
J1-1孝研究 61:185-193(1987)

ツニカマイシン存在下での培養における水稲

α-グルコシダーゼの細胞内分布の変化

山 崎 良 樹 ･今 野 晴 義

糖蛮白質は,糖 を共有結合 した蛋白質で.自然界に広 く分布 している. しかし糖鎖の意

義については,それほど重安に考えられてなかった.ところが故近になって各校認識への

糖組の関与が論じられるようになり,糖亜白質糖組が重要な生物学的意義Jlr前 していると

考えられるようになったl･7･12). しかし明白に実証されたケースは殆どない.糖鈍の恵束

の一つに細胞内での存在部位への運搬5,ll)が考えられている.糖蛋白質糖鎖には,N-グ

リコシド型と0-グリコシ ド型の2種がある.前者は,多くの糖蛋白質にみられ,研究も

多い.N-グリコシ ド型糖鎖の生合成は,租而′ト胞体で ドリコールリン酸サイクルを介す

る蛋白質のグリコシル化後,irLffH-小胞体とゴルジ体でプロセシングを受けて完成する.フ

ロセシング完了後,糖蛋白つ酎i,目的部位へ避搬される.このゴルジ体でのEHlJJIJiJi位毎の

選別に糖鎖が罷要な役割を演 じていると考えられている.

我々は,水稲培塵細胞から存在部位を輿にする3種のa-グルコシダーゼを卑離 して以

前に報告 した18).それら酵素は,いずれも ConA-Sepharoseに吸新 され,メチルー a

-D-グルコシドにより潜出される糖蛋白質である.

-万,SlrePlomyceSly505uPmfZCuSにより生産される抗生物Jiiツニカマイシン14Jは.N-

グリコシ ドnli糖組の生合成を特異的に阻害することが動植物で報告された4).それ以後,

糖鎖の研究にツニカマイシンがよく使用されるようになった.

本報では,水稲細胞の生産する3柾のa-グルコシダーゼについて存在部位と糖鎖との

関係を明らかにするため,ツニカマイシン添加と軒 別 日で培養を行い,得られたa-グル

コシダーゼの諸性質に検討を加えた.

実 験 方 法

1.実験材料と試薬

水稲培養細胞 (戯林16号)は東北大学戯学部小島邦彦助教授から恵与-され,1982年以後

当研究室で継代培養 したものである.ツニカマイシンは和光雑薬=業株式会社の製品であ

る.他の試薬は前報18)と同じ製品である,

l獅 n62年1月26日受理
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2.細胞培蕃

水稲増感細胞 をR-2培地-3)中で暗所,25℃,15日間振鮎増産 (88strokes/mtn)して

生育させた.ツニカマイシンは別に滅菌し,培塵肺.前に培地に鯉摘的に加えた,培養終 r

後,細胞と外液とを･iF-1過で分離 し,それぞれ使mするまで120℃で保存 した.

3.分析方法

Cト グルコシターセ活性の測定 Ir,OmM酢恨繊循液 (pH4.5)0.5me中にマル トース

2.8FLmOleと過当報の形素を加え,37℃で 1時IHrl反応させた.反応後,沸騰水浴中にT,且応

液 を 5分間断L.tALて反応 を停止 させ,生成 したグルコースを DahLqvLSt2)が改要 した

papadopoulos&Ht､sy}10うU)方法で測定 した.上記の反応条件下で 1時川にマル トースか

らグルコース 1FJmOleを遊離 させる酵射-トを1単位 とした,

蛋白質量の測定 軌 ]節の走似 ま,Warburg&ChrlStLan15)の方山 二よった.カラム

クロマ トグラフィーの各々の画分の蛋白質は,280nmにおける吸光度測定によった.

デ ィスク電気泳動 RelSfeldelal..3)の方法によりポ リアクリルア ミド中,pH4.0で

'TE気泳動 を行 った.ゲルの染色と脱色はWeber&Osborn16)の方法によった.

ペーパークロマ トグラフィー 東洋折紙 (No.51)に試料をスポットし,1-ブタノー

ル 二ピリジン :水 (6:4:3,V/V/V)の展開剤 を使用し室温で上昇法により3回の反

復展開を行い風乾後,硝酸銀発色試薬17)にて検出した.

ガスクロマ トグラフィー 中性糖の分別走狛 ま,La.neらの方法8)によって試料 を

TMS化後ガスクロマ トグ:)フィーで行った.ガスクロマ トグラフィーは,3%OV-1

をクロモソルブW(80-100メッシュ)にコ- 卜した樹脂 を充填 した2本のガラスカラム(3

×3000m'n)とFID検LVl才芸を付属 した日立'.ガスクロマ ト袋罷 (163型)にて行 った.各々の

中竹折の分離は,窒素ガス流是を40me/分に設定 し,140-220℃ を5℃/分の狛鋸こて行 っ

た.

実 験 結 果

1.ツニカマイシンによる細胞生育およびcx-グルコシダーゼ生産に及ぼす影響

ツニカマイシンを培養液中に1pg/nュe,3pg/me,5〃g/meになるように加え実験方

法で述べたように培輩 した.TablFlのようにツニカマイシン添加品の増加にともない細

胞の生育は抑えられるが,細胞外へ分泌されるa-グルコシダーゼ (α-グルコシダーゼ

Ⅰ)活性/細胞は著 しく増加 した.細胞内にとどまる α-グルコシダーゼについては,超

音波破砕後の細胞から施術液のみで回収される酵素 (a-グルコシダーゼロ)が非常に影

響 を受けて減少 したが,可溶化に2M塩化ナ トリウムを必要とする酵素(α-グルコシダー

ゼm)は殆 ど影坪 を受けなかった.ツニカマイシンを5pg/meになるように加えて培養

したのち,著 しく生育が抑制された細胞 をツニカマイシン軽添加の培輩液へ移植すると,W

胞は正常な生育をした,Table2のようにツニカマイシン無添加培養では,細胞の年育度

に関係なくα-グルコシダーゼⅠ活性/細胞は殆ど同じであった.

ツニカマイシンを培養液中に5pg/nleになるように加え実験方法に従って培養 したの

ち各種酔某活性 を測定 した (Table3),この結果細胞外へ分泌 されるマル トースおよび
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TabLe1,EffectoftunlCamyClnCOnCentrat▲onOntheproductlOnOla-glurusidases

Tun)camyclnCOnCentrLll)on(Pg/nl)
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l●
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B)'
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5 ユ0 15 20

CeH(g,wetwelght)

Proteln(mg/celLg)

l●ll●
‖●

a･Clucosldaseact'vJty(units/celt,g)
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1事.(:ulturerlLtrate､tl',buller･solubL'-_･(ractlCJn.m～,SOdlumChlorlde-solublefracLIOn

スクロース分解活性は,ツニカマイシン無添加培養と比較 してそれぞれ約10倍と4倍に増

加 した.しかしセロビオースおよびラク トース分解活性は殆ど同じであった.ツニカマイ

シン無添加培養では細胞外へ分泌される諸酵素活性の中でセロビオース分解活件が他の分

解活性より約 3倍以上高かったが,ツニカマイシン添加培養ではマル トース分解活性がセ

ロビオース分解活性よりも高くなり約2.4倍であった.

2.α-グルコシダーゼの精製

ッこカマイシン撫添加培雀で得 られた培艶液と細胞から前額 L8)の方法により3種の a

-グルコシダーゼⅠ.tl,Wを単離 した.

一方,ツニカマイシンを5pg/meになるように加えた培荘液中で15日間培適 し培酎 麦と
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TabL'ユ3.ErlectortumcamyclnOntheI)rOdu(LtlOnOrV｡rlUuSC.nZymeS

cultur.･lWILhTM+

Proteln(mg/ceH.g)

T 1I lJl 工 n uJ

∫.29 (〕67 0.42 0,42 0.71 0.22

ActlVlty(glucuseLlberated.FJmOle/h/cell,g)

hhltose 216 0.03

CelloblOSe 0_89 009

Sucro､い 044 017
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I,Culturel11tra【e [､buffer-solublerractLOn.m.SOdlumL･hlしっrldrLISOlubLelTLICtlOn

*.The(.ellswL･TL,grownlnttleR-2rnedLumCOntalnlnHLr,〟g/mloftunlCamyCln

細胞を得た.Tablelのようにα-グルコシダーゼ ロ,町はα-グルコシダーゼ [に比較

して非常に少ないので今回は. α-グルコシダーゼ Ⅰについてのみ精製 を行った.

培掛 夜625meを限外･;.FT過器 (G-05T膜,バイオエンジニアリング社)で40meに濃縮 し.

硫酸アンモニウムを0.9飽和 まで加えた.生 じた沈殿物 を8.000×9で10分間の遠心分離

で集め,25mM 酢酸横断 夜 (pH4.5)に懸濁 した.不溶物を8,000× 9で10分間の遠心分

離で除去後,25mM 酢酸舷繊液 (pH4.5)で一枚透析 した,透析内蔵 を同緩補液で平衡

化 したCM-セルロースカラム (】.6×8cm)に添加 した.カラムを同艦簡液で洗浄し人

吸着画分を除去後, α-グルコシダーゼ Iを同緩衝液で塩化ナ トリウム濃度勾配 (0-

0.3M)によって溶Ttll.した.活性画分 を脆め限外炉過器 (PM-lo腰,ア ミコン社)で濃

縮 し,25mM 酢酸緩衝液 (pH4.5)で一夜透析 した.透析内液を調製用ディスク竜気泳

動でさらに梢導出ノた.泳動カラム (1.5×15cm)に分離用ゲル16meと潰縮用ゲル3m相 調

射 した.ゲルと罷桝用緩衝液は実験方法で述べ/=ように調製 した.25mAで15時間の泳

動後,分雑用ゲルを0.5em間隔でL))り取 り,磨砕後25mM 酢酸緩衝液 (pH4.5) に懸濁 し

た.活性画分を姫捌司覇前波で一夜透析 し透析内液を酵素標品とした.Table4に本酵素

僚品の比洲 生と収率 を示す.

3.cx-クルコシダーゼの性質

(り最適温度および耐熱性 標準組成の反応液を各種温度で反応させると,ツニカマイ

シン存在下での a-グルコシダーゼ 1は55℃で液 も高いtzr,性 をホ した.ま/=50mM 酢暇

緩衝液 (pH4.5)で15分間各種温度で加温しその残存活件 を測定すると,ツニカマイシ

ン存在 F'での α-グルコシダーゼ1は45℃まで殆ど変化がなかった.

(21基質特異性 各社基JfiJiに対する酵素標品の作用をTable5に相対速度比で示 した.

ツニカマイシン存在下でのα-グルコシダーゼ Ⅰは,マル トース,イソマル トース,溶性

澱粉によく作用 し,底質特異性(二おいてa-グルコシダーゼlおよび皿と類似 していた.

またツニカマイシン存在下でのa-グルコシダーゼ 工を5%マル トースに作用させ,生成

物をペーパークロマ トグラフィーで調へた,その結果刷報 は)でのa-グルコシダーゼ Ⅰ,

口.Ⅶと同様に耳転移生成物としてパ ノ-スを作った.
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Table4_Purlr'CalJOnOra-HlucosLdaseIrruLnrLCeCelLsgrownwLll=lInlぐ.lmyC川
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sLS(%)

(3)糖組成 α-グルコシダーゼ n,lTJを2N塩酸中100℃で 5時間加水分解 し, 遊離

された糖 をTMS化後ガスクロマ トグラフィーで分別定Iii;した (F唱.1). α-グルコシ

ダーゼ ロの主賓構成糖 はグルコースであり,他の構成糖 としてアラビノ-ス.キシロース

およびマ ンノースを含んでいた.一万 a-グルコシダーゼロは主要千軌戊榊 としてマ ンノー

スを,他の構成糖としてアラビノース,キシロース,グルコースを含んでいた. α-グル

コシダーゼ 工, 口, Ⅲに含 まれている全輪i.L･をフェノール硫酸法､づ)で求めそれぞれの分AF･

中の比率で表わすと2.3%,6.5%.12.4%であった

考 察

従来, α-グルコシダーゼは, α-ア ミラーゼやβ-ア ミラーゼとjt,.-(こ澱粉分解に[針 j･

すると考 えられていた.妓近になって Crinna&RobblnS6)は.膜結合の ｡-グルコシダー

ゼが租小胞体で糖蛋l⊥1空言糖鎖埠.合成のプロセシングに関与 していることを報 告したO常者

ら19)もa-グルコシダーゼ作用 を受ける非泌粉作画分が水稲細胞壁中に存在することを

報告 した.本戦において水稲細胞より単離された 3株の α-グルコシダーゼ も,抽出法の
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10 20 30 10 20 30 10 20 30

Tlme(min) Tlrne(mln) Time(mln)

Ftg.L Cas･LlqUldchromatogramsof1llrISder)vaいveSOfneutra)sugarconsL.tuenlol

α一glucos■dases□andU】

S.StandardmixureotreferencesuHrLLrS､打.a-gLucosldasen.

臥 a-glucosldase[】.1.a-arablnOSe.2.p-こIrab川OSe,3,7-arablnOSe.

4.a-xylose.5,p-xytoL･(.､6.a-mannose;7.a galactose,8.a FLucose.

9,p-mannose.10.p-galactose,Illp-glurn5.I

相違から同一細胞内の異った部位に存在 し粧 〕たil.理作用を押 )ていると考えられる.

一九 GasconeLal5)は,酵母を使用 し細胞外へ分泌されるインベルターゼと細胞内に

とどまるインベルターゼとでは各々の抑合う話に大きな差があることを報告した,PrentlCe

&RobblnS川 も大麦についてグリコシル化されたインベルターゼは細胞掛 二結合してい

るが,グリコシル化されてない形掛 ま緩衝液で容易に抽出されることを報告 した.同一細

胞内の累った部位に存在すると考えられるa-グルコシダーゼ Ⅰ,Ⅲ,Pにおいても各々

の糖含1niiに大きな差があるので,それら酵兵のグリコシル化の程虻がそれぞれの存1J･潮 位

に大きな影轡を及ぼしていると推測される,

O-グルコシダーゼnとmは.各々の主要構成糖において異なるけれども,どちらもマ

ンノースを相割 It含んでいる (Fig1).そのため両酵素の糖鎖はいずれもN-グリコシ

ド型であると思われる.そこでN-グリコシ ド型相銀の生合成を特異的に阻害することが

知られているツニカマイシンを培凝液中に加え,その結米生産されるO-グルコシダーゼ

の分布を検討 した.ツニカマイシン存在下では細胞外へ分泌されるα-グルコシダーゼ Ⅰ
が約10倍に増加 したが,細胞内にとどまるα-グルコシダーゼロは約1/20に減少 した.

ツニカマイシン存在下で得られたα-グルコシダーゼ Ⅰは,ディスク花気泳動により幅広

い活性分布を示 し,ツニカマイシンを含まない培養で和られた同酵素と異なった挙動をし

た･両酵素は.非質特即 しにおいても輿なった,以上の結果,ツニカマイシン存在下で得

られたa-グルコシダーゼ Ⅰは数柚の鋸白質が集合したものであり, a-グルコシダーゼ

仁はその糖鎖に変化を生 じ細胞外へ分泌されてO-グルコシダーゼ Ⅰを形成 した可能性が

考えられる.

またツニカマイシン存在下で生育が著 しく抑制された細胞をツニカマイシンを含まない

培地へ移し15日間培避 した.その結果得られた細胞の重も主とO-グルコシダーゼ活性は,
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コン トロールと比較 してほぼ同 じ僻を′示した (細胞_屯jEと:コン トロール100,ツニカマイ

シン処理123,α-グルコシダーゼ活性 :コン トロール100,ツニカマイシン処理97.4).従 っ

て,ツニカマイシン存在下で細胞は死滅 したのでなくて細胞構成々分中の〟-グリコシ ド

型糖鎖を持つ枇JiE白質の生合成が抑制されたために細胞の輯育抑制がおこったと考えられ

る.また増加 したO-グルコシダーゼ Ⅰは,細胞が死滅 し自己消化によって細胞外-浴.'i',
されたのではなく細胞外へ分泌されたものである-ツニカマイシン軒 恭加培養であればど

の細胞生育段階でも3種の α-グルコシダーゼ活性はそれほど変動 しなかったので, α-

グルコシダーゼIの分泌は細胞のtr--.育段階と軽側係にコンスタントである.そのためツニ

カマイシン存在下で細胞の生育が若 しく抑制 された生育初期にa-グルコシダーゼ Jが増

加するのでなく,ツニカマイシンにより糖鎖U)It=.合成に彩管 を及ぼした結米,同鮮A-が増

加 したと考えられる.

今後,ツニカマイシン存在Tでの a-グルコシダーゼ Ⅰの糖鎖を詳細に研究することに

より糖鎖と存在部位との関係 を明らかにすることができるであろう.

摘 要

水稲細胞 を液内培養するとa-グルコシダーゼは,細胞外へ分泌される酵素 (a-グル

コシダーゼ Ⅰ)と細胞内にとどまる酵糸とに分かれる.後者は,さらに細胞 を超音波破砕

後に緩衝液のみで抽出される酵素 (α-グルコシダーゼロ)と可溶化に2M塩化ナ トリウ

ムを必資とする酵素 (a-グルコシダーゼⅢ)とに!JTれる. α-グルコシダーゼ I, n,

皿はそれぞれ2.3%,6.5%,12.4%の中性糖を含む糖亜白門であった, a-グルコシダー

ゼ Dと血の主要構成糖は,それぞれグルコースとマンノースであった.ツニカマイシンを

含む培地中で培養すると細胞の生育およびα-グルコシダーゼ n活性 ･細胞~tはコント

ロールと比較 してそれぞれ1/7と1/20に減少 したが, a-グルコシダーゼ Ⅰ活性 ･細胞11

は10倍に増加 した.ツニカマイシン存在下での培費で得 られたα-グルコシダーゼ Ⅰを硫

安分配 CM-セルロースカラムクロマ トグラフィー,調製用ディスクfL'd気泳動により精

製した.その精製酵素をディスク屯気泳劫にかけると幅広い活性分布 を示 した.従ってツ

ニカマイシン存在下で細胞外へ分泌されたα-グルコシダーゼ Ⅰは数種類の蛋白質からな

り.ツニカマイシンの影響で糖組に変化を生 じたα-グルコシダーゼ ロも細胞外へ分泌さ

れたと考えられる.
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CtlangeSinDistributionofa-Glucosidases

inRiceCeltsGrownwi thTunicamycin

YoshLkIY,ul/＼ヽ K̂l.lnrlH｡IruyOShlK叩NO

Summary

Threelormsola-glucosldase(EC32.120),deslgnatedasI,tlanda,have

beenisolatedfrom suspension-CulturedrlCe'･ells a-GlucosidaseIwassecreted

lntheculturemedlumdurlng抑 )Wth, α -Glur,osidase□wasreadilyextractedfrom

thesonlCatedcellhomogenatewiththebut-feralone,anda-glucosldasem requlred

NaCltobesolubll17JedfromtheceHdebrlS a-GlucosLdas(､.うⅠ.Dand班 wer卜gly-

coprotelnSCOntalnlng23%,65%,and12491)neutralsugars,respectlVelvThemaln

neutra一sugarwasgLucoselna-glucosTdaseuandmannoselna-glucosldasem

DurLnggrowthwlthtunlCamyCln,α-glucosldaseト ceH-I川creasedbyabouHen

llmeSthatwlthouHunlCamyCln,althou.qhthecellgrowthd化reaSedbyone-seventh

andone-twentlethfora-glucosldaseⅢ
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