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論 文 内 容 の 要 旨

アスコルビン酸ペルオキシダーゼ (APX)はアスコルビン酸を電子供与体とし,過酸化水素 (H202)

消去に機能している植物特有のヘム ･ペルオキシダーゼである｡植物でH202は強光,高温,低温,乾燥

などの環境ストレスによってとくに生じやすく,H202による細胞障害を防御するためAPXは植物にと

って必須の酵素である｡本論文はこの植物特有のペルオキシダーゼおよびそのアイソザイムの活性測定法

の開発,分子的性質,反応機構,分子進化などについて行った研究をまとめたもので,その主な内容は以

下の通りである｡

1.APXの活性測定法

植物にはAPX以外にリグニン生合成などに関与するグアヤコール ･ペルオキシダーゼ (GPX)が存在

する｡ APX,GPXはそれぞれの電子供与体であるアスコルビン酸,ピロガロールを相互に酸化するため,

租抽出液を用いたそれぞれのペルオキシダーゼ活性の測定はこれまでできなかった｡著者はAPX,GPX

のアミノ酸配列の相異に注目し,APXのみがチオール基修飾試薬によって阻害されることを利用し,両

活性を分別測定する方法を開発した｡さらに,H202による失活の差を利用して葉緑体型,サイトゾル型

APXアイソザイムを分別測定する方法をも開発した｡ここで開発した方法を用い,高等植物には全ての

組織に両APXアイソザイムが存在するが,其核藻類にはサイトゾル型APXのみが存在することを明ら

かにした｡

2.サイトゾル型APX (CAPX)の分子的性質

キュウリcDNAライブラリーよりcAPXのcDNAをクローニングし,塩基配列を決定した｡CDNA

から推定されるアミノ酸配列は植物のGPXよりも酵母のシトクロムcペルオキシダーゼ (CPX)と高い

相同性を示し,とくに,CPXのH202による2電子酸化反応中間体CompoundIでTrpラジカルとなる

Trp残基がcAPXにも保存されていることを示した｡

cAPX遺伝子を組み込んだ大腸菌発現系を構築し,培地に5-アミノレブリン酸を添加することによっ
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て,形質転換株から活性をもつ組換え型cAPXを産生させることを可能とした｡さらにAPX,CPXで

保存されているTrp残基を置換したW178F,W178Yの変異cAPXが活性を示さないことよりTrp-178

がAPX活性に必須であることを証明した｡

3.cAPXの反応機構

cAPXをH202で滴定し,等モルでCPXのCompoundIと同じ吸収スペクトルを与えることを示し,

cAPXのCompoundIがFe(ⅠⅤ),Trp十の状態であることを証明した｡一方,チオール基修飾試薬は

H202によるCompoundI形成に影響せず,CompoundI-CompoundⅡ-APXの反応段階を阻害して,

APX反応を阻害することを明らかにした｡

4.H202によるcAPXの失活とcAPXによるH202不均化反応

cAPXはアスコルビン酸のない条件では過剰量のH202によって失活するがこれはCompoundIの

H202によるヘムの分解によることをSoret吸収帯の低下から証明した｡一方,H202がcAPXに対し数

倍のモル濃度で存在する時には,cAPXはH202の不均化反応をCompoundI2cAPXの反応サイクル

で触媒することを発見した｡ ′

5.APXのアミノ酸配列,反応中間体の構造,反応機構,生理機能などをGPX,CPX,細菌のカタラ

ーゼーペルオキシダーゼと比較し,APXがGPXと異なる植物ヘム･ペルオキシダーゼのSuperfamilyで

あることを明らかにし,細菌のカタラーゼーペルオキシダーゼがAPXの祖先タンパク質であると推定し

ている｡

6.APXの自殺基質による阻害の速度論的解析

APXの自殺基質としてヒドラジンとその誘導体,ヒドロキサム酸誘導体,ヒドロキシルアミンとその

誘導体 (12種)を兄いだし,その失活に対する親和性 (Ki),失活の速度定数 (Kinact),60秒で半失活

する濃度 (IO･5)を決定した｡これらの化合物のうち,ヒドラジンが最も低い Ⅰ｡.5,Kiを与え,ヒドロキ

シルアミンのH202,APXによる酸化生成物6.2Ⅹ104分子が1分子のAPXを失活させることを示した｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

植物は光合成によって酸素を発生するため葉の組織の酸素濃度は他の生物に比べ高く,酸素障害の作用

分子種である活性酸素に常に曝されている｡ さらに,温度,強光,乾燥ストレス,公害ガス,病原菌など

の環境ストレスにより活性酸素,とくに過酸化水素 (H202)の生成量が増加する｡酸素障害を防御する

ために活性酸素の消去酵素が不可欠であり,H202消去のため植物ではカタラーゼ以外に,H202濃度を

さらに低下できるアスコルビン酸ペルオキシダーゼ (APX)が機能している｡ 本論文は,植物特有の

H202消去へム ･ペルオキシダーゼであるAPXの分子的性質,反応機構,分子進化などを解明したもの

で,成果のうちとくに評価できる点は以下の通りである｡

1.植物租抽出液を用いグアヤコール ･ペルオキシダーゼ (GPX)に防害されないAPX活性測定方法を

開発した｡本法は生理機能解明のためのAPX測定標準法として用いられている｡さらに,細胞内分布の

異なる葉緑体型,サイトゾル型アイソザイムの活性分別測定法をも開発した｡

2.APXのH202による2電子酸化反応中間体CompoundIが酵母シトクロムcペルオキシダーゼ
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(cpx)と同様,Fe(ⅠⅤ),Trp+の状態であることをアミノ酸配列,吸収スペク トル,変異APX

(W178F,W178Y)の活性などから明らかにした｡これらの結果から,APXは従来から知られている

GPXとは機能的にも分子的にも異なる植物ヘム･ペルオキシダーゼの新しいSupercamilyであることを

明らかにした｡

3.APX,CPXおよび細菌のカタラーゼーペルオキシダーゼのアミノ酸配列などをもとに,APXの祖先

蛋白質はカタラーゼーペルオキシダーゼであると推定できることを示し,また,葉緑体型アイソザイムは

陸上植物になって初めて獲得されたことを明らかにした｡

4.APXがH202の不均化反応を触媒できることを発見し,APXの電子供与体であるアスコルビン酸が

供給されないときでも,APXはH202をカタラーゼ作用によって消去できることを示した0

以上のように本論文は,植物のH202消去ペルオキシダーゼとして機能するアスコルビン酸ペルオキシ

ダーゼの活性測定法を開発し,その分子的進化を明らかにしたもので,今後予想されるストレス環境下で

の作物生産性の維持,向上に必要なストレス耐性植物の分子育種のための基礎を提供するとともに,酸素

障害防御の分子進化学,植物光生科学に寄与するところが大きい｡

よって,本論文は博士 (農学)の学位論文として価値あるものと認める｡

なお,平成9年2月17日,論文並びにそれに関連した分野にわたり試問した結果,博士 (農学)の学位

を授与される学力が十分あるものと認めた｡
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