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　　　　第1章
ガラクツロン酸転移酵素の性質



1序論

　高等植物の細胞壁は、セルロース、ヘミセルロース、ペクチン、その他の多糖、糖タ

ンパク質で構成されており、細胞の形だけでなく、情報伝達・生体防獅などの生理機能

も担っている（Carpi七aand　Gibeaut，1993）（図1）。セルロースはグルコースが鯵・1，4・

結合で長い直鎖構造をなしたグルカンで細胞壁の主成分を成し、植物全体の1／3～1／2を

占め、地球上で最も多量に存在する有機化合物である。天然セルロースは40～5Q本の分

子が平行にならんで互いの分子間に水素結合でミクロフィブリル結晶を形成している。

ヘミセルロースはキシログルカン、キシラン、β・1，3，β一1，4・グルカンが主成分である。ヘ

ミセルロースは単一の糖から構成されているものは極めて少なく、ほとんどは2種ない

し数種の糖残基を含むヘテログリカンである。また分岐構造を持っているものが多く、

部分的にメチル化またはアセチル化されている。ペクチンは、ラムノガラクツロナン1、

ラムノガラクツロナンH、ホモガラクツロナンの3種類に分類される。ホモガラクツロ

ナンは、ガラクツロン酸がα・1，4・結合で連なったポリガラクツロン酸である．ラムノガラ

クツロナン1はα・1，2・結合したL・ラムノース残基とα・1，4・結合したガラクツロン酸残基

が交互に並んで主鎖を形成しており、一部のレラムノース残基のC・4位にはアラビノー

ス、ガラクトースからなる中性糖側鎖が分岐結合している（Fry，19881Bacic　et　aL，1988；

0’Neill　etaL，19901Zhangand　S七aehelin，1992）（図2）。また、ガラクツロン酸残基の

一部はメチル基やアセチル基で修飾されている（Albersheim　et　a1．，1993）。ラムノガラ

クツロナンnは約30のグリコシル残基で構成されている複雑な構造をもっ多糖である。

ペクチン分子ではガラクツロン酸残基のもつカルボキシル基がカルシウムイオンを介し

て隣接するペクチン分子とイオン結合をしている（図3）。この接着様式はエッグボック

スモデルと呼ばれ、’細胞壁の固さならびに隣接細胞問の接着の調節を行っている。カル

ボキシル基がメチル化されるとカルシウムイオンと結合できなくなるため、メチル基は

cross・1inkageの強さを制御する役割を担っていると考えられている。植物細胞壁全体と

してはペクチンとヘミセルロースが相互作用し、さらにセルロースミクロフィブリノレと

ともに複雑な網目構造を形成している。この構造により細胞壁は機械的な強度に優れ、

背丈の高い植物がその重量に耐えていられるのも細胞壁の強度によるところが大きい。

　ペクチンは特に柑橘類の果皮（30％）、テンサイパルプ（25％）、リンゴの皮（15％）

など柔組織に多く存在するが、木質部には少ない。ベクチンは、細胞分裂中に蓄積され

る最初の多糖の一つであるため、ペクチンを構成する多糖は細胞の成長と発達で重要な

役割を持つと考えられる。また、ペクチン多糖のオリゴ糖断片は、植物の発達と防御反

応におけるシグナル分子になることがわかっている（MohnenetaL，1996）。ペクチンは

果物や野菜の「食物繊維」であり、食品工業ではゼリーやジャムの原料として使われて

いる。動物においてペクチンはヒトの血中コレステロールを低下させ、糖尿病患者に投
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　　与すると血清のグルコース濃度を底下させる効果がありラットでは、前立腺ガンの転移

　　を阻害する。

　　　植物細胞壁多糖の合成では、セルロースは原形質膜上にある6個の穎粒からなるロゼ

　　ット型の合成酵素複合体で合成される（Kudhcka　and　Brown菰1997）。セル目一ス以

　　外の多糖の合成に関わる糖転移酵素はゴルジ体に局在しており、細胞質で合成される糖

　　ヌクレオチドを基質として多糖の合成を行っている（Zh＆ng　and　Staehein，1992）（図

　　4）。合成された多糖は、分泌小胞によって細胞膜に運ばれ細胞外に分泌される。そこで

　　は、植物の成長にあわせて多糖の分解と合成が協調して進行し、特に成長の著しい時期

　　の植物では、合成酵素の活性が高いと考えられる。ペクチンの生合成には構造の複雑さ

　　から、40種類以上の異なる転移酵素が必要であると考えられる（Stoddart，19841Ridley

　　et　aL，2001）。その合成に関わる転移酵素の中で同定されているものには、ガラクツロン

　　酸転移酵素（Villemez　et　al．，19651Vi11emz　et　al．，1966；Lin　et　aL，1966；BolweIIet　aL，

　　1985；Doong　et　al．，19951Doong　and　Mohnen，1998）、ペクチンメチル転移酵素

　　　（Bourland　et　a1．，1997；Goubet　et　aL，19981Goubert＆nd　Mohnen，199911shikawa　et

　　a1．，2000）、ペクチンアセチル転移酵素（PaulyandScheller，2000）がある。ペクチン

　　の主成分であるポリガラクツロン酸を合成する酵素がガラクツロン酸転移酵素（EC

　　2．4．1．43）である。ガラクツロン酸転移酵素の反応様式（図5）は、ポリガラクツロン酸

　　が受容体となりUDP・ガラクツロン酸が供与体として働くと考えられている。ガラクツ

　　ロン酸転移酵素の基質であるUDP・ガラクツロン酸は植物組織から単離されており、そ

　　の生成経路も部分的に明らかになっている（Gibeaut，2000）。現在までに、タバコ培養

　　細胞（Doong　et　al．，19951Doong＆ndMohnen，1998）やマングビーン（Vi11emez　et　aL，

ひ　　19651Vi11emz　et　a1．，1966）などでガラクツロン酸転移酵素の性質が調べられている。し

　　かしながら、酵素はまだ精製されておらず、その性質も不明な点が多い。

　　　細胞壁多糖の分解酵素に関しては多くの酵素が精製され、それらの性質についてもか

　　なり明確となってきている。一方、植物細胞壁多糖の合成酵素の研究は1960年代から欧

　　米で盛んに行われてきたが、酵素の性質についは不明な点も多く、酵素の精製もされて

　　いない。そこで、本研究ではガラクツロン酸転移酵素の性質を明らかにすることを目的

　　とした。
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n材料および実験方法

A材料
1植物
　　アズキ（口即a3η8乙～Zaが5cv．Doyo）α）種イ・はトキタ種苗（埼玉県さいたま市）より購

　入した。ダイコン（丑aρhaηα55aごγ硲L．）成根は、青果店で購入した。

2試薬
　　ポリガラクツロン酸（polyGalA）（柑橘類由来）、ペクチン（柑橘類由来）、UDP・ガラ

　クツロン酸（UDP・GaLへ）、UDP・グルクロン酸（UDP・GlcA）、ヌクレオチドはSigma

　社より購入した。2一（Nモルホリノ）エタンスルホン酸（MES）、痒2・ヒドロキシェチルピ

　ペラジン・ノ〉ζ2・エタンスルホン酸（HEPES）、3・（亙モルホリノ）プロパンスルホン酸

　（MOPS〉、邸トリス（ヒドロキシメチノレ）メチルー3・アミノプロパンスルホン酸（TAPS）、

　エチレングリコールビス（β一アミノエチルエーテル）・理理反亙四酢酸（EGTA〉は同仁化

　学研究所から購入した。ポリオキシエチレン（10）オクチルフヱニルエーテル（Triton

　X・100）、2・アミノ・2・ヒドロキシメチル・1，3・ブロバンジオール（Tris）は和光純薬から購

　入した。UDP｛14CIGlcA（293．6mCi／mmol）は、DupontNEN社から購入した。その

　他の試薬は、分析用または特級の規格の製品を使用した。

3酵素
　　ポリガラクツロナーゼは、市販の酵素製剤ドリセレースから当研究室の黒山が精製し

　た標品を使用した（lshikawa　et　aL，2000）。

4クロマトグラフィー

　　イオン交換樹脂Dowex50W×8（H占型50～100mesh）はDow　Chemical社から、ゲ

　ル濾過樹脂Sephadex　G・15、QAE・SephadexA25はPharmacia　Hne　Chemicals社（現

　A血ersh＆m　Phαrmacia　Biotech　l上）から購入した。クロマトグラフィー用ペーパー3MM、

　No．1はWhatman社から購入した。高速液体クロマトグラフィー（HPLC）用カラムに

　は、Dionex社のCarboPac　PA1カラム（4×250mm）、東ソー社のTSKgel　G3000PWxL

　（7．8×300mm）とG2500PWxL（7。8×300mm）カラムを接続して使：用した。

B方法
1タンパク質量の測定

　　タンパク質量は、ウシ血清アルブミン（BSA）を標準物質として用い、Bradfbrdの方

　法に従って測定した（Bradfbrd，1976）。
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2糖の定量

　　全糖量は、標準糖としてガラクツロン・酸（G＆1A）を用い、フェノール硫酸法（Dubois

　et　al．，1956）に従って測定した。ウロン酸の定量はGa1Aを標準糖として用い、カルバ

　ゾール硫酸法（Galambos，1967）で測定した。還元糖の定量は、標準糖としてGa1Aを

　用い、Nelson・Somogyi法（Nelson，19441Somogyi，19451Somogyi，1952）に従って行

　った。また測定試料に金属を含んでいる場合の還元糖の定量は、標準糖としてGalAを

　用い、Park・Johnson法（ParkandJohnson．1949）に従って測定した，

3UDP一［UC］ガラクツロン酸の調製

1）　ダイコン穎粒画分（4・エビメラーゼ）の調製

　　ダイコン穎粒画分の調製は、Mitch＆mら（Mitcham　and　Gross，1991）とLiljebjelke

　ら（Liljebjelkeetal．，1995）の方法を改良し行った。縦に切断し皮をむいた市販のダイ

　コンの成根（200g）を細かく切り0．7量の100mM｝IEPES・NaOH緩衝液（pH7．0）と

　いっしょにミキサーに1分間かけた。破砕液を2層のナイロンメッシュに通し、2，000×

　8で5分間遠心分離し未破砕物を取り除いた。さらに15，000×gで30分問遠心分離し

　その沈殿物を100mM　HEPES・NaOH：緩衝液（pH7．5）1m1に懸濁し、粗穎粒画分（タ

　ンパク質濃度～8．3μg／μ1）とした。粗穎粒画分は、一80℃で保存し、1回に限り解凍し

　て酵素として使用した。粗顯粒画分の調製は、すべて4℃以下で行った，

2）4一エピメラーゼ反応

　　UDP・［14C】Ga1A調製のための反応条件は放射標識されていないUDP・GlcAを用いて、

　粗穎粒画分のタンパク質量と反応時間変化させることで検討した。反応は生成物である

　UDP・Ga1A量のH：PLCのビーク面積により変換率を調べ、反応の最適条件を決定した。

　UDP｛14C】GlcAO．1ml（6．8nmo1，2μCi）中に含まれるメタノールを吸引デシケータで

　除去し、乾固した。さらに放射標識されていない10mM　UDP・GlcA1．5μ1（15nmol）

　と0．1M　REPES・NaOH緩衝液（pH7．5）8。5μ1とダイコン穎粒画分20μ1（タンパク質

　量～168μg）を加え総液量30トUとして、37℃、1時間インキュベートした。反応は、

　クロロホルム：メタノール（5：1v／v）の溶液を0．6ml加えることで停止させた。さらに

　0．4m1の水を加え縄搾し、水層を回収する操作を2度行った。水層にクロロホルム1m1

　を加え撹搾し、水層を回収し凍結乾爆した。凍結乾燥品に水を加え、H：PLCで分離、分

　取した。

3）HPLCによるUDP｛14CIGa1Aの分取

　　HPLCは、島津製作所社のシステムを用いた。カラムは、CarboPac　PA1（4×250mm）

　を使用した。溶出は、溶離液にギ酸アンモニウム緩衝液（pH6．7）を用い、38分間で0．05
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Mから1Mヘグラジエントをかけた、，カラム温度は室温で、溶離液の流速は1．Oml／min

に設定し、紫外部262nmで検出した。標準化合物である非放射標識UDP－GalAの溶出

位置と一・致する画分を分取した。また、未反応のUDP・GlcAに相当するピークも回収し、

再利用を試みた。分取した画分は、凍結乾燥させた後、水を加えて溶解し使用するまで

一20℃で保存した。基質として用いたUDP・［14CIGlcAからUDP｛14C】G＆1Aへの変換率

と濃度は、液体シンチレーションカウンター（Tri℃arb1600，Packard社製）で放射活

性（dpm）を測定して計算した。又、既知量の非放射標識UDP－GalAを検量線として用

い、H：PLCのピーク面積からも計算した。HPLCによる変換率は、約25％であり、放射

活性を測定して求めた凍結乾燥後の回収率は約15％であった。

4）　純度検定

　　分取したUDP一［uC】GalAの一部（約3。2nCi）に18nmolの非放射標識UDP・GaIA

　を加えて（総量10μ1）、0．2Nトリフルオロ酢酸100μ1で加水分解した。反応は100度

　で30分間行い、冷却後吸引デシケータでトリフルオロ酢酸を除き、分解物を

　HPAEC・PADで分析、分取した。高速液体陰イオン交換クロマトグラフィー（H：PAEC）

　はDionex社のシステム、カラムにCarboPacPA1（4×250mm）を用いて行った。溶

　出は水（溶液A）、0。1M水酸化ナトリウム（溶液B）、0．5M酢酸ナトリウム／0．1M水

　酸化ナトリウム（溶液C）を用いて表1のような濃度勾配で行った。ポストカラムには

　0．3M：水酸化ナトリウムを使用した。溶出液の流速は1．Oml／minに設定し、室温で分析

　した。パルスドアンペロメトリー検出器（PAD）で検出後、溶出液を15秒または、1分

　毎に分取し、シンチレーション・バイアルに入れ、2mlになるように水を加えた，さら

　に3mlのシンチレーション液を加えて液体シンチレーションカウンターで放射活性を

　測定した。

表1HPAECの濃度勾配

0 12．5

　　時問（min）
13．2　　　　　25　　　　31．25 31．26 44

直線濃度勾配 段階的濃度勾配

溶液A
溶液B
溶液C
0
0
0

8
n
乙 5
5
0

6
Q
り

0
100

0
0
0
0

　
5
，
り

0
5
0
5
0

0
0
0

Ω
》
ワ
一 0
0
0

8
9
一

31．25分間で測定ができる。それ以降の44分まではカラムの洗浄・平衡化である。

4ガラクツロン酸転移酵素の反応

1）　粗顯粒画分の調製
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　アズキ胚軸頼粒画分の調製は％mierらの方法（Vannier　et　al．，1992）を改良して行

った。25℃、暗所、7日問バーミキュライトまたは、水を張ったバットで生育させたア

ズキの実生から上胚軸（長さ8～10cm）209を切り取り2倍量の摩砕用緩衝液（12％シ

ョ糖、0．5％BSA、1mM　EGTA、0．1mM塩化マグネシウム、1mMジチオトレイトー

ル（DTT）を含む50mMTris－HC1緩衝液，pH7．5）を加え、．乳鉢で組織を破砕した。破

砕物は、3重のナイロンメッシュで濾過した。その後1，000×8、15分遠心分離し未破

砕物を取り除き、10，000×815分遠心分離した．得られた上清を100，000×ぷ1

時間超遠心分離し、沈殿を摩砕用緩衝液で4回洗浄後、600μ1の摩砕用緩衝液に懸濁し

て粗穎粒画分（タンパク質量～16μg／μ1，総タンパク質量6mg）とした。粗穎粒画分は、

一80℃で保存し、1回に限り解凍して酵素として使用した。穎粒画分の調製は、すべて4℃

以下で行った。図6に粗穎粒画分の調製法の概要を図示した。

2）　活性測定方法

　　ガラクツロン酸転移酵素の放射標識UDP・GalAを用いた活性測定は次のような反応条

　件で行った。約30μgび）タンパク質量を含む粗顯位画分、0。5％BSA、6％ショ糖、5mM

　塩化マンガン、0．5％Triton　X・100を含んでいる50mMMES・KOH緩衝液（pH6．8）か

　らなる反応液（30μ1）中で0．3mMUDP・［14C】Ga1A（5μ1中に1．6nCiのUDP｛14C】G＆IA

　と9nmo1の非放射標識UDP－Ga1Aを含むl　UDP｛14C】GalA量はわずかなので非放射標

　識UDP・Ga1A量で濃度を表記した）を供与体とし、2mg／m1酸可溶性polyGa1Aを受容

　体として、25℃、30分間インキュベートした。以下、この反応液組成を標準反応液と呼

　ぶ。必要ば応じて、実験毎に反応液の組成等を変えた。反応は、80μ1の0．3N酢酸を添

　加して停止した。この液をL5×23cmに切ったWhatman3MMペーパーの原点（下方

　より5cm）付近に塗り、95％エタノール：1M酢酸アンモニウム（2：1v／v）の溶媒を用

　いて、上昇法により6時問展開した。展開後、［14CIGalAが取り込まれた高分子画分を抽

　出するために、乾燥したぺ一パーを原点より上下1cmの部分を切り取った　切り取った

　断片は、2つ折りにしてシンチレーンヨン・バイア・しに入れて0．5％シュウ酸アンモニ

　ゥムを2m1加えた。超音波を10分間かけ、さらに3mlのシンチレーション液を加えて

　放射活性を液体シンチレーションカウンターで測定した。活性はGa1Aの取り込み量を

　比活性（pmol／min／mgprotein）で表した。図7に活性測定法の操作を図示した。

3）ぺ一パークロマトグラフィーによる放射活性化合物の分離の確認

　　上記の展開後のペーパーを冨士フイルム社製FUJIXバイオ・イメージングアナライザ

　ーBAS1000（イメージングプレートヘの露光は24時問）による解析をし、基質である

　UDP・［し4C］Ga1Aと114C】Ga1Aが転移した産物が分離していることを確認した。
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アズキ（佐9刀aa刀8u姦万θCVlDoyo）

い音所25℃，7日問

上胚軸

　　ホモジェナイズ

　　　50mM　Tris－HC1緩衝液（pH7．5）

　　　0．5％BSA，1mMDTT，12％ショ糖

　　　1mM　EGTA，0．1mM　MgCl2

オ

1，000×815分
10，000×815分

清上

100，000×860分

沈澱（粗穎粒画分）

図6アズキ上胚軸からの粗穎粒画分の調製
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反応液　　　50mMMES－KOH緩衝液（pH6．8）

　　　　　　0．5％BSA，6％ショ糖

　　　　　　5mMMnCl2
　（30μ1）　　0．5％Triton　X－100

　　　　　　2mg／m1酸可溶性polyGaLへ

　　　　　　0．3mM　UDP－Ga1A（1．6nCi）

　　　　　　粗穎粒画分（～30μgタンパク質）

　　25℃，30分

停止　0．3N酢酸，80μ1

↓
分離ぺ一パークロマトグラフィー

1展開　一H＝1M酢酸アンモニウム老：D

抽出0．5％シュウ酸アンモニウム，2ml

↓

測定液体シンチレーションカウンター

図7ガラクツロン酸転移酵素の活性測定法
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5オリゴガラクツロン酸の調製

1）オリゴガラクツロン酸の分離

　　オリゴガラクツロン酸はKomaeら（Komae　et　aL，1990）の方法に基づいて調製をし

　た。polyGa1A19に酢酸ナトリウム緩衝液（P｝14．5）が20mMになるように加え、黒山

　によって調製されたポリガラクツロナーゼ（20mM酢酸ナトリウム緩衝液，pH4．5中）

　を加えて溶解し（全反応液量50ml）、37℃、18。5時間インキュベートした．．その後、沸

　騰水中で加熱して、酵素を失活させた。次に、2倍量のエタノール（終濃度66％）を加

　え10，000×8で10分間遠心分離し不純物を含んでいる沈殿物を取り除いた。上清はエ

　バポレーターで濃縮させた後、小カラムにつめたDowex50W×8（H←型）で脱塩し、再

　びエバポレーターで濃縮した。得られたオリゴ糖画分は、0．125Mイミダゾール緩衝液

　（pH7，0）で平衡化したQAE・Sephadex　A25（2．9×26cm）にのせた。まず、0．125M

　イミダゾール緩衝液を約300m1流し、次にイミダゾール緩衝液（pH7．0）を0．125M～0．55

　Mと濃度を高めて流して（総量2．51）分離・溶出した。糖のあるフラクションをフェノ

　ール硫酸法で確かめ、ピークをそれぞれ集めエバポレーターで濃縮した後、小カラムに

　っめたDowex50W×8（H←型）で脱塩し再びエバポレーターで濃縮した。その後、各画

　分を水で平衡化したSephadexG15（L5×91cm）でさらに精製した。

2）オリゴ糖の純度検定

　　脱塩後の試料をWhatman　No．1濾紙にスポットし、標準糖は、30mg／mlの溶液を1

　スポットした。展開は下降法で24時間行い、展開溶媒にη一ブタノール：ピリジン：水

　（6；413v／v／v）または、η・ブタノー！レ：酢酸；水（5：2：3v／v／v）を用いた。ペーパーの発

　色は硝酸銀発色法で行った

6酸可溶性polyGa1Aの調製と性質解析

1）　酸可溶性polyGa1A・酸不溶性polyGaIAの調製

　　酸可溶性polyGa1Aの調製は、Ehrlichらの方法（Ehrlich　and　Schubert，1929）を改

　良して行った。polyGa1A5gに水245m1を加えて温めて溶解し、冷却後10，000×8

　で13分間遠心分離し未溶解物など除いた。上清に12N塩酸を5ml加え、生じたゲル

　状物質を乳鉢ですりつぶし、2時間沸騰水中で加熱した。一冷却後、10，000×8で15分

　間遠心分離した。この上清から酸可溶性polyGaIAを、沈殿から酸不溶性polyGalAを調

　製した。

　　上清は、乳鉢で細粉にした水酸化バリウムを加え中和した。10，000×8で15分間遠

　心分離し、生じたバリウム塩のpolyGalAの沈殿を水に溶解し、0。1N硫酸でpH2にあ

　わせ、10，000×9で15分間遠心分離して硫酸バリウムの沈殿を除いた。同様にして水

　酸化バリウムによる沈殿と硫酸による溶解を繰り返して得られる上清に1N　NaOHを加
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えてpH5に調節し、等量のエタノールを加えよく撹絆した。10，000×9で15分間遠

心分離したのち、沈殿をデシケーターでエタノールを蒸発した。続けて、真空ポンプで

完全に乾燥させて粉末にした（収量115mg）。

　一方、沈殿は0．12N｝IC1を含む40％エタノールで懸濁し、10，000×8で15分問遠

心分離した。沈殿を水に溶解し1N水酸化ナトリウムでpH5に調整した。1／20容の1N

水酸化ナトリウムを加えたのち、0℃で90分間放置した。0．24N塩酸となるように塩酸

を加えた。10，000×8で15分間遠心分離し、再度、沈殿を0．12N塩酸を含む40％エ

タノールに懸濁し、遠心後、沈殿を水に溶解し、1N　NaOHでpH5に調整した。その

後、等容のエタノールを加えよく撹絆したのち、0℃で100分問冷却した。10，000×8・

で15分間遠心分離し、沈殿をデシケーターでエタノールを蒸発し、続けて真空ポンプで

完全に乾燥させて粉末にした（収量2．75g）。

2）　酸可溶性polyGa1Aの分子量の測定

　　Matrix　Ass三sむed　Laser　Desorption五〇nization　Time　of　Flight　Mass　Spectromet㎎

　（MALDI・TOFMS）は質量分析装置KOMPACT　MALDI　IV　tDE（Kratos　Analytica1

　社）を用いた。マトリックスとして、2，5dihydroxybenzoicacid（DHBA）を水：エタ

　ノール（9：1v／v）ゐ混合溶媒で0．1％となるように調製した。1mg／ml　polyGa1A、0．5％

　塩化ナトリウム、調製したDHBAをそれぞれ、0．5μ1ずつプレート上にのせて混合し、

　乾燥した。測定はlinearモードでパワーを120～150で測定した。

　　HPLCによる分子量測定は島津のHPLCシステムを用い、TSKgel　G3000PWxLと

　G2500PWxLカラムを直列で接続し、示差屈折計を用いて測定した。溶出液に0．2Mリ

　ン酸カリウム緩衝液（pH6．9）を用い、室温で、流速0．5ml／minで分析した。標準物質

　としては、昭和電工製ShodexstandardP・82を用いた。このキットには以下の分子量既

　知のプルランが含まれている。P・1（分子量1，350）、P－2（1，810）、P－3（2，930）、P・5（5，800）、

　P・10（12，200）、P・20（23，700）、P・50（48，000）、P・100（100，000）、P・200（194，000）、

　P・400（338，000）、P・800（758，000）である。カラムの％はP－800、罵はGalAで測定

　した。プルランの分子量と溶出時間の検量曲線から分析試料の分子量を求めた。

7脱エステル化ペクチンの調製

　　市販び）ベクチン20mgを2mP）水に溶解した後、2mlの0。1N水酸1ヒカリウムを加

　えた。反応は4Cで1時間行った．l　N酢酸を用いて中和し、水に対して1晩透訴後、

　凍結乾燥した。

8メチルエステル化度の測定

　　polyGaIAのメチル基量は、Komaeらの方法（Komae　and　Misaki，1989）で測定し
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た。polyGa1A50μ9を0．1mlの0。05N水酸化カリウム中で室温、1時間アルカリ処理

してケン化（メチルエステルの加水分解）した。本液50μ1（ペクチン25μ9相当含有）

を2mMグルタチオン、2mM　NAD＋、O．5unitアルコール酸化酵素、1unitホルムァ

ルデヒド脱水素酵素、200mMリン酸緩衝液（pH7。5）を含む溶液L45m1と混合し、

25℃、30分保温した。標準物質としてメタノールを用い、340nmの吸光度で、遊離し

たメタノールの量を測定してメチル基の含量を算出した。メチルエステル化度（＊DE）

は、メチル基含量（mol）÷ガラクツロン酸残基含量（mo1）×100（％）で表記した。

歯DE：degree　ofme七hyl・esteritication。例えばDE22では100残基のGa1Aのうち22

　　　残基のカルボキシル基がメチル基で置換されていることを示す。

9GalA転移、産物の分析

1）　Ga1A転移産物の調製

　　ガラクツロン酸転移酵素の活性測．定用の標準反応液とは異なり、UDP｛14C】Ga1A量を

　6倍（9．6nCi、UDP・Ga1Aの終濃度0．5mM）、酵素量2倍（タンパク質量62μg）で、

　反応液量30ト」として、60分問反応させた（この反応を5本のチューブで行なった）。反

　応後、沸騰水中に5分間つけ反応を停止させた。反応産物は、ぺ一パークロマトグラフ

　ィーで分離した。展開後、乾燥したぺ一パーを原点より上下1cmの部分を細かく切り、

　ワッセルマン試験管に入れ、0．8mlの水を加えた。ワッセルマン試験管を沸騰水中で15

　分間加熱し、放射活性をもつ反応産物を抽出した。細分化した濾紙が混じらないように、

　パスッールピペットで液体をエッベンチューブにとり、卓上遠心機で不溶物を取り除い

　た。さらに、上清をフィルター（0．45Fmクロマトディスク4A、バイオフィールド社製）

　で濾過し、微細な濾紙くずを取り除1。・・た。回収した液体は凍結乾燥し、水100μ1を加え

　て溶解した。一部を液体シンチレインヨンカウンターで測定した。その結果、用いた

　UDP｛14CIGalAの約13％が高分子画分に取り込まれていることがわかった。

2）　ポリガラクツロナーゼによる処理

　　放射活性を持つ抽出した反応産物（L12nCi）と黒山により精製された微生物由来の

　ポリガラクツロナーゼ0．1unit（タンパク質量～O．5μg）を含む20mM酢酸ナトリウム

　緩衝液，pH：4．5（総液量65μ1）を37℃、6時間反応させた。反応後は、凍結させて分析

　するまで保存した。

3）HPAECによる分析

　　ポリガラクツロナーゼ未処理の試料（L28nCi）と分解した試料（上記の一部の0．69

　nCi）をマニュアル注入によりHPAECで分析した　HPAECはDionex社のシステム、

　カラムにCarbQPacPA1（4×250mm）を用いて行った。溶出は、A液0．1M水酸化ナ

一
〇1



トリウム、B液1M酢酸ナトリウム／0．1M水酸化ナトリウムを用い、60分間でB液を

0％からIOO％ヘグラジエントをかけた。溶離液の流速はLO　mレminに設定した。PAD

検出後、溶出液を30秒または、1分毎に分取し、シンチレーション・バイアルに入れ、

2mlになるように水を加えた．さらに：3m1のシンチレーション液を加えて液体シンチ

レーションカウンターで放射活性を測定した。

4）ぺ一パークロマトグラフィーによる分析

　　ポリガラクツロナーゼ未処理の試料（0．64nCi）と、分解した試料（0．64nCi）をL5

　×23cmに切ったWhatman3MMペーパーにスボットし、95％エタノール：1M酢酸ア

　ンモニウム（2：1v／v）の溶媒を用いて、上昇法により6時間展開した。展開後、乾燥し

　たぺ一パーをイメージングアナライザー（イメージングプレートヘの露光は24時間）に

　より、放射活性の分布を調べた。標準としてGa1A1、Ga1A2、Ga1A3、酸可溶性polyGa1A

　をぺ一パーにスポットし、展開後、硝酸銀発色法で糖を検出した。
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皿結果

1粗穎粒画分のガラクツロン酸転移酵素の活性測定

1）受容体基質酸可溶性polyGa1Aへの［14C］Ga1A残基の取り込み

　　アズキの上胚軸から得られる粗穎粒画分を用いてガラクツロン酸転移酵素活性が実験

　方法で示したように測定できることをイメージングアナライザーを用いて調べた。供与

　体としてUDP｛uCIGa1A、受容体として酸可溶性polyGaIAを用い、標準反応液中で反

　応・ペーパークロマトグラフィーで分離し、放射活性のパターンを調べた。対照実験と

　してUDP・Ga1Aのみについても調べた。UDP｛14CIGaIAとぺ一パーの原点に留まる転

　移産物に分離した。受容体の有無にかかわらず反応時間0分では放射活性が原点には認

　められないが、30分の反応では放射活性が検出された。受容体を含まない反応でも粗穎

　粒画分に内在する受容体（粗穎粒画分に含まれる合成途中のペクチン）が［14CIGaIAを取

　り込んで活性が現れることがわかる（図8）。しかし、反応液に受容体を加えた場合と比

　べて、その活性はわずかであった。おそらく粗穎粒画分には合成途中のペクチン含量が

　少ないためと考えられる。また標準物質として、酸可溶性polyG＆1A、G＆1A1～3糖を展

　開し、硝酸銀発色で糖を検出した。polyGa1Aが原点に残り、Ga1A1～3糖は展開によっ

　て移動した（図15B）。このことから酸可溶性polyGa1Aに取り込まれた114CIGaIAを定

　量することでガラクツロン酸転移酵素の活性が測定できることを確認した，，

2）　経時的変化

　　反応液に、約34μgのタンパク質を含む粗顯粒画分を添加し、反応時間を0～60分間

　に変化させて活性と時間の関係を調べた（図9A）。反応時間が増すにつれて活性が増加

　し、約40分までは直線関係が成立することが認められた。酵素の比活性は粗頼粒画分の

　調製毎に多少変動はあるが1，300～2，000pmol／min／mgproteinである。このデータに基

　づき、酵素活性は30分で測定した。30分間の反応におけるUDP－GaIAの転移量は反応

　液に加えた量の約17％であった。このことから、受容体（Ga1A含量84mo1％，表4）の

　総G＆1A量に対して0．7％の鎖の伸張が起きたと計算で求められる。

3）　粗穎粒画分量（タンパク質量）と酵素活性の関係

　　標準反応液中の粗頸粒画分量（タンバク質量）を変rヒさせ、反応時間30分で活性を測

　定した。活性は転移されたGalA量をpmoレminで表した。酸可溶性polyGα1Aを受容体

　として用いた反応では活性とタンパク質量80μgまでの間に直線関係が成立した（図9B）。

　また、粗頼粒画分に含まれる内在性受容体への転移反応も認められた。しかし、活性は

　わずかに増加するだけであり、受容体への転移活性との問に大きな差が見られた。この

　結果から粗顯粒画分に含まれるタンパク質量が約30Flgとなるように設定し測定した。
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4）酵素活性におよぼすpHの影響

　　反応におよぼすpHの影響は、標準組成の反応液のうち緩衝液を変えて行った。緩衝

　液の濃度は終濃度50mMで行い、緩衝液にはHEPES・KOH緩衝液（pH6．8、7．0、7．5、

　8。0）、MES・K：OH緩衝液（pH5。5、6，0、65、6，8、7．0）、MOPS・KOH緩衝液（pH6．5、

　6．8、7，0、7．5）、TAPS・K：OH緩衝液（pH：7．75、8．0、8．25、8．5、8．75、9．0）、Tris・HCl

　緩衝液（pH7．5、pH7．75、8。0、825、8．5、8．75、9．0）を用いた（図10A）。同じpH

　でも緩衝液の種類によっても活性はかなり変動した，酵素の最適1乍用pHは6．8～7．8と

　求められた。標準の反応条件は、MES・KOH緩衝液（p｝16。8）に設定した。

5）　酵素活性におよぽす温度の影響

　　反応におよぼす温度の影響は、標準反応液の温度を変えて反応し、活性を測定した。

　反応温度は15、20、25、30、35、40、45℃で行った。図10Bに示したように25～35℃

　の範囲で活性が高く幅の広い至適温度を持つことがわかった。標準の反応条件は25℃に

　設定した。

6）　酵素活性におよぼす界面活性剤の影響

　　⊥般に糖鎖合成酵素は膜酵素であると考えられるため、界面活性剤を加えることによ

　り膜構造を破壊すると酵素活性が高まる例が知られている。ガラクツロン酸転移酵素に

　っいても、活性におよぼす界面活性剤の影響を調べた。反応液に様々な界面活性剤を終

　濃度0．5％となるように加えた。表2では界面活性剤を加えていない反応液の活性を100

　とし、相対活性で表した。非イオン性界面活性剤である、Triton　X・100、Triton　X・102

　と、両性界面活性剤の3・［（3・コラミドプロピル）ジメチルアンモニオ】プロパンスルホン酸

　（CHAPS）が有効であった。特に非イオン性界面活性剤は有効であり、比活性が2～3

　倍に増加した。反応液に受容体を加えない場合は、界面活性剤を加えても無添加の場合

　と比べて活性はあまり高まらないことがわかった。

7）酵素活性におよぼすTriton　X・100の影響

　　界面活性剤と酵素活性のデータを基にして、活性を高めるのに有効であったTriton

　X・100の濃度を変えて酵素活性を調べた。標準反応液のTritonX・100濃度を0、0．1、0，2、

　0．3、0。4、0。5、0．75、1，0％に変化させた反応液を用いた、図11に示すように少量のTriton

　X・100でも効果があることがわかる。また、高濃度に加えても活性の増加は認められな

　かった。受容体を加えていない反応液ではTriton　X・100を加えると阻害する傾向が認め

　られた。標準反応液に加える界面活性剤は、Triton　X・100とし、その濃度は0．5％に設定

　した。
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図10酵素活性におよぼすpHと温度の影響

Aタ’ンパク質量33．6μg、反応時間30分で活性を測定した。実線は

　＋Acceptor、点線は一Acceptorを示している。

　　十，H：EPES－KOHl一←，MES・KOH；十，MOPS－KOHl

　　一←，TAPS－KOH；　　十，Trお’HCl

Bタンパク質量33，6μg、反応時間30分で活性を測定した。

　　十，＋Acceptor；　一▲…・，一Acceptor
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8）酵素活性におよぼす金属イオンの影響

　　一般に糖転移酵素は、2価の金属イオンに活性を依存するものが多い。ガラクツロン

　酸転移酵素についても様々な金属イオンによる影響を調べた。反応液に5mMの金属イ

　オンとしてMn2＋、Zn2＋｝Cu2＋、Mg2＋、Ba2＋、Ca2＋、Hg2＋（すべて塩化物）を加えて反

　応させた。図12Aに金属イオンを加えていない反応液の活性を100％とし、相対活性で

　表した。Mn2・とZn2＋が有効であった。特にMn2＋を加えると比活性が40倍に増加するこ

　とから、活性を高めるのに反応にはマンガンイオンが必須であると考えられる。

9）酵素活性におよぼすマンガンイオン濃度の影響

　　金属イオンと酵素活性のデータを基に、活性を高めるのに必須であると判断したMn2・

　濃度σ）影響を調べた。標準反応液のMn2＋濃度を0、1、3、5、7、10、15、20mMに変

　化させて反応した。図12Bは比活性とMn2膿度の関係を示している。Mn2・濃度が高ま

　るにつれ活性は高まり、約5mM以上になると比活性が一定になることがわかる。受容

　体を入れていない反応液では、少量のMn2＋濃度（1～3mM）では比活性が増加するが

　その後、減少するのが観察された。標準反応液ではマンガンイオン濃度を5mMに設定

　した。

10）　BSA濃度・ショ糖濃度と酵素活性の関係

　　一般に糖転移酵素ではBSA、ショ糖を酵素の安定化剤として加えることが多い。ガラ

　クツロン酸転移酵素についても、これらの化合物の活性におよぼす影響を調べた，標準

　反応液には、0．5％BSAと6％ショ塘が加えられているが、BSAおよびショ糖濃度を変1ヒ

　させて反応を行った．その結果BSA、ショ糖ともに活性には影響を及ぼさないことがわ

　かる。したがって、必要に応じてBSA、ショ糖の成分を除いて酵素反応を行うことが可

　能である。

11）酵素活性におよぽすヌクレオチドの影響

　　ガラクツロン酸転移酵素の基質となるUDP・GaIAの基質アナローグである、UDPや

　関連するヌクレオチドの酵素活性に対する影響を調べた。実験には、AMP、ADP、ATP、

　GMP、GDP、GTP、UMP、UDP、UTPを用い、標準反応液にヌクレオチドを終濃度

　10mMで加えて反応を行った。ADP、ATP、GTP、UTPにより活性は顕著に阻害され

　ることがわかった。特にヌクレオチド三リン酸では大きく阻害された。GMP、AMPの

　添加では、酵素活性が少しだけ高まった。受容体を加えない場合は、全体的に活性は低

　いが受容体を加えた場合と同様の傾向が認められた，
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図12酵素活性におよぼす金属イオンの影響

A金属イオンには塩化物塩を使用した。タンパク質量33．6μ9、反応時問30分で

測定し、金属イオンを除いた組成の反応液で測定した＋Acceptorの酵素活性（45

pmoレmin／mgprotein）を100％として、各金属イオンの活性に対する効果をあら

　わした。　　■，＋Axcceptorl口，一Acceptor

Bタンパク質量33．6μg、反応時間30分で測定した。

　十，＋Acceptorl　・・…▲一・，一Acceptor
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12）　その他の物質（阻害剤や単糖・オリゴ糖）と酵素活性の関係

　　酵素活性におよぼす様々なキレート剤、プロテアーゼ阻害剤や単糖、Ga1A2、Ga1A、3

　などの影響を調べた。反応は標準反応液に化合物が終濃度10mMとなるように加えて行

　った。単糖としては、ガラクトース、グルコース、L・ラムノース、キシロース、L・アラビ

　ノース、D・アラビノース、L・フコース、マンノース、GalA、GlcAを用いた。特に単糖を

　加えても活性におよぼす影響はほとんど認められなかった。Ga1Aを加えると少しだが、

　活性は阻害された。GalA2、GalA3、を加えると活性は促進された。また、フッ化ナトリ

　ウム、EGTA、エチレンジアミン・珂亙zVl2“テトラ酢酸（EDTA）、DTTは阻害剤として

働いた。

2酵素活性の反応速度論的解析

1）　受容体特異性

　　ガラクツロン酸転移酵素の受容体になると考えられる様々なpolyGa1Aとベクチンを

　用いて反応を行った。polyGa1Aは市販のpQlyG＆1Aおよび本研究で市販のpolyGa1Aか

　ら調製した酸可溶性polyGalA（低分子画分）、酸不溶性polyGa1A（高分子画分）を用い

　た。ペクチンはDEが22、61、90と異なる市販のペクチンおよびそれぞれを脱エステ

　ル化したペクチンを用いた。標準反応液に2mg／m1受容体となるように加えた（表3）。

　受容体としては酸可溶性polyGalAが有効であり、酸不溶性polyGalAでは活性が低下し

　た。構成糖比（表4）で、市販のpolyGalAはGa1A含量が低く（65％mol）、中性糖が多

　く含まれているが、酸可溶性polyGa1Aと酸不溶性polyGalAはGaIA含量が高く構成糖

　比ではよく像た傾向を示した。このことから、受容体の効率はGa1A含量とは関係がな

　いと考えられる。

　　一方、ベクチンとpQlyGa1Aの分子量はHPLCとMALDI・TOFMSで測定した，

　MALDI－TOFMSは、酸可溶性polyGa1Aだけしか測定できなかった。酸可溶性polyGa1A

　の分子量は2，000～6，000だった。このデーターから酵素反応の受容体の効率が異なるの

　は分子量の差が反映しており、分子量の低い受容体（酸可溶性polyGaIA）がガラクツロ

　ン酸転移酵素の良好な受容体としてはたらくと考えられる。標準反応液では酸可溶性

　polyGa1Aを用いて活性を測定した。

　　ペクチンについてはDEが高いほど比活性が高くな傾向があった。脱エステル化を行

　った各ペクチンを受容体として用いたところ比活性は脱エステル化をする前のものより

　も低くなった。このことからペクチンではエステル化度が活性に影響していると考えら

　れる。しかしペクチンDE90と同程度の活性を示す市販のpolyGaIAのDEを測定した

　ところ、DEはほぼ0であり、活性発現には、Ga1Aのカルボキシル基が遊離状態の方が

　受容体として有効なのか、それともメチル基で置換されている方が有効なのか不明であ

　る。
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2）　酵素活性におよぼす受容体（酸可溶性polyGalA）の影響

　　酵素活性に特に有効な受容体である酸可溶性polyGaIAの濃度の影響を調べ、反応速

　度論的解析を行った。酵素反応は標準反応液の受容体（酸可溶性polyGaIA）濃度を0～

　5mg／mlに変えて行った（図13A、グラフは受容体濃度O～0。5mg／m1の範囲を示した）．

　受容体（酸可溶性pQlyGa1A）濃度が高まるにつれて比活性は増加し、0．2mg／m1以上で

　牢常状態になった。酸可溶性polyGa1A濃度を高めても、活性は低くならず、酵素活性

　を阻害しないことがわかった。挿入図はHanes・Wbolfプロットを示しており、酸可溶性

　polyGaIAに対する見掛けの島値は0．02mg／m1、％axは1，800pmol／min／mg　pro七ein

　と求められた。

3）酵素活性のおよぼす供与体（UDP・Ga1A）の影響

　　供与体にっいても反応速度論的解析を行った。酵素反応は標準反応液の供与体濃度を0

　～0．6mMに変えて行った。反応液中のUDP・［14CIGalA濃度は一定にし、放射標識され

　ていないUDP・Ga1A濃度を変えて反応させた。図BBでは、基質（UDP・G＆IA）濃度が

　高まるにっれて比活性は増加し、0，3mMで定常状態になった。挿入図はHanes・Woolf

　プロットを示しており、ここからUDP・G＆1Aに対する見掛けの茄値、％ax鳶求めた。

　反応は二相性であり、2つの異なる塩1直0．14mMおよび0．86mM、％axは2，700

　pmo1／min／mgproteinおよび7，800pmol／min／mgproteinと求められた。

3反応産物の分析

　　ガラクツロン酸転移酵素の作用でUDP・［14CIG＆1Aから転移された［14C］GalAが受容体

　として用いた酸可溶性polyGa1Aに取り込まれていることを確認する必要がある。そこ

　で酵素反応で生じたGa1A転移産物をぺ一バークロマトグラフィーの原点に残った高分

　子画分から抽出した。酵素反応は、転移産物を大量に得るため活性上昇と反応時間の直

　線関係からはずれた60分で行った。

1）　HPAECによる解析

　　反応産物はDion醸仕のHPAEC・PAD（カラムCarboPαc　PA1）で分析し、反応産物

　をポリガラクツロナーゼで分解した分解産物と比較した（図14）。HPAECの溶出液は、

　分取して放射活性を測定した。ポリガラクツロナーゼで処理する前の産物の放射活性は、

　重合度が13以上の高級ガラクツロン酸オリゴ糖の溶出位置に検出される。HPAECに装

　着してあるPADでも重合度の高い反応産物であることが確認できる。ポリガラクツロナ

　ーゼで1晩反応をさせると、反応産物は分解されPADでは、単糖、2糖となった。放射

　活性も単糖と2糖に移動したことから、基質として用いたUDP・［14CIGa1Aから［14C］Ga1A

　は、ほとんどが高級ガラクツロン酸オリゴ糖に取り込まれていると確認できた。また、
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A受容体（酸可溶性polyGaIA）の濃度と酵素活性の関係

　タンパク質量36．5μg、反応時問30分で測定。

挿入図はハーネスニウルフブロットを行ったものであり［S1は酸可溶性polyGaIA

　濃度（mg／m1）をあらわしている。

B供与俸（UDP・Ga1A）の濃度と酵素活性の関係

一Acceptorぱタンパク質量36。5μg、反応時間30分で測定、＋Acceptorはタン

パク質量33．6μg、反応時間30分で測定。

挿入図は＋Acceptorのデータをハーネスニウルフブロットを行ったものであり

　［SlはUDP－Ga1A濃度（mM）をあらわしている。

　十，→一Acceptor；　…・¶▲…・・，一一Acceptor
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図には示していないが受容体である酸可溶性polyGalAそれ自身と、転移産物のPADに

よる重合度の違いはほとんどないことがわかった。

2）ぺ一パークロマトグラフィーによる解析

　　HPAECにより解祈した反応産物と、反応産物をボリガラクツロナーゼで分解した試

　料は、ベーパークロマトグラフィーでも解析した。試料は、95％エタノール：1M酢酸

　アンモニウム（2：1v／v）の溶媒を用いて、上昇法により6時間展開した。ろ紙を乾燥し、

　イメージングアナライザーにより解析した。図15に結果を示す。標準糖には放射標識さ

　れていないGa1A1、GalA2、Ga1A3および酸可溶性polyGa1Aを用いた。標準糖も同じ条

　件で展開させた後、硝酸銀発色法で発色した。ポリガラクツロナーゼで処理をしていな

　いものは原点付近の高分子画分のみに放射活性が検出される。HPAECでの分析と同様

　にポリガラクツロナーゼで処理したものは、Ga1A2の位置に強い放射活性が検出され、

　原点付近に残る放射活性はわずかであることがわかった。

　以」二のHPAECとベーパークロマトグラフィーび）結果から、UDP｛L4CIGa1Aから

［14CIGalAが受容体であるpolyGalAにベクチン特有のα一1，4一結合で転移されていること

が確認できた。

4ガラクツロン酸転移酵素の局在性

　　アズキからの粗穎粒画分調製の各段階での酵素活性を測定して、酵素が膜結合酵素で

　あるか、可溶性画分にも存在するかどうか調べた。反応には酵素源として、1，000×8・

　上清、10，000×8上清、100，000X　g上清、100，000×8沈殿を用い、凍結せず、調

　製後すぐに使用した。反応には標準反応液を使い各画分を酵素源として測定した。

　100，000×g上清と沈殿を比べると、活性はほとんど（91％）が沈殿の画分に検出され、

　ガラクツロン酸転移酵素は膜に結合して存在していることがわかった．

5ガラクツロン酸転移酵素の反応液中での可溶化

　　反応液中でのガラクツロン酸転移酵素の状態を調べるために、標準反応液中での酵素

　の可溶化を調べた。各種糖転移酵素は膜タンパク質と考えられているため、反応液中に

　含まれるTritonX・100によりガラクツロン酸転移酵素が可溶化されていると考えられる。

　方法としては、供与体と受容体を含んでいない標準反応液に粗穎粒画分を加え、氷冷上

　に10分間放置後、100，000×8で超遠心分離した。超遠心分離後の、上清と沈殿（供

　与体と受容体を含んでいない標準反応液で再懸濁した）を酵素源として反応を行った。

　Triton　X・100の妨害のためBradfbrd法ではタンパク質量が正確には測定できなかった

　ため、総活性を反応に用いた酵素源の液量と全容量から求めた。総活性を比ぺると
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　GaIA1

←GalA2
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　　　　　　1　2

図15ぺ一パークロマトグラフィーによる

　　　Ga1A転移産物の分析

　　Aイメージングアナライザーによる放射活性の検出

　　　　1未処理転移産物

　　　　2転移産物のポリガラクツロナーゼ分解物

　　B標準糖の硝酸銀発色検出
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100，000×9の沈殿に大部分（約85％）が回収されており、上清にはわずかにしか検出

されなかった。この結果から反応液中ではガラクツロン酸転移酵素は、ほとんど可溶化

されていないことがわかった。
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IV考察

1ガラクツロン酸転移酵素の性質

　　本研究で、アズキ上胚軸から粗顯粒画分を調製し、ベクチン合成に関わるガラクツロ

　ン酸転移酵素の性質を明らかにした。アズキ上胚軸のガラクツロン酸転移酵素はその活

　性発現のためには反応液に供与体となるUDP・GalAだけでく、外因性受容体である

　polyGalA、界面活性剤のTriton　X・100と、マンガンイオンの添加が必要である。今まで

　のマングビーン実生（ViUemez　et　aL，1965；Villemez　et　a1．，1966）、カエデ木部（Bolwell

　etaL，1985）とタバコ培養細胞（Doongeta1．，1995）を用いた研究では、酵素活性は内

　在性受容体（粗頼粒画分に含まれる合成途中のペクチン）を用いて測定しており、反応

　液に受容体を入れても活性が高まらないと報告されている。その際には、いずれも反応

　液に界面活性剤は含まれていなかった。本研究でも受容体を加えていないときに界面活

　性剤を反応液に加えても活性は高まらず（表2）、外因性受容体が酵素反応に関わるには

　界面活性剤の共存が必要でま）ることがわかった，1998年にDoongら（Doong　and

　Mohnen，1998）はCHAPSとEDTAを加えた緩衝液で可溶化し、タバコ培養細胞のミ

　クロソーム画分を可溶化した酵素標品を得た。可溶化酵素を用いて、反応液に受容体と

　してオリゴガラクツロン酸を加えると活性が高まった。ただし、オリゴガラクツロン酸

　の重合度が10以上のものでないと反応は促進されない。この報告においても、反応液中

　には界面活性剤を加えていないが、ここでは、可溶1ヒ酵素液に含まれるCHAPSが反応

　液中で影響し、受容体であるオリゴガラクツロン酸の効果を引き出したと考えられる。

　本研究でも界面活性剤としてTriton　X・100、CHAPSを低濃度で加えても酵素活性が高

　まることが判った。ことから、可溶化酵素液に含まれる少量のCHAPSでも酵素反応に

　影響すると考えられる。

　　今までに報告されているガラクツロン酸転移酵素σ）活性を比較すると、1966年に

　Vi11emezら（Villemzetal．，1966）がマングビーンσ）実生を用いて行った研究では、基

　質のUDP・Ga1Aに対するκ．値はL7μM、臨axが4・7nmoレmin／mgproteinであった。

　1995年にはDoongら（Doong　et　a1．，1995）がタバコ培養細胞を用いて酵素の性質を調

　べた。得られた罵値は8．9μM、佐mxが150pmoレmin／mgproteinであった。1998年

　のDoongら（Doong　and　Mohnen，1998）の可溶化酵素を用いた解析では、前述のオリ

　ゴガラクツロン酸を加えることで、UDP・Ga1Aに対する属値は37μM、％axが290

　pmol／min／mg　Proteinとなった。本研究では・UDPGalAに対する罵値と％ax値は二

　相性を示し、κ。値は両方ともこれらと比べて高い1直（0．14mMおよび0。86mM）を示

　した。κ，、値が高いのは粗酵素を用いており後述するがポリガラクツロン酸の分解酵素で

　あるポリガラクツロナーゼが含まれているため、合成と分解が同時に起こっているため

　と考えられる。一方偏axは2，700pmol／min／mg　Proteinおよび7，800pmol／min／mg
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proteinを示した。この値はDoongらの結果よりも高く、7，800pmol／min／mg　protein

はVillemezらの結果の4．7nmo1／min！mg　Proteinよりも高かった。高い活性が得られた

ことは、アズキ上胚軸が酵素精製の出発点として適していることを示している。

　酵素の性質について、マングビー≧を用いた～㌃11emezら（Villemez　et　a1．，1966）の

研究では、反応の最適条件は、p｝16．0、30℃と報告されている。また、反応液に0．4M

のショ糖を加えると活性が高まり、1．7mMのMnCI2を加えても活性が高まる。1995年

のタバコ培養細胞を用いたDoongら（Doong　et　aL，1995）の研究では、至適pH7．8、

至適温度25～30℃であり、塩化マンガンを加えると活性が高まり、0．25mMで最大活性

を示した。塩化カリウム、塩化ナトリウムでは活性が高まらないことからマンガンイオ

ンが反応に必須である。1998年のタバコ培養細胞を用いたDoongら（Doong　and

Mohnen，1998）の研究では至適pH6．3～7．8と幅があると報告された。この結果は、本

研究で得られた至適pHが6．8～7．8という結果に似ている。また、アズキ上胚軸の酵素

反応にはマンガンイオンの添加が必須であり、マングビーンとタバコ培養細胞で得られ

た金属イオン要求性と一致する。

2粗穎粒画分

　　酵素源として用いたアズキ上胚軸の粗穎粒画分は、ガラクツロン酸転移酵素の他に多

　数の合成酵素、分解酵素が含まれていると考えられる。一般的に分解酵素の方が合成酵

　素よりも活性が高いことが知られている。本研究で使用した粗穎粒画分にも、ガラクツ

　ロン酸転移酵素の他に、分解反応を行うか01yGa1A分解酵素である、ポリガラクツロナ

　ーゼの存在も考えられる。そこでポリガラクツロナーゼの活性を測定した。ガラクッロ

　ン酸転移酵素の基質であるUDP・G＆IAを含まない標準反応液を25℃、30分反応させて、

　還元糖生成量を比色定量法で測定した。Nelson・Somogyi法（Nelson，1944；Somogyi，

　19451Somogyi，1952）では、反応液中に含まれマンガンイオンが妨害するため、定量で

　きなかった。ガラクツロン酸転移酵素には影響をしないショ糖とBSAを除いた反応液を

　用いてPark・Johnson法（ParkandJohnson，1949）での測定を試みた．そα）結果、粗

　穎粒画分に含まれるボリガラクツロナーゼの比活性は約3．1nmoレmin／mg　proteinであ

　り、ガラクツロン酸転移酵素活性の2～3倍の高い活性を示した。ガラクツロン酸転移酵

　素の反応では、このポリガラタツロナーゼの影響も受けるため活性に多少のばらつきが

　出ると考えられる。

3受容体特異性

　　本研究では、受容体として比較的低分子画分である酸可溶性polyGaIAが有効であっ

　た。しかし、受容体として用いた各種多糖の正確な分子量を求められなかったため受容

　体の濃度をmg単位で求めた。そのためmo1単位で求めたときは活性に差が生じる可能
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性がある。しかしながら、受容体として酸可溶性polyGaIAを用いた場合、酵素反応は

受容体過剰量で反応を行っており　（酵素活性は0。2mg〆m1で定常状態になるが標準反応

液には2mg／m1含まれている）、他の受容体についても過剰量、またはそれに近い状態に

なっていると考えられる。

4ガラクツロン酸転移酵素の反応産物の分析

　　酵素反応によって［UCIGa1Aを取り込んだ反応産物をポリガラクツロナーゼで処理し

　たところ、転移反応産物は分解されて、放射活性を持つ糖鎖が主にGa1A2に移動した。

　したがってUDP｛14C］GaIAの［14CIGa1Aが受容体であるpolyG＆1Aにペクチン特有の

　α・1，4・結合で転移されていることがわかった。通常、糖鎖の合成は糖残基が非還元末端に

　結合して鎖が伸張すると考えられているが、今回の実験では、鎖長の伸びる方向は不明

　のままである。ガラクツロン酸転移酵素の反応様式については、1999年にSchellerら

　（Scheller　e七aL，1999）がUDP・Ga1AのGa1AがpolyGa1Aの非還元末端に結合して鎖

　が伸長することを報告している。

5ガラクツロン酸転移酵素の精製について

　　本研究で、ガラクツロン酸転移酵素の性質を明らかにした。しかしながら、得られた

　結果は粗レ聾頁粒画分を用いたもので、今後の課題として酵素の精製があげられる、酵素精

　製には受容体となる糖鎖を得る必要がある。1990年代の終わりまでは植物の糖転移酵素

　の活性は酵素源となる膜画分に内在する糖に対する糖ヌクレオチドの取り込みを測定し

　ていた。現在でも多くの細胞壁の合成に関わる転移酵素で受容体として有効な糖鎖が見

　っかっていない（Gibeaut，200Q）。今回ガラクツロン酸転移酵素に対して、比較的低分

　子のpolyGaIAが有効な受容体であることがわかった。この受容体を使うことで、精製

　酵素の活性を測定できると考えられる．しかしながら、アズキ上胚軸の粗穎粒画分由来

　のガラクツロン酸転移酵素は反応液の条件下では可溶化されていないことがわかってい

　る。そのため可溶化は異なる条件で行う必要がある。

6オリゴガラクツロン酸を用いた反応

　　オリゴガラクツロン酸を受容体に用いた活性測定も行った。反応産物の分析で用いた

　HPAECを使用した。標準反応液にGaLAI、Ga1A2、Ga1A3を受容体：として終濃度2mg／m1

　となるように加えた。基質として放射t票識されていないUDP・GalAを終濃度0．3mMと

　なるように加えた。反応液をHPAECで分析し、UDP－GaIAからGa1Aが転移されて鎖

　長が伸びたガラクツロン酸オリゴ糖の検出を試みた、しかし、転移産物のピークは検出

　できず、重合度の低いGaIAは酵素反応の受容体にならないと考えられる。これは1998

　年のDoongら（Doong＆nd　Mohnen，1998）の研究で、受容体には重合度10以上のオ
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リゴガラクツロン酸が有効とあるのと同様である。また最近、蛍光標識したオリゴガラ

クツロン酸を受容体として用いたガラタツロン酸転移酵素の1生質が報告された（Akita　et

aL，200211shiieta1．，2002）。それらでも受容体は重合度10以上のオリゴガラクツロン

酸が良好な受容体となると報告されている。
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　　　　　　第2章

ガラクツロン酸転移酵素の部分精製



1序論

　アズキ上胚軸由来のガラクツロン酸転移酵素の活性測定系は確立でき、酵素の諸性質

を明らかにした（Takeuchi　and　Tsumuraya，2001）。しかしながら、得られた結果は粗穎

粒画分を用いたもので、酵素の性質を明確にするには精製標品での解析が必要となる．

酵素精製のためには、酵素のpH安定性、温度安定性を調べる必要があり、また、粗穎

粒画分の可溶化条件を確立する必要がある。植物細胞壁の合成に関わる糖転移酵素はセ

ルロース合成酵素を除き、ゴルジ体に局在する膜酵素と考えられている。ガラクツロン

酸転移酵素もゴルジ体内腔に局在していることが報告されている（Sterling　et　a1．，2001）。

そのためガラクツロン酸糖転移酵素を精製するためには、ゴルジ体膜からの可溶化が必

要である。アズキ上胚軸の粗穎粒画分を用いたガラクツロン酸転移酵素の研究では、酵

素活性に用いた反応液中で可溶化されていないことがわかっている。そこで反応液とは

異なる条件での可溶化を試みた。また、可溶化酵素を用いての部分精製も試みた。
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ll材料・方法

A材料
1植物
　　アズキ（佐即3aη8ぬ亙5cv　Doyo）の種子はトキタ種苗（埼玉県さいたま市）より

　購入した。

2試薬
　TritonX・100reducedはSigma社より購入した。その他の試薬は、第1章と同じもの

　を使用した。

3クロマトグラフィー単体

　　陰イオン交換樹脂DEAE・セファロースはWhatman社から購入した。

B方法
1タンパク質量の測定

　　第1章と同様の方法で測定した。

2粗穎粒画分の調製

　第1章と同様の方法（図6）でアズキ上胚軸から調製した。部分精製に用いる粗穎粒

　画分は調製後にグリセロールが終濃度20％となるように添加した。粗穎粒画分は一80℃

　で保存し、1回に限り解凍して使用した。

3ガラクツロン酸転移酵素の活性測定

　　第1章と同様の方法（図7）で活性測定を行った。

4酵素のpH安定性

　pH安定性はpH5．5～8。0で調べた。200mM　MES－KOH緩衝液（pH5．5、6．0、6。5、

　7．0）または100mMHEPES・KOH緩衝液（pH：6。5、7．0、7。5、8．0）6μ1に粗穎粒画分

　6μ1（タンパク質量97．8μ9）を加え、一晩、4℃に放置した。この酵素液の4μ1を標準

　反応液に加えて活性を測定した。標準反応液のMES・K：OH緩衝液濃度は終濃度が133

　mMになるように調製し測定した。

5酵素の温度安定性

　　温度安定性は0～50℃で調べた。受容体と供与体を除いた標準反応液に粗顯粒画分（タ
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ンパク質量32．6μ9）を加え、0、4、10、15、20、25、30、35、40、45、50℃で90分

間放置した。放置後、受容体と供与体を加えて活性を測定した。

6可溶化

　　20％グリセロールを含む粗穎粒画分をタンパク質濃度が終濃度3。5mg／mlになるよう

　に50mMTris・HC1緩衝液pH：7。5で希釈した。希釈した粗穎粒画分液にグリセリロール

　（終濃度20％）、EGTA（終濃度1mM）を加えた．最後に終濃度がLO％となるように

　Triton　X・100を加え、可溶1ヒを開始した。この条1牛を標準可溶1ヒ条1牛とした，可溶化中

　は静かに撹絆した。可溶化後、100，000x8で1時間超遠心分離をし、得られた上清を

　可溶化酵素として部分精製に使用した。また、沈殿物は50mMTris・HCI緩衝液pH7．5

　で4回洗浄した後、50mM　TriS・HC1緩衝液pH7．5で懸濁した。、可溶化の操作はすべ

　て氷上で行った。図16に可溶化の操作を図示した。

7イオン交換クロマトグラフィーによる酵素の精製　　　　　　，

　　可溶化酵素（～50ml、粗穎粒画分で総タンパク質量112mg）を用いて、緩衝液A（50

　mMTris・HClpH7．5、0．1％TritonX・100reduced、20％グリセロール）で平衡化させた

　DEAEセファロースカラム（2．6×15．7cm）を行った．クロマトグラフィーは4℃、流

　速は0．55ml／minで行い、4．5m1ずつ分取した。1～84本目は緩衝液Aで溶出、85～170

　本目まで0～0．5M塩化ナトリウムを含む緩衝液Aによるグラジエントを行った。171～

　200本目までは1M塩化ナトリウムを含む緩衝液Aで溶出した。
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粗穎粒画分

希釈

　50mMTris－HCl緩衝液（pH7．5），

　20％グリセロール，1mMEGTA

TritonX－100（終濃度1．0％）

　氷上，30～60分放置

　100，000×860分

上清く可済化酵素液）

図16可溶化酵素液の調製法
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皿結果

1酵素精製に向けて

1）　酵素のpE安定性・温度安定性

　　図17からわかるようにpH5。5～8。0では、酵素は安定であった。最適作：用pHの測定

　では緩衝液によって活性が異なる傾向が見られたが、緩衝液間での活性の差はほとんど

　なかった。温度安定性は、20℃以下ならほぼ安定していた（図18）。30℃を過ぎると酵

　素活性は弱まっていき、45℃以上では失活した。以上の安定性の実験から酵素の可溶化

　と精製は4℃以下で行った。

2）　可溶化

　　標準反応液中でのアズキ上胚軸の粗頼粒画分はほとんど可溶1ヒされていなかった。そ

　のため異なる条1牛での可溶化が必要であった。そこで、粗顯粒画分の可溶化条件を検討

　した。可溶化液にEGTAを加えた場合と加えていない場合を比較した。また、EGTAと

　同じキレート剤であるEDTAをEGTAの代わりに加えても可溶化を試みた。EGTAに関

　しては可溶化の時間を0、30、60、120分で行った。粗穎粒画分の総活性（1，120pmol／min）

　を100として可溶化率を計算した。その結果を表5に示した。可溶化をするにはキレー

　ト剤であるEGTA、EDTAが有効であり、加えていない場合よりも可溶化率が3～6倍か

　ら高まった。なぜ、可溶化にキレート剤が有効であるかはよくわからない。可溶化率の

　最も良かったEGTAを入れた状態で60分間可溶化したものを、部分精製に用いる可溶

　化酵素液とした、，

2部分精製（イオン交換クロマ’トグラフィーによる酵素の精製）

　　可溶化酵素液をDEAE・セファロースカラムを用いてイオン交換クロマトグラフィー

　を行い酵素精製を試みた。溶出液は280nmの紫外部吸収とBradfbrd法による比色定量

　でタンパク質量の測定を行った。得られたクロマトグラムを図19に示す。ガラクツロン

　酸転移酵素の活性は非吸着画分（画分1）と吸着画分（画分H）の2箇所にあった。活

　性のある画分を集め精製表にした（表6）。画分1、Hともに精製度はわずかであるが上

　がっていた。更なる精製のために、ゲルろ過クロマトグラフィー、キレートカラムクロ

　マトグラフィーなどを試みたが、良好な結果が得られなかった。
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表5ガラクツロン酸転移酵素の可溶化

条件 ＊
　
）

間
分
寺
（

日 総活性（pmol／min）

上清　　　　　沈殿＊＊

可溶化率

粗穎粒画分

＋Enzyme＋EGTA

＋Enzym．e・EGTA

＋：Enzyme＋EDTA

　0

30

60

120

60

60

430

360

650

430

110

300

1120＊＊＊

340

340

290

280

600

220

8
∩
乙
8
Ω
∪
八
U
Q
り

Q
U
3
轡
0
3
コ
⊥
∩
∠

　＊酵素液は氷上に放置

＊＊ 0mM　Tris・RCl緩衝液（pH7．5）に懸濁して活性測定

＊＊＊ 穎粒画分をそのまま活性測定した
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表2ガラクツロン酸転移酵素の部分精製

画分 量質ク　
　
）

く
　
　
9

／
　
m

ン
　
（

タ公心・V
軍

　総活性

（pmoVmin）

　　　比活性

（pmol／min／mg　protein）

精製度　回収率

（一薮》1（1）　　　（％）

粗穎粒画分　　　　　112

可溶化酵素

DEAE・セファーロース

画分1　　　　　　　28

画分H　　　　　　　42

123000

71000

38000

88000

1100

1400

2100

1
。
3

1
．
9

Ω
∪
1
9
一

戸
D
3
厚
‘

アズキ胚軸270gから出発

可溶化酵素のタンパク質量はTriton　X・100による妨害のため測定できなかった。
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IV考察

1可溶化

　　ガラクツロン酸転移酵素を精製するために安定性を調べた。pH：に対しては5．5～8．0

　と幅広く安定であり、温度も20℃までは特に酵素活性の失活は見られなかった．そこで

粗穎粒画分に界面活性剤であるTritonX－100のみを加えて可溶1ヒを試みた。しかし、粗

穎粒画分から可溶化されず条件検討が必要となった。検討条件としては可溶化時のタン

　パク質濃度、安定化剤、キレート剤、界面活性剤といくつかの要素で調べる必要があっ

　た。ガラクツロン酸転移酵素の可溶化では、キレート剤がないとほとんど可溶化されな

　いことがわかった（表5）。なぜキレート剤が必要であるのかは不明である。可溶化にキ

　レート剤が必要なのは、タバコ培養細胞を用いたガラクツロン酸転移酵素でも報告され

　ている（DoollgandMohnen，1998）。ここではキレート剤としてEDTAを用い、界面活

性剤にはCHAPSを使用している。本研究でもEDTA、CHAPSでの可溶化を試みたが、

　EGTA、Tr正tOII　X・100のほうが可溶化率が高いことからより後者の方法で可溶／ヒを行う

　ことにした。また、可溶化時のタンパク質濃度が高すぎると可溶化の効率が下がること

　がわかった。特にタンパク質濃度が5mg／m1以上であると顕著であった。そこで本研究

　では調製した粗穎粒画分を緩衝液で希釈してから可溶化をすることにした。

2イオン交換クロマトグラフィー

　　可溶化した酵素は、DEAE・セファロースカラムを用いてイオン交換クロマトグラフィ

　ーで精製を試みた（図4）。活性は非吸着画分（画分1）と吸着画分（画分π）の2つの

　ピークに分かれ、画分1はシャープな活性であり、画分∬はブロードなピークとして溶

　出された。可溶化酵素液のすべてが吸着しきれなかったとも考えられ、カラムを大きく

　するなど：〔夫をしたが、同様の結果であった。非吸着画分の280nmの吸収が高いのは

　可溶1ヒで川いたTrit（m　X・100が含まれているためである（Triton　X・100re（hlcedは280

　nmの吸収は低い）。このイオン交換タロマトグラフィーで比活性は1．5～2催程度しか上

　がらず、また活性が2つに分かれることから改良する必要がある。

3今後
　　植物細胞壁の糖転移酵素の研究は、動物のそれに比べ非常に遅れている。研究は1960

　年代から行われてきたが、性質を明らかにすることを目的としており精製の報告はなか

　った。1999年に初めて植物細胞多糖の糖鎖転移酵素を単離・精製された。キシログルカ

　ンのフコース転移酵素（Perrinetal．，1999）とガラクトマンナンのガラクトース転移酵

　素（Edwards　etal．，1999）である。植物の糖転移酵素の精製が困難であるのは、まず可

　溶化とそのときの活性の損失である．特に主鎖を形成する糖転移酵素では可溶化時の損
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失が多いという報告もある（Gibeaut，2000）。本研究においても可溶化の条件検討に時

間を費やした。次に活性のある可溶化画分を得たとしても、受容体となる糖鎖を得る必

要がある。1990年代の終わりまでは植物の糖転移酵素の活性は酵素源となる膜画分に内

在する糖に対する糖ヌクレオチドの取り込みを測定していた。現在でも多くの細胞壁の

合成に関わる転移酵素で受容体：として有効な糖鎖が見っかっていない，

　ペクチンに関しては細胞量、董の合成に関する酵素精製の3例目として、2001益Fにヘクチ

ンメチル転移酵素が精製された（Bourlard　et　al．，2001）。しかしながら、今までに報告

された細胞壁の合成に関わる酵素は3例とも、側鎖合成酵素や修飾酵素（メチル基の付

加）であり主鎖を合成する酵素に関しては精製された報告はない。これは側鎖合成酵素

と主鎖の合成酵素で膜への結合が異なっているからかもしれない。主鎖の合成酵素が精

製されれば側鎖合成酵素との違いがはっきりし、より一相細胞壁の合成に関わる糖転移

酵素の研究が進むであろうと考えられる。
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　　　　　　第3章
UDP一ガラクツロン酸の有機化学合成
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1序論

　植物細胞壁の合成に関わる各種糖転移酵素は供与体として糖ヌクレオチドを用いて、

受容体に糖を転移して糖鎖を伸張する。植物細胞壁の合成の基質となる糖ヌクレオチド

の生合成経路は部分的には明らかになっている（Gibeaut，2000）。ベクチンの主鎖を合

成するガラクツロン酸転移酵素はUDP・ガラタツロン酸（UDP・Ga1A）が洪与体となる。

UDP・GalAは生体内ではUDP・グルクロン酸を4・エピマー化することで生成する。以前

はUDP・GalAは市販されていたが、現在は市販されておらずガラクツロン酸転移酵素の

研究にあったてはUDP・Ga1Aを調製する必要がある。

　以前より放射標識されたUDP｛14C】Ga1Aは市販されていなかったのでUDP｛14Clグル

クロン酸を4・エピマー化することで調製していた（MitchemetaL，19gll　L且jebelkeeta1。，

1995）。二の4・エピメラーゼについては1960年から研究されている（Feingold　et　aL，

1960）。また、2000年にはUDPガラクトースからガラクトースオキシダーゼとカタラ

ーゼを用いてUDP・GalAを調製する方法が報告された（Basu　et　a1．，2000）。しかしなが

ら、酵素を用いてUDPGa1Aを調製する方法は、少量の調製には向いているが大量調製

には向いていない。そこ．でUDP・Ga1Aの大量調製をめざし、化学合成による調製方法を

確立することを目的とした。
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II実験方法

　以下の実験で使用した核磁気共鳴スペクトル（NMR）は日本電子社のJNMEX400と

JNMECA600を用いて測定した。カラムクロマトグラフィー用のシリカゲルは関東化学

社製シリカゲル60N（球状、中性）を用いた。薄層クロマトグラフィーはsilica　ge160F254

（Merck，aluminium　sheets）を用い、検出はUV検出及び発色試薬（Ce・Mo発色）に

よった。高速液体クロマトグラフィーは島津製作所社のシステムを用いた。カラムは、

CarboPac　PA1（4×250mm）を使用した。溶出は、溶離液にギ酸アンモニウム緩衝液

（pH6．7）を用いた。ギ酸アンモニウム濃度を0・2分を0，05M、2－26分をO．05・0．6Mの

直線濃度勾配、26・32分を1M、32・40分を0．05Mの条件で溶出した。カラム温度は35

度で、溶離液の流速はLO　myminに設定し、UV262nmで検出した。

2314，6一；デみラ｛）・アセチノレつづグ』ラ㌧クみどろヲノース　（2）

　D・ガラクトースペンタアセテート（1120．Og，51．2mmol）をテトラヒドロフラン（500

ml）に溶解し、ベンジルアミン（8．4m1，76．8mmol）を加え室温にて1目撹搾した。さ

　らにベンジルアミン（5．6m1，51．2mmo1）を加え室温にて1日撹梓した。反応終了後反

応液を1／3量まで減圧濃縮しジクロロメタンで抽出した。有機層を2M塩酸、食塩水の

順に洗浄し、無水硫酸ナトリウムで乾燥させた後濃縮した。濃縮後得られたシラップを

　シリカゲルカラムクロマトグラフィーに供し、ヘキサン：酢酸エチル＝・1：1の混合溶媒で

溶出したところ、化合物2（16．1g，90％）を得た。

名£4，6一テみラ〈）。77セチ／レーαつ一ノグニヲクAどσクノシγク　み∫ノク’コ1コアセみイミデーみ　（3）

　2，3，4，6・テトラ・0アセチルーD・ガラクトピラノース（2116．1言，46，3mmol）をジクロロ

　メタン（178ml）に溶解し、トリクロワアセトニトリル（22．4m1，241．5mmol）、1，8・

　ジァザビシクロ［5．4．0】・7・ウンデセン（6。8m1，46．3mmo1）を加え0℃にて3。5時間撹搾

　した。反応終了後反応液を減圧濃縮、得られたシラップをシリカゲルカラムクロマトグ

　ラフィーに供し、ヘキサン1酢酸エチルニ2：1の混合溶媒で溶出したところ、化合物3（13．9

　g，61％）を得た。

4・メみキシ7エニノレ21£46一テみ』ヲつ・7セチノレ1β、o・，ガーラクみと’ラノシバ（4）

　2，3，4，6・テトラ・0アセチルーα・D・ガラクトピラノシルトリクロロアセトイミデート（31

2．09，4．1mmo1）をジクロロメタン（20ml）に溶解し、メトキシフェノーノレ（LO9，8・1

mmol）、ボロントリフルオリドジエチルコンプレックス（520μ1，4．1mmol）を加えて室

温にて1時間撹絆した。反応終了後反応液をジクロロメタンで抽出した。有機層を炭酸

水素ナトリウム溶液、食塩水の順に洗浄し、無水硫酸ナトリウムで乾燥させた後濃縮し
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た。濃縮後得られたシラップをシリカゲルカラムクロマトグラフィーに供し、ヘキサン：

酢酸エチル＝2＝1の混合溶媒で溶出したところ、化合物4（L69，88％）を得た。

NMR
lH：・NMR（400MHz，CDC13）：δ（ppm）2。01，2．06，2．09，and2．19（4s，12H，AcO），3．78

（s，3H，MeO），4。01（td，1H，」5，6ニゐ，6・ニ6．8Rz，H・5），4．16（dd，1H，ゐ．6ニ6．4Hz，ゐ．6・ニ11．2

Hz，H－6），4．24（dd，1H，垢，αニ6．8｝lz，誘，σニ11．2Hz，R。6’），4．92（d，1H：，♂i，2＝8．1Hz，H・1），

5．09（dd，1H，義，3ニ10．5Hz，み，4＝3．4Hz，H・3），5．44・5．48（m，2：H　H・2and　H・4），and

6．81・7．27（m，4H，Ph）．

13C・NMR（100MHz，CDCI3）：δ（ppm）20．65，20。73，and20．81（46H；CO），55．67，

61．31，66。89，68．74，70．85，70．90，100．81（C・1），114．47，118．54，150，90、1う5．63（Ph）。

169．26，170．01，170．13，and170．22（4CH：3ω）．

4・メみキシアェニノレβ刀・，ガラクみとヲノシだ（5）

4一メトキシフェニル2，3，4，6・テトラ・0アセチルーβ・D一ガラクトビラノシド（4；9．19，20．1

mmo1）をメタノール（196ml）に溶解し、20％ナトリウムメトキシド（触媒量〉を滴下

　し塩基性にし、室温にて18時間撹搾した。反応終了後、陽イオン交換樹脂Amberlite

IR・120（H＋型）を用いて反応液を中和した。樹脂を濾別し、メタノールで洗浄した。濾

液と洗液を合わせて減圧濃縮し、シラップをメタノールージエチルエーテノレを用いて再結

晶させ化合物5（5．1g，89％）を得た。

4一メAキこン7エニ〃6〈）一みグチノレヲー0一，ガククAとDO；ヲノシだ（6）

　4・メトキシフェニルβ・D・ガラクトビラノシド（5；3．Og，10．5mmo1）をビリジン（21

ml）に溶解しO℃に冷却後、4・ジメチルアミノピリジン（1．3g，10．5mmol）、トリフェ

　ニルクロロメタン（8。89，31．5mmol）を加えて、室温にて2。5時間撹搾した。さらにト

　リフェニルクロロメタン（5．89，21。O　mmo1）を加え室温にて17．5時問撹搾した。反応

終了後反応液にメタノール（12m1）を加え室温にて1時間撹搾し、減圧濃縮した。得ら

れたシラップをジクロロメタンで抽出し、有機層を水で洗浄し、無水硫酸ナトリゥムで

乾燥させた後濃縮した。濃縮後得られたシラップをシリカゲルカラムクロマトグラフィ

ーに供し、0．5％のトリエチルアミンを含む酢酸エチルで溶出したところ、化合物6（4．1

g，74％）を得た。

4・メみキシフェニノレ2£40・ベンジルー6〈）・みクチノ乞βっ一ガラクみどヲノシだ（7）

　4・メトキシフェニル6’0トリチル・β・D・ガラクトビラノシド（6；3．Og，う．8mmol）を無

水ジメチルホルムアミド（23ml）に溶解し、0℃に冷却後55％水素化ナトリウム（912mg，

20．9mmo1）を10分毎に3回に分けて加えた。さらに10分後にベンジルブロマイド（2．5
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m1，20．9mmo1）を加え室温にて1目撹搾した。反応終了後0℃に冷却し、反応液にメタ

ノール（4．9ml）を加え、酢酸エチルで抽出した。有機層を水で洗浄し、無水硫酸ナト

リウムで乾燥させた後濃縮して化合物7を得た。化合物7はそれ以上精製せず次の反応

に供した。

4一メみキシ7エニノレ2購4〈）一ベンジン玩β刀冒，ガラクみどラノシだ（8）

　4・メトキシフェニル2，3，4・（｝ベンジルー6・0トリチルーβ・D一ガラクトピラノシド（7）を

90％酢酸（500m1）とジクロロメタン100m1に溶解し、60℃にて20時問撹搾した．反

応終了後反応液を減圧濃縮した。得られたシラップをシリカゲルカラムクロマトグラフ

ィーに供し、ヘキサン：酢酸エチル＝2＝1の混合溶媒で溶出したところ、化合物8（3。Og，

93％2steps）を得た。

NMR
lHNMR（400MHz，CDC13）：δ（ppm）3．50・3．51（m，2H，H・5and　H・6），3．61（dd，1H，

み．3＝9。7Hz，み，4＝2．9Hz，H・3），3．75・3．80（m，4H，H・6’and　MeO），3。82（d，1H，ゐ，4＝2．4

Hz，H・4），4。10（dd，1H，必，2＝7．8壬｛z，み．3・＝9．8Ez，H・2），4．69，4．77，4．83，4．86，4．99，and

5．02（6d，3C猛Ph），4．88（d，1E，必．2ニ7．6Hz，H・1），and6．79・7．45（m，19H，4Ph）．

13C・NMR（100MHz，CDC13）：δ（ppm）55．65，72。65，73．43，74．19，74．90，75，40，79．32，

82．16，102．85（C・1），114．45，118。19，and127．57・151．31（Ph）．

4一メみキシ7エニノレ2£4｛）一べ’ンジ1〃6・オキノりβ’〇一ガラクみと’2ラノシみ“（9）

オキサリル＝クロリド（530μ1，6。1mmo1）をジクロロメタン（7．2ml）に溶解し、アル

　ゴンガス雰囲気下一78℃に冷却後ジメチルスルホキシド（940μ1，13．2mmo1）のジクロ

　ロメタン（1．8m1）溶液を滴下にて加え30分間撹搾した。さらに4・メトキシフェニル

2，3，4－0ベンジル・β・D・ガラクトピラノシド（812．8g，5．1mmol）のジクロロメタン（7．2

m1）溶液を滴下し、一78℃にて30分間撹拝した。その後トリエチルアミン（；3．7ml）

　を加え、室温に昇温した。反応終了後反応液をジクロロメタンで抽出した、有機層を水

で洗浄し、無水硫酸ナトリウムで乾燥させた後減圧濃縮した。濃縮後得られたシラップ

をシリカゲルカラムクロマトグラフィーに供し、酢酸エチルで溶出したところ、化合物9

　（2．5g，90％）を得た。

NMR
lH－NMR（400MHz，CDC13）：δ（ppm）3．58（dd，1H，。ろ，3ニ9．6Hz，ゐ．4＝2，8壬｛z，H－3），

3．75（s，3H，MeO），3．78（s，1H，H・5），4．14（dd，1H，」1．2ニ7．6Hz，み．3二9，8Hz，H・2），4，24

（brs，1H，H・4），4．57，4．73，4．77，4．87，4．91，a．nd5．01（6d，3C磁Ph），4．91（d、1H，

の，2＝7，3Hz，H：・1），6．80・7．37（m，19H，4Ph），and9．61（s，1H，C刀0）．

13C・NMR（100MHz，CDC13）：δ（ppm）55．59，73，09，74，75，74．87．75．42．78。62，78．72，
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80．98，103．10（C・1），114．45・155．43（Ph），and2QO．21（6HO），

優メ万キシアェニル2£4・みグつ・ベンジンレづつ・ガラクみどラノシ六フクロニソクアシソ

だ（10）

　4・メトキシフェニル2，3，4・0ベンジル・6一オキソ・β・D・ガラクトピラノシド（912．5g，4．6

mmo1）をかブタノール（29．1m1）と酢酸エチル5m1に溶解し、2・メチル・2・ブテン（2．1

ml）、リン酸二水素ナトリウム（550mg，4．6mmo1）、水（8。2m1）、79％亜塩素酸ナトリ

ウム（1．8g，16．O　mmQ1）を加えて、室温にて2時問撹梓した。反応終了後、反応液を0℃

に冷却し2M塩酸で酸性にし、ジクロロメタンで抽出した。有機層を水で洗浄し、無水

硫酸ナトリウムで乾燥させた後減圧濃縮し、化合物10を得た。化合物10はそれ以上精

製せず次の反応に供した。

メチノレ凄・メみキシフェニノレ2賜4一みグ｛）・ベンジノ牝βっ一，ガラクみどラノシみツクコネーみ

（11）

　（4・メトキシフェニル2，3，4・トリ・0ベンジル・β・D一ガラクトピラノシド）ウロニックアシ

　ッド（10）をメタノールに溶解し、室温にて撹搾しながらトリメチルシリルジアゾメタ

　ンを反応液の黄色が消失しなくなるまで滴下した。反応終了後、酢酸を加え過剰の試薬

を分解後減圧濃縮した。得られたシラップをシリカゲルカラムクロマトグラフィーに供

　し、ヘキサン1酢酸エチル＝4：1の混合溶媒で溶出したところ、化合物11（78％）を得

た。

NMR
lH・NMR（600MHz，CDC13）：δ（ppm）3．64（m，1H，H・3），3．65and3．76（2s，6H，2

MeO），4．09（s，1H，H・5），4．13（t，1壬｛，必，2ニゐ，3ニ9．6Hz，H・2），4．27（m，1H，H・4），4．67，

4．75，4．79，4．86，4．93，and5．02（6d，6H，3C圧Ph），4．81（d，1H，必．2＝8．2Hz，H・1），and

6．79・7．37（m，19H，4Ph）．

13C・NMR（150MHz，CDCl3）：δ（ppm）52．40，55．61，73。23，74。04，74。56，74．89，75．42，

78．58．81．37，103．34（C・1），114．45－155。49（Ph），and168．30（α））．

メチル2ε4一みグ｛）・ベン’ジンレヵ一ジヴラクみどラヌ々ネーみ（12）

　メチル（4・メトキシフェニル2，3，4・トリ・0ベンジル・9っ・ガラクトヒ’ラノシド）ウロネ

ート（111729mg，1．25mmo1）をアセトニトリル（14．6m1）に溶解し、硝酸ニアンモ

ニウムセリウム（IV）水溶液（1，49／L6m1，2．5mmo1）を加えて、一10℃にて30分間撹搾

　した。さらに硝酸ニアンモニウムセリウム（IV）水溶液（0．79／0．8ml，1．25mmol）を加え

て、15分間撹拝した。反応終了後反応液を酢酸メチルで抽出した。有機層を水（×2）

　と食塩水で洗浄し、無水硫酸ナトリウムで乾燥させた後濃縮した。濃縮後得られたシラ
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ップをシリカゲルカラムクロマトグラフイーに供し、ヘキサン；酢酸エチル＝lllの混合

溶媒で溶出したところ、化合物12（464mg，78％）を得た。。

∠メチノレ砲易4一みグ｛）一ベン・ジンレーαっ一，ガラクみどσラノシクψノク‘コネーみノジベンジルホス7

エーみ（14）

　メチル2，3，4一トリーひベンジル・D一ガラクトピラヌロネート（12；274mg，0．57mmol）

　をジクロロメタン（2．2ml）に溶解し、トリクロロアセトニトリル（287μ1，2．9mmol）、

1，8一ジアザビシクロ［5．4．0】一7一ウンデセン（85μ1，0．57mmo1）を加えO℃にて1時問撹搾

　した。その後、ジベンジルホスフェート（797mg，2，9mmo1）を加え、室温にて3日間

撹搾した。反応終了後反応液にトリエチルアミンを加え中性にし、減圧濃縮した。濃縮

後得られたシラップをシリカゲルカラムクロマトグラフィーに供し、ヘキサン1酢酸エ

チルニ1二1の混合溶媒で溶出したとこ．ろ、化合物14（320mg，76％）を得た。。

NM：R
lH－NMR（600MHz，CDC13）：δ（ppm）3．59（s，3H　MeO），3．90（αd，1H，み．3ニ10．3Hz，

み，4＝2．7Hz，H・3），4．，16（m，1H，H－2），4．28（m，1H，H－4），4．42（s，1H，H・5），4，56－5，05

（m，10H，5C遇Ph），6．02（dd，1H，c五，2ニ3．2Hz，己五，p＝6．2Hz，H－1），and7．21・7．35（m，25

H，5Ph）．

∠メチル色rぴガラクみピラノシ〃ノク々ネーみノジどだログン示ス7エーみ　みクエチノレ

ア，ンモニクム塩（15）

　［メチル（2，3，4・トリ・0ベンジル・α一D一ガラクトピラノシル）ウロネート］ジベンジルホ

スフェイト（14；320mぢ，0．43mmol）をメタノール（2ml）に溶解し、10％パラジウム

カーボン（320mg）を加えた後水素ガスを吹き込み室温にて2時間撹搾した。反応終了

後固形物を濾別し水で洗浄した。濾液と洗液を合わせた溶液にトリエチルアミンを加え

　中性にし、減圧濃縮した。濃縮後、凍結乾燥を行い化合物15（191mg，90％）を得た。

NMR
lE－NMR（600MHz，D20）：δ（ppm）1．16（t，赤7。5Hz，〃乙l　CH2N），3．08（q，み7．5Hz，

MeC班N），3．69（s，3H，M乙O），3．70（m，1H，H－2），3．88（αα，l　H，み．3ニ10．3Hz，ゐ、4ニ3．5

Hz，H・3），4．24（m，1H，H－4），4．70（s，1H，H・5），＆nd5．46（dd，1H，必，2＝3．5H：z，♂1．pニ6．9

Hz，H－1）．

31P－NMR（243MHz，D20）：δ（ppm）0．24．

ク，グジン5ゐ践九ス7エイ’みメチル色刀一，ガラクAとσラノシノθク々ネーみ（20）

　1メチル（α一D一ガラクトピラノシル）ウロネート｝ジヒドロゲンホスフェート　トリエチ

ルアンモニウム塩（15；191mg，0．39mmol）を水に溶解し、陽イオン交換樹脂Amberlite
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IR－120（H・型）を加え溶液を酸性にした。樹脂を濾別後、濾液に1当量のトリオクチル

アミンを加え、減圧濃縮を行い化合物16を得た。

　ウリジン・5’一リン酸ニナトリウム塩（17；159mg，0．43mmo1）を水（9，3ml）に溶解

し、陽イオン交換樹脂Amberlite　IR・120（H＋型）を加え室温にて1時間撹搾した。樹脂

を濾別後、減圧濃縮をした。濃縮後脱水ジメチルホルムアミド（10m1）を加え、真空ポ

ンプで減圧濃縮することで残留する水を除去した。得られた残渣を脱水ジメチルホルム

アミド（9．3m1）に溶解し、カルボニルジイミダゾール（282mg，1．73mmo1）を加え室

温にて17．5時間撹絆した。反応終了後反応液にメタノール（52，7μ1，1，3mmol）を加え

室温にて30分間撹搾することで過剰の試薬を分解した。その後減圧濃縮を行いイミダゾ

ール体（19）を得た。

　1メチル（α一D一ガラクトピラノシル）ウロネート1ジヒドロゲンホスフェイトトリオク

チルアンモニウム塩（16）とウリジンー5ンーモノホスホイミダゾレート（19）をそれぞれ脱

水ジメチルホルムアミド（10m1）に溶解し、真空ポンプで減圧濃縮することで残留する

水を取り除いた。アルゴンガス雰囲気下で［メチル（α・D一ガラクトピラノシル）ウロネー

ト1ジヒドロゲンホスフェイトトリオクチルアンモニウム塩（16）とウリジンー5’一モノ

ホスホイミダゾレート（19）を脱水ジメチルホルムアミド（6．O　ml）に溶解し、室温に

て2目間撹搾した。反応終了後陰イオン交換クロマトグラフィー（Dowex1×2HCO3’

型）に供し、0－2Mの濃度勾配の炭酸水素アンモニウム水溶液で溶出した。溶出液を凍

結乾燥後、得られた粉末に純水を加え、陽イオン交換樹脂Amberlite　IR－120（H・型）を

徐々に加えることで脱塩を行った。樹脂を濾別後、凍結乾燥をして化合物20を得た。

クグジン5フージ添ス7エイみα刀・ガラクみどσラノシルク々ネーみ（21）

　ウリジン5夕・ジホスフェイトメチル（α一D・ガラクトピラノシル）ウロネート（20）を含

む凍結乾燥した粉末を1M炭酸水素トリエチルアンモニウム水溶液に溶解し、室温にて

2日間放置した。反応終了後、反応液を減圧濃縮しぺ一パークロマトグラフィーに供し

た。ぺ一パークロマトグラフィーは溶媒に1・ブタノール：エタノール：水二2：1：1を用い、

室温にて2目問下降法で展開させた。展開後乾燥させたぺ一パーの紫外部吸収のある部

分を水で抽出し、凍結乾燥をして化合物21（21mg，化合物15に対して9％）を得た。

NMR
lH－NMR（600MHz，D20）1δ（ppm）3．72（m，1H，H－20fGa1A），3．87（dd，1H，み．3ニ10．3

Hz，み4ニ2．8Hz，H・30fGalA），4．06and4．12（2m，2H，H－5and　H・5’ofRib），4．17（s，1

H，E・50fGa1A），4．20（d，1H，ゐ4ニ2．1Hz，H－40f　GaLへ），4．25－4．38（m，3H，H－2，H－3，

anαH－40fRib），5．57（dd，1H，誘，2＝3．4Hz，己1i，pニ6．9Hz，H－10fGaLへ），5，86－5，89（m，2H，

H・10fRib　andH－50fUra），and7．89（d，1H，み，6＝8．2Hz，H－60fUra）．

31P－NMR（243MHz，D20）：δ（ppm）一10．34and－11。83．
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皿結果・考察

　UDP・Ga1Aの合成通常広く用いられている糖ヌクレオチド合成法（Roseman　et　al．，

1961）を応用することとした。本合成法はガラクツロン酸1・リン酸とウリジン・51・一リ

ン酸をホスホアミダイト法を用いてカップリングし、ピロリン酸結合を生成することを

基本反応とする。UMPのホスホアミダイトに用いるアミン部分は、モルホリンやシアノ

エチルアミン等が使われているが、今回は収率がよく、紫外線吸収を示し薄層クロマト

グラフィーにおいても反応の追跡が容易なイミダゾール（Simion　et　a1。，1990）を用いる

ことにした。全体の合成経路を図20に示した。

ガラクツロン酸1・リン酸誘導体の合成

　D・ガラクトースペンタアセテート（1）を出発材料とし、これにベンジルアミンを作用

　させC－1位を選択的に水酸化し化合物2を収率90％で得た。次に化合物2のC・1水酸基

をアセトイミデート体にし（Schmidt　and　Jung，1997）、酢酸エチル・ヘキサンを用いて

再結晶させ化合物3を得た。しかし、収率が49％と低いことから再結晶をさせないで次

の反応に用いることで収率を61％に高めることができた。次に化合物3のアセトイミデ

ート基をメトキシフェニル基に置換し化合物4を得た。さらにメタノール中でナトリウ

ムメトキシドを作用させアセチル基をすべて水酸基に置き換え、化合物5を収率89％で

得た。次に1ヒ合物5に5当量の｝・リチノレクロライドを作用させてC・6位の水酸基を選択

的にトリチル化し（Chaudhary　and　H：emandez，1979）、化合物6を収量74％で得た。

さらにベンジルブロミドで水酸基をすべてベンジル基に置換し（Czemeckiet　a1．，1976）、

続けて酢酸水溶液中で反応させC・6位を保護していたトリチル基をはずし（Blickensta丘

1960）、化合物8を収量93％（2steps）で得た。化合物8はスワン酸化（M＆ncusoetaL，

1978）によりC－6位を酸化し化合物9を収率90％で得た。さらに化合物9を酸化させ化

合物10を得て、続けてトリメチルシリルジアゾメタンを用いてカルボキシル基をメチル

化（Hashimoto　eta1．，1981）し、化合物11を得た。次に化合物11は硝酸ニアンモニウ

ムセリウム（IV）を作用し（Petitou　et＆L，1988；Matsuzaki　et　aL，1993）、化合物12

を得た。しかし5当量の硝酸ニアンモニウムセリウム（IV）を用いて室温で反応を行ったと

ころ収率が12％と非常に低く、検討した結果3当量の硝酸ニアン1モニウムセリウム（四）、

一10℃で反応させることで収率を78％まで高めることができた。化合物12は化合物2

と同様の方法でアセトイミデート体にし、続けてジベンジルフォスフェイトをイミデー

　ト基の活性化剤兼糖受容体として用いガラクツロン酸1・リン酸誘導体（化合物14）にし

た（Schmidt　andJung，1997）。化合物14は10％パラジウムカーボン存在下、メタノー

ル中接触還元による脱ベンジル化をして化合物15を得た。その後化合物15は陽イオン

交換樹脂Amberlite　IR・120（宜・型）によって遊離のリン酸にした後、トリオクチルアミ
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ンにて中和してトリオクチルアンモニウム塩（16）に交換し、有機溶媒に対する溶解性

を向上させた（Yhasaetal．，1992）。

UMP・イミダゾール体の合成とカッブリング反応

　UMP部分は市販のウリジン・5’・一リン酸ニナトリウム塩（17）を陽イオン交換樹脂

Amberlite　IR・120（H＋型）によって遊離のUMPにした後、ジメチルホルムアミド中カ

　ルボニルジイミダゾールと反応させ（Simionetal．，1990）、ウリジン・5’一モノホスホイミ

　ダゾレート（19）を得た。ついで化合物16とUMPイミダゾール体（19！をジメチル

　ホルムアミド中でカップリング反応（Yhαsa　et　a1．，1992）をした。反応液を陰イオン交

換カラムクロマトグラフィーに供し、炭酸水素アンモニウム水溶液にて溶出し、脱塩を

することでメチル基のついたUDP・Ga1A（20）を得た。化合物20は炭酸水素トリエチ

ルアンモニウム水溶液中で脱メチル化を行い、反応液をぺ一パークロマトグラフィーを

行うことでUDP・G＆1A（21）を単離した。化合物17からの収率は9％と低かったが、

NMR（図21）とHPLCの分析から化合物21がUDP・Ga1Aであることを確認した。

　以上のようにUDP・GaIAが合成できた。反応の全工程はステップ数が多いが、比較的

簡単に安全な操作で合成できる。今後はこの合成方法を用いてUDP－Ga1Aを大量に調製

できると期待できる。本化合物を用いることで植物細胞壁のペクチン合成に関する研究

もより発展すると考えられる。
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