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序論

第一節 高等植物におけるカリウムの役割

高等植物において、カリウムは多くの重要な役割を果たす必須元素である。

まず、カリウムの細胞内の機能としては、核酸、タンパク質、有機酸といった

過剰の負電荷に対するカウンターイオンとして働くことが挙げられる。カリウ

ムは相対的に大きさに対する電荷が小さいため水和殻が小さく、水分子の運動

を妨げにくいという性質から、高濃度に存在してもタンパク質の立体構造を維

持することが可能である。一般的に、植物の細胞質のカリウム濃度は、動物と

同様に80mM-120mMであると考えられている CMaathuiand Sanders 1993)。元

来、カリウムは細胞内の負電荷に対するカウンターイオンとして働いていた

が、進化の過程で補助的でより特殊化された多くの役割をも担うようになり、

タンパク質合成やmRNAの翻訳等、広範囲の反応を活性化するようになったと

考えられている CWyrトJonesand Pollard 1983)。さらには、カリウムは細胞質

や液胞の浸透圧の調節因子であり、リグニン化されていない細胞を構造的に強

固にするための膨圧に著しく貢献している。また、高等植物において観察され

る気孔の開閉や葉の昼夜運動等の細胞や組織の運動は、カリウムの吸収や放出

を介した膨圧の変化と関連している (Satterand Ga]ston 198])。カリウムは植

物の生体有機成分を構成していないにもかかわらず、 C、O、H、Nについで含

量が多い。カリウムを十分与えて育てた植物においては、カリウムは全乾燥重

の10%にまで達する場合すらある。また、カリウムはそれ自身が同化あるいは

代謝されないカチオンであるため、植物体内でのカチオンの挙動を示すモデル

として捉えられている。従って、古くから必須元素として、カチオンの代表と

してのカリウムは植物栄養学的あるいは植物生理学的見地から盛んに研究がな



されてきた。

第二節 細胞内カリウム濃度の制御

上述のようにカリウムは生命活動において不可欠であるため、植物は様々な

組成の外部環境のカリウムに対しても細胞内のカリウム濃度をある程度維持す

る能力を有している。このことは、細胞膜を横切るカリウムイオン輸送が必要

であり、それを担うカリウム輸送坦体が重要な役割を果たしていることを暗示

している。このカリウム輸送坦体は大きく、高親和性トランスポータ一、低親

和性トランスポーター(内向き整流カリウムチャンネル)、外向き整流カリウ

ムチャンネルの三種類に分類される。高親和性カリウムトランスポーターは細

胞内のあるいは培地中のカリウム濃度の減少に伴い発現が誘導され (Wanget 

al. 1998)、電気化学的勾配に逆らって低濃度 (μMレベル)のカリウムを吸収

する。十分なカリウム供給 (mMレベル)がなされる時は、高親和性トランス

ポーターの発現は抑制され (Fernandoet al. 1990)、電気化学的勾配に従い、主

に低親和性トランスポーターによりカリウムの取り込みが行われる (Kochian

and Lucas 1982)。細胞内に過剰のカリウムが存在し、原形質膜が脱分極すると

外向き整流カリウムチャンネルが働き、細胞外にカリウムを放出することによ

りカリウム濃度と膜電位の維持を行う。

このように、植物はあらゆるカリウム栄養条件下でも、三種のカリウムトラ

ンスポーターを駆使し、 l 細胞内のカリウム濃度を制御していると考えられてい

る。

2 



第三節ポリアミン

ポリアミンは、プトレシン (Put; NH2(CH2)4NH2)、スペルミジン (Spd;

NH2(CH2)3NH(CH2)4NH2)、及びスペルミン (Spm; NH2(CH2)JNH(CH2) 

4NH(CH2)JNH2)より成る。ポリアミンは動物、植物、微生物、ウイルスとす

べての生物にほとんど例外なく存在する。生理的pHで、は、これらのポリアミン

はカチオンとして働き、アニオン性の分子 (ONA、RNA、リン脂質、タンパク

質等)と相互作用する (Kumaret al. 1997)。

植物において、ポリアミンは様々な成長、発達段階(細胞分裂、腔発生、根

の形成、花の形成、果実の発達、老化等)での関与が示唆されている (Evans

and Malmberg 1989)。従って、ポリアミンを植物ホルモンの一種であるとする

考え方もあったが、既知の植物ホルモンに比べ、その有効濃度の高さや、作用

の間接性から現在では成長制伺|因子として位置づけられている。

ポリアミンの生合成経路については現在までに、第 1図に示すように明確に

されている。プトレシンはOOC(オルニチンデカルボキシラーゼ)の働きによ

り直接オルニチンから、あるいはAOC(アルギニンデカルボキシラーゼ)の働

きにより間接的にアルギニンから合成される。 5-アデニシルメチオニンを前駆

体とし、スペルミジン、スペルミンはそれぞれ合成される。

ポリアミンの細胞内の存在形態としては、大きく分類して、遊離型、酸可溶

結合型、酸不溶結合型ポリアミンがある。酸可溶結合型ポリアミンは主に桂皮

酸類と共有結合した形態であり、開花や花の発達に関係していると考えられて

いる (Tarenghiand Martin-Tanguy 1995， Martin-Tanguy 1997)。酸不溶結合型ポリ

アミンはある種のタンパク質(クロロフィルalb複合体、リブロースリン酸カル

ボキシラーゼ/オキシダーゼ (Rubisco)、グリシニン)と共有結合することが

報告されている(加largosiaket al. 1990， Oel Ouca et al. 1994， Serafini-Fracassini et al. 

1995， Kang et al. 1998)。しかし、このタンパク質と共有結合するポリアミンの

機能は、そのタシパク質の機能から推察されるにとどまっており、詳細は不明

である。
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第 1図 ポリアミン生合成経路

4 



プトレシンは様々なストレス条件下において蓄積が誘導されることが知られ

ている (Smith1973. Young and Galston 1983， 1984， Slocum et al. 1984)。対照的

に、スペルミジン、スペルミンはそのようなストレス条件には応答しない。ス

トレス条件に応答し、蓄積するプトレシンの機能は様々な推察はあるものの(

Altman 1982， Datta et a1. 1987， Dro1et et a1. 1986， Kaur-Sawhney et a1. 1982， Reggiani 

et al. 1992， Roberts et a1. 1986， Srivastava and Rajbabu 1983a，b， Ve1uthambi and 

Poovaiah 1984)、未だ不明確のままである。

第四節 カリウムとプトレシンの相互関係

カリウムが欠乏すると細胞内にプトレシンが蓄積することが古くから知られ

ている (Smi出 1973，Y oung aI1d Galston 1984)。また、プトレシンを供与するこ

とによりカリウム欠乏症状が緩和されること (Tachimotoet a1. 1992)、さらに

は、カリウム供与によりフトレシン含量が低下することも報告されている(

Sar司alaet al. 1997， Young and Ga1ston 1984， Reggiani et a1. 1993)。これらの現象

は、プトレシンは生理的pHでは二価のカチオンとして働くため、細胞内のカリ

ウム濃度の減少を補い、イオンバランスを保持する役割を担っていると解釈さ

れている。ところが、カリウム栄養条件が一定であるストレス条件下(酸素欠

乏、低温、低pH、アンモニア過剰、高塩濃度、高浸透圧等)においても、プト

レシンの蓄積は確認されているが (Evansand Malmberg 1989， Smith 1985) 

の時、細胞内のカリウム濃度との関係について論じらた報告はない。

第五節本研究の意義

甲

、、ー

上述のように、プトレシンはカリウムの電気的アナログとして機能し、細胞

内のカリウム濃度の低下を補いうると考えられている。常に細胞内において、
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プトレシンとカリウムの拾抗関係が成立しているのであれば、カリウム栄養条

件に関係なくプトレシンが蓄積する条件下では、当然細胞内のカリウム濃度は

制限されるはずである。もし、このようなプトレシンによるカリウム濃度の抑

制が起こりうるのであれば、プトレシンを新たな細胞内カリウム濃度制御因子

として再認識することが要求される。さらには、このことによりプトレシン蓄

積現象を、カリウム濃度減少として新たな側面から考察することが可能とな

る。

そこで本研究では、フトレシンが細胞内カリウム濃度の制御因子であるとの

仮説をたて、それを証明することを試みると同時に、プトレシンとカリウムと

の相互関係におけるフトレシンの機能について明らかにしようとした。

6 



第一章 プトレシンによるカリウム濃度制御について

第一節緒言

プトレシンが細胞内のカリウム濃度制御因子である可能性を検証するために

は、カリウムが欠乏していない条件下でフトレシンの蓄積が誘導される条件を

見出す必要がある。

エチレンは発芽から様々な器官の老化に至るまでの発達過程や環境ストレス

に関係する植物ホルモンである。エチレンとポリアミンはその生合成において

ふアデノシルメチオニン (SAM) を共に基質とするため(第 l図)、エチレン

とポリアミンの相互作用には大きな関心が払われてきた。エチレンとポリアミ

ンの相互作用はエンドウの幼植物 (Apelbaumet al. 1985)、ダイズ葉 (Pennazio

and Roggero 1990. Turano et al. 1997)、夕、ィズ伍軸 (Suttle1981)、イネ葉 (Lee

and Chu 1992)、イネ子葉鞘 (Luttset al. 1996) において調べられている。しか

し、これらの研究からはエチレンがポリアミンの生合成を阻害する、あるいは

促進するといった相矛盾する結果が得られている。従って、エチレンのポリア

ミン合成に与える影響は調べられた植物種、器官、発達段階により、異なるも

のと考えられている。

オオムギにおいて、エチレンがボリアミン合成にどのような影響を与えるか

については不明であったが、我々はエチレンによってフトレシンの蓄積が誘導

されることを明らかとした。そこで、本章では、人為的にプトレシンを蓄積さ

せる一手段として、 ACC(1-アミノシクロプロパンートカルボン酸)供与により

エチレン合成を誘導して、プトレシンがカリウム濃度の制御因子として働きう

る可能性について検討した。
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第二節実験方法

植物材料

オオムギ (Hordeumvulgare L. cv. AmagU種子は1% (v/v)次亜塩素酸ナトリ

ウム溶液で30分間殺菌した後、脱塩水で、数回洗浄した。次に、種子を湿らせた

鴻紙上に播き、暗所250Cで24時間発芽させた。その後種子をサランネット上に

移し、暗所250Cで脱塩水で生育させた。 24時間後に脱塩水を培養液(10mM

MES・TrispH 6.0. 0.5 mM  CaS04. +0.1 mM ACC)に交換し、通気しながら暗所

250Cで生育させた。培養液交換後O、2、4、6日後に地上部、根部、種子を採取

し、エチレン、カリウム、ポリアミン量の定量を行った。フトレシン、コバル

トの影響を調べるためには、培養液の組成を10mM  MES-Tris pH 6.0. 0.5 mM  

CaS04.1 mM  putrescine-HClまたは0.1mM  ACC. 50μM COS04とした。

エチレンの定量

切断根を15-mLの試験管に入れ、ゴム栓をして室温でインキュベー卜した。 2

時間後、その試験管から1mLの空気を抜き取りガスクロマトグラフィー(

model GC-9A; Shimadzu. Kyoto. Japan)に供した。検出器はf1ameionization 

detector、カラムは60
0

CでPorapakglass column (2 m. 3/bin. 50/80 mesh; Waters 

Associates. Inc.. Tokyo. Japan) を使用した。
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カリウムの定量

新鮮重を測定した後、根部、地上部、種子は500"C、 24時間で灰化させた。

それぞれの灰化試料は20mLの脱塩水に溶解させた後、 HPLC(model HIC-6A; 

Shimadzu. Kyoto. Japan)によりカリウム量を測定した。検出器は電気伝導度検

出器、カラムはTSKgelIC-Cation column (4.6 mm id X 5 cm; Tosoh. Tokyo. Japan 

)を使用し、カラム温度は35
0

C、溶媒は5mMHN03、流速は1.0mLlminで行っ

た。

ポリアミンの定量

ポリアミン定量のためのダンシル化及び:TLCはFloresand Galston ( 1982)の

方法に従った。植物試料を10倍量の5% (v/v)過塩素酸で抽出し、その抽出液

を12000gで15分間遠心分離し上清を得た。 200μLの上清に400μLのダンシルク

ロライド (5mg mL-l acetone)と200μLの飽和炭酸ナトリウムを加え、暗所で

一晩静置した。過剰のダンシルクロライドを取り除くために、 100μLのプロリ

ン (0.1g mL-l)を加え30分間静置した。ダンシル化されたポリアミンはボル

テックスすることによりベンゼン (500μL)に回収した。 2層に分離した後ベ

ンゼン層50μLをTLCプレートのLK6Dsilica gel 60 (Whatman. Inc.. Clifton. NJ. 

USA)にのせ、展開溶媒(クロロホルム:トリエチルアミン;25:2. v/v)中で約

1時間展開させた。展開終了後プレートを乾かし、 UV照射によりダンシル化さ

れたポリアミンを可視化して、目的のスポットを切り出した。その粉末を2mL

の酢酸エチルと混和し、ダンシル化されたポリアミンを酢酸エチルに溶出して

蛍光光度計 (modelFP-770; Japan Spectroscopic Co.. Ltd.. Tokyo. Japan)により蛍

光度を測定した。励起波長は395nm、発光波長は450nmとした。

9 



カリウム吸収量の測定

幼植物の根を脱塩水で数回洗浄し、 40mLの吸収溶液 (0.5mM  CaS04. 50μM 

K2S04)に移した。 25
0

Cで60分間インキュベートした後、幼植物を吸収溶液か

ら取り出すことにより吸収を終了させ、根部を切断し新鮮重を測定した。カリ

ウム吸収速度はカリウム吸収前後の吸収溶液中のカリウム量の差から計算し

た。吸収溶液中のカリウム量は上述したのと同様にHPLCにより求めた。

第三節実験結果

ACC供与によるエチレシ生成量、新鮮重、ポリアミンとカリウム含量の影響

ACCはエチレンの前駆体であり、 ACCをエチレンに変換する酵素であるACC

オキシダーゼは構成的に発現していると考えられているため、一般的にACCを

供与するとエチレン生成量は増加する。そのため、根部において内生的エチレ

ンを増加させるために、培養液にACCを添加する手段を選んだ。

培養液にACCを添加することにより、確かに根部におけるエチレンの生成は

誘導された(第2図)。処理2日後にエチレン生成量は最大となり、コント

ロールの約2.5倍となった。エチレン生成量の測定には切断根を用いたために、

傷害によってある程度エチレン合成は誘導されるたことが考えられた。従っ

て、インタクトな根部においては、エチレン生成量の差はさらに大きいものと

考えられた。

ACC供与により、根部の新鮮重の増加は著しく阻害されたが、地上部の新鮮

重はあまり影響を受けなかった(第3図)。根部は.コントロールでは処理後
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4日以降も成長を続けたが、 ACC処理により、成長が停止した。

根部において、ヱチレンがボリアミン合成に与える影響を調べた。 ACC供与

により、スペルミジン、スペルミンは処理日数と伴に徐々に減少したものの、

.コントロールと比べて変化はなかったが、フトレシンの蓄積は誘導されること

が明らかとなった(第4図)。

カリウム濃度はACC処理により、根部では著しく減少したが、逆に地上部で

は増加した(第5図)。根部の新鮮重の差から考えると、根部の全カリウム含

量は劇的に減少することが分かつた。

根部におけるプトレシンとカリウム濃度の相関関係

このヱチレン処理による根部のカリウム濃度の減少は、エチレンにより蓄積

が誘導されたプトレシンの影響であるかどうかを確かめるために、培養液にプ

トレシンを添加し、フトレシン濃度とカリウム濃度を調べた。プトレシン供与

により、根部にプトレシンは蓄積し、同時にカリウム濃度も低下した(第6

図)。

根部において、プトレシンとカリウム濃度の相関関係を明らかにするため

に、 ACC、プトレシン、様々な濃度のカリウムを供与した根部を用い、プトレ

シンとカリウムの定量を行った。根部において、フトレシン濃度とカリウム濃

度の聞には明らかな相関関係が存在した(第7図)。プトレシン濃度を対数に

変換すると、直線的関係が得られた。

ACC共存下、非共存下におけるコバルトのプトレシン、カリウム濃度への影響

コバルトはエチレン生合成の阻害剤であり、 ACCからヱチレンの変換を阻害

する。 ACCと同時にごバルトを供与すると、プトレシンの蓄積とカリウム濃度

11 



の低下は抑制された(第8図)。しかし、コバルト単独ではプトレシンとカリ

ウム濃度に影響は与えなかった。これは、コバルトは外向き整流カリウムチャ

ンネルの活性を阻害しないことを意味する。これらのことは、根部において

ACCから生成されたエチレンがプトレシンの蓄積を誘導し、カリウム濃度を制

御したことを示している。

ACC処理根によるカリウム吸収

カリウム吸収速度はACC処理された根とコントロールの根での差はなかった

(第9図)。この時、種子中にカリウムは存在しなかったため(データは示し

ていない)、 ACC処理により根部のカリウム濃度が低下するのは、種子からの

カリウム輸送量が減少するためでもなく、根部からカリウムの放出が生じるた

めでもなくて、地上部に輸送されるためであることが明らかとなった。

12 
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第四節考察

エチレンのポリアミン含量に与える影響は、植物種や器官、発達段階によっ

て大きく異なる。つまり、エンドウの幼植物おいては、エチレンがプトレシン

合成の律速酵素であるアルギニンデカルボキシラーゼ (ADC) を阻害し(

Apelbaum et al. 1985)、ダイズ葉ではポリアミン合成に影響は与えず (Turanoet 

al. 1997)、また、イネの子葉鞘ではフトレシンの蓄積を誘導する (Leeand Chu 

1992)。一方、ポリアミン供与によっては、ダイズ葉 (Pennazioand Roggero 

1990)やイネ葉 (Luttset al. 1996)では工チレンの生成を促進し、ダイズの腔軸

では阻害する (Sutt1e1981)。オオムギにおいては、 ACC供与はスペルミジン

やスペルミンには影響を与えず、フトレシン蓄積を誘導することが明らかと

なった(第4図)。また、 ACCと同時にコバルトを供与するとプトレシンの蓄

積は認められなかったため(第8図)、 ACCや他の因子がフトレシンの蓄積を

誘導したのではなく、 ACCから変換された工チレン自身がフトレシンの蓄積を

誘導することが確かめられた。しかし、工チレンがどのような機構でプトレシ

ンの蓄積を誘導する¢かについては明らかではないが、おそらく、イネの子葉

鞘と同様にエチレンがADCを活性化することによって行われるのであろう (Lee

and Chu 1992)。

以前から、カリウムの栄養状態がプトレシン含量に影響を及ぼすことは知ら

れていた (Youngand Ga1ston 1984. S引ja1aet al. 1997. Reggiani et al. 1993)。オオ

ムギの根部においても、フトレシン濃度とカリウム濃度との聞には負の相関関

係が存在していた(第7図)。一般的に、プトレシン含量はカリウム含量に

よって決定されると考えられてきた。つまり、カリウムは細胞内の主なカチオ

ンであるため、その濃度が増加すると同じカチオンであるプトレシンの濃度が

低下し、カリウム欠乏条件下では、細胞内の電荷バランスを維持するためにプ

トレシンの濃度が高まるとされてきた。しかし、本研究において、 ACC供与に

よりプトレシンの蓄積が誘導され、同時にカリウム濃度が低下すること(第
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4， 5図)、プトレシン供与によりプトレシンが蓄積し、カリウム濃度が減少

すること(第6図)を見いだした。また、 ACCとコバルトを同時に供与する

と、プトレシンの蓄積誘導と、カリウム濃度の低下が抑制された(第8図)。

これらのことは、フトレシンがカリウムの補助的機能を有しているだけではな

く、カリウム濃度の制御因子として機能していることを示すものである。

第7図に見られるように、フトレシン濃度はカリウム濃度に比べ非常に低

く、そのためプトレシンがカリウムの電気的アナログとしてカリウム濃度を抑

制できるようには思えない。最近、プトレシンが生理的濃度で液胞へのカリウ

ムの輸送を阻害することが報告された (Bruggemmanat al. 1998. Dobrovinskaya et 

al. 1999)。もし、この現象がオオムギの根部にも当てはまるのであれば、エチ

レンによって蓄積が誘導されたフトレシンによ!って、細胞内のカリウム濃度を

制御することが十分可能である。

また、本実験の結果は根部でのプトレシンの蓄積を通して、カリウムの分配

が制御されることも示している(第5図)。導管柔細胞の外向き整流カリウム

チャンネルは地上部へのカリウムの輸送において重要な役割を担っていると考

えられている。その外向き整流カリウムチャンネルは原形質膜の脱分極やカル

シウム濃度の上昇によって活性化される (Wegnerand De Boer 1997)。プトレ

シンが容易に導管柔細胞に蓄積することができるなら、フトレシンが原形質膜

を脱分極し (DiTomasoet al. 1989)、外向き整流カリウムチャンネルを活性化

して、導管へのカリウムの放出を促進し、地上部への輸送を活発にしているこ

とが考えられる。

プトレシンはRNase(Altrnan 1982)、プロテアーゼ (Kaur-Sawhneyet al. 1982 

)、パーオキシダーゼ (Srivastavaand R司jbabu1983a)の阻害、 ATPase( 

Srivastava and Rajbabu 1983b. Reggiani et al. 1992)やフロテインキナーゼ(

Veluthambi and Poovaiah 1984. Datta et al. 1987)の活性化、活性酸素の消去(

Drolet et al. 1986)、膜の強化 (Robertset al. 1986) といった機能を有していると

考えられている。本研究の結果は、カリウム濃度やカリウム分配の制御という

プトレシンの新たな機能の存在を明らかにするものである。
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第二章 カリウム供与によるブートーレシン減少機構について

第一節緒言

前章において、プトレシンは細胞内のカリウム濃度の制御因子として機能し

うることを明らかとした。このことは、カリウム吸収時においては細胞内のプ

トレシンがカリウム蓄積にとって阻害因子となりうることを意味している。つ

まり、速やかなカリウムの取り込みを実現させるためには、同時に速やかなプ

トレシン濃度の減少が要求される。実際、カリウム供与によるプトレシン濃度

の減少は、植物の確立した生理的応答として認識されている (Youngand 

Galsoln 1984. Reggiani et al. 1993)。ところが、このカリウム供与によるプトレ

シン濃度減少機構について研究された例は少ない。

Reggianiら(1993)は、コムギ幼植物においてカリウム供与により、プトレ

シンの生合成が阻害され、スペルミジンや他のポリアミンへの変換、あるいは

代謝が促進されることを報告した。しかし、これらのことだけにより、カリウ

ム供与による劇的なフトレシン濃度の減少を説明するには不十分であると思わ

れ、より主要なプトレシン減少機構が存在するのではないかと考えた。

そこで、本章では、細胞内でのカリウムの蓄積にとって重要であると考えら

れる、カリウム吸収時のフトレシン減少機構を解明することを目的として実

験を行った。カリウム供与時のプトレシン生合成の阻害という因子を除き、よ

り単純化したモデル実験を行うために、予めプトレシン供与によりプトレシン

を蓄積させたオオムギ幼植物を試料として用いた。我々は、次のような減少機

構の可能性について検討した。1，根部において、遊離型プトレシンが遊離型

スペルミジン、スペルミンやその他の結合型ポリアミンに変換される。 2，遊

離型プトレシンが地上部に輸送される、あるいはそこで他のポリアミンに変換

される。 3，根部の紘胞内からアポフラスとに放出される。 4，ジアミンオキ
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シダーゼ (DAO)により代謝される 5 以上のすべてについて検証し、カリウム

供与による主たるフトレシン減少機構を明らかにしようと試みた。

第二節実験方法

植物材料

オオムギ (f{ordeur.nvuJga月L.cv.. Amagu種子は1% (v/v)次亜塩素酸ナトリ

ウム溶液で30分間殺菌した後、脱塩水で、数回洗浄した。次に、種子を湿らせた

漉紙上に播き、暗所250Cで24時間発芽させた。その後種子をサランネット上に

移し、暗所250Cで脱塩水で生育させた。 24時間後に脱塩水をフ。トレシンを含む

培養液 (10mM MES-T:-is pH 6.0. 0.5 mM CaS04. 1 mM putrescine-HCI)に交換し

、通気しながら暗所250Cで生育させた。播種後6日目の幼植物を培養液(lOmM

MES-Tris pH 6.0. 0.5 mM CaS04. + 5 mM KZS04)に移し、暗所250Cで通気した

。0、2、4、8、12、24時間ごとに根部、地上部を採取し、ポリアミン、カリウ

ムの定量、 DAO活性の測定を行った。

プトレシン放出実験では、プトレシンを与えずに播種後6日固まで生育さ

せ、 14C-プトレシンを24時間与えてインキュベートし、その後14C-プトレシン

の放出を測定した(下記参照)。

遊離型、酸可溶結合型、酸不溶結合型ポリアミンの抽出及び定量

遊離型、酸可溶結合型、酸不溶結合型ポリアミンのダンシル化及びTLCは
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塩素酸で抽出し、その抽出液を12000gで15分間遠心分離した。その沈殿を抽出

液と等量の1N NaOHに溶解したものと上清のそれぞれ200μLに12N HClを200

μL加え、試験管に入れ真空にし封管した。 11O'tで12時間加水分解した後、乾

燥させ200μLの5% (v/v)過塩素酸に再溶解させた。加水分解していない上清

(遊離型ポリアミンを含む)、加水分解した上清(遊離型ポリアミンと酸可溶

遊離型ポリアミンを含む)、加水分解した沈殿(酸不溶結合型ポリアミンを含

む)それぞれ200μLに400μLのダンシルクロライド (5mgmし1acetone) と200

μLの飽和炭酸ナトリウムを加え、暗所で一晩静置した。過剰のダンシルクロ

ライドを取り除くために、 100μLのフロリン (0.1g mし1) を加え30分間静置し

た。ダンシル化されたポリアミンはボルテックスすることによりベンゼン(

500μuに回収した。 2層に分離した後、ベンゼン層50μLをTLCプレートの

LK6D silica gel 60 (Whatman， Inc.， Clifton， NJ. USA)にのせ、展開溶媒(クロロ

ホルム:トリエチルアミン;25:2， v/v)中で約1時間展開させた。展開終了後プ

レートを乾かし、 UV照射によりダンシル化されたポリアミンを可視化して、目

的のスポットを切り出した。その粉末を2mLの酢酸エチルと混和し、ダンシル

化されたポリアミンを酢酸エチルに溶出して蛍光光度計 (modelFP-770; Japan 

Spectroscopic Co.， Ltd.. Tokyo， Japan)により蛍光度を測定した。励起波長は395

nm、発光波長は450nmとした。

酸可溶結合型ポリアミンは加水分解した上清中のポリアミン含量から加水分

解していない上清中のポリアミン含量を差し引くことにより求めた。

プトレシン放出の測定

プトレシンを含まない培養液c10 mM  MES-Tris pH 6.0， 0.5 mM  CaS04)で5日

間生育させた幼植物10個体を14mLのフトレシン吸収溶液 (10mM  MES-Tris 

pH6.0. 0.5 mM  CaS04， 1 mM  putrescine-HCl， 37 kBq [14C]putrescine-HCl (4.07 
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GBq/mmol， American radiolabeled chemicals. Inc.. MO. USA) )に移し、通気しな

がら暗所でインキュベー卜した。 24時間後幼植物の根部を脱塩水で手早く洗浄

した。アポプラストに存在する14C-プトレシンを除くために、幼植物の根部を

50mLの氷冷した脱吸着溶液(10mM putrescine-HCl， 0.5 mM CaS04)中で40秒間

インキュべートし、続いて脱塩水で手早く洗浄した。アポプラストの14C-プト

レシンを除いた幼植物を放射能分配測定とプトレシン放出測定に用いた。

放射能の分配を測定するために根部を5%過塩素酸で抽出した(上記参

照)。遠心分離後の沈殿は5%過塩素酸で2回洗浄した後、 5%過塩素酸で元の

液量に再懸濁した。 200μLの上清と再懸濁した沈殿をそれぞ、れlOmLのシンチ

jゾールEX-H(Dojindo. Kumamoto. Japan) とf毘手口し、 LSC (model LSC-5100; 

Aloka. Tokyo.Japan)で放射能を測定した。上清は上記のようにダンシル化し

た。ダンシル化されたポリアミンを含む有機溶媒層とフトレシンの代謝産物を

含む水層のそれぞれ200μLを10mLのシンチゾールEX-Hと混和し、 LSCで放射

能を測定した。有機溶媒層中のダンシル化されたポリアミンはTLC(上記参

照)により分離した。 100μLの有機溶媒層をフレートにのせ、展開させ乾かせ

た後、パス2000システム (Fujifilm.Tokyo. Japan)によりオートラジオグラ

フィーを行った。

放出実験では10個体の幼植物を5個体ずつに分け、ゴム管を接続したガラス

管 (7mm i.d. X 10 cm)に移した。ゴム管をクリッフで止め、 4mLの放出溶液

(10 mM MES-Tris pH 6.0. 0.5 mM CaS04土5or 50 mM KZS04)をガラス管に加

え、室温で放出を開始させた。目的時間ごとにクリップを聞いて放出溶液を回

収し、新しい放出溶液を加えた。回収した放出溶液lmLを10mLのシンチゾール

EX-Hと混和し、 LSCで放射能を測定した。
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DAO活性測定

DAO活性は14C・プトレシンから 14C-ピロリンの生成を測定するTorrigianiら(

1989)の方法を改良して行った。植物試料は抽出バッファー (0.1M K+-

phosphate pH 8.0.2 mM DTT)で2倍抽出し、その抽出液250μLを反応液 (0.1M 

K+-phosphate pH 8.0.2 mM DTT. 7.4 kBq [I4C]putrescine-HC1. 1 mM putrescine-HCl 

) 250μLに加え反応を開始させた。反応時間は1時間、温度は3rcとした。イ
ンキュベートの後、 100μLの飽和炭酸水素ナトリウムを加えて混和した。速や

かに1.4mLのトルエンを加えヴォルテックスし、 14C-ピロリンをトルエンに溶

解させた。 12000gで5分間遠心分離した後、 lmLのトルエンをlOmLのシンチ

ゾールEX-Hと混和し、 LSCで放射能を測定した。 DAO活性は少なくとも2時間

までは直線的であった。

第三節実験結果

カリウム供与による遊離型プトレシンの変化

カリウム供与 (10mM)により、根部にカリウムは速やかに蓄積し、遊離型

プトレシン濃度は時間とともに低下した(第 10図) 0 DiTomasoら (1989)

は、プトレシン供与により膜電位の脱分極やカリウムの著しい放出といった傷

!さを生じると報告している。我々は、フトレシンを蓄積させるために培養液に

lmMのフ。トレシンを添加したが、プトレシン添加後4日目においても正常なカ

リウム吸収が認められた。このことは、用いたオオムギ幼植物は傷害を受けて

ないことを示している。カリウムを供与しなくても、若干の遊離型プトレシン
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の減少も見られたが、これは、人為的にプトレシンを蓄積させたために、カリ

ウムとの平衡状態を保とうとフトレシンを減少させる機構が働いているものと

考えられた。

根部、地上部におけるカリウム供与による遊離型、酸可溶結合型、酸不溶結合

型ポリアミンの変化

カリウム供与による遊離型プトレシンの減少が、他のポリアミンに変換され

るためである可能性について検証した。根部においてカリウム供与により、遊

離型プトレシンは減少したが、遊離型スペルミジン、スペルミンは変化しな

かった(第 11図、上)。主に桂皮酸類と共有結合している酸可溶結合型ポリ

アミン、及びある種のタンパク質や細胞壁と共有結合している酸不溶結合型ポ

リアミンの変化も同様なパターンを示した(第11図、中、下)。しかし、酸

可溶結合型スペルミンは検出されなかった。これらの結果は、カリウム供与に

より、根部において遊離型フトレシンは遊離型スペルミジン、スペルミンに変

換されるのではなく、結合型ポリアミンに変換されることもないことが示され

た。

地上部においても根部と同様に、カリウム供与により遊離型プトレシンの減

少が認められたが、遊離型スペルミジン、スペルミンは変化しなかった(第 l

2図、上)。また、遊離型プトレシンが速やかに結合型に変換されることは認

められなかった(第 12図、中、下)。これらのことより、根部においてカリ

ウム供与により遊離型フトレシンが減少するは、根部から地上部に輸送される

ためではなく、また、輸送された後に直ちに他のボリアミンに変換されるため

でもないことが明らかとなった。 Reggianiら(1993)はカリウム供与にょっ

て、根部と地上部において14C-プトレシンのスペルミジンへの変換が促進され

ることを報告しているが、我々の結果は、もしあるとしても、この変換はカリ

ウム供与によるプトレシン減少の主な経路ではないことを示唆する。
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カリウム供与によるフトレシン減少におけるフトレシン放出とDAO活性の関与

カリウム供与によるプトレシン減少に、根部におけるプトレシン放出が関与

しているかどうかについて検証した。タバコの根にはプトレシンを基質とし、

ニコチンの前駆体を生成する酵素が存在するが (Hibiet al. 1994)、オオムギ根

には、そのシンプラストにプトレシンをスペルミジンに変換するスペルミジン

シンターゼ以外、プトレシンを代謝する酵素は存在しない。スペルミジンシン

ターゼはこのプトレシンの減少に関係していなかった(第1し 1 2図)。プ

トレシンを酸化して、ピロリン、過酸化水素、アンモニアを生成するDAOは細

胞壁に存在することが知られている (Federicoet al. 1985， Angelini et al. 1990)。

従って、プトレシンは分解されるためには細胞質からアポプラストに放出され

る必要がある。

細胞質から 14C-プトレシンの放出を測定するためには、アポプラストの14C

ープトレシンを取り除く必要がある。第13図に示すように、氷冷した脱吸着溶

液で40秒間のインキュべートすることにより、アポプラストの14C-プトレシン

を効果的に取り除くことができた。よって、プトレシン放出実験は40秒間脱吸

着溶液で、インキュベー卜した後に行うことにした。

24時間14C-プトレシンを吸収させ、アポプラストの14C-プトレシンを取り除

いた後、放射能は抽出液の上清と沈殿にそれぞれ91.1%、8.9%回収された(第

1表)。ダンシル化した後、ダンシル化ポリアミンや疎水性物質を含む有機溶

媒層に放射能は放出されうる放射能のうち7l.6%が回収され、プトレシン代謝

産物を含む水層には28.4%回収された。さらには、有機溶媒層をTLCに供し、

その後オートラジオグラフィーに供した結果、有機溶媒層の放射性物質はプト

レシンのみであることが明らかとなった(第14図)。これらのことより、根

部において放射性物質はプトレシンが優位であることが確認できた。
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第1表 14C-プトレシン供与後における根部の放射能の分配

画分 放射能(%)

上清 91.1a+0.55 

有機溶媒層 71.6b土 1.55

水層 28.4b土1.55

沈殿 8.9a+0.55 

a上清画分と沈殿画分の全放射能を100とした。
b上清画分の全放射能を100とした。

カリウム供与はインタクトな根からのフトレシンの放出を促進した(第 15 

図)。しかしながら、カリウムが存在していなくてもフトレシンの放出が認め

られた。これは、第 10図に見られるように、カリウム非供与下においてもプ

トレシンが減少したことと一致している。

カリウム供与によりDAO活性に顕著な変化は見られなかった(第 16図)。

現在まで、プトレシンのレベルは合成と分解のみに依存していると考えられて

きた。しかし、我々の結果は、オオムギの根においてはブpトレシンの放出がカ

リウム供与によるフトレシンの減少に関係していることを明らかとした。
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第四節考察

プトレシン濃度制御において、カリウム濃度に応答した合成による制御は盛

んに研究されているが (Youngand Golston 1984， Watson and Malmberg 1996)、

他のポリアミンや結合型への変換や、分解による制御については不明のままで

ある。我々の結果は、根部、地上部においてカリウム供与が遊離型、酸可溶結

合型、酸不溶結合型プトレシンを減少させることを示している(第11， 1 2 

図)。主に桂皮酸類と結合している酸可溶結合型ボリアミンは、開花や花の発

達に関係していることが示唆されているが (Martin-Tanguy 1997)、成長や環境

応答における役割は明らかではない。それらは、遊離型ポリアミンの貯蔵形態

である (Floresand Filner 1985)、あるいはそれ自身が特定の機能を持つことが

提案されている。カリウム供与によって遊離型プトレシンと平行して酸可溶結

合型プトレシンも減少したことから、前者の提案、さらにはポリアミンと桂皮

酸類との結合は遊離型ポリアミンの濃度に依存していること (Langebartelset al 

1991)が支持される。一方、いくつかのポリアミン結合タンパク質が植物にお

いて同定されているが (Margosiaket al 1990， Del Duca et al. 1994， Serafini-

Fracassini et a1. 1995， Kang et al. 1998)、その機能は明確にされていない。ポリ

アミンとある種のタンパク質との共有結合は細胞骨格や細胞壁の形成に関係し

ていることが示唆されている (Serafini-Fracassiniet al. 1995)。カリウム供与に

よって酸不溶結合型フトレシンが減少するため、カリウムがアクチン、チュー

プリンといったプトレシン結合タンパク質からプトレシンの分離を促進し、そ

れにより細胞骨格の構造変化を起こして、細胞の膨張を行うことが示唆され

る。

現在まで、オオムギにおいてDAOは精製されているものの (Cogoniet al. 1990 

)、その活性は組酵素抽出液でーは非常に低いために検出されていない。しか

し、我々の放射性フトレシンを用いた方法に従えば、組酵素抽出液において十

分なDAO活性の測定が可能となった。粗酵素抽出液でのDAOの活性の検出が可
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能となったことは、オオムギや他のイネ科植物におけるDAOの生理的機能の解

明に役立つものと考えられる。

DAOは免疫学的あるいは生化学的手法により、主にアポプラストに存在する

ことが知られている CFedericoet al. 1985. Angelini et a1. 1990)。このことは、プ

トレシンが分解されるためには、プトレシンがシンプラストからアポプラスト

に放出される必要があることを意味する。しかしながら、我々が知る限り、プ

トレシンの放出は動物細胞(てjandrawinataand Byus 1995. Xie et a1. 1997)や大腸

菌 CKashiwagiet 9.1. 1992. Tkachenko et al. 1997)においてはよく研究されてい

るものの、植物において生理的に研究されていない。 Colomboら C1992)は

パッチクランプ法によってアラビドプシスの原形質膜と液胞膜にポリアミン

チャンネルを発見した。彼らにより、原形質膜のボリアミンチャンネルは脱分

極により活性化され、外向き整流であることが示された。オオムギの根にも同

じチャンネルが存在するのであれば、カリウム供与によりフトレシン放出が促

進されるのは、カリウム吸収によって誘導される原形質膜の脱分極 CUllrichand 

Novacky 1990)によるのかもしれない。

前章でも述べたように、プトレシンとカリウムの相関関係において、プトレ

シン濃度はカリウム濃度に比べ非常に小さいため単純に互いにアナログ物質と

して置き変わることはないように思える。オオムギ葉肉細胞において、細胞質

のプトレシンは液胞のカチオンチャンネルを阻害して、カリウムの液胞への輸

送を抑制することが報告されており CBruggemannet al. 1998)、さらには動物

細胞において報告されているように CLopatinet a1. 1994)、内向き整流カリウム

チャンネルを阻害して、カリウムの吸収も阻害することが考えられる。従つ

て、根に蓄積したフトレシンは速やかなカリウム吸収のために取り除かれなけ

ればならない。また、ポリアミンを透過できるチャンネルは、電位依存性や活

性化に要する時間が特異性の低いカチオンチャンネルと似ていることが示唆さ

れている CColomboet a1. 1992)。このことが、根細胞にも当てはまるなら、フ

トレシンはカリウムチャンネルを通して放出され、カリウム吸収によって誘導

される原形質膜の脱分極により活性化されるカリウムの放出を桔抗的に阻害す

39 



ることも考えられ、このことによっーで、ーカリウムの迅速な吸収を可能にしてい

るのかもしれない。この研究によって明らかとなったプトレシンの放出はカリ

ウムの蓄積において重要な役割を果たしていることが示唆される。

植物において、プトレシン減少機構は二種類存在するように思える。一つ

は、カリウム吸収による原形質膜の脱分極といったある刺激により、プトレシ

ンの放出が促進され、アポプラストでDAOにより代謝される。もう一つは、構

成的なプトレシン放出システム(第15図)によりプトレシンが放出され、細

抱周期 CTorrigianiet al. 1989)、光条件 CAngeliniet al. 1988)、傷害 CAngeliniet 

a1. 1990)に応答し活性化されたDAOにより酸化される。いずれにせよ、我々の

結果は、植物のプトレシン濃度制御において、プトレシン放出が重要であるこ

とを強調するものである。
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第三章 プトレシンによるカリウーム吸収の促進について

第一節緒言

第一章、第二章において、プトレシンはカリウム濃度の制御因子として機能

し、またそのプトレシンはカリウムによって制御されるという、プトレシンと

カリウムの相互制御関係を明らかにした。ところが、プトレシンとカリウムの

相互関係において、プトレシンの具体的機能は不明のままである。そこで、本

章では特にカリウム吸収におけるプトレシンの機能を明確にすることを試み

た。

しかし、内生的プトレシンのカリウム吸収に与える影響を明らかにすること

は難しいと思われた。それは、プトレシンの蓄積した根と蓄積していない根と

では、プトレシンとカリウムの相関関係から、カリウム吸収に影響を与える細

胞内カリウム濃度も異なるためである。カリウム吸収速度を比較し、プトレシ

ンの機能を推察するには、吸収開始時の細胞内カリウム濃度を統一することが

絶対条件となる。よって、我々はカリウム吸収溶液中にプトレシンを共存さ

せ、カリウム吸収速度を比較する手段を選んだ。

植物は、カリウム栄養条件に応じて二種類のトランスポーター(高親和性、

低親和性トランスポーター)を使い分け、カリウムを吸収する。二種類のトラ

ンスポーターは共に二次的に原形質膜のプロトン輸送性ATPaseの影響を受け

る。高親和性トランスポーターは、原形質膜のプロトン輸送性ATPaseによって

形成されるプロトン勾配を利用し、プロトンとカリウムを共輸送する。低親和

性トラシスポーターは、原形質膜のプロトン輸送性ATPaseにより制御される膜

電位差を利用し、カリウムの吸収を行う。従って、原形質膜のプロトン輸送性

ATPaseはカリウム吸収において、重要な役割を担っていると考えられる(

Briskin and Gawienowski 1996)。そこで、プトレシンのカリウム吸収における
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機能を、原形質膜のプロトン輸送性ATPaseの活性と結び、つけて考察し、プトレ

シンの機能を明らかにしようとした。

第二節実験方法

植物材料

オオムギ (HordeumvuJgare L. cv. AmagU種子は1% (v/v)次亜塩素酸ナトリウ

ム溶液で30分間殺菌した後、脱塩水で数回洗浄した。次に、種子を湿らせた鴻

紙上に播き、暗所25
0

Cで24時間発芽させた。その後種子をサランネット上に移

し、暗所25
0Cで脱塩水で、生育させた。 24時間後に脱塩水を培養液 (10mM MES-

Tris pH 6.0， 0.5 mM CaS04)に交換し、通気しながら暗所25
0

Cで生育させた。播

種後後7日目の幼植物を試料として用いた。

カリウム吸収速度の測定

根部において、カリウムを吸収し始めてから少なくとも4時間後までは直線

的にカリウムを蓄積し、地上部への輸送量も無視できたため、カリウム吸収速

度は3時間のカリウム吸収の前後におけるカリウム含量の差から計算した。カ

リウム吸収は幼植物をカリウム吸収溶液 (10mM MES-Tris pH 6.0， 0.5 mM 

CaS04，土10mM putrescine-HCl， 0， 1， 2，5， 10， 20あるいは50mM KCI)に移すこと

により開始させた。通気しながら室温で3時間インキュベー卜した後、根部を

脱塩水で手早く3回洗浄し、切断して新鮮重を測定した。カリウム含量の定量

は上述と同様に行った。
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原形質膜の精製

以下の操作は全て4"Cで行った。

採取した根部を二倍量の抽出用緩衝液 (50mM Hepes-Tris pH7.6. 250 mMス

クロース.50μMロイぺプチン 1mM EDT A. 1 mM DTI)で磨砕し、困層ガーゼ

で鴻過した。鴻液を12000gで;15分間遠心分離し、再び上清を12000gで15分間遠

心分離し、得られた上清を粗酵素画分とした。粗酵素画分を30000gで60分間遠

心分離し、沈殿をテフロンホモジナイザーを用いて抽出用緩衝液で懸濁して、

、それをミクロソーム画分とした。ミクロソーム画分を34/46% (w/w)スク

ロース不連続密度勾配の上にのせ、 100000gで2時間遠心分離し、先を曲げたパ

スツールピペットを用いて34/46%の界面を回収した。それを抽出用緩衝液で

希釈した後、 100000gで30分間遠心分離して得られた沈殿を抽出用緩衝液で懸

濁し、それを原形質膜画分とした。

V043--ATPase活性測定

原形質膜のマーカー酵素でもあり、原形質膜プロトン輸送性-ATPase活性と同

義でもあるV043--ATPase活性はV043-存在下、非存在下での発色の差から測定し

た。反応液は全量は500μLにし、基本的な反応液の組成は終濃度で30mM

MES-Tris pH6.5. 3 mM ATP-Tris. 3 mM MgS04. 150 mM KCl. 0.1 mM NazMo04. 1 

mM NaN3. 0.01 % TritonX-100.土0.1mM Na3V04とした。反応は10・20μgの膜タ

ンパク質を添加することにより開始し、 30
0Cで15分間行い、 ATPを加水分解し

て放出された無機リン酸を定量した。

無機リン酸定量には、 Amesの方法 (Ames1966)を改変したものを用いた(

Harada et al. 1990)。酵素反応はAmes試薬(1.05NHZS04. 1.5% (w/v) アス

コルビン酸. 0.45% (w/v)モリブデン酸アンモニウム)1 mLを添加するこ
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とにより停止させ、 10分間インキュぷァ卜した後、 ATPの減少による発色や低

pHにおけるTritonX-100などによる発色の阻害を防ぐために、 10%(w/v) 

SOS， 5%ク工ン酸ナトリウムを500μL加えて十分に混合し、続いて550Cの湯浴

中で20分間インキュベー卜した後、 700nmで比色定量し、リン酸二カリウムを

標準として作成した検量線より溶液中の無機リン酸濃度を算出した。

酵素活性は、タンパク質量lmg当たりの基質の加水分解によって1分間に放出

された無機リン酸の量で示した。

ウエスタン・ブロッテイング

ブロッティング用緩衝液A(0.3 M Tris， 20%メタノール 0.02%SOS)、B( 

25 mM Tris， 20%メタノール，0.02%SOS) 、C(25 mM Tris， 40 mMアミノカプ

ロン酸.20%メタノール 0.02%SOS)にゲルと同じ大きさの漉紙を2枚ずつ浸

し、ゲルと同じ大きさのPVOF膜をメタノールに20秒間浸した後、ブロッティ
C 

ング用緩衝液Cに1時間浸した。原形質膜画分、ミクロソーム画分を等量のSOS

サンプル用緩衝液 (62.5mM Tris-HCl pH6.8， 2.5 % SOS， 5 %メルカプトエタ

ノール，10%グリセロール)と混合して5分間沸騰浴中でSOS化したものをサン

プルとし、 Laemm1iの不連続緩衝液法 (Laemm1i1970)に従いSOS-PAGEを行っ

た。 SOS-PAGE後のゲルは、プレートから切り出し15分間ブロッティング用緩

衝液C中で振濯した。セミドライブブロッテイング装置にブロッティング用緩

衝液Cに浸した漉紙、ゲル、 PVOF膜、ブロッティング用緩衝液B~ Aに浸した

鴻紙を重ね合わせ、 0.8mA/cm2の定電流で1.5時間ブロッティングを行った。

ブロッティング用緩衝液o(25 mM Tris-HC1 pH7.6， 140 mM NaCl)で2回洗浄し

たPVOF膜を、 1%スキムミルクを含むブロッテイング用緩衝液D中で1時間振塗

した。そして、 10000倍希釈となるようにウサギ抗アシロイヌナズナプロトン.

ATPase-IgGを加えて一晩振浸した。このPVOF膜をブロッティング用緩衝液Dで
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3回洗浄し、 5Uのアルカリフォスフ7ターゼ標識ヒツジ抗ウサギ-IgGを含むプ

ロッティング用緩衝液D30mL中でl時間振渥後、 1%TritonX-100と5mM  2Na. 

EDTAを含むブロッティング用緩衝液Dでl回、プロッテイング用緩衝液Dで2回

洗浄した。 PVDF膜を10mLのアルカリ性緩衝液 (100mM  Tris-HC1 pH9.5. 100 

mM  NaC1. 5 mM  MgC1z)へ移し、 33μLの50mgBCIP / mL DMFと66μLの50mg

NBT/mL 70%DMFを加えて発色させた。適当な濃さに発色させたところで反

応停止用緩衝液 (20mM  Tris-HC1 pH8.0. 5 mM  2Na • EDTA) にPVDF膜を入れて

反応を停止し、風乾した。

第三節実験結果

プトレシンのカリウム吸収速度に与える影響

カリウ仁ム吸収溶液 (1mMカリウム)中にフトレシンを共存させると、カリウ

ム吸収速度は著しく増大した(第17図)。このカリウム吸収速度の増大は、

吸収溶液中のプトレシン濃度に依存していた。また、この効果は吸収溶液中の

カリウム濃度が低下するにしたがい、顕著に見られた(第 18図)。プトレシ

ンによるカリウム吸収速度の増大の機構を解析するために、これをLineweaver-

Burkの逆数プロットにとり、 Km、Vmaxを算出した(第 19図)。その結果、プ

トレシン非共存下での直線式はY= 6.34 x 10・2+ 0.274X (RZ = 0.962)で表され

、Krnは4.31mM、Vmaxは15.77μmollgFW/hであり、 10mMフトレシン共存下で

の直線式は Y= 6.15 X 10-2 + 0.142X (R2 = 0.989)で表され、 Kmは2.31mM、

Vmaxは16.23μmollgFW/hで‘あった(第 2表)。プトレシンによりVrnaxは影響を

受けないが、 Krnが半減したことから、プトレシンはカリウムトランスポーター
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のカリウムに対する親和性を高める.ことにより、カリウム吸収を促進すること

が示唆された。プトレシン共存下において、確かに細部内のプトレシン濃度は

、プトレシン非共存下に比べ、蓄積していた(第20図)。

二第2表 プトレシンによるカリウム吸収速度の Km、Vmaxに与える影響

プトレシン (mM) Km (mM) V max (μmo lIg FW/h) R2 

o 4.31 15.77 0.962 

nu 

-
-
E
A
 

2.31 16.23 0.989 

プトレシンの原形質膜プロトン輸送性ATPaseに与える影響

プトレシンがカリウムトランスポーターのカリウムに対する親和性を高める

機慌を明らかにするために、原形質膜プロトン輸送性ATPaseに与える影響につ

いて検証した。そのために、まず原形質膜の精製を行った。原形質膜の精製は

膜の密度の差により分離するスクロース不連続密度勾配遠心法を用いて行った

。その結果、 34/46%スクロース界面から回収した原形質膜画分は、ミクロ

ソーム画分に比べてもV043・-ATPase活性が4倍以上増加し(第3表)、さらに

は、抗アラビドプシスプロトンATPase抗体を用いたウエスタンブロットにより

、原形質膜画分において約100kDaのバンドが優位に検出されたことから(第2

1図)、原形質膜の精製が確認された。
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第3表各画分における V043--ATPぉe活性

画分 V043--ATPase活性 精製度

(μmollg fresh weight/min) 

粗酵素

ミクロソーム

原形質膜

0.06 

0.39 

1.73 no 

p

ヘd

唱
E
E
4

・、，、，

円

b

g

t
円
ノ
旬

この原形質膜を用い、プトレシンの V043--ATPase活性に与える影響を調べた

。プトレシンは、濃度依存的に V043--ATPaseを活性化した(第22図)。しか

し、 150mMカリウム存在下では、その活性化は認められなかった。これらの

ことから、プトレシンは原形質膜のプロトン輸送性ATPaseを活性化し、その結

果カリウム吸収による原形質膜の脱分極を抑制して、カリウム吸収を促進する

ことが考えられた。
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第 17図 カリウム吸収速度に及ぼす吸収溶液中
プトレシン濃度の影響

吸収溶液中のカリウム濃度はlmMとした。
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第 18図 プトレシン存在下、非存在下における吸収溶液中
カリウム濃度のカリウム吸収速度に及ぼす影響
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第19図 プトレシン存在下、非存在下における
カリウム吸収速度のLineweaver-Burkの逆数フ。ロット

ロ OmMプトレシン
圃10mMプトレシン
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カリウム吸収3時間後の根部プトレシン濃度

51 

〆-、

~ 3.0 
<J.) 

B 
Z 
(/) 

<J.) 
L司
匂『

思 2.0
0 

E 
辻
、-〆

議1.0
r¥ 
，入

ム
L 

「¥

第20図

O 



(kDa) 

200 ー申P

116 ー噌P

66 ....... ・ー

42 ....... ・P
1 2 

第21図 オオムギ根ミクロソーム画分、原形質膜画分の

抗シロイヌナズナH+-ATPase抗体による
ウエスタン・ブロット

1 :ミクロソーム画分

2 :原形質膜画分

タンパク質量は30μgに統ーした。
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第四節考察

本実験により、プトレシンはカリウム吸収速度を増大させることが明らかと

なった。一一方、高濃度のカリウム吸収においては外部にボリアミンが存在する

とカリウム吸収が阻害され (DeAgazio et al. 1988)、また切断根においてはポ

リアミンが蓄積することによりカリウム吸収を阻害する (DeAgazio et a1. 1989 

)という報告もある。しかし、これらの実験はカリウム吸収速度をカリウムの

アナログとして86RbClの吸収を用いて算出しているが、カリウムトランスポー

ターのルビジウムに対する特異性は必ずしもカリウムと同じではない(

Maathuis et al. 1997)。実際、我々の実験系において、吸収溶液中のバッファー

にナトリウムの混入があり、カリウムと同時にナトリウムもある程度吸収され

るが、プトレシンによってカリウム吸収が促進されるとき、ナトリウムの吸収

が阻害された(データは示していない)。このことは、フトレシンはカリウム

トランスポーターのカリウムに対する特異性を高める可能性があることを示唆

している。従って、カリウム吸収におけるプトレシンの影響を見るとき、

86RbClを用いることは不適切であるように思える。カルシウムもカリウム吸収

においてカリウムの選択性を高めることが知られており、これは膜の安定化に

よるものと考えられている (Marschner1995)。プトレシンも膜の安定化に寄与

するため (Robertset al. 1986)、カルシウムと同様の役割を果たしているのか

もしれない。

プロテインキナーゼの阻害剤であるK-252a(Kauss et al. 1992)やセカンド

メッセンジャーであるcAMP(Kurosaki 1997) もカリウム吸収を促進することが

報告されている。しかし、これらによるカリウム吸収の活性化は一時的なもの

であり、数分の内に元のレベルに回復する。したがって、この時のカリウムト

ランスポーターはカリウム栄養の細胞内への取り込みにというよりはむしろ、

細胞内情報伝達における膜電位の制御に関係しているものと考えられる。カル

シウムが膜の安定化に寄与すること、あるいは膜透過性の高い随伴アニオンが
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存在することにより、カリウム吸収を促進するという報告はあるものの(

Marschner 1995)、我々が知る限りにおいて、必須元素以外の細胞内成分がカリ

ウム吸収を促進するという報告は、本研究が初めてである。

原形質膜プロトン輸送性ATPaseはATPを分解する際発生するエネルギーを利

用して、電気化学的勾配に逆らいプロトンを細胞外に放出する。したがって、

原形質膜のプロトン勾配と膜電位の形成に大きな役割を担っている (Serrano

1989)。この原形質膜フロトン輸送性ATPaseはカリウム吸収においても、二次

的なエネルギー供給を行うことにより、深く関係していると考えられている(

.， Briskin and Gawienowski 1996)。原形質膜プロトン輸送性ATPaseに対するポリ

アミンの影響については、 トウモロコシの腔盤 (Srivastavaand R司jbabu1983) 

やイネの子葉鞘 (Reggianiet a1. 1992) においてポリアミンがATPaseを活性化す

るという報告がなされている。さらに、イネの子葉鞘において植物ホルモンで

あるオーキシンや植物毒素であるフシコシンは原形質膜ATPase活性を増大させ

ることにより伸長を促進するが、それはプトレシンの蓄積と関係していること

が示唆されている (Leeand Lin 1996)。オオムギの原形質膜プロトン輸送性

ATPaseもプトレシンによって活性化され、その活性化レベル、プトレシン濃度

依存性もトウモロコシの旺盤、イネの子葉鞘と類似していた。また、カリウム

により最大限に活性化された後では、フトレシンによる活性化は生じなかった

(第22図)。このことは、プトレシンはカリウムと同じリン酸化中間体の脱

リン酸化のターンノーパー速度を高める (Briskin1989) という機構により

ATPaseを活性化することが考えられた。

カリウム欠乏条件下で、プトレシンが蓄積することが知られている (Young

and Galston 1984)。従来、この現象はプトレシンが細胞内のカチオンの減少を

補うことによる植物のストレス回避応答であると考えられてきた。しかし、本

研究により、プトレシンが原形質膜のプロトン輸送性ATPaseを活性化し、カリ

ウム吸収を促進したことから、プトレシンはカリウム欠乏からの速やかな回復

のためにも機能しているのではないかと考えられる。
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総-括

カリウムは植物の必須元素であり、様々な重要な機能を有している。しかし

、その詳細については未だに不明な点が多い。その中で植物栄養学的に明確な

ことはカリウム欠乏に伴うプトレシンの蓄積現象であり、これについては古く

から広く知られている。その理由の一つに、プトレシンが電気的アナログとし

てカリウムの欠乏を補う役割を担っていると考えられてきた。一方、細胞内の

カリウム濃度は原形質膜に存在する三種類のカリウムトランスポーターによっ

て制御されていると考えられてきた。すなわち、培地中のカリウム濃度が低く

、原形質膜の電気化学的勾配に逆らって輸送されなければならないときは、プ

ロトン勾配を利用して高親和性トランスポーターがプロトンとの共輸送を行う

。培地中のカリウム濃度が高いときは、電気化学的勾配に従い低親和性トラン

スポーター(内向き整流カリウムチャンネル)によって細胞内に取り込まれる

。細胞内にカリウムが必要以上存在する場合は、原形質膜の脱分極により起動

される外向き整流カリウムチャンネルによって細胞外へと放出する。このよう

に、植物はあらゆるカリウム栄養条件に応じて三種類のカリウムトランスポー

ターを駆使し、細胞内のカリウム濃度を巧妙に制御していると考えられている

。プトレシンがカリウムの電気的アナログとして、あるいは別の働きにより細

胞内のカリウムの減少を補いうるのであれば、逆に、プトレシンは細胞内のカ

リウム濃度を制御することが可能なのではないかと考えた。もし、この仮説が

証明されれば、カリウム濃度は上述の三種のトランスポーター以外に、プトレ

シンによって制御される新たなシステムの存在が推察される。

そこで本研究ではオオムギ幼植物を試料とし、プトレシンが細胞内カリウム

の制御因子である可能性について検討し、その役割について考察した。

第一章では、人為的にオオムギ幼植物の根部にプトレシンを蓄積させるため
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の一手段として、エチレンの前駆体てであるACC0-アミノシクロプロパンー1-カ

ルボン酸)の供与実験を行い、内生的に蓄積したプトレシンが根部のカリウム

濃度あるいは種子中のカリウムの分配に影響をあたえるかについて検討した。

ACCの供与により、根部におけるエチレンの生成が誘導され、スペルミジン、

スペルミン含量は変化せず、フトレシンのみが蓄積した。対照的に、根部のカ

リウム濃度は低下し、茎葉部のカリウム濃度は増加した。また、直接培養液に

プトレシンを添加することによっても、プトレシンの蓄積とカリウム濃度の減

少は同時に認められた。さらに、 ACCと共にエチレン合成阻害剤であるコバル

トを供与すると、フトレシンは蓄積せず、カリウム濃度の減少も認められな

かった。これらのことより、フトレシンは細胞内のカリウム濃度の制御因子と

して機能し、その結果、種子中のカリウムの分配を制御していることが明らか

となった。

第二章では、カリウム吸収時の根部のプトレシンの挙動を明らかにするため

に、予めプトレシンを蓄積させたオオムギ幼植物を用いてカリウム吸収実験を

行った。その結果、根部において速やかにカリウムは蓄積し、遊離型プトレシ

ンは減少した。細胞内でのポリアミンの存在形態としては、遊離型、酸可溶結

合型、酸不溶結合型に分けられるが、カリウム吸収による遊離型プトレシンの

減少は遊離型スペルミジン、スペルミンや他の結合型ポリアミンに変換される

ためではなかった。また、遊離型プトレシンが地上部に輸送され、そこで他の

ポリアミンに変換されるということもなかった。 14C-プトレシンを供与した実

験によって、カリウム供与は細胞内のプトレシンの放出を促進させることが分

かった。従って、カリウム吸収により細胞内のプトレシンが減少するのは、プ

トレシンが細胞外に放出されるためであることが明らかとなった。このこと

は、原形質膜におけるプトレシン輸送坦体の存在の可能性をを示すものであ

る。

第三章では、プトレシン非蓄積植物を供して、カリウム吸収におけるプトレ

シンの機能を解明するために、カリウム吸収溶液中にプトレシンを共存させて
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カリウtム吸収実験を行った。その結果、プトレシンはカリウム吸収速度を増大

させた。このカリウム吸収速度の増大はフトレシン濃度に依存しており、この

効果はカリウム濃度が小さくなるにつれて顕著に現れた。カリウム吸収速度を

Lineweaver-Burkの逆数フ。ロットにとり、 Km、Vmaxを算出したところ、 Vmaxはフ。

トレシンによって影響を受けないが、 Kmは減少した。このことは、プトレシン

がトランスポーターのカリウムに対する親和性を上昇させていることを示して

いる。また、プトレシンは濃度依存的に原形質膜のプロトン輸送性ATPaseを活

性化した。カリウムトランスポーターは原形質膜の膜電位によって制御されて

いることが明らかとされているため、フトレシンによるカリウム吸収の促進

は、プトレシンがプロトン輸送性ATPaseを活性化し、原形質膜の脱分極を抑制

したためであると解釈される。

以上の結果をまとめると、1.人為的にプトレシン蓄積を誘導したオオムギ幼

植物の根部を用い、プトレシンの蓄積はカリウム濃度を制限すること、 2.プト

レシンは根部での蓄積を通して、種子中のカリウムの分配を制御すること、 3.

プトレシンを蓄積させた根部において、プトレシンはカリウム吸収に伴い減少

するが、それはプトレシンが細胞外へ放出されるためであること、 4.プトレシ

ンは原形質膜のプロトン輸送性ATPaseを活性化し、カリウム吸収を促進するこ

とを明らかにした(第23図)。

以上のように、プトレシンは単に従来考えられていた細胞内でのカリウム欠

乏を補う機能を有しているだけではなく、カリウム濃度の制御因子として働く

ことが明らかとなった。また、そのプトレシンの濃度はカリウムによって、プ

トレシンの放出を介して、巧妙に制御されていることも明らかとなった。これ

らのことは、プトレシンとカリウムが相互にその濃度を制御し合っていること

意味している。さらに、プトレシンが原形質膜のプロトン輸送性ATPaseを活性

化し、カリウム吸収を促進することから、カリウム欠乏時に蓄積するプトレシ

ンは、カリウム吸収のための電気化学的勾配の形成に寄与し、カリウム欠乏か

ら早期に抜け出すための植物の戦略であると考えられる。
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