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は　じ　め　に

植物は香料や医薬となりうる有用な物質を生産し,蓄積しており,人類はそのような

機能を直接的あるいは間接的に活用している。これまでに植物における有用物質の生産

過程については多くの知見が得られている。しかしながら生体物質の蓄積や細胞外分泌

の過程については未解決の部分が多い。それは植物細胞内で物質の蓄積・分泌をつかさ

どるオルガネラ(オイルボディ,プロテインボディ,液胞など)の超分子構造や機能が

不明であることに起因している。特にオイルボディは,発芽,成長,登熟などの植物の

生活環において活発に変動するオルガネラであり,植物細胞による物質生産機能の全容

を明らかにするためには,このオイルボディとの関連において生体物質の生成・代謝お

よびその調節機構を解明することが必須と考えられた。また,高度に疎水場であるオイ

ルボディ内で展開される個々の反応を総合的に組み合わせ調節することにより,化学合

成が困難な生体高分子の合成-の発展も望まれる。このような観点から, 「オイルボディ

の生化学」のプロジェクトを立ち上げた。このプロジェクトは平成9-1 0年度に日本学

術振興会　日英科学協力事業の援助を受けてスタートしたが,引き続いて基盤研究(B)

(国際学術研究から移行)の援助を受けて研究にあたった0

本研究では特に,植物細胞のオイルボディの機能解明として,特にオイルボディ複合

体の構造の解明,オイルボディ内-のストレス応答物質の蓄積機構の解明,およびオイ

ルボディに内在する蛋白質の構造と機能の解明を計った。
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7.研究成果

(1)オイルボディの超分子構造の解明

カミツレ苗条原基のオイルボディはトリアシルグリセロールを主成分とし,その他に

ジー　およびモノアシルグリセロール,遊離脂肪酸,リン脂質,ステロール系脂質,およ

び微量の蛋白質を含有していた。このことより,苗条原基オイルボディは内部の貯蔵脂

質を取り囲む単膜として存在していることが推測された。一方,カミツレ種子のオイル

ボディもトリアシルグリセロールを主成分としていたが,その脂肪酸組成にはかなりの

差異が見られ,苗条原基の方がより高度に不飽和化されていた。また,苗条原基と種子

のオイルボディは,膜成分としてステロ-ル系脂質を含有しており,これにより膜内の

浸透圧を調整していると考えられる。なお,酵母にステロイド類の生合成阻害剤を投与

した場合,そのオイルボディ中に特異な構造のステロイド類が検出されたが,細胞膜中

のステロイド類には変化が見られなかった。植物で同様な投与実験を行なったところ,

オイルボディ内のステロイド類にも細胞膜中のステロイド類にも変化が見られなかった。

このことは高等植物と酵母のステロイド生合成の機構が異なることを示しており興味深

い。

一方,オイルボディに内在されている蛋白質のトポロジー解析をすると,この蛋白質

は約2kDaの部分をオイルボディの外部に突き出して存在していることが明らかになっ

た。

(2)オイルボディ内-のストレス応答関連物質の蓄積機構の解明

通常,植物に含まれる精油成分はオイルボディなどの細胞小器官に蓄積されると言わ

れている。しかし,カミツレ苗条原基のオイルボディ中には香気成分の蓄積は見られな

かった。一方,この研究の過程で,カミツレ苗条原基細胞に外からゲラニオールなどの
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モノテルペノイドを投与したところ,アポトーシス様の細胞死が引き起こされることが

わかった。このようなモノテルペノイドによるアポトーシス誘導は蛋白質合成の阻害剤

であるシクロ-キシミドやRNA合成の特異的阻害剤であるアクチノマイシンDによりい

ずれも阻害されなかった。このことはアポトーシス誘導に際しては新たな蛋白質合成も

RNA合成も必要としないことを示しており,アポトーシス誘導に関連する特定の蛋白質

が細胞内の小器官に前もって蓄積されている可能性を示唆している。オイルボディに内

在する蛋白質について調べると,苗条原基と種子とではその含有量および分子量に違い

が見られ,その機能面で差異があることが予想された。発芽時の種子オイルボディ中の

蛋白質がリパーゼ活性を示したことから,種子では明らかに内在蛋白質が内部の貯蔵脂

質を分解し,自らの生長のエネルギー源として役立てているものと考えられる。しかし,

苗条原基のオイルボディにおいて貯蔵脂質の利用にオイルボディ内在蛋白質が関与して

いるのか,他のオルガネラの蛋白質に依存しているのかの明快な解明には至らなかった。

(3)オイルボディに内在する蛋白質の構造と機能の解明

カミツレ苗条原基細胞のオイルボディ中に, 33kDaのカルポキシペプチダーゼが含まれ

ることを兄い出した。一方,上記(2)の研究の遂行過程で,カミツレ培養細胞にモノ

テルべノイドを投与すると,細胞外-カルポキシペプチダーゼが分泌されることが兄い

出された。アミノ酸配列の相同性から,このカルポキシペプチダーゼはオイルボディに

存在するカルポキシべプチダーゼと同一であることがわかった。また,オイルボディか

らのカルポキシペプチダーゼの分泌には細胞膜画分と細胞質画分が共に必要で,細胞質

画分をGTPγSで処理するとその分泌が促進されること,分泌には補因子としてATPを必

要とすることが明らかになった。この分泌はATPア-ゼの阻害剤で阻害されることより,

ATPはオイルボディからカルポキシペプチダーゼを分泌させるためのエネルギー源とし
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て利用されていることが示された。

次に,カミツレ培養細胞に存在するペプチダーゼ(CpaseとTPase)の遺伝子クローニ

ングを行い,これらタンパク質の1次構造を解明した　CPaseは501アミノ酸で構成さ

れ,セリンカルポキシペプチターゼの活性サイトを持ち,特徴的な構造としてN末端に

ロイシンジッパー構造を有していることがわかった。なお,このCPaseのアミノ酸配列

と他の植物のセリンカルポキシペプチターゼのアミノ酸配列との相同性は,約63%であ

った。一方, TPaseは501アミノ酸で構成され,チオールプロテアーゼの活性サイトを

持ち,特徴的な構造としてプロリンリッチな部分を持っていた。また,培養細胞にゲラ

ニオールを添加して化学的ストレスをかけると, CPase関連のraRNAが2倍程度に増加す

ることがわかった。このことは,このCPaseが植物の生体防御または情報伝達過程に関

与している可能性を示唆しており興味が持たれる。

これらの研究の一部はすでに学会誌等に発表しているので,以下に関連した論文のコ

ピーを添付する。
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