波を添加して蘇解し逆心振作
(20,000×8,10分間)して上桝を雄和し､これをODS-HPLCによる稲見削こ伏した.

1■ll抗イディオタイプ抗体の調製時の力価の井LLibIl

イムノアッセイ法による検定系においてトレーサー(1.2-r3日21GA4,1･39

TBq/mmol,170fmoL)の30%と結合する哉皮の免疫原抗体を用いて､両者の結合を

30%阻'tEする時の､抗イディオタイプ抗体船液の叔終希釈倍率をもって力価と定

義した｡すなわち､図2-17に示すようなシグモイド曲線を作成して､抗イディオ

タイプ抗体を全く含まない反応系での結合放射活性品の70%を維持する時点の抗

イディォタイプ抗休溶液の希釈率を外挿により求めた｡
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図2-17 抗イディオタイプ抗体における力価の井出方法

抗血析II'の抗イディオタイプ抗体の存在Jiを示す階債(力価)の井出方法として､

抗血清の希釈率と､その希釈溶液を抗ジベレリン抗体と横取G～の混合液に添加

して両者の結合に対する肌着状況をプロy卜した｡そして30%の阻省を引き起こ

す抗イディオタイプ抗体の希釈率を外挿により求めて力価とした｡
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■■雷第3章■■{
ヤエナリ幼植物体からのGBPの
抽出･精製とその性状解析

3-1:緒 言

GBPを検索するにあたりその机gl段階で要求されることは､GAlあるいはGA4

といった活性型ジベレリンに結合能を有するタンパク質をまず検出することであ

る｡検出されたGBPについて精製を行い､どの画分にGBPが存在するか直ちに検

出するため､精製と結合活性検出は平行して行うことになる｡従って精製を短時

間で効率的に進めようとすれば､GBPの検Ltiに要する時間 ･労力はできるだけ凝

小取に抑えなければいけないOそこで､すでに活性型ジベレリンに特典的に反応

する抗体の調製時に検出系として導入し､即時にCBPの検出系としても対応させ

ることが可能IJL-硫安沈殿法を採用した｡また､利用する放射性標識体としてトリ

チウム標識したGA4を用いた｡硫安沈殿法では一般的に高い塩溢皮の環境下で偶

発的に形成される結合部位を検出する危険性があり､使用に際してはこのことに

十分に留意しなければならない0'enis,1984)｡しかし､極めて簡便な方法であるた

め未知物質i･大東の画分から迅速に検出する方法として､それらの危険性を考膿

してもまだ魅力のある方法であると判断し検討を継続した0

-万､G】∋Pの抽出材料としては､ヤエナリ(別名マングビーン､Vlgl78'adJalacv

Wlkzck)幼植物体 (収穫直前の形態について図3-1参照)を採用した｡ヤエナリは

他と比較して生育速度が速く､廉価で丘的な充足が柑やすい優れた抽出材料であ

るo受容体に関逃したCBPであれば､その存在丑は撤inと考えられるため､単離

に至るには大畠の材料が必要と予測されることからGBP精製の鵜の格好の材料と

考えた｡

検出されたGBPについては､精製途上においてその性状を解析し､追究に佃す

るか否かの判断を下さなければならIj:い｡その為の判断材料として､活性型ジヘ

レリンに対する耕和性や､特典抗体で示されたような活性型ジベレリンへの基質

勧モ性などの性状について尺度として活用すべく以下の検討を行った0





3-2:ヤエナリGBPの抽出･精製および単離

タンパク質を抽出する材料として子垂を含めて抽LIJ.した鵜合､抽出物の粘性が

高くなりカラムクロマトグラフィーに長い時間を要するので､子方は除去した｡

また､独給による保存方法はとらず新鮮な状態で庇ちに抽Hiを行った｡

抽出にはpHを761=設定したトリス後衛液を用い､GBPが隊内タンパク野または

掛摺 牲(べリプラズミック)タンパク質である可能性も考慮し､それらの抽出を

可鰍こすると言われる高裁度のNaC峰添加した｡また､SH基保津刑(2-Mti)やプロ

テイナーゼインヒビタ-(PMSF)も遠見添加した｡栢奥lこついては､破砕 ･抽出液

を遠心処理して上柿画分を待て､これを硫鼓アンモニウムを用いて塩析し､親衛

液に可溶なタンパク質画分 (可溶性タンパク質画分)を沈殿として称た｡この画

分を即 12に示す様な構造を有するアフィニティーゲルおよび陰イオン交換ゲルを

mいたバッチ方式による柿製に供し､掛 ､てゲル浪過カラムクロマトグラフィ-

を行った｡アフィニティーゲルによる柄製後､鮭Lu画分を二次元Palivc-SOS)電気

泳動で展的し､サブユニット梢成を調べた｡また､各サブユニットの部分アミノ

棟配列を分析し既知タンパク質との相同性を調べた｡

3-211:アフィニティーゲルによるfI'f製

楠澱段肝が進んでもGBPがジベレリン結合活性を保持するためには､それだけ

短時間で効率の良い栢製方法を組みあわせることが必要である｡そこで､ジベレ

リンのアフィニティーカラムの任用について検討し､効児的な柄製法としてその

活用を図った｡Sakalら(1985)はオーキシンの結合タンパク質ABp-ⅠおよびABP-1rの

将製において77イこティーカラムをmいた効率的なT.?製を報告している｡彼ら

は合成オーキシンである2,4-ジクロロフェノキシ酢酸(2,4-D)の構造のうち､活性

発現に重要な末蜂カルボキシル基を敢えて修飾し､アフィニティーリガンドと結

合タンパク質との親和性を適齢 こ低下させ､JUp-lおよびABp-日の鮭出効率の向

上に成功している｡そこで､同様に活性型ジベレリンにおいても活性発現に頚要

な6位カルボキシル益を用いて､本来保存されるべきこの鮒如､らの修飾により低

親和性のアフィニティーゲルを調製した｡

バッチ式のアフィニティーカラムに保持されたタンパク野について､塩強度を

上昇させて順次､段階的に姶出した.柑られた画分 (帆 こ､S200区,S300区,S500

区,S叫)区)について､硫安沈殿法によるジベレリン結合活性を測定したとこ

ろ､即 ･3に示す掛 こS500区,S800区の2区に主な結合活性が認められた｡一方､抽
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出直後のuI鮭性画分や予備稲-製用のプレカラムid過区には､結合活性は微弱にし
か認められなかった｡

3-2-2:陰イオ ン交換ゲルによる精製

アフィニティーカラムにより得られた括牲画分を合わせ､塩強度がOIM程度に

tj:るよう透析を行ってからバッチ方式による陰イオン交換ゲル(DEAEScphadcxA-

50)を用いた将製に供した｡溶出は砺次､塩強度をしけて行い､計5画分(凧 こSl00

区,S300区,S500区,S700区,S1000区)を得た｡ジベレリン結合活性を測定したとこ

ろ､図3-4に示す様にS500区からS1000区までに活性が認められたのでこの3画分を

合わせた｡

3-2-3ザ ル臆過カラムクロマ トグラフィーによる桁製

陰イオン交換カラムによる精製で活性の認められた阿分を合わせてゲル漉過カ

ラム(Scphacr)'LS-400)クロマトグラフィーに供した｡一定時間額に分画し､各画分

についてジベレリン結合活性を測定した｡その結盟を図3-5に示す｡横幣タンパク

質を用いて作成した検崩鰍から約500kDaと約150kDaに肝 ulする削 他位に活性の

ピークが認められた｡そこで約500kDaの活性ピークを含むfr00-67(絹分If･lg一分)､

および約150kDaの所牲ピークを含むh168-82(低分+僻 目の二つのグループを

NutlVC-PAGEに供した｡そのi.-.果､図3-6に示す様に双方のレ-ンともに同一の移

動度を持つヤエナリGBPとみられるバンドを認めた｡このことから高分子画分と

低分子画分はともに構成成分が同一であり､高分+画分rr,のCBPは複数の分子が

会合したものと考えている｡

3-2-4:ヤエナ リGBPの精製効率

各楯製段階におけるヤエナリGBPの回収と結合活性ならびに絹製効率を去3-1に

示す｡これによればアフィニティーゲルによる桁製が最も効兇的であり比活性に

おいて約20倍程度に上昇することが判明した｡電気泳動の結果からCBPと思われ

るタンパク質が Ii-のバンドとして検出されるまでに精製することはできIJ.･かっ

たれ 当該バンドが一方して結合活性に対応して認められることから､注Elして

いるバンドを示すタンパク質が活性本体であろうと考えている｡また､活性画分

におけるタンパク質宝とGA4鹿合活性量との朋掛こついて即 -7に示す｡これによ

_56_



結合放射活性崩

結

合
放

射
活

性
見

回

艮

け

Z
i
培

ー
57-



捌

m

鮒

卿

仰

結

合

放

射

活

性

出
0

?/ 冒::≡
パ 0･08

蓋 …‡……
0

比 60
放 50
射 40

活 30

性 20

丘 10
0

●●

～ ･.I.B
+～

◆ ◆
◆

,..o ･.輔 昌恥 k t,h

40 60 80 100

40 60 80 100

40 60 80 100

向3-5 ゲル沈iAカラムクロマ トグラフィーによるヤエナー)GtlPの相対

(上段ykT)hJJ7ylS■00そJ7)いたカラムクロマトグラフィーにより得られた各背分における結合放射
触 牲▲(lJ)および非梓共的結合放射活性J(UB)｡(中段)タンパクJl定JLにより井iJlされた各ii分中

のタンパタダJt.(下任)活ti4!ジベレリンに辞典的な結合放射活性Jt(a-ul)を示す｡また､分子t
井出のためl=以下のマ-カータンパク耳を伽 ､てそれぞれの保持Llf間をiN定した｡ll)yroglobutJn

(669kDJl̂ FD†cITltL11(440仙 人CJlalasc(2321DalJuddasc()58tDa)｡
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図3-6 ゲル漣過カラムクロマ トグラフィーによりtlJられた活性画分のSDS-PAGE

ゲル淀iaカラムクロマトグラフィー(SephacrylS-400)による柑史を行って紺られた各画分につ

いて､結合活性の暖められたf'60-67晒分Ⅰ)､およびh68･82(画分日)の二つのグループについ
てNallVe･PAGEに供した｡その結果､双方ともに共通の成分を含むことが示唆されたD



iZ3-1ヤエナーJGBPの回収 ･も与介析n･.ならびに指炎効率

栓タンパク質長 一隠払合活性且 比活性 絹製Lf

攻安沈息81画分 (mg)4,400 2,120 480 1

200 1,820 9,100 ー9

日0 1,530 14,000 29

(dpm)■000

｢ " 千 ~

結
合
放

射
活
性
丘

o Z00 400 600 800 1000(FLg)
タ ンパ ク野菜

Egl317 活性甫分のタンパク野点と出合F,性且の的係
ヤエナlJGDPを含む活tt画分におけるタ./バク常JLの変動に対する給食拓牲
jLを示す｡これにより､JL的な換井･評価をrTうAA合には､比較的一次ft欄

の認められるタノ,,'ク封Jtの屯Ln内(200JL8以F)で活性Jtの井出をrlうこと
か丑ましいと判明した｡
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り一次相関の認められる範囲内､すなわち溶削 ｣のタンパク質虫は･.;;f;に200～300

〝g以下で検定を行うことにした｡

3-2-5:ヤエナ リGBPのサブユニ ット構造とア ミノ酸の部分配列の解析

アフイ二ティ-ゲルにより得られた活性画分を二次元(Nat.vc-SDS)電気泳動によ

り展開し､GBPと思われるバンドのサブユニット構造を調べた｡その結果､即 -8

に示す様に分子虫が23kDaと36kDaの二種新のサブユニットから構成されているこ

とが判明したOそこでPVDF膜へのプロッティングを行い各サブユニットのアミ

ノ酸配列分析を試みた｡23kDaサブユニットについては､N末端から25残基までの

配列が図3-9に示す様に推定された｡そこで､この配列についてホモロジー検索杏

行ったところ､ダイズのグリシニン(約71%)やエンドウのレグミン(約57%)のsmall

サブユニットに芯い相同性を持つことが判明した｡また､36kDaサブユニットに

ついてもアミノ酸配列の分析を試みたが､エドマン分解の各ステップにおいて複

数のアミノ酸が検出され･試料か単一のペプチドではないことが明らかとなり､

部分配列の決定には至らなかった｡

23kDaサブユニットと高い相同性が認められたレグミンタイプの貯蔵タンパク

質は､沈降係数IISのグロブリンに属し､一般に等電点が酸性側(4OkD噸 度)と塩

基性側(2OkDa程度)の2種類のサブユニットから柵成され､両者がジスルフィド結

合により会合した中間サブユニット6個から梢成される300-4OOkDaのタンパク質

とされている｡この貯蔵タンパク矧まマメ科植物の種子中に多く含まれており､

酵素活性を持たず発芽時の窒素源として利用されると考えられているO

以上の結果からヤエナリGBPは､ゲル渡過カラムを用いた未変性灸やrFで約

150kDa､SOS-PAGEの結果から23kDaと36kDaの2種類のサブユニットから構成さ

れており､サブユニット構造に側する情報や23kDけ プユニットのアミノ酸部分

配列に関する相同性から､レグミンタイプの貯戚タンパク質と極めて高い関連性

持っと考えられた｡
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図3-8 ヤエナ I)GllPのサ7ユニット柵並

Nanyc･SDSによる二次元電気泳血臥 矢印はそれぞれ23,36LDaのヤエナ･J
G【岬のサ7ユニヮトを示す｡

ヤエナリGBP(23kl)a)

GLEETICSSKLQFNIARPKSADFYNPKA
ダイズグリシニンB3

GVEENICTLKLHENIARPSRADFYNPKA
エンドウレグミンb
GLEETVCTAKLRLNIGPSSSPDIYNPEA
図3-9 ヤエナリG8P23tDaサブユニットのN末端7ミノ放配列分rT
細岡ttの比較においてヤエナIJGliPt23tDJy)厄列とl司-のせ所にはアンプ
-ラインを付した｡この結果tEg中に示した鋳分即 に関して､ダイズグリ

シニンのb3サブユニ7トと11%､エンドウのレグミノbサブユニットと57%
の稲Filttか種控された｡
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3-3:ヤエナリGBPの性状解析

77イ二ティーカラムによるfI'Jt穀後の[-g分をmいて､電気泳動において浪鮪が

認められた幾つかのタンパク矧 こついて電気的に回収し､それぞれの画分におけ

るGA4結合活性を調べ､GA4との結合にrWする親和性を解析した｡練合括牡は､

標識GA4のみを添加した勘合の船籍合肝性妃(B区と称する)と､過剰兄の非標識

GA4をこれに共存させて交換可能な結合部b'(.を非標識体で荘換した協令の非特異

的結合活性丑(UB区と祢す)をそれぞれ井出し､その差分(a-UB)をもってジベレリ

ンに特異的な結合活性允と定めた｡他のジベレリンとの結合に関する親和性につ

いてもGA4の場合と同様にして界LuL基質選択性についても検討した｡また､最

終的に目的のpHになるように調教された親衛液を用いCBPの結合に関するpHへの

依存性についても解析した｡さらに､ゲル漣過カラムクロマトグラフィ-により

狩られた各溶出画分についてGA4との結合活性を孤lJ定し､来変性状態におけるヤ

エナリGBPの分子泉の推定を行った｡

31311:電気泳動ゲルか らの脂気的な封収法によるヤ工ナ リGBPの特定

アフィニティーカラムにより弧脈されたことが確認されたNatlVC-PAGE上のバ

ンドをゲルから電束的に回収し､それぞれのGA4結合活性を測定した｡その結氷

を即 110に示す｡この結果､狼縮されたバンドのうち､レーン2に,示された位従に

超勤度を持つバンドすなわち当初よりヤエナリGBPと推定したバンドを含む画分

にジベレリン結合活性があることが判明した｡このバンドについてはすでに､

23kDaと36kDaの2種類のサブユニットから構成されていることが明らかになって

いる(図3-8を参照沖(､結合活性を示すために双方のサブユニットとも必須である

か否かについては不明である.

3-3-2=ヤエナ リGBPのGA4に対する親JTltl三

アフィニティーゲルによる和製画分をJ肌､てヤエナリGBPのGA4に対する解離

定数を調べた｡活性画分とトリチウム棟識GA4の混合溶液に段階希釈した非標識

GA4を捌 口して､硫安沈殿故により縛られたペレット中の結合放射活性を測定し

た｡その結果を図3-11に示す｡見かけ上の解離定数(Kd)を井出する一般的なjf法
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A 1 2 3 4

十 二 _J1.1234
伺3-10 等先的回収法によるヤエナl)GZIPの特定
最上段の国中(ト4H アフィニティーゲルを用いたはtl百分について､分収

用t気泳hゲノL47JもNatlVC-P̂ Gt訓こよる展Mの後､毛気的にタンJ<ク早を
P)収して再LE､扶bしたもの.中段は同音分のSDS-P̂ GE(125も)｡T没は

各百分のGLiP活性を示す｡これl=よりレ-ン2で認められるバンドかGliP活

性を有することか示された｡11お(L)メま抽出'&の也声分､0'N rl地理用ゲル

からの帯出百分､(̂W アフィニティーゲルをJflいた付知dl分を示す.
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添加した非標識GA4感度(LLM)

図3-11 ヤエナリGl)PのGA4に対する耕和性

活性画分とトリチウム棟iaGA4の混合溶掛 こ任意の且の非摂払GA4を添加し

て､硫安沈農法をJ71いてペレyト小の総合放射活性且を測定したQ交換可能

な企結合部位のうちの50別 俳原敬Ĝ 4で置換されるときの添加した非便鞄

体の濃度扶印で示す)を升出し､その波圧からKd-2×10~6Mと馴 ほ れた｡



として､全交換可能な結合鮒立のうちの50%が非標識GA4で置換されるときの添

加した非標識休の波圧が剛 ､られるが､この簡t蛇 からKdは2×10-6Mと罪出され

た｡

313-3:ヤエナ リGBPの基質選択性

アフィニティーカラムによる精製画分を用いてヤエナリGBPにLuして各補のジ

ベレリンに対する基質選択性を検討した｡図3-12に検討した各種ジベレリンの構

造式を示す｡また､蓑312にはGA4に対する親和性を100%とした時の各ジベレリ

ンの相対的な親和性をまとめたbこの結果､ヤエナリCBPは活性型ジベレリンで

あるGA4やGA7に高い親和性を示す一方､それ∩身では生理的な活性を持たない

GA9にも高い親和性を示すことが明らかとなった｡このGA4,GA7,GA9の構造上

の共通.･5.の一つとして特に13位に水赦基を持たないことが挙げられる｡活性型ジ

ベレリンでありながら13位に水酸基を有するGA1やGA3ではヤエナリGBPに対す

る親和性がほとんど認められないことと合わせて考えると､ヤエナリCBPはジベ

レリン分子の中の､特にC/D環の構造の特徴をよく認識しているものと推測され

る.またGA37やGA13に対する親和性については総じて低いことからγ-ラクトン

などの4位-10位の環構造は選択的に識別することも判明した｡

3-3-4.ヤエナ リGBPのpH依存性

pH環境の変化に伴うヤエナリGBPとGA4との親和性に与える影準について解析

した｡その結果について図3-13に示す｡これによるとpH60で至題条件となってい

るが､ピークの左右の形状がやや異なることから複数の要因が舶与していると考

えられる｡pH55以下での結合活性の急落については､ヤエナリGBP自体の安定性

もJ5膿する必要があるが､pH5.5付近の環境下では反応蘇液中にタンパク質の沈降

は特に認められなかったことから､ジベレリンの6位カルボキシル基がpKaに祁当

し､解離状態で存在する確率が低下したことに起因すると考えられる｡節2章で述

べたように活性型ジベレリンに特異的に結合する抗体の性状にFXJしてpHへの依存

性を検討した際にも､これと類似して､調処された抗体がpH55近傍でGA4への親

和性が激変することが′Jくされている(図2-12を参照k
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表3･2 ヤエナリGBPの基野選択性

GA4 100%

GAl <1%

GA3 <1%

GA5 2%

GA7 70%

GA9 22%

GA13 <1%

GA20 <1%

GA30 <1%

GA35 <1%

GA∃7 3%

GA1-Me <1%

GA4-Me 18%
活性画分とトリチウL標識GA4の混合溶掛 こ任意のJtの各非棟慧ジベレリンを添

加して､硫安沈殿法を用いてペレット中の結合放射活性鼻をalJ注した｡傍畝GA4

の結合が50%阻脊されるのに必要な各非僧識ジベレリンJLを舞出し､その逆数を比

叔して相対的脚 1性を求めた｡従って価か大きい乱 視和佐か恥 ､bĜ 4を義戦

として配すB

1681
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また､ジベレリンの結合活性の測定の際にはpH76の緩衝液をこれまで用いてき

たので､少し酸性側にシフトさせたpH環境にすることにより､更に効率的に活性

の検出を行うことが可能になると期待される｡
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3-4:ヤエナリ種子中の内生ジベレリンの分析

者化したヤエナI)について､子糞部(qg)と肱軸部(H区)に分けたもの､さらに

吸水前の康子くS区)および一夜吸水させた種子(Q区)の計4区(それぞれ設定区につい

ては図3-14を参照)を準備し､各々を独立にMcOH中で破砕した後､沿雌分画を行

いAcOEl可船酸性区を得た｡これを陰イオン交換能を有する凶相抽出用カート

リッジに供して精製を行い､陰イオン交換能を有するN(CH3)2カラムおよび二種

類のODS系のカラムを用いたHPLCによる稲製に伏し､得られた柑穀物をそれぞ

れ特用抗体を用いたイムノアッセイ法による定光分析に供して各画分中のGAl,

GA4,GA9,GA20等の定巣を行った｡それぞれに関する定_q結果を図3-L5に示す｡

この結盟から子弟部と旺軸部との比較では､共に活性型ジベレリンであるGAlと

GA4に関してはいずれも旺軸部に10倍丘以上か存在することが判明した｡一方､

乾燥した種子と吸水させた種子との比較では､GAlあるいはその前駆体である

GA20に関してはほとんど増減が認められなかったのに対し､GA4では鹿時間の吸

水による劇的な増加が認められた｡GA4のii棚 体であるGA9にrXJしては増減がほ

とんど認められないことから､急増したGA4についてdc,･oyoで生合成された可能

性以外に､GA4の誘有休(例えば配船休など)が7,め貯蔵されていて､吸水に伴っ

てGA4に再変換されたHT能性も考えられる.多くのマメ科借物の未熟唖子中には

GA4か高曲射 こ存在し､その後の成熟過程を捷て完熟状態ではその含有血が低下

することが知られている｡成熟過程でのGA4の役割は不明であるが､ヤエナリ

GBPの生理的役割をこれらの観点から考えるとすれば､発芽時に必要なGA4等の

貯戒を担い､それらの迅速な供給に鞘与する可能性が考えられる｡
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3-5:ヤエナリGBPについての総括

ヤエナリGBPは､活性型ジベレリンの中でGA4やGA7に'副 ､結合活性を示し

た｡またGA4に対する凝和性0Cd-2×10-6M)を比較すると､オ-キシンやサイト

カイニンの結合タンパク質で報告されている中に同程度のものを兄い出すことが

できる (LNblcrandKlacmbL,1985;RorT)anO､,ClaJ,1988,Hamaguchjcld,1985)｡
ところが､基質選択性に関して､GA4やGA7以外にこれらの生合成前駆体で活性

発現には幽与しないとされるGA9にも高い親和性を有し､その一方でL3位に水酸

基を有する活性型ジベレリンであるGAlやGA3にはほとんど親和性を示さないこ

とから､ジベレリンの構適のうちA佃窃側よりもむしろB/(γD環側を識別すること

が明らかになった｡このヤエナリGBPはジベレリンとのもtJ合に関する可逆性､飽

和性､題質選択性を有することからジベレリンに特有の何らかの生理的役割を担

う可能性を持つと考えられる｡しかし盛質選択性に関して､活性型ジベレリンで

あるGAlやĜ 3にはほとんど親和性を示さないことから生理的な活性強度との間

に相関性が認められず､当初に設定したジベレリン受容体であるための必要条件

を満たさないため､受容体の候補とは考えlこくいと判断した0

本GBPが貯戚タンパク掛 二相同性をイTしており､13位に水敢&･を持たない一群

のジベレリンだけに特異的に親和性を有することに凶してどのような意味を持っ

ているのかは不明であるが､事後の検討においてヤエナリGBPは硫安沈殿法以外

の結合活性測定法では明確な結合活性が認められなかったことから､ヤエナリ

GtlPかジベレリンと結合する場合は周辺の環境が非常に塩強度のIi-qTL､所に限定さ

れることになる｡従って､植物休内の中でGBPとして捜能するためには儒めて特

殊な環境を想定しなければいけない｡他のマメ科植物と同様にヤエナリにおいて

も､吸水後の揺子中でGA4の内生嵐が増)Cすることが定血分析により示された｡

一方､サイトカイニンの結合タンパク質の中には､ヤエナリGDPと同様に全可溶

性タンパク質の主要成分であって､貯法タンパク質であるとともにサイトカイニ

ンの丑的な調節を担う可能性が高いとされているCBPも存在する(BnncgarclaI.,

1985)｡これと本GBPとは状況的に類似しており､GA4などの一時的な貯蔵や迅速

な供給を図る可能性も戎されている｡いずれにしても､受容休とは考えにくいこ

とから､新たなGBPの検索を行う必要性が明確になった｡
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3-6:実験の部
rJrヤエナリGBPの抽出 ･精製および単鼓ILTJ

●植物材料の調製

ヤエナリ(VJ'g･amdlaLacv･Wilαck)の席7･を次亜塩,R･酸ナトリウム水溶液(有効塩

宗1%)で約3分間処理した後､暗黒T(2名℃)で一晩吸水させて約1時間風乾した後､

寒天プレート上(04%)に捕種して､暗黒下(28℃)で'2日間培巷して幼植物体(子糞を

除く)を収穫した(収丑は乾燥種子1kgあたり2-3kgである)｡

+可溶性タンパク質の抽出

矧 こ断らない限りすべての作菜は4℃で行った｡ヤエナリ幼植物体と同重点の抽

出用級衝液(60mMTris-HCL,pH76,10mMEDTA-Na2,30mM2-ME,I.T･MPMSF,

0･5MNaCI)とをミキサー内で混合し､計5分r-Tu粉砕した｡途中､材料のqr鮮重の

20%にあたるPVPP(ポリクラールAl＼五協産糞)を舵次加えた｡4並に韮ねたガー

ゼにより破砕物を浪過し､溶液i･典めて遠心分離(9,5OOxg,30分間)により上滑画

分を弛めた｡この画分に60%(W/V)の硫酸アンモニウムを挽押しながら徐々に添加

した｡120分間伐拝を継続した後､遠心分柵(9,500×g,30分間)により沈殿区を典め
てこれを可溶性タンパク野画分とした｡

●T･備稲製の為の透析

可溶性タンパク質画分を新鮮並の10%(Vル)程度の透析m硬砺波(10rnMTn'S-HCl,

pH7･6,1rnMEDTA-Na2,10mM2-Mt,0.】mMPMSF,01MNaCl)に溶解し､同姓衝液

に対して透析(各10し交換計3臥 I3,3,L2時剛)を行った｡透析終了後､遠心操作

(20,㈱ ×各,30分間)により不溶物を除去して予備捕製川試料とした｡

●T･備拍動用ゲルによる精製

2,4-Dのアフイ二ティ-ゲルは､Sahiらの方法に従って調製した(Sakai,1985)｡

予備柵製m武料に単五(V/V)の洗浄用抜砺波(10mMTris-HCJ,pH7.6,10mM2-ME,

01MNaCl)を加えて､さらに洗浄用襟帯液で平衡化させたT,備桁製用ゲルを

30叫Vル)程度加え､60分間緩やかに娠弛した後､グラスフィルターを用いて渡液

を弛めた｡これをアフィニティーゲル栢製用試料とした｡
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●7フイ二ティ-ゲルを用いた精製

EJu-ScphaTCkSC4B(Pha-aeia)50mL相1の膨潤ゲルと､水溶性脱水剤EDC(I-エチ

ル1313-ジメルアミノプロピル)カルボジイミド塩酸塩,4BOmg)､GA3(346mg)を混

合し､pHを5付近に詞壷して室温で17時riu振並した｡各31.のDW､重曹Jk､AcOH

水溶液で収次洗浄して用いた｡グラスフィルター上にアフィニティーゲルを充填

し､その上から粗タンパク質画分を静かに玉屈して､更にゲルの5倍且の洗浄用凄

衝按(10mMTrisIHCl,pH716,10mM2-ME,0IMNaO)でゲルの洗浄を行った｡それ

から､ゲル休横と同丘の溶出用凄衝液S200(50mMTrisIHCl,pH76,10mM2-ME

02MNaCl),S300(NaCJ03Mである以外の条件はS200と同じ),S500,S800で順次ア

フィニティーゲルへの敬老物を溶出した｡

●陰イオン交換ゲルによる精製

硫轍アンモニウムの飽和経衝液(20mMTris-HCL.pH76,10mM2-ME,cd.46M硫

安アンモニウム)に対して透析(逆送帆 12時間)を行い､嵐心拙作によりアフィニテ

ィーゲル吸B画分を汲締した｡これを洗浄用嬢衝液Sl仰(10T71MTn'S-HCl,pH76

,1OmM2-ME,0･lMNaCL)に対して透析して(各5し計3回交換,l2,2,13時ru))陰イオ

ン交換ゲル榊製用紙料とした｡20%(V/V)の陰イオン交換ゲル(DEAEScphadcxA-50,

Pharmacia)をこれに懸濁し､バッチ方式による精製を行った｡輸出用親衛液に

は､洗削 打破衝液の各成分に加えて03,O.5,07,10MのNaClを含むものをそれぞれ

使用した(脈にS300,S500,S700,Slo∝)と祢す)｡各溶出液は逆透析により濃縮し

た｡

●ゲル浪過カラムクロマトグラフィーによる柿製

精製した画分を30mLの展開用嬢衝液(10.llMTrLS-HCl,pH76,10mM2-ML0IM

KCl)に溶解し､ゲル浪通用カラム(ScphacryLS-4CK),Pharmac･a,26mm)dx】,000mJn)

に韮属した｡流速は27m仇の定旋臭とし､143清(約50ml)をlフラクションとして

分画した｡また､2WnmのUV吸収OlioMinlUVMon)tor,アト-)により溶出状況を

把握した｡

●ポリアクリルアミドゲル電気泳動Par)ve-PAGEまたはSDS-PAGE)

tAemmLlの方法(LACmmll1970)に従って行った.Nalivc-PAGEでは75%濃度ゲル

を､sDSIPAGEでは12.5%濃度ゲルを使用した｡染色は025%のCBBR-250で染色
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した｡また､二次元Parive-SOS)電気泳動の際には､ディスクゲル(25'T-m._a.×

llcm)にてNatlvc-PAGEを行った後､スラブゲノL411cmx135cmxlmm)でSDS-

PAGEを行った｡

●GBPの7ミノ席配列分析

紀気泳動後のゲルからPVDF膜(ProBlottTM,AppLICdBiosyst亡m)へGt)Pを転写して
(転写装荘:NA-1511､ロ本エイド-;転写用法砺波10mMCAPS-NaOH,pHll,

10%(V/V)McOH,粂軒 30V定亀圧,0℃,45分間)､CBB染色して23kDiLサブユニット

を切り抜き､エ ドマン分解による7ミノ酸配列分析法-a(477Aプロテインシーク

エンサ-･120APTH-7ミノ故7ナライザー,AppliedBiosysLcrn)に伏した｡

J■IヤエナリGBPの性状解析IL■

●NaLIVe-PAGEからの浪縮バンドの屯気抽出

分取用花見泳動ゲル(715%のNaLIVC-PAGE,Ilcmx135cmxlmTT')による展閑の

後､CBB染色によりバンドを確認してこれを切り出し､fE先約にタンパク質を回

収する装荘(NA-1710,NIPPOnEido)および抽出Jf憾 衝液(25mMTn'S,192mMGlycinc)

を用いてゲルからヤエナー)GBPを透析股上に回収した(8mA定屯流,18時間,4℃)｡

●タンパク質の定盤

各試料について､芯濃度のTrisの混入による舟色の肪昔を防ぐため､終惑皮5%

となるようにトリクロロ酢酸を加えてタンパク質を比較させ､遠心分離(20,OW x

臥10分fAl,4℃)して得たペレットを0･lNNaOHで溶解したものをmいた｡定温は
BSAを横唯タンパク質としてローリー法により行った｡

●硫安沈殿法によるジベレリン結合活性mlJ定法

エッベンチューブ内で標識ジベレリン溶液(7･5nM1,2-3H21GA4r33･6Ci/mmo),

ALrnC'Sham),125mMTriS-HC】,pH7･6,25mM21ME)4L)FL1(ca.22,Om pm,367Bq)とタ

ンパク質溶液(10mMTrlS-HCL,pH7･6,10mM21ME,0IMNaCり100JLLを混合し､室

温で40分間反応させた｡次に非標識ジベレリン溶液(1mMGA4,10mMTrls-HCZ,

pH7･6,10mM2-Mも 0･lMNaCl)または非標識ジベレリンを含まない緩衝液(10mM

TdsIHCL,pH76,10lT)M2-ME,0.1MhTaCl)を50JLL添加してl00分間反応させた｡これ
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に位和硫安溶液08mLを加えて60分間､4℃でITr荘した後､遠心分穀(20,OWxg,4

℃,20分間)によりペレットだけを回収した｡このペレットを600FLlの0.1NNaOHで

容解して､5mlの液休シンチレーションカタテノLiACStl,AmcrshaJTl)に混合して放

射能カウントを測定した｡ジベレリンによる特児的結合活性丑の井出は､GA4の

非標識体を添加した区としなかった区との差､すなわち非標識附 こより交換可能

な結合丘をもって結合活性とした.

●ヤエナリCBPの結合に関するpH依存性

対象とfj:る活性画分をDWで溶解し､さらにゲル漣通力-トリッジOVap-10,

ScphadcxG-25,PharTnaCla)で脱塩処理をした｡この水溶液100FLLと､標語ジベレリ

ン溶液(75nM1,2-3H2-GA41336Ci/r'lmOL),125mMTris-HCL,pH7･6,25rnM2-ME)50

FLL(ca20,OW pm,333Bq)と､非標識ジベレリン溶液(lmMGA4,10mMTrlsIHCl,

pH7･6,10mM2-ME,0･lMNaCl)または非標識ジベレリンを含まない妓衝液(10mM

TrlsIHCl.pH7･6,10mM2-ME,0.LMNaCL)を50LLL添加して､以後に目的のpHを維持

するように設定された各緩衝液300LL峰添加して､計50OFLLの姶液にして4℃､12

時間反応させた｡以下､通':yk.'の硫安沈殿法に唯じてペレット中の放射カウントを

測定した｡各設定pH緩衝液の調製方法(pH4.0-pH5.5:02M フタル酸水菜カリウ

ム溶液,0IMNuOHで調姓;pH6･0-pH70･012MKI12PO4蘇液,0)MNaOHで調転;

pH75-pH&5･0･2MTris溶液,0･lMHClで調載,pH90-pH9･5 02MH3PO3-KCl

溶液,0IMNaOHで調教)｡

●ヤエナリCBPのGA4に対する頚和佐および鵜質選択性

活性画分100LL)に対して標識GA4溶液50LLl(cal20,00upm,333叫)と､任意の丘の

各非横讃ジベレリン絵液50JLLを混合して､硫安沈殿汝による浩合活性丑を測定し

た｡非標識体により交換可能な標識GA4の全結合立のうち､非標識GA4を添加し

た坊合の50%樫換に必要な添加免については､反応賠液出(1m])から浪度を先出し

解放定教とした｡基節選択性に関しては､50%を置換するのに必要な添加丘を各

非標識ジベレリンについて罪出し､浪度の逆数を比較して相対的親和性を求め

た｡
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■PIヤエナリ様子rllの内生ジベレリンの分析■■●

分析材料として､以Tの咽 を設定した｡すなわち､乾燥したヤエナリ種子(S

区)150108､-夜だけ吸水(30℃,暗黒下)させた種子(Q区)333.0g､ヤエナリGBP精製

用の幼植物体のうち子糞部(q夏p32-2gと､それ以外の朕軸部(H区)574.8gを調製し

た｡これらについて独立に新鮮重の3倍兇Ev叫 のMcOHrf.で破砕 ･抽出を行った｡

これを通常の鮭蝶分画に供してAcOEJ可溶酸性区(AE区)を得て､それぞれを滅圧

点輪したくS区,1763rng,Q区,336･3mg;C区,'-757mg;H区,678rng)｡つづいて､陰

イオン交換能をもつ固相抽出カートリッジ(BondEIutDE久,AI.aLytichcm)500rngを
充填したものにそれぞれのAE区のMcOH溶液を領屈し､2%AcOH入りMcOHによ

り鮭他車分を柑た｡そのうちの1/4を､続くN(CH3)2カラムを用いたHPLCに供し

た(分析条件 Nuclcosilド(CH3)2COIumnl46mmIdxIOOTTlml,005%lv/V】AcOH/

McOH,is∝ratlcrnodc,flow20rTl1/分)｡溶出時間6-26分までの画分を一括して漁船

し､ODS-HPLC用試料とした(S区,I6mg,Q区,26･T･8,C区,3Omg,11区,I9mg)｡試

料を二等分し､一方はODSカラムによる分析に伏 し､他JTはODS様の分牡を豊す

るカーポネクスカラム(CBX-HPLqによる分析に伏した｡(分析条件l･C打tX)nCX

column,Toncn,46mm･dxloor,L.T･;flow,,LltC1Omm/分,HncarEradicJILIT)Ode.

soLvcnL(A)20%acctonitrile/05%AcOH/80%DW,solvcnt(a):80%accLOnitr]lc/

05%AcOJm O%DW;OJJl,(A)100%;20分,(A)75%(a)25%,25分,(a)100%)､(分析条件

2.ChpCcllPakC18(ODS)column,Shiscldo,46mm)dx250mm,nOW raLCl.OmTn/

51,lJnCargrad)tntmode,solvent(A):20%acctonilr･lc凡5%AcOH/約%DW,soLvcnl(a):

80%accLonitnlcJD･5%AcOH々 0%DW,0分,(A)100%;2分,(A)70%(a)30%;30分,

(a)100%k それぞれの分析で得られた画分は減圧により浪縮乾固して5%McOHに

溶解した｡これを等分し､それぞれGAlおよびGA4に特異的に結合する抗体およ

びGA9およびGA20のメチルエステルに特異的に統合する抗体0'amaguchielaL,

1987)を用いて免辞学的定立法により画分中のジベレリンを定温した｡鮭媒分画お

よび各種HPLC分析による回収率を別途井Ltiしてそれぞれの係数を考臆し､それ

ぞれの区における単位数あたり(種子ならば1枚あたり､子炎ならば1対あたり､腫

ヽならは1本あたり)の内生ジベレリン丑を換_W_した｡
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■■■第4章■霊■
アブラナ幼植物体からの

GBPの抽出･精製とその性状解析

4-1:緒 言

前菜ではヤエナリ幼植物性より検出されたCBPが厳しい越野選択性を有し､比

較的存在丑の多い貯歳タンパク矧 二村同性を有することを明らかにした｡そして

その結果から､ヤエナリGBPが伸長に関与する受容体候補である可能性は低いと

判断した｡当初の目的に照らして伸長生長に関与した存在血の少ないGBPを新た

に追究する場合､こうした貯鼓タンパク好機のGBPはできるだけ除外し､影半の

鮒 ､画分について改めて換討する必要がある｡しかし､アフィニティーゲル等に

よりヤエナリで検出されたGBPを徹底的に吸怒 .除去して､戎った非吸か画分を

紳た協合でも存在右主の豊富さからかそれらを完全に除去することは難しく､また

同時に別種のCBPもゲルに吸Ltして除去される可能俳も否定できないことから､

現状のままでのこうしたアプローチは行えないと判断した｡そこで､ヤエナリ

GBPかGA4横戚体を用いた硫安沈澱法により検出されるものの､同じ活性型ジベ

レリンでありながらGAlにほとんど親和性を示さないことを利用して､GAl標識

体をトレーサーとして用いることにより貯戎タンパク符牒GBPが混在した状態に

おいても新たなGBPを検出し得る可能性があると考えた｡すなわち伸長生理に関

係する受容体であれはGAlおよびGA4のいずれの活性遡ジベレリンに対しても高

い親和性を示して結合するはすであり､GAlの標識体を用いてこれに結合する

GBPを模索すれば､少なくとも貯蔵タンパク質様のCBPが検Luされる危険性から

回遷されて､新たなGtlPを硫安沈殿法で検出することが可能になると期待したo

こうした検討を行う巾､アブラナ(Bnssicam JW LnSLcv.良林2号)幼枯物体より

GAlの標識肘 こ対する微弱な結合活性を検出した｡予備検討においてGA4積読体

をトレ-サーとして用いた場合､アブラナにおいてもヤエナリCBPと同様に大屋

のGBP活性が検出されたか､GA1結合活性はこれらGA4浩合活性とはカラムクロ

マトグラフィーにおいて挙動が異なることから､新税のCBPとしてその柵製およ

び性状の解析を行った｡
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4-2:アブラナGBPの抽出･精製

ァプラナ幼植物附収穫時の形状を図4-1に示す)の子集矧 ま小さく､ヤエナリと

異なり除去に手間がかかること､また子典部を含む抽出溶液に関してもそれほど

帖佐が上昇しないことを考えあわせて､GBPの抽出には根を除く幼植物全体を使

用した｡また淡絵 ･融解による活性の低下を勧鼓し､すべて新鮮な状態で使用し

た｡

抽出にはヤエナリGBPの精製時と同帆 pHを7･6に設定したトリス嬢衝液を用

い､SH塵保酬 J(2-ME沖 プロテイナーゼインヒビター(PMSF)も適瓜捌 口した｡破

砕後の抽出液から遠心分鰍 こより上清だけを得た後､30%～60%(W/V准和の硫敢

ァンモニウム水溶液によりLFL折された可溶性タンパク質画分を得た｡

ァプラナGBPの揃製には､アフィニティーゲルなどの特異な精製方法は用い

ず､すべて常香的に用いられるカラムクロマトグラフィーを組み合わせて行っ

た｡すなわち､塩析により得られた可溶性タンパク質画分を疎水性ゲルを用いた

ヵラムクロマトグラフィーに供し､他の桁製法を用いる場合に必要な透析処理の

手間を省いた｡更に､疎水性ゲルを用いたカラムクロマトグラフィーに続く措製

手段として､陰イオン交換ゲルを用いたカラムクロマトグラフィー､HPLC用の

疎水性カラムを用いて相次､栢掛 こ伏した｡

田山 GllPの抽出に用いた卸ヒアブラナ幼植物体
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412-1:疎水性カラムクロマ トグラフィーによるfl'J'製

可溶性タンパク質画分を30%(V/V)飽和硫憩アンモニウム-トリス嬢衝液に溶解

し､退心操作により非溶解物を除去してから疎水性カラムPu-yl-Toyopearl650M)

を用いたクロマトグラフィーに供した｡溶出は硫敢アンモニウム25%(Vル)を含む

トリス凍衝萩から始めて､醗厳アンモニウム浪度を峨次5%(V八･)刻みで下げて行っ

た｡縛られた計5画分(凧 こA25区,A20区,A15区,AIOtE.̂0区)について､ジベレリ

ン結合活性を測定した結盟を図4-2に示す｡この結果よりA20区を中心として計3区

に相対的に高い結合活性が認められた｡

4-2-2:陰イオ ン交換カラムクロマ トグラフィーによる和製

疎水性カラムにより精製された活性画分について､透析により硫酸アンモニウ

ム濃度をOIM以下に下げた｡その透析液を陰イオン交換カラムPEJu ScphadcxA-

50)を用いたクロマトグラフィーに供し､船出は硫酸アンモニウム漆皮を相次上げ

て行った｡;f'4Ltb-J'分(順にSIOO区,S300区,S500区,S700区)を持た｡この4両分につ

いてジベレリン結合析性を測定しS500区とS700区にLLi-合所性が認められた(図4-3

を参照)｡そこで､この2画分をあわせて疎水性カラムを用いたHPLC分析に伏し

た｡

4-2-3:疎水性カラムを用いたHPLCによる柿製

陰イオン交換カラムクロマトグラフィーにより柑られた所性両分について､遠

心処理をして不溶物を除去した後､疎Jk性カラム(ShdcxHICPH2014)を用いた

HPLCに伏した｡280nmのUV吸収によりピーク検出を行い計4区画に分画した｡そ

れぞれの画分についてジベレリン結合活性を測定した｡その結果に関するUV吸収

のクロマトグラムを図4-4に､また活性の測定結果を図4-5に示す｡これにより第3

番目の画分に結合活性が認められた｡また､アブラナGBPは疎水性カラムを用い

たHPLC分析において､その溶出位雇から疎水性が比較的高く､カラムに保持さ

れやすいタンパク質であろうと推測された｡

4-2-4:アブラナGBPの精製効率

各稲敷段階における7プラナGBPの回収と比活性 ･桁製効率を表4-1に示す｡比

活性の上17･をT.?製効率の指標として見た場合､疎水性カラムを用いたHPLCが長

も桔製効率が良いことが判明した｡また､最終段階における栢敷皮は可溶性タン
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図412 疎水性カラムをJT]いた相野後のGtlP活性
dEJk他力ラL(I)ulyI-ToyopcAr1650叫に保持されたタン,,'ク質について治山

は相次､CE敢アンモニウムiA圧を下げて行った｡その結果､ 2̂5区(飽和硫

安枢准25%(V/>)轟h]区),∧20区(飽和dl安枢耗20%(V/V添 加区),AI5区(飽和GE

'&鯨液15%(Y/V滞加区),̂ 10区(帥 硫安解凍10%(Y/Y)添加即 ,∧O匝(帥 硫
安鯨波*添加区)を得た.各面分について牡安沈良法によるジベレリノ捨合
拓牲al定をrTった1

掌 毒r HXX 牡だXE 甲EXX 甲山貰E

Eg]4-3 幹イオン交洪カラムを用いた梢畢後のGBP活性
&イオン交&PEAEScphadexA-50)カラムに匹措きtLたタンJiク即 こついて

本山は何次､軸 アンモニウムiLLEを上げて行った｡その結果､Sloo巨

(N▲CIOIM垂加区).S300区(NaQO3M添加区),S500区(NIC)05M添加区),
S700区(NaCIO7M添加区)を得た｡冬青分について故安江助 にJ:るジベレ

リン給食活性i～定を行った.
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図4-4 併水性カラム･HPLCにおけるUV吸収クロマ トグラム

陰イオン交換クロマトグラフィ-により得られた活性,S釧 こついて､畔h牲カラム(Llbo血xHlC

PH2014)をmいたHPLCによる相知に供した｡展p-穀tK((̂).10mMTTISJrCl.pll76.10mM2-ME.
01MNaCl,So鞄(V/Y脚 l統裁アンモニウム水溶液 0)).lOmMTTLS-110,pl176,10mM2IME,01M

結
合
放
射
活
性

克

図415 謙水性カラム･HPLCにより御られた育分のGIIP活ft

抹水性カラム(ShodcxIIICPH2014)を用いたIIPu:l=よる相似こより縛られた育分について4つ
のグループに銘合し､それぞれについて故安d:Je盆によりジベレリン結合法ttをiN足した｡
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鼓4-1 アブラナCBPの回収 ･冶公沃性ならびに摘要妙 拒

蛤タ､ ●タダ丘 捻結^

柑梨段Rf 粘タンパクF丘 簸結合活性且 比活性 絹製庶(mg) (dpn.) (dpTTL/mB)

600 64.800 110 1

i*水性カラム 110 50.700 440 4

11 12.100 1.600 15



バク質画分を鵜準として約110倍であったことも判明した｡実際のrlY製度は見横も

られた数値よりもさらにl副 ､のではないか考えている｡その根拠として､キャリ

ア-タンパク質を使用しない硫安沈殿法では鳥掛 こ低裁度のタンパク質溶液の活

性測定を行う坊合､塩析効果は小さくタンパク質の沈降およびペレットの形成が

不完全なことがある｡したがって遠心処理後の浮遊した上村中にCBPが塩析され

ずに挽る可能性が高く､結果として結合活性丘か実際より小さくなる可能性が高

い｡ゲル淀過カラムを用いたHPLCによる絹製の坊合には､細かく分画すること

により柑澱皮の高い画分が得られるが､それだけタンパク質Fiも減少して非常に

結合活性の換定が難しくなる｡予備検討においてキャリアータン′,'ク質として

13SAを適宜､添加してタンパク質茄を増加させることも検討したが､非特異的な

結合活性が急激に上昇するため不適当と結論した.従って､キャリアータンパク

質の添加以外のh法により希薄なタンパク質佑液に適応可能な測定方故が設定で

きれば､より細かい分画も可能であり史に柵製皮の高い画分を特定することがで

きると期待される｡
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4-3:アブラナGBPの性状解析

陰イオン交換カラムクロマトグラフィーおよび疎水性カラムを用いたHPLCに

よる禰熱を終了した後､得られた両分のジベレリン結合活性を測定し､また同時

にSt)S変性条件の電気泳動を行って活性に対応するバンドを換･&･した｡さらに陰

イオン交換カラムによる指丑後の活性画分をmいて､アブラナCBPとジベレリン

との結合に関する親和性および基質選択性､pH依存性等の解析を行って受容体候

補の可能性を判定する材料とした｡

4-3-1:アブラナGBPのサブユニ ット構造の解析

疎水性カラムを用いたHPLCにより得られた計12両分についてSDSIPAGEを行っ

た｡図4-6に示すように､結合活性に関する比活性が最もTqrかった耶3グループに

尻する保持時FAJ64-68分と68-72分の2つの画分に特異的に濃縮されているバンド

を検出した｡分子丑マーカーとの比較により50kDaのlii-バンドであることが判

明した｡現段階ではアブラナCBPがこの50kDaのタンパク質なのかどうかは判然

としないが､図4-7に示すように前段階の柏澱手段として剛 ､た陰イオン交換カラ

ムクロマトグラフィーにより待られた活性画分中にもその存在が認められ､活性

との対応から7プラナGBPである可能性が糾 ､｡しかし､アブラナGBPはヤエナ

リGt)Pのように多足には存在せず､ヤエナリGBPのバンドの特定に用いたような

分取mの砥気泳動ゲルからのFIL気的なB]収および活性の検出は不可能であった｡

413-2アブラナGBPの親和性

陰イオン交換カラムクロマトグラフィーによる栢製画分を用いてアブラナGBP

のGAlに対する解稚定数を調べた｡活性画分とトリチウム横江GAlの混合溶液に

任意の立の非標識GA3を添加して､硫安沈殿故により得られたペレット中の結合

放射活性を測定した｡その結果を図4-8に示す｡食交換可能な結合部位のうちの

50%が非標識GA3で置換されるときの､非標識休の添加添度は7×1016Mと井出さ

れた｡ヤエナリGBPのGA4に対する相対的親和性は､同様にして求めた非標詩体

の賂加浪皮より2×10-6Mと井出されており､典に活性型ジベレリンに対してほぼ

同程度の相対的親和性をもって結合することが明らかになった0
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吐水ftカラLlShodc六日】CPH2014)を用いたIn･Cにより絹らわた着分について保持咋脚で
451m毎にあわせてiLヰしてSDS-PAGE(]2jt)に伏した｡矢印はジベレリン蛤合法ttか強

くteめられたホ3グループ(保持Li洞60-7257)でiLく紫色されたバンドを示す｡
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4-3-3:アブラナGBPのpH依存性

除イオン交換カラムクロマトグラフィーにより得られた活性画分i･用いて､

GAlとアブラナGBPとの結合に関する至適pH条件を検討した｡その結果を図4-9に

示す｡pH5付近では多くのタンパク野がそれぞれの等rJZ点に合致し不溶化し､標

識GAlが沈降物に非特異的に取り込まれて結合活性の検出が囲矧 こなることか

ら､庫蛾な酸性および塩基性条件での検討は行わなかった｡検定した範開(pH5.5

-7.5)においては､ほぼ同様の結合活性を維持することが示された｡

4-3-4:アブラナGBPの基質選択性

陰イオン交換カラムクロマトグラフィーによる捕製画分を用いて各種ジベレリ

ンおよび括物ホルモンに対するアブラナGBPの)占質選択性について検討した｡用

いた各種ジベレリンおよび植物ホルモンの構造式を図4-)0に示す｡またGA3を基

嘩(100%)としてアブラナGBPに対する各化合物の相対的Id.t親和性を表4-2にまとめ

た｡アブラナGBPとGAlの結合はLAAなど他の植物ホルモンでは帆墳されず､こ

れらのホルモンとの親和性は認められなかった｡他方､ジベレリンでは活性型ジ

ベレリンであるGA3またはGA4より､むしろGAlの生合瓜i順 体であるGA20や不

活性型ジベレリンであるGA27に高い親和牡を布することが明らかになった｡この

ことからアブラナGtiPについてはジベレリンに特先約に結合する可能性は示され

たが､仲良生長における生理活性との相関性は全く認められないことからヤエナ

リGJiPと同様に受容体候補とは考えにくいと判断した｡

GA4を除く4種のジベレリンの構造を比較するとOD環の構造に特徴的な共通点

が認められる｡しかし､ヤエナリGBPと比較して13位Jk酸基の･仔無をそれほど厳

密に識別する様子は認められず､また6位カルボキシル基のi.3別も厳密に行ってい

ないことから､7プラナCBPとジベレリンとの結合が､ジベレリンのいかなる構

造要軌こ基づいているかは明らかではない｡アブラナGBPの存在丑はヤエナリ

GBPと比較してLf倒的に少ないものの､広範囲におよぶ韮質選択性を示しており

生理的な役割については推定することすら難しい｡
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書留水で帯群しゲJ舶 カラムで脱塩処確をした活性ii分40FLIを､tlBジ

ベレリン̂ ]軽漉30LL)(cA16,000dpm.2678q)と､井廿鞍ジベレリン賠#30JL

I(1mMG勺)または非庁Ztソベレー)ンを含まない妖術法を添加して､さらに

日的のpllをJ(持すろように設定された各41衝漉200plを添加して4℃､3LF
N)反JZ:させた｡以下､jiL書のGt安沈船 に2Pじてペレット中のJW カウント
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4-4:アブラナGBPについての総括

受容体のようなジベレリンのシグナル伝達に関わっているGBPは､動物ホルモ

ンの受容休の鵜合と同様にその存在丘は鹿めて少ないとT,潤される一方､有効に

シグナルを伝達するため､非常に高い親和性と厳しい塵賓選択性を有するものと

推測されている｡

アブラナGBPは比較的存在丘が少ないために､載段階の絹製を行って共存する

他の多丑なタンパク質による非解式的結合の影書を可能な限り避けてから､結合

に関する韮野選択性や解放定数の測定を行う必要があった｡そこで､陰イオン交

換カラムクロマトグラフィーあるいは疎水性HPLCによるfl1製を行い､得られた

活性画分を用いて並質選択性および解#定数の測定を行った｡これらの精製によ

り得られた活性画分を用いても､非特異的結合立は全紙倉見の70%程度を占め､

受容体の可能性を持つ庵微鬼のタンパク質の検定には必ずしも十分な条件とは言

い難いものであった｡

さらに､検出されたCBPの基質選択性はオ-キシンやサイトカイニンに対して

は親和性は認められないものの､ジベレリン柵互F-'iJでは/生理活性に対応するよう

な伸晃的親和性は認められなかった｡また､ゲル油過や平行透析による結合活性

の検出も試みてはみたが､結合活性自体の検出も囚腰であった｡これは､アブラ

ナGBPの合成か非常に少なく､これらの検定 一̂法における検.LIJlに必要な丘を満た

していなかった可能性も考えられる｡

これらのことから､7プラナGBPはヤエナリGBPの協合と同様に高感度の硫酸

アンモニウム存JfTという特殊な条件下でのみ検出される結合活性である可能性

が高い｡従って､本実射 こより検出されたアブラナGBPも､ジベレリン受容体と

しての特性を有するものではないと判断した｡
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4-5:実験の部
■■■アブラナGBPの抽出 ･栢製■1■

●植物試料の調製

7プラナ(BmssicaaJ7)JW IsL.cv.E3林2号)の種子を次亜塩葉酸ナ トリウム水溶

液(イ1効塩葉1%)でi'･)3分間処理した後､常温で3時間吸水させ､湿らせたペーパー

タオル上に捕種した｡暗粂ffイ25oC)で7El問培養して幼植物体を収穫した｡約260g

の乾燥種+より約1kgのGBP抽出用試料が縛られた｡

+可溶性タンパク質の抽出

アブラナ幼地物体と同韮丑の抽出用練砺波(6UmMTrIs-uCl,pH76,1OIT)MEDTAI

Na2,30mM2-ME,1mMPMSF,05MNaCl)とをミキサー内で混合し､用いた幼植物

休のqr鮮歪の10%(W/W)にあたるPVPP(ポリクラールAT､五協産賂)を舶次加え

て､5分rTN破砕を行った.4重に重ねたガーゼにより破砕物を油過し､漉液を始め

て逆心分離(9,500×8,30分F)靴 HLTnaCCR21,n立)により上清画分を始めた｡この画

分に終曲皮が30%(W/V)になるように硫頼アンモニウムを拙作しなから徐々に添加

し､60分rltI伐押した後に遠心分離(9,500×g,30分間)によりl二的区を回収した｡さ
らに臨機アンモニウムを添加して60%(W/V)濃度にした溶液を120分伐拝して､再

度､遠心分離(9,500×g,30分間)により締られた沈殿区を弛めて､これを可溶性タ

ンパク質画分とした.

●疎水性カラムクロマ トグラフィーによるfI!製

可船佐タンパク質画分を､30%(V/V)の飽和硫態アンモニウム溶液(10mMTris-

HCL,pH76,10mM2-ME-0･1MNaCl)で溶解し､遠心捜作(9,500×g,30分間)により

不穀物を除上してから､上滑だけを疎水性クロマトグラフィー(ButyL-Toyo叩arl

650M,東ソー,27rnmi.dx150TTlm)に供した｡自然光速によりすべてがカラムに

入った段階で､洗浄用蘇液(30%(V/V)飽和硫僚アンモニウム鮭液)をゲル体感の5倍

鬼程度使用して､洗浄捷作をおこない､椴次5%(V/V)刻みで硫酸アンモニウム浪度

を下げた溶出液を用いて溶出を行った｡得られた各画分は塩析地理(l20TTIMTris-

HCL,pH7.6,1OmM2-ME,caヰ.6MFL酸7ンモニウム)に対して12時間透析)により濃

輸して保存した｡
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●栓イオン交換クロマトグラフィーによる稲製

疎水性カラムクロマトグラフィーにより得られた活性画分を洗浄用嬢砺波

(107T)MTris-HCl,pH716,10mM2-ME,0.1Mトhq)に対して透析(各5L､計3回交換､

12,2,13時間1)して陰イオン交換ゲル栢製用試料とした｡捻イオン交換カラム

PEAL:SephadcxAl50,Pharmacla,27mmLd.×50mm)にこれを供し､自然流遂によ

り展開した｡ゲル体横の5倍立の洗浄用捷衝液で洗浄を行った後､鮭出を行った｡

容出川故衝液として､洗浄用凄砺波の各成分にそれぞれNaClを0.3,0.5,0.7Mとな

るように添加した緩衝液を調製して使用したo各船出画分は逆透析により蔽縮し

て保存した｡

●疎水性カラムを用いたHPLCによる柿製

陰イオン交換カラムクロマトグラフィーにより狩られた荊性画分について､限

外ろ過処理(セントリコン-10,アミコン,排除限界20,000)によって､塩強度等の環

境を洗浄m親衛液(10mMTris-HCL,pH76,10mM2-ME,0.1MNdClに30%(V/V)の地和

硫轍アンモニウム水溶液を混合したもの)と同掛 こ設定した｡これを軌水性カラム

(ShodcxHJCPH2014,20mmid x30Omrn.昭和fET)をmいたHPLCに供した｡展

開溶媒((A),10mMTrisIHCl,pH76,10TnM2-ME,0.1MNaClに30%(V/V)の飽和硫酸ア

ンモニウム水溶液を混合したもの (a),10mMTrlS-HCL,pH76,10mM2-ME,01M

NaCl),溶媒虹成(0分-60分,(B)0%-100%;lineargTadICntmode),流速(30mL/a,

40kg/cnj)｡分画(1frJ4分)｡

■■■7プラナGBPの性状解析L71

●ポリアクリルアミドゲル電気泳動(SDS-PAGE)

L-mmLJの方法(L託mm)il970)に従った｡SDSIPAGEでは125%温度ゲルを使用し

た｡典色は025%のCBBR-250で染色した｡

●タンパク質の定見

試料には終温度5%と7'j:るようにトリクロロ酢酸をbt)えてタンパク質を沈澱さ

せ､遠心分穀(15,00Oxg,10分r乱 4℃)して得たペレットを01NNaOHで溶解した

ものをmいた｡ウシ血析7ルプミン(BSA)を標準タンパク質として用い､ロー
リー法またはブラッドフォード法により行った｡
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●硫安比較法によるジベレリン結合活性測定法

標点ジベレリン溶液(75nMI,2-3H2-GAIJ33･6Ci/mmol),125rnMTris-HCL,pH76,

25mM2lME)50JLL(R 16,000dpm,267Bq)とタンパク質溶液(10mMTrl-S-HCl,pH7.6,

10mM 2-ME,0･lMNaCl)LOOFLLを混合し､宝iP..で20分間反応させた｡次に非標識ジ

ベレリン溶液(I..･MGA3,lLhMTrisIHCl,pH7･6,10mM2-ME,0IMNaCl)または非

庁議ジベレリンを含まない捷衝液(IOmMTrisIHCl,pH7.6,10mM2-ME,0.1MNaCl)

を50JLl添加して3時間反応させた｡これに飽和硫酸アンモニウム溶液 10mトを加え

て60分間､4℃で静放した後､述心分簸(15,000×8,4℃,15分間,遠心器2231M

(BHGHERM⊥E))によりペレットだけを回収した｡このペレットを500〟1のOLN

NaOHで溶耕して､3mlの液体シンチレーションカクテル(A(Su,Jhcrsham)に混合

して放射能カウントを測定した｡ジベレリンによる特jq的結合所性血の外出は､

非標識体を添加した同としなかった区との差､すtj:わち非標識休により交換可能

な結合丑をもって特典的結合活性とした｡

●アブラナCBPのGAlに対する親和性および越野選択牲
活性画分100iLlに対して標識GAl溶液50FLI(ca16,000dpm,267Bq)と､任意の丘

の各非横誠ジベレリン溶液50FLトを批合して､硫安沈殿法による結合活性虫を測定

した｡非標識仙 こより交換可能な標識GAlの全結合丑のうち､50%を艦換するの

に必要な添加丘を各非標識ジベレリンについて井出した｡その由度の逆数につい

て比較し､柵対的親和性を求めた｡

●アブラナGBPの結合に関するpH依存性
対象となる活性画分をDWで溶解し､さらにゲル淀過カートリッジPap110,

ScphadcxG-25,Ph… ac]a)で脱塩処理をした｡この水溶液401上Lと､標識ジベレリン

賠液(7･5nMi,213日2-GAll336CVmmo11,125nMTr)S-HCl,pH76,25nlM2lME)30ELI

(ca16,00Odpm.267Bq)と､非標識ジベレリン賠液(lmMGA3,10mMTris-HCl,

pH7.6,10mM2･ME,0.1MNaCL)または非標識ジベレリンを含まIJ.'い綾衝液(ll)mM

Tris-HCL,pH7.6,10mM21ME,0IMNaCL)を30FLI添加して､叔後に円的のpHを維持

するように設定された各緩衝液200FL)を添加して､計300JLlの溶液にして4℃､3時

間反応させた｡以下､通常の硫安沈殿法に準じてペレットrrlのB(射カウントを測
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足した｡各設定pH媒衝液の調製方法(pH55-pH65･065MMES,2MNaOHで調

養;pH7.0 2MHEPES,2MNaOHで調軽,pH75 )MTris,2MHClで調範)0
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■1■第5章■{■
アズキ幼植物体からのGBPの
抽出･精製とその性状解析

5-1:緒 言

本研究の目的はジベレリンの生理作用の一つである仲良Lと埋現象に関与する受

容体をiti鼓すペく､まずCBPの検出を行い､各棟の性状解qrを通じて放り込みを

行って受容体のLq避するCBPを効率よく選択し､その革帯を行うことにある｡こ

の観点からすでに報告したように､ヤエナリやアブラナの幼植物体から児なる性

状を示すGBPを検Luしたが,それらのもつ性状からいずれも受容体とは考えにく

いと判断した｡抗体を用いたラジオイムノアッセイ法などにおいて､遊牧状態の

標識休と､抗体と結合して複合体を形成している標識体との分離に有効であった

韓安沈殿法を用いたCBPの検出は､ヤエナI)やアブラナのCBPの追究結果より､

受容体の候補となるような高い越野特光悦と親和性をもつ微Lとのタンパク質の検

出は困難であると判断した｡そこで､あらためてJrT劾なGBPの倹111法を検討する

ことにした｡イムノアッセイ汝を参考にすると､摂識体としてラジオトレーサー

の他に聯瀬標識 トレーサーを候補に挙げることができるOラジオトレ-サ-の特

軌ま､高い検山感度と共に､トレーサーの補遺が受容体と結合するジベレリンと

同一か､あるいは近似したものを利用できる点にある｡一方､酔,6-標識トレー

サ-はラジオトレーサーに劣らぬ検出療度を持つが､構造的にはジベレリン分子

よりはるかに大きな坪素タンパク質が結合しているため､受容休との結合におい

て立体的な障117,1を受け､これを横出できない可能性がある｡従って､群発標識 ト

レーサ-を用いる鵜合には､ラジオトレーサ-と同一のCBPを検Luしていること

を予め確認しておく必要がある｡そこで本研究においては､ラジオ トレーサーを

用いることを前提として､GBP-標識体の校合休と逝放標識休との有効な分無法､

すなわちGBPの検出法の検討を行った｡

すでに第1顎でも紹介したように､植物ホルモン等の生理清純物質に対する結合

タンパクffを有意に検出するために様々ItL-検出方法が報告されている(表1-1-1-8

を参照)｡例えは図5-1に示す様に､タンパク質を敬必するフィルターを利用して

そのフィルタ-上に残存する標識リガンド血を検出する｢フィルター吸話法｣や､

限外ろ過膜を利用して高分tだけを選択的に捕捉する｢フィルタ-娃適法｣､ある
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t■■●■■■

図5･1凍々のGIIPの検.出方法
(a)ゲルitiA法 分子ふるい効果をiIJHlして耳介子か性分+よりも先行して泣

出されることを利用して､タンパクJllこ抵合した乱打性tI5LジベレリンJL

(凶■pq)を高分子ib一分中の放射活性JLに反映させてi～定する｡

O))フィルターitiA法またはフィルター吸書法 限外itiaJEを用いて､妨酸限
界よりも大きな分子JLをもつ分子だけそJE上にトラップし､Jlの放射拓性1

をal史することによりタンパク井に桔合した放射tttrlジベレリノJL(国中

d)を■出する方汝をフィルターal舌鼓と呼ぶ｡また､ニトロセルロースJk

や姓イオン支払■などタンパク弊吸着蛇を祈するkLにタンパクJlだけをト
ラッ7し､JEのJt射活性1をal定する1JJ法をフィルター吸着法とザiら

(り透析書で仕切られた2つの組 の片方にタンパクタと血創世dti&ジベレリ
ン(EaLI】■)を入れ■dLすることにより､低分子のBL射世&なジベレリンだけ

か壱rTJEをailして拡鼓する.従って､タン′.'タJaか入った部屋(田中左)と
人-1ていflL､部鼻の両者のBtN活性Jtを丑引きすることにより､タンパクJf
に括合した放射ttirjaジペレJJンJLを1出する｡
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いは透析吸を利用する｢平衡透析法｣やゲル遭遇の原理を利JT)して高JJ)+画分を得

る｢ゲル姓適法｣などが報告されている｡これらはヤエナリGBPやアブラナGBPを

検出する際にmいた硫安沈厳法とは異なり､低塩強度の環境下での結合活性を測

定することが可能である｡それぞれのjf法はいずれも新しいGBPの検出手段とし

て適用可能と考えたが､最終的にゲル遭遇カラムを用いた検出法を採用した｡そ

の主な理由としては､唯一ゲル連適法だけが､仮にCBPが庵めて微温しか存在し

ない坊合でも､検定に用いるタンパク質賠液の濃度を上げることにより対応する

ことが可能であろうと予測したためである｡すなわち他のJJ一法では､フィルター

への吸着丑に制限があったり､処理に要する時間が振塩に延長されたり､井特異

的な結合が大きくなってかえって活性が検出しにくくなったりして､うまく対応

することが難しいと考えた｡従って､ゲル浪過カラムを用いた検出法を鮮立する

ため､節2苛で調製した活性型ジベレリンに対する抗体をCBPのモデルとして用

い､本法での非特異的総合鬼の瓜小化や活性検出の為の効率化を検討した｡

また､他山材料としてヤエナリやアブラナをはじめ敬雁の植物の芽生えをmい
てGBPの検出を試みたDその中で､微弱ながら比較的明瞭な結合活性の認められ

たアズキ(AzukJaaJ7gulans)幼植物を用いてGBPの追究を行うことにした｡多くの幼

植物では､触儲状態ではジベレリンに応答し,茎部の仲良促進が認められるか､

その肱軸を切り出し切片にすると応答しなくなる｡ところが､アズキ幼植物の旺

軸上部から調製した切片では､オーキシン火符丁においてジベレリン浪度に依存

して伸長促進幼児が認められる(Sh)baoka,1972)｡このことは､アズキ妊軸切片に

はジベレリン応答系が存在することを示している｡従って､これを材料として活

性型ジベレリンに特異的結合活性を示すGBPを得ることが.出来れば､それが伸長

成長の制御に関するジベレリン受容体であるr･-T能性を期待することかできる｡

新しい結合活性測定法では､硫安沈殿法で検出されたヤエナリやアブラナの

GBPは検出されないことから､アズキから検出されたGBPは-1釦 ､耕和性を持つこ

とが期待された｡また､このアズキ旺軸のGBPは撮微崩しか存在せず､単幾には

至っていないが､本領では､その諏分fIT製と生化学的性野､ならびに有効な禰製

法について追究した結果について述べる｡



5-2:ゲル波過カラムを用いたGBP検出系の構築

5-211:ジベ レリン標識体の調製

微温のCBPを検出するためには､用いるラジオ トレ-サーの比m射清性は可能

な限り高い方が望ましい｡従来用いてきた3日2-GAlや3日2-GA4はジベレリン分子

の構造のうち､A環のl位と2位の水煮が3Hに正換されたもので､その比放射活性

は30-40CUmmolであった｡これら以上に比放射活性の高い トレーサーを調製する

には､さらに他の部位にも3Hを導入する必要がある.ジベレリンの活性発現に必

街な構造繋凶を蜘なうことなく､また比較的容易に3Hを新たに中人し符る方法と

しては､接触還元によりL6,17位に3日を導入する方法が考えられる｡そこで図512

に示す方法で･GA7から3日4-16,17-dihydroGA4の調製を行った｡

3日2による接触還元はデュポン社に委託し､その祖画分を得た｡これを陰イオ

ン交換カラムを用いたHPLCにより指炎し､ラジオアナライザーにより5つの放射

活性ビ-クを検出したO各々のピークの溶出画分を節2苛で調製した活性型ジベレ

リンに結合する抗体とインキュベ-トし､硫安沈澱法による出合活性の検tlJ,を

行った｡抗体との反応性および16,17-dihydroGA4梼品をmいた保持時間の確認か

ら･図5-3に示すように･ピーク3およびピーク4か3Ht莞卦 6,17-dlhydroGA4由来で

あると判定した｡保持時間の異なる2つのピークが16,17-dihyd,oGA4として観測さ

れるのは､17位メチル基にα,βの異性休が存在するためと考えられる｡抗体との

反応性が低いその他のピークについては加水冶分解により生成した副産物である

と推定している｡なお､締られた3日4-16,17J.hydroGA4の比放射活性は約120Ci/

m olであった｡

-103-





免疫反応性

妻

.

:
…仁

jLj12345

回5-3特派抗体を用いた活性型t5哉ソベレリノの称定
水兼付加反応生成軌こついて性イオン交&カラムをhlいた川'LL:によろけ製
を行い､
目的とするトリチウム襟241617-d.hld･dA4の特定を行っ
た
.
印耳

化食物の番地状況についてはラジオアナライザーで放射活性をモニターして
行い､この
うちピークとして津められた5iihについて分取して保持LSNlの
良い方から廿に百分卜百分Sとした
.
それぞれについて活性型ジベレリン
に仲井的に反応する抗t+を用いてSt安a:iEzt.により始合渚牡をiIl注した｡



5-2-2:ゲル波過カラムを用いた糸.■f合活性測定法の確立と検証

5-2-2-l:結合活性測定池の杯立

ゲル油過カラムを使)71してGBPの検LLlを効率よく行うために､GBp-標題体の複

合休を含む高分子画分と遊牧の標識休との分鼓状況の把握を行った｡そこで､市

販のゲル泣通カラムカートリッジを用いて､標識ジベレリンと､高分子のモデル

として牛血括7ルプミンについてのカラムカートリッジからの溶出状況について

検討して､遊離の標識休の混入を穣力抑え､かつ画分中のタンパク質含出が滋も

多くなる鮭出条件を探った｡

16･17-dlhydroGA4標識体および牛血析アルブミンのゲル漣過カラムカートリッ

ジからの溶出状況について図5-4に示す｡16,17-d･hydroGA4については各溶出画分

の放射活性を測定し､牛血冊アルブミンについてはタンパク野定点により含有虫

を井出することにより各々の拾出状況を解析した｡この結盟から､ゲルとのイン

タラクションなどが起因するためか逝鞍状態の16,17-dihy山｡GA4と牛血清アルブ

ミンのような高分子との完全な分鰍ま畑榊できないものの､Tff版のゲル湛過カラ

ムカートリッジ(NAP-1U,Pha,rnacia)を常にJTlいることにした船倉､船出開始から

650FLLまでi･分取することにより避離した16･L7-d.hydroGA4の漏出を別 ､掛 こくい

止め､かつタン′(ク質をできるだけ多く船出できることが判明した｡よって､以

降の分析では常にこの定鞄カラムをmい､650FL)の鮭Lti画分についての放射活性
丑を測定することにした｡

また､硫安沈殿法の船合と同様に､標識休だけを反応系内に添加した船倉の高
分子画分中の放射活性丑(B区)と､過剰魚の非倭議ジベレリンをさらに添加した場

合の放射活hJt(UB区)の井出も行い､両者の差(a-UB)に相1する非標識ジベレリ

ンにより可逆的に交換可能な結合丑をもってジベレリンに特典的な結合活性鬼を

定鼓した｡

5-212-2ザル堆適法と硫安沈殿法との比較

GBPがゲル汝適法や硫安沈殿法など異なる検出方法により検出された場合に､

それぞれの方故で井出された穀和佐を政接比較してその大小与論ずることは塩め

て危険である｡そこで､同一の抗体を用いてそれぞれの方法により解搬定数を算

出して､比較を行い差異を検討した｡すなわち標識体と活性型ジベレリンに特異

的に結合する抗体と混合し､これに任悪の丑の非標識ジベレリンを添加して原注
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(上図)は分Tリガンド(16.17-Dlbldrd3人4)Lこついては各枢n百分のttN活

性JEH注し､(TE司HUlチタンJ<クJC(牛血ifアJL,プミン,67tD▲yこついて
はタン′<ク男定JLにより含有JLを井出することに上り各 の々恵山状況を片折

した.この姶黒から.ZEJL状丑のdihydroG～と牛血析7JL･プミンのような

7(分子との完全な51Ali期待できlJ.-いものの､7tl'書のゲル舶 カラムカート
'J.>ジを書にRlいるgI含､#jlLi的境から650/Jlまでを分れすることにより叢
Iしたd.TLldd ～のA7日IIを且か軌こくい止め､かつタンバクJtをできるだ

け多く溶出できるとfq軒した｡
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体と抗体との結合にTXlする附,i;此穀を求めた｡

得られた曲鰍 こついて齢 5に′J-(-T｡→ミ約%L主の50%が非捷識体で交換される時

の添加感度を比較すると､硫安沈殿法においては2×10-8M程度､ゲル浪過カラム

法では4×10-8咽 度と非･･!;1･･t=近似した佃を示すことが明らかになった｡以上の結

l 別 ､ら､双方の検LU故で詐Lは れる脈 雌にlAして数値を直接比較することは､

大きく見培っても1オーダー以内の才は を作って許解できると判断した｡
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図5-5 二錘のCllP輸出法における抗仏の牲状比較

活性勺ジベレリノに特異的に反応するモノクローナル抗体を用いて､従来か

らのG8Ⅰ収定法である故安江貯法と､ゲJLajAカラムをHlいた峡定法の2つ
の方法を用いて井出される解脱 丑を比較した.抗tiと､tfitdlhydrt応～

(cl20･000dr'm1333tJiq)の濫合だ;軌 こ任意のJLの非廿iLG～をitb]して､

それぞれの万牡により舌fTll'の結合放射活性JLをiq定してー全交tk可能な接

合部位のうちの5DqL(抜放で示す)か非庁議G～でF秩されるときの添加した

井領払休のit肝を-長め､群農淀勤を升汁ル た(双方ともに反応汝JLlllml)｡

二の膳公一ゲルi*過aでl叫 はSx10･SM､故安沈没法では3×10･8Mと井川

さ八′こ.
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5-3:アズキGBPの抽出･精製および性状解析

5-3-1‥各種ジベレリンに対するJh津山切片の応答と生育条件､pHの影響

GBPの検定に用いるトレーサー等のジベレリン種の選択のための知見､ならび

にGBPの基質選択性と材料に用いる旺軸切片に対する伸長促進効果との比較から
対象とするGBPか受容体の‖｣-HE性を杵つか否かを検証するための知見､などを得

ることを目的として個々のジベレリンについて肱軸切片に対する伸長促進活性の

測定を行った.連続光下でJ上宵させた上肢軸上部より1cm長の切片を調製して､

オーキシン共存下での各種ジベレリンによる伸長促進効果を比較した｡また､

GBP抽出用の材料を得るための戚培条件を設定するために明条件および暗条件で

生育させた上旺軸切片をJT)いて､Shibuoka(1972)の方法に従ってGA3に対する応答

を比較した｡

各種ジベレリンの段階希釈液を用いて伸長促進活性を測定した結果を､ジベリ

ンの生物検定にmいられる捷性イネ ｢短銀坊主｣に対する伸長促進活性と共に､

表511に示す｡GAL,GA3,GA4等の活性型ジベレリンは総じて高い活性を示してい

る｡また､ GBP倹出用の標識体として用いることを計画した16,17-dihydroGA4も

期待した通り､GA4と同程度の活性を示し､その安当性か確認された.一方､

GA4の生合成前駆体であるGA9や､不活性型とされているGA4メチルエステル､

3-CpK;A4等にも多少の活性が認められるが､いずれも活性型ジベレリンに比較す

ると弱い｡また､これらの活性は､他の生物検定においても言及されているよう

に､検定植物内で活性型への代謝 ･変換を受けた結果であると考えるのか妥当で

あるo不活性型ジベレリンとみなされながら強い伸長促進活性が認められたGA37

については蓑512に示すように､イネ･短鎚坊主をはじめ､他の植物を用いた生物

検定においても､一様に強い活性を示すことが多く､検定植物による活性型への

変換を受けやすいためであると考えられる｡

また､生育時の光条件が艦軸切片のジベレリン応答性に与える影響を明らかに

するために､連続光下(約2,5001ux,25℃)および暗黒T(25℃)で生育させた芽生えか

ら調製した旺軸切片のGA3による仲良促進の結果を図516に示す｡なお､双方の生

か揃っているものの上肱軸上部より切片を調製して用いた｡この結果､連続光下

で生育した旺軸の方が暗,lli下で生育したものより応答が大きいものの､暗黒下で
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表5･2 71々 の生理活性検定法におけるジベレリンの伸長促.毛活性

lJttucc' Cucurntxr● BarlcyI

h)pin)tyL hyp∝olyL alcuror)C

GA4 ++

GAl+++

GA3 +++

GA9 +++

GA340
GA37 十十

GA13 +

十十+ +++

++ ++++

++ +十十+

十十+ +

00
+++ ++

0 +
(')印HoaLJ(1983)の持たから各種の&定劇 こおけるジベレリノの生理活性
を抜粋してJ7=す.lNlj″ol九(a)



j i ii iiiiiiiii~

逆毛左光下 略盟下

∩

U 十 0 +
図5･6 光町境の変化と7ズ手のg)片仲良
明集桝的2,500ルックスの辻蛙光)および呼集件で生Aqさせた1ニ荘■上部を1cm良の切片にした.

これを1人人位4度で10~4Ml)uiT､川-4トlのGJb払渡を垂加して切片を浸し､並払 t条件で20時

叩培*し､切片q)仲良を乱･RL1=.馴 ･0)(.)軌 まĜ 3そ披書圧で10-4M添加したtB合､(0)臥ま

G勺を添加しfLかった堀金を示す｡

6 65 7 75 8 設定pH

同5-7 pHBl塊の焚化とアズキの切片仲良

目的のpHを妊持するように成 されたd̂埋衝液を番bしてから切片を浸し20時局培暮練の切片の

伸長をiN定した｡筒中の(-)区tiGfbを轟加しない色合の切片の11ぴi･示し､(◆H-)区はG勺を

轟加したAA合のq?分を,7=す｡各pILP3浦 のJI製についてはすべてリンdi故軸 を用いた｡
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生庁した旺軸でも応答することが示された｡

また､ジベレリンの応答にIRJしてpHf;B境の変化による影巻も解析した｡

Shibaoka(1972)により附生されているアズキ仏側yJJ;-を用いた検定法では､イン
キュベーションに用いる凍離液はpl162に設定されている｡-掛 二GBPの活性測

定においては低いpll条件ほど非相知的息'.:千(UB)か芯くなる傾向があり､過館､検

定はpH7-8で行われる｡そこで､pJl(･0-8･0の範班のリン酸綾衝液をmいて､切

片のGA4に対する応答性の変化について調べた｡その姑黒を図517に示す｡最大の

伸長促進効果の観察される七滴条件はpH60-6.5付近であることが明らかである

が､pH70-8･0の範隋lにおいても十分な応答が観察されていることから､CBPと

ジベレリンとの結合統件の測)iIにおいては､pH6-8の範囲で至適条件を設定して

も差し支えないものと考えられる｡

5-3-2:アズキGBPのILlhLIJ.･fl.J製

5-3-211･GBP抽出材料としてのアズキの亨適/ktf条件

アズキ芽生え(収穫鵬lJlfの■一jl'iTを図518に'7-;す)は､ヤエナリ等と共なり肱軸の伸

長は非常に小さく､7-柴よりL部に仙EEするL旺軸が伸長するという#徴をイけ

る｡アズキ切片におけるジベレリンの仲良促進劫火の検定結果から､迎続光条

件､暗黒条件いずれの条件で生斤させたアズキ幼植物の上旺軸にも程度の差はあ

るか､ジベレリンに対する比こ答が認められ､ジベレリン受容体が存在することが

示された｡しかし､受解体の炊柿となるCBPのT.7製を行うに当たっては､その含

丑､抽出効率､材料の加盟の放姐等をも考膿して材料を選定する必要がある｡そ

こで､連続光条件で/ib-させた上広軌 および暗盟下で生育させた上肱軸から可

容性タンパク質を抽出し､柑られたfuタンパク質画分中のジベレリン結合活性を

ゲル漉適法により検LLiL､その含品等について披討した｡その結果を表5-3に示

す｡81画分を用いた検止のため､活性は梅めて微弱であり､測定旬の偏差は大き

いが､光条件下生ti-の上腿伽と暗.7-!条件T/とffの上肢軸との間にGBP丑に大きな

差炎は認められなかった｡よって､柚.lh材料としては､より生斤が容易な暗巣条

件で生育させた芽生えの､(-Ri以Tを除いた上旺柚全体を用いた｡また､I,備実

験により凍結 ･融解による拙合爪性への形鰍ま殆ど認められなかったことから､

収穫後､直ちに班紙して保/I-･した｡
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5-312-2:アズキ上佐助の題淡とCBPの柚.lli

可溶性タン′(ク質の抽淋 二はpH7.6のトリス接衝液を用い､SH基保護剤やプロ

テイナーゼインヒビターも通Iliと添加した｡破砕後の抽出液から遠心分放により上

桁を1.rlた後､60%("ィ､)飽RJの旋偉アンモニウム水鮮液により塩析を行って可溶性
タンパクEl萄分を柑た.r''113､1匝lのf.7製には約0.5-30kg新鮮重の上肱軸を用い

た｡

5-3･2-3･疎水性カラムクロマトグラフィーによる柵製

可溶性タンパク質画分におけるアズキGBPの給食前性は非常に微弱にしか検出

することができず､明u31な活性検Ltiのためにはゲル遭遇カラムのサイズを大きく

するか桁脱皮を上げることが要求された｡可給仕タンパク質画分は塩析の影巻を

受けて高濃度の硫酸アンモニウム塩を含んでいる｡従って､疎水性カラムPutyl-

Toyopcarl650M)を川いたクロマトグラフィーをこの後の榊製手段にmいることに
より時間的な効率化を検討した｡すなわち､イオン交換カラムなどとge.なり疎水

性カラムでは柵製=こ伏するタンパク質溶液lJJの塩強度を廠鰍 こFげろ必要が無

く､透析処理などを省略することが可能となった｡ ･方､カラムからの溶出は塩

強度を段階的に下げることにより行い､各船山Lg'分についてゲル浪過カラムを用

いた測定法によりジベレリンfI,一合活牲区を特定し次の将軍削こ(兆した｡

5-3-2･4:イオン交換カラムクロマトグラフィーによる捕製

疎水性クロマトグラフィーにより得られた析性両分についてpH5.Oに下げて､

等電点により沈殿したタンパク質を逆心分軌こより除よした｡成った上軌 こつい

て陰イオン交換カラム(SPScphilrOSC)による1I'i製に供して､十分に洗浄した後､塩

強度を上げて溶出を行った｡

ジベレリンの結合活性が認められた画分についてpHを76に戻し､陰イオン交

換カラム(QScpharosc)を用いたクロマトグラフィーに供した｡50TnMの塩強度では

アズキGBPは陰イオン交換カラムに吸,uytしないことが予備検討で判明したので､

カラムに対する非吸若l叫分を待て､遠心式限外油過により惑稲を行った｡

以上の結果から､7ズキCBPの等罷.･7.は通常の主要lJ.'タンパク質と比較してや

や馬い可能性が示唆された｡



5-3-2-5ザル浪過カラムHPLCによる柵製および分(一鎚の推定

陰イオン交換カラムによる絹製で和らわた活性何分をゲル港過カラム(Shodcx

KW-803)を用いたHPLCに供した｡分L叫ま1分ごとに行い､各画分についてジベレ

リン結合活性を測定した｡その紙袋を図5-9に示す｡また分子鬼マ-カータンパク

野を用いて作成した船脚 .fr7'Jと分子iiとのLM係を示す検丑穀から約25kDaに相当

する船出位正にジベレリン結合活性のピークが認められた(図5110を参照)｡このこ

とは分両分子丑が2UkDa態度の取外鰻過腰を用いてGBPの浪綿を1-Tった敏合に結

合活性が股 Lに成ったこととも合致する｡ところで他の植物ホルモンで受容体に

関連する結合タンパク矧 ま概ねIOOkDu以下であることが多い｡例えはオーキシン

結合タンパク質の場合､トウモロコシABPlは22kDiのホモダイマーとされている

(LkblcrandKLacrnbL,1985;Shlmomurud3/,1986)｡また､サイトカイニンではヤエ
ナリCSBPか大変牡状態で約21kDaと推定されている(NagataL･lJ･/.,1993)｡一般に核

内タンパク質は2O-30kDaの分子古土を示すものが多いが､7ズキGBPについても

この範吋にあることから､核内にターゲットを持つuT能性についても検討に値す

ると思われる｡

5-3-2-6.アズキGBPのfI7製効率

各精製段階におけるアズキCBPの回収と比活性 ･柵製効率を去5-4に示す｡非平

衡のゲル浪過は-により検出されたアズキCBPは仏イオン.似イオン双J1-のイオン

交換カラムをJTlいたクロマトグラフィーにより棲めて効率よく稲敷されることが

比活牡の上州 こよりEylらかとなった｡また､ゲル浪過カラムをmいたHPLCを終
えた時点で約2,2()0倍の和製が辻成されていることも判明した｡和製状況を取気泳

動レベルで解析するため､HPLCにより柑られた各画分をmいてSDSIPAGEを行

い､銀盤色法により柑られた染色結盟について包5-11に示す｡これによれは約

25kDa近辺の他に妓つかジベレリン結合活性の強度に対応して染色丘が変動する

バンドが検川されているが､7ズキGBPを特定するには至らず､更に少なくとも

数倍から数十倍の桁製が要求されると推測された｡また､同様の泳動ゲルをCBB

染色した軌 二はIylRgな染色はほとんど認められなかった｡検Lu感度の高いとされ

る叙染色法を用いてもその作在idの少fJ.'さゆえにアズキGBPを明断 こ検出するた

めには､抽出時に用いる材料 こついてもさらに数倍多く用いる必要があると考え

ている｡
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shodclKW･803(gmmlaX300mm)により03ml/rrliztの光速にてltr/m川で分博し､各育分についてゲ
ル辻遵法により特弗的給食活性を耕定した｡また､Iql様の百分についてタンパク井の淀JLt)行った｡

26 2且 30 32 3J 36 38

回5-10 7ズキGBPのJJT子_Rの井出

ゲル軋AIuW (5hodexKW-803)による相殺を行って､長も蒋井的抵合花性の雌められたフラクソヲン10
u溶出時間に&暮して346分に相当するも､各分子tマ-か-のカラムへの掛III.r佃を■定して雌
を作成してアズキGBF'の分子1の推定を行った｡その拾果､約25LDLと見81もられた｡分71Lマーカーと

しては､glL'l-m-Ledehyd10Be.laS'(290kDlhlao引tdchydrogcnaSC(14址l)a).etIOlaS亡(67WL),

myoklmSe(32kDa).cy10Chromcc(121仙Dl)
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&513 7ズキGBF'の回収 ･描合宿性ならびに絹製効;声

蛙タン′iク質且 総括合活性魚 比活性 相野度

(TTlg) (dpl) (dprTVmg)

硫安沈他用画分 8630 150,000 17.4 1

謙7k性カラム 1060 71,000 67.2 3.9

65.6 69,700 1060 61

4.33 63.700 14700 840
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図5-11 ゲル推iAカラムーHPLC[=よる精製で得られた酉分についてのSDS-PAGE
ゲルZtjAltnJ:(ShoduKW･803)による付文を行い･ゲ d̂舌カラムを用いた鼓定法により81t

的持合拓也の低められたフラクション叫 上回姥 中心lこh lほ てについて･同者分を漁輯して
SDS-PAGE(12珊 )を行,たけ臥 且染色掛 こより史色をけい待井的総合活也l=対応するバンド
を横井した,矢印は現良好で対応すると考えられるJ{ンドを示す｡



5-3-3:アズキGBPの性状解析

ゲル漣適カラムによる結合活性測定法は､T,Y製皮の低い粗相製画分を用いても

非特児的な結合がほとんど検出されず､微弱な結合活性でも布悪に検出すること

が可能である｡そこで､疎水性カラムクロマトグラフィーによる精製後の活性画

分を用い､7ズキGBPの活性型ジベレリンに対する規和性､および基質の選択

性､pH環境の変化による影寺等の評価を行った｡

513-311:アズキGBPのpH依存性

疎水性カラムクロマトグラフィー終了後の活性何分を､淑終的に目的のpHにな

るように設定された綾衝液に船解し､各pH環境 ｢における7ズキGBPの標識リガ

ンドとの免官合状況を解析した｡その結盟を図5-12に,示す｡これによれは､pH6.0以

下では､重要なタンパク質の等砥点近鰍こあたるためか不溶物が認められたので

pH6･5以上の環境での検討を行った｡またpHIO以Lの環境ではジベレリン自体が

構造的に不安定になると考えられるので対象から除外した｡柑られた結果によれ

ば､pH75付近が至適条件であり､抽脚与の接衝液のpH環境をこの付近に設定し

たのは結盟的に滋&･の環境であることか判nJJした｡

5-3-3-2:アズキGBPのGA4に対するBZ和性

疎水性カラムクロマトグラフィーによりT.服 された活性画分を用いて､アズキ

GBPとGA4との親和性(解艶定数)を検討した｡その結niを図5113および図5-14に示

す｡解搬定数の井出方法として2通りのR･なるJT法を採用して比較した｡すなわち

図5-L3に示すようにScatchardプロットを作成するJJ液 と､Lgl5･14に示すように全結

合鹿の50%が交換される非標識休温度を用いる簡便法である｡前者では6×10-10M

という佃が井出され､後者からも同校の低が示された｡両者の値がほぼ一致する

ので7ズキGBPの活性型ジベレリンに対する親和性に関しては､これまでGBPの

報告例と比較して類を見ないほど高い値を示すことか明らかとなった(&118を参

派)0

さらに幼撒物体中のアズキCBPの含有堀についても2Frf類の方法を用いて試許し

た｡ます用いた標識体の比放射活性を指標にした場合､約2.5kgの材料から可溶性

タンパク野画分を調製し.その画分中の総結合放射活性 '7(が約120,㈱ dpmであっ

た｡これは標識体の比放射活性から換許して約500holcに粁 L'Jすることか判明し
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図5-12 7ズキGllPのpH依存性
活性ii分を荘領水で鮭辞しゲルiLiAカラムで晩生他社をし､tl茸d.hydroG～ (り oe.ODD

dpm.733kLJq)と､非はhG～(lmMl雌瀬または外qZIGJヽ を含まないtt砺波を添加して

からEI的のpllを姓持するように改定された各横領練を添加して､4℃､3I.fm反応させ
た｡それぞれについてゲル姐適法をJnいて結合放射活性を洲足した｡各pH親衛杵の粥製

についてはpH60-pH75はリン欣後衛液(Eg]中●印で示す)､pIl75-p][90はIr】S-HCl戊
-di披(Egftl+印で示す)をJfJいた｡
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BrpMl

岡5-137ズキGEIPのGAJに対すろ知和性(I)

活性育分とトリチウム律浅dLhyd,oG～の汲合本液に脚訳した非dEtG～を添加して､
ゲルiLiA

法を用いて群分中の結合放射活性Jtをi～足した.
ScalchardプE)ットを作成して､
その傾きからKdは

6xlO･IOMと井Hされた｡
またF1m11118pMと見辞もられた｡

検出された結合所性束%

i

_
_

｢

図5･14 7ズキGtlPのGA4に対すろ親和性(2)

活性青身とトリチウム襟Z&dihydroG～(4.400.000dpm.733tElqP 況合煎萩に任意のJLのNeE呈G～

i･添加して､ゲ)朋 姓を用いてii分中の結合放射活性tをal足した｡全文&El能な結合部位のうち
の50%か井伊もG～で4推 されるときの垂加した非eIZ&件のJLEl畔 Jiで,-7'す)を求め､tJL七として
のKJま6×10･)OMと■lIは TLた.
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た｡精製上の回収率を50%と見坊もり､図5-4に示されたように活性倹出に用いた

ゲル漉過カラムからのアズキGtlPの回収率を約30%と見破もった場合､1mgのタ

ンパク質あたり1-2hlOL程度と井出された.｡

もう一つの武井としてScatchaTdプロットをxjdlに外挿する方法(Brnax)を利用し

た｡これにより約2･5kgの抽出材料中における長大結合部位教は､Imgのタンパク

質あたり0.I-02fmol程度と策出された｡これらの値から判断して､アズキGBPの

tii鞍を完遂するためには少なくとも100kg程度の材料からの効率的な精製を構築す

ることが必要と推測された｡そして､存在鬼に朗してもこれまでに報告されてい

が明らかとなった｡

5-3-3-3･アズキGBPの鹿野選択性

滋 5-5にGA4を2k準(100%)とした各化合物の7ズキGBPに対する相対的な親和性

を示したo絹追式については図5115に示す｡これらの結果からGA4と同様に16,17-

dlhydroGA4に対しても高い親和性を示すと)tに､GAlやĜ 3といった一般に活性

型と呼ばれるジベレリンに高い親和性を示すことが明らかとなった｡これに対し

GA4の生合成上のuiF揃の前駆体であるGA9や不活性化の代謝を受けたGA34などに

は親和性が低く､また僅かに鳩道の児なるGA4メチルエステル,GA37,3-CPI-GA4

などにもほとんど親和性を示さないことが明らかとなった｡これらの結果はアズ

キGBPがジベレリンが生理活性を発現するのに必新であるとされている梢造要

因､すなわち3β位のJk酸基､6位カルボキシル盛､γ-ラクトン環といった構造要

因をすべて満たすC19-ジベレリンのみに高い親和性を有する佃l占Jをうかがわせる

ものである｡以上のことから7ズキGtlPは生坪的な茎部伸長活性と密接な関連性

かあるものとnJ持された｡



&515 アズキGEIF'の甚野選択性

GA4 100%

16,17-dihydroGA4 55%

GA1 25%

GA3 5%

GA9 1%

GA41Me l%

GA34 0･5%

GA37 0･5%

GA13 0･1%

31ePt'-GA4 <0･1%

拓tt育分とトリチウム穎j&dlhydroG∧4の混合啓汝に任JEのJLの各井領Zlジベレリンを

添加して.ゲJL& iB法をhlいて舌分中の法令放射清丘■を*足した｡トリチウム襟2&
bit,yd-oG～の姑食か50%扱者されるのl=必5F/･;各非attジベレリンJLを恥 llL･その

jt鼓i･比較して相対的軸 1ttを求めた｡従って皆か -̂きい控､も蹄1ttか7Fい｡G～蕃
蔑称としてたす.
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GA4 16･17-DihydroGA4

GAI GAつ

GA9 GA13

I,LITt謁 ∴ 二 '.;7-i _

GA37 GA34

-重臣 ㈹飽
3-epi-GA4 GA4-Me

郎 -15 基質畢択性の挨封に用いたジベレリンの枕jt式



5-4:アズキGBP精製法としての

アフィニティーゲルの活用

541:アフィニティーゲルの調製

アフィニティーゲルの調製時に巌も翻意すべきことは､輔魁の対象すなわち

GBPとのアフィニティー(親和性)を失わないようにリガンドの修飾を行うことで

ある｡すでに第2帝において述べたように活性型ジベレリンの構造的特徴について

検討し､得られる抗体が所性塑ジベレリンに特異的に反応するような免疫原の調

製方法を確立したOそこで､これに倣って免疫原の梢逆に類似したアフィニ

ティーゲルの調製を検討した｡以下､これを1(.位修飾型アフィニティーゲルと称

する｡図5-16に示すように､この合成鮭路では途中で選択的析性エステル化が要

求され､そのために高い収率が望めず､またスペーサーの長さの調節も難しいの

で､別の化合物を用いて同様に16位からの修飾を検討したaすなわち､16位末端

にはカルボキシル基では7'Jくアミノ並の導入を図った｡これにより､ジベレリン

誘導体に唯一存在するアミノ&-を利用して担体との結合を行うため､免疫原の調

製時のようなFr]いる試薬の茄的比率を微妙に調節する必要性が如くなった｡ま

た､桁製された合成■州1d体はJEid分析(SLMS)により確認した｡祁令2秤の合成中間
体によりアフィニティーゲルを調製した｡

一方､第3章で用いたような6位カルボキシル益を利用したアフィニティーゲル

についても再度検討した｡以Tこれを7位修飾型アフィニティーゲルと称する｡こ

のタイプは上述の16位修飾塑アフィニティーゲルと列なりジベレリンの生理活性

の発現に深く関与するカルボキシル進への修飾を伴うため､GBPとの親和性を大

きく低下させる危険性を有している｡しかしオーキシン結合タンパク質のトウモ

ロコシA8Pl(ShlmOrnuTaClDl,1986)や､ヤエナリABP･[およびABp-llの柵製(Sakal

andHanagata,1983,Sakal,1985)においては､活性の発現に深く側与するカルボキシ

ル基を修飾したアフィニティーカラムを用いて､ABPへの親和性を適度に下げる

ことにより船出効率を向上させた例も存在する｡これらのことから､16位修飾型

と7位修飾型の2種新の摘造を持つ77イこティ-ゲルの調製を試み､その利用の

可能性についての検討を行った｡



図5-16 GA4ノルケ トンのオキノム体のtk逓

矢印で示すように分子内l:2つのカルポキ-/ル題か存在しており､これらのう

ち17他末娘のカルボキシル基のみ与炭択的に活性化することか要求された｡



5-4-2:抗体を用いた各種アフィニティーゲルの有効性の検討

調製したアフィニティーゲルの構造式を図5117に示す｡これらの有効性の検討

は､16位修飾型アフィニティーゲルに関してはカートリッジカラムに充填し､第2

章にて調製した活性型ジベレリンに特用的に結合する抗体をこれに供した｡十分

に洗浄して､結合しなかった抗体をカラムから除去したのち､塩強度を高くした

溶出系と非標識リガンドを用いたアフィニティー溶出系による2つの溶出条件の検

討を行った｡各溶出条件により得られた溶出画分について トリチウム標識ジベレ

リンを用いた硫安沈殿法により画分中に存在する特異抗体の存在量を測定して､

ゲルの有効性を検討した｡

一万､7位修飾型アフイニティ-ゲルに関しても､抗GAlメチルエステル抗体

CYamaguchielaJ･,1990)を用いてカラムに吸着させ､同様に高い塩強度を利用した

溶出系とアフィニティー溶出系の検討を行った｡各溶出条件により得られた溶出

画分についてGAlメチルエステルのトリチウム標識体を用いた硫安沈殿法により

ゲルの有効性を検討した｡

各溶出画分中における標識ジベレリンとの結合活性を図5-18に示す｡グラフで

は免疫反応性が大きいほど､その時点で多くの抗体がカラムから溶出されている

ことを示している｡この結果､ジベレリンによる溶出方法はいずれも効果的であ

ることが明らかとなり､16位修飾型および7位修飾型のいずれも抗体タンパク質の

精製に関しては有効に活用できることが示された｡

実際にアズキGBPをアフィニティーカラムに吸崩させて効果的な溶出を行うこ

とを想定した場合､やはりジベレリンによるアフィニティー溶出が最も確実で

GBPの失活の危険性が少ない穏和な溶出方法と考えられる｡しかし､この溶出系

の叔大の難点は溶出画分中に過剰畳の非標識ジベレリンが混入するため､これら

の徹底的な除去を行わない限りジベレリン結合活性の測定が困鰍 こなると予想さ

れることである｡従ってアフィニティー溶出以外の方法により活性を保ったまま

でGBPの溶出が行えれば食も都合がよい｡しかし一般に効果的とされる溶出系は

タンパク質の失活を代償にカラムからの溶出を行う場合が多く､設定は微妙で難

しいとされている｡第2章において活性型ジベレリンに特異的に結合する抗体を用

いたイムノアフィニティーカラムを調製し､活性型ジベレリンの効率的な精製方

法について検討した際には､標識GA4と抗体との結合がチオシアン酸カリウムな

どカオトロピック塩により解難し､塩浪度を下げることにより繰り返し両者の結
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図5-は アフィニティーゲルにおける特炎抗体の唆溝 ･溶出状況

各アフィニティーゲルlmlをカ･-トリyゾカラムに充功し､タイプ(∧)-(C)に関して

は抗Gノヽ抗体溶液をこれに供した｡また､タイプ(D)に関してはG∧1のメチルエステ

ルに対する抗休(YamagL)ehlCrFJ,I990)溶液をこれに伏した.pBSで洗浄(船出(りの

矢印で示す)した後､05MKSCN入りPBSで再出(軒I:(2)の矢印で示す)し､05Tllhl

G勺入りPBSで杏illLた倦 出(3)の矢印で示す)｡タイプp)に関しては0勺の代わり

にGJbメチルエステルをIrIいた｡各菌分はlmlrとに分育して能安江蹴 により抗休

の検出を行った｡従って､酉分中に検出される結合放射活性且か多いほど多JLの抗
体かカラムより酪Hされたことを示す｡なお､用いたアフィニティーゲJLOt一連は

図5･17のタイプ(A)～P)に対応している.



合が復活することを示した｡従って､このカオトロピック塩を利用した溶出系の

検討を今回調製したアフィニティーカラムに対しても行ってみたか､図5-18にお

ける溶出状況から明らかなように､いずれのカラムにおいてもほとんど溶出効果

を示さないことが明らかとなった｡同様の抗原抗休反応でありながら､イムノ7

7イこティ-カラムで穣めて有効であった姶出系が､アフィニティーカラムでの

溶出系としては全く敬能しない理由について､ジベレリンと抗体との親和性に眉

目して検討してみたい｡

イムノアフィニティーカラムおよびアフィニティーカラム(双JTの構造について

は図5-19を参照)において抗原抗体反応により結合しているジベレリンと抗体の複

合体構造について考えてみると､イムノアフイニティ-カラムにおいては抗体が

担体と部位非職只的に典有結合しており､ジベレリンに関しては全く修飾をうけ

ていない｡一方､アフィニティーゲルにおいては､ジベレリンが担体に結合して

おり､しかもその結合様式は免疫原の構造により近いことから､遊離状態のジベ

レリンよりもさらに高い親和倒三を示しながら抗体との複合体を形成しているので

はないかと予想される｡従って､両者におけるジベレリンと抗体の複合体を形成

する上での親和性の違いからチオシ7ン酸カリウム溶液による船出効果に差が生

じたものと考えている｡

このことよりアフィニティーカラムを用いて特苅抗体の効父的鮭川,を行う場合

には､イムノアフィニティーカラムよりもさらに強)Jな溶Lli条件か要求されるも

のと推測する｡ただし､アズキGBPと抗体とは性状が児なることからこれらの終

出jJd法がアズキCBPに対しても触効かどうかは全く別FiiJ題であり､現段階で予測

はできない｡今後､実用化に向けてチオシ7ン椴塩などがアズキGBPのジベレリ

ン結合活性に与える影響などを細かく検討する必要があるだろう｡

5-4-3:アフィニティーゲル活用の可能性の検証(1)

16位修飾型および7位修飾型アフィニティーゲルの部分捕連に類似した2つの疑

似合成中間体を用いて､アズキGBPに対する洩和佐をゲル浪過カラムを用いて測

定し､アズキGBPの精製にアフィニティーカラムを活用できるか密かの可能性を

検討した｡その結果について図5-20に示す｡これにより､16位悌飾型ではアズキ

GBPに対してほとんど親和性を失うことが判明した｡この轟付けとして側鎖をさ

らに短くした16a,171dLhyd-oxy-I6,17JihydroGA4(Hasc8aWtlelall,1994)の親和性に

ついても検討を行ったが､同様にほとんど親和性を失うことが判明した｡このこ
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≠ ~ 三 ,y

図5-19 アフィニティーカラムとイムノアフィニティーカラムとの比や
上段に示す恥 こリガンドに対する結合タンパク耳か特異抗体である甘合を想定する

と､抗ジベレリン抗体のように抗ハプテン坑休の坊合､リガ/ドEl身(咽 )よりも免

扱席の稚鹿に近い(bPl)ほど､より高い丸和性を有すると考えられる｡そこで､特異

抗体を組合タンパク好のモデルとしてJ恥､てアフィニティークロマトグラフイ-お
よびイムノアフィニティークロマトグラフィーを1Jlう鴇合を考えてみると､アフィ

ニティークロマトグラフイーの坊合(d図)の地合様式は(b凶)に近く､イLノアフィニ

ティークロマトグラフイー(亡国)の牧舎の結合様式(a周)よりも､更にiQIい叔和佐を

もって両者は蛤合すると稚iNされる｡

-133-





とからアズキGBPでは､17位末端メチレン梢進の近傍についても結合に非常に関

与する領域であると推測される｡したがってアズキGBPの精製に有効なアフィニ

ティーカラムを調製するためには16位以外からの修飾を行うことが得策ではない

かと示唆された｡一方､アズキGBPの韮質選択性の検討においてGA4メチルエス

テルに対してGA4の約1%の親和性を示した(表5-5を参照)07位修飾型の疑似合成

中間体においても同様に微弱ながら親和性を示したことから､少なくとも7位修飾

型とアズキGBPとは結合する可能性が示唆されたので､以下これを用いて検討を

行った｡

5-4-4:アフィニテ ィーゲル活用の可能性の検証(2)

陰イオン交換クロマ トグラフィーによる精製を行った活性画分を用いて､7位修

飾型アフィニティーカラムによる粘男削こ供した.また対照カラムとして､ジベレ

リンの代わりに安息香酸を用いたゲルを調製した｡ペリスタリックポンプにより

低流速で循環させた後､カラム-の非特異的な吸新物を洗糾 こより除去し､続い

て福娘度のGA3によるアフィニティー溶出を行ったC溶出画分および非吸君画分

について漁船を行い､ゲル浪過カラムを用いた測定法によりジベレリンに対する

結合活性を測定した｡

非吸群画分についてのジベレリン結合活性の測定結盟を表5-6に示す｡これによ

ると､対照カラムからの非吸 ŷl画分においては明瞭なGBP活性か検出されたが､

アフィニティーカラムの非吸 ŷj画分ではそのような活性は認められなかった｡こ

表5-6 アズキGlll'和動のためのアフィニティーカラムの有効性_の検討

7位修飾型G∧4アフィニティーカラム個5･20のタイプ(C)T段)および対.照として調製した安息香稚カラ

ムの双方に7ズキGEIPを含む活性画分を12時Ig､細現させた後､非吸jF両分中の特弗的結合活性伸一tJI】)
をゲル妊適法により倹対した.すべてのiN定は独立に4連で行った｡
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のことから､G8Pがアフィニティーカラムに吸Bされた可能性は高いと考えられ

る.一万､7フイニティ-溶出両分には過剰丑のリガンドが混入しており､現段

階ではGBP活性を検定するには至っていない｡また､SDSIPAGEおよび銀染色に

おいても現段階では明瞭fj:バンドの差は認められなかった｡今後､活性炭等を用

いてアフィニティー船出画分中に過剰に混入したジベレリンの効率的な除去方法

について検討し､溶出両分中のGBP拓也について測定を行って､アフイ二ティ-

カラムの有効活用によりアズキCBPにf淵する柿製効率の飛躍的向上を達成したい

と考えている｡



5-5:アズキGBPについての総括
非平衡のゲル漉過カラムによるジベレリンの総合活性測定法は硫安沈厳法のよ

うに高濃度の塩を要求せず､俄物体内により近似した環境条件下で測定が行え

る｡ヤエナリGBPやアブラナGBPの活性画分を別途調製してこのゲル漉過カラム

による活性検定に供したか全くジベレリン結合活性を検出することはできなかっ

た｡すなわち､高濃度の塩が存在しない環境下ではこれらはGBPとしての機能を

消失するのか､あるいは低い槻和性のためにゲル港過カラム内で標識リガンドが

GBPから解鞍するからではないかと推測する｡

アズキGBPの精華削こr姻しては､特にイオン交換カラムによる精製が効果的であ

り､常套的手段を組み合わせて2,200倍の比活性の上月を達成することができた｡

しかし､考察においても指摘したように7ズキCBPの存在iTLは傾めて徹苑であ

り､現在の丘的な比較もりがJlIしいとすればその単軌こは少なくとも100kg程度の

材料からの更なる効率的なfIT製を検討しなければならない｡

各稚ジベレリンを用いたアズキGBPの性状解析の結果は､いずれもが受容体と

しての必要条件を満たすものであった｡しかし､いろいろな性状を持つGBPの中

から受容休タンパク質を選抜するための決定的な方策が存在するわけではなく､

これらをもってアズキGBPが受容体であるとは断定できない｡このことは､オー

キシンやサイトカイニンの受容体を結合タンパク質から選別しようとする他の研

究グループでも同様の問題を抱えている｡ジベレリンの場合､少なくとも伸長に

関与した受容体であれば､仲良生理活性と親和性あるいは基質選択性とのruFlにあ

る程度の相関性を保っていてしかるべきであるというのが､当初からの誰者の基

本的立場である｡今回検出したアズキCBPはまさにこの基本的条件を満たすもの

と考えている｡残る課題､すなわち受容体であることの証明はそれらの変果体の

作出やJ1151'luでのシグナル伝達系の捕集などを待つ必要があるかもしれない､ある

いは環境の変化に伴うアズキGBPの時)明的.空間的変動を解析することにより新

たな必要条件を設定することが可能であるかもしれない｡またさらには､アズキ

GBPの分子妄主に関する知見から核内にターゲットを持つ可能性もあり､そのあた

りから解析への糸口が見つかるかもしれない｡いずれにしてもこのアズキGBPの

単離をEglり､分子情報に関する解析が切望される｡



5-6:実験の部
PIrゲル浪過カラムをJ71いたGBP検出系の捕集ILJ

●ジベレリン標識体の調製

GA7/isoGA7/GA4混合物800mgを10TnlのDMEに溶解し､LOOrngの教化虫およ

び､20Tngのベンジルブロマイドを添加して､常温で72時間投拝した｡反応の進行

はシリカゲルTl･qAcOEI･CHCL3:AcOH-2O'12i(V/V))により確認した｡GA7ベン

ジルエステルの柿製は､シリカゲルカラムクロマトグラフィー(船出はヘキサンー

AcOEl系)とODS-uPLCにより行った｡

HPLCの各条件は､ColuTTln,PEGASILODS,6rrlmI.d.×150mm,Scnshu,Solvent(A),

50%(vrvわcctoJl]trilc,Solvent(a),80%(V/V)iX:ClOnlLrllc,0分 (A)1(氾%->30分 (B)Loo鞄,

lir'ca'甚rad･cnt;流速,l･OmL/分｡叔終的に17･lmgのGA7ベンジルエステルを科た｡

パラジウム･炭窯を触媒としてトリチウムガスによる接触還元反応をDuPoTll社

に委託した｡FAB-MS343FM十日】+(L6,L7-d･hydroGA4のIM+Hl十は335に検出される

J ことから3日4ラベル体が生成したことを示している)｡反応混合物について陰イオ

ン交換カラム(N(CH3)2-3151,8rnm,･dx150m.T･,Scnshu)をJT]いて和製を行った｡

SoLvcnL,McOIVO.05%(V/V)AcOH,ls∝TatlC;Flowrate,201T)L/分｡調製された1,2,16,171

[3日4ト16,17-dihydroGA4の比放射活性は､455TBq/rnmol(122CUmmol)であった｡

l ●非平衡ゲ,Lat適法によるジベレリン結合活性測定放
牧検タンパク質画分を洗浄用妓衝液(10mMTrls-HCl,pH76,2-MBIDmM,NaCl

50TTlM)で溶解し遠心分溌(15,000×g,15分間,4℃)により不治化物を除去した｡こ

の溶液Imlをエッベンチューブに入れ､標識ジベレリン溶液(330nMI,2,16,17-

r3日41116,17-dlhydroGA41123CVmmoH,1ヱ5mMTris-HCJ,pH76,25mM2-ME)50LLL

(ca4,400,000 dpm,73.3kBq)と混合し､室温で10分間反応させた｡次に非標識ジベ

レリン溶液(1mMGA4あるいはGA3,10mMTr･S-HCL,pH7･6,10TTIM2-ME,0･lM

NaCl)または非億讃ジベレリンを含まない萩衝液(10mMTris-HCl,pH76,10mM2-

ME,0.1MNaCL)を50IL1添加して12時間反応させた｡予め洗浄用親衛液で平衡化さ

せたゲル浪過カラムカートリッジ(Nap-10カラム,PhaTmaCIa)に上記のlml混合溶液

[ -138l

i.1



を供し､溶液がゲル上端部に入った段肺から､さらに沈砂用緩衝液650LLlがゲル

上端部に入った段階までに溶出した画分を採取して評価試料とした｡また､pH依

存性の検討時には各設定pH額衝液を調製し､カラム環境を平衡化した｡

LIJ7ズキ随朝敵片におけるジベレリンのイ小長促進活性のblIJ定rlI

バーミキュライト上に殺菌 ･吸水させたアズキ種子を蒔き､Eyl条件(25℃､約

2,500ルックスの油紙光)および暗条件(25℃､暗盟下)で生育させて､4-8EI聞経た

のち､8-12cmになった上肢軸上部を1cm長の切片にしたDこれを､2%sucrosc入

りリン酸後衛液(100mM､pH62)とIAA(終硬度で1014M)共存下､被検ジベレリン溶

液を添加してこの中に切片(通瑞,'10本)を鼓し､25℃の連続光照射(約4,000ル7クス)条
件で20時間掘巌培輩した｡切付の仲良を洲起し､最大倍 ･最小佃それぞれ2つずつ

を削除して平均値を罪出した.

■■■アズキGBPの抽出および稲製暮■■

●植物材料の調製

アズキ(･42uk1bal7guJans)の種子を次北塩素酸ナトリウム水溶液(有効塩素1%)で約

3分間処理した後､暗黒下(25℃)で1晩吸水させ､准天プレートヒ(0.8%)に播概し

て､暗鬼下(25℃)で6日間培謹して幼植物体を収碓した(1kgの種子あたり2kg新鮮丑

の収丘であった)｡

●可溶性タンパク質の抽出

特に断らfj:い限りすべての作業は4℃で行った｡アズキ幼括物体と同韮且の抽出

用務衝液(60rnMTr.S-HCL,pH76,10,nMEDTA-N屯,30.T･M2-Ml=,LmMPMSF,015M

NaCl)とをミキサー内で混合し､計5分rldJ粉砕した｡途中､用いた材料の新鮮証の

10%にあたるPVPP(ポリクラールAT､五協産業)をJm次加えた｡4正に_Tiねたガー

ゼにより破砕物を漉過し､油液を弛めて退心分雛(17,000×g,30分間)により上拍

画分を始めた｡この画分に60%(W/V)の硫慨アンモニウムを投排しながら徐々に添

加した｡120分ra]撹拝を継続した後､遠心分離(17,000×g,30分間)により沈殿区を

弛めて､これを可溶性タンパク節画分とした.

●疎水性カラムクロマトグラフィーによる精製

可鮭牲タンパク質画分を､16%(V/V)の飽和硫敢アンモニウム溶液(10mMTris-
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HCl,pH7.6,LOmM2-ME,0.LMNaCL)で溶解し､遠心操作(17,000×g,30分間)により

不溶物を除去 して､上清だけを疎水性カラム(Bury1-Toyopcar1650M,東ソー,27mTTl

I.dx200nlm)に供した｡洗浄用液(20%(V/V)飽和硫敢7ンモこウム溶液)をゲル休

機の5倍産程度使用して洗浄放作を行い､硫酸アンモニウム濃度を5%(∨/V)に下げ

た溶出液を用いて溶Luを行った｡得られた各画分は塩析処理((20mMTris-HCl,

pH76,10mM2-ME,caヰ6M硫酸アンモニウム)に対して12時Iii]透析)により浪縮し

て保存した｡流鼠はペリスタリックポンプにより約300ml/時間程度に調節した｡

●陰イオン交換カラムクロマトグラフィーによる稲敷

疎水性クロマ トグラフィ-により紺られた活性画分のペレットを開始准衝液

(50mMAcOH(pH50),10mM2-ME,10%(V/V)グリセリン)にて勧解し､同親衛液を

用いて透析し(2L,2-3時FltUを2匝】)､遠心分離(27,OOOxg,3O分聞)により等問点沈

殿したタンパク質を除いた｡上柵をタンパク質温度が5mg/ml以下になるように開

始緩衝液で希釈 し､予め平衡化しておいた陽イオン交換カラム(SPScpharoscFasl

FLow,PharTTlaCla;25mmldx300 mm)に添加して､流速100mLnlrにてタンパク質
を吸着させ開始後衛液を用いて流速270mLnlrにて洗浄した｡その後､塩強度を

020M,10Mと上げて段階的に溶出した｡10Mの塩化ナ トリウムを添加した船出液

で得られた画分について飽和硫酸アンモニウム溶披中で3時間以上透析し､遠心分

離(27,OOOxg,30分間)によりペレットを得た｡

●陰イオン交換カラムクロマトグラフィーによる和製

陽イオン交換クロマ トグラフィーにより得られた活性画分を開始緩衝液(50mM

NaCl,20mMTrisn-tCL(pH7.6),lOTnM2-ME,lO%(V/V)グリセリン)にて平衡化させ

ておいたゲル漣過カラム(N'lP-10,PhaTmaC]a,13mmldx26mm)を用いて脱塩し

た.脱塩したタンパク質癖液の濃度が5rngml以下になるように開始頒衝液で希釈

し､陰イオン交換カラム(Q-ScpharoscFastFlow,PhaTmaCは,15mml･d.×300TTlm)に

流速40mL伽 にて添加して､70mUhrにて洗浄した｡非吸着画分をCcntrlP†CP-10,

ccnlrlCOn-3O(AmICOn)を用いた遠心式限外漣過により110J一は で曲縮した｡

●ゲル漣過カラムクロマトグラフィーによる精製および分子Liの算定

陰イオン交換カラムで精製した活性画分をゲル櫨過用カラム(ShodexKW-803,

8.TL,m dx300m,n,排除限界1.5×lO5,昭和奄=)を用いたHPLCに供した｡統速は
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03mU分の定流丑とし､1fr/分で分所した｡また､280nmのUV吸収(a)oMln]UV

MonJtOr(アトー))により溶出状況を把握した｡また､検品扱作成用の標準タンパク

質はゲル漣遡HPLC用のカリブレーションキット(AmcrsharnUSB,各LU(ama(c

dchydrogcnasc(29OkDa),1ac(ilLcdchydrogcnasc(I42kDiI),CnOhsc(67kDa),rnyok)nasc

(32kDa))を用いたC

●ポリアクリルアミドゲル電気泳動および銀染色法

電気泳動は125%ポリアクリルアミドゲルを用いたSDS-PAGEを行った｡また､

銀染色法は以下の要領で行った｡初めに､ゲルをIMcOHDW AcOH=504010

(V/V)1の混合溶液に1時間泣泣 .振過した後､LMcOHDW:AcOH=5:8817(V/V)1の組

成溶液と置換して､l夜娠過した｡これを､10%グルタルアルデヒド水溶液に30分

間没洪 ･振過してタンパク質のEEl定を行った｡3時間かけて計3リットルのDWを

用いてゲルの洗静を行い､調製直後のアンモニア性硝酸銀溶液(AgNO3078g,

NH3aq144ml,1NNaOH20mL,DW96･6ml)で15分間の振盤により染色を行った｡

直ちに大畠のDWで洗浄操作を行い､ホルマリン溶液(002%ror77)aldchydc,001%

citrlCaCld)中での短時間の振膿により発色させた｡

■■■アズキGBPの性状解析■■■

●タンパク質の定nLf

ProtcinassaykJL(Bio-Rad)をmいて行った｡BSA溶液(1.35rng/ml)を希釈して､

9j･g巾11,18J一g/ml,30メイg/mI,50FLg/rnl,75FLか-11の5段階のスタンダード溶液を調製し

た｡スタング-ド溶液およびDWで適宜希釈したサンプル溶液を360JJlずつ分江

し､定立用試薬(Blo-Rad)を90〃Ⅰ加えて枕押した後､5分間以上篭脱で放粧した｡マ

イクロタイタ-プレートに定立川試薬入りのタンパク質溶液を200JJLずつ2逆介入

れて､マイクロプレートリーダーにより595nmにて測定した｡

●アズキGDPのGA4に対する親和性および基質選択性

活性画分に対して標識16,17-dlhydroGA4酪液5OiLI(Ca4,400,000dpTTt,733kBq)

と､任意の丑の各非標識ジベレリン溶液50/上1を混合して､ゲル減退カラムを用い

た結合活性丑を測定したo過剰虫の非標識GA4により交換可能な標識GA4の仝結

合盤のうち50%を荘換するのに必要な添加ilrliについて､反応溶液見(1mL)から温度
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を井出し､その逆数を比較して相対的親和性を求めた｡

■■)アフィニティーゲルによるアズキGBPの効率的な精製の可能性J■I

●GA4116-アミノベンゾイルヒドラ'/ンの調製

4-アミノベンゾイルヒドラジド2916mg(l･93mmolc)およびGA4117-/ルケトン

L172mg(035mmolc)の双方を､別朋に10%(∨/V)AcOH/McOHに鮭解し､混合し

た｡避光条件下､常温で16時FB]牧拝した｡シリカゲルTLCLAcOEl･CHCl3･AcOH

=2012I(V/V)]により反応の進行を確認した｡McOHを鱒去して､酸性条件下､

AcOEりこよる溶媒抽出を行い､上紙区についてアセトンによるブロッキング処理

後､出納物を得た｡SIMSLpos'tlVC】nVz468(lM十日】+,100),490(IM十Nal+,35)

●GA4-16-グリシルヒドラゾンの調製

グリシンメチルエステル塩憶塩41Orr)盟(326mmolc)をMcOHに溶解し､含水ヒド

ラジン584JLL(I2当長)を加えた｡3日間､常温で収拝した後､シリカゲル

TLqMeOH-AcOElNH3=320-1(V/V)】により反応の進行を確認した｡5%AcOH/

McOHにこれを溶解し､同様の触媒に縦那したGA4-17-ノルケトン2452mg

(0.73rnmolc)を加えて混合したo常温､17時間比拝した後､シリカゲルTLCIAcOEt

CHCl3･AcOH=20･12･I(V/V)1により反応の遊行を確認した｡乾固するまで完全に

姶妹を留意したのち､AcOH臭が如くなったことを確認してからMcOHに溶解させ

た｡白濁する不溶物を除去して溶液だけをとり､濃縮し､SIMSにより目的物の桁

製を確認した｡SIMSLposltlVC)m/Z406(LM+HJ+,100)

●16位修飾型アフィニティーゲルの調製

担体として2種類のゲルをmいた｡すなわち､FMP活性化セルロフ7イン(フル

オロメチルビリジ二ウム活性化セルロフ7イン,生化学工発)と活性イヒキトパール

(K-20,富士紡敏)である｡FMP活性化セルロ77インを用いる場合は､各種GA4ヒ

ドラゾン 0.22mmolcをアセトンに溶解し､これにトリエチルアミン100FEl､ゲル

乾煉粉末2gを添加して､宰温で2日聞収拝した｡これをゲル体班の5倍虫のLアセ

トンDW-10,3:1,13,01(V/V)Jの各組成洗浄液で順次洗浄を行い､001MTrisIHCJ

鎖衝液を用いて6時間､宝塩にてブロッキング処理を行った｡
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活性化キ トパールを用いる場合は､これをグラスフィルター上でMeOHにより

予め洗浄しておき､GA4ヒドラゾン0･22mmolcをMcOHに溶解し､さらにトリメチ

ルアミン100〃1を添加して､その中に膨潤したゲル20mlを懸濁した｡常温で2日

間撹拝した後､ゲル体榎の5倍量の【McOH:DW-1:0,3:1,1:3,0:1(V/V)]の各組成

洗浄液で順次洗浄を行い､0.01MTris-HCl緩衝液を用いて6時間､室温にてブロッ

キング処理を行った｡いずれのゲルも使用時は開始用の緩衝液で平衡化してから

用いた｡(対照カラムの調製の際には､GA4ヒドラゾンの代わりに終濃度0･01Mの

TTis-HCl緩衝液を反応させて用いた)

●GA4-7へ キシルアミドの調製

GA475･4mg(0123mmole)を無水アセトニ トリルに溶解して､NHS134･6mg

(0.30mmole)を加えたD続いて､DCC75.0mg(0.36mmok)を加えて､窒素ガス置換

後､室温にて12時間税拝した｡シリカゲルTLC(展開溶媒系は阿OAc:CHCl3:AcOH

-25:15:1(V/V)】)によりGA4-7-活性エステルの生成を確認した｡沈澱物を除去した

上滑を濃縮乾固し濃縮物139mgを得た｡このうち27.8mgについて無水アセ トニ ト

リルに溶解し､ヘキシルアミン120FLgを添加して常温で12時間撹拝した.シリカ

ゲルTLC(展開溶媒系はPtOAc:CHC13:AcOH-25:15:1(V/V)])により反応の進行を

確認した｡濃縮を行い､1%塩酸溶液でpH3に調製してからAcOEtによる分配を

行った｡酸性AcOEt可溶区を回収し､シリカゲルカラムクロマ トグラフィーによ

る精製に供した｡溶出はrBOAc:CHC13-1:1(V/V)】で行った.得られた画分につい

てシリカゲルTLC(展開溶媒系は阿tOAc:CHCL3:AcOH-25:15:1(V/V)】)により目的

物質の溶出の確認を行い､その精製画分についてSIMSにより確認を行った｡

srMSlpositive]m/Z:416(lM+Hl+,loo)

●7位修飾型アフィニティーゲルの調製
担体としてキ トパールBCW(BCW-3001,富士妨敏)を用いた.これをグラスフィ

ルター上でMeOHにより予め洗浄しておき､GA417-活性エステル0･22mmole相当を

MeOHに溶解し､さらにトリメチルアミン100FLl添加して､その中に膨潤したゲ

ル5mlを懸濁した｡常温で2日間伐拝した後､ゲル体積の5倍畳のMeOH:DW-1:0,
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3:i,1.3,0･lの各#I成洗浄液で噸次洗浄を行い､OOIMTrisIHCl後衛液を用いて6時

fiil､室温にてブロッキング処理を行った｡

●アフィニティーゲルの有効性の検討

膨潤した各種ゲルImlをカートリッジカラム(セバコ-ル ･ミニ,7･5mmid,生化

学工実)に尤qiL､抗ジベレリン抗体溶液とPBS(pH7･2)で5倍希釈したウシ血析溶

液を混合してこれに伏した｡ゲル上u-まで統液が入った段階で､流速を止めて3時

閑静正した｡洗浄撫作として､まずDWlmlおよび05MNaCI入りリン酸穎衝液

bH7･2)lmlで洗浄した後､一旦流速を止めて1時間新道してから､再びO･5MNaCl

入りリン梗紋衝液(pH7.2)5mIで洗浄した｡も宅いて､第1段階の溶出操作として､

05MKSCN入りリン酸緩衝液(pH72)lrnlで溶.LHL､一旦流速を止めて､1時間静

LyJしてから､再び0.5MKSCN入りリン酸嬢衝液(pH72)5mlで溶出した｡第2段階

の溶出挫作として､初めに0.5MNdCL入りリン酸鞍節減(pII7.2)4TTllで洗浄して､カ

ラム内のKSCNの除去を図った上で､16tit修飾判の助合はGA3(05mM),NaCl

(05M)入りリン教練衝液(pH712)lmlで､また7111(.修飾考当の場合はGA3メチルエステ

ル(05mM),NaCl(0.5M)入りリン酸緩衝液(pH72)1mlでiaLtJIして､一旦流速を止め

て1時F7LI静荘してから再び蛤.LH.し､さらにO.5MNilCL入りリン頼緩衝液(pH72)3rTlL

で洗浄した｡洗軌画分および溶出画分はlrnlごとに分L由ルて硫安沈殿故により画分

rPの特児抗体の定見分析に伏したO

●アズキGBPに対するアフイニティ-ゲルの効盟的活mへの可能性

カートリッジガラスカラム(10mTTHdxl5Omm)に7位惨飾塑アフィニティーゲ

ルを充填した｡これに､陰イオン交換カラムによるfI?製を終了した活性画分を供

した｡試料は洗浄用法衝液(50TrlMTrIS-HCl,pH76,10mM2-Mti,0･LMNaCl)で80Tnl

に希釈してからペリスタリックポンプをmいて60rnl/hIの低流速でl夜還流させ
た｡洗桝 ま､洗浄用穎衝液をmいて､280nmのUV吸収で追跡しながら行い､さら

に徹底的な洗浄として1.OMのNaClを含む洗浄用嬢衝軌 こより引き紋き洗浄した｡

その後､船出用凍衝液(1mMGA4,50.nMTns-HCL,pH76,10mM2-ME,10mM

NaCL)をmいて溶出させた｡



11■第6章■■■
本研究の構成および概要

本研究の目的とするジベレリン結合タンパク質(Gap)を追究するにあたり､どのよ

うな結合活性検定法を用いて活性を検ill･評価するかということと､借物材料とし

て何を用いるのか粒も適当であるか､の二｡L.-i.については全く手探りの状態で始めね

はならなかった｡また､GBPの倹出系を具休的に捕集していく上で､ジベレリンに

対する親和性および基野の選択性に関してGBPのモデルとなるようなタンパク質が

どうしても必要であった｡そこで生理的に俵能を有するGBPであれば数あるジベレ

リン同族体のqlでもGA1やGA4といったJkL削りに活性鞄のジベレリンに特異的に結

合するはずであると々 え､そのような活性P_ジベレリンに共崩して認められる横道

的特徴を特児的に識別して､それらに選択的に結合するような抗体の調製を試み

た｡得られた抗体について各種の性状解4斤を行い実際にGBPのモデルとなるような

抗体を調製することかできた｡そして､受容肘こ関越するGBPであれば具有してい

ると推定されるいくつかの性状について>n<休的に把握することにより､検出される

GBPが受容体J娼連であるか否かを判定するl二での)占雌的11-知見を狩ることができ

た｡また､GBPの役割を検討する際にリガンドであるジベレリンについての虫的な

解析も行えるように､調黙した抗体をmいた免蚊pJ!i:約定加法の確立を行うととも

に､ジベレリンの稲製手段として､また抗原TJt体皮止二についての詳細な検討の必要

性からイムノアフィニティーカラムを作出し､その有効利mの可能性についても検

討した.

また､GBPを検出する上でいかなるジベレリン結合活性測定法を用いる場合にお

いても､それが活性型ジベレリンに特有の結合でなければ意味を為さないと考え

て､活性の評価を行う際には常に対.EK1.として過剰菜のリガンドによる交換可能な結

合点を井出し､その内のジベレリンに特児的な結合ilをもって常に結合活性を評価

することにした｡

仲良にr娼与するCBPの検出について､いくつかの幼植物性を用いて試験的に精製

を試みた｡その中で､ヤエナリ(マングビ-ン)幼地物休は生育速度も速く､倭れた抽

出材料であることか判明した｡そこで滋初は､赤化ヤエナリを用い硫安沈殿法をジ

ベレリン結合活性測定法としてGBPの検出を行った｡このJJ一法は､高塩温度条件T

で偶然生じる結合部位を検出する可能性があり班用に捺しては注意が必要である
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が､簡便かつ迅速な検定法でありそのような危険性を′軌患してもまだ魅力ある方法

と判断して採用した｡ヤエナリGBPは最終的にIl旦稚され､部分的なアミノ厳配列分
析からダイズなどのマメ科帖物の種f中に存在する主要な貯威タンパク質に高い用

同性を持つことが判明した｡さらに各棟の性状解析より､肪軸中以外に子葉や生長

を終了した叢炎部などにも多鼠に存在し､盛Ei選択性に関しては活性型ジベレリン

であるGA4に親和性を示すものの､GAlやGA3のような13位に水酸基を有する活性型

ジベレリンには全く親和性を示さず､一部の非所性型ジベレリンとも高い親和性を

示したことから､史的な豊富さや､伸長生理活性と対応しない鹿質選択性などから

考えて伸長生長に直接関与する可能性は極めて低い結合タンパク野､すなわち伸長

I:朋t;Jする受容体とは触陶係であろうと判断した｡

別のGBPの検索に取りかかる上で､ヤエナリGBPのようにGA4に親和性を有し､

しかも大鹿に存在するようなCBPは他の植物休からも同様に多iJiに検出され､GA4

に対する結合活性を指標にした検出方法ではこれらGBPの妨淋 こより別種のGBPを

娩出することはほとんど不可能な状況になった｡そこで柄物における伸長活性にT̂

目し､代滋的な活性型ジベレリンであるGAlやGA4では多少の題はあるものの概し

て双方ともに伸長活性を示すことが多いことに柁nした｡すなわち､ヤエナリGBP
のように貯就タンパク質に相同性を有するGBPではGAlには打合せず､疎らGA4だ

けに結合能をイ1しているが､イ小長生理にFRJ与する受容体であれはGALあるいはGA4

のいずれの活性型ジベレリンに対しても結令能を布するはずであると考えた｡

そこで､GA4標識休の代わりにGAl標識休を川いて､再政､硫安沈殿法により
CBPの検索を開始した｡これによりヤエナリをはじめとして他の植物体でも広く認

められる貯議タンパク質タイプのGt3Pを全く検出することなく別種のGBPを追究で

きる体制が鼓った｡茂つかの借物休を用いて検索している中で7プラナ幼植物休よ

り微弱な結合活性を検出したのでその梢製を進めた｡7プラナGBPは存在立がヤエ

ナリGBPと比較して非常に少IJ.1く単軌二は至らなかった｡しかし､精製途上で各種

の性状解析を行った法先､GAlとは結合するものの洩和性がWl持されたほど高くな

く､また2基質選択性の枚煮からも不活性型ジベレリンに強く結合することから､ヤ

ェナリGBPと同様に伸長に関与する受容体とは考えにくいと判断した｡アブラナ

GBPは存在荻がかなり少なく生理的に何らか役割を持つと推測されるが､研究対象

とはやはり児なるものと考えざるを得ない｡従ってこの略在でGBPの検定法である
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硫安沈殿法の見直しを余儀なく迫られた｡

いくつかある結合活性測定法の中から､ゲル嬉過カラムを用いた測定法を採用

し､生体内の環境により近い条件での活性洲定を試みることにした｡また抽出材料

としてアズキ幼格物体を選足した｡7ズ手の上肢軸切片はオーキシン共存下でジベ

レリンに応答して伸長することが知られており､ジベレリンの伸長効児に対する応

答系について材料面から追究するには格好の材料と判断したからである｡新しい

CBP検出法と新しい抽出材料を用いてGAlおよびGA4のいずれの標識体を用いた場

合でも上述のヤエナリGBPのような貯議タンパク質は検出されず､それ以外の榛め

て微弱な結合活性が検出された｡fJ7製度の低い両分でもm･性を評価することのでき

る本検定法の利.L!.tを生かして7ズキGBPに関して各席の性状解析を行った結果､ヤ

エナリGBPやアブラナGBPと比較して活性型ジベレリンに対して3-4オ-ダ-も高

い親和性を示すと共に､嬉野選択性に関しても生即的に伸長活性を布する活性型ジ

ベレリンには総じて高い耕和性を示し､不活批判ジベレリンには総じて低い親和性

しか示さず､各ジベレリンのアズキGBPへの親和性は伸長生理活性と俺めてよい和

裁6-1本研究において追兜されたGtlPと既仲GnPとの比較

wbcllLlCUrO巾C O.一5.■1.5XlOt6ー qjI心 uel- 1etJL.19777

+ ゲIレdLiL LXelLhbRIT- P.rL19阜77

I+ナ

⊥50 十 7一け7イ二TIづヘ̀■fW11一trd-I.19的チ.
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閲性を有することが判明した｡アズキCBPの存在率はアブラナGBPよりも遥かに微

立であり､これまでの内外の研究者により報告されたGBPと比較しても全く類を見

ないほど少ないことから､単軌こ至るためには2200倍まで足成された現在の枯製JJ一

汝に加えて更に効率的な柿製法の取立が不可欠と考えられる｡そこで､ジベレリン

のアフィニティーカラムを用いた稲敷手段の活用についてもその可能性を検討し

た｡表6-1には､本研究により検出され柿製がすすめられた3種のGBPについて､こ

れまでに報告されているCBPの性状と対比させて表した｡20余年にわたるCBPの追

求を通じて､どれ一つとして単軌こ至っているものは存在しないが､本研究により

検出したそれぞれのGBPはいずれも類似するものが見あたらず､受容体に関連する

か否かの判定はともかくとして全く新しい知見と含んでいると考えられる｡掛 こ､

アズキより検出したG8Pは受容体の可能性をイ‖ノており､精製を進めるにつれてさ

らに有mな知見が得られるものと思われる.

このように本研究は､ターゲットとするGBPが生BJ!的機能を布する受容体タンパ

ク田である可能性を常に高めるペく､借物材料および結合析性における評価方法に

おいて多大の改良を加えたものである｡それらの成果は今後､受容体を鐘由したシ

グナル信連系の肘州こ向けての重要な情報を提供すると経口している｡
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