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圧∃ 巨岩ヨ

α-､ 及 び β-ア ミラーゼ は､ デ ンプンな ど を加水分解す る酵 素である｡ α-

ア ミラーゼ は､ デ ンプンの α- 1,4絶命 を切 断す るエ ン ド型の酵素で､ β-ア

ミラーゼは､ デ ンプ ンの非還 元性 末端 よ りマル トース単位 で 切断す るエ キ ソ型の

加 水分解酵 素である｡ α-ア ミラーゼ は微 生物､ 動植物 な どに､ また β- ア ミラ

ー ゼは微生物や主 に植物 に広 く分布す るb

従 来､ ア ミラーゼ活惟の測 定方法 と しては､ 酵 素 と可溶性 デ ンプ ン を反 応 させ

生成 した還 元糖 を､ 3, 5-d川lLT･OSと11ictyll(二ilCld(3, 5-I_)N S) と反),Lこさ

せ､ 比色定 量するいわゆるBernfeld法 1)が よ く使用 され ているD この方法 では､

α-､ 及び β-ア ミラ-ゼの 分別測定 には､ C a2+で α-ア ミラー ゼ を保 護 し､

熱 処理 によ りβ-ア ミラーゼのみ を失活 させ α-ア ミラー ゼ活性 を推量す るが､

特 異的反応 とは断定 できない｡

Pantrac法は本来血清 ア ミラー ゼ測定用 に開発 された キッ トであるが､ 植物 由来

の β-ア ミラーゼの活性測定 に適する ことが報告 され ている2)･ヨ)｡ 一方

phadebas法 は､植物 α-ア ミラーゼの 活惟測定 に適す る ことが示唆 され て いる4)0

この 手法 を α-､ 及 び β-ア ミラーゼ活性の分別測定 に適用す る ことを試 み た｡

また､ 電気 泳動後の 活性染色 法 で a一､ と β- ア ミラー ゼ を識別 しうるの で､ 特

異 的活性測 定 法が確 立すれ ば､ 電気泳 動法 と合 わせ て正確 な両酵 素の分別 検 出及

び測定が 可能 になる と考え られ る｡

植物種子 発芽時 には ア ミラーゼ活性 が変動す るため､ これ につ いての多 くの研

究 が な され ているO 一般 に､ α-ア ミラーゼは､ 乾燥種子 中には存在せず 発芽過

程 で生合成 され る5)-8)C それ に反 して､ β-ア ミラー ゼ は発芽過程でイネ種子 9)

とカ ラ シ種 子 10)を除 いて､ 合成 は され ない とされ ている5)･8)O 殻 矯種子 では､

β-ア ミラーゼは､ 遊離型 と結合型で存在 し､ 結合型酵 素は､ 還 元剤 かパパ イ ン

で抽 出でき､ 発芽種 子 中で結 合型 は遊離型 に変換す る ことな どが報 告 され ている

ll)-14)O ダイズ 15)､ レンズ マ メ8)､ エン ドウ5)の場合 は､ β-ア ミラー ゼは存

在 するが､ 発芽種 子中で増加 しない と報告 され ている｡

著者 らは､ ア ミラー ゼ分別 測定 法 を用いて､ 種 々の植 物発芽種 子 中の ア ミラー

ゼ活性の測 定 を行 い､ 既報 とは異 なる新 しい タ イプの ア ミラー ゼの存在様 式 を認

め た16)･17)O
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つ ま りアル フ ァル フ ァ種子 は､ 既報 とは逆 で､ 発芽後､ 乾燥種 子 に含 まれ る α

-ア ミラー ゼ活性 が減少 し､ 乾燥種子 に遊離型 で含 まれ る β-ア ミラー ゼ活性が

発 芽種子 中で増加す る とい う特異的な タイプであった16)o

マ メ科植 物 アル フ ァル フ ァに関 して､ 根 に β-ア ミラーゼの存在 が報告 され て

いるが 18)､根抽出物 のゲル ろ過画分 を用 いた実験系での推定 で､ 精製 ･同定 はな

され ていな い｡ また､ α-ア ミラーゼ に関 して は報告が ない｡ そ こで本研 究では､

既 報 と異な る興味あ るア ミラー ゼ変動 パ ター ン を示す アル フ ァル フ ァ種子 に含 ま

れ るア ミラー ゼ を精 製 し同定 した 16)･17)･19)0

一般 に､ ア ミラ- ゼは等電 点の接近 したアイ ソホームか らな り､ 個 々の電気泳

動 的分離は かな り困難 である が､ 発芽 過程 におけるア ミラーゼ分子の増減 を論 じ

る上 では､ それ らの 分別分離 方法は必 須 となる｡ 筆者 らは､ アク リル ア ミ ド中に

両性電解質 を共重合 L PH勾 配 を作成 する､ いわゆる､ イモ ビライ ンゲル

(Pharmacia-LXB) を用 いて､ 等電点電気泳動 を試みた｡ アル ファル フ ァ種子の α

-ア ミラー ゼの等電 点は β-ア ミラー ゼの 5個 の アイ ソホームの 等電点の 中間に

あ り､ 従来 の ア ンホ ラインゲル での電 気泳動後 の活僅 染色 では､ α-､ β-ア ミ

ラ- ゼの分 別が 困難 であ った が､ イモ ビラインゲル上 では､ この a-ア ミラーゼ

のバ ン ドが 出現 しな い とい う興味ある現象が観察 され､ これ によ り α-､ β-ア

ミラ-ゼの 分別が容 易化 され たO この 現象は著者 らが初め て報告 した 18)･20)｡

また､ アル フ ァル ファと分 類学上 同 じ連"Trifolieae" に属す る クローバー に

つ いて発芽 過程 での ア ミラー ゼ活性の 変動 を精 査 した 21)･22)｡ さ らに､ アズキ､

ダイズの発 芽種子 についても ア ミラー ゼ活性の変動 を精査 した｡ また､ これ らの

植 物の α-ア ミラー ゼのイモ ビラインゲル上 での電気泳動的性質 には､ 共 通性が

認 め られ た｡

次 に､ 著 者 らは精 製 したアル ファル フ ァおよび リョク トウの α-ア ミラーゼの

イモ ビライ ンゲル上 の電気泳 動的性質 を調べ､ さ らに種 々の植物 α-ア ミラーゼ

の 電気泳動 的性質の 共通性 を検討 した. その結果､ 著者 らは､ この α-ア ミラー

ゼの電気泳 動 的性質 (イモ ビラインゲル中で泳動不可､ かつ失活 )は､ マ メ科植

物の α-ア ミラーゼに特 異的である ことを発見 した 20)･23)o また､ この ような性

質 は酵素分 子の構造 にその原 因がある ことが考 え られ たので､ マ メ科植物 α-ア

ミラ-ゼ遺 伝子の塩 基配列の検討 を試 みた｡ オ オム ギ､ コム ギ､ イネの α-ア ミ
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ラ- ゼ遺伝 (一塩鬼配 列 は､ す で に(;cnf3;lnk デ- タベ ー ス に登録 され て お り､ マ メ

科 植物 に関 しては､ ケ ツル ア ズ キの α-ア ミラー ゼ遺伝 子 の塩 基 配列 の み しか報

告 され て いな い 24)O そ こで､ これ らの塩 寒配列 デー タに基 ず き､ ア ミノ酸配列の

保 存領域 に対応 す る プ ライマ ー を作成 し､ PC R法 でエ ン ドウの α-ア ミラ- ゼ

の 遺伝子 を増 幅 させ､ その塩 基配列 を決定 し､ リョク トウ及 び他 の イネ科 の植 物

α-ア ミラー ゼ との 相 同性 を比較 した｡ その結 果､ マ メ科 植 物 リョク トウ及 び エ

ン ドウの α-ア ミラ- ゼ分 子 に固有 的 な親 水領 域の存在 を兄 い 出 し､ その ア ミノ

酸 配列 の特 徴 を考察 したO

本 論 文に おいて､ 第 I章 で は､ 『 植 物の α-､ 及 び β-ア ミラー ゼ活性 測定 法

』 につ いて､ 第 Ⅲ車 では､ 『 アル フ ァル フ ァ発 芽種子 中の デ ンプ ン分解系 酵 素』

につ いて詳 述 す る. 第 Ⅲ章 で は､ 『 ク ローバ ー､ アズ キ､ ダ イズ種 子発 芽 過程 に

おける α-､ 及 び β-ア ミラー ゼ活性 の変 動』 に関す る研 究 を記 述 す る D さ らに､

第 IV章 にお いて､ 前 車の実験 を遂行 す るにあ た り､ マ メ科 植物 の α-､ 及 び β-

ア ミラー ゼ の電気 泳 動的 同定 法の基礎 とな った『 マ メ科 植物 α-ア ミラー ゼの電

気 泳 動 的特 性 』 につ いて述 べ るO 第 V章 におい ては､ 『 マ メ科植 物 α-ア ミラ-

ゼ分 子中の 固有的 な 親 水領域 の存在 と ア ミノ酸 配 列 』 につ いて記 述 し､ マ メ科 α

- ア ミラー ゼ分子 の 特性 と構 造 との相 関性 の考 察 をそれ ぞれ 記述 す る｡
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第 1 車 _ 植 物 の α - ー 及 び β - ア ミ ラ -

ゼ 括 ･性 漁 り定 法

従来､ ア ミラー ゼ活性の 測定 には 生成還元糖 を 3, 5-dinitrosalicylic

acid(3, 5-DN S) と反応 させ､ 比色定量す る､ いわゆるBernfeld法1)がよ

く使用 され ている｡ この方法 では､ α-､及 び β-ア ミラー ゼの個別活惟 測定が

不可能 で､ 従来 C a2十で α-ア ミラーゼ を保護 し､ 70 ℃､ 15分の熱処理 によ

りβ-ア ミラー ゼ を失活 させ､ α-ア ミラーゼ活性 が推 定 され るが､ 特異 的反応

とは断定で きない｡ そ こで､ 著者 らは簡便 な他 の活性測定 法 を調 べ た0Pantrac

E.氏.amylase テス ト (Behringer)法は､ 基質 と して p-nitropheny1-α

一maltopentaosideおよびhexaosideを用いてお り､ 本来､ 血清 ア ミラーゼ測定用に

開発 され たキ ッ トであるoSopanen と Lauriere らは 2)､本 テス トが植物 β-ア

合 デ ンプ ンを用 いるPhadebas法 (Pharmacia)は､RankiとSopanen らによって植

物 型の α-ア ミラー ゼ活性測 定 に用 い られ てい る4)｡ 著 者 らは､ 標準 的な α-､

及 び β-ア ミラーゼ と､ ア ミラーゼに関 して既報の植物 材料 を用 いて､ 両活性測

定 法の いず れ が有効 であるか を検討 し､ さ らに､ その有効性 を電 気泳動後 の活性

染 色 法 で検 討 した｡ 次 に､ これ らの方 法 を未 だ報告の少 ない植物 発 芽種子 中の

α-､ 及び β-ア ミラーゼ活性測定 に適応 したo

(1)実 験 方法

① 試料

標準酵素剤 と して､ pancreas α-amylase(1U/ m l;Sigma), malt

α-amylase(1U/ m 1;Sigma), B.stearotherJOPIHHus α一amylase25)

(1U/m i)､ soybean β-amylase 26) (5U/ m l), β.cereus

β-amylase27) (5U/ m l),aLralF,lβ-amylase17) (3U/ m l), rlCe

a-glucosidase(2U/ m l;Sigma),yeast a-glucosidase(2U/m i;

Sigma), isoamylase(2U/ m l;Sigma),pullulanase(2U/ m ユ;Sigma)

glucoamylase(5U/ m 1;Sigma) をそれ ぞれ 用 いた｡

植物種子 ア ミラー ゼ活性測 定 には既 報の材料 と して､ イネ (種子) (OryZa

satJIvaL.)9)､ コム ギ (種 子) (TrJ'tJ-CUJaeStJIvuJL.)28)､ オオムギ (種子)

I/OrdeuJVUIsareL.)29)､ リョク トウ (発芽種子) (VJ'8naradT'ata)30)､
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酉洋 ニ ンジ ン (棉 ) (DaucuscarotaI..) 31)､ ダイ コ ン (棉 ) (Raphanus

saHvusL.) 32)､ ダ イズ (種 子 ) (GlycJ'neJaXHerr.)29)･53)､ キ ャベ ツ

(秦 ) (BrassJ'caoleraceaL.)34)､ ヤマ イモ (塊茎) (DJ'oscoreaJ-apoTH'ca

Thumb.)35)､ ワサ ビ (茎 ) (EutreJa】aSabJ'Maxim.)36)､ サ ツ マ イ モ (塊 根 )

(LpoJOeabatatasLam.)37)をそれ ぞれ 用 い た｡ さ らに､ 報 告の な い ク ズ (根 )

(PueraTJ'athunbersJ'anaBenth.)､ アル フ ァル フ ァ (HedJIca80SatJ'vaL.)鍾

子 も用 いた｡

次 に､ 発 芽種 子中の ア ミラー ゼ活性 測定 用 に は､ 次の 8種 の マ メ科 種子 を材料

と して用 い たD アル フ ァル フ ァ (rledJIcasosatJ'vaL.)､ ク ロー バ ー

(TrifoHuJrePenSIJ.)､ アズ キ (PhaseolusangularJIsw.F.Weght)､ ダイズ

(GlycineJaX Herr.)､ リ ョク トウ (yJ.&naradJ'ata)､ ケ ツル アズ キ (yJ-3na

JUnSO)､ エ ン ドウ (PJIsuJSatJIvuJL.)､ ソラマ メ (VJ'cJ.afabaL.)の 各 5gを

24時 間吸 水後､ 洩 紙 上 に お いて 25℃､ 暗黒 下で 7日間 吸水 させ なが ら発 芽 さ

せ､ 毎 日試 料 採取 した｡

(卦試料 調製 法

穀 類 は､ 5gに l ()汀lMOj2-1ner(,JaPLocLhanol(2-MLI‥)を加 えた 5()mM酢酸

バ ッフ ァー (pH7. 0)を 50m l加 え､ 野 菜､ イ モ類 は､ 50gに 10倍 濃

度 の 上記バ ッフ ァー を 5m l加 え､ それ ぞれ､ ホ モゲナ イズ し､ ろ過 し､ 得 た漉

液 の 半量 を 50mM酢 酸バ ッフ ァー に対 して透 析 し､ 50m lに定 容 して活性 を

測 定 した｡ 残 りの半 量は水 に対 して透 析 し､ 凍結 乾燥 して電気 泳 動 に供 したD

③ α-ア ミラー ゼ活 性 測定法

3, 5-DNS法 (Bernreld法)1)の Ca修飾 法 とPhadebas法 4) (pharmacia

DiagnosticsCo.LTJd.)を用 い た｡ 3, 5-DNS法の Ca修飾 法 は､ 試 料 溶液

0. 25m lに 20mM酢酸 カル シウム溶 液 0. 025m lを加 え､ 70℃ で

15分 間熱 処 理 し､ 1%可溶 性 デ ンプ ンを加 え､ 37℃､ 10分 間酵 素反 応 させ､

3, 5-DNS試薬 0. 5m lを加 え て反応 を止 め､ 水 5m lを加 え､ 530

∩mで比色 した0 1分 間 に 1FLMの マ ル トー ス を生成 す る酵 素 星 を IA. U. と

したoPhadebas法で は､ 試料 溶液 4m lに基質 1錠 を加 え､ 37℃､ 30分反応

させ､ 0. 5Nの カ セ イ ソー ダ水溶液 1. 0m lを加 え て､ 反 応 を止 め､

1500g､ 5分 間 遠 心分離 して､ 上 清 を 62()nmで 比色 した｡
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④ β-ア ミラー ゼ活性 測定法

3, 5-DN S法 日 と､Pantrac 法 3) (BehringerCo.Ltd.) を用 いた0

3, 5-DN S法は､ 試料 0. 25m lに 1%可溶性 デ ンプ ンを加 え､ 37℃､

10分間酵 素反応 させ､ 3, 5-DN S試薬 0. 5m lを加 えて反応 を止 め､ 水

5m lを加 えて 530nmで 比色 した｡ 1分間 に 1f↓Mのマル トース を生成す る

酵 素量 を 1A. U. と した｡

⑤ 電気泳動 法

等 電 点 電 気 泳 動 を LK B 2 117 Multiphor II 電 気 泳 動 システ ム

(pharmacia-1,Kfう) を用 いて行 ったo ゲルはア ンホ ラインゲル (ア ンホ ライ ン PA

Gプ レー ト;等電点 4. 0- 6. 5､Pharmacia-L紘B) を用 いた｡ 2000V､

30mA､ 2時間､ 10℃ に泳動条件 を設定 した｡ 泳動 後の ゲル は､ 500mM

酢 酸バ ッフ ァ- (pH 6. 0)中に室 温で 10分浸 したの ち､ 1%可溶性 デ ンプ

ンを溶 か した酢酸バ ッフ ァー (pH 6. 0,0. 2mM)溶液､ あるいは β-リミ

ッ トデ キス トリン溶 液 と 15分間､ 3 7℃ で反 応 させ た｡ 基質溶 液 を除去 後､

0. 2%iodine-4%poLassium iodide溶液 (Ⅰ2-K I) 20m lにゲル を浸 し､

活 性 バ ン ドを検 出 した｡

な お､ β- リミッ トデキス トリンは､ 2%可溶性 デ ンプ ン溶液 (20mM酢酸

バ ッフ ァー PH 6. 0)に､ 精製 ダイズ β-ア ミラーゼ 150FLgを加 え､

37℃ で 2時間反応 させ たもの を用 い た｡

(2)実験 結 果

〔1〕標 準酵素 を用 いた場合のPanLrac法 とPhadebas法の測定 値

Table I - 1に結 果 を示 した｡ α-ア ミラー ゼ活性 はPhadebas法 では高 い値で

検 出され たの に比べて､ Pantrac法では測定値 は極めて低か った｡ ダイズ､ アルフ

ァル フ ァな どの植物 β-ア ミラーゼ活 性は濃度 が非常 に高 い場合 のみPhadebas法

で偽 陽性 ほ どの値 であるの に反 して､Pantrac法では低濃度で高 い値が測定 された｡

α-グル コ シダーゼ は従来の 3, 5-DN S法 によるCa修飾 法 では残存 活性 を

示 して､ α-ア ミラー ゼ との 区別がつ け られ なか ったが､Phadebas法では検 出さ

れ なか った ,̀ イ ソア ミラ-ゼ､ プル ラナーゼは どち らもPhadebas法で検 出 され な

か ったo グル コア ミラーゼはPantrac法では低 い測定値 を示 したが､Phadebas法で

は活性測定 不可であ った｡
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電気 泳動 後 の活惟 染色の結 果 を同時 にTable T-1に付 加 した｡ ア ンホ ライ ン

ゲル 卜での β- リ ミッ トデ キ ス トリンでの活性 放色 の結 果､ バ ン ドが現れ たの は､

グル コア ミラー ゼ と α-ア ミラー ゼの み であ っ た｡ グル コア ミラー ゼはPhadebas

法 で検 出 され な い｡ そ こでPhadebas法 による測 定値 と活 性 染色 を組 み 合 わせ れ ば､

活 性 染色が 陽性 でPhadebas法 で測 定値 が得 られ れば､ α-ア ミラー ゼであ る と考

え られ る ｡ 次 に､ 実 際 に粗 酵 素液 を用 いて､ ア ミラー ゼ活 性 の測 定 を試み た｡

② 各種植物 ア ミラーゼ活性 の 3, 5-DNS法､PantrLaC法､Phadebas法 に よる

測 定

活性 測定 値 一覧 をTableI-2に示 したD 各種 植物のPant,rac法､Phadebas法 に

よる ア ミラー ゼ活性 を測定 し､ その 比 の値 を､ 3, 5-DNS法 とその Ca保護

法 との 比の値 と比較検 討 した｡Pantrac法値/Phadebas法値 及 びBernfeld法 での

非 保護 法値/Ca保 護 法値､ の値が- になる につれ て､ β-ア ミラー ゼ活 性の増

加 が推 察 され る｡ コム ギ､ オ オム ギ､ ヤマ イ モ､ サ ツマ イ モ､ ダ イズは､

PanLrac法値 が非常 に高 く､ β-ア ミラー ゼ活性の 多量の存在 を示 して いるO ワサ

ビ､ ダイコ ンは､ β-ア ミラー ゼ活性 が α-ア ミラー ゼ活性 よ りも高 い こ とが示

唆 され､ イ ネ､ キ ャベ ツ･. クズ､ アル フ ァル フ ァには α-､ β- ア ミラー ゼ活性

が 同程 度存 在 す る こと を示唆 しているO ニ ンジ ン､ リョク トウ種 子 中では α-ア

ミラー ゼ活 性 が主で ある と考 え られ るQ

③ 各種植物 ア ミラー ゼの電気 泳動後 の 活性染 色

Fig.I- 1に示す よ うに､ 可溶性 デ ンプ ン を基質 と した場 合 の 活性 染色 で現れ

るバ ン ドは α-､ β-ア ミラー ゼで､ β- リ ミッ トデ キ ス トリン を基質 と した場

合 に現れ る バ ン ドは α-ア ミラーゼで ある｡ コム ギ種 子及 び オ オ ム ギ種子 は β-

ア ミラーゼ のバ ン ドだ けが現 れ た｡ イ ネ種 子 には β- リ ミッ トデ キス トリン を切

断 し､ 染色 され るバ ン ドが認 め られ､ これは α-ア ミラー ゼ と考 え られ るQ ダイ

コ ンには β-ア ミラー ゼのバ ン ドだけ が検 出 され た｡ ニ ン ジンには､ α- ア ミラ

ー ゼ と思わ れ るバ ン ドが 2本 見 られ たo リョク トウで は､ 1本の α-ア ミラー ゼ

の バ ン ドと 1本の β-ア ミラー ゼに起 因す る と考 え られ るバ ン ドが 見 られ た｡ ク

ズ にも α- ア ミラー ゼバ ン ドと β-ア ミラー ゼ バ ン ドが検 出 され た｡ アル フ ァル

フ ァは､ 教 本の β- ア ミラー ゼ と 1本 の α-ア ミラーゼ と考 え られ るバ ン ドが見

られ たo これ らの結果 は､Tablet-2に示 した測定値 か らの α-､ β-ア ミラー
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ゼの存在の 推定 と相 関 してい る と考 え られ る｡

④ 各種植物 中の ア ミラーゼの ザ イモグ ラム

Fig.I- 1に示 したバ ン ドをザイモ グラムで示 した ものがFig.1- 2である｡

各 種植物 に含 まれ る ア ミラー ゼの種類 及び アイ ソザイム とその等電点 を推 察する

ことが でき る｡

⑤ マ メ科植 物 発芽種 子中の ア ミラーゼ活性変動

lIlg.I- 3にアル フ ァル フ ァ､ リョク トウ､ ブラックマ ッペ､ エ ン ドウ､ アズ

キ､ ダイズ､ ソラマ メ､ イ ンゲ ンマ メ種子の発 芽 中の α-､ β-ア ミラー ゼ活性

の変動 を示 したO リ ョク トウ､ ブラ ックマ ッペ､ エ ン ドウ､ アズ キ､ ソラマ メ､

イ ンゲ ンマ メ種 子は従来か らの定説通 り､発 芽種子 中で α-ア ミラーゼ活性が増

加 し､ β-ア ミラー ゼ活性 は低 く変化 が少 なか った｡ と ころが､ アル フ ァル フ ァ

種 子 はその 逆の現象 を示 したO すなわ ち､種子 に含 まれ ている α-ア ミラーゼ活

性 が減少 し､ 同 じく種子 に含 まれている β-ア ミラーゼ活性が増加 した｡ また､

ダイズは種 子 に少量 含 まれ て いる と考 え られ る α-ア ミラーゼ活性が増加 し､ 同

じく種子 に多量 に含 まれてい る β-ア ミラーゼ活性が減少す る とい う特殊 なパ タ

ー ン を示 したo この よ うに､ ア ミラー ゼ活性の変動 に 3種の タイ プがある ことが

明 らか にな った｡

(3)考案

Phadebas法は､ アル ファル フ ァ､ ダイズな どの植物 β-ア ミラーゼ及び従来の

Ca2十修飾 法 では残 存活性 を示すイネ種子 由来 の α-グル コシダーゼ には､ ほ と

ん ど活性 を示 さず､ α-ア ミラーゼ に特異的 に反応す る ことが判 明 した｡ 一方､

Pantrac法は β-ア ミラ-ゼ活性測定 に有効であ り､ 植物 由来の α-ア ミラーゼ活

性 に対 して は測定値 が低か った｡ そ こで､ 両測定値の 比か らα-､ 及 び β-ア ミ

ラー ゼの存 在割合が 粗抽 出液 で推察 しうる こと を認め た｡

各種植物 ア ミラー ゼの活性 測定の結 果は､ 既報の結果 によ く一致 し､ 電 気泳動

後 の活性染 色 によるザ イモグ ラムの結 果 と組み合わせる ことによ り､ 本測定法が

α-､ 及び β-ア ミラーゼの個別検 出法 と して用 いる ことが可能 である と考 え ら

れ た｡ この 方法 を用 いる こと によって､ 植物 中の α-､ β-ア ミラーゼの分布及

び アイ ソザ イムの数及 び等電 点 を同時 に推定す る ことが で きた｡

発 芽時の ア ミラー ゼ変動パ ター ンに関 して､ 従来定説 とされ て いる α-ア ミラ
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- ゼ活性の 増加 5)-8)と､ β-ア ミラ- ゼ活性 の 減 少 5)･8)･15)あ る いは活 性 化 11)

114)とは逆 の 現象 を示すパ ター ンが アル フ ァル フ ァ発 芽種 子 で兄 いだ され た｡ ま

た､ ダイズ は β-ア ミラー ゼ 活性 の減 少及 び α-ア ミラー ゼ活性 の 増加 の 点 にお

い て､ 特殊 なパ ター ン を示 したO この ように､ エ ン ドウ タイ プ､ アル フ ァル フ ァ

タ イ プ､ ダ イズ タイ プの 3種 の発 芽種 子 中の α-､ 及 び β-ア ミラー ゼ活 性変 動

様 式 を認め たO
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TableIl1MeasurementofAmylaseActivitybyPhadebasorPantracMethod.

Phadebas Pantrac Activitystaining*

α-Amylase(Pancreas)

α-Amylase(Malt)

α-Amylase(B.stealo)

β-Amylase(Soybean)

P･Amylase(B.cereus)

β-Amylase(Alfalfa)

+ + +

+ + +

+ 十 十

± +

± +

+ +

α-Glucosidase(Rice)

α-Glucosidase(Yeast)

p-Amylase+α-Glucosidase 士 +

IsoamylaSe

Pullulanase

Glucoamylase + +

*ActivitystainingoreachenzymeinAmpholinegelswasperf♭medbyusing
β-limitdextrinassubstrate.
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TableI-2Estimationofα10rβ-Am ylaseinVariousPlants.

Pantrac Phadebas Pantrac 3,5-DNSAmylase

(U/ml) (U/mlx1012)nhadebas (NonJCa)type

Rice(seeds)

Wheat(seeds)

Barley(seeds)

Yam (stems)

Wasabi(stems)

Sweetpotato(roots)

Carrot(roots)

Radish (roots)

Cabbage(leaves)

Kudzu (roots)

Mungbean(seeds)

AlfalfTa(seeds)

Alfalfa(seedlings)

Soybean(seeds)

0.38 0.028

48.33

17.94

2.21

182.04 0.412

93.98 0.138

0.18 0.日8

0.34 0.007

0.81 0.043

2.15 0.052

0.13 0.444

0.36 0.074

1.00 0.043

61.76

13.4 11.09 β>α

->O oo>0 β

∞>0 ∞>0 β

の>0 ->0 β

441.8 9.1 β>α

679.0 147.5 β

1.5 1.1 α>>β

46.6 00>0 β>>ct

18.8 18.8 p>α

41.7 00>0 β>α

0.3 1.9 α>β
4.9 4.5 β>α
23.5 19.4 β>α

の>O oo>0 β

α:cE-Amylase β:β-Amylase
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pI

6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0

Rice(seeds) I■I ●●●一t●

Wheat(seeds) 一 l

Barley(seeds) l l 1

Yam (stems) l

Wasabi(stems) ~ J 芸 )

sweetpotato(roots)

carrot(roots) 一■■■l■ ll■ t

Radish (roots) I

cabbage(leaves) JIlI

Kudzu (roots) : i l

Mungbean(seeds) …蔓 l

Alfalfa(seeds) J 享TIL

α-Amylase

β-Amylase

Fig･I-2SchematicZym ogramsofAm ylasesinVariousPlantsafterIsoelectro-
fTocusingonAmpholineGels･
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第 Ⅲ 章 一 ア ノレ フ ア ノレ フ ア 発 芽 種 子 中 の デ

ン プ ン 分 角牢 系 酵 素

第 1車で は､ 種子 の発芽時 の ア ミラーせ活性 変動 に多様 なパ ター ンが あ る こと

を示 した｡ その 中で､ 従来定 説 とされ てきたもの と逆のパ ター ン を示す アル フ ァ

ル フ ァ種子 につ いて､ その発 芽中のデ ンプン分解系酵素の活性変 動 を精査 し､ 主

な酵 素であ る a､ 及 び β-ア ミラーゼ を精製､ 同定 しその性質 を検討 したD 一方､

等 電点の近 接 したア ミラ- ゼ アイソフ ォームの分離法 と してイモ ビライ ン等電点

電 気泳動 を試み た0

第 1 節 ー ア ノレ フ ア ノレ フ ア 発 芽 種 子 中 の ヂ

ン プ ニノ 分 角牢 系 酵 素 の 変 動 ノく タ ← ン

粗酵素液 を用 いて､ 次に示 す種 々の 方法で酵 素活性の 測定 を行 い､ アル ファル

フ ァ発芽種 子 中の デ ンプン分解系酵素の種類及 びその活性の変化 を調 べた｡

(1)実験 方法

(D試料調製 法

第 Ⅰ章 (]) に示 した｡

② 酵 素活性 測定法

3, 51DNS法 でア ミラーゼ活性 を､ Ca2+保護後 の熱処理試料の 3, 5l

DNS法で a-ア ミラーゼ活 性 を定量 した o Pantrac法で β-ア ミラー ゼ活性 を､

Phadebas法 で α-ア ミラ-ゼ活性 を測 定 した.Bluevalue活性の 変化､ マル ター

ゼ活性の測定 を行 ったoBluevalue変化の測定法は､ 0. 25m lの ア ミラーゼ

溶 液 に 0. 25m lの β- リ ミッ トデ キス トリン溶液 を加 え､ 40℃ で 15分反

応 させ 1, 75m lの 0. 2%iodine-4%potassium iodide溶液 を加 え 700

nmで比色定 量 した｡ β- リミッ トデキス トリン溶液の吸 光度 を 100と した場

合の反応試料 の吸光度の値 を､RelativeBlueValueと した｡ マル ター ゼ活 性

(α-グル コシダーゼ)の測 定はGlucoseCtestkit,(WakoPureChemicalsCo.

Ltd.) を用 いたO この測定 法は a-グル コシダーゼによって遊離 した α-D-グ

ル コ-スがmutarotaseによって β-D-グル コース にか わ リ､ さ らにglucose

oxidaseによってhydrogenperoxideを生成 し､ これが4-aminoantipyrineと結合 し

て､ 最大吸 光度 505nmの 赤色色素 が生成す るので比色測定で きる｡ 酵 素活性

1ユニ ッ トは 1分 間 に lFLMの グル コース を生成する酵 素量 であ るC
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③ ア ミラー ゼの C a2+修飾後の熱処理及び EDTA処理 法

酵 素溶液 に､ 酢酸 カル シウム を 10mM濃 度 となる よ うに添加 し､ 70℃､

15分熱処 理 した｡ また､ EDTA 峯 l0mM濃度 とな る よう加 えた｡ これ らの

処 理硬の酵 素活性 を測定 したO

④ 電気泳動 法

第 1章 (1) に示 した｡ イ モ ビライ ン プ レー ト (pH4. 5-5.4､

Pharmacia-LKB)を用 いた電気泳動条件は､ 10℃ で､ 300V､ 1時間予備 泳動

し､ 5000Vで 3時間本泳 動 したO

⑤ ア ミラー ゼ活性の試験法

発芽種子 中での､ α-及び β-ア ミラーゼ活 性の局在性 を調べ るため､ 1gの

種 子を発芽 させ､ 子葉 (cotyl()dons) ,腔軸 (hypocoLyls),幼根 (radic7cs) に

切断 し､ 各 部位の活性 を測定 したO

⑥ 発 芽種子 中の β-ア ミラー ゼの検 出法

第 Ⅰ章 で は､ アンホ ラインゲル を用 いて､ α-, β-ア ミラー ゼのバ ン ドを検

出 した｡ 今 回は､ イ モ ビライ ンゲル を用い､ 第 Ⅰ車 と同 じ粗抽 出液 で､電 気泳動

後 活性染色 し､ β-ア ミラー ゼのバ ン ドを検 出する と同時 に､ 粗 抽 出液 を 20

mMの 2-M E存在 下と非存 在下で調 製 し､ β-ア ミラー ゼ活性 を測定 し比較 し

た｡

(2)実験 結 果

(Dアル フ ァル フ ァ種 子 発芽 中での各酵 素活性 の変化

FigureⅡ- 1に β-ア ミラーゼ活性､ α-ア ミラー ゼ活性､ α-グル コシダー

ゼ活性の変化 を示 したo β-ア ミラーゼ活性 を測定 しうるBernfeld法､PanLrac法

の値 は､ 発 芽 3日か ら4E]にか けて種 子 レベル の約 2倍 に増加 を示 したD と ころ

が α-ア ミラー ゼ活 性 を表すPhadebas法､ 及び a-ア ミラーゼ活性 を定量 しうる

Bemreld法 での C a2十保護 法 では､ 未 発芽種子 に活性が既 に存在 して お り､ 発芽

2日までほぼ一定で､ 以降は急激 に減少 した｡ 同様 に ､Relativebluevalueも

発 芽 2日以 降､ 急速 に低 下した｡ α-グル コシダー ゼ活性は発芽 2日まで少 し増

加 し､ また減少 して種 子 レベ ル に戻 った｡

② C a2+修 飾後熱処 理及び EDTA処 理の酵素活性 に及 ぼす効果

Figurell- 1の結 果か ら､ α-ア ミラーゼが多 く存在す る と考 え られ る発芽 2
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口と､ β-ア ミラー ゼが多 く存在す る と考 え られ る発芽 5日の試料 について ED

TA処理 お よびCa2十イオ ン存在 下での熱処理 をそれ ぞれ行 い､ 各 ア ミラーゼ活

性 の変化 を調 べ た｡ その結果 をTable¶- 1に示 したo a-ア ミラー ゼ活性 を示す

phadebas法 では､ 2日の試料 が高 い値 であ ったが､ EDTA処理後 には､ 未処理

試 料 で 8. 06であ ったもの が､ 1. 78にまで著 しく減少 したo β-ア ミラー

ゼ活性 を示すPantrac法では発芽 5日の試料が高 い値であったが､ C a2+熱処理で

ほ とん ど失 活 した｡ これ らの 結果か ら､ 2日の試料 には α-ア ミラー ゼが､ 5日

の 試料 には β-ア ミラーゼが 主 に存在 する とい うことが推察 され たo

③ 電気泳動 後の ア ミラーゼの 活性染色

FigureⅢ- 2にア ンホ ライ ンゲル を用 い､ 可溶性 デ ンプン と β- リミッ トデキ

ス トリンを基質 と した場合の活性染色 の結果 を示 した｡ 可溶性 デ ンプ ンを用 いた

染 色 では､ 複数のバ ン ドが認 め られ た｡ β- リ ミッ トデ キス トリンを用 いた染色

では､ おも に 1本の バ ン ドが 認め られ た ことか ら､ このバ ン ドは α-ア ミラーゼ

と考 え られ､ 他 に複 数個の β-ア ミラーゼアイ ソフ ォー ムが存在 する と考 え られ

るo β-ア ミラーゼのバ ン ドは発芽の 進行 につ れて濃 くな り､ また､ α-ア ミラ

ー ゼのバ ン ドは うす くな った｡

Figurell- 3に､ イモ ビラ イ ンゲル を用 いて等電点電気泳動後､ 可溶性 デ ンプ

ン を基質 に した活性 染色の写 真 を示 し､ さ らに抽 出バ ッフ ァー に､ 2-M Eを加

え た場合 と加 えない場合の β-ア ミラーゼ活性 のpantrac法での 測定値 を示 したo

2-M Eを抽 出バ ッフ ァー に加 えて も､ 活性の 増加がみ られ なか った｡ 活 性染色

に よるバ ン ドは､ 各 アイ ソフ ォームが全て､ 発 芽過程の進行 につれ て漉 くな った｡

と ころで､ ア ンホ ラ イ ンゲル では､ 主 に 1本の α-ア ミラー ゼのバ ン ドと複数の

β-ア ミラー ゼのバ ン ドが検 出され たが､ イモ ビライ ンゲルでは､ 5本の β-ア

ミラー ゼ と考 え られ るバ ン ドしか検 出 され なか ったO この事実は､ イモ ビライン

を用 いた泳 動後､ ゲ ル を可溶 性 デンプ ン並び に β- リミッ トデ キス トリン を基質

に用 いて､ 染色 した､ Fig,Ⅲ- 2の 1aneAおよび1aneBをみれ ば､ よ り明かであ

るO つ ま り1aneBで (β- リ ミッ トデ キス トリン基質 )バ ン ドが現れ なか ったo

この 事実は､ laneAの 5本の バ ン ドが β-ア ミラーゼである ことを示 して いる｡

④ 酵 素活性 の局在僅

FigureII-4に､ α-､ 及 び β-ア ミラーゼ活性の分 布 を示 した｡ β-ア ミラ
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TableIIl1EffectsofCaandEDTAontheAm ylaseActivities
ExtractedfromGerminating(2daysor5days)Seeds.

Assay BemfTeld Pantrac DecreasingDegreePhadebas
(AU/ml) (IU/ml) ofBlueValue(%) (U/ml)

2days
control 0.46 0.21 79 8,06

+EDTA10mM 0.32 0.17 25

+Ca10mM700C0.22 0,03 70

5days
control 0.88 0.54 41

+EDTA10mM 0.68 0.47 4

+Ca10mM700C 0.12 0.06 25
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(A)r3-AmyLase (B)a-AmyLase

Fig･II-4Increasesinβ-AmylaseActivityandDecreasesinα-AmylaseActivity
inCotyledonsofAlfalfa.β-Am ylaseactivityandα-amylaseactivity
incotyledons(+),hypocotyls斡)andradiclesぬ)Wereassayedby
PantracandPhadebastests,respectively.Numbersontheabscissa
representdaysaftergermination.Inthecaseofsamplesofdryseeds
(0day)Orgerminatingseedssoonafterimbibition(1day),theentire
seedlingswereusedfわrtheassaysGG)).
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-ゼ活怪 は､ 子葉 (cotyledon)にのみ存在 していたO 発芽過程 での.活性の増加も

子葉 にのみ 認め られ たO α-ア ミラ- ゼ活性 も､ 子葉 にのみ認め られ､ 発 芽 によ

り減少 した｡

(3) 考察

アル ファル フ ァ種 子発芽過程 では､ 乾燥種 子 中の α-ア ミラー ゼ活性が減少 し､

逆 に β-ア ミラーゼ活性が増 加 した (マル ター ゼは一定 量 を保 っていた｡ ホスホ

リラーゼ活 性はほ とん ど認め られなか った) 0 C a2+熱処理､ EDTA添 加の静

索活性 への 影響､及 び電気泳動後の活 性染色の結果は､ これ らの結 果 を支 持 して

いるQ この よ うな α一､ とβ-ア ミラーゼの量 的変動パ ター ンは､ 発芽種 子 で報

告は ない｡

発芽種子 中の β-ア ミラー ゼ活性測 定で､ 2-M Eを抽 出バ ッフ ァー に加 えて

も､ 活性の 増加 がみ られなか った ことか ら､ アルフ ァル フ ァの β-ア ミラー ゼは

種 f･中で全 く遊離の 状態 にあ る と考 え られ､ オオムギや コム ギの種子 中に おける

結合型 とは存在様式が異 な っている 11)-14)o 活性染色 において β-ア ミラーゼの

各 アイ ソフ ォームが 全て発芽過程の進行 に伴 って濃 くな った ことか ら､ 5個の ア

イ ソフ ォ- ムがそれ ぞれ増加 している と考 え られ る｡

電気泳動 での活性 染色の結 果､ イモ ビライ ンゲルでは β-ア ミラーゼの 5本の

バ ン ドしか 現れ なか った. つ ま り､ ア ンホ ライ ンゲル で現れ た α-ア ミラーゼの

バ ン ドが､ イモ ビライ ンゲル では検 出 され ない とい う現象が発 見 され た｡ これ に

つ いては後 に検討す るo

アル ファル フ ァ発 芽種子 中には､ 貯 蔵性多糖 分解酵 素 に関 して､ α-D-ガ ラ

ク トシダー ゼ､ β-マ ンナ- ゼ､ β-マンノ シダーゼが 存在 し､ これ らの ガ ラク

トマ ンナ ン分解酵素活性が､ 発芽過程で増加す る とい う報告 はある38)｡ ガ ラク ト

マ ンナ ンは アル フ ァル フ ァ種 子中にお ける貯蔵 多糖の主 な もので あ り､ 著 者 もデ

ンプ ンの分 別 をシュク ロース濃度勾配 法で試み たが､ マ イナーな値 で､ デ ンプン

粒 の発 育が 不完全 と考え られ る｡ 従 って､ アル フ ァル フ ァ発芽種 子 に おける α-

ア ミラーゼの活性が､ 他の デ ンプンを主たる貯蔵多糖 と して含有 す る種子 に比べ

て､ 低 いの は理解 で きるO
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第 2 節 _ ア ノレ フ ア ノレ フ ア 種 -子 中 の ア ミ ラ

- ゼ の 精 尊皇 と 同 定

第 Ⅲ章第 1節の実験 で､ アル ファル ファに含 まれ ているデ ンプ ン分解系 酵素が､

特 異 的な変 動パ タ- ン を示す ことが示唆 され た｡ そ こで､ 本章 では､ アル フ ァル

フ ァの α-､ 及 び β-ア ミラー ゼを精 製 ･同定 し､ 本植 物発芽種 子 中の α-､ β

-ア ミラー ゼ活性変 動パ ター ンについ ての結果 に確証 を与える事 を 目的 と した｡

第 1 項 . β - ア ミ ラ - ゼ の 精 製 と 同 定

(1)実散 方法

① 精 製法

種子 を ミキサーで粉末 に し､ それ を石油エー テルで 3回抽 出 して得 た脱 月旨粉末

4kgに､ 20mM 2-mercaptoethanol(2-M E),1mM

eLhylenediamineteLraaceticacid,disodiumsalt(EDTA)､ 1mM

ethyleneglycolhis(8-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraaceticAcid

(EGTA)､ 0. 2mgpepstatinと 1mM phenylmet,hylsulfonylfluoride

(PM SF) を含ん だ pH 5. 0の 10mM 酢酸バ ッフ ァー (バ ッフ ァーA)

を 4L加 え､ ホ モゲ ナ イズ後､ 遠心分 離 (8000rpm､ 10分 ) して粗抽 出

液 を得 た｡ これ に 25%飽和 になる よ うに硫 安 を加 え､ 遠心 (8000rpm､

10分 )後､ 上清 を 65%飽 和の硫安帝液 に し､ 遠心分離 (8000rpm､

10分 ) し､ 沈澱 を集めたD これ をバ ッフ ァー Aに溶解 させ､ バ ッチ法でバ ッフ

ァーAに平 衡化 したCM-Sephadex C1 50イオ ン交換体 に活性 画分 を吸着 さ

せ た｡ 水酸 化ナ トリウムで pHを6. 5に上昇 させ活性 画分 を溶 出させ た｡ この

方 法 を用 い る ことで､ 粘質物 が除去で きた｡ こ こで得 た活性 画分 を､ バ ッフ ァー

Aで平衡化 させ た S-Sepharose カ ラム (5× 15cm)に吸着 させ たo 活性画

分 の溶 出は､ バ ッフ ァーイオ ン強度 を 10- 100mMに上昇 させ､ さ らに pH

を 5. 01 6. 4に上昇 させ る グラジエン ト法 で行 った｡ 得 られ た活性画分 を､

10mM リン酸 バ ッフ ァー､ pH6. 5に平衡 化 させ たQ-Sepharose カ ラム

(5× 15cm)に吸着 させ､ NaCl濃度 を 0.4Mに上昇 させ る ことで､ 活

性 画分 を特 出させた｡

得 られた活性画分 は､ 蒸留水 に対 して透析 し､ 凍結乾燥後､ これ を 0. 2Mの

N aC lを含ん だ pH 5. 0､ 50mMの酢酸 バ ッフ ァ- に幣解 し､ Fast
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ProLeinLiquidChromatography(F PLC) に連結 した､ Superose12日RIO/

30カラム (1×30cm)に通 し､ ゲル ろ過 をお こな った｡ 得 られ た活性 画分は､

0. 025M ヒス チ ジンーHC lバ ッフ ァー に対 して透析 し､ FPLCに連結

した､MonoPHR5/20カ ラム (0. 5×20cm)に吸着 させ た. クロマ トフ ォー

カ シングは､ pHゲラデイエ ン ト5. 0- 4. 5で､ 流速 1m ユ/ m in､ 圧 力 3

M Paの条 件 で行 った｡ 溶 出バ ッフ ァーは､ 0. 0075mm o 1/ m l

Polyt)urfer74を用 いたO 得 られ た活性 画分 をさ らに､ F PLCに連結 したMono

SHR5/5 カ ラム (0. 5× 5cm)に吸着 させ た｡ 10mM､ pH 5. 0の酢酸

バ ッフ ァー でカ ラム洗浄後､ 酢酸バ ッフ ァー (pH 5. 0)の イオ ン強度 を 10

- 100mMに増加 させ る グ ラデ ィェ ン トエル ー シ ョンで活性 画分 を溶 出 させ た｡

酵素活性 の測定 法 はBernfeld法1)を用いた｡ タンパ ク質濃度はBradfordの方法

39)によ り測定 した｡

② 均 一性試験

精製 β-ア ミラー ゼの均一性の検討 は､ ポ リアク リル ア ミ ドゲル (pH 9, 5,

7%) によ るデ ィス ク電気泳 動 によってお こな ったO またイモ ビライ ンゲル

(pH4. 5- 5. 4､Pharmacia-LKB) を用 いる等電点電気泳動及 び 7. 5-

15%アク リル ア ミ ドグラデ ィェン トゲル を用 いる SD S一電気 泳動法で も行 っ

たD SDS一電気泳 動は Laemmli'sbuffersystem40)を用 い､ β-ア ミラ-ゼ

試料 は､ 1% SD Sと 2% 2-M Eを含 む 250mM Tris-HClバ ッフ ァー

(pH 6. 8)に溶 解 し､ 3分間､ 100℃ で変性 した もの を用 いたO 泳 動は､

8mAで 10時間行 ったO 泳 動後のゲル 中の タ ンパ ク質 はCoomassiebrilliant

blueR250(Sigma)で染色 したo

等電点電 気泳動条 件 は､ 300Vで 1時間､ さ らに 5000Vで 3時間 の泳動

を 10℃ で行 った｡ 泳動後､ CoomassiebrilliantblueR250で タ ンパ ク質 を染

色 した｡ 糖 の検 出は､ PA S-staining41)法で行 った｡

③ β-ア ミラー ゼの 同定法

1%可溶 性 デ ンプ ン溶液 5m lに､ 精製 β-ア ミラー ゼ溶液 (10A. U. )

を加え､ 37℃ で 6()分反応 させ､ 隼成糖の 同定 を試み たO 反応 溶液 を減 圧濃縮

し､ 2m lの蒸留水に溶か し0. 45/Jmマイクロフ ィルター を通 して､ 10p 1

をHPLC (Hitachi L-6200)分析 に供 した｡ 検 出器は 示差熱屈折検 出器
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(HitachiCo.Ltd.) を用 い､ カ ラム は Lichrosorb-NH2(Cica-Merch)を用 いた｡

溶 出 には ア セ トニ トリル ーH20 (3:1)液 を用 いたD 流速 lm l/m inで､

圧 力 120kg/ cm2､attenuator 1/ 16で分析 した｡

旋 光 度 の 測 定 は､ 精 製酵 素 (3A.U.) を 1% 可溶 性 デ ンプ ン溶 液 (pH

5. 4) 2m l中 で 25℃ で 反応 させ､ 生成 糖 の 比旋 光 度 を PM - 70

PolarimeLer(UnionGikenCo.,Ltd.)を用 いて､ 感 度 0. 0 1､ responce2で測

定 したO

④ β-ア ミラー ゼの 諸性 質

精 製 β- ア ミラー ゼの至 適 pH､ 至 適温 度､ 分 子 吸 光 係 数 を測 定 したo 精 製 β

- ア ミラー ゼ (0. 6A. U. ) を 0. 55FLMの

5,5㌧dithio-big(2-nitrobenZ.Oicacid)(DTN B)､ 0. 55FLMの

p-chloromercuribenzoicacid(PCM B)及 び､ 0. 55FLMの

N-ethylmaleimide(N EM) と 40℃ で 3分 間反 応 させ､ 酵 素 活 性 に及 ぼ す影 響

を検 討 した｡

次 に､ 精 製 した β -ア ミラ - ゼ ア イ ソフ ォー ムの 各 20FLgを SDS-

polyacrylamidegelsで電 気 泳 動 し､Matsudaira42)の 方 法 で､MiliporePVDF メ

ン ブ ラ ンに トラ ンス フ ァー したb メ ン ブ ラ ン をPonceauS (Slgma)で染 色 した後､

各 β-ア ミ ラ- ゼバ ン ドを切 りとリ6M HCl中で､ 110℃､ 24時 間加 水

分 解 し､Hitachi835aminioacidanalyzerで ア ミノ酸 分析 を行 った43)｡ ア ミノ

末 端残 基 決 定 の ため､ メン ブ ラ ン上の β-ア ミラー ゼ をproteinsequencer

(AppliedBiosystemsmodel477A)に供 したO

次 に､ ア イ ソフ ォ- ム C に つ いての マ ウスポ リク ロー ナ ル 抗 血 清 を作成 した｡

アイ ソフ ォ- ム C 30FLgを AdjuvantCompleteFreund (Nakaraitesque)に

懸 濁 し､ マ ウス に､ 隔週 2回 皮 下注 大 した｡ 心臓 閃針 法 に よ り全 血 採 取 し抗 血 清

を得 た｡ この 抗 血 滑 に対す る 精 製 アル フ ァル フ ァ β- ア ミラー ゼ とダ イ ズ β-

ア ミラー ゼ の 抗原 抗 体 反 応 を OuchLerlonydouble-diffusionplate

(CappelLaboratories)法 で テ ス トしたO

(2)実験 結果

① 精 製過 程 と均 一性

Figure Ⅲ- 5 に S-Sepharoseカ ラム ク ロマ トグ ラフ ィーの溶 出パ ター ン を示
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すo Fig.Ⅲ-6に Q -Sepharoseカ ラ ム ク ロマ トグ ラフィー の 溶 出パ ター ン を示す0

イオ ン交換 ク ロマ トグ ラ フィー 後､ 活 性画分 をゲ ル ろ過 したO ク ロマ トフ ォー カ シ

ング に よる精 製 過程 はFig.Ⅲ- 7 に示すD.こ こで得 た β- ア ミラー ゼ標 品の デ ィ

ス ク電 気 泳 動 を行 うと､ ほ ぼ均 一 なバ ン ドが得 られ た (Fig.II- 8 ). 以 上 の精

製 過 程 をTable ∩- 2に示 す｡ 比活 性 は 1. 077A. U./m g､ 約 3590

倍 の 精 製率 を得 た｡

② β-ア ミラー ゼの 同定及 び 諸性 質

本精 製 β-ア ミラ - ゼ を可 溶性 デ ン プ ンに反 応 させ た場 合 の 生 成 糖 は マ ル トー

ス の み で あ り､ 生成 マル トー スの変 旋 光測 定 の 結 果 は､ β-ア ノ マ- 型 の マル ト

ー スが 生成 後､ α- ア ノマ- 型 に変 換 して い る 事 に よ り､ (Fig. Ⅲ一 g )本 酵

素 は β-ア ミラー ゼ で あ る と判 断 され る｡

分 子 吸光 係 数 は､ 18. 3で示 適 温 度､ 示 適 pHは､ それ ぞれ 50℃､ 7. 0

で あ った｡ PCM L3処 埠 で酵 素 t.T,･性 は 減 少 した が､I)iLhioLhleil,01(rjDT)再

処 理 で活性 が 回復 したo NEM処 理 で 活性 は 20% に低 下 したが､ DTN B処 理

で は 失活 せ ず､ この 処 理 を高 塩条 件 (0. 5M､ N aC 1) で行 った場 合 にの み

活 性 失 活 が 認 め られ た｡

Figurel1- 7に示 す ク ロマ トフ ォー カ シン グ の メイ ン活 性 ピー ク お よび サ ブ ピ

ー ク Ⅰ､ 口､ Ⅲ､ IV､ Vをイモ ビライ ンゲル (pH range 4. 5- 5. 4)で等

電 点 電 気泳 動 し､ 可溶性 デ ンプ ン を基質 に活 性染 色 した結果 をFig.Ⅲ- 10 に示

すO この結 果 よ り各 ピー ク には､ 等 電 点が 5. 05,4. 97, 4. 85,

4. 82, 4. 77の 5個 の β-ア ミラー ゼ ア イ ソフ ォー ムが 存 在 す る と考 え ら

れ るO

③ β-ア ミラー ゼ ア イ ソホ ー ムの分 離 とその 諸 性 質

5個 の ア イ ソホー ム を分 離 す るため に､Fig.D- 7に示 した､ ピー ク Ⅰ､ Ⅲを

主 とす るフ ラ ク シ ョン A､ ピー ク m を 主とす る フ ラ ク シ ョン B､ ピー クⅣ､ V を

主 とす る フ ラ ク シ ョ ン Cを続 い て個 々 に､ ドPLCに連 結 した MonoS カ ラム

(Pharmacia-L汰B)に吸着 させ､ 溶 出 させ るイ オ ン交換 クロマ トグ ラフ ィー を行 っ

たo その結 果 を､Fig.ロー 11に示す｡ こ こで､ a, b, C, d, e計 5個 の 活

性 ピー クが 得 られ､ それ ぞれ の ピー ク に含 まれ る酵 素 を､ イ モ ビ ライ ンゲ ル で等

電点 電 気 泳 動 し､ タンパ ク典色 を行 った結 果 をFig.II- 12 に示 すO この結 果 よ
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Fig･II-7PurificationofAlfalfaβ-Am ylasesbyChromatofbcusing.Activeregion
ofβ-amylasewasdividedintofiveftactions(IIV)orthreefractions
(AIC)asindicatedinthefigure.

- 30-

(
･･
･=

)

(
T

ulJ
･

n
･
V

)
LJ
T

^
T
T

U
P

aS
P

T

J(
u
l
V
-
a





TableIIl2SummaryofPurificationofAlfalfaβ-Amylase.

Purification

Step
Total Total Specific
proteinactivity activity
(mg) (A.U.)(A.U/mg)

Yield Rateor
(%) Purification

Crudeextract 7300 1995 0.3 100 1

(NH4)2SO4 761 809 1･1 41 4
25-65%satn.

S-Sepharose 50 604 12 30 40

Q-Sepharose 32 483 15 24 50

Gelfiltration 2.2 290 132 15 440

Chromatofocusing 0.2 215 1077 11 3590
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Fig.IIl9MutarotationofSugarsFormedbyAlfalfaβ-Am ylase.Thepurified
alfalfaamylase(3A.U.)wasallowedtoreactwiththesolublestarch
dissolvedin50mMacetatebuffer,pH5.4,inapolarimetercell
incubatedatconstanttemperature(25oC).Changesof-opticalrotation
ofsugarsformedaftertheerLZymeattackwerescannedwithaPM-70
HighSensitiveAutomaticPolarimeter.a,changesofopticalrotation
(Aα)correspondingatthefimishingpointoftheenzymeaction;
x,changesofopticalrotationcorrespondingatanypointduringthe
conversionprocessofp-maltoseformedintoa-maltose.Thefirst
orderrateconstantwascalculatedtobeI.27/min.
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Fig.ⅠⅠ-11IsolationorFivelsofb-sorβ-AmylasebyCation-exchange
chromatography.ThreefractionsafterchromatofoCusing(A-C)
wereappliedtoMonoScolumn,andfiveisoforms(a-e)were
isolated.
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リ､ アル フ ァル フ ァの 5個 の β-ア ミラー ゼ ア イ ソフ ォー ム a, b, C, d, e

(p I5. 05, 4. 97, 4. 85, 4. 82, 4. 77)は､MonoS カ ラ

ム ク ロマ トグ ラフィー に よ り個 々均 一 に分離 で き た｡

5個 の ア イ ソフ ォー ムは そ れ ぞれ 可 溶性 デ ン プン を切 断 し､ β-マル トー スの

み を生成 した ことか ら β-ア ミラー ゼ と同定 され た｡ その うち量 的 に主 た る もの

は､ isororm cで あ った｡ それ ぞれ 0. 55/JMの PCMB処 理 で活性 が失活 し

た. 示適 pHは全 て 中性付近 で､ 示適 温度は 50℃ であ ったo 比活性 (activity

/7ng)は､ 2106 (isof'orma),760 (is()Form b)､ i077 (isoForm c)､

9 11 (isoform d)､ 434 (isoform e)で､ 可溶性 デ ンプ ンに対す る Km

値 (%)は､ 0. 25, 0. 5, 0. 5, 0. 5, そ して 0. 3であ った｡

次 に各 アイ ソフ ォー ムの SDS電気泳 動の結果 をFig.刀- 13 に示す｡ 分 子量

は 全 て等 し く 6 1000kD aであ った｡

さ らに各 アイ ソフォー ムの ア ミノ酸組成 をTableⅢ- 3に示す｡ それ ぞれ の アイ

ソフ ォー ム の 構成 ア ミノ酸 間 で､ 相 同性 は認 め られ るが 同一では なか った｡

ア イ ソフ ォー ム C に対す るマ ウス 抗血清 は､ アイ ソフ ォー ム a, b, d, e

とそれ ぞれ 免疫 交叉 反 応 を示 した (Fig. Ⅲ- 14)｡

(3)考案

筆者 らは､ MonoP カ ラム を用 いた クロマ トフ ォ- カ シング に よ り､ アル フ ァ

ル フ ァ β-ア ミラ-ゼ を精 製 し､ さ らにMonoSカ ラムでの イオ ン交換 クロマ トグ

ラフ ィー に よ り等 電 点の接近 した 5個 の アイ ソフ ォー ム を個 々に分離精製 した｡

それ ぞれ の p Iは､ Isoform aは 5. 05, bは 4, 97, C は 4. 85, dは

4. 82, eは 4. 77であ った｡

この分 離 方 法 は他 の植物 種 子 中の β-ア ミラ- ゼア イ ソフ ォー ムの 分離 精製 に

適 応 しうる もの と思 われ るo な お､ 本 β-ア ミラー ゼの 分 子量､ SH基 の PCM

B修 飾 によ る失活 な どの性 質 は､ 知 られ てい る β-ア ミラー ゼの それ らと一致 し

た 26)･44)｡ その他､ N末 端 ア ミノ酸がブ ロ ック され て いる こと､ 分子 中に糖 を含

ん で い な い ことも ダイズ β-ア ミラーゼ と同様 であ った 26)O しか し､ 等電点 は低

く､ また､ 植 物型 の β-ア ミラーゼの 至適 pHは酸性側 で あ るの に対 して､ 中性

付 近 で ある とい う点 で異 なる 性質 を有 して いた 26)･45)｡

得 られ た ア ミノ酸 組成 か ら､ 主成 分 β-ア ミラー ゼ コ ンポー ネ ン トC と他 の も
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TableII-3Am inoAcidCompositionsofFivelsoformsofβ-Amylase苧

lsofbm
c d

Aminoacid

認

諾

業

38
雪

雲

雲

26
9
19
65

67
19
41
70
37
59
38
37
13
34
54
23
24
23
9
14
625

67
19
39
71
35
59
37
38
14
34
55
24
25
22
8
13
605

61
19
44
77
34
74
37
39
12
34
53
17
24
22
9
16
725

69
18
40
66
32
63
33
31
10
29
48
23
22
37
12
24
575●l

鑑

訟

p-｡
慧

V｡
豊

3
;蒜
h｡
慧

恕

*NumberorresiduesperMr61,000protein･
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のの相 関値 を､Marchalonis の方法 46)で計算 すれ ば､ Isoform aに対 しては

18. 56､ 1soform bとは 11. 13､Isoform dとは 0. 56､ Isoform e

とは 17. 54という値 が得 られ､ Isoform cとIsoform dとが相 同性 が一番高

か った｡ また､ ダイズの β-ア ミラーゼコンポーネ ン ト226)との相 関値 は

2 1. 58であ り､ ダイズ β-ア ミラーゼ とIsoform c 抗血清 との免疫 交叉反

応 は認め られ なか った (Fig.Ⅲ- 14)C

各 アイソフ ォームの分子量 が同一で ある ことよ り､ アル フ ァル フ ァの β-ア ミ

ラ-ゼは､ オオムギの β-ア ミラーゼの翻訳後 の限定 プ ロチオ リシス による多型

化 47) (その場合､ 各 アイソフ ォームの分+量が 異なる) とは異なる ことが 示唆 さ

れ たD
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第 2 項 ー ア ノレ フ ア }レ フ ア α - ア ミ ラ - ゼ

の 精 尊皇 と: ノ性 質

弟 Ⅲ章 第 1節 で述べ た ように､ アル フ ァル フ ァ種子 中には､ a-ア ミラー ゼに由

来 する と考 え られ る活性が検 出され た｡ この酵 素は種子 中に存在 し､ 発芽過程 で

活 性が減少 した｡ そ こで､ 本 酵素 を精 製 し同定 を行 い､ アル フ ァル フ ァ種子発芽

過程 における特殊 な ア ミラー ゼ変動パ ター ンの例証 を試 み た｡

(1)実験 方法

① 精製 法 ;KoshibaandMinamikawa の方法 48)を一 部変更 して精製 した｡

アル フ ァル フ ァ発芽種子 (発 芽 2日) 500g を0. 1M トリス塩酸バ ッファー

(pH7.4､ 5mMCaC12､ 10mM2-ME)中でホ モゲナ イズ し､ 遠心

分 離 (8000rpm､ 15分) して得た上清 1200m lに､ 30%飽 和 にな

る よ うに硫 安 を加 え､ 遠心後､ 上清 に 65%飽和 になる よ うに硫 安 を加 え､ 帯解

させ､ 遠心 後､ 沈澱 を集めた｡ 続 いて 50mM酢酸バ ッフ ァー (pH5.4,

1mMCaC12､ 10mM2-ME)に溶解 させ､ アフイニテ ィクロマ トグラフ

ィー に供 した48)･49)｡ カ ラムは､ β-シクロデ キス トリン を結合 させ た

epoxy-acLivaLedSepharose6Bを用 い､ 50mM酢酸バ ッフ ァー (pH5.4､

1mMCaC12､10mM2-ME)に溶か した ア ミラーゼ を吸着 させたo 次に

1.5%β-シクロデ キス トリンを溶 か した上記バ ッフ ァーで溶 出させ た｡ α-

ア ミラーゼ を含 む溶 出液 を､ UK110フ ィル ター (ToyoCo.Ltd.)を用 いる限

外 ろ過法 に よ り濃縮 後､Superose12カラムで ゲル ろ過 を行な った｡ ゲル ろ過の

展 開バ ッフ ァ-は､ 0. 1M トリス塩酸バ ッフ ァー (pH7.4､ 1mM

CaC12, 10mM 2-ME,0. 1M NaCl) を用 いた｡ さ らに

Centrisart 1 (Sartorius)を用 いて遠心溝綿 を行 なった｡

酵素活性 の測定はPhadebas法4)､ タンパ ク質の定量 はBradfordの方法39)を用い

た｡

② 均一性試 験 ;等電 点電気泳 動は､ ア ンホ ライ ンゲル を用 い､ C BBによる タン

パ ク染色 を行 な った｡ SDS一電気泳 動は､Excelgel(Pharmacia-LAB)を用 い､

銀 染色 法 (Wakokit)で均一性のテス トを行 った｡

③ α-ア ミラ-ゼの 同定法 ;精製 した α-ア ミラーゼ (10U) を 1%可溶惟 デ

ンプ ンに加 え (液量 5m l)､ 30℃ で 6時間反応 させ た｡ この うち 3m lをと
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リ､ 凍結乾 燥 したの ち､ 500FLlの 蒸留水 に とか し､ 0. 45FLmマ イ クロフ

ィル ター を通 した｡ ろ液 10p lをH PLC分析 に供 した｡ ク ロマ トグラフ ィ-

の条件は､ 第 U章第 2節 に示 した.市販の ,α-ア ミラー ゼ (pancreasとbarley由

莱 )は､ 同様 に して アフ イニテ ィクロマ トグラ フ ィーで精製 し､ リョク トウの発

芽種子か らも､ アル フ ァル フ ァの酵素 の場合 と同 じ方法 で α-ア ミラーゼ を精製

し､ 同様 に して生成 糖 を分析 した｡

(2)実験 結 果

TableⅢ-4に､ α-ア ミラーゼの精製過程 を示 したO収 量は 1. 6%で､ 精製

率 は 2227倍 であ った｡ 比活性 は 17857U/m gであ った｡

アンホ ライ ンゲル を用いた等電点電 気泳動後 の CBB染色 では､ 1本の バ ン ド

が現れ､ その等電点は 4. 92であ った (Fig.Ⅲ- 15,1aneA )｡ また､ β-

リミッ トデ キス トリン基質 での活性染色では タ ンパ ク質 と対応す る位 置 にバ ン ドや

が現れ (Fig.II1 15 lane B )､ この酵素が α-ア ミラーゼである ことを示 し

ている｡ SD S-電気泳動後のExcelgel中には銀染色 で 1本 のバ ン ドが現れ､ 分

子 量は 43kD aで あ った (Fig.Ⅲ- 15, lane C)0

次 に､Fig.Ⅲ- 16に α-ア ミラーゼの､ 可溶性 デンプ ンに反応 した生成糖 を

示 した｡ 市販の α-ア ミラーゼ (pancreas)は主 にマル トース と､ マル トオ リゴサ

ッカ ライ ド (G3- G5)を生 成 した. オオムギの α-ア ミラ- ゼは､ 主 にマル ト

-ス とマル トオ リゴサ ッカ ライ ド (G3-G7) を生成 した｡ リョク トウの α-ア

ミラーゼは､ マル トースとマル トオ リゴサ ッカ ライ ド (G5-G IO) を生成 した｡

アル フ ァル フ ァも リ ョク トウやオオム ギの場合 と同様の作用パ ター ンであ った｡

これ らの結 果 よ り､ アルフ ァル ファの本酵素が α-ア ミラーゼである と同定 した｡

(3) 考察

種 子 および発芽種 子の初期 の もの に含 まれ､ 発芽が進 む と減少 す る酵素 は､ 精

製酵素 とその生成糖 を調べ た結果､ α-ア ミラーゼ と同定 され た｡

アル フ ァル フ ァ種 子 中の α-ア ミラーゼは､ 分子量 43KD a､ p I4. 92

で､ 他の植 物 由来の α-ア ミラーゼ と分子量 は ほぼ等 しいが､ 等 電点 が酸 性側 に

あ った 50)｡

以 上､ 第 Ⅲ章で述 べ た､ アル ファル ファ種子 中に存在 し､ 発芽過程 で減 少す る

酵 素は､ 主 と して等 電点が 4. 92の α-ア ミラーゼであ り､ 発 芽後 に活 性が増
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加 す る ア ミラ- ゼは､ 5個の β-ア ミラーゼア イ ソフ ォームであ る ことが 示 され

た｡

前章 で示 した､ ア ンホ ライ ンゲル､ および イ モ ビライ ンゲル を用 いた､ 等電点

電 気泳動後 の活性 染 色 による､ a-ア ミラーゼ とβ-ア ミラーゼの検 出法 は､ 他

の植物 発芽種子 中の 両ア ミラーゼの検 出のみ な らず､ それ らの変動パ ター ンの分

析 に適応 しうる と考 察 され る｡
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TableII-4PurificationofcL-Am ylasefromGerminatingSeedlingsofAlfalfa

Purification Volume Protein Total Specific YieldPurification
step (ml) (mg) activity activity (%) (fold)

(U) (U血g)

Crudeextract 3,300 3,208 25,740 8.02 100 1

30-65%(NH4)2SO4 500 873.5 10,400 11.91 40.4 1.5

PICyclodextrin
sepharose6B 2 0.3 2,000 6,666 7･8 831

Superose12 0.1 0.0224 400 17,857 1･6 2,227
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第 3 節 ー ア ノレ フ ア ノレ フ ア 発 芽 種 子 中 で の

β - ア ミ ラ - ゼ 括 J性 発 現 8ニ 対 す る 抗 生 物

巨空音覧戚 E52等当

アル フ ァル フ ァ発 芽種子 中で β-ア ミラーゼ活性の増加が認め られ た｡ そ こで､

この原 因が､ 発芽種 子 中での 生合成 に よるもの か どうか を検討す るため､ タンパ

ク合成 阻害剤 の シク ロへ キ シイ ミ ドとmRNA合成 阻害剤の アクチ ノマイ シンD

を種子の発 芽時 に添 加 し､ β-ア ミラーゼ活性 発現への影響 を検 討 した｡

(1)実験 方法

アル フ ァル フ ァ種 子 5gを､ 24時 間水 に浸漬 し､ 渡紙の上 に おき､ 暗所 で､

25℃ で 7日間発芽 させた｡ 発芽期 間 中､ 毎 日水洗 した｡ 抗生剤処理 をお こな う

試 料 は､ 種 子 5gを シク ロへ キ シイ ミ ド水溶液 (30〝 g/ m l)､ ある いはア

クチ ノマイ シンD水 溶液 (30J▲g/ m l) に､ 24時 間浸潰 した後､ 発 芽 させ

たC 発芽期 間 中､ 毎 日 1回､ 1時間それぞれの抗生物質 (i5FLg/ m l) に浸

漬 した｡

酵 素溶液 の調製 は第 Ⅰ章 (1) に示 した｡

α-ア ミラー ゼ活 性 は､Phadebas法4)､β-ア ミラー ゼ活性 は､Pantrac法2)

で測定 したO 抗生物 質処理 お よび未処 理の試料 を､ イモ ビライ ンゲル を用 いる等

電 点電気泳 動 に供 した｡ 泳動 条件 は､ 第 Ⅲ章第 1節 (1) に示 した｡ β-ア ミラ

ー ゼ を検 出す るため に､ 可溶 性 デ ンプ ン溶液 を基質 と して用 い､ 活性染色 を行 っ

た｡

(2)実験 結果 および考察

FigureⅢ- 17に抗生物質 処理 による酵素活性の変化 を示 したO β-ア ミラ-

ゼ活性 は､ 発芽過程 での増加 が明 らか に両抗 生剤処理 に よ り抑制 され た｡ しか し､

α-ア ミラー ゼ活性の変化 には効 果が認め られ なか った｡FigureⅢ-18 にイモ

ビライ ンゲル を用 い る等電点 電気泳動 後の活性 染色の結 果 を示 した｡ β-ア ミラ

ー ゼの 5個 の アイ ソザ イムの 中でも､ とくに a, C, dの活性の増加 が抑 制 され

た ことを示 して いるO 発芽時 に抗 生物 質処理 を した結果､ a-ア ミラーゼ活性の

変 化 は認め られ なか ったが､ β-ア ミラーゼ活 性の増加 が抑制 され たO これ らの

結 果は､ α-ア ミラーゼが種 子 中に存 在 し､ 発 芽過程 で増加 しな い こと及 び β-

ア ミラー ゼ活性の増加 は､denovo合成 による ことを示唆 し､ 知 られ ている知 見と
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は逆の結果 であ った51)｡ また､ ア クチ ノマイ シンDよ りも シク ロへ キシイ ミ ド

の方が活性 抑制効果 が ある と考察 され､ この点､ タンパ ク質合成 系の抑止 が主な

要因である と推論 され るD
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第 Ⅲ 章 _ ク ロ - ノヾ - ､ ア ズ キ ､ ダ ーで ズ 発

芽 種 子 中 もこ お もナ る α - ､ 及 び β - ア ミ ラ

- ゼ 括 ノ性 の 変 動

アル ファル フ ァ種 子の発芽過程 での ア ミラー ゼ活性の変動 を精査 した結 果､ 既

報 の もの とは異 なる特徴が 明 らか にな った｡ そ こで､ この よ うなパ ター ンが､ 他

の マ メ科植 物種子の 発芽過程 において も認め られるの ではないか と考 えて､ アル

フ ァル フ ァ と同 じTrifolieae(シャジ クソウ)連 に属す るク ローバー

(TrJ'foJJ'uJ rePenS)52)､ また発芽種子 中での α-ア ミラーゼ活性の変動 につ

いて知 られ ていない アズ キ (PF)aseolusanguJarJ'S)､ ダ イズ (GlycJ'1)etax

Herr.) につ いて α一､及 び β-ア ミラー ゼ活性の変動 を活性測定及 び電気泳動法

で精査 した｡

(1)集散 方法

① 試料調製 法 ;クローバー種 子 (タキイ種苗) 1gを 24時間水 浸後､洩 紙上 に

おき 25℃ で､ 暗黒 状態 に して発芽 させ た｡ 部位 ごとの酵 素活性 を測定す るため

に､ 腔軸 (hypocc)tyl)､ 子葉 (cot,yledon)､ 幼根 (radicle) に分 けたD 発芽 1

日か ら 6日の これ ら試料 を､ 10mM酢酸バ ッファー (pH 6. 0) 10 0m 1

中 でホ モゲ ナ イズ し､ 4ccで 同バ ッフ ァー に対 し 1晩透析 した｡ 遠心分離 で得 た

上 潤 を l00m lと し､ 酵素活性 を測 定 した｡ また乾燥種子及び発芽 3日､ 6日

の 子葉 中の 粗静索抽 出液 90m lを凍 結乾燥 し､ 5m lの 同バ ッフ ァー に溶解 さ

せ､ 遠心後 (800 0 rpm､ 10分 )､ 上清 を等電点 電気泳動 に供 した｡

アズ キ種 子､ ダイ ズ種子 は､ クローバー と同様 に発芽 させ､ 発 芽種子か ら粗 ア

ミラー ゼ抽 出液 を調 製 した｡

③ 酵素活性 測定法 ;α-ア ミラーゼ活性はPhadebas法4)､ β-ア ミラー ゼ活性は

Pantrac法 2)を用 い測定 した｡

③ 等電点電 気泳動法 ;LK B 2117MulLiphor Ⅲ 電気泳動装置

(Pharmacia-1,KB)を用 い､ ゲ ルは､ ア ンホ ライ ンゲル (pH4. 0- 6. 5)及

び､ イ モ ビライ ンゲル (pH 4. 0- 6. 0) を用 い た｡ 泳 動 条 件 は､ 第 Ⅰ章

(1)､ 第 Ⅲ章第 ユ節 (1) に示 した通 りであ る｡ 泳動 後のゲル は β- リミッ ト

デ キス トリン及 び可溶性デ ン プンを基 質 に用 い活性染色 を行 った｡ 方法は､ 第 Ⅰ

章 (1) に示 した｡
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(2)実数 結果

FigureⅢ- 1にク ロ-バー発芽種子の各器官 ごとの a-､ 及び β-ア ミラーゼ

活性の発芽 種 子中で の変化 を示 したO ア ミーラー ゼ活性 は 子葉 中にのみ認め られた｡

発 芽 によ り a-ア ミラーゼ活 性は減少 したが､ β-ア ミラーゼ活性 は増加 したo

Fig.Ⅲ- 2に､ ク ローバー 発芽種子 子葉 中 α-ア ミラー ゼの等電点電気 泳動の

結 果 を示 した｡ アンホ ラインゲルでの β- リミッ トデキス トリン基質の活 性染色

の結 果､ 乾燥種 f-､ 発 芽 3 L上 発 芽 6 日の (･廉 サ ンプル に､ 2本 のバ ン ドが現れ

た (lane 7,8,9)｡ これ らの ア ミラーゼは､ α-ア ミラーゼで､ 等電 点がそれ ぞれ

4. 2と 4. 5であ り､乾燥 種子 によ り多 く存在 したo そ してイ モ ビライ ンゲル

ではバ ン ドが現れ なか った (1ane 4,5,6)｡ イ モ ビライ ンゲル での 可溶性 デ ンプ

ン基質 を用 いた活性 免色の結 果､ 発芽 3日､ 6日の子葉 に 4本のバ ン ドが現れ た

が (1ane 2,3)､ これ らは β-ア ミラーゼで､ 等 電点はそれ ぞれ 4. 2, 4. 3,

4. 5, 4. 6であ り､ 発芽 6日の子 葉 中によ り多 く存 在 した｡ 当然､ この β-

ア ミラーゼのバ ン ドは β- リ ミッ トデ キス トリンを基質 と した場合 は､ 活 性染色

不 可であ った｡

次 に､Fig.Ⅲ-3にアズキ､ ダイズの発芽過程 での ア ミラーゼ活性の変化 とア

ンホ ラインゲル を用 いて､ 電 気泳動後 の β- リ ミッ トデ キス トリンを基質 と した

活 性染色の 結果 を示 した ｡ アズ キでは､ ア ンホ ラインゲルでの β- リミッ トデキ

ス トリン底質 を用 い た活性染 色の結 果､ 1本の バ ン ドが現れ､ この α-ア ミラー

ゼのバ ン ドは､ 発 芽 3｢)か ら 6 日にか けて濃 くなったo Lか し､ イモ ビラインゲ

ルでは､バ ン ドが現 れ なか った (Fig.Ⅲ - 4)0

ダイズで は､ アンホ ライ ンゲル を用 いて､ 電 気泳動後 の β- リ ミッ トデ キス ト

リンを基質 と した活 性染色の 結果､ a-ア ミラーゼは発 芽の進行 につれ て濃 いバ

ン ドとなった (Fig.皿 - 3)｡ しか し､ イモ ビライ ンゲル では､ バ ン ドが現れな

か った (Fig.Ⅲ- 4)0

(3) 考察

ク ローバ ーの発芽時のア ミラーゼ活性変動パ タ- ンを調べた結 果､ α-ア ミラ

ーゼ活性は発芽種 子中で減少 し､ β- ア ミラー ゼ活性 は発芽種子 中で増加 を示 し

た｡ これは 既報のパ ター ンと逆 であ り､ アルフ ァル フ ァの場合 と全 く同 じであ っ

た｡ また､ 活性染色 の結果､ 2本の α-ア ミラ-ゼ と考 え られ るバ ン ドと､ 4本
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の β -ア ミラー ゼ と考 え られ るバ ン ドが現れ た｡ そ して､ α-ア ミラー ゼ と考え

られ るバ ン ドが イモ ビライ ンゲルではバ ン ドが現れ ない とい う現 象が認め られ た｡

この現象は､ アル フ ァル フ ァについて も認め られている ことは､ 既 に述べ た｡

粗抽 出液 中の α-ア ミラー ゼは､ ア フ イニチ イクロマ トグラフ ィー法で β-ア

ミラーゼ と分離 され､ それ ぞれのア ミラー ゼは､ 可溶性 デンプ ン との反応 生成物

の 分析 か ら､ α一及 び β-ア ミラー ゼ である と同定 した｡

この よう に､ 同 じTrifolieae(シャ ジク ソウ)連 に属 す るアル フ ァル フ ァとク

ローバー に おいて､ その発芽 時の ア ミラーゼ活性変動パ タ- ンが共 に既報 と逆の

型 である とい う興 味深 い結果 が得 られ た｡

アズキは､ 発芽過 程 で乾燥 種子 中に含 まれ て いない α-ア ミラー ゼ活性 発芽種

子 中で急激 に増加 し､ β-ア ミラーゼ活性 は低 い値 であ った｡ 報 告 され ているエ

ン ドウの発 芽種子 中の ア ミラーゼ活性 変動パ ター ンと同 じタイプであ った5)a

ダイズは､ 種子 中 に多量 に含 まれ て いる β-ア ミラー ゼ活性 が､ 減少 を示す こ

とは知 られ て いるが15)､発芽過程 で種子 中に含 まれている α-ア ミラーゼ活性が､

微 増す る こ とが明 らか とな った｡ ダイ ズ α-ア ミラーゼ活性 を､ 電気泳動 的 に検

出 し､ 発芽 過程 での 増加 を示 したの は､ この デー タが初め てであ る｡ さ らに､ ア

ル フ ァル フ ァや クローバーの α-ア ミラーゼ と同様､ アズ キ､ ダイズの α-ア ミ

ラー ゼ も､ イモ ビライ ンゲル 中では､ 活性染色 バ ン ドと して検 出 され ない現象が

認 め られ た｡
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男等 Ⅳ 章 . マ _>く 科 植 物 α - ア ミ ラ - ゼ の 旬藍

負も 泳 動 自勺 特 ノ性

第 m章で､ アル フ ァル フ ァおよび ク ローバ- などの α-ア ミラー ゼが ア ンホ ラ

イ ンゲル 中では活性 が検 出され るの に反 して､ イモ ビライ ンゲル 中では活 性バ ン

ドが 出現 しない とい う現象 を述 べた｡ そ こで この現象 が他の起源 の α- ア ミラー

ゼ にもみ られ るか ど うか を調 べるため､ 市販 ア ミラーゼ及び微 生物､ 各種 植物の

α-ア ミラー ゼ につ いて広 く検討 したO リョク トウ､ アル フ ァル フ ァの a-ア ミ

ラ-ゼ につ いては､ 精製標 晶 を用 いて､ この電 気泳動的特性 にか かわ る要 因 を検

討 した｡

(1)実数方法

アル フ ァル フ ァ種 子と リョク トウ種子 (yJ'BnaTadiata､ タキイ種 苗)は､

200gを 24時間 吸水 させ､ 渡紙上 におき暗黒 下で発芽 させ､ 毎 日散水 した｡

アル フ ァル フ ァは､ 吸水 1日後の発芽種子全体､ リョク トウは､ 発芽 7日めの子

葉か ら､ それ ぞれ α-ア ミラー ゼ を精製 した｡ クズ (梶) (PLJeraTJ'a

thunbersJ'ana)は､ 神 戸大 学 農 学 部 の津 川 博 士 か ら提 供 を受 け た｡ イ ネ (種 子)

(OT･yzaSatJ-va)､ エ ン ドウ (種子) (PJ'suJSaiJrVUJ L.)､ ク ローバー (種子)

(TlrJ'foIJ'uJTePeJ)S)は､ タ キイ種 苗 (京都市 )か ら購 入 した｡ ワサ ビ (茎)

(EutreJayaSabJ'Maxim.)､ キ ャベ ツ (莱) (BrassJ'caDLeraceaL.)は､ 市販

の もの を用 いた｡ カラス ノエン ドウ (種子) (Vl'cJ'asatJ'vaL.)は､ 神戸大学 キ

ャンパ スで採取､ ニ セアカ シア (種子 ) (RoJ)J-JIJ-a pseudacacJ'aL.)､ ジヤケ

ツイバ ラ (種 子 ) (CaesarpJ'FH'a sepJ'arJ-aRoxb.)､ ネ ム ノキ (種 子 )

(AtbJ'zJ'aJIuIJlbrJ'ssJ'DOur.)は､ 神 戸大学理 学部の小 菅博士か ら提供 を受 けた｡

市販酵素は､ α-ア ミラーゼ (porcinepancreas､Sigma)､ α-ア ミラーゼ

(malt､Sigma)､ その他､ 微生物酵 素 と しては､ α-ア ミラー ゼ (BacJHJLJS

stearotherJOPhJHus)25)を用 いた｡ また､ α-ア ミラー ゼ以外の市販の デ ンプ

ン分解 酵 素､Glucoamylase(Sigma),α-Glucosidase(Sigma), Tsoamylase

(Sigma),Pullulanase(Sigma)も用 いた｡

α-ア ミラーゼ活 性 はPhadebas法4)で測定 し､ 第 Ⅲ章第 2節第 2項 (1) に示

した方法で a-ア ミラーゼ を精製 した｡

また､ マ ル トトリオース (G5), マル トテ トラオース (G4)､ マル トへ ブタ
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オー ス (G7)の 1%溶液 10p lに精製 α-ア ミラー ゼ 10FLl (lou) を加

え､ 30℃ で 10分､ 20分､ 1時間､ 2時 間､ 4時 間､ 7時 間 それ ぞれ 反応 さ

せ たの ち､ 遠 心分離 した 上.滞 1OFLlをHPLCに連 結 した LiChros()rb-NH2カ

ラム に吸着 させ､ ア セ トニ トリル :水 -75:25 (V/V)の混液 で､ 糖 を溶

出 させ､ 生 成糖 の分 析 を行 っ た｡

ア ンホ ラ イ ンPAGプ レー ト (pH4.0- 6. 5) とイモ ビライ ンゲル

(pH 4. 0-6. 0)を用 い､ 等 電点電気 泳 動 を行 った｡ 泳 動条 件 は､ 第 1

尊 く1) と第 n章 第 1節 (1) に示 した｡ 活性 染色 の基 質 と して は､ β- リミッ

トデ キス トリン を用 い､ タ ンパ ク質 は CBB染 色 した｡

(2)実験 結 果

種 々の α-ア ミラー ゼの 電 気泳動 的 性質 の検 討 は､ イ モ ビライ ンゲル とア ンホ

ラ イ ンゲル を用 いて 等電点電 気泳 動後､ β- リ ミッ トデ キス トリン を基質 に活性

染 色 を行 った｡ 得 られ た結 果 の うち､ バ ン ドが検 出 され た もの とされ な い もの を

TableⅣ- 1､Fig.Ⅳ - 1に示 した｡ この電 気 泳 動 的性質 (ア ンホ ライ ンゲル で

は バ ン ドが 現 れ たが､ イモ ビラインゲ ル でバ ン ドが現れ な い)は､ マ メ科 植物の

α-ア ミラー ゼのみ に有す る ことが判 明 した｡ マ メ科 以 外 の植 物 の α-ア ミラー

ゼ は､ 本研 究 で分析 したもの に関 して､ 両方の ゲル でバ ン ドが検 出 され た｡ これ

よ り､ マ メ科 植物 の α-ア ミラー ゼの みが この 共通 の電 気泳 動的惟 質 を有 して い

る と考 え られ る｡ なお､ a-ア ミラーゼ以外 の酵 素 (Glucoamylase,

a-Glucosidase,Isoamylase,Pullulanase)は､ この よ うな性 質 を示 さなか った｡

次 に､ マ メ科植 物 アル フ ァル フ ァと リョク トウの α-ア ミラー ゼ を精製 して､

イ モ ビライ ン とア ンホ ライ ンゲル を用 いて等電 点 電気泳 動 し､ 活 性 染 色及 び CB

B生色 を行 った結果 をFig.Ⅳ- 2に示 したO アル フ ァルフ ァと リ ョク トウ α-ア

ミラー ゼは､ ともに ア ンホ ラ イ ンゲル で しか活 性 バ ン ドは現れ なか った｡ 一方､

C BB染色 では､ ア ンホ ライ ンゲル で は､ 対応 する等 電 点 の と ころ にタンパ クの

バ ン ドが 出現 したが､ イモ ビライ ンゲ ルでは､ アプ ライ した位 置 に留 ま った まま

で､ α-ア ミラー ゼ タ ンパ ク質 が移 動 していな い ことが判 明 した｡

これ に反 して､ オ オ ムギ とブ タ肺臓 の α-ア ミラー ゼ を精 製 して､ 2種 の ゲル

で泳 動 した 場合 は､ どち らの ゲル 中に もバ ン ドが現れ た (Fig.Ⅳ- 3)｡

次 に､ ア ル フ ァル フ ァや リ ョク トウの抽 出液 中に､ α-ア ミラー ゼ と結 合 して

- 60-



TableIV-IClassificationofα-AmylasesbyActivity
StainingonImmobilineGels.

α-Amylase lmmobiline Ampholine

Rice

Wasabi

Cabbege

Clover

Mungbean

Blackgram

Smallredbean

Broadbean

Pea

Soybean

Kudzu

AlfTalfa
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泳 動 を阻害 する物質 の存在が 考 え られ､ その 可能性 を検 討す る 目的で､ リョク ト

ウ抽 出液 を､ ブタ肺臓 とオオ ムギ精製 α-ア ミラー ゼ とに混和 し､ 等電点 電気泳

動 を行 った. しか し､結果はその よ うな可能性 を否定 した (Fig.Ⅳ- 3 )｡ この

事riSは､ アル フ ァル フ ァや リョク トウの α-ア ミラー ゼ分子 自身の性質 と､ この

電 気泳動的特性の間 の相関性 を支持 した｡

さ らに､ リョク トウの α-ア ミラー ゼ をイモ ビライ ンゲルの どの位置 にアプラ

イ して泳動 して も活 性染色バ ン ドは 出現 しなか った (Fig.Ⅳ-4 1ane 1, 2,

3)a

これ までの実験 で は､ イモ ビライ ンゲルの泳 動前の膨 潤 は蒸留 水で行 な ってい

た｡ それ で､ イモ ビラインゲ ル を少量 の両性担体 アンホ ライ ン (Pharmacia-LKB,

pHrange3.5-9.5)0. 25% を含む蒸留水で膨 潤 させ泳動 させた｡ この場 合 には､

α-ア ミラー ゼは､少 しだけ泳勤 しは じめ活性 を保持 していた (Fig.rV- 4

1ane 4, 5)｡ しか し､ ゲ ルの膨潤 を 10% ソル ビ トール を含む蒸留水 で行 っ

た場 合は､ 活性バ ン ドの 出現 は認め られ なか った.

これ らの 結果 よ り､ イモ ビラインゲル 中での アル フ ァル フ ァや リョク トウの α

-ア ミラー ゼの この 挙動は､ これ らの α-ア ミラーゼ分子 自身 に 由来す る もので

あ る と考え られ た｡

アル フ ァルフ ァ､ リョク トウ､ オオ ムギ､ ブ タ肺臓 の α-ア ミラ- ゼ をオ リゴ

サ ッカライ ド (G5､C 4､ G7) に作用 させた ときの生成糖 をFig.IV- 5, 6,7

に示 したO アルフ ァル フ ァと リョク トウとオオム ギの α-ア ミラー ゼは､ マル ト

トリオース を切断 しなか ったO C 4に対 しては､ アル フ ァル フ ァ､ オオムギ､ リョ

ク トウの α-ア ミラー ゼ とも切断 しに くく､ 特 に､ リョク トウの α-ア ミラーゼ

があ ま り切断 しなかった｡ G7に対 しては､ アル フ ァル ファ､ リョク トウ､ オオム

ギの α-ア ミラーゼ ともよ く分解 したO これ らの結果か らは､ マ メ科植物 (アル

フ ァル ファ と リョク トウ)の α-ア ミラー ゼ とオオム ギ α-ア ミラーゼ との基質

特 異性の著 しい差 は 認め られ なか った｡

(3) 考察

イ モ ビラインゲル では､ 活性が現れ ない とい うアル フ ァル フ ァの α-ア ミラー

ゼの性質が､ 他の起 源の もの に見 られ るか を確 かめるため､ 広 く微生物や植物の

α-ア ミラー ゼ につ いて検討 した結果､ この性質 はマ メ科植物の α-ア ミラーゼ
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にのみ認め られ る ことが判明 したb これ らα-ア ミラー ゼはイモ ビライ ンゲル上

で動 かない だけでな く失活 していた｡ アンホ ラインゲル は､ い く種類 かの両性担

体､ アンホ ラインを含有 して お り､ 通 電す る と､ それ ぞれゲル 中 を移動 し､ pH

グ ラ ジエン トが生 じる｡ タンパ クはその等電点 の位置へ移動す る｡

0 1i

イ モ ビラ イ ンは ( C-i2=CH一芸宗一R )なる構成の アク リル ア ミ ド

誘 導体 (R :両性基 )で､ ア ク リル ア ミ ドと共重合 し､ ゲル 中に固定 され るO よ

って重合時 濃度勾西己を作成す る ことに より､ ゲル 中に p Hグラジエ ン トが調製 さ

れ る｡ タンパ ク質 は その等電 点の位 置 へ移動す るO マ メ科植物 の α-ア ミラーゼ

は､ イモ ビラインと相 互作用 しその 力が電気的泳動 力よ りも強 いため､ ア プライ

した位置 に留 まって いる とい う考え方 ができるo この状態 で両性 担体 アンホ ライ

ンが存在す れ ば､ ち ょうど溶 出作用の ように働 いて､ 泳勤 しは じめ る可能 性が考

え られ る｡

にあるが 50)､マメ科植物 α-ア ミラーゼの場合 はかな り酸性側 にある とい う傾向

を著者 らは 示 したo この ような低 い p Tに由来 する電気泳動的性 質 とも考 え られ

るが､ 例 えば､ ワサ ビの α-ア ミラ- ゼは p lが 4. 5ぐらいである にもかかわ

らず (Fig.I-2 )､ イモ ビラインゲル を用いた等電点電気泳動可能 で､ 活性バ

ン ドも検 出 され た (未発表)｡ この例 は､等電点の低 い とい うことに､ この電気

泳 動的特性 が 由来す る とい う考え方 を支持 しな い｡

これ らの 結 果は､ マ メ科植 物 α-ア ミラー ゼの この電気泳動 的特徴 が α-ア ミ

ラー ゼ分子 自身の構 造的性質 に由来す る とい う考察 を否定 しないo マ メ科 植物の

a-ア ミラーゼの反 応 生成糖 が､他の 起源の α-ア ミラ- ゼの それ と差異 が認め

られ なか った ことは､ この電 気泳動的性質が酵 素の反応 様式 には 直接関係 してい

な い ことを示 してい る｡

GenBankDaT.abaseの シー クエ ンスデ ー タバ ンクか らオオム ギ とイネの塩 基配列

を検 索 し､ ア ミノ酸 配列 に変 換 した｡ また､ マ メ科植物 の α-ア ミラー ゼは､ ケ

ツル アズキのみが その塩 基配列 につ いて報告 されている 24㌦ そ こで､ これ らのデ

ー タか ら 疎水性分析 をコン ピュー ター ソフ ト (Dnasis,Hitachi)で行 ったo 各

α -ア ミラー ゼの疎 水性の平 均指数 は､ ケ ツル アズ キが - 0. 04､ オオ ム ギが

- 0. 07, イネが - 0. 10であ った｡ ケ ツル アズキの α-ア ミラー ゼが､ 3
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つの うちでは疎水度が低 い値 であ った｡Fig.Ⅳ- 8にケ ツル アズ キ とオオ ム ギと

イ ネの 疎水 性 指数 を示 した｡

ケ ツル ア ズ キの a-ア ミラー ゼには､ 矢 印で示す 3カ 所 の親 水 性 の配列 が あ っ

たO と りわ け､ 第 皿の部分 は ケ ツル ア ズ キ､ オ オム ギ､ イネの α-ア ミラー ゼ間

で､ 疎 水性 の差 が著 しか った ｡ この 部 分は､ ケ ツル アズ キの配 列 で い えば､

Met293か らP∫o298で あ った｡ これ らの 配列 部位 は､ ほ とん どの生 物 の α

- ア ミラー ゼの保 存 領域で､ 酵素機 能 に関与す る と考 え られ る配 列 部位 中 では な

か った53)o Fig. TV- gに この部 分の ケツル ア ズキ､ オオ ム ギ､ イネの ア ミノ酸

配 列 を示す｡ オ オム ギではWW で､ イ ネではW I｣と疎水 性 ア ミノ酸 (W)が存在

す るの に反 して､ ケ ツル アズ キでは､ VKであ り､ よ り親 水性 の 強 い リジ ン残基

(K)が存 在 してい た｡

この よ うな特徴 が､ 電気泳 動的性質 と関連 が あるか ど うか は､ 今後検 討 を要す

るが､ この 親 水基 が 他 の泳 動 不能 な マ メ科 の α-ア ミラー ゼ にも存 在 して いるか

ど うか､ 興 味の ある と ころで あるC
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12GB 248 368

Fig.IV-8HydropathyProfilesofα-Amylasesfk)mMungBean,Barley,and
Rice.Eachregionintheaminoacidsequence,whichisexpressed
asanarrow(I,II,andIII),isdifrTerentinhydrophobicityamongthe
sequencesorthreeα-amylases.
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男等 V 章 . マ メ 科 植 物 α - ア ミ ラ - ゼ 分 子 中

の 固 有 的 な 棄民 水 領 域 の 存 在 と ア ミ ノ 酸 酉己

ダリ

第 Ⅳ章で は､ イモ ビライ ンゲルで活性バ ン ドがでない とい う現 象がマ メ科植物

の α-ア ミラー ゼに局在 して いる こと を明 らか に し､ か かる電気泳動的性 質 とマ

メ科植物 α-ア ミラー ゼの構 造 との 関連性 を考察 した｡ 本章 では､ 既報の ケ ツル

ア ズキ α-ア ミラー ゼの塩基 配列 に基 ず き 2種 の プライマー を作 成 し､ 同 じマ メ

科 植物 エン ドウの ク ロモ ゾ- マルDNAを鋳型 と し､ PCR増幅 断片 を作 成 し､

その塩基配 列 を決定 した｡ 得 られたデ -タ をオ オム ギ､ コムギ､ イネやケ ツル ア

ズ キの α- ア ミラー ゼの塩基 配列 と比較 した｡

(1)実数 方法

(Dエ ン ドウ種 子か らの染色体 DNAの 抽 出法

1)エ ン ドウ (発 芽 5日)の子葉 10gを乳鉢 にいれ､ 液体窒 素 中で凍 結 させ

なが ら乳棒 で粉末状 に した｡ 2)70℃ に保温 した ビー カー に､ 2×CTAB液

5m lを入れ､ それ にエン ドウ発 芽種 子粉砕物 を入れ混和 した｡ 55℃ で 10分

イ ンキ ュベ - ト後､ 3) 5m lクロロホルム/ イ ソア ミル アル コール (2 4 : i

;V/ V) を加 え､ 室温で 30分 間ゆ っ くり振 とう した｡ 4) 内容物 を 50m l

ポ リプ ロピ レン遠 心 管 (NUNC)に移 し､ 2800rpm 15分､ 室温 で遠

心 分離 した｡ 5)上 層 (水屑 ) を新 しい 50m lポ リプ ロピ レン遠心管 に移 し､

5m lクロ ロホルム/ イ ソア ミル アル コール (24:1;V/ V) を加 え､ 10

分 間室温で ゆ っ くり振 とう した｡ 6) 2800rpm､ 室温 で 15分遠心 分離 し､

上層 (水屑 ) を 15m l目盛 り付 きポ リプ ロピ レンチ ュー ブにいれ た｡ 7)4)

で得 た ド層 に 5m lの 1×G'1'A lう液 を加 え､ 10分室温 でゆ っ くり振 と う し

2800rpm､ 15分室温 で遠 心分 離 し､ 水屑 (上層 ) を4)の上層 と握和 し

た｡ 8)次 に､ この 混液の 1/ 10容 の 10%CTAB液 (約 1m l) を加 え､

イ ンバー ト混和 し､ 遠心管 (50m l容) に移 し､ 等容の沈澱用バ ッフ ァー を加

え､ イ ンバ ー ト混和 し､ 30分室温放 置 したo 次 に､ 9)2800rpm､ 15

分 室温 で遠 心分離 し上清 を捨 てた｡ 10)得 られた沈澱 に､ 5m lの lM

NaC lを含 むTEバ ッフ ァー (pH8. 0)を加 え､ 55℃ で溶解 させ た｡

11)溶解 後､ 5m lの イ ソプ ロピル アル コー ル を加 え､ イ ンバ ー ト混和 し､
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2800rpm､ 4℃ で､ 10分遠心 分離 し､ 上清 を捨 てた0 12)沈澱 に 5m

lの 70% エ タノー ル を加 え､ 2800rpm､ 4℃ で 10分遠 心分離 し､ 上清

を捨 て､ 乾 燥後､ 3m lの TEバ ッフ ァー に 55℃保温 しなが ら溶解 させ た｡

13) 0. 3m lの 10×RN ase液 を加 え､ 55℃ で 30分 イ ンキ ュベ- ト

した0 14)分注 し､ - 20℃保存｡ 一部 をアガ ロースゲル電気泳動法で チ ェッ

ク したO

(診アガ ロー スゲル電 気泳動法

1) 100m lフ ラスコに､ 30m lの 1×TAEをいれ､ 2) 0. 3gの ア

ガ ロース (DoJirlAgarose-1電気泳動 用) を加 え､ 電子 レンジで 1- 2分加熱 し

て溶解 した｡ 3)約 50oCになるまで放置後､ 1. 5/⊥1の 10mg/m lエチ

ジウムブ ロマ イ ド液 を加 え､ ゲル作成 台に注入 した｡ 4)寒天が 固 まった ら､ コ

ウム を抜 き､ 泳動層 にセ ッ トし､ 1×TAEバ ッフ ァー をランニ ングバ ッファー

と し､ サ ンプル容 に対 して､ 1/6容 の 6×dye液 を加 えた試料 をアプ ライ し､

50Vで約 1時間泳 動 した. 5)紫外 線 トランスイル ミネ一 夕- (Spectroline,

ModelTC302) を用 いて､ DNAのバ ン ドを確認 した｡

③ プライマ ー作成 法

発芽ケ ツル アヅキ (Vignamungo)子葉 中の m-RNAか ら作成 され た､ α-ア

ミラー ゼの cDNAの塩基配列 24)よ り翻訳 したア ミノ酸配列や､ オオムギ､ コム

ギ､ イネの α-ア ミラーゼの 2カ所 に対する､ 相 同部位 の ア ミノ酸配列 に基ず く

ミックスプ ライマ- 1と ミックスプ ライマ- 2を合成 したO

相 同部位 1の ア ミノ酸配列 G IYC IFEGに対応 す る塩基配列 と して､ 以

下の ミックス プ ライ マ- i (23me r) を作成 した｡

5'-GG (TCA G)AT (TCA) TA (TC) TG (TC)AT

(T CA) TT (TC) GA (A G) GG- 3'

相 同部位 2の ア ミノ酸配列 F IDNHDTに対応 す る塩基配 列 に対 して､ コ

ンプ リメン トな以 下の ミックスプライ マ- 2 (21me r) を作 成 した｡

5' - (CT GA)GT (GA)TC (GA) TG (GA) TT (GA)

TC (TGA)AT (GA)AA- 3'

ミックス プライマー合成は､CyclonePlusDNAシンセサ イザー (Miligen/

Biosearch) を用いて行 なった｡ カ ラムは､ 0. 2〝m ol用 で､ 3'末端 よ り合
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成 が 開始 され るので､ プライマ- 1の 場合は Gカラム､ プライマ- 2の場 合はA

カ ラム をそれ ぞれ使 用 した｡

合成後､ カ ラム 内の残留 ア セ トニ トリル を捨 て､ 28%アンモニア水 でカ ラム

か らの切 り出 し後､ 55℃ で 10時間 インキ ュベ- トし､ 脱保護 を行 ったD

オ リゴヌク レオ チ ドの精製は､ オ リゴパ ックカ- トリッジカ ラム (Milligen/

Biosearch) を用いたo カラム をアセ トニ トリル 5m lで 2回洗浄 し､ 1. 0M酢

酸 トリエチル ア ミン溶液 (TEAB pH7. 4) 5m lで 3回平衡化 した｡ 合

成 DNAア ンモニア水溶液 lm lに水 lm lを加 え､ カ ラム に注 入 し､ DMTオ

リゴヌク レオチ ドをカ ラムに吸着 させ た｡ カ ラムか らでて きた液 を再度カ ラム に

通 し､ 完全 吸着 させ た｡ つい で､ 3% アンモニ ア水 5m lで 3回カ ラム を洗浄 し､

蒸 留水 5m lで 3回 カ ラム を洗浄 したO 続 いて､ 2% トリフル オル酢酸 (T FA)

水 溶液 5rnlをカ ラム に通 し､ DMT基 を除去 し､ 蒸留 水 5m lで 2回洗 浄後､

4 0%アセ トニ トリル水潜液 1m lを 2回カ ラムに通 し､ 合成 オ リゴヌク レオチ

ドを溶 出させ､ 遠心濃縮 した｡

A液 (0. 1M TEA B､ pH7. 0)で平衡化 した 〃BondasphereC18

300A(5FLm 15cm)カ ラム を用 いるHPLC (Hitachi665A-12)法で均一性 を検

討 した｡ 溶 出は アセ トニ トリル濃度の 5-40%の リニア- グラ ジィエ ン ト法で

行 った (流 速 1. 0m 1/m i∩)｡

④ PCR (Polymerasechainreaction)法 による α一ア ミラ- ゼ遺伝子の増幅法

500FLlエ ツペ ン ドル フ チ ュー ブ に下記 に示す ように､ バ ッフ ァー､ プライ

マー液､ 酵 素液 をいれ た0

1. 滅菌水 43. 5〝 1

2. 10×rea｡tionburer■ 10〝1

3. dNTl〕s Mix (1.25mM) 16FL1

4. プライ マー 1 5iL1 (5FLg)

5. プライマー 2 5FL1 (5FLg)

6. DNA 20p 1 (4FLg)

7.AmpliTaqDNAPolymerase 0.5〝 1

混合後､ ミネラル オイル を 100〝 1加 え､ 最初のサ イ クル は､ 94℃ 5分

で DNAを 1本鎖 に し､ 50℃,2分 でプライ マー をアニー リングさせ､ 72℃､
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3分 の伸 長 反 応 を行 った｡ 以 下は､ 94℃, 1分, 50℃, 2分､ 72℃､ 3分

の 条件 で 30サ イクル Polymerasecllainreaction をさせ た｡

終 了後､ オ イル を除 き､ エ ー テル 洗 浄後､ 5/itをア ガ ロ- ス ゲル 電気 泳動 に

供 し増 幅バ ン ドを確 認 した｡

⑤ pCR増 幅断片 の サ ブ ク ロー ニ ン グ法

l) PCR生成物 は､ アガ ロースゲ ル電気泳 動 (アガ ロー スは､SeaRemGTG)

に供 し､ バ ン ドの部 分 をカ ッ ター で切 りと り､ マ ックス フ ィール ド-NP核 酸蛋

白回収器 (ATT0 AE- 6580)を用 い て､ エ レク トロエル - シ ョン を行

った0 回収 した DNAは､ ブ タ ノール 抽 出で､ 色 素 を除 去す る と とも に濃 縮 し､

エ タ ノール 沈 澱 で回 収 した0

2) プ ラ ン ト処 理 ;エ タ ノー ル 沈 澱 後､ アル コー ル を除 去 し､ Bluntingkit

(宝酒 造) の 10×buffer 1FLlと滅菌水 8FLlを加 え て､ 70℃ 5分 イ ン

キ ュベ - ト後､ 37℃ にも ど し､ T4DNApolymerase 1FLlを加 え､ 37℃

で 5分反 応 させ た(,反 応 チ ュー ブ を水 中 におき､ DNA dilutionbuffer

(BiunLingkit)を 100FLl加 え､ フ ェノ-ル 抽 出後､ エ タ ノー ル 沈澱 させ た.

3) キナ ー ゼ処 理 ;沈澱 を 20〃.1の TEバ ッフ ァー に溶 か し､ T4PNK

buffer 10p l､ 滅 菌水 68IL1､ i00mM ATP 1iLl､

T 4polynucleotideklnaSe(10unit/pl)2FLlを加 え､ 37℃ で 2時 間反 応後､

フ ェノール 抽 出 し､ エ タノー ル沈 澱 したO これ をDNA dilutionbuffer

(BIuntingkit)20〝 1に溶 か し､ ラ イゲ- シ ョン試料 と して用 い た｡

4)ベ ク ターの調 製 ;プ ラス ミ ドPUC 19を有 す る B.co1l'.

IiB 10lを IJB培 地 (終 濃 度 50FLg/m lの ア ン ピ シ リン添 加 ) 5m lに植

菌 後､ 37℃ で一 晩 振 とう培 養 (前培 養) したO この培 養液 3m lを 300m l

の LB培地 (終濃 度 50FLg/m lの アン ピシ リン添 加 ) に加 え､ 37℃ で一夜

振 と う培養 (本培 養 ) した｡ 培養 液 を 0℃､ 8000rpmで 10分 遠心 分 離 し

て､ 集 菌 し､ 薗体 を 5rnlの 50mM トリス -塩酸バ ッフ ァー (pH 7. 5)に

懸 濁 させ､ シ リコナ イズ した ガ ラス製 遠心 管 (CorexLobe)に移 した｡ 10mg

/ m l濃度 の RN ase液 50JJ1を加 えて､ 混和 し､ つ いで 1. 7m lの リゾ

チ - ム液 (10mg/ FL1) を加 え､ 穏や か に混和 した0 0℃､ 10分 イ ンキ ュ

ベ - トし､ 2m lの 0. 5N EDTAを加 え､ 0℃ に 10分放 置 し､ 2. 1
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m lの 0. 4%TriLon-XIOOを加 え､ 0℃ で 60分 間放置 した｡ 次 に､ 0℃､

8000rpmで 70分間遠 心分離 した｡ 上清 をポ リ製 フタ付 き遠心管

(NUNC)に移 し､ 0. 25m lの 5M N aC lを加 えた｡ TNE飽 和 フ ェ

ノール で抽 出 し､ つ いでTNE飽和 フ ェノール :ク ロロホル ム (1:1)で抽 出

した. 水屑 をジエチル エーテル で 2回洗浄 し､ エーテル をとば した後､ シ リコナ

イズ し､ 滅 菌 した遠 心管 (corex-tube)に移 し､ 2m lの 5M NaC l､

4m lの 30%ポ リエチ レン グ リコー ル 6000を加 え､ 0℃ で一夜放置 LDN

Aを沈澱 させ た｡ 0℃､ 10000rpmで 20分遠心 して､ Ⅰ⊃NAの沈 澱 を得

た. 沈澱 を 1. 5m lの TEバ ッフ ァーに懸濁 し､ 1. 6gの塩化 セ シウム と 1

00FLlの エチ ジウムブロマ イ ド液 (10mg/ FL1) を加 え､ 超 遠心用 チ ュー

ブ に移 し､ 20℃ で､ 55000rpm､ 16時間超 遠 心 した｡ 超 遠心後､ チ ュ

ー ブにUVを当て､ ベ クター DNAの バ ン ドを注射針 で吸 い取 り､ エ ツペ ン ドル

フチ ュー ブ に移 し､ n-ブタ ノール で 4回抽 出 し､ エチ ジウムブ ロマイ ドを除去

後､ ジエチ ル エーテ ル で洗浄 後 3倍量 の 80% エタノール を加 え､ - 20℃ で一

夜 放置 した｡ 12000rpm､ 10分遠心 し､ 沈澱 を 200p lの TEバ ッフ

ァー に溶か し､ フ ェノール抽 出､ エー テル洗浄後､ エ タ ノール沈 澱 し､ 沈 澱 を

400FLlの TEバ ッフ ァー に溶か し､ 40FLlずつ分注 し､ - 20℃ で保存 し

た (0, 8/Jg/ 〟 1洩度の PUCを得 た)｡

続 いて､ PUC 19の Sm aI切断 は､

PUC 19 10/Ag (89f▲1に滅 菌水 で調製 )

10×Tバ ッフ ァー (宝酒 造) 1Oil1

l% BSA (BovineSerumAlbumin) 1FL1

SmaI 1p 1

の反応液 を調製 し､ 30℃､ 1晩反応 させ た｡ 反応液 をアガ ロー ス電気泳動 に供

し､ 直鎖状 の PUC 19バ ン ドを切 り出 し､ エ レク トロエル- シ ョンで回収 した.

回収 したDNAは､ ブ タノー ル抽 出､ エーテル洗浄､ エ タノール 沈澱 を行 った｡

沈 澱 を 100FL1TEバ ッフ ァー に溶 か し､ 10×C IPバ ッフ ァー 30FLl､

滅 菌水 170/Jl､ C IP (CalfIntestinePhosphatase) 1. 5f▲1を加 え､

37℃､ 30分反応 させ､ 56℃ に 15分間イ ンキ ュベ - ト後､ 10×TNEバ

ッフ ァー 35p l､ 20% SDS 8. 75p l､ 滅 菌水 6. 25FLlを加
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えて､ 全量 を 350FLlと し､ 68℃､ 1時間 インキ ュベ - トした｡ フ ェノール

抽 出､ エー テル洗浄､ エタノール沈澱 させ たもの を 100pIT Eバ ッフ ァー に

溶解 し､ ライゲ- シ ョン用のベ クター を作成 した0

5) コン ビ- テ ン トセルの 調製

E.coIL' ∫M I0g菌の グ リセロール ス トック 50FLlを 5m lの LB

培 地 に加 え､ 37℃ で一晩振 とう培養 (前培養 ) した｡ 培養液 3m lを

300m lの LR培地 に加 え､ 37℃で振 とう培養 (本培養) し､ 0. D.650億

が 0. 6前後 になる まで培養 した (2- 3時間)｡ 培養 液 をポ リエチ レン製遠心

管 (NUNC)に分 注 し､ 0℃ で 30分イ ンキ ュベ- トし､ 3000 rpmで

10分遠心後､ 1本 の チ ュー ブにつ き 50mM塩化 カル シウム (0℃ に保 存 した

もの) 25m lを加 え､穏 や か に菌体 を懸濁 させた｡ 0℃ に 1時 間放置後､ 4℃

で､ 2500rpm､ 5分間遠心 し､ 5m lの 50mM塩化 カル シウム- 20%

グ リセ ロー ル (0℃ に保存 したもの) を加 え､ 菌体 を穏やか に懸 濁 させ たC エ ツ

ペ ン ドル フチ ューブ に 500FLlずっ 分注 し､ - 80℃ で保存 した0

6) ライゲ- ションおよび トランス フォー メ- シ ョン

ベ クター と して作 成処理 した PUC 19 (Sm a Iカ ッ ト､ C IP処理 )

3FL1 (300ng) に､ イ ンサー トDNA (エン ドウ PCR断片､ プ ラ ン ト化

および キナ ー ゼ処理 ) 4FL1 (0. 6FLg) を加 え､ さ らに､Bluntingkit

(宝 酒 造 ) の LigationsolutionA 9iLl､Ligationsolution B 4FL1

を加 え､ 16℃ 30分間 ライゲー ト反応 を行 った｡ この反応 液 (20FL1) に

10×TCMバ ッフ ァー 20IL1､ 滅 菌水 1Oill､ コン ビ-テ ン トセル

150/⊥1を加 え､ 0℃で 20分 イン キュベ- ト後､ 4 2℃ で 90秒 ヒー トシ ョ

ック し､ トランスフ ォー メー シ ョンさせた｡ 室温 に 10分放置 し､ LB培 地

im lを加 え､ 37℃ で 60分間 イ ンキュベ- トしたの ち､ 0. 3m lを､

LB平板 培 地 (1. 5%寒 天､ +ア ン ピシ リン 50iLg/ m l､ + X ga 1

(5-プロモ14- クロロ- 3-イ ン ドリル -β-Dガ ラク トシ ド) 40m g/

1､ + IPTG (イ ソプロピル ーβ-D-チオ ーガ ラク トビラノ シ ド) 48mg

/ 1) にス プ レッ ドし､ 37℃ で一夜 培養 した｡

7) クロー ンの選 別法

ホ ワイ トコ ロニー の組みか え体 と考 え られ る もの を､ 滅 菌 した爪楊枝 で LB培
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也 (+アン ピシ リン)の入 った 96穴 プ レー ト (NUNC)につ り上 げ､ 37℃

で 一夜培養 し､ 20%の グ リセ ロール ス トック を調製 した.

3m lの LB培地 に上記 グ リセ ロー ルス トックを 1白金 耳植 薗 し､ 37℃ で一

夜 培養 し､ 菌体 か らプラス ミ ドを､ 前述 した抽 出法の ミニスケール レベル で調製

した｡ 1, 5m lの エ ツペ ン ドル フチ ュー ブに培養液 を入れ､ 12000rpm､

1分 間遠心 し､ 菌体 を集めた｡ 500/Jlの STETバ ッフ ァー に穏 やか に懸濁

し､ 40FLtの リゾチーム (10mg/ml)を加 え､ 100℃ で 60秒 インキ

ュベ - トした｡ 14000rpmで 20分遠心後､ 生 じた沈澱 を爪楊枝 で除いた｡

50FLlの 3M酢酸 ソー ダ (pH6. 0)と 600FLlの イ ソプ ロパ ノ-ル を加

え､ 180℃ に 15分放置 し､ 12000rpm､ 10分 間遠心後､ 沈澱 を得た｡

上清 を完全 に除 き､ 200fJlの RNase(50/▲g/ml)溶液 を加 え､ 懸濁 さ

せ たo フ ェノール抽 出､ エー テル洗浄後､ エタ ノール沈澱 させ､ 得 た沈澱 を

100FL1TEバ ッフ ァ- に溶解 させ た｡

得 られ た プ ラス ミ ドDNA をアガ ロースゲル電気泳動 に供 して､ 大きさ を推定

した｡ 約 560ベー スの PCR断片 が組み込 まれているプ ラス ミ ドを選び､ それ

を鋳型 と して､ 再び PCR増 幅するか どうか を調べた｡ 増 幅 した プラス ミッ ドは､

α-ア ミラーゼの遺 伝子 を組 み込ん だ プラス ミ ドであ る と推定 し､ この組 みかえ

体 につ いて シー クエ ンシング を行 うことに した｡

⑥ エ ン ドウ α-ア ミラーゼ遺 伝子の部 分塩基配列の決定 法

1) PUC増幅断片が挿入 された PUC 19を有す る クロー ン菌 を､ LB培地

(+アンピシ リン) で 500m l培養 した｡ アルカ リリシス法で プラス ミ ドDN

Aを調製 したO アル カ リリシス法は､ 培養液 を遠心 (8000rpm､ 10分)

し､ 得 た菌 体 を 20m ｣の So1. 1に懸濁 し､ ガラス製遠心管 (シ リコナ イズ､

50m l容 ) 2本 に分注 し､ 2) これ に リゾチーム液 (10mg/m l､ 10

mM トリス 塩酸バ ッフ ァー に帝解 ) 1m lと Sol.II10m lをそれ ぞれの チ

ュー ブ に加 え､ 静 か に混合 した｡ 室温 に 10-20分 間放置 した後､ 氷冷 した

Sol･Ⅲ7. 5m lをそれ ぞれ に加 え､ 混合 し､ 氷上 で､ 10分放置 して､ 自

沈 を生 じさせ た｡ 遠 心 (4000rpm､ 15分) して得 た上清 を､ 新 しい遠心

管 (シ リコナ イズ､ 50m l容) に移 し､ 0. 6容の イ ソプ ロパ ノール を加 え､

よ く混合 したD 氷上 10分放 置後､ 遠 心 (10000rpm､ 10分 ) して得 た
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沈 澱 を 80%エ タノール で洗 浄後､ 真 空乾燥 させ､ TEバ ッフ ァー 10m lに溶

解 させ､ RN ase溶液 (10mg/ m l) 50/Jlを加 え､ 37℃､ 30分 間

イ ンキ ュベ - トした｡ TNE飽和 フ ェノール 抽 出､ TNE飽和 フ ェノー ル / ク ロ

ロホル ム/ イ ソア ミル (25:24 :1)抽 出､ ク ロロホル ム/ イ ソア ミル アル

コール (24 :1)抽 出､ エ ー テル洗 浄後､ 2本 の ガ ラス遠 心 管 (シ リコナ イズ､

50m l容 ) に分 注 し､ 5M N aC l液 を 2m 1､ 30% (W/ V) PEG

6000液 4m lを加 え､ 0℃ で一夜 放置 した｡ 遠 心 (10000rpm､ 20

分 )後､ 沈 澱 を 1. 5mlの TEバ ッフ ァー に溶解 させ た｡

2)超 遠 心分離 に よる精製 ;得 られ たプ ラス ミツ ドDNAを超 遠 心分離 に よ り

精 製 した｡ プ ラス ミ ッ ドの TE溶 液 1. 5m 工 塩化 セ シ ウム 1. 6g､ エチ ジ

ウム ブ ロマ イ ド (10m g/ m 日 100FLlを､ 4. 5m l用 の 超 遠 心

(Beckman)チ ュー ブ 1本 に入れ､ 60000rpm､ 24時間超 遠心 したO 遠心

後､ テル モ注射針 (22Gx l)で､ プラス ミ ドバ ン ドを吸 い取 ってエ ツペ ン ド

ル フチ ュー ブ に集め たO

得 られた 液 を､ ブ タ ノール 抽 出 し､ エ タノー ル沈滞 後､ TEバ ッフ ァー 200

FLlに溶解 させ､ フ ェノール 抽 出､ エ ーテル洗 浄､ エ タ ノール 沈 澱後､ T Eバ ッ

フ ァー 200FLlに溶 か して濃 度 測 定 し､ 50FLlず つ 分 注 して 凍結 保 存 した

(i. 05FLg/ FL1)0

3) シー クエ ンスの 決定 ;プ ラス ミ ドDNA4FL1 (4FLg) に､denature

solur,ioll (2N N aOH 2mMEDTA) 2FLl､ 滅菌水 14FLlを加 え

37ccで 5分 イ ン キ ュベ - トLDNA を変 性 させ､ nutrizat,ionsDluLion

(5M酢酸 ア ンモニ ウム) 8/▲1と 100%エ タノール 100/⊥1を加 え､

- 70℃ で 5分間放 置 したO 得 られ た 沈澱 を滅 菌水 9. 5FLlで溶 か し､ 10×

濃縮 buffer(TAKARA7DEAZAシークエンスキット) 1, 5/⊥1､ M 13 primer(又は合

成 プ ライマー ) 1iLlを加 えて全量 を 12/⊥1と し､ 60℃ で 20分 間 イ ンキュ

ベ - トし､ プライマ ー をアニ ー リング させ た｡ ク レノ ウ酵 素 (largefragment)

1FLlと 52p-cT P (deoxycytidine5'-(alpha-p32)triphosphate) 2p lを

加 え て桟 は ん し､ ddATP, ddCTP,ddGTP, ddTTP反応 用の 4

本 の チ ュー ブ に 3. 5FLlず っ分 注 し､ 37℃ で 20分 間反応 させ た｡ チ ェイス

哲 液 1iLlを加 え､ さ らに 20分 間反応 させ た｡ stopsolution を 6FLl加え､

- 81-



95℃ で 3分 間､ 一 本 鎖変 性 させ､ 氷 冷 したの ち､ 3. 5iLlず つ電気泳 動用 の

ゲル にアプ ライ した O

ゲル は 8%ア ク リル ア ミ ドゲル で､ 予備 泳動 は 1000V､ 12mAで､ 本泳

動 は 2200V､ 25mAで 行 った｡ ランニ ン グバ ッフ ァーは TBEバ ッフ ァー

を用 いた｡

泳 動後､ ゲル をWhatman3MMろ紙 に移 しか え､ 75℃ で 70分 間真空乾燥 させ､

オ ー トラジオ グ ラフ ィー を行 った｡

試 薬 リス ト

2×CTA ら :2% Cetyltrimethyammoniumbromide(CTA B),

0. 1M Tris一日ClpH 8. 0, 1. 4M N aC 1 ,

1% Polyvinylpyrolidone(PV P)

10%CTA B液 : 10% CTA B, 0. 7M N aC 1

沈 澱用 バ ッフ ァー : 1% C TA B, 5mM Tris-HCI pH 8. 0,

10mM EDTA

T Eバ ッフ ァー :10mM Tris-HCl pH 8. 0, 1mM EDTA

10XRN as()液 : 10/▲g/ m lRN ase A

TA Eバ ッフ ァー :40mM Tris-acetate pH 8. 0, 1mM EDTA

6×dye :0. 25% BromOphenoIBlue(BPB), 0. 25% ‡ylene

Cyanol (XC), 30% gユyceroI

LB培地 :1% Bact,oI,rypLon,0. 5% BactoyeastexLract,1% N aC 1

TNEバ ッフ ァー : 50mM Tris-HCI pH 7. 5, 100mM N aC 1,

0. 5mM EDTA

10XTバ ッフ ァー :330mM Tris-acetate pH 7. 9,

100mM Mg-acetat.e, 5mM Dithiothreitol,

660mM K-acetate

CIPバ ッフ ァー :50mM Tris-HCl pH7.5, 1mM M g C 12,

0. 1mM Z∩C 12, 1mM Spermidlne

TCMバ ッフ ァー : 10mM γris-HCl pH 7. 5, 10mM CaC 12,

10mM M gC 12
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STET:8% Sucrose,0. 5% TritonX I00,50mM .EDTA,

50mM TrlS-HCI pH8. 0,

So i. I:50mM Glucose, 25mM Tris-HCI pH8. 0,

10mM EDTA

So l. Ⅲ :0. 2M Na0H, 1% SDS

So 1. m : 5M K-acer,aいう, 11. 5% (V/V)Glacialaceticacid

stopsolution:95% Formamido, 0. 10/o XC, 0. 1% BPB

TBEバ ッフ ァー :89mM Tris,89mM Boricacid,2mM EDTA

(2)実験 結果

FigureV- 1 (lane2,5)にそれぞれ リョク トウ及びエ ン ドウ発 芽種子 よ り抽

出 した染色 体 DNAの電気泳 動写真 を示す｡ これは､ 次の実験 に使 用 しうる もの

である こと を示 して いる｡ そ こで これ らの DNAを鋳型 に して､ 合成 プライマー

をアニー リングさせ､PolymeraseChainReaction(PCR)法 によ り､ 560b

の リョク トウ及びエ ン ドウの α-ア ミラーゼ遺伝子 を増 幅 させ た結果､ 約 55g

bの増 幅断片 を得 た (Fig.V- 1､1ane 3, 6)｡ リョク トウの プ ライマ- 1と

プ ライマ- 2間は､ 561b離れてい るの で､ この増 幅断片は､ α-ア ミラーゼ

遺伝子の一 部 と考 え られたD 次 に､ エ ン ドウの増幅遺伝 子 を､ エ レク トロエル-

シ ョン後､ 平滑末端 化 し､ リン酸化後､ PUC 19の Sm aI断片 に連結 させ､

大腸 菌 に形 質転換 させ､ 15個の組み 換え体 を得 た｡ その うち､ 3株 に約 560

bの挿入断 片がベ ク ターに連 結 され て いる ことが判 明 したの で (Fig.V- 2,

lane 3,4, 5)､ それぞれの プラス ミ ドDNAを鋳型に合成 プ ライマ をアニー

リングさせ､ PCR法で増 幅 し､ 電気 泳動 でチ ェック した結果､ 1株の プ ラス ミ

ドのみ に約 560bの断片が増幅 された (Fig.V- 2,lane 7)｡ そ こで､ この

株 の挿入部 分の塩基 配列 をM 13フォ ワー ドな らび に リバー スプ ライマー を用い

て､ ジデオ キシ法 にて塩基配 列の決定 を試み､ さ らに決定 され た塩基配列 を参考

に して､ 合成 プライマー を作 成 し､ シ- クエ ンス用の プ ライマー と して､ この挿

入 部分の全 塩基配列 を決定 した (Fig.V-3)O リョク トウ､ オ オ ムギ､ イネな

どの α-ア ミラーゼ遺伝子の 対応する 部分の塩基配列 と比較検 討 した結果､ 筆者

らが決定 した塩基配 列は､ エ ン ドウの α-ア ミラーゼ遺伝子の一部 である ことを

示 している｡ 塩基配 列 を翻訳 し比較検 討 した結果､ マ メ科植物 エ ン ドウ､ ケツル
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ァズキの α-ア ミラー ゼ分子 中の 固有 的な親水領域の存在 を兄い だ した (Fig･V

-4)｡ その部位の ア ミノ酸 西己列は､ イネではMIGWLPでオオ ムギで はMI

GWWPと疎水性 ア ミノ酸で ある トリプ トフ ァ ン (W)残基が存在 してい たが､

ヶ ッル アズ キではMIGVKP､ エ ン ドウでは LLGIKPとそれ ぞれ､ 親水性

ァ ミノ酸で ある リジ ン残基 に置換 して いる ことが判 明 した｡ な お､ 決定 され たエ

ン ドウの α-ア ミラーゼ遺伝子の部分塩基配列 と相 同性のある配列 をGenBankデー

タベ ースか ら検索 した結果､ ケ ツル ア ズキの対応部分 とは 77･ 5%のホ モロジ

- を有 し､ イネ､ オ オムギな どの α-ア ミラー ゼの対応部分 とは 58-590/Oの

ホ モ ロジー を有 する ことが判 明 したO

(3)考察

筆者 らは､ マ メ科 植物の α･-ア ミラーゼの電気泳動 的特性 を発 見 し､ その原 因

に対 して考 察 を加 え､ 本酵素 の構造 的特徴 を検 討す る必 要がある ことを認 識 した｡

そ こで まず その一次構造 を他 科 に属す る植物の酵 素の構 造 と比較 検 討 したD そ し

て実験結果 の項 目で 示 した よ うに､ マ メ科植物 である リョク トウおよびエ ン ドウ

の α-ア ミラー ゼ分 子 中に固有的な親 水性の高 い領域が あ り､ 逆 に､ 他科 の植物

の a-ア ミラー ゼ分 子の相 当部位 は､ 疎水性 が高い ことを明 らか に したO この よ

うな構造的特徴 と電 気泳動的特徴 に関連性があ るか否か につ いては､ 今後 検討す

べ きであるが､ 少 な くとも他 科の酵素 と異 なる マ メ科植 物のケ ツル アズ キ及 びエ

ン ドウの α-ア ミラー ゼ分子 の-特徴 といえる｡ な お この部位 は､ 起源の別 な く､

構 造 に関 して報告 され ている α-ア ミラーゼ分子 それ ぞれ にホ モ ロジーの ある領

域 とはいえなか った24)O この点 に関 して､ この電気泳動的性質 が､ α-ア ミラー

ゼの活性発 現 に影響 しない とい う第 Ⅳ 章の考察 と矛盾 しない｡ ただ し本親 水性領

域 は､ α- ア ミラー ゼ分子の 第 三番 目の保存領域か ら数 えて､ 約 13ア ミノ酸残

基 N-末端 側 に存在 してお り､ 比較的 この保存 領域 に隣接 している と考え られ る｡

この特徴 は､ マ メ科 植物の α-ア ミラーゼ分子 の分子進化 を考 え る上で意 義があ

ろ う. な お､ エ ン ドウの α-ア ミラー ゼ遺伝子 が､ イネやオオム ギな どの a-ア

ミラー ゼ遺 伝 子 (58-59%)よ り､ 同 じマ メ科植物 のケ ツル アズキの α-ア

ミラー ゼ遺 伝子 と相 同性が高 いのは (77. 5%)､ 植物系統進化 とそれ ぞれの

α-ア ミラーゼの分 子進化 の 相関性 を示唆 して いる｡
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l
PisuJ 5'-(;GTATTTATTGTATTTTTGAGGGT(】GAACTCCAGATTCAAAGCTTGATTGGGGTCCATCT

VF'sDa5'-〔;GAAT̂ TATT(;TATCTTTGAAGGT(;GTACTCCAGATTCACGCCAAGATTGGGGTCCATCT

I
TTCATTTGCAAAGGCGACACCACTTATTCCGATGGCAAAGGAAACGATGATACAGGAGAG

TTCATTTCCAGAGATGACACTGCATATTCTCATGGCACTGGAAACAATGACAGTGGAGAG

GATT A T C AAGCT GCACCTGACA T T GATCAT CTC AA T CCACAAGT ACAAAGAG A G T T A TCT

rlGA TAT (】A TGCT GCACC TGACA T TGATCA T CTCA ATCCACAGGTGCAAAGAGAGTTG T CA

GAATGGA TG A A C A GGCTCAAAACC〔;AAA TTGGAT T TTC CGG TTGGA GGT TCGA T TTCGAC

GAATGGATGAACTGGCTCAAAACTGAGATTGGTTTTGATGATTGGAGGTTTGATTTTGTG

2
AAAGGTTATr,CTCCTAGTATAACCAAAATTTACGTGGAACAAACTAAACCAGATTTTGCA

AAGGGC T A TGC C CCTAGCATC'rCCA A G A TC T ATATGGAACAG A C TAA GCCAGATTT TGCA

(l,TT(lGA〔;AGTT̂ TG(1AACTĈ CTTT(二TAAC〔;GTAATGACG(jCAAĜ TTAACTATAATCAA

GTAGGTGA(】AAAGTTGATTCTATCTCATATGGGCAGGATGGGAAGCCAAACTATAACCAA

CATGCGrJCTAGAGGTGAACTTGTĈ ACTGCGTTĜ CGTAGTCGGTGGCGGGATTGTTAAC

GATAGTCATCGTGGGGCACTGGTGAATTGGGTTGAATCTGCAGGTGGAGCTATT ACT

GCAT TTCAT T TT^ CCACCAAAGGGA T T C TT CAAGC TG C T G TACAAGGTGAAC TA T GGAG G

GCAT TTG^ T TT(l,ACA ĈAAAACGA A T T C TT CAGGC T G C T G T G CAAGGAGAAT T G T GGAGG

TT(',AÂ CATTCGAACGGAAAACCACCTGGA

TTGATAGATCCAAATGGCAAGCCTCCTGGA

ll
ACGTTCATTGACAACCACGACACT-3'

A (二T'lHl'(二ArlllG∧T̂ ^CC A TG A C ACT-3'

[ H ydro
TTGATCGGTATAAA CCC(jA

TGATTGGTGTGAA CCAGA

AATGGTGTA

AATGCAGTA

Fig.V-3PartialNucleotideSequenceofα-Am ylaseGenesofPJ'sumsat7'帽
andVJ'g77amuDgO.
I;primer1fTorPCR,II;primer2forPCR,
1;primerfわrsequencing,2;pdmerfわrsequencing,
Hydro;Hydrophilicregion,K;Lysine
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PJ'suJ GtYCHIEGGTPDSKLt)WGPSFICKGDTTYSDGKGNDDDGEDYQAAPDiDHLNPQVQREL

VJ-sJ)a 124GIYCrFEGGTPDSRQDWGPSFICRDDTAYSDGTGNNDSGEGYDAAPDiDHLNPQVQREL

A
SEWMNWLKTEIG

SEWMNWLKTEIG

FVKGYAPSITRIYMEQTKPDFAVGELWNSLSNGNDGKINY

FVKGYAPSISRIYMEQTKPDFAVGEKWDSISWGQDGKPNY

NQDAARGELVNWVDVVGGGIVNAFDFTTKGILQAAVQGELWRLKDSNGKPP

NQDSHRGALVNWVESAGGAI TAFDFTTKGILQAAVQGELWRL‖)PNGKPP

B
FIDNHD

FH)NHDT310

Fig.V-4PartialAm inoAcidSequenceofα-Am ylasefromP7'sumsatJ't(a
andVL'g77amungO.
A;HomologtlSreglOnIIinct-amylase
B;HomologusregionIIIinα-amylase
Hydro;Hydrophilicregion,K;Lysine
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匡茎∃E3ij

1)植物 由来の ア ミラーゼ活 性測定法 の検討 を行 った結 果､ β-ア ミラー ゼは基

質 に､p-nitropheny1-α一maltopentaosideおよびhexaosideを用 いるPantrac法､

a-ア ミラー ゼは基 質 に不溶性色素デ ンプンを用 いるPhadebas法が簡便 な方法で

あ る ことが 判 明 した｡ 特 に､Phadebas法は α-ア ミラー ゼ活性の検 出に高 い特異

性 を示 した｡

2)本測定 法 を用 い て､ 各種 植物発芽種子 中の ア ミラー ゼ活性変 動 を測定 した｡

活 性変動の 様式は､ 従来か ら定説 とされ ている もの (発 芽過程 で α-ア ミラー ゼ

活 性が増大 し､ β-ア ミラー ゼtl活性 は乾燥種子 中に含 まれ る) とは一致 しない例

が 兄いだされ た｡

3) アンホ ライ ンゲル を用 い る等電点 電気泳動後 に､ ゲル 中の α-ア ミラーゼ を

β- リミッ トデ キス トリンと反応 させ､ ヨウ素 ヨウ化 カ リウムで活性染色 す る こ

とによ り､ 粗酵素液 中の α-ア ミラー ゼが検 出 され た｡ イモ ビライ ンゲル を用 い

る等電点電 気泳動後 に､ ゲル 中の β-ア ミラー ゼ を可溶性 デ ンプ ンと反応 させ活

性 典色する ことによ り､ 粗酵 素液 中の 等電点の近接 した β-ア ミラーゼ アイ ソホ

ー ムが分離 され た｡

4)活性測 定 および 電気泳動像 よ り､ マ メ科植 物 アル フ ァル フ ァの乾燥種 子 中に

既 に α-ア ミラーゼが含 まれ､ 発芽 につれ て量 が減少 してゆ くの に反 して､ β-

ア ミラーゼ量は､ 発 芽過程 で倍加 され る とい う特殊例 が 示 され た｡

5)アル フ ァル フ ァ種子 中の α-､ 及 び β-ア ミラーゼの 5個の アイ ソホ ーム を

生化学 的方 法でそれ ぞれ均一状態 に精 製 し､ これ らの酵 素の 同定 を行 い､ その結

果､ アル フ ァル ファ発芽種子 で得 られ た 4)の結 果が証 明 された.

6) これ らの 方法 (活性測定 法 と電気 泳動法) を用 いて､ クローバー､ ダイズ､

ア ズキの発 芽過程 に おける α-､及び β-ア ミラーゼ活性 の変動 を検討 した結果､

アル フ ァル フ ァと同 じ連"Trifolieae"に属す るク ローバー発 芽種子 は､ アル フ

ァル フ ァ発 芽種子 と同様の ア ミラ- ゼ変動様 式 (a-ア ミラーゼの減少 と β-ア

ミラ-ゼの 増 大) を示 した｡ ダイズは､ 乾燥種 子 中に大量 に存在 す る β-ア ミラ

- ゼが減少 し､ α-ア ミラー ゼ活性 が増加 したO -一方､ アズキ種 子は発芽過程で､

α-ア ミラー ゼ活性 は急増す るが､ β-ア ミラーゼ活性 は変化 しな い ことが示唆

され た｡
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7) アル フ ァル フ ァ､ クローバー､ ダ イズ､ ア ズキ､ リョク トウ､ エ ン ドウなど

マ メ科植物 の α-ア ミラー ゼ分子は､ イモ ビラインゲル で等電点電気泳動 を行 っ

た場合､ ゲ ル 中 を正常 に泳動せず､ か つ失活 し､ 活性染色 不能 とい う共通 性 を示

した｡ この 電気泳動 的特性 は､ マメ科 植物以外 の α-ア ミラ-ゼ には認め られず､

この特性 を利用 して マ メ科植 物の α-ア ミラー ゼ､ 及び β-ア ミラーゼの各個同

定 が容易にな ったb

8) この特 性 は､ リ ョク トウ､ アル フ ァル フ ァの精製 a-ア ミラーゼで も認め ら

れ､ マ メ科 の α-ア ミラーゼ分子の生化学的特性 に起 因す る可能性 を認め た. そ

こで､ エ ン ドウの α-ア ミラ- ゼ遺伝 子の PCR増幅断片 を調製 し､ 大腸 菌 クロ

ー ンを得､ その塩基配列 を決 定 し､ 同 じマ メ科植物のケ ツル アズ キの α-ア ミラ

ーゼや イネ､ オオム ギ､ コム ギな どの α-ア ミラーゼの ア ミノ酸配列 と比較検討

したO その 結果､ マ メ科植物 エ ン ドウ､ ケツル アズキの α-ア ミラーゼ分 子 中の

固有的 な親 水領域の 存在 を兄 い出 したD その部 位の配列 はイネではMIGWLP

で､ オオム ギではMIGWWPと疎水 性 ア ミノ酸 である トリプ トフ ァン (W)残

基 が存在 していたが､ ケツル アズキで は､MIGVKP､ エ ン ドウでは LIGi

KPとそれ ぞれ､ 親水性 ア ミノ酸であ る リジン残基 に置換 していた｡ なお､ 決定

され たエ ン ドウの α-ア ミラー ゼ遺伝 子の部分塩基配列 と相 同性の ある酉己列 を

GenBankデー タベースか ら検索 した結果､ ケツル アズキの対応部分 とは 77. 5%

のホ モ ロジー を有 し､ イネ､ オオムギな どの a-ア ミラーゼの対応部分 とは 58

-59%の ホ モ ロジー を有す る ことが 判 明 した｡
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