
別紙1

論文内容の要旨

申請者氏名松井健史

汎用有用酵素である西洋ﾜｻﾋﾞﾍﾟﾙｵｷｼﾀﾞ-ｾﾞc (HRPCla)をｺ-ﾄﾞする遺伝子､

prxClaの構造(Fujiyamaら､ 1988)と精製酵素のｱﾐﾉ酸配列(welinder､ 1979)からprxcla

にはN末端印TPP)とC末端(cTPP)にﾌﾟﾛﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞの存在が明らかになったo本研究では､

これらのﾌﾟﾛﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞのHRpClaの細胞内局在性および酵素成熟-の役割を調べた｡

第1章では､緑色蛍光ﾀﾝﾊﾟｸ質EGFPにNTPPおよび/またはCTPPを融合した遺伝子

を作製し､ CaMV35Sﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-支配下でﾀﾊﾞｺ培養細胞BY2に導入した｡形質転換体

における蛍光観察の結果､ NTPPは小胞体および細胞外-のﾀﾝﾊﾟｸ質移行のためのｼｸﾞ

ﾅﾙﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞ､ CTPPは液胞局在化ｼｸﾞﾅﾙであることが明らかになった｡同様のことを

prxClaについて, NTPPとCTPPの有無とClaの局在をBY2細胞で調べたところ､ NTPPと

CTPP両者がある天然型遺伝子の導入細胞では液胞に活性型HRP Claが､ NTPPのみでは細

胞外-分泌された｡ CTPPのみでは活性型酵素の蓄積は認められなかった｡ﾀﾊﾞｺの異種

ﾀﾝﾊﾟｸ質のN末ｼｸﾞﾅﾙﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞでも活性型HRPClaが分泌された.ﾀﾊﾞｺのADHの

5'非翻訳領域をHRPClaに連結してBY2細胞に導入すると､ mRNA量あたりのHRPCla

蓄積量は､ 10倍に上昇した｡

第2章では､ CTPPによる液胞輸送機構に関する解析を行った｡植物細胞には機能や形

態の異なる液胞が少なくとも2種類(1ytic vacuole; LVおよびprotein storage vacuole;

PSV)存在する｡ LV -の輸送はﾌﾟﾛﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞ中のNPIRﾓﾁ-ﾌを受容体が認識して行わ

れることが知られているが､ psv -の輸送はC末端ﾌﾟﾛﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞがｼｸﾞﾅﾙとして機能す

ること以外､未知の部分が多い｡そこで, LVとPSVの区別が明瞭な西洋ﾜｻﾋﾞにおいて､

組織免疫電顕によりHRPClaはPSVに局在することを確認した｡さらに､ BY2細胞におい

てCTPPの機能領域解析を行った｡植物のPSV局在性ﾀﾝﾊﾟｸ質は-般に15ｱﾐﾉ酸程

度のCTPPを有するが､c末端の数ｱﾐﾉ酸の配列が比較的似ていた｡そこで､CTPPの15ｱ

ﾐﾉ酸のうちc末端側の6ｱﾐﾉ酸配列だけを=RPClaのC末端に融合しBY2細胞-導入

したところ､液胞輸送能が確認された｡既知のPSV輸送ｼｸﾞﾅﾙはC末端にG残基を付

加することにより､液胞輸送能が損なわれるが､ C6配列の液胞輸送活性はGを2残基を

付加することで損なわれたo -方､全長cTPPのC末端にGを2残基付加しても液胞輸送

は起こった｡全長cTPPは両親媒性α--ﾘｯｸｽ構造をとる可能性があり､この二次構造

も重要であると考えられた｡そこで､両親媒性α--ﾘｯｸｽ構造をとることが知られて

いるﾏｳｽ由来ｶﾙﾎﾞｷｼﾍﾟﾌﾟﾁﾀﾞ-ｾﾞEのC末端ﾌﾟﾛﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞ領域をHRPClaに融合し

てBY2細胞に導入したところ､液胞輸送が見られた｡以上の結果から､ c6配列に加えて､

C15配列から構成される二次構造がHRPClaCTPPによる液胞局在化において重要であると
結論した｡

以上､実用酵素の細胞内局在性とｼｸﾞﾅﾙﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞの関係を詳細に解明した｡



別紙2

論文審査結果の要旨

申請者氏名松井健史

西洋ﾜｻﾋﾞのﾍﾟﾙｵｷｼﾀﾞ-ｾﾞc (HRP Cla)は汎用酵素であると共にﾌｪﾉ-ﾙ系

汚染物質の分解除去にも使える｡本酵素はN末端とC末端にﾌﾟﾛﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞ(それぞれNTPP､

CTPP)を持っており､これが細胞内局在性を支配していることが予想された｡本論文は､

両ﾌﾟﾛﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞの機能を明解に示し､さらにC末端ﾌﾟﾛﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞの構造と機能の詳細を

明らかにした｡

1)緑色蛍光ﾀﾝﾊﾟｸ質EGFPをﾚﾎﾟ-ﾀ-としてﾀﾊﾞｺ培養細胞BY2において､ NTPP

は小胞体および細胞外-､ cTPPは液胞-局在させるｼｸﾞﾅﾙであることを明らかにした｡

2) EGFPの代りにHRP Claの遣伝子､ prxClaでもﾀﾊﾞｺ細胞で同様の結果を得ている｡

3)ﾀﾊﾞｺの2種類の異種ﾀﾝﾊﾟｸ質のN末端ｼｸﾞﾅﾙﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞをでも活性型HRP Claが

分泌されることを確認し､ｼｸﾞﾅﾙﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞにより小胞輸送経路に送られることが酵素

成熟に必要であることを示している｡

4)翻訳ｴﾝﾊﾝｻ-であるﾀﾊﾞｺADH遺伝子の5'非翻訳領域をprxClaに連結すると

BY2細胞にて､ mRNA量あたりのHRP Cla蓄積量が10倍に上昇することを示した｡

5) cTPPによる液胞輸送機構に関する解析を詳細に行っている｡植物細胞には機能や形

態の異なる液胞が少なくとも2種類(1ytic vacuole; LVおよびprotein storage vacuole;

PSV)存在するが､ psv-の輸送はC末端ﾌﾟﾛﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞがｼｸﾞﾅﾙとして機能すること以外､

未知の部分が多かった｡そこでまず､ LVとPSVの区別が明瞭な西洋ﾜｻﾋﾞにおいて､組

織免疫電顕によりHRPClaはPSVに局在することを確認している｡

6) BY2細胞においてCTPPの機能額域解析を行った｡植物のPSV局在ｼｸﾞﾅﾙはC末端

の数ｱﾐﾉ酸の配列が比較的似ていることから､ cTPPの15ｱﾐﾉ酸のうちC末端側の6

ｱﾐﾉ酸配列だけでも､ BY2細胞においてHRPClaが液胞に輸送されることを示し､ C末

端にG残基を2個付加することにより液胞輸送が損なわれることを示している｡

7) -方､全長CTPPのC末端にGを2残基付加しても液胞輸送は起こったことから､全

長cTPPの両親媒性α--ﾘｯｸｽ構造も液胞輸送に貢献することを予想し､類似の構造を

とるﾏｳｽ由来ｶﾙﾎﾞｷｼﾍﾟﾌﾟﾁﾀﾞ-ｾﾞEのC末端ﾌﾟﾛﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞでもHRPClaの捌包輸送

が起こることを示している｡以上の結果から､ C6配列に加えて､ C15配列から構成され

る二次構造がHRPClaCTPPによる液胞局在化において重要であると結論している｡

以上のように､本論文は実用酵素の西洋ﾜｻﾋﾞのﾍﾟるｵｷｼﾀﾞ-ｾﾞの生合成と細胞内

局在性に関るﾌﾟﾛﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞの機能を明らかにし､学術上の新たな知見を得ると共に､本

酵素の生産や環境問題解決-の貢献のみならず､植物酵素の生産向上にも寄与するとこ

ろが大きい｡よって審査委員一同は､本論文が博士(ﾊﾞｲｵｻｲｴﾝｽ)の学位論文と

して価値あるものと認めた｡


