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論 文 内 容 の 要 旨

本論文は,植物細胞の一次壁の代謝に関与しているエント1,416-グルカナーゼ 伊-グルカナーゼ)とキシログルカンエ

ンドトランスブルコシラーゼ (ⅩET)の機能を明らかにすることを目的として,ポプラの培養細胞および生理学実験に適し

たエンドウの上陸軸を用いて行った研究成果をまとめたものである｡

第 1章では,ポプラ培養細胞における,針 グルカナーゼの遺伝子発現を調べた｡ポプラ培養細胞の対数増殖期初期におい

てそのmRNAの発現が認められた｡また,スクロースによりmRNAの発現が誘導された｡さらにスクロースとオーキシン

の両方を加えることによりmRNAのレベルが高められた｡すなわち,オーキシンにより間接的にβ一グルカナーゼ遺伝子が

誘導されることを明らかにした｡

第 2章では,エンドウ由来の8-グルカナーゼEGLlのホモログとして新たにp-グルカナーゼEGL2cDNAをクローニ

ングした｡EGLlを含む植物のβ-グルカナーゼの系統樹を作成 し,EGL2は細胞の伸長成長に関与 しているトマトCe14や

マツPrCell,マツcce12と近い距離にあることを認めた｡2種類のβグルカナーゼEGLlおよびEGL2のmRNA合成量

を比較した結果,EGLlでは第 1から第 3節間までのすべてにおいてmRNAが蓄積していたが,EGL2では第3節間にの

み mRNAの発現が認められた｡EGL2mRNAは伸長成長の盛んな第3節間において特異的に発現しており,細胞の伸長成

長に関与していることが示唆された｡

第3章では,ポプラ培養細胞を用いてXET活性の性質について調べた｡ⅩETはドナーとなるキシログルカンを分解した

後, アクセプターとなる他のキシログルカン分子に転移する反応を触媒する酵素である｡ アクセプターとしてⅩG7,ⅩG

14,ⅩG21,ⅩG28を用いてⅩET反応を調べた結果,ⅩG7や ⅩG14などの小さな分子に対して親和性が高く,また反応速

度も高くなった｡基質 (ドナーおよびアクセプター)の濃度を変えて,酵素の反応速度論的解析を行った｡アクセプターと

なるキシログルカンオリゴサッカライドの濃度を高くすると, ドナーに対する親和性は変わらないが,反応速度が高くなっ

た｡一方, ドナーとなるキシログルカンの濃度を高くすると,反応速度は変わらないが,アクセプターに対する親和性が高

くなった｡この結果は,ⅩETはアクセプターとドナーを認識する2つの結合部位を持ち,ドナーとなるキシログルカンを分

解した後,アクセプタ-となる他のキシログルカンに転移反応することを示し,酵素と基質の関係は逐次反応機構に従って

いることを示した｡また,ポプラ培養細胞の増殖中,細胞質および培地中に遊離状態で存在するⅩET活性はほとんど変動し

なかったが,細胞壁画分のⅩET活性は細胞の対数増殖期に誘導された｡この結果から,ⅩETは細胞増殖における細胞壁の

修飾に関与していることを示した｡

第4章ではエンドウの上勝軸におけるⅩETについて調べた｡ エンドウの上陸軸切片において,セルロース生合成阻害剤

DCBによるⅩET活性への影響を調べた結果, オーキシン処理により, 細胞壁結合型 ⅩETの活性は増加したが,DCBに
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よってⅩET活性が減少した｡エンドウの上陸軸切片をオーキシンを含むマンニトール等張液中で培養すると,伸長成長が

起こらないためにmRNA合成は抑えられた｡このことより,オーキシンによりⅩET遺伝子が直接誘導されるのではなく,

伸長成長に誘導されて遺伝子発現が起こることが示された｡

エンドウ切片では,オ-キシン存在下でⅩETmRNAの合成が誘導されたが,この合成は1.0〟M以上のDCBにより抑え

られた｡また,イソキサベンやクマリンなどの他のセルロース生合成阻害剤によってもⅩETの遺伝子発現は抑えられた｡こ

れら阻害剤によるⅩET産生の抑制はセルロース合成の阻害と同じく,速やかに起こっていることが明らかとなった0-万,

セルロース合成の阻害やⅩETの抑制はエンドウ上陸軸の伸長成長を阻害しなかったOすなわち,ⅩETはセルロ-ス生合成

と関わりをもつが,細胞の伸長には関与していないことが示唆された｡

論 文 ♯ 査 の 結 果 の 要 旨

植物細胞の一次壁は,植物の伸長成長に重要な役割をはたしているO エンド-1,4-8-グルカナーゼ 捷-グルカナーゼ)お

よびキシログルカンエンドトランスグルコシラーゼ (ⅩET)は一次壁の代謝に関与する酵素であるが,これらの機能につい

ては不明な点が多い｡本論文は,増殖の盛んなポプラ培養細胞および伸長成長が顕著なエンドウ上妊軸を用いて,これらの

酵素の機能を遺伝子発現解析により明らかにしたもので,評価すべき主な点は次のとおりである｡

1.β-グルカナーゼの遺伝子発現はポプラ培養細胞の対数増殖期初期に生じ,スクロ-スにより誘導され,オーキシンに

より間接的に誘導されることを示した｡

2.エンドウのか グルカナーゼEGLlのホモログとして,新規β-グルカナーゼEGL2のcDNAクローンを単離した｡

EGLlおよびEGL2の分子系統樹分析から,EGL2ほ,細胞の伸長成長に関与するβ-グルカナーゼであると報告されてい

るトマトCe14,マツPrCellおよびcce12と近いことを明らかにした｡また,遺伝子発現解析から,EGL2は細胞の伸長成

長に関与していることを示した｡

3.ポプラⅩETは,アクセプタ-として小さい分子に対して親和性および反応速度が高くなる性質を明らかにした｡ま

た,酵素の反応速度論的解析から,ⅩETはアクセプターとドナーを認識する2つの結合部位を有し,酵素と基質の関係は逐

次反応機構に基づくことを示した｡

4.ポプラ培養細胞において,細胞質および培地中に遊離の状態で存在するⅩET活性は培養中にほとんど変動しなかっ

たが,細胞壁画分のそれが細胞の対数増殖期に高められたことから, ポプラⅩETは細胞増殖における細胞壁の修飾に関与

していることを示した｡

5,エンドウ上勝軸のⅩET遺伝子の転写はオーキシン処理で誘導されたが,この誘導がセルロース合成阻害剤DCB,イ

ソキサベンおよびクマリンにより抑制されることを兄いだした｡また,ⅩET誘導は酵素活性の増加によっても証明し,オー

キシンによりⅩET遺伝子が直接誘導されるのではなく,伸長成長が生 じる結果によりⅩETの産生が誘導されることを明

らかにし,ⅩETはセルロース生合成と関わりをもっが,細胞の伸長に直接に関与していないことを示した｡

以上のように,本論文は,高等植物の一次細胞壁の形成におけるβ-グルカナーゼおよびⅩETの役割について示したもの

であり,植物生理学および植物細胞構造機能学に寄与するところが大きいO

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 12年2月14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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