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緒昌

農耕の歴史は、病虫害との戦いの歴史であるといっても過言ではない。人

類は、有史以来、食料の安定的な確保を目指して、実りの少ない野性種に改

良を加え、生産性の高い栽培種を人工的に作出してきた。しかしながら、こ

のように野性種からかけ離れた品種を作出し、人為的エネルギーを費やすこ

とで維持してきた"monoculture"は、時として異常気象をはじめとする自然の

摂理の前ではもろくも崩れ、人類の生命を脅かしてきたことは飢鑓の歴史が

物語っている。自然生態系においては、多種多様の生物が一定の相互関係の

もとに共存し、微妙なバランスを保っているものと考えられる。しかし、農

業においては、自然生態系にみられるような微妙なバランスが保たれておら

ず、生態学的に不安定であり、気象条件など環境の変化に対する緩衝能が低

下しており、病害(虫)の大発生を招きやすい状態にあるものと推測される。こ

れは、自然状態への回帰とも考えられる。

昨今のバイオテクノロジーの進歩によって、抵抗性を有する植物種を効率

的に作出することが可能となりつつあるが、植物の生理や病気の原理の解明

なくしては改変のターゲットを絞りきれないであろう。また、ある種の病気

に強い品種が開発できても、別の病原菌の発生によって耐病性が崩れされる

という従来の交雑育種においても問題であったいわゆる break-downが起こる

にはそう長い歳月を必要としないかもしれない。 一方、病原菌や病害虫に対

して高い防除効果を有する様々な殺菌(虫)剤が開発されてきたが、これとても

耐性を有する菌や虫の出現によって効力が低下し、さらに強い効果を有する

農薬の開発が避けられなくなる状況も生まれている。言うまでもなく、殺作

用の高い農薬の使用は人々の健康を損なう恐れがあり、戦後、農薬に依存し

た農業に対する反省から低農薬・有機栽培が見直されてきており、そのため

にも植物の病気の原理に基づいた安全かつ効果的な防除方法の開発が望まれ

ているのが現状であろう。

「植物はなぜ病気に，躍るのか」を考える上で、植物と病原菌との特異性決

定機構の解明は避けて通れない課題である。地球上には約 10万種の糸状菌、

約1600種の細菌が生存するといわれているが、これらのうちで植物を加害す

るものは、糸状菌が約8000種、細菌が約200種とされている(奥 1988)。しか

し、 l種あるいは 1品種の植物を加害するのは高々数十種程度であり、さら



に重要病原菌となると 10指にも満たない。このことは、植物は大方の病原微

生物に対して抵抗性であること、換言 すれば、病原菌は特定の植物に寄生性

を獲得した特殊な微生物であることを如実に物語っている。

植物の抵抗性は、植物体表面の物理的強度や常在する抗菌性物質などによ

る静的抵抗性の他に、病原菌の感染を認識して能動的に起こす形態変化や生

理変化などによる動的抵抗性とに大別され(奥 1988)、後者は植物の抵抗性に

とってより重要であるとされている。一方、病原菌は、植物が本来備えてい

る様々な抵抗性を乗り越えて感染を可能にする特殊な微生物であると考えら

れる。 Gaumann(1951)が提唱した病原菌としての適応条件を、 Oku(1980)は以

下の 3点にまとめている(奥 1988，白石&奥 1992)。

1)植物に侵入する能力:創傷部侵入、自然関口部侵入、角皮侵入など

2)宿主の抵抗性に打ち勝つ能力:宿主特異的毒素、サプレッサーなど

3)宿主を加害する能力:特異的・非特異的毒素、細胞壁分解酵素など

このような"植物が示す抵抗反応"、および、"病原菌による抵抗反応の抑制"の

実体が解明されたあかつきには、病害防除のための新しい視点やバイオテク

ノロジーによる植物改変のターゲットを提案できるであろう。この結果とし

て、より安全な農産物をより効率的に生産できることはいうまでもない。

本論文においては、エンドウ褐紋病菌による宿主エンドウの抵抗反応を抑

制する仕組みについての解明を試みた。エンドウ褐紋病菌に関しては、以前

の研究から、褐紋病菌胞子発芽液中に、エンドウの抵抗反応を誘導する引き

金となる物質"エリシター(elicitor)"ととも抵抗反応を抑制する物質"サプレツ

サー(suppressor)"の存在することが明らかとなっている (Oku et al. 1977， 

Shiraishi et al. 1978b)。その後、エンドウ褐紋病菌以外の植物病原菌に関して

も、サプレッサー活性を示す物質の存在が報告され(Doke 1975， Heath 1981， 

Kessman & Barz 1986， Ziegler & Pontzen 1982， Oku et al. 1987， Storti et al. 

1988， Kodama et al. 1989)、サプレッサーが病原性決定因子として重要な役割

を果たしているものと考えられるようになった(Shiraishiet al. 1991b)。病原

性決定因子としては宿主特異的毒素(HST)が知られているが、 HST生産菌は

Alternaria属菌と Helm in th os pori um属菌(この他にはPhyllostictamaydisのみ)に

限られていることから、大多数の植物病原菌の宿主特異性決定にはサプレツ

サーが関与しているものと考えられている。しかし、 1970年代後半から現在

までそれらの構造や作用の詳細は不明であった。

エンドウに対するサプレッサーの生理的作用としては、 1)動的抵抗反応の

-2-



中心であるファイトアレキシンの蓄積抑制効果(Okuet al. 1977)、2)エンドウ

原形質膜ATPase活性の阻害効果(Yoshiokaet al. 1990， Shiraishi et al. 1991a)、

3)エンドウ組織の局部的権病化(受容化;本来感染できない非親和性菌の感染が

可能となる)の誘導作用(Oku et al. 1980)が既に判明している。さらに、ファ

イトアレキシンの蓄積阻害に関しては、エンドウのファイトアレキシン(ピ

サチン)生合成系の鍵酵素とされるフェニルアラニンアンモニアリアーゼ

(PAL)およびカルコン合成酵素(CHS)の遺伝子発現が、サプレッサーによって

遅延することが明らかにされている (Yamada let al. 1989， Yoshioka et al. 

1990)。このように、サプレッサーはエンドウ褐紋病菌の病原性を決定する因

子として中心的な役割を果たしている (Shirais hi et al. 1991 b)という生理学的

証拠が蓄積してきたにもかかわらず、他のサプレッサーと同様にその化学構

造やエンドウ細胞中の標的分子に対する作用機作の詳細は不明であった。

本論文においては、褐紋病菌サプレッサーの単離精製とその化学構造の決

定(第 1章)、精製サプレッサーの生理活性およびサプレッサーとしての活

性を有する化学構造の特定(第 2章、第 3章、第 4章)、サプレッサーの第

一次作用点と予測されているエンドウ原形質膜ATPaseの遺伝子解析(第 5章)

について述べ、得られた知見を第 6章において総合的に考察した。

なお、本論文作成にあたり、終始御指導・御援助頂いた岡山大学農学部

奥 八郎名誉教授、白石友紀教授、山田哲治教授、一瀬勇規助教授をはじめ

植物病学研究室および応用遺伝子工学研究室の学生諸氏、また、サプレツサ

ーの精製と NMRによる構造解析に関して絶大な御援助を賜った新日本製織株

式合社先端技術研究所解析科学研究部 斎藤公児主任研究員およびCTCラボ

ラトリーズ株式会社 田中昌子リーダ一、さらに、本研究の機会を作って頂

いた新日本製銭株式曾社技術開発本部技術開発企画部ライフサイエンス企画

グループ 藤武義秀部長および同社先端技術研究所ライフサイエンス研究セ

ンター 田原 誠主任研究員に、厚く御礼申し上げる。
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第 1章 エンドウ褐紋病菌サプレッサーの精製および構造解析

植物は、様々な病原菌から身を守るために種々の防御機構を備えている

(Ouchi 1991)。微生物の攻撃によって植物体内にはファイトアレキシン(微生

物の攻撃を受け植物が生産する低分子の抗菌物質)や PR蛋白質(Pathogenesis-

related protein)、リグニンをはじめとする多数の化学的、物理的障壁が形成さ

れる。植物の防御反応を誘導する物質は、"エリシター"と呼ばれ(review; 

Darvill & Albersheim 1984)、菌の培養ろ液(deWit 1986)や胞子発芽液(Okuet 

al. 1977， Shiraishi et a1. 1978b)中に見い出されている。数種のエリシターは、

単離・精製され、その化学構造が決定されている (Colemanet a1. 1992， de Wit 

& Kadde 1981， Farmer & Helgeson 1987， Parker et al. 1991， Sharp et al. 

1984， Toppan & Esquerre四日gaye1984)。一方、病原菌は、エリシターによっ

て誘導される宿主植物の防御反応を抑制する能力を備えていることが次第に

明らかとなってきた。宿主植物の抵抗反応の起動を抑制あるいは遅延させる

物質は"サプレッサー"と呼ばれ、エンドウ褐紋病菌(Okuet al. 1977， Shiraishi 

eta1. 1978b)の他、 Table1・1に掲げた数種の植物病原菌の培養ろ液あるいは胞

子発芽液中に見い出されている (Doke 1975， lIeath 1981， Kessman & Barz 

1986， Ziegler & Pontzen 1982， Oku et al. 1987， S torti et a1. 1988， Kodama et 

al. 1989)。しかし、 Table 1-1に示したように、サプレッサーの多くは水溶性

の糖あるいは糖ペプチドであり、現在までいずれも単離精製さらに化学構造

決定に は 至 っ ていなかった。本章においては、エンドウ褐紋病菌

Mycosphaerella pinodesが産生するサプレッサー 2種類を単離精製し、それら

の化学構造を解析した経緯と結果について述べる。

第 1節 エンドウ褐紋病菌サプレッサーの精製

精製の手)1頂をFig.l-1に示し、以下にその詳細を述べる。

第 1項 胞子発芽液の調製

エンドウ褐紋病菌Mycosphaerella pinodes 0 M P 1株(ATCC42741， IFO-

30342)をCzapek培地に植種し、 20tにて 6日間培養して、形成された胞子を

回収した。得られた胞子を 1mlあたり 1----2 x 1 0
6
胞子となるように滅菌水に
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Table 1-1. List of phytopathogenic fungi producing suppressors for plant 

defense reaction 

Pa位logenicfungus Com"戸煽tion Hostp1ant R怠ferモnces

Phytophthora infestαns Glucan， Phosphoglucan Potato Doke (1975) 

Mycosphaerellαpinodes G lycopeptide Pea Oku et al. (1977) 
tノE

Uromyces phαseoli var. typicα ? Bean Heath (1981) 

Phytophthora megaspermαf.sp. glycinea Mannan-glycoprotein Soybean Ziegler & Pontzen (1982) 

Ascochytαrαbiei Glycoprotein Chickpea Kessman & Barz (1986) 

Mycosphaerella ligulicola Glycopeptide? Chrysanthemum Oku et al. (1987) 

Mycosphαerellαmelonis Glycopeptide? Cucumber Oku et al. (1987) 

Phytophthora infestαns ? Tomato Storti et al. (1988) 

Botrytis sp. Peptide+? Onion Kodama et al. (1989) 

Modified from Shiraishi & Oku(1992). 
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and shake for 20h at 200C 
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Ultra~iltrate through Millipore PTG(~142(MW.1 0000 cut) 
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void (00/0) 

寄与

20% MeOHaq] 

ぐ~

HPLC [Inerts.il-ODS; H20・MeOHgradient] 
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自
Determine their chemical structures 
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Fig. 1-1. Purification procedure ofル1.pinodes・suppressors.
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懸濁し、 20tにて20時間振壷培養して胞子を発芽させた。培養後、遠心分離

ないしろ過により、菌体を除去して得られた遠心上清あるいはろ液(胞子発

芽液と呼ぶ)からサプレッサーの精製を行った。 1fの胞子発芽液から1.5gの

乾燥物が得られた。

第 2項 サプレッサーの精製

( 1 )限外ろ過

ポアサイズ 10000のミリポア PTGC142を用いて胞子発芽液の限外ろ過を行

なった。高分子量画分はエンドウの動的抵抗反応を誘導するエリシターを含

み、低分子量画分にサプレッサー活性が認められている (Shiraishiet a1. 1978b)。

高分子量画分については、さらに透析により脱塩を行ない、凍結乾燥後、脱

イオン水に溶解し、グルコースを標品としてフェノール硫酸法(Dubois et a1. 

1956， Hodge & Hofreiter 1962)で定量し、所定の濃度に調製して、褐紋病菌

エリシターとして以降の実験に用いた。一方、低分子園分は、凍結乾燥し、

脱イオン水に溶解し、以下の精製に供した。 1fの胞子発芽液から乾燥重量で

560mgの低分子量画分が得られた。

( 2 )ゲルろ過

限外ろ過で得られた低分子量画分を遠心分離(12，000rpm，5分間)し、上清

をToyopear1HW40Fカラム (2.5cmi. d. x 40cm;TOSOH社製)で分画した。ピサ

チン(エンドウのファイトアレキシン)蓄積抑制効果を指標として、顕著なサプ

レッサー活性が認められた画分を回収した。 1fの胞子発芽液より乾燥重量で

170mgのサプレッサー画分を得た。この画分は、ピサチンの蓄積抑制だけで

なく原形質膜ATPaseを阻害する (Yoshiokaet a1. 1990)。

( 3) SepPAK C18による分離

さらに、サプレッサー画分をSep-PAKC18カートリッジ(Waters社製)に通し、

素通りした画分および各濃度(0，10，20，40，60，80，100%(v/v))のメタノール水で

溶出した画分を各々回収した。これらのピサチン蓄積と invitroにおけるエン

ドウ原形質膜ATPase活性に対する効果を調べた結果、 Sep-PAK C18を素通り

した画分および10-20%メタノールで溶出された画分には、顕著なピサチン蓄

積抑制効果が認められた。一方、 ATPase阻害効果は、 20%メタノールで溶出

された画分にのみ認められた。以上の結果から、両溶出画分には、それぞれ
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作用の異なるサプレッサ一分子が存在することが強く示唆された。両画分を

各々のA画分、 B画分として、さらに精製を進めた。

( 4 )逆相カラムを用いた高速液体クロマト

A，B画分とも Inertsil・ODSカラム (4.6mm i.d. x 250mm;Gasukuro Kogyo社

製)を用いて、水とメタノールのグラジェント法にて分画・分取した。

A画分については、 4つの画分として分取し、ピサチン蓄積および、ATPase

活性に及ぼす効果を調べた結果、いずれの画分もピサチン蓄積を抑制する効

果を有していたが、分取前のA画分と同様にATPase活性に対する阻害効果は

認められなかった。このうち、最もメジャーなピークを含む画分は、胞子発

芽液 1fから乾燥重量で2.2mg得られたので、 Supprescin Aと命名して化学構

造の決定に供した。

一方、 B画分については上述のODSカラムでは数種の物質の混在が見られた

もののほとんどがボイドに溶出されたので、イオン配位子カラムを用いて精

製を試みた。

( 5 )イオン配位子カラムを用いた高速液体クロマト

HPX-42Aカラム (7.8mmi. d. x 300mm;Biorad社製)を用いて、水を移動相と

して80tで分離し、 5分画を分取し(Fig.1-2(a))、エンドウ原形質膜ATPase活

性に対する阻害効果を調べたところ、 Fig.1・2(b)に示したように、程度に違い

はあるものの 5つの分画すべてでATPase活性阻害効果が認められた。 B1画

分は1.8mgの乾燥標品を得ることができたが、その他の分画は構造解析に必要

な量を確保できなかったので、その後の解析は.、 B1分画(以下、 Supprescin 

Bと呼ぶ)についてのみ実施した。

第 2節 エンドウ褐紋病菌サプレッサーの構造解析

S hirais hi et a1. (1978)は、薄層クロマトグラフィーにて純化したサプレッサ

ーがニンヒドリン反応陽性であることや、また、 Okuet a1.(1980)はpronaseや

proteinase K処理によりサプレッサー活性が失活することを報告しており、褐

紋病菌サプレッサーの活性発現にはペプチド鎖が必要であることは既に判明

していた。さらに、当研究室において、褐紋病菌サプレッサーは糖を含む化

合物であるとの予備的な実験結果も得ていた。

-8 -
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Supprescin AおよびBとも、精製の際の高速液クロ (HPLC)では紫外部吸光

の他に屈折率(RI)検出器を用いたモニタリングも行った結果、 210nm吸光度と

RIのピークが一致することから、 2種のサプレッサーはともに糖ペプチドで

あるものと予想された。これは、エンドウ褐紋病菌サプレッサーがニンヒド

リン反応および糖反応ともに陽性であるとする上述の報告と 一致する見解で

ある。そこで、まず、糖およびアミノ酸の組成分析、アミノ酸配列解析を行

い、ついで、核磁気共鳴 (NMR) による構造解析を実施した。 NMRによる構

造解析は、新日銭(株)斎藤公児主任研究員の御助力のもとに実施した。

第 1項 アミノ酸の組成分析

Supprescin A， Bとも、まず、スミス分解(Abdel-Akheret al. 1952， Smith & 

Van-Cleve 1955)によって糖とペプチド鎖とに分解した。すなわち、 O.IM 酢

酸緩衝液、 O.25M 過ヨウ素酸ナトリウムに溶解し、遮光条件で4t，24時間反

応させ、さらに過剰の亜ヒ酸ナトリウムを添加し、水素化ホウ素ナトリウム

存在下で4t，24時間還元反応を実施し、酢酸で反応、を停止して、脱塩後、凍

結乾燥した。

アミノ酸の同定は、 Supprescin A， Bともスミス分解物を 6N HCl存在下で

110
0

C・24時間加水分解した後に、目立社製アミノ酸アナライザー(model L-

8500)により実施した。

分析結果をTable 1-2に示した。 Supprescin Bでは 5種類のアミノ酸、すな

わちAsp， G 1 u， G 1 y， T h r， S erが観察され、 Serのみが 2当量存在するとの結果を

得た。一方、 Supprescin Aでは、 SerとGlyの 2種類のアミノ酸が2:1の組成で

含むことが判った。 Okuら(1980)は、エンドウ褐紋病菌サプレッサーのひとつ

F 5のアミノ酸組成に関してAsp:Gly :Ser= 1: 1:2と報告しており、 Sup pres cin 

Bとの関連が伺えた。

第 2項 糖の組成分析

糖の同定は、アミノ酸の場合と同様に、両化合物ともスミス分解物を lN

HClにて加水分解した後に、 Lichrosorb-NH2カラム (4mm i.d. x 250mm 

Waters社製)を用いて、アセトニトリル.15mM リン酸緩衝液 (80:20(V/V)) 

を溶媒系としたHPLCにて、分析した。

Supprescin A については GalNAc [N -acetyl galactosamine]のピークのみ検

出された。一方、 Supprescin Bの分析結果はTable 1-3に示すように、 Gal

-10-
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Table 1・2. Amino acid compositions of the Sllpprescin A and B pllrified from 

the germination flllid of pycnospores of a pea pathogen， Mycosphaerella pinodes 

Supprescin A Supprescin B 
Amino acid 

nmol Ratio(X/Gly) nmol Ratio(X/Gly) 

Aspartic acid ND 0.000 1.257 0.963 

Glutamic acid ND 0.000 1.239 0.949 

Glycine 1.927 1.000 1.305 1.000 

Serine 3.904 2.026 2.625 2.011 

Threonine ND 0.000 1.378 1.056 

Suppressors were hydrolyzed in a solution of 6N HCl at 1100C for 24 h， and then the 
amounts of amino acids in the hydrolysates were determined. ND: not. detected. 



←4 

N 

Table 1-3. Sugar compositions of tlle Supprescin B purified 

from the germination fluid of pycnospores of a pea pathogen， 
Mycosphαerella pinodes 

Sugars 
Retention time 

Area 
Ratio 

(min) (X/Ga!) 

Gal 8.55 15970021 (1.00) 

GalNAc-OH 6.93 16433564 1.03 



[Galactose]とGalNAcが1:1の組成比で検出された。

第 3項 アミノ酸配列の解析

ABI社製ペプチドシーケンサー(model477 A)により実施した。

Supprescin Bについてはそのアミノ酸配列を Ser-Ser-Gly-Asp-G lu-Thrと決

定できたが、 Supprescin Aについてはアミノ酸配列を決定できなかった。これ

はSupprescinAの分子が非常に小さいことを意味しており、アミノ酸組成分析

の結果を考慮して、 Supprescin AとSupprescin Bとが類似していると仮定する

と、 S u ppres cin Aのペプチド部分はSer-Ser-Glyというアミノ酸配列を持つこ

とが予想された。

第 4項 核磁気共鳴による構造解析

糖ペプチドである 2つのSupprescinのアミノ酸配列、糖鎖の結合などの化学

構造を確定するために核磁気共鳴 (NMR) による分析を実施した。

( 1 )核磁気共鳴法(NMR)による構造解析の方法

NMRの測定は、高精度温度制御装置および低温空気供給装置を付設した日

本電子社製 α-400，EX-400スペクトロメーターを用いた。測定温度は24.0tと

し、 lHの測定は400.05MHzでH5プロープを、 13Cの測定は 100.50MHzでTH5

プロープを使用した。

実施した測定手法は、 Ernst著"Principles of NMR in one and two 

dimensions" (1987)を参考書として、以下のように実施した。

1)スピンの帰属について:

lH: 一次元、

Absolute and Phase-sensitive DQF-COSY、

Relayed-COSY、

Absolute and Phase-sensitive HOHJlliA(重水、軽水)、

13C: 一次元、

C-HCOSY、

COLOC、

2)立体構造情報について:

lH: 一次元差NOE、

Absolute and Phase-sensitive NOES Y(重水、軽水)、

-13 -
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13C: lHデカップリング、

lHノンデカップリング、

選択的lHノンデカップリング、

3)その他:

必要に応じて、デカップリング実験を実施、また、重水あるいは軽水の吸

収はHMG法およびDANTEパルスによる pres atUl rate d法を使用した。測定試料

は、 pH5.0に調整した重水ないし軽水のリン酸緩衝液を溶媒とし、 5mM程度

の濃度に調整した。

以下の測定条件にてNMRスペクトルを計測し、日本電子社製のオリジナル

ソフトウェアを活用してスペクトルの処理を実施し、必要に応じてドリフト

コレクションや位相補正を実施した。

l)lH一次元NMRスペクトルの測定:

積算 32-128因。スペクトル幅8000Hz。データポイント 32K。

delay time 4sec。

2)lH二次元NMRスペクトルの測定:

積算16ないし32回。データサイズF2=1024，F1 =5120 ゼロフイリ

ング後1K X 1 Ko sinesquereによるフーリエ変換。

NOESYについては、 mixing・timeを100-800msecまで検討し、ス

ピン拡散の影響を検討して最適値を 500msecと決定。スペクトル

幅4500Hzodelay tlme 3sec。ゼロフイリング後~lK X 1K。

gausiaanによるフーリエ変換。

3)
13
C一次元NMRスペクトル:

積算1000-4000因。データポイント 32K。スペクトル帽4000Hz。

delay time 3. 8sec。

INEPTなどについては、積算10000-40000回、 delay time 5secで

実施した。

4)
13
C_1H二次元NMRスペクトル:

積算512因。データサイズF2=512，F1=512。ゼロフイリング後1K

X 1Ko exponentialによるフーリエ変換。

COLOCについては、 J値を 3.5.8Hzに設定して、それぞれ測定し

た。スペクトル幅4000Hzodelay tiJme 4s ec。

-14-
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(2) Supprescin Aの構造解析

Supprescin Aは、 加水分解後の アミノ酸分析などの結果から、 Ser， Gly， 

GalNAcを有していることが判明している 。過去の研究例から、糖である

GalN AcはSerないし Thrと結合してムチン型の糖ペプチドを形成するか、あ る

いは、 Asnと結合して複合型の糖ペプチドを形成するかのいずれかで あること

が示されている(三崎ら 1976，Vligethurt et a1. 1983)0 Supprescin Aについて

は、 Table 1・2で示したようにAsnが認められなかった ことから Serと結合した

ムチン型の糖ペプチドである可能性が高い。 SupprescinAのペプチド部分のア

ミノ酸配列をプロテイン・シーケンサーで決定することができなか ったので、

lH_，13C_NMRスペクトルで検出されたすべての吸収を 二次元手法などを用いて

解析し、さらにペプチド結合しているアミド水素とカルポニ ル炭素の帰属 を

COLOC法を用いて決定した。

Fig.1・3に一次構造決定の論拠となった lH_，13IC-NMRスペクトルを例 示し、

解析結果をTable1-4に示した。

(3) Supprescin Bの構造解析

Supprescin Bは、加水分解後のアミノ酸および糖分析の結果から、Ser，Gly， 

Asp，Glu， ThrおよびGalNAc，Galの含んでいることが判明している (Table1-2，3)。

前述のように、糖であるGalNAc はSerないしThrと結合してムチン型の糖ペプ

チドを形成するか、あるいはAsnと結合して複合型の糖ペプチドを形成するか

のいずれである(三崎ら 1976，Vligethurt et al. 1983)。しかし、複合型の糖ペ

プチドの場合、 GalNAc以外の糖、例えばGlcN)~c や Manが存在するはずである

が、 Su ppres cin Bにおいてはこれらの存在は認められなかった。 また、ムチン

型の糖ペプチドはSer-X-Asp-X-Thrというアミノ酸配列を有することが多く報

告されており (Oppenheimeret a1. 1989)、SupprescinB はSSGDETのア ミノ酸

配列を有していたことからも、 SerないしThrと0-グリコシド結合したムチン

型の糖ペプチドである可能性が強く示唆された。

Supprescin Bについては、先のSupprescin Bと同様にNMRスペクトルにお

いて、 lH_，13C_NMRスペクトルで検出されたすべての吸収を 二次元手法などで

解析し、さらにペプチド結合しているアミド水素とカルポニル炭素の帰属を

COLOC法で決定した。また、様々な立体構造情報は、 NOESYスペクトルや

INEPTなどで得られる結合定数の解析から決定した。

Fig.1-4に一次構造決定の論拠となった lH_，13C-N MRスペクトルを例示し

解析結果をTable1-5に示した。
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Table 1-4. NMR spectral parameters of Supprescin A 

α-GalNAc Ser Ser Gly 
13 C C1=92.1 C2=55.1 C3=72.0 (ppm) carbonyl{ppm) 175.1 175.7 174.8 

C4=71.5 C5=72.5， 62.2 
C α (ppm) 57.3 58.1 49.1 

3 J(COCH)=5.7 (Hz) 

トー.. 。。 1H  J(1，2)= 3.7 J(1，3)= 0.8 3J (8)= 3.1 2.9 3.0 

J(1，4)= -1.2 J(2，3)= 9.7 wα (ppm) 3.91 3.94 3.75 

J(3，4)= 3.6 J(4，5)= 0.6 ws  (ppm) 3.95， 3.99 3.97， 3.99 
J(5，5)= 6.4 (Hz) NH  (ppm) 8.35 8.24 8.49 

J(αs ) (Hz) 4.6， 8.5 4.7， 8.4 
w2・w3=22 (Hz) J( ss ) (Hz) 8.3 8.1 

H1=4.85 H2=4.40 H3=4.03 (ppm) 

H4=3.51 H5=4.22 H6=3.69， 3.63 
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Table 1・5(a) NMR spectral parameters of Supprescin B 

(Sugar part) 

13 C 

lH 

s-Gal 
Cl=104.1 

C4=70.1 

C2=69.9 C3=70.8 (ppm) 

C5=76.1， 62.4 

3 J(COCH)=7.2 (Hz) 

3 J(HCOC)=7.7 (Hz) 

J(I，2)= 8.1 J(I，3)= 0.4 
J(I，4)=・0.5 J(2，3)= 9.9 
J(3，4)= 3.8 J(4，5)= 0.9 
J(5，5)= 7.7， 3.5 (Hz) 

w2・w3=29 (Hz) 

Hl=5.57 H2=3.57 H3=3.67 (ppm) 

H4=4.11 H5=3.55 H6=3.73， 3.65 

1圃 >4 α-GalNAc 
C2=55.4 C3=72.3 (ppm) Cl=92.3 

C4=80.1 C5=72.4， 62.5 

3 J(COCH)=5.0 (Hz) 

J(I，2)= 3.6 J(I，3)= 0.8 
J(I，4)=・1.1 J(2，3)= 9.5 
J(3，4)= 3.6 J(4，5)= 0.6 
J(5，5)= 6.4 (Hz) 

w2・w3=25(Hz) 

Hl=5.02 H2=4.35 H3=4.11 (ppm) 

H4=3.06 H5=4.27 H6=3.66， 3.60 



Table 1・5{b) NMR spectral parameters of Supprescin B 

(amino acid part) 
Ser Ser Gly Asp Glu Thr 

13 C |carbonyl(ppm) 175.1 175.7 174.8 179.2 178.1 177.5 

C α (ppm) 57.3 58.1 49.1 50.0 53.5 59.5 

トtサJ 

lH I 3 J (8)= 3.1 2.9 3.5 3.8 2.1 4.1 

wα (ppm) 3.91 3.94 3.75 4.01 3.75 3.62 C γ 

ws (ppm) 3.95，3.99 3.97，3.99 2.95，2.87 2.11， 2.01 3.97， 3.92 1.35 

NH  (ppm) 8.35 8.24 8.49 8.55 8.24 8.50 

J(α's ) (Hz) 4.6， 8.5 4.7， 8.4 4.0， 8.0 7.4 5.0 

J( ss ) (Hz) 8.3 8.1 16.5 Pγ8.1 6.7 



(4) Supprescinの一次構造

NMRによる構造解析の結果から導かれたSUP1prescinAおよびBの化学構造を

Fig.1・5に示した。両Supprescinともペプチド配列中のSer残基に糖が0-グリ

コシド結合しているムチン型の糖ペプチドであった。 GalNAc-Ser-S er-G 1 yの

構造を有する Supprescin Aは、 Gal-GalNAc-Ser-Ser-Gly-Asp-Glu-Thrの構造

を持つSupprescinBの一部分であることが判明した。両者ともペプチド鎖が、

低分子のペプチドとしては非常に珍しい αヘリックス型の構造を有していた。

(5) Supprescinの立体構造の推定

NMRにて得られた立体構造に関する情報を基に、水溶液中における両化合

物の立体構造の推定を行なった。 CTCラボラトリーズ(株)の協力で、 IRIS4D

70Gワークステーションにて、分子動力学計算プログラム CHARMm(Karplus

et al. 1991)を活用して立体構造の推定を実施した。

その結果をFig.1-6および、Fig.1・7に示す。 Fig.1・6および、Fig.1・7(a)では、炭

素原子を青色、酸素原子を赤色で表現したボールスティックとして表示した。

また、 Fig.1-7(b)では、スティック表示した化学構造の骨格とともに、電荷分

布を色で表示した[赤色:正電荷、青色:負電荷、黄色;電荷なし]0NMRによる

種々の解析にて得られた情報を反映させると、両化合物ともペプチド鎖は α

ヘリックス型の構造をとり、糖鎖とペプチド鎖がV字型の配座を保持する特

異な構造であることが推定された。さらにSupprescinBのV字型部分には正電

荷が局在しており、 N末のアミドとともに糖鎖やペプチドの電荷がV字型部分

に集中していることが推定された。

種々の生体反応、は、それに関わる物質の微細な立体構造の効果とエレクト

ロスタティックな効果との影響が支配的であると考えられており(日本化学会

編「実験化学講座 生物有機J1991)、Supprescin Bで観察された特異な立体

構造と電荷分布はサプレッサーの機能上重要な意味を持つものと推察した。

第 3節 まとめ

エンドウ褐紋病菌胞子発芽液中より 2種類のサプレッサーを精製し、世界

に先駆けてその化学構造を明らかにすることができた。両者はムチン型糖ペ

プチドであり、 GalNAc-Q・Ser-Ser-Gly(分子量452Da)をSupprescin A、Gal-
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Fig.l・5.Ches1ical structures of two suppressors. 



Fig.l・6. The structure of SUI~prescin A in water. 
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GalNAc・O-Ser-Ser-Gly-Asp-G lu-Thr(分子量959Da)をSupprescin Bと命名した。

Supprescin Aの構造はSupprescin Bの構造の一部分であることから、両者は共

通の生成系から生じたものと考えられる。

Supprescin Bのアミノ酸配列に関して、蛋白配列データベースNBRF-PIRを

用いてホモロジー検索を実施した結果、完全一致するものは見い出せなかっ

たが、 6残基中連続する5残基が一致する蛋白は多数見い出された。例えば、

ヒトのIL・1ra[Interleukin-1 receptor antagonis t] (Carter et a1. 1990)、酵母の

SEC2蛋白(Nair et a1. 1990)およびSEC7蛋白(Achstetteret a1. 1988)、エン麦の

液泡HぺATPaseのプロテオリピド・サプユニット (Laiet al. 1991)などの膜系

に作用する蛋白に相向性がみられたことから、 SupprescinBが膜系に作用する

可能性が推定された。

褐紋病菌サプレッサーには、 Supprescin AおよびB以外の別の分子種が存在

する (Fig.1・2)ので、実際の感染現場においては複数のサプレッサ一分子が相

加あるいは相乗的に作用して、より強いサプレッサーとしての活性が具現し

ているものと推察できる。

-28-
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第 2章 エンドウ褐紋病菌サプレッサーおよびそのペプチド断片

の生理活性 -in situ assay-

部分純化したエンドウ褐紋病菌サプレッサーに関しては、以下の様な知見

が既に明らかにされている。まず、サプレッサーは、エリシターによって誘

導されるエンドウのファイトアレキシン(ピサチン)の蓄積を抑制あるいは遅延

させる効果(Okuet al. 1977)を有しており、この蓄積抑制は、ピサチンの生合

成に関与する鍵酵素であるフェニルアラニンアンモニアリアーゼ(PAL)および

カルコン合成酵素(CHS)の両遺伝子のde novoな発現が抑制された結果である

(Yamada et al. 1989， Yoshioka et al. 1990)。また、褐紋病菌サプレッサーは、

エンドウに対して本来感染ができない非親和性の菌の感染を可能にすること

も示されており (Okuet al. 1980)、褐紋病菌の病原性を決定する因子として重

要な役割を果たしていることが判明している (Shiraishiet al. 1991b)。さらに、

サプレッサーは、エンドウの原形質膜のATPas，e活性を阻害することがin vitro 

(Yoshioka et al. 1990)およびinsitu (Shiraishi et al. 1991a)の実験で確かめら

れている。

さらに、 Okuet al. (1980)は、褐紋病菌由来の粗サプレッサー画分がpronase

あるいはproteinase K処理を施すとサプレッサー活性が消失することより、サ

プレッサーのペプチド部分がサプレッサー活性にとって重要な役割を担って

いることを報告している。第 l章で明らかにしたようにエンドウ褐紋病菌サ

プレッサーが、 GalNAc-Ser-Ser-Glyおよび、Gal.-GalNAc-Ser-Ser-G ly-Asp-G lu-

Thrという構造を有する糖ペプチドであったことは、それらのペプチド部分が

サプレッサー活性発現に重要であることを強く示唆している。

本章においては、 2種類の精製サプレッサーが従来報告されている部分純

化サプレッサーの生理活性を担っていることを検証すると共に、サプレッサ

ーのペプチド部分だけで活性を有しているか否かを明らかにするために、精

製した 2種類のサプレッサーと、その配列に基づいて化学合成したペプチド

断片について、 insituで活性を調べた結果について報告する。具体的には、 1)

エンドウのファイトアレキシン蓄積を抑制する効果、および2)エンドウ褐紋

病菌ないし非親和性菌の感染促進の効果、さらに、 3)エンドウ組織の ATPase

活性の阻害効果について調べた。
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第 1節 実験材料および方法

第 1項 供試試料

本章あるいは次章の実験に用いた試料の一覧をTable2・1に示した。前章にお

いて精製し、化学構造を決定した 2種類のエンドウ褐紋病菌サプレッサー

(Supprescin A and B) のアミノ酸配列に基づいて合成した2--6残基の 11種類

のペプチドを供試試料とした。 2種のジペプチド SGおよび GDは、 Sigma

Chemical Company (St. Louis， MO， U.S.A.)より、 GGGはPeptideInstitute 

Inc. (Osaka， J apan)より、それぞれ購入した。その他の 8種類のペプチドは

Fmoc固相合成法(Merrifield 1963)によって合成し、 0.05% トリフルオロ酢酸

を含む0--60%のアセトニトリル濃度勾配によって、 Cosmosil 5C18カラム

(4.6mm i.d. x 150mm; Nakarai Chemicals， Kyoto， Japan)を用いたHPLCにて

精製した。これらのペプチドのアミノ酸組成は;、 HITACHI製アミノ酸アナラ

イザー(modelL-8500)にて分析し、その結果をTable2-2に示した。

第 2項 ピサチンの定量

エンドウのファイトアレキシンであるピサチンの蓄積に対する各種ペプチ

ドの組害効果の検定は、 Fig.2・1に示す手)1¥夏で実施した。実験では、播種後、

20--22tの暗所恒温室内にて、 6--9日間生育させたエンドウ (Pisam sativum 

L. cv. Midoriusui)の上脹軸を用いた。実験に先立って、上目玉軸を長さ 1.5cm

に切断し、さらに軸方向に 2分 し た 。 褐 紋 病 菌 エ リ シ タ ー を 終 濃 度500μ

g/ml(グルコース換算)になるように添加した供試液50μ1に上述の上脹軸切片

を浸漬し、 22t・暗所で18時間静置後に蓄積したピサチンを熱エタノールで

抽出し、減圧乾国後、下記の溶媒に溶解.し、 Matsuda et al.(1983)の方法で以

下の条件により HPLCにて定量した。

カラム LichrosorbSi100 

溶媒 n-Hexan:Tetrahydrofuran:Aceticacid， 88: 12:0. 5(v/v) 

検 出 oD309nm 

対照区として、エリシタ一、エリシターと褐紋病菌サプレッサー粗函分

(100μg/ml， BSA換算)および脱イオン水処理組織について同様の実験を行な

った。
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Table 2-1. List of tested compounds 

Nomenclature Chemical structure 
Molecular Source* 
weight(Da) 

Sllpprescin A GalNAc・Ser-Ser ・Gly 452 1) 

Sllpprescin B Gal-GalNAc・Ser-Ser圃Gly・Asp-Glu・Thr 959 1) 

SSG Ser圃Ser-Gly 249.2 2) 

SSGDET Ser -Ser圃Gly圃Asp圃Glu-Thr 594.5 2) 

TSGDET Z主主-Ser ・Gly圃Asp-Glu・Thr 608.5 2) 

VJ SSGTED Ser圃Ser圃Gly-T主主圃 Glu-丘三E 594.5 2) 
ト..... 

SSGD Ser -Ser圃Gly・Asp 364.3 2) 

GDET Gly・Asp-Glu・Thr 420.4 2) 

GDE Gly・Asp圃Glu 319.3 2) 

DET Asp -Glu・Thr 363.3 2) 

SG Ser ・Gly 162.1 3) 

GD Gly・Asp 190.2 3) 

GGG Gly -Gly -Gly 189.2 4) 

* 1) purified from spore germination nuids of凡1.pinodes. 
2) synthesized by a solid-phase method. 
3) purchased from Sigma Co.Ltd.. 
4) purchased from the Peptide Institute Inc.. 



Table 2-2. Results of amino acid analysis 

Peptide Ser Gly Asx Glx Thr 

SSG 1.87 (1 ) 

SSGDET 1.85 (1 ) 1.03 1.00 0.95 

TSGDET 0.93 (1 ) 0.93 0.93 1.87 

しトJみJ SSGTED 1.82 (1 ) 0.94 0.93 0.90 

SSGD 1.73 (1 ) 1.00 0.95 

GDET (1 ) 1.01 0.98 0.95 

GDE (1 ) 1.01 0.93 

DET (1 ) 0.94 0.73 

( ) : The ratio of amino acid compositions were based on the areas of Gly or 
Asx as the standard. 



Etiolated pea epicotyl [grown at 2~O・220C for β・9days]

Float on 501J1 of the test solution 
containing 500~g/ml elicitor 
and/or suppressor 

I ncubatE~ at 220C for 18 h 

Extract pisati~ with hot EtOH 

Evaporate EtOH-extract to dryness 

' Dissolv~ed in the solvent 

守
Quantify Ipisatin by HPLC 
column; Lichrosorb Si100 
solvent; n-Hexan:THF:AcOH 

(176 : 24 : 1， v/v) 
detect; UV309nm 

Fig.2・1.Procedure of quantifiication of pisatin 
accumulated in the pea epicot)TI. 
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第 3項 接種試験

エンドウ褐紋病菌の感染に及ぼす各種ペプチドの効果を調べるために、

Fig.2・2に示す手順で、接種試験を実施した。実験では、明所にて生育させた

エ ン ドウ成葉に、各ペプチド水溶液とエンドウ褐紋病菌Mycosphaerella

pinodes OMP-l胞子ないしキク花腐れ病菌Mycosphaerella ligulicola胞子を約

50・100万胞子Imlとなるように混合した供試液を5μ1ずつスポットし、 22tの

湿室内に24時間静置した後、メタノールで固定、脱色した処理葉を顕微鏡観

察して、侵入胞子数と発芽胞子数を数え、両者の比を感染率(%)として評価し

対照区として、供試試料を含まないエンドウ褐紋病菌胞子のみの接種区に

ついても同様の実験を行なった。

第 4項 ATPase活性の組織化学的な検出

裏面剥離したエンドウ葉に、 Supprescin A， S upprescin Bを単独あるいは終

濃度500μg/ml(グルコース換算値)の褐紋病菌エリシターを混合した溶液50μ1

を滴下し、湿潤状態で 1時間静置した後に、 0.2%のグルタルアルデヒドと 4

%のパラホルムアルデヒドを含む溶液中で ot:にて 1時間前固定し、 50mM

Tris-Mes (pH 7.2)で洗浄した。洗浄後、 3.5mMMg-ATPと4mM硝酸鉛を与え

て22tにて 1時間反応させてATPase活性を鉛の沈着として検出する活性染色

を行った(Hall et al. 1980， Moore et al. 1987)。処理切片を50mM Tris-

Mes (pH7. 2)で洗浄し、さらにエタノールとプロピレンオキサイドで脱水処理

し、 SPURR樹脂で包埋後、 Reichert社製ultra-mi.crotome(model Om U2)を用い

て超薄切片を作成し、透過型電子顕微鏡(JOEL社製 model1 OOB， HIT ACHI社

製 modelH-7100)で鉛の沈着を観察した(Shirais hi et al. 1991 a)。

第2節 ピサチンの生合成に及ぼす効果

第 1項 ファイトアレキシン蓄積の経時的変化に及ぼすSuppresci n Aの効果

播種後、明所で生育させたエンドウ品種ミドリウスイの成葉を褐紋病菌エ

リシター(終濃度500μg/ml， glucose換算)ないしエリシターと 100μg/ml (w/v) 

Supprescin Aとの混合液で処理し、処理後 3時間ごとに固定した処理葉から逐

次ピサチンを熱エタノール抽出して、 HPLCにて定量した。
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Mix M. pinodes-sporesT 
with test comoourld solution 

Spot 5J..11 of the mixtur，e on a pea leaf 

Incubate at 250C for 24 h 

Fix and discolor the leaf with MeOH 

Count germinating spores alnd infecting spores 
under microscope 

Infection 
frequency -

The number of 
infecting slpores 

The number of 
germinating spores 

x 100(010) 

Fig.2・2.Procedure of an infection test. 
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結果をFig.2-3に示した。ピサチンはエリシター単独処理区においては、処

理後 9時間で検出されその後時間 の経過とと もに蓄積量が増高した。しかし、

エリシターとともにSupprescin Aを処理し た場合、 ピサチン蓄積は、エリシタ

ー単独処理に比べて 3--6時間遅延することが判明した。 同様の 結果は部分

純化されたサプレッサーについても報告されている (Yoshioka et al. 1990， 

Yamada et al. 1989)。

エリシターによって顕著なピサチン蓄積が認められ、かつ、サ プレッサー

による有意な蓄積抑制が認められた、処理後18時間自の組織における ピサ チ

ン蓄積量を以降の実験については調べることとした。

第 2項 ファイトアレキシン蓄積に及ぼすSuppresci n処理濃度の効果

暗所で生育させたエンドウの上座軸を切り取り、終濃度500μg/ml(グル コー

ス換算値)の褐紋病菌エリシターに所定の濃度のサプレッサ ーを添加し た処理

液に浸漬し、 22t・暗所で18時間静置した後に、蓄積したピサチ ンを熱エ タ

ノールで抽出し、 HPLCを用いて定量した。

結果をFig.2-4に示した。実験では、サプレッサーとしてSupprescinA (0) 

あるいはSupprescin B (・)を単独で処理した実験区と SupprescinBに一定濃

度(220μM)のSupprescin Aを混合処理した実験区(ム)とを設けた。 Fig.2-4

は、エリシター単独処理区でのピサチン蓄積量を 100(%)、水処理区 を0(%)と

して、各々の実験区のピサチン蓄積量 を相対値として標記 した。 SupprescinA， 

Bとも濃度に依存して、ピサチン蓄積を抑制した。また、両Supprescinを混ム

で処理した場合には、相加的な効果が認められたことより、 実際の感染現場

においては、 Supprescin A， Bあるいはさらに別の分子種のサプレッサ ーが相

加的に作用して、より強いサプレッサー活性が現れていることが強く 示唆さ

れた。

第 3項 ファイトアレキシン蓄積に及ぼす合成ペプチドの効果

Fig.2-5に結果を示した。縦軸は、各処理区において観測されたピサチン蓄

積量を、水処理区およびエリシター単独処理区の観測値(各々 0.8，2l.4μg / g 

fr. wt.)をもとに以下の式に従って算定した相対値として表記した。

(試験区の蓄積量)一(水処理区の蓄積量)
ピサチン蓄積相対値 --------------------.---------------X1∞(%)

(エ1)シト単独処理区の蓄積量)一(水処理区の蓄積量)

また、実験では、各供試サンプルとも 5倍.25倍希釈の 3濃度について実施し、
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各処理区について 2ないし 3回の反復を実施し、得られた実験データの平均

値をプロットし、標準誤差をエラーパーとして示した。

図に示したように、糖ペプチドである Supprescin AおよびBは、そのペプチ

ド部分だけでもファイトアレキシンの蓄積を抑制する活性を有していた。さ

らに、実験を行なった範囲では、 i)GDEおよびDETについては処理 濃度

20同 Imlで50%程度の阻害効果が観察された、 ii)SSGおよびSSGDについては

500μg/mlの高い濃度についてのみ阻害効果が観察された、 iii)SSGDETについ

てのみ処理濃度に依存した阻害活性が観察された、そして、 iv)それ以外のペ

プチドについては顕著な組害効果が観察されなかった。 "Asp-Glu"配列を有す

るペプチドは比較的低濃度であっても阻害活性を示し、 一方、 "Ser-Ser-Gly"

を有するペプチドは処理濃度が高い場合においては阻害活性を示した。

以上の結果より、 Supprescinのペプチド配列中には作用の異なる複数の部位

の存在することが示唆された。

第3節 菌の感染に及ぼす効果

第 1項 非親和性菌の感染に及ぼすSupprescinの効果

発芽後、 2週間明所で生育させたエンドウの成葉を切り取り、葉表面に所

定濃度のSupprescinを5μ1と非親和性菌Mycosphaterella1igu1ico1a 0 M L株 胞

液5μlとの混合液をスポットして、室温状態で 4日間静置した後に形成される

病斑の状態を観察した。

結果をTable 2・3に示した。 Supprescin Bでは 100μg/ml以上の処理区におい

て病斑の形成が認められたが、 Supprescin Aでは実験を行ったいずれの濃度に

おいても顕著な病斑形成は認められなかった。 Olku et a1.(1980)が報告してい

る褐紋病菌サプレッサーによる非親和性菌の感染誘導効果は、 Supprescin Bの

みで再現できた。

第 2項 エンドウ褐紋病菌の感染に及ぼす合成ペプチドの効果

Fig.2-6に結果を示した。エンドウ褐紋病菌M.pinodes OMP-l株は、約60%

程度の感染率を示した。実験を行なった範囲では、 SSGDETについてのみ 10

--20%程度の感染率の増加が認められたが、それ以外のペプチドについては

顕著な影響は認められなかった。 Table 2・3に示したように、精製したサプレ

ツサーに関してキク花腐れ病菌M.1igu1ico1aを用いた接種試験の結果では、
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Table 2-3. Colony formation of Mycosphαerellα 

ligulicolα00 pea Ieaves in the presence of Supprescins 

田 園 圃 圃 圃

Supprescin A Supprescin B 

Concentration Lesion Con cen tra ti on Lesion 

(μg/ml) formation (μg/ml) formation 

O ND O ND 
125 ND ND 
250 ND 

10 
500 ND 

ND 

1000 ND 100 + 

2000 ND 1000 ++ 

The leaves were subjected to visual observation for disease sympton 4 days after 

inoculation. ND: Not detected. 
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Supprescin Bについてのみ感染促進効果が認められており、本効果はそのペプ

チド部分である SSGDETが担っていることが強く示唆された。さらに、

SSGDETの 6残基は置換や断片化すると感染促進効果が見られなくなること

より、本活性には 6残基が必須であるものと考えられる。

第4節 エンドウ組織におけるATPase活性に及ぼすSupprescinの効果

結果をFig.2-7に示した。 Supprescin単独処理区では、 Supprescin Bには沈

着は認められなかったが、 SupprescinAには沈着が認められた。エリシター単

独処理区では水処理区と比較してやや強い鉛の沈着が認められた。興味深い

ことに、エリシターとともにSupprescinAを処理した区においてはSupprescin

A単独処理区とは異なり鉛の沈着は検出できなかった。すなわち、 Supprescin

Aはエリシター共存下においてはATPase活'性を阻害するものと思われる。

奥田(1992)は、褐紋病菌エリシターがin vitroにおいてはエンドウ原形質膜

ATPase活性を 10%程度増高させるが、 Supprescin Aを同時に処理した場合に

はエリシターによる活性増高が認められなかったと報告しており、上述の in

situにおける ATPase活'性に対する Su ppres cin Aの効果を反映しているものと思

われる。

第5節 まとめ

エンドウ褐紋病菌胞子発芽液より精製し、その化学構造を決定した(第 1章)

2種類のサプレッサーは、エリシターによって誘導されるエンドウのファイ

トアレキシン蓄積を抑制したことから、ともにサプレッサーとしての活性を

有していた。しかしながら、興味深いことに両者は共通の構造を有する糖ペ

プチドであったにもかかわらず、その生理活性は異なっていた。 Suppres cin B 

では、部分純化サプレッサー画分に認められる 3種の生理活性、すなわちフ

ァイトアレキシン蓄積阻害効果、 ATPase活性限害効果、感染促進効果のいず

れもが認められたが、他方のSupprescinAにはファイトアレキシン蓄積阻害効

果のみが認めれた。しかし、 Supprescin Aはエリシターが共存した場合には

ATPase活性を阻害することがinvitro(奥田 1992)および、insituの実験で観察さ

れ、エリシターの作用を相殺する効果を有していることが強く示唆された。

Supprescin Bおよびそのペプチド部分である SSGDETには、ファイトアレキ
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シン蓄積抑制活性および感染促進活性が認められたことは、 Supprescin Bのペ

プチド部分がサプレッサーの活性を担っていることを示している。本結果は、

pronaseなどの処理によってサプレツサー活性が消失するという Oku et al. 

(1980)の報告を裏付けている。一方、 Suppresein Aおよびそのペプチド部分で

ある SSG、さらに GDEやDETではファイトアレキシン蓄積抑制活性のみが認

められ、顕著な感染促進効果が認められなかったことは、両Supprescinに共通

した作用点以外にも SupprescinBが作用する独自の作用点が存在することを示

唆している。菌の感染の阻害要因には、パピラ形成など宿主細胞壁の変化な

どの物理的な障壁、そして、ファイトアレキシンに代表される化学的な障壁

がある (Oku 1991)。エンドウのファイトアレキシンであるピサチンは、感染

阻害効果を有している (Shiraishiet al. 1978a， Oku et al. 1986)が、その蓄積は、

エリシター処理後6--9 時間、菌接種では 12~---15 時間以降に顕在化する

(Shiraishi et a1. 1978a， Yamada et a1. 1989， Nasu et a1. 1992)ため、菌の感染

の初期においては、感染阻害を起こすほどの顕著なピサチン蓄積は起こらな

いものと推定できる。したがって、ファイトアレキシンは、感染後期の侵入

菌糸の成育ないし伸展を抑制する(久能 1990)が、感染初期の菌の侵入行動に

対しては他の要因が関与するものと予想される。この点について、少なくと

もエンドウ.褐紋病菌の系では、エリシターによって誘起きれる感染阻害因子

(Yamamoto et a1. 1986)やエンドウ組織中の内性サプレッサー(Nasu et al. 

1992)の存在が明らかにされており、感染の初期過程においてこれら宿主側の

因子が関与している可能性も示唆される。また、サプレッサーは、植物の抵

抗反応の lっと考えられるキチナーゼや s-1，3・グルカナーゼの活性化を抑制

することが示されている (Yoshiokia et al. 1992b)o Supprescin Bおよび

SSGDETで感染促進効果が認められたことは、それらがファイトアレキシン

蓄積抑制以外にも、感染阻害因子・内生サプレッサー・キチナーゼ・ s-1， 3・

グルカナーゼなどの一連の抵抗反応(あるいは抵抗性の全て)を打破しているこ

とを示唆している。
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第3章 エンドウ褐絞病菌サプレッサーおよびそのペプチド断片

の生理活性 -in vitro assay-

構造を決定した(第 1章)2種類のサプレッサーは、共に、褐紋病菌エリシタ

ーによって誘導されるエンドウのファイトアレキシン蓄積を抑制した。しか

しながら、 Supprescin Bは単独でエンドウ原形質膜ATPase活性を阻害するが、

Supprescin A単独では阻害しないことがinsituの実験で示された。 2種類のサ

プレッサーは、各々 GalNAc-Seト Ser-Gly， Gal-GalN Ac-Ser-Ser-G ly-As p-Glu-

Thrという構造を有する糖ペプチドであり、 SuppnescinBはSupprescinAの構造

にGalとAsp-Glu-Thrとを付加した構造であり、両者の構造の差がATPase活性

に対する阻害効果の違いを示していることが容易!に推定された。

そこで、本章では、原形質膜ATPase活性の阻害効果を担う Supprescinの構

造および阻害機構を明らかにするために、精製した 2種類のサプレッサーに

加え、化学合成したサプレッサーのペプチド部分およびその断片などについ

て、エンドウ原形質膜ATPase活性に対する効果をin vitroで調べた。さらに、

酸性ホスファターゼ活性や動物由来プロテインキナーゼC活性に対する影

についても調べることとした。

第1節 実験材料および方法

第 1項 供試試料

本章で用いた試料の一覧は前章のTable2-1に示した。精製した 2種類のエン

ドウ褐紋病菌サプレッサー (SupprescinA and B) と11種類の合成ペプチドに

ついて実験を行った。

なお、 Supprescinsを構成する 2種の糖および 5種類のアミノ酸は、それぞ

れ単独あるいは混合した場合においても原形質膜ATPase活性に対して顕著な

影響は認められなかった。

第2項 エンドウ原形質膜画分の調製

エンドウの上座軸より、水性二相分配法にて、 "right-sideout"の原形質膜画

分を調製した(吉田&上村 1987，Yoshida et al'. 1986) 。以下に実験操作の
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Etiolated pea epicotyls 

トAnaqueous two-polymer p~"ase partitioning 

Plasma membrane fraction 

Sonicated in the presence ()f 0.5% Tritoll X-100 

的vitroA TPase assay 

0.5μg/25μ1 Pea PM fraction~r 
80mM Tris-Mes(pH6.5) 
0.2圃 3mM Mg圃 AT
~ suppressor or peptide 

~ 250C， 15min 
<molybdenum blue> 

* 

ーchi 11 on ice water 
回 add50μI of molybdenum reagents 
-incubate at 250C for 30min 
-measure 00820 

Fig.3-1. Assay of ATPase activity. 

Insensitive to N3-， N03-， but sensitive to V043・.
0.42% Ammonium moIybdeum/lN H2S04. 
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詳細を述べる。

( 1 )バッファ一類の調製

Buffur A 0.25M sucrose 

75mM MOPS/KOH (pH7.6) 

5mM EGT A[Ethylenglycol bis(2・aminoethyl ether) te甘aaceticacid] 

5mM EDTA[Ethylenediaminetetraa.cetic acid] 

10mM KF[Potassium fluoride] 

2mM PMSF[Phenylmethanesulfonyl fluoride] 

4mM SHAM[Salicylhydrooxamix acid] 

1. 5% (w /v) PVP[Polyvinylpyrrolidone(r..r1W=24，000)] 

10μg/ml BHT[Butylated hydroxytoluene] 

0.5%(w/v) BSA[Bovine searum albumin; Fr.V(fatty acid free)] 

2.5mM K2S20s[Potassium metabisulfite] 

Buffer B 10mM 

O.25M 

Buff皇r..C 0.25M 

75mM 

1mM 

10mM 

0.2mM 

10μg/ml 

1mM 

Potassium phosphate buffer(pH7. 8) 

sucrose 

sucrose 

MOPS/KOH (pH7.6) 

EDT A[Ethylenediaminetetraacetic acid] 

KCl[Potassium chloride] 

PMS F [Phen y lmethanes ulfony 1 fl uoride] 

BHT[Butylated hydroxytoluene] 

DTT[Dithiothreitol] 

Buffer D l 43%(w/w) sucrose in buffer C 

Buffer D ~ 32%(w/w) sucrose in bufferC 

Buffer E 0.25mM sucrose 

5mM MOPS/KOH(pH7.6) 

水件二相分配buffer 2.8g PEG[Polyethylene glycol; Av.Wol.Wt.3，350; Sigma P-3640] 

2.8g Dextran T500[Pharmacia] 

14.6ml 100mM NaCl in buffer C 

18. 7 ml buffer C 
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( 2 )エンドウ上座軸の準備

エンドウ品種ミ ドリ ウスイ (Pisum sativum L. cv. Midoriusui)種子を、室温

にて 1晩、水道流水中に 浸し膨潤 させた後、パーミキュライ トへ播種した。

播種後、暗所・ 20--22¥::の恒温室で 6--1 0日間生育させた芽生えの上座軸

を刈り取り、秤量後、試料とした。

以降の作業はすべて 4¥::の低温室内にて実施した。

( 3 )粗ミクロソーム画分の調製

.試料を重量比 lのbufferAに浸潰し、 4¥::で 1時間静置 した 0

.乳鉢にて試料を入念に磨砕した。

ー磨砕した試料をガーゼで漉し、ろ液を遠沈管に移した 0

.遠心分離[8000-12000xg，15min， 4¥::]した。

ー遠心上清をさらに超遠心[156000xg，20min， 4 ¥::]に掛けた 0

.沈澱(粗ミクロソーム画分)を回収した。

( 4 )水性二相分配法による原形質膜粗画分の調製

ー粗ミクロソーム画分をbufferBに再懸濁し、テフロンホモジナイザ ーで分

散させた。

-電子レンジにて加熱・脱気したのちに冷却した 5倍 量 の水性二相分配

bufferへ粗ミクロソーム画分懸濁液を添加し、 30回程度、転倒混和した 0

・遠心分離[500-1000X g， 4min， 0 ¥::]した。

ー上層部を回収し、等量のbufferCにて希釈して、水性二相分配を繰り返し

た。

-上層部を回収し、さらに超遠心[156000Xg，20min， 4¥::]に掛けた o

-沈澱(原形質膜粗画分)を回収した。

( 5 )ショ糖密度勾配遠心分離法による原形質膜画分の調製

-原形質膜粗画分をbufferCに再懸濁し、テフロンホモジナイザ ーで分散さ

せた。

-下層部にbufferD 1、上層部にbufferD2を重層した遠心管へ、原形質膜

粗画分懸濁液を穏やかに重層した。

・超遠心分離[156000Xg，1.5h， 0¥::]を行なった。
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-buffer D 1、D2の界面付近に集積した膜画分をシリンジで回収した。

ー回収液をbufferEで希釈し、超遠心分離[156000X g， 20min， ot]を行な

った。

.上清を捨て、沈澱を適当量のbufferEに懸濁し、テフロンホモジナイザー

で分散させた。

.試料の蛋白濃度をウシ血清アルブミン (BS.A)を標準試料としてLowry法

(Lowry et al. 1951) で求めた。

.適当量ごとに分注し、使用時まで、・80tにて保存した。

第3項 ATPase活性の測定

エンドウの上座軸より調製した原形質膜画分を用い、Perlin & Spanswick 

(1981 )の方法に従って、原形質膜ATPase活性を調べた。本ATPase活性は、オ

ルトパナジン酸感受性かっ硝酸イオンおよびアザイド非感受性のP-ty pe 

ATPase活性であることを確認している O 操作手)IIJ~ を Fig.3-1 に示す。

原形質膜画分は、実験に先立って、界面活性剤 Triton X -1 00(0.5 %)存在下

で、氷上にて超音波処理(HITACHI社製 INSONATOR model 200M; 40W; 

5min)を施した。これを 100mM Tris・Mes(pH6.5)にて 150倍に希釈したものを

酵素液とした。この処理により ATPase活'性は約 2倍程度に増高した。

5倍濃度の供試試料(サプレッサーないしはペプチド)水溶液あるいは蒸留水

5~1へ、 2.5mM ATPおよび2.5mMMgS04を含む 100mMTris-Mes(pH6.5)溶液

10μ1、さらに、 0.5μg蛋白(BSAequiv.)fl0μ1 100mM Tris-Mes(pH6.5)酵素液

10μlを添加したものを反応液とした。反応液は、氷上に静置した96穴マイク

ロタイタープレートに準備し、混和後、速やかに25tの水浴へ移し、 15分間

反応させた。反応後、氷冷したモリブデン試薬[0.42% モリプデン酸アンモニ

ウム- 1N硫酸溶液]を 2倍量添加することにより酵素反応を停止させ、さら

に、酵素反応によって生じた無機リン酸とモリブデンの反応をお℃にて30分

間行なって、 820nmの吸光を計測し、反応液中の無機リン酸濃度を定量した。

反応前後の無機リン酸量の差から無機リン酸生成量を算出してATPase活性と

した。 l処理区あたり 3反復を実施した。

第4項 ATPase活性のカイネティクス解析

ATPase活性の阻害様式を解析するために、基質濃度を変えて実験した。す

なわち、前項の反応液のATPおよびMgS04の終濃度を3mM--0.19mMの範囲の
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5濃度について、 l処理区あたり 2ないし 3反復を実施した。

カイネテイクス解析のデータ処理手順をFig.3-2に示し、以下にその詳細を

述べる。

( 1 ) ATPase活性の測定

供試試料 l種あたり、試料 3--4濃度×基質 5濃度 X2--3反復 を実験し

て、各々の処理区の比活性(単位 :μmolPi/h/ mg protein， BSA equiv.) を

算出した(例、 Fig.3-3(a)) 。

( 2 )両逆数プロットによる阻害様式の推定

横軸に基質濃度の逆数を、縦軸に比活性の逆数をプロットし、供試試料の

濃度ごとに最小自乗法にて近似直線をヲ|いた(例、 Fig.3-3(b)) 。このとき、

各直線の X切片およびY切片の位置関係から阻害様式を推定することができ

る。すなわち、 Y切片で交点を結ぶと「措抗阻害;CompetitiveJ、X切片で交

点を結ぶと「非措抗阻害 NoncompetitiveJ、平行線を描くと「反(不) 措抗

阻害;U ncompetitiveJ と推定できる(参考書:大西 1987)。

(3) Michaelis定数(Km)および最大比活性(Vmax)の算出

カイネティクスの解析は、以下に示すMichaelis -Men tenの式を基本として実

施した。

V 

Vmax Is' [S] 

Km&W + [S] 

v:比活性 [S]:基質濃度
Km

a
九見かけ上のミハエレス定数，

V max app. 見かけ上の最大比活性，

Taylor展開を併用した最小自乗法 (Sakoda& Hiromi 1976) により、供試試

料の濃度ごとに見かけ上のKmおよびVmaxを算出した(解析プログラム;

Fig. 3-4) 。

( 4 )阻害定数の算出

供試試料非添加実験区すなわち水処理区について計算されたKmおよび

Vmaxを使って、以下の式に基づいて括抗阻害定数Kiおよび反措抗組害定数

Kj'を算出した。
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Fig.3圃 2. Scheme of kenetic analysis. 
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Km/[S] • VS. V max/V 

Fig.3・3.

Km/[5] 
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CLS 

PR工NT ，，* * * K m & V max の計算 * * *" 
D工M W$ (50) :PRINT 

工NPUT "タイトル?"，ws
工NPUT "データ数?"，N
DIM S (N) ， V (N) 

A1=0:A2=0:A3=0:A4=0:A5=0 

PR工NT "基質濃度 [S]，比活性Vの入力": PR工NT
FOR工=1 TO N 

PR工NTUSING "da七a-非券帯 ";工:INPUT " [S]， V" ， S (工)， V (工)
A1=A1+S(工)

NEXT 工

J=O 

PR工NT

A2=A2+V(工)

A3=A3+S(工) 2̂ 
A4=A4+S(工)大V(工)

A5=A5+S(工)大S(工)*V (工)

LPR工NT :LPR工NTW$ 

LPR工NT "一一一観測値一一一"
LPR工NT "[S]"，"V" 
LPR工NT "ーーー一一ー一一一ーーーーーーー"

FOR 工=1 TO N 

LPRINT US工NG "非非.非非非#
NEXT I 

LPRINT "一一一ーーー一ーーーーーーーーー"

非4Ht.非非"iS (工)， V (工)

K=(A1大A5-A3大A4)/(A3大A2-A1肯A.4)

M=(A5大A2-A4̂ 2)/(A3女A2-A1女A4)

C1=0:C2=0:C3=0:C4=0:C5=0:C6=0 

FOR I=l TO N 

NEXT 工

F1=ー(M大S(工)) / (K+S (工)) / (K+S (工)) 

F2=S(工)/(K+S(工)) 

F3=V(工)-M*S (工)/ (K+S (工)) 

C1=C1+F1̂ 2 
C2=C2+F2̂ 2 

C3=C3+F1*F2 
C4=C4+F1大F3

C5=C5+F2女F3

C6=C6+F3̂ 2 

Zl=C1大C2-C3̂ 2

Z2=C4*C2-C5女C3

Z3=C5*C1-C4大C3

B1=Z2/Z1 B2=Z3/Z1 
D1=SQR(C6大C2/(N-1)/Zl) D2=SQR(C6大C1/(N-1)/Zl)

工F ABS (B1/K) <.000001 AND ABS (B1/Ml) <.000001 THEN GOTO 520 

K=K+B1 M=M+B2 

J=J+1 

IF J>50 THEN GOTO 510 

GOTO 290 

LPR工NT "工MPOSS工BLE"

LPR工NT

LPR工NTUS工NG "計算回数41:41:41: * *本 ***"iJ+1
LPRINT US工NG" Km 非非41:.非#非土券#券.非4I:4I:"iK，D1

LPR工NTUS工NG" Vmax 41:非券.41:井弁 士 #券41:.41:41:弁"i M， D2 

LPR工NT ，，* * * * * * * * * * * * * * " 
END 

Fig.3-4. N88BASIC program of kinetic analysis to calculate 
the apparent values of Km and V ma.x 
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Vma.x 1 1 Km 
= ( 1+一一ァ[月)+ ( 1+一一[1])一一-v Ki' L-'" ~Ci [S] 

v:比活性，

Ki:括抗阻害定数 Ki':反措抗阻害定数，

[1] :阻害物質濃度 [S]:基質濃度

Kmf[S]および各処理区のVmaxfvを求めてプロットし、供試試料の濃度ごとに

最小自乗法で近似直線を求め (Fig.3・3(c)) 、さらに、供試試料濃度[1 ]に対

してFig. 3 -3 (c)における近似式の Y切片(a )および傾き(b )をプロットする

(Pig.3-3(d)) 。この時、[1 ]: bプロットの直線の傾きの逆数および[1 ]: aプ

ロットの傾きの逆数が、各々 Ki、Ki'を与える。

第5項 酸性ホスファターゼ活性の測定

ATPase活'性の測定の反応条件に準じて酸性条件下で実験した (Fig.3・5) 。

但し、エンドウ原形質膜画分は 1反応あたり 1μg(BSA equiv.)とし、基質は

5mM pNPP[p-nitrophenyl phosphate] (Bethesda Res. Lab.より購入)とした。

25tにて 15分間反応させた後、等容量の lN KOHを添加して反応を停止させ、

直ちに、 405nmの吸光を計測し、 PN P [ p-n i tro p h e n 01]濃度の定量し、ホスフア

ターゼ活性を求めた。

ま た、同様の実 験 を ジ ャガイモ由来酸性ホスファターゼ (Boehringer

Mannheimより購入)についても実施した。

第6項 プロテインキナーゼ活性の測定

ラット脳由来リン脂質依存性プロテインキナーゼ (BoehringerMannheimよ

り購入)を酵素液として、 Kitano et al. (1986)の方法を改変して実施した。

Fig.3・6に操作手}I頂を示し、以下にその詳細を述べる。

ATP以外の化合物を混合し、 ATP添加に先立って30tにて5分間保温した。

その後、 ATP溶液を添加し、 30tにて 10分間反応させ、等容量のATP-BSA混

液と 2倍量の40%TCA[Trichloroacetic Acid]を添加して、反応を停止した。氷

温にて 10分間静置し、遠心分離を行って、蛋白を沈澱させた。上清を捨て、

得られた蛋白沈澱を20% TCAで軽く洗浄した。再び遠心分離を行い、上清を

捨て、沈澱部の放射活性を液体シンチレーションカウンターにて計測した。

酵素非添加実験区の放射活性をパックグラウンドとして補正し、供試試料非

添加実験区すなわち水処理区の放射活性の補正値を 100%として、各実験区の
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n aqueous two-polymer phase partitionin 
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onicated in the presence ，of 0.5% Tritoi1 X圃 1

的vitroPhosphatase assay一一(25μI1reaction)

μg(8SA equiv)ドeaPM fraction* 
OmM Tris圃 Mes(pH6.!5)

3mM MgS04 
M p-nitrophenyl plhosphate 
+ suppressor or pel!tide 

寸250C，15min 

圃 chillon ice water 
圃 add25μI of 1 N KOH 
-measure 00405 

Fig.3圃 5. Assay of phosphatase activity. 

古)Acid phosphatase from potato(0.1μg dry wt. Boerhinger #108219) was used 
for the positive control. 
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寸雨Iml
40μM 
O.5mM 
10mM 
10μg 
2.5μU 
25mM 

+ 

phosphatidyI serine 
OAG 
CaCl2 
MgCI2 
Histone III-S [Sigma #H・S505]

(40μ1 / reaction)ー ー

Protein kinase C [from rat brain; Boehringer #1459-651] 
Tris-HCI(pH7.5) 
inhibitor 

一 ↓いいpr陀除除削帥…e.か凶刊-寸占-i占ir

9.5μM cold ATP 
(+10μ1 / reaction)一

5ドCi(20nM) [y_32P]ATP (5000Ci/mmoI) 

incubation at 300C for 10miin 

add 50μ101 ATP圃 BSAmix 
2mM cold ATP / 2，OOOppm BSA(fr.V) / 25mM Tris-HCI(pH7.5) 

add 100μI of 400/0 TC 

on ice for 10min 
centrifuge for 10min 
discard the supernatan 
rinse the pellet with 200/0 rC:A 
centrifuge for 10min 
discard the supernatant 

measure the radioactivity 

Fig.3・6. Assay of protein kinase C activity. 

otal volume of the reaction mixture was 50μl. 
Inhibitor: 340， 68， 13.6μg/ml(w/v) of Supprescin B. 

500，100，20・;，g/ml(w/v)of Supprescin A or peptide. 
5， 1， O.2mM of GGG peptide. 
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プロテインキナーゼ活性を評価した。

第2節 A T P ase活性に及ぼす効果

第1項 A T P ase活性の阻害効果

反応、液に添加した試料濃度とその時のATPase活性との関係をFig.3・7に示し

た。横軸に反応液に添加した試料の濃度を対数表示し、その時に計測された

ATPase活'性を縦軸にプロットした。 ATPase活性は、水処理区、すなわちサプ

レッサーやペプチド試料を添加していない対照区で観察された活性に対する

相対値として表示した。

実験を行った範囲では、 Supprescin Bによる阻害効果が最も顕著であり、

O.5mMでおよそ50%の活性阻害が観察されたが、 Supprescin Aは2mMの高濃

度で処理した場合においても ATPase活性に影響しなかった。一方、合成ペプ

チドによる阻害効果は、 SupprescinBほどは顕著でなかったが、実験を行なっ

た範囲では、 SupprescinBのペプチド部分である SSGDETによる組害効果

が最も高かった。

なお、 3種のペプチド SG，GD， GGG 、および、SupprescinBを構成する

5種のアミノ酸を単独ないし混合で処理した場合、 ATPase活性に対する影

は認められなかった。このことより、他のペプチドで観察された ATPase活性

但害は、アミノ酸配列に依存した効果であるものと考えられる。

第2項 A T P ase活牲に対する SupprescinAの効果

Supprescin Aは、実験を行った濃度範囲では、 2mMの高濃度で処理した場

合でも ATPase活性の阻害効果が認められなかった(Fig.3・7)。しかし、興味深

いことにSupprescinB と混合処理すると、 SupprescinBによる ATPase阻害効

果を低減することが判明した(Fig.3-8)。このことは、 Supprescin AがATPase

分子内のSupprescinBの作用(結合)部位に対して競合することを示唆している。

第 3項 A T P ase活性阻害様式の解析

ATPase活性阻害が認められたSupprescin Bおよび 8種の合成ペプチドに関

して、その阻害様式の差異を明らかにするために、カイネティクス解析を実

施した。
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得られた結果をLineweaver-Burkプロッ ト、いわ ゆる両逆数プロットとして

Fig.3・9(a)--(c)に示 した。 9種の試料は、推定 される 阻害様式の違いから 3群

に分類できた。すなわち、 (a)措抗型阻害 と推定さ れる SSG， SSGDET， 

SSGTED、(b)混合型阻害と推定されるTSGDET，SSGD， GDET、そ して、 (c)

非搭抗型阻害と推定される SupprescinB， DET， GDEの 3群に分類で きた。本

章第 l節第 4項で述べた手順に従って、阻害定数を算出した結果をTable 3・1

に示した。両逆数プロットによって混合型阻害と推定された 3種のペ プチド

はいずれも Ki<Ki'の傾向を示し、阻害定数から措抗と非措抗の混合型である

ことが判明した。

植物の原形質膜ATPaseは、基質であるATPの結合部位， プロトン輸送部位，

脱リン酸化反応の触媒部位の 3つの活性部位が協調的に作動して、プロト ン

ポンプとしての機能を発揮しているものと考えられている。本実験で観察 さ

れたATPaseに対する措抗型阻害はATP結合部位への作用に因るものと 考 えら

れる。措抗型阻害を示したペプチドにはSer-Ser-Glyのアミノ酸配列が共 通し

て見い出されるので、この配列がATPase分子中のATP結合部位へ作用してい

るものと推定した。 一方、非措抗型阻害を示したペプチドにはAsp-Gluという

酸性アミノ酸配列が認められた。

第3節 酸性ホスファターゼ活性に友ぽす効果

前述のように、 ATPaseはホスファターゼとしての活性を備えた酵素である 。

本酵素活性に対して括抗的な作用は基質であるA.TPの結合部位の奪い合いと

予想されるが、一方、 ATPase活'性に対して非措抗的な阻害作用は、 ATPase分

子内のホスファターゼドメインの阻害に起因するものと予想した。そこで、

ATPase活性測定に供したサプレッサーおよびペプチドに関して、ホスファタ

ーゼ活性に対する阻害効果を調べた。先のATPase活'性測定に用いたエンドウ

原形質膜画分の他に、市販のジャガイモ由来酸性ホスファターゼについても、

ATPase活'性測定と同様の反応条件(反応液pH、温度など)で調べた。

結果をFig.3-10に示した。供試試料のうちATPase活性に対して非措抗阻害

を示すSupprescin B 、DETおよびGDEと、混合型阻害を示すペプチド中SSGD

およびGDETが、原形質膜ホスフアターゼ活性を阻害する結果を得た (Fig.3-

10(a))。またこれと同様の結果が、ジャガイモ酸性ホスファターゼに関しでも

得られた(Fig.シ10(b))。実験を行った範囲では、これら 5種類以外のペプチ
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Table 3・1. Summary of kinetic data for inllibition of 

A1'Pase activity 

.圃圃圃圃固

Inhibition 

Competitive 

Competitive 

& 

non-competitive 

Non帽 competitive

(No inhibition) 

a) Competitive 

Compound 

SSGDET 

SSG 

SSGTED 

TSGDET 

SSGD 

GDET 

Supprescin B 

DET 

GDE 

Supprescin A 
SG 

GD 

GGG 

b) U n -c 0 ITI P e t i t i ve i n h i b i t 0 r c 0 n s t a n tω 

Ki (mMt' Ki' (mM)b) 

1.6 00 

4.6 C心

8.5 0<コ

3.0 6.0 

4.0 21 .1 

4.7 17.0 

1.0 0.9 

3.9 5.1 

4.5 6.5 

Average Km and "Ymax values for lthe pen plas!na nl~rnbrane 

ATPase activity in the absence of inhibitors ，vere 0.32 (mrv1) and 7.2 
(~mol Pi ・h・1・mgprotein-¥ BSA equiv.)， resr ective!y. 
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ドについては、 SupprescinAと同様に阻害効果が認められなかった。

以上の結果より、 Supprescin Bのペプチドに存する酸性アミノ酸配列Asp-

GluはATPaseのホスファターゼ活性部位へ作用していることが強く示唆され

第4節 プロテインキナーゼ活性に及ぼす効果

本章第 2節において、 Supprescinのペプチド部分のうち Ser-Ser-Glyが

ATPaseのATP結合部位へ作用していることが示唆された。そこで、 ATPaseJ;A 

外のATP関連酵素を用いて検証を試みた。実験では、 ATP関連酵素のうちで細

胞内のシグナル伝達系において重要な役割を果たしていると考えられる

(Shiraishi et al. 1990)プロテインキナーゼをモデル酵素として選んだ。

実験に用いたプロテインキナーゼ(PKC)の活性の性状をFig.3・11に示した。

本実験の条件下では、活性の発現にホスフアチジルセリンを必要とし、ジア

シルグリセロール類似体であるOAGおよびカルシウムイオンには依存してい

なかった。この結果は、 Huanget al. (1986)と同じ結果であり、本実験条件が

妥当であることを示している。また、 PKCに特異的な阻害ペプチド [Mailnow

et al. 1989; Boehringer Mannheim Biochem. Cat.No. 1443 976]は、 0.1μMに

おいても本PKC活性を阻害した。

サプレッサーおよび合成ペプチドについて行なった実験の結果をFig.3-12に

示した (TSGDETおよびGDEについては実験を行なっていない) 0 SSGTED 

とGGGを除く 5種類のペプチドおよびSuppresciln Bは処理濃度に依存した

PKC活性阻害が観察された。これとは逆に、 Su ppres cin AはPKC活性を濃度

に依存して増高させた。 Supprescin Aのペプチド鎖である SSGはPKC活性を

阻害するにも拘わらず、元の糖ペプチドは逆に本酵素の活性を増高させたこ

とから、糖鎖の有無でPKC分子への結合部位が異なることが推測された。ま

た同様に、 SupprescinBについても、元の糖ペプチドがSSGDETに比べて阻害

が弱かったことからも糖鎖に起因した結合部位の差異があることを示唆して

いる。以上の結果より、 Supprescinのペプチド部分がPKC阻害に関与してい

るものと推定した。

菌エリシターが蛋白質のリン酸化を誘起していることが、ダイズ(Grabet a1. 

1989)やパセリ (Dietrich et a1. 1990)の培養細胞について報告され、さらに、

Conrath et al. (1991)はエリシターで誘導される Caイオンの取り込みと Kイオン
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の放出をプロテインキ ナー ゼの 阻害剤で あるK252aが阻害することを報告して

おり、植物の抵抗反応の起動 に は プロテイン キナ ー ゼが 深 く関与しているこ

とが示されている。 Shirais hi et a1. (1990)は、 K252aがビサ チン の蓄積を 抑 制

することを報告し、エンドウ細胞においてエリシタ ー認識からピサ チン蓄 積

に至る過程でプロテインキナーゼが関与することを 示 唆している が、

Supprescin BがPKC活性を抑制するという結果との関連で興味深い課題 を提

起している。褐紋病菌サプレッサーの原形質膜ATPase活性に対する効果と プ

ロテインキナーゼ活性に及ぼす効果との連関については今後の謀題である 。

第5節 まとめ

ATPase'ま、細胞内において多くの基礎的な役割を担っている"masterenzyme"とし

て知られている(Serrano1989) 0 P-type A TPaseの阻害剤であるオルトパナジン酸

(Briskin 1990)は、アズキ(Hattori& Ohta 1989)、ピーナッツ(Steffenset al. 1989)、そし

てペチュニア(Hagend∞rnet al. 1991)などの懸濁培養細胞に対してはエリシタ ー とし

て作用することが報告されている。しかしながら、エンドウ組織では、オルトパナ

ジン酸が、エリシターによって誘導されるPALやCIlSの遺伝子の転写およびピサチ

ンの蓄積を抑制することが報告されている(Yoshioka et al. 1990， 1992a)。さらに、

PAL遺伝子のプロモーター領域とレポーター遺伝子からなる"キメラ"遺伝子 をエ ン

ドウのプロトプラストに導入し、レポーター遺伝子の発現を調べたtransientassayで

も、オルトパナジン酸はこの遺伝子の発現を抑制する(Yam必aet al. 1992)。同様の結

果が、褐紋病菌サプレッサーについても報告されている(Yoshiokaet al. 1990， 1992a， 

Yam泌a et al. 1992)。これらの知見は、サプレッサーの第一次作用点が原形質膜

ATPaseであることを強く示唆している。

本章では、 Supprescinのペプチド部分がinvitroでATPase活'性を抑制することを明ら

かにした。また、 SupprescinBのペプチド部分は、エリシターで誘導されるファイト

アレキシンの蓄積を阻害することは第 2章で述べた。さらに、 Okuet al. (1980)は褐紋

病菌サプレッサーをpronaseで処理してペプチド部分を加水分解するとサプレツサー

の活性が失われることを報告している。これらの結果は、糖ペプチドであるサプレ

ツサーのペプチド部分がサプレッサーとしての生理活性に必須であることを示して

いる。 Supprescinのペプチド部分は αーヘリックスの構造をとっているが、このペプ

チド部分だけではその構造がみられないことから、サプレッサーの糖鎖部分はペプ

チド鎖の立体構造に影響を与えているものと考えられる(Shirasihiet aI. 1992， Saitoh et 
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a1. in preparation)。

界面活性剤存在下で超音波処理したエンドウ原形質膜画分のA1Pase活性を阻害 し

たことは、 SupprescinBやそのペプチドが本酵素の直接阻害 していることを示 してい

る。さらに、本章での実験結果から、 6残基からなるSupprescinBのペプチド部分に

は少なくとも 2つの活性部位が存在することが明らかとなった。すなわち、 i)"Ser-

Ser-Gly"配列はA1Pぉe活性を措抗的に阻害することから、 A1P結合部位へ作用してい

る、話)"Asp-Glu"配列はA1Pase活性を非措抗的に阻害し、非措抗的な阻害が認められ

たペプチドの多くはAτPase活性のみならず酸性ホスファターゼ活性を阻害したこと

から、ホスファターゼ部位へ作用していることが示唆された。ウサギ骨格筋由来の

ホスホプロテインホスファターゼ・インヒピターの活性部位にも酸性アミノ酸が多く

みられる(Aitken& Cohen 1982)こととも関連しているかもしれない。

H¥A1Pase分子内のA1P結合部位は、 4つのモチーフ(Lys-Gly-Ala-Pro，Asp-Pro-Pro-

Arg，百lr-Gly-Asp，Gly-Asp-Gly-X-Asn-Asp-Ala-Pro-Ala/Ser-Lue-Lys)がポケットを形成

して、 A1Pを捕捉するとされている(Serrano1989)。一方、プロテインキナーゼC分

子のA1P結合部位は、 "Gly-X-Gly-X-X-Gly-Xn-Lys"といわれており (Hunter& Cooper 

1985)、A1PaseのA1P結合部位とは異なっているために、 A1Pase活性と PKC活性に対

するサプレッサーおよびそのペプチドの阻害効果に違いがみられたものと思われる。

Supprescin AとBとは、 A1Pase活性に対しては競合的な効果を示したが、ファイト

アレキシンの蓄積に対しては相加的に作用する(Shiraishiet al. 1992)ことから、エンド

ウ細胞には複数の異なるサプレッサーの作用点が存在するものと推察した。事実、

Supprescin AとBとを含む粗サプレッサー画分を用いた実験では、ピサチンの生合成

に関わる酵素活性を阻害すること但rrama岱uet al. 1986)や、また、サプレッサーは、

原形質膜中のリン脂質代謝系にも影響を与えることも報告されている(Toyωa et al. 

1992)。原形質膜のATPase活性は酵素周辺の脂質環境によっても制御されている

(Kasamo & N ouchi 1987)ことを考え合わせるならば、サプレッサーはエンドウ原形質

膜ATPase活性を、直接(Kaω etal.1993)のみならず間接的σoyωaetal. 1992)にも阻害

している可能性は残っているであろう。
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第 4章 褐紋病菌サプレッサーの糖鎖の機能について

前章までで、褐紋病菌サプレッサーのペプチド部分のみでサプレッサー活

性が認められたことを述べた。しかしながら、ペプチド部分のみで認められ

たサプレッサー活性は、もとのサプレッサーに比べて弱いことが判明した。

これは、糖ペプチドであるサプレッサーの特異な立体構造、すなわち、 αヘ

リックス型のペプチド鎖と V字型に折れ曲がった立体配座が、サプレッサー

の活性にとって重要な意味を持っていることを示唆している。そこで、サプ

レッサ一分子における糖部分は、単に分子構造の保持に寄与しているだけな

のか、あるいはサプレッサーの標的分子への結合に関して何らかの作用を担

っているのかを明らかにするために、サプレッサーを構成する糖ないしアミ

ノ糖の生理活性について調べることとした。

第 1節 実験方法

第 1項 エンドウ原形質膜ATPase活性に対する効果

エンドウ原形質膜の調製方法と ATPase活性の測定方法については、第 3

で述べた方法に準拠した。

供試糖として、サプレッサーを構成するガラクトース (Gal)およびN-アセチ

ルガラクトサミン(GalNAc)のイ也に、ガラクトサミン(GalN)， N-アセチルグル

コサミン(GlcNAc)， N-アセチルマンノサミン(ManNAc)について、終濃度

O.2mMないし lmMとなるように反応液へ添加してATPase活'性に対する効果を

in vitroで調べた。また、 lmMS S G D E Tペプチドを同時に添加した処理区

についても同様の実験を行った。

第 2項 エンドウのファイトアレキシン蓄積に友ぽす効果

明所で生育させたエンドウ成葉を使って、第 2章で述べた方法に従って、

エンドウのファイトアレキシンであるビサチンの蓄積に及ぼす効果を調べた。

供試糖には、サプレッサーを構成するガラクトース (Gal)およびN-アセチル

ガラクトサミン(GalNAc)を用いた。
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第 3項 エンドウ褐紋病菌の感染に及ぼす効果

明所で生育させたエンドウ成葉へ種々の濃度の糖ないしアミノ糖を添加し

たエンドウ褐紋病菌胞子懸濁液を滴下し、第 2章で述べた方法に従って、エ

ンドウ褐紋病菌の感染に及ぼす糖類の効果を調べた。

供試糖として、サプレッサーを構成するガラクトース(Gal)およびN・アセチ

ルガラクトサミン(GalNAc)の他に、グルコース(Glc)およびN-アセチルグルコ

サミン(GlcNAc)について、終濃度 o---2. 5 % (w /v)の範囲で実施した。

第 2節 実験結果

第 1項 エンドウ原形質膜ATPase活性に対する効果

結果をFig.4-1に示した。実験を行った 5種類の糖ないしアミノ糖について

は、単独処理では顕著なATPase活性抑制の効果は認められなかった。また、

S upprescin Bのペプチド部分である SSGDETを添加すると約30%程度の

ATPase活性阻害が観察されたものの、その阻害効果に対する糖類の影響は認

められなかった。このことは、サプレッサーを構成するペプチドと糖とは単

に共存するだけではSupprescin B程の阻害効果はないことと同時に、ペプチド

によるATPase阻害作用を糖はキャンセルできないことを示している。

第 2項 エンドウのファイトアレキシン蓄積に及ぼす効果

GalないしGalNAcを終濃度で0.5%(およそ25mMに相当)処理した時のピサ

チン蓄積量を調べた結果をFig.4-2に示した O

まず、糖非添加区においては、菌エリシター処理(500μg/ml，glucose eq uiv.) 

によって顕著なピサチン蓄積がみられ、粗サプレッサー画分を同時に処理

(50μg/ml， BS A equiv.)すると 70%程度の蓄積抑制が観察された。

Gal添加区においては、水処理区・エリシター処理区とも糖非添加区に比べ

てピサチン蓄積が充進したことから、 Galはわずかではあるがエリシターとし

ての活性を有していることが示唆された。一方、サプレッサー・エリシタ一

区に処理した場合にはサプレッサーによるピサチン蓄積抑制効果は有意に低

下した。この結果は、 Galがサプレッサーの作用を打ち消す効果を持つことを

示唆している。

GalN Acを添加した場合、水処理区あるいはエリシター単独処理区における

ピサチン蓄積量との聞に有意な違いは見い出せなかったが、 一方、サプレツ
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サーによる阻害効果はGalNAcの共存下では 20%程度に低減したことから、

GalN Acもサプレッサーの作用部位に対して競合的に作用していることが推定

された。そこで、処理濃度を変えてGalNAcの効果を調べた結果、 Fig.4-2と同

様に単独ではピサチン蓄積に影響しないが、エリシターによるピサチン蓄積

をわずかに抑制した。さらに、サプレッサーによるピサチン蓄積の抑制効果

は、 GalNAcの処理濃度に依存して低減し、先の示唆を裏付ける結果が得られ

た(Fig.4-3)。

第 3項 エンドウ褐紋病菌の感染に及ぼす効果

結果をFig.4・4に示した。糖を添加していない水処理区において、褐紋病菌

は 70~80%程度の感染率を示した。 GalおよびCìlc については褐紋病菌の感染

に対して顕著な影響は認められなかったが、 GalNAcは処理濃度に依存して感

染率を顕著に低減する結果が得られ、同様の傾向がGlcNAcについても認めら

れた。これは、 GalNAcおよび、GlcNAcが褐紋病菌サプレッサーの作用点に対

して競合的に作用し、サプレッサーの感染誘導作用を低下させることに起因

するものと考えた。

第 3節 まとめ

サプレッサーを構成する糖ないしアミノ糖に関して検討を行った結果、

Gal，GalN Acとも原形質膜ATPase活性に対しては顕著な影響が認められなかっ

たもの、ファイトアレキシンの蓄積および褐紋病菌の感染に対して、何らか

の作用をしていることが明らかとなった。 Galは、ファイトアレキシン蓄積を

増高させる、いわゆるエリシターとしての作用に加え、サプレッサーに対す

る競合的な作用を有していたことから、 Supprescin B分子中のGal分子はエン

ドウ細胞における作用点への結合に関与していることが推定される。また、

Galはエリシター活性を示したことから、エリシターの標的分子へも作用する

可能性が示唆された。一方、 GalNAcは、サプレッサーによるファイトアレキ

シン蓄積抑制、および、褐紋病菌の感染を抑制したことから、褐紋病菌サプ

レッサーの標的分子への結合に深く関与している可能性が示唆された。同様

の結果が、 GlcNAcについても観察されたことから、これらアミノ糖のアセチ

ル基が重要な意味を持っているものと推定される。 GlcNAcの重合体であるキ

トサンがエンドウのファイトアレキシン蓄積を誘導するエリシターとしての
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活性を有している (Walker-Simmonset al. 1983)との知見もあり、サプレツサ

一分子が原形質膜ATPase以外に、エリシターの標的分子へも作用しているこ

とも考えられよう。今後、サプレッサ一分子中の糖鎖の役割についてさらに

詳細な研究が望まれる。
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第 5章 エンドウ原形質膜H+-ATPase

構造解析

cDNAのク口一ニングと

原形質膜ATPaseは、プロトンポンプとして機能し、膜を介したプロトンの

移送に伴う膜内外の電位勾配の形成(SP an s w ick 198 1 )や pHの調節(Smith & 

Raven 1979)、さらに、その他のイオンや栄養物の能動輸送(Poole 1978， 

Marre 1979， Marre et al. 1986)の役割を担っていることから、細胞の成長や恒

常性の維持に関して中心的な役割を果たす "masterenzyme" として知られて

いる (Ser・rano1988， 1989)。

1986年に出芽酵母Saccharomycescerevisiae(Serrano et al. 1986)や赤パンカ

ピNeurosporacrassa(Addison 1986， Harger et al. 1986)の原形質膜ATPase遺

伝子がクローニングされ、翌年には分裂酵母Sclrizosaccharomyces pombe 

(0 hislain et al. 1987)についても遺伝子が報告され、原形質膜ATPaseに関する

分子遺伝学的な解析が進んだ。一方、高等植物については、 Schaller & 

Sussman(1988a)がエンバクの原形質膜ATPaseの部分アミノ酸配列を報告し、

その後現在までに、シロイヌナズナ(Harper et al. 1989， 1990， Pardo & 

Ser・rano1989)、タノてコ (Boutryet al. 1989， Pere~ z et al. 1992)、トマト (Ewing

et al. 1990)、イネ(Wadaet al. 1993)などの原形質膜ATPase遺伝子が相次いで

明らかにされた。

高等植物のATPase遺伝子はゲノム中に少なくとも 3コピー存在するとされ

ており、各々の遺伝子のアミノ酸配列およびコード領域の塩基配列は高い相

向性を有しているものの、組織特異的な発現制御を受けていると報告されて

いる (Harperet al. 1990， Perez et al. 1992)0 ATPase遺伝子の発現のストレス

応答性に関しては、低浸透圧ストレスを与えるとダイズ根のATPase遺伝子発

現が増高することが報告されている (Surowy& Boyer 1991)が、病原菌あるい

はそれらのシグナル物質に対する応答に関してはあまり報告例が無い。

Yoshioka et al. (1990)は、エンドウ褐紋病菌由来エリシターおよびサプレッサ

ーを処理したエンドウ組織より調製した RNAについて、シロイヌナズナ

ATPase cDN A(Harper et al. 1989)をプロープとしたノーザン分析を実施し、

ATPase RNAの蓄積量の変化を経時的に調べたところ、 ATPaseRNA蓄積量は

常にほぼ一定であったと報告している。しかしながら、 Shiraishiet al. (1991a) 

は、エンドウ褐紋病菌サプレッサーを処理したエンドウ組織のATPase活性を
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経時的に調べたところ、サプレッサー処理後 6時間まではATPase活性が消失

していたが、処理後 9時間を経過すると活性が回復してくることを突き止め

た。このATPase活性の回復は、サプレッサーの;不活化とも考えられるが、褐

紋病菌胞子を接種した同様の実験においても同じ結果が得られたことより

(Shirasihi et al. 1991a)、サプレッサーに対する感受性の異なる ATPase分子種

へと更新された可能性が考えられた。この点を明らかにするとともに、サプ

レッサーと ATPase分子との相互作用を直接的に明らかにすることを目指して、

エンドウ原形質膜ATPase遺伝子のクローニングを行った。

第 1節 高等植物の原形質膜H+-ATPase遺伝子の情造

第 1項 原形質膜H¥ATPaseの構造

Mi to e t al. ( 1988 )はサプユニット構造を有する原形質膜ATPaseの存在を示唆

する結果を報告しているが、現在、広く認められている原形質膜ATPaseはペ

プチド部分の分子量が約100kDaの単一蛋白質であり (Serrano 1989)、糖鎖修

飾を受けていると考えられている (Ballou et al. 1991)。原形質膜ATPase遺伝

子から予測されたアミノ酸配列の解析の結果、 A.TPaseは分子内に 8--9つの

疎水性領域が見い出され、それらは膜貫通領域に相当すると考えられており

Serrano( 1989)はFig.5-1のような構造モデルを提唱している。 C末端について

は細胞質側(Davis& Hames 1989)にあるとする報告と細胞の外側(Antolovicet 

al. 1991)にあるとする報告がされている。 ATPaseは分子内に 3つの活性部位

すなわち、 ATPが結合して自己リン酸化を担う "kinase"ドメイン、イオンチャ

ンネルとして機能する "transduction"ドメイン、そして脱リン酸化を担う

"phosphatase"ドメインを有し、それぞれが協調的に作動することによりプロ

トンポンプとして機能していると考えられている (Serrano 1989)。各々の活性

部位を構成すると見られる 6つの領域は、 Table 5・1に示したアミノ酸配列を

有し、植物やカピのH¥ATPaseのみならず細菌のKにATPaseや動物のCa
2
+-およ

びNaソK¥ATPaseについても完全に保存されている (Serrano1989)。

原 形 質 膜ATPaseの阻害剤であるオルトパナジン酸に対する感受性の異なる

ATPase分子種が酵母の系で発見されている (Ballouet al. 1991， Ghislain et al. 

1987)。オルトバナジン酸に対する耐性は、修飾糖鎖の構造の違い(Ballou et 

al. 1991)あるいは活性部位のアミノ酸配列の点変異(G h i s 1 a i n e t al. 1 987)によ

るものである。さらに、 Palmgrenet al.(1990， 1991)はATPaseのC末端側の部
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分を切除すると ATPase活性が変化すると報告している。また、プロテインキ

ナーゼ に よ る リ ン酸 化に よ っ て 活 性 が 制 御 さ れ て い る と の 報 告 も ある

(Schaller & Sussman 1988b， Serrano 1989)。

Palmgren et al. (1991)は、原形質膜ATPaseの調節機構として、 i)動物のCa1+ー

ATPaseのようなa1ternative splicingによる複数の分子種の発現(Gunteski-

Hamblin et aL 1988， Strehler et al. 1989)、ii)ATPase酵素分子中のauto-

inhibitory domeinの欠失による活性化、 iii)プロテインキナーゼによるリン酸

化による活性調節、さらに、 iv)何らかのエフェクタ一分子との協調による機

能制御などが挙げられると報告している。前述の修飾糖鎖の変化も含め、原

形質膜ATPaseは多様な調節を受けて、 "masterenzyme"としての役割を担って

いるものと考えられる。

第 2項 高等植物の原形質膜HぺATPase遺伝子の比較

現在までに塩基配列の決定された4種の高等植物の原形質膜H¥ATPaseの一

覧をTable 5-2に示した。そのうち、シロイヌナズナ、タバコ、 トマトでは、

複数の遺伝子がクローニングされている。同じ植物種のATPase遺伝子では、

塩基配列で90%程度の相向性が認められ、異種植物聞においても、塩基配列

で71--90%、アミノ酸配列レベルで80--95 %程度の非常に高い相向性が見い

出されている。また、高等植物以外のH¥ATPase、KぺATPase、Ca1+-ATPase、

さらにNa+/K¥ATPaseとは、アミノ酸レベルでの--60%程度の比較的高い相向

性を有していることから、輸送するカチオンに違いがあっても、 一連の

ATPaseは進化的にみて同じ分子から派生したものであろうと考えられている

(Ser・rano1989)。

植物のゲノム中には少なくとも 3種類の原形質膜H+-ATPase遺伝子が存在し

(Pardo & Serrano 1989， Perez et al. 1992)、それらは組織特異的および分化時

期特異的な発現をしていることが明らかにされている (Harper et al. 1990， 

De Witt et al. 1991， Perez et al. 1992)。これらrnulti-gene familyを構成してい

ると考えられている原形質膜ATPaseが、酵素蛋白質レベルで異なる機能をし

ているのか、また、異なる調節を受けているのか否かは明らかにされていな

い。さらに、植物の原形質膜H七ATPase遺伝子は、アラピドプシスでは 15な

いし 17のエクソンに(Harperet al. 1990， Pardo c~ Serrano 1989)、また、タバ

コでは21のエクソン(Perezet al. 1992)に分断されてゲノム中にコードされて

いる事実は、 Palmgrenet al. (1991)が予測してるようなalternative s p licingによ
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る多彩なATPase分子種の生合成の可能性を示唆しているように思える。

第 2節 エンドウ原形質膜H七ATPasecDNAIのクローニング

第 1項 P C Rプライマーの設計と合成

シロイヌナズナ(Harperet aI. 1989， Pardo & S(~rrano 1989)、タバコ (Boutry

et aI. 1989)、 トマト (Ewinget aI. 1990)の原形質膜HぺATPase遺伝子の塩基配

列の比較から、 Fig.5-2に示す 4種のオリゴヌクレオチドをPCR用のプライマ

ーとして設計し、 Millipore社製BIOSERCH CYCLONE™にて合成した。プラ

イマー#1は第 l膜貫通領域に相当する部分の 19mer(JI頂鎖)、プライマー#

2は第 4膜貫通領域の直下流に相当する 17mer(順鎖)、プライマー #3は第

5膜貫通領域の直上流に相当する 18mer(相補鎖)、そして、プライマー #4

は第 9膜貫通領域の下流に相当する 18mer (相補鎖)であり、プライマー#1 ， 

# 2，# 4は一部 2種の塩基を導入したミックスプライマーとして合成した。

第 2項 P C R法によるエンドウ原形質膜HぺATPasecDNAの増幅

( 1 )鋳型となるエンドウ cDNAの調製

エンドウ品手重ミドリウスイ (Pisumsativum L. cv. Midoriusui)をパーミキユ

ライトに播種し、 25t暗黒下で 6日間育成させた後、その上座軸を液体窒素

中で磨砕し、グアニジンチオシアネート /CsCl法にて全RNAを調製し、さら

に、oligotex™ dT30(日本ロッシュ社製)を用いてPoly(AfRNAを得た(参考

渡辺&杉浦「クローニングとシーケンス J)。得られたPoly(AfRNAを鋳型

にAmersham社製cDNA合成キット (cDNA synthesis system plus TM)を用いて

cDNAを合成した。

( 2) P C R法によるATPasecDNAの増幅

エンドウcDNAを鋳型として、前項で述べたプライマーを用いて、 polymerase

chain reaction (PCR) 反応を以下の条件で実施した。

KCl 

(100μ1/反応)

350ng 

各100pmole

50mM 

反応液組成

cDNA 

ra 
p
u
 m

 

-
-
E
A
 

rA ny 
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ATPase N ET吋← 情 P1-El y:::..=:!7:-'~ ー主主包ムM二，ニニニーi~も二一一一三的t平4 与内ttT 一 一 亡ぬ ー :-:..~.包~7.1
-;rτ "，;...，.1':' τ" T '4 T 'Cr 

ATPase ORF 5' 

00 
、J

Arabidopsis( C) 
Arabidopsis(L) 

Tobacco 
Tomato 

GGTTATGGAAGCTGCAGCT 

GGTcATGGÞ~GCaGCTGCa 

GGTTATGGAAGCTGCTGCT 

GGTTATGGAGGCTGCTGCT 

ATGGCGGG.A.T.. 'IGGA7G T 

ATGGCTGGTλTGGi¥.TGT 

λTGGCTGG'l'ATGGλTGT 

A~GGCTGGcATGGATGT 

FiQ.. 5・M ・ ρ
 qu 

回:Tr ranεrεglons. 

I domains (see T 

CtCT， .. T-¥.TACGGATょG?Gt_rr

tcCA..λTAç;c つ~~TTG r:: G~_c

CAcr~λTÞ..CGGl'.':!.'TGTGÞ_T 

C1'.CAATACGGATTGAGAT 

GTGC'IτG士CCCCA1'~r c:A. 

':2 GTGCλrrG a.GCCCJ~_TT Gヒ

TGTGCATGGGCCCATTCA 

TG'l'CCATGTGCCCATTGA 



Tris' HCl(pH8. 3) 10mM 

MgC12 1.5mM 

gelatin 0.01 %(w/v) 

dATP/dCTP/dGTP/dTTP 各0.2mM

Amp1i-Taq DN A polymerase 5units 

反応条件

変性 95t、30秒

アニーリング 55t、1分

伸長 72t、2分

3 2サイクル

実験では、 3通りのプライマーの組み合わせについてPCRを実施した。反応

後の溶液の一部をアガロース電気泳動にかけ、増幅DNA断片を調べた結果を

Fig.5-3に示した。プライマー #2と#4の組み合わせにおいてのみ増幅断片

が得られており、泳動距離からその増幅断片の長さは 1.7kbpと計算され、他

の植物ATPaseの場合とよく一致するサイズであった。

第 3項 P C R増幅断片のクローニング

前項のPCRによって唯一得られた増幅断片を解析するために、プラスミド

ベクターへのサブクローニングを実施した(FiJg.5・4)。このPCR増幅断片を

Klenow fragment(TAKARAネ土製)およびT4polynucleotide kinase(TAKARAネ土

製)を用いて末端修復し、プラスミドベクタ- pBlueScript SK(・) (STRATA-

GENE社製)のHincII部位に挿入し、これを大腸菌XLI-Blue株に導入した。得

られた組換えプラスミドを以下pc2と呼ぶ。

第 3節 エンドウ原形質膜H+-ATPasecDNAの構造解析

第 1項 実験方法

( 1 )デリーションクローンの作成

pc2としてクローニングされたエンドウcDNA.の塩基配列を全長にわたって

解析するために、 TAKARA社製Kilo-Sequencing用DeletionKitに準拠した方法

で一連のデリーションクローンを作成した(Fig.5・5)。
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( 2 )塩基配列の決定

組換えプラスミドpc2および一連のデリーションクローンの形質転換体に、

Vieira & Messing( 1987)の方法に準拠して、ヘルパーファージM13K07を感染

させ、ファージ粒子より抽出した組換え一本鎖DNAを鋳型とした。塩基配列

の決定はダイデオキシ法(Sangeret al. 1977)で行い、 TAKARA社製7-DEAZA

Sequencing Kit を用いた。シーケンス結果の解析は、 HITACHI社製DNASIS™

および、SoftwareDevelopment社製GENETYX™のプログラムを使用した。

( 3 )ゲノミックサザン分析

サザンプロッティング:Murray & Thompson( 1980)の方法を改変したCTAB

法(渡辺&杉浦(eds) 1989)に基づいて、エンドウ匪軸よりゲノミック DNAを調

製した。 1レーンあたり 30μgのエンドウゲノミツク DNAを制限酵素[EcoRI，

EcoRV， HincII， HindIII]にて各々消化し、 1% SeakemGTGアガロース

(TAKARA)で電気泳動し、ナイロンメンプレンHybond-N+(Amersham)へ0.4M

NaOHにてアルカリプロッティング(Reed& Mann 1985)した。

プロープの作成:プロープDNAの標識は、 A1nersham社製ECL標識システム

を用いた。すなわち、 pc2クローンを鋳型として、プライマー #2と#3、な

いしプライマー#3' (# 3プライマーの相補鎖)と#4を使ってPCRを実施し、

フルオレセイン修飾dUTPを取り込ませた 2種類のプロープDNA(約 1kbpおよ

び0.7kbp)を調製した。

プレハイプリダイゼーション:エンドウゲノミック DNAをプロッテイング

したメンプレンを0.5MNaClと5%(w/v)Blocking agent(Amersham)とを添加し

たGold Hybridization Buffer(Amersham)に浸演し、 42tにて 3時間インキユ

ベートした。

ハイプリダイゼーション:その後、上記の通り調製したフルオレセン標識

化プロープDNAを添加し、 42
0

Cにて 1晩インキュベートした。

メンプレンの洗浄:ハイブリダイゼーション後のメンプレンは、 0.1% SDS 

を含む lxSSCバッファー中で60
0

C・15分間洗浄し、さらに、0.1% SDSを含む

O.lxSSCバッファー中で60t・15分間洗浄した。

検出.Amersham社製ECL検出システムに添付のプロトコールに従って

Horse Raddish Peroxidase[HRP]標識抗フルオレセイン抗体と反応させ、 HRP

の基質溶液を処理し、化学発光を起こさせ、 Amersham社製検出フィルム

H yperfilm -ECLにて20分間露光した後に現像した。

-92-



第 2項 結果および考察

( 1 )エンドウ H+-ATPase遺伝子の泡基配列および推定アミノ酸配列

Fig.5・5に塩基配列決定のストラテジ一、 Fig..5・6に決定された塩基配列およ

び推定アミノ酸配列を示し、 Fig.5・7に他種植物のH¥ATPaseのアミノ酸配列

と比較した結果を示す。今回決定できた塩基配列は 1691塩基(そのうち 35塩基

のプライマ一部分を含む)であり、アミノ酸配列|は563残基(そのうち 11残基は

プライマ一部分)である。他種植物のH¥ATPase:遺伝子ではアミノ酸約950残基

からなることを考慮すると、約60%に相当する部分の配列を明らかにできた。

pc2としてクローニングされたエンドウcDNPlの塩基配列および推定される

アミノ酸配列は、シロイヌナズナ、タバコ、 トマト、イネのそれらと比較す

ると、アミノ酸配列で79---86%、塩基配列で73---76%の高い相向性を示した。

さらに、 Ser・rano(1989)が提唱するP-typeATPasc~ の活性部位とみられる 6 つの

保存配列のうち、 Fig.5-6中でボックス標記した 4つが所定の位置に見い出さ

れ、 C端側の第 5---第 9膜貫通領域と考えられる疎水性領域も観察された。

これらのことはpc2クローンはエンドウ原形質膜ATPaseのcDNAの lつである

ことを強く示唆している。

Table5・3に現在までに、配列が明らかにされている植物H七ATPase遺伝子お

よび酵母Saccharomycescevevicea、分裂酵母Schizosaccharomycespombe、赤

パンカピNeurospora crassaのH¥ATPase遺伝子とのホモロジー解析の結果を

示し、それらの結果に基づいて描いたホモロジ一樹系図をFig.5-8に示した。

( 2 )ゲノミックサザン分析

プライマー #2と#3にて増幅される約 1kbpのDNA断片をプロープとして

実施した結果をFig.5・9(a)に、また、プライマー#3' と#4にて増幅される

約0.7kbpのDNA断片をプロープとして実施した結果をFig.5・9(b)に示した。

処理した制限酵素の種類によって検出されたバンドの数に違いが見られた

が、両プロープとも 5---10本のバンドが認められた。 0.7ないし 1kbpの比較的

長いプロープを用いたため lつの遺伝子を複数のバンドとして検出している

可能性やH¥ATPase遺伝子との相向性が高い他の遺伝子をも検出している可能

性なとeエンドウH¥ATPase遺伝子について検出された結果がすべて独立した

H七ATPase遺伝子であると断定することはできないが、シロイヌナズナやタバ

コでは少なくとも 3種のH¥ATPase遺伝子が存在すること (Harperet a1. 1990， 
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Fig. 5-6. Partial nucleotide and amino acid sequences 
of PsATPase cDNA. 

11-VI: Functioanl motifs， 5・9:Transrrlembrane regions. 
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Tomato 401 500 
Rice 401 500 
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Fig.5・7.Alignment of ami1rlO acid sequences 
of Plant H+ -ATPases. 

Tobacco: PMA1(Perez et al. 1992)， Tomato: LHA1(Ewing et al. 1990)， 
Rice: OSA1(Wada et al. 1992)， Arabidopsis: A1HA1(Harper et al. 1989) and 
Pea PsATPase in this chapter. Reversed cbaracters indicate conserved 
residues of more than three kinds of plant HにATPases.
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Fig. 5・9. Results of genomic ~，outhern analysis. 
(a): lkbp DNA fragement， amplified with primer #2 & #3， as the probe， 
(b):O.7kbp DNA fragement， amplified with pdmer #3' & #4， as the probe. 
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Perez et al. 1992)や、 トマトのH¥ATPasecDNAを用いたサザン分析によって、

ATPase遺伝子と相向性の高い他のイオンポンプをコード遺伝子をも検出して

いる可能性を指摘しているものの、 6---8個のバンドが検出されている (Ewing 

et al. 1990)。エンドウH¥ATPase遺伝子も multi-genefamilyを形成している可

能性が強く示唆された。

第 4節 まとめ

高等植物の原形質膜H¥ATPase遺伝子において保存されている塩基配列をプ

ライマーとし、エンドウcDNAを鋳型にPCRを実施した結果、予想通りの大き

さを示す増幅断片が得られ、その塩基配列を決定したところ、他種の高等植

物のH¥ATPase遺伝子とアミノ酸配列で80%以上、塩基配列で75%程度と高

い相向性を有していたことから、本cDNAがエンドウのH七ATPaseであるもの

と推定した。

このcDNAをプロープとしてエンドウのゲノミツクサザン分析を行った結果、

5 --10個のバンドが検出された。シロイヌナズナやタバコでは原形質膜H¥

ATPase遺伝子は少なくとも 3種は存在することが報告されており、エンドウ

のHぺATPase遺伝子も multi-genefamilyを形成している可能性が示された。

S er r an 0 ( 1 9 8 9)は、他のATP結合性の蛋白分子の構造を参考にして、 H¥

ATPaseのATP結合ドメインについてFig.5-1 0に示すモデルを提唱している。

HぺATPaseのATP結合ドメインは 4つのモチーフからなり、アミノ酸配列の上

では20--70残基毎に離れて存在しているが、立体構造ではそれらが隣接して

ATP結合のポケットを形成しているものと考えられている。第 3章で述べた

ように、 Supprescin Bのペプチド部分にはATPase活'性を措抗的に阻害する

Ser-Ser-Glyと非括抗的に阻害するAsp-Gl uとが存在することを考慮すると、

ATPaseに対する作用としてはFig.5-11(a)に示すモデルが考えられる。つまり

ATP結合のポケットに Gal-GalNAひ Ser-Ser-Glyが入り込み、さらにAsp-Glu-

Thrは隣接すると思われるフォスファターゼドメイン(motif 1)と何らかの相互

作用を持つというモデルが想定できる。

一方、 H¥ATPase分子のATP結合部位と予測されているドメインに存在する

Asp残基は、 ATPとの結合において中心的な役割を果たしていると考えられて

おり (Serrano 1989)、また、それらのドメインにはSupprescinB分子に見い出

されたGly-Asp配列が複数個存在することなどから、サプレッサ一分子が、
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ATP分子との直接結合ないしH+-ATPase分子中のATP結合のポケット形成の撹

乱を起こしている可能性が考えられる。すなわち、 Fig.5-11(b)に示すように、

ATPaseのポケットへATP分子が結合する際に Supprescin分子も 一緒に取り込

まれ、 ATPase活性が阻害されるモデルも考えられるであろう。第 1章で述べ

たようにSu ppres cin B分子のN末Serのアミノ基付近は正電荷が局在すること

から、その部分がATPのα位のリン酸基と親和性があることが推定される。ま

た、 Supprescin Bの酸性アミノ酸(AspないしGlu)のカルボキシル基がATPのP
位およびy位のリン酸基と Mgイオンを介して結合するために、 yイ立のリン酸が

加水分解されにくくなり、ホスフアターゼ活性の阻害として観測された可能

性が想定される。

あるいは、 HぺATPase分子内のホスファターゼ活性部位におけるGlu残基は

ホスフアターゼに必須とされており (Serrano 1989)、SupprescinB分子の酸性

アミノ酸配列がその活性部位へ相当の影響を与えているものと推定した。

以上のように、 H+ーATPase分子と SupprescinB分子との直接的な結合の可能

性がH¥ATPaseのアミノ酸配列からも示唆されたが、今後、精製H+-ATPase蛋

白を用いたより詳細な検討が必要であろう。
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第 6章 総合考察および結論

植物は諸々の微生物による攻撃から身を守るために様々な防御機構を備え

ている。植物の防御反応は、菌の細胞壁の分解物など、菌が植物に感染する

際におそらく必然的に生じる"引金"物質(エリシター)を植物が認識して能動的

に誘起きれるものと思われる。では、このようにエリシターを生 産する病原

菌が、何故、宿主植物に感染できるのであろうか。 Oku et al.(1977)は、エン

ドウ褐紋病菌について、エリシターが存在するにも拘らず、菌がエンドウの

防御反応の起動を抑制し、感染に成功していることを突き止め、そのような

役割を担う物質をサプレッサーと定義した。その後、エンドウ褐紋病菌以外

の植物病原菌についてもサプレッサーの存在が報告され(Doke 1975， Heath 

1981， Kessman & Barz 1986， Ziegler & Pontzen 1982， Oku et aJ. 1987， Storti 

et aJ. 1988， Kodama et aJ. 1989)、サプレッサーが病原菌の病原力(広義)や宿

主特異性の決定に重要な因子であると考えられるようになった(Shiraishiet al. 

1991b)。しかしながら、いずれのサプレッサーも単離・精製に成功してはお

らず、その化学構造は不明であり、作用機構の詳細を明らかにすることがで

きてはいなかった。

エンドウ褐紋病菌サプレッサーの生理作用については、 1)菌が寄生 できる

植物種に限って認められ(Okuet al. 1980)、2)ファイトアレキシンと呼ばれる

抗菌性物質の蓄積阻害(Okuetal. 1977)などにより、本来病原性のない菌の感

染をも許すようになること (Okuet al. 1980)、3)抵抗性反応に関与する 一連の

酵素の遺伝子発現を抑制(遅延)すること (Yamadaet aJ. 1989， Yoshioka et aJ. 

1990)が明らかにされている。病原菌が植物の防御反応の発現を回避するため

には、 (a)エリシターの認識・受容を妨げる、 (b)防御反応に至る情報伝達過程

を切断する、 (c)防御遺伝子の発現を妨げる、 (d)化学的・物理的障壁(特にフ

ァイトアレキシンや感染阻害因子など)の合成系そのものを阻害する、あるい

は、 (e)これら一連の抵抗反応を支える宿主細胞の基本的な代謝系を阻害する

といった能力を備えているものと考えられている(白石&山田 1993)。褐紋病

菌サプレッサーのエンドウ組織に対する作用は、特に(b)と(e)の効果であろう

と予測されており (Shiraishiet al. 1991b)、その作用点としては、 4)原形質膜

ATPaseである可能性が高いこと (Yoshioka et al. 1990， S hirais hi et aJ. 1991 a) 

が推定されていた。本論文においては、エンドウ褐紋病菌胞子発芽液よりサ
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プレッサーを単離・精製し、その化学構造を決定し、サプレツサー活性を担

う化学構造の特定とサプレッサーの作用機作の解明を試みた o

本論文では、まず、第 l章で褐紋病菌の胞子発芽液より 2種類のサプレツ

サーを単離・精製し、そのれらの化学構造を解析した。ついで、第 2章およ

び第 3章では、精製サプレッサーおよびそれらのペプチド部分について検討

を行い、続く第 4章では、糖部分について検討した。さらに、第 5章では、

サプレッサーの第一次作用点と予測されているエンドウ原形質膜ATPaseの遺

伝子に関する研究を行なった。これらの研究によって得られた知見を以下に

列記する。

1 -1) エンドウ褐紋病菌 Mycosphaerellapinodes 0 M P -1株の胞子発芽液よ

り2種類のサプレッサーを精製し、それらの化学構造を以下のように

決定した。

Supprescin A: GalNAc-O-Ser-Ser-Gly 

Supprescin B: Gal(l→ 4 )-G alN Ac-O・Ser-Ser-Gly-Asp-G lu-Thr 

1 -2) 両Supprescinともムチン型の糖ペプチドであり、そのペ プチド部分は

αヘリックスの構造を有し、糖とペプチドは V字型に折れ曲がった特

異な立体配座を保持しており、折れ曲がりの部分は強い正電荷を帯び

ていた。

2・1) 両Supprescinとも、エンドウのファイトアレキシンであるピサ チンの

蓄積を有意に抑制し、さらに、混合で処理すると相加的な効果が認め

られた。

2 -2) 両Supprescinのペプチド部分 (SS Gおよび SSGDET) は、ピサ

チン蓄積を抑制する効果が認められ、合成ペプチド GDEとDETに

ついてもその効果が認められた。

3・1) Supprescin B はエンドウ原形質膜ATPase活性を阻害した。 Supprescin

Aは原形質膜ATPase活性を単独では阻害しなかったが、 Supprescin B 

の阻害効果を低減させる効果が認められた。

3 -2) 両Supprescinのペプチド部分は、 Suppre.scin Bほど強くはないが、

ATPase活性を阻害した。

3 -3) サプレツサーのペプチド部分は、 ATPase活性に対して措抗的に作用す

るSSG配列および非措抗的に作用する DE配列のように作用の異な

る複数の活性部位が存在していた。
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3 -4) D E配列を有するペプチドは、酸性ホスフアターゼ活性を阻害したこ

とから、 ATPaseのホスフアターゼ部位へ作用していることが類推され

た。

4 -1) Supprescin を構成する糖である Gal ， Gan~Acは、ともにサプレ ツサーに
よるピサチン蓄積抑制の効果を低減させた。

4 -2) Gal， GalN Acはともにエンドウ原形質膜A.TPase活性を阻害しなかった。

4 -3) GalNAcは褐紋病菌のエンドウへの感染を阻害したが、 Galにはその効

果が認められなかった。

5 -1) Supprescin Bは非親和性菌の感染を促進する効果が認められたが、

Supprescin Aでは認められなかった。

5 -2) Supprescin Bのペプチド部分のみでも感染が促進された。

6 -1) エンドウ原形質膜ATPase遺伝子のcDNAの部分塩基配列を明らかにし

た。

6 -2) エンドウゲノム中には、複数のATPase遺伝子ないし類似の遺伝子が存

在することを明らかにした。

2種のサプレッサーは構造的に共通しているものの、サプレッサ ーとして

の作用の点で違いが認められた。すなわち、ともにエンドウのファイトアレ

キシンであるビサチンの蓄積を有意に抑制するが、非親和性菌の感染を促進

する効果およびエンドウ原形質膜のATPase活性を阻害する効果はSupprescin

Bにのみ認められた (Tableふ1) 。

また、サプレッサーのペプチド部分だけでサプレッサーとしての活性が認

められたものの、もとのサプレッサーに比べて弱い活性であった。この事実

は、サプレッサ一分子の特異な立体構造がサプレッサー活性にとって重要で

あるとともに、標的分子への結合に糖部分、特にGalNAcも深く関与している

ことを物語っている。

Supprescin A および Bはピサチン蓄積の抑制に関しては相加的な作用を示

し、さらに、この他にもサプレッサー活性を有する分子種が存在することカ

ら、実際の感染現場においては、複数種のサプレッサーが相加ないし相乗的

に作用してより強力なサプレッサー活性が具現しているものと考えられるで

あろう。

本論文の総括として、褐紋病菌サプレッサーの作用機構に関する推定モデ

-105 -



"
 t
 

~
 • 

ケ山“

-
106 -



ルをFig.6・1--4に示し、以下に、各ケースごとに述べる 。

【ケース 1】 :原形質膜ATPaseに対する直接作用 (Fig・6・1) 

サプレッサーのATPaseに対する作用は、ペプチド部分が担っていることを

明らかにした。

第 2章および第 3章で述べたように、 Supprescin B は原形質膜ATPase活性

をinvitroおよびinsituで阻害し、 SupprescinAは単独では顕著な阻害活性が認

められないもののエリシターによって充進するATPase活性増高を抑制し、

かつSupprescin Bによる活性阻害を低減する活性が認められた。原形質膜

ATPase活性に対する詳細な検討の結果、両Supprescinに共通した Ser-Ser-Gly 

のアミノ酸配列がATPase活性を基質括抗的に作用することから、サプレッサ

ーはATPaseに対して直接的に作用することは明らかであり、 Supprescin Aは

ATPase活性阻害は起こさないが、そのペプチド配列によってATPase分子に結

合しうる可能性が示唆された。さらに、 Suppre~scin Bについて認められる

ATPase活性阻害は、 Supprescin Bに存在する Asp-Gluのアミノ酸配列に因る

ATPase酵素分子のホスファターゼ活性部位への作用であることが推定された。

この結果は、 P type ATPaseおよびホスファターゼの阻害剤であるオルトパ

ナジン酸(Briskin 1990)が、エンドウ組織に対してサプレッサーとして作用す

る(Yoshiokaet al. 1990， 1992a， 1992b)報告と合致する。しかしながら、オル

トパナジン酸は、アズキ(Hattori& Ohta 1989)、ピーナッツ (Steffens et al. 

1989)、ペチユニア(Hagendoornet al. 1991)などの培養細胞に対してはエリン

ターとして作用するとしている。また、 Hagendoornet aJ. (1991)は、菌エリシ

ターによる ATPase活性阻害が細胞内のpH変化をもたらし、これが引き金とな

って抵抗反応が起動されると考察している。これとは逆に、Macrie t al. ( 1983 ) 

は、 Cercosporabeticola毒素"CBT"がエンドウの原形質膜ATPase活性を阻害す

ることを報告している。植物の原形質膜ATPaseは、成長、分化、物質の輸送

などの基本的な代謝を支える "master enzyme"と考えられており (Serrano

1989)、ATPase活性の変化が動的抵抗性などの細胞応答の変化をもたらすこと

は容易に推測される。しかしながら、エリシターおよびサプレッサーないし

宿主特異的毒素といった逆の作用を司る因子がともに ATPase活性を抑制して

いるとの知見を説明するためにはそれぞれの系における ATPaseの役割をより

詳細に明らかにしていく必要があろう。

原形質膜ATPaseの活性部位はエンドウ細胞質側に存在することから、実際
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の感染現場において、サプレツサーのATPaseの活性部位に対する直接的な作

用を証明するためには感染組織におけるサプレツサーの局在を調べねばなら

ないが、 V字型の立体配座を有する Supprescinの折れ曲がり部分は強い正電荷

を帯びており、 Supprescinがエンドウ細胞内に存在した場合、プロトンポンプ

である ATPaseへと引き寄せられて、より効果的に作用する可能性も否定でき

ない。

【ケース 2]蛋白質リン酸化/脱リン酸化反応への作用 (Fig.6・2)

第 3章において、 Supprescin Bは動物由来のプロテインキナーゼ Cの活性を

阻害し、逆にSupprescin Aは増高させることが、 in vitroの実験で観察された。

Supprescin Aによる活性増高の意義については明らかではない。また、

Supprescinの部分ペプチドについても PKCの活性を阻害することが判明した。

既に、 Shirais hi et al. (1990)およびToyodaet al.( 1992)は、エンドウのファイ

トアレキシン蓄積の誘導にプロテインキナーゼが関与している可能性を報止

しており、これがSupprescinによる直接的な作用であるのか、あるいは後述の

イノシトールリン脂質代謝系を介した間接的な作用であるのかについては今

後の課題であろう。

一方、 Supprescin Bにみられる Asp-G1uのアミノ酸配列はホスファターゼの

活性を祖害し、また、ホスファターゼの阻害剤であるオルトパナジン酸がエ

ンドウにおいてはサプレッサーと同様の効果を示した(Yoshiokaet al. 1990， 

1992a)ことから、サプレッサーがリン酸化蛋白質脱リン酸化酵素に対しても

何らかの作用を有することが推定される。

細胞内における種々の蛋白質の活性は、リン酸化/脱リン酸化反応によっ

て制御されている。プロテインキナーゼやホスファターゼの活性の変化は、

リン酸化で制御されている ATPase(Schaller& Sussman 1988， Serrano 1989)ば

かりでなく、その他の細胞内シグナル伝達系に対しても多大な影響を引き起

こしていることが推測される。

【ケース 3] :ATPase以外の作用点を介した作用 (Fig.6・3)

Supprescinの糖鎖部分は、サプレツサーの特異な立体構造の保持ばかりでな

く、 ATPaseあるいはそれ以外の作用点への結合において重要な役割を果たし

ていることが示唆された。

Supprescinを構成する糖(Ga1，Ga1NAc)は、少なくとも in vitroでは原形質膜
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ATPase活性に対して影響しない。しかしながら、 Galはファイトアレキシン蓄

積を促進し、かつサプレッサーによるファイトアレキシン蓄積を抑制する。

また、 GalNAcは、菌エリシターによるファイトアレキシン蓄積誘導およびサ

プレツサーによるその抑制を低減させる効果を有することが観察された。こ

のことは、 ATPaseやそれ以外の標的分子へのサプレッサーの結合や作用に関

して、糖部分が深く関与していることを示唆している。

【ケース 4)イノシトールリン脂質代謝系に対する作用 (Fig.6・4)

Chen & Boss(1990)は、ニンジン培養細胞をj細胞壁分解酵素で処理するとイ

ノシトールリン脂質キナーゼや原形質膜ATPas;eが活性化することを報告し、

このATPaseの活性化はイノシトールリン脂質の代謝変化に起因していると考

察している (Memonet a1. 1989)。また、 Toyodaet al. (1992， 1993)は、褐紋病

菌サプレッサーがエンドウ細胞においてイノシトールリン脂質代謝系の変動

を起こし、また、その代謝系の阻害剤であるネオマイシン(Tysneset al. 1987) 

がサプレッサーとしての活性を有していることを報告している。さらに、原

形質膜HぺATPaseはそれを取り巻く脂質環境により活性が制御されていること

(Kasamo & Nouchi 1987)やホスファチジルイノシトールカ宝NaソK¥ATPaseを

活性化すること (Roelofsen& Van Linde-Sibenius Trip 1981)から、イノシトー

ルリン脂質代謝系の変動が、その下流のプロテインキナーゼ活性に影響を及

ぼすのみならず、原形質膜H¥ATPaseに対しでも影響を及ぼしているというク

ロストークの可能性も考えられるであろう。

このように、褐紋病菌サプレッサーの作用点として 4つの可能性が考えら

れたが、

1 )原形質膜ATPaseは細胞の基本的な代謝系を支える "masterenzyme"と考

えられており (Serrano1989)、この活性変化が細胞の生理的な変化の引

き金となっているものと推定される。

2) P type ATPaseの阻害剤であるオルトパナジン酸(Briskin 1990)が、エ

ンドウ組織においては、エリシターによるピサチン蓄積の誘導を抑制

し(Yoshiokaet aL 1990)、ピサチン合成系の鍵酵素であるフェニルア

ラニンアンモニアリアーゼやカルコン合成酵素の遺伝子発現を抑制す

ること (Yoshiokaet aL 1992a)、抵抗反応に関与するとされるキチナー

ゼや s-1，3・グルカナーゼの活性化を抑制すること (Yoshioka et al. 
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1992b)などサプレッサーとして作用する O

という従来の知見に加えて、

3) 界面活性剤存在下で超音波処理したエンドウ原形質膜画分を用いた in

vitroの実験において、サプレッサーないしそのペプチド部分がATPase

活性を阻害したことは、それらがATPaseの酵素活性を直接阻害してい

ることを示している。

4) 原形質膜ATPase分子内の活性部位のアミノ酸配列とサプレッサ ーのペ

プチド部分のアミノ酸配列との間で類似性が認められ、サプレッサ 一

分子がATPaseの活性部位の機能ないし酵素反応の過程を直接的に撹乱

している可能性が強く示唆された。

5) サプレッサーないしそのペプチド部分について認められたATPase酵m

活性の阻害とピサチン蓄積の抑制との聞にパラレルな関係が認められ

た。

などの本論文の研究結果から、原形質膜ATPaseがサプレッサーの直接の標的

分子であることは明らかであろう。すなわち、病原菌は宿主の膜系に存在す

るイオン・物質輸送、エネルギ一生産、情報伝達系をはじめとする基本的な

代謝系を撹乱することによって、それらに与えられている防御応答の発現を

回避していることは、本研究の結果からも妥当である。

今後、エンドウ細胞における原形質膜ATPaseの役割やその制御機構を明ら

かにするとともに、サプレッサー結合蛋白質を直接的に同定することが重要

な課題であろう。
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摘要

植物は諸々の微生物による攻撃から身を守るために様々な防御機構を備え

ているにも拘らず、ある種の微生物は特定の植物の防御機構を乗り越えて寄

生する。植物の防御反応、は、菌の細胞壁の分解物など、菌が植物に感染しよ

うとする際に必然的に生じる"引金"物質を植物が認識して能動的に誘起きれ

る。奥ら(1977)は、エンドウ褐紋病菌について、"ヲ!金"物質が存在するにも拘

らず、菌がエンドウの防御反応の起動を抑制し、感染に成功していることを

突き止め、そのような役割を担う物質をサプレッサーと定義した。その後、

エンドウ褐紋病菌以外の植物病原菌についてもサプレッサーの存在が報告さ

れ、サプレッサーが病原性決定因子として重要な役割を担っていることが広

く認められるようになった。病原性決定因子としては、宿主特異的毒素(HST)

が知られているが、その生産菌はAlternaria属菌と Helm in th os po ri u m属菌に限

られ、他の多くの植物病原菌の宿主特異性を扱うサプレッサーを生産してい

るものと考えられている。しかしながら、それらの構造や詳細な作用機構に

ついては解明されてはいなかった。

エンドウ褐紋病菌サプレッサーの生理作用については、 1)菌が寄生できる

植物種に限って効果が認められ、 2)ファイトアレキシンと呼ばれる抗菌性物

質の蓄積阻害などにより、本来病原性のない菌の感染をも許すようになるこ

と、 3)抵抗性反応に関与する一連の酵素の遺伝子発現を抑制(遅延)することが

明らかにされており、サプレッサーは、単独処理した場合でも宿主組織に壊

死を起こすことはなく、 抵抗反応の抑制や感受化をもたらすという点で

HSTとは大きく異なっている。サプレッサーの植物側の作用点としては、 4)

原形質膜ATPaseである可能性が高いことが推定されていた。本論文において

は、エンドウ褐紋病菌胞子発芽液よりサプレツサーを単離・精製し、その化

学構造を決定し、サプレッサー活性を担う化学構造の特定とサプレツサーの

作用機作の解明について研究した。

( 1 )褐紋病菌サプレッサーの精製および構造解析

エンドウ褐紋病菌胞子発芽液より、限外ろ過、ゲルろ過、 SepPAK-C18、逆

相カラム、イオン配位子カラムなどを用いて、 2種類のサプレツ サ ー

(Supprescin A， B)を単離し、アミノ酸分析(組成および配列)、糖組成分析、核
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磁気共鳴法(NMR)にて化学構造をGalNAc-Ser-Ser-G ly， Gal-GalN Ac-Ser-Ser-

G ly-Asp-Glu-Thrと決定し、各々 Supprescin AおよびBと命名した。

( 2 )掲紋病菌サプレッサーの生理活性

両Supprescinともエリシターによって誘導されるエンドウのファイトアレキ

シン(ピサチン)蓄積を抑制したが、原形質膜ATPase活性阻害(in vitro， in 

situ)と非病原菌の感染促進効果はSupprescin Bにのみ認められた。 Supprescin

Aは、 SupprescinBによるATPase活性阻害の程度を低減する効果がみられたこ

とより、両Supprescinに共通した化学構造がATPase分子への結合に深く関

していることが示唆された。

( 3 )サプレッサーとしての活性を担う化学構造とその作用機4

1) Supprescinのペプチド部分に関する検討.Supprescinのアミノ酸配列

に準じて、化学合成した 2~6 残基の 11 種類のペプチドに関して、ピサチン

蓄積抑制効果、原形質膜ATPase活性阻害効果(in vitro)、エンドウ褐紋病菌の

感染に及ぼす効果を調べた結果、 Supprescin Bのペプチド部分である Ser-Ser-

Gly-Asp-Glu-Thrについては上記 3つのサプレッサー活性が認められたことか

ら、本ペプチド部分がサプレッサーとしての活性を担っていることが判明し

た。しかしながら、もとのSupprescinBに比べて弱い効果であったことから、

糖鎖部分の重要性が示唆された。また、両Supprescinに共通したペプチド部分

である Ser-Ser-Glyは、ピサチン蓄積抑制の他にATPase活性阻害の効果が認め

られたことから、 Supprescin AのATPase分子への結合を裏付ける結果であっ

た。 ATPase活性に関するカイネティクス解析の結果、 Ser-Ser-G lyを含むペプ

チドは括抗型の阻害、 Asp-Gluを含むペプチドは非措抗型の阻害であることを

明らかにし、後者は酸性ホスファターゼの活性をも阻害したことから、

ATPase酵素分子のホスファターゼ部位へ作用していることが推定された。

Supprescinないしその部分ペプチドが、界面活性剤存在下で超音波処理したエ

ンドウ原形質膜画分におけるATPase活'性を阻害したことは、それらが原形質

膜ATPaseを直接阻害していることを示している o

2) Supprescinの糖部分に関する検討.Supprescinを構成する Galおよび

GalN Acは、サプレッサーによるピサチン蓄積の抑制を低減させる効果が認め

られ、さらに、 GalNAcについてはエンドウ褐紋病菌の感染を阻害する効果も

認められたことなどから、 Galや GalNAcはサプレッサーの作用点への結合に
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おいて、重要な役割を担っていることが示唆された。

( 4 )エンドウ原形質膜ATPase遺伝子の解析

サプレッサーの標的分子と考えられたエンドウ原形質膜ATPaseについて、

その遺伝子解析を実施した。既報の他種高等植物の原形質膜H¥ATPase遺伝子

の塩基配列に基づいて設計したDNAプライマーセットを用いて、エンドウ

cDNAを鋳型としたPCR[Polymerase chain reaction]法により増幅したDNA断

片をクローニングし、コード領域の約60%に相当する1.7kbpの塩基配列を決

定した。その結果、他種高等植物の原形質膜ATPase遺伝子とは塩基配列で73

---76 %、アミノ酸配列で79--86%の高い相向性が認められた。塩基配列を決

定した範囲に存在するATPaseの活性部位とみられるドメインのアミノ酸配列

は完全に保存されていた。さらに、 ATPaseの活性部位(特にATP結合部位およ

びホスファターゼ部位)には、 GluないしAsp残基が重要であるとされているこ

とから、 Supprescin Bに存在するAsp-Glu配列がATP分子と直接結合するか、

あるいはATPase分子の活性ドメインの機能を撹乱することによって活性阻害

を引き起こしている可能性が考えられた。

このように、植物病原菌はサプレッサーを生産して、宿主の防御反応、を抑

制することによって感染に成功している。サプレッサーの標的分子としては

いくつかの可能性が考えられたが、原形質膜ATPaseがその lつであることを

明らかにした。今後、エンドウ細胞における原形質膜ATPaseの役割やその制

御機構を明らかにすると共に、サプレッサーが結合する標的分子を直接的に

同定することが重要な諜題であろう。
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