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学位論文内容の要旨

  Starch synthase (SS; EC 2.4.1.21 and EC 2.4.1.242)はデンプンの構成成分であるアミロースお

よびアミロペクチンの合成を担う酵素であり，ADPグルコースのグルコース残基を既存の

a-l，4グルカン鎖の非還元末端に転移する反応を触媒する．植物には複数のSSアイソザイム

が存在し，一次構造からGBSS，SSI, SS[[，ssInおよびSSIVの5クラスに分類される．

特定のSSアイソザイムを欠損した変異体植物ではデンプンの微細構造が変化するが，その影

響は欠損したアイソザイムによって異なることが知られており，各アイソザイムはデンプン生

合成において異なる生理的機能を担うと考えられている．GBSSは主にアミロース合成を，そ

の他のアイソザイムはアミロペクチン合成を担うとされているが，各アイソザイムの酵素特性

については理解が進んでおらず，デンプン生合成の分子機構は明らかにされていなぃ．特に

ssmおよびSSIVに関しては知見が少なく，酵素機能に関しては一切報告がなぃ．本研究で

はインゲンマメ(Phaseolus vulgaris L.)を対象に，デンプン生合成に果たす各SSアイソザイ

ムの固有の役割を明らかにすることを目的とし，種々のSSアイソザイムの構造，発現特性お

よび酵素特性などを解析した．

1． SSアイソザイムの一次構造解析

  これまでに，インゲンマメ由来のGBSS，SSIおよびSSII (PvGBSSa，PvSSIおよびPvS SlIb)

をコードするcDNAが単離され，一次構造ならびに大腸菌組換え酵素の特性が解析されてき

た．本研究では，PvGBSSb，PvSSIIa，PvssmおよびPvSSIVをコードする4種のcDNAを

新たに単離した． SSはアイソザイム間で保存性が高く触媒に関わるC末側の領域（相同領

域）と，相同性が認められず機能が明らかにされていなぃN末側の領域（付加領域）からな

る．相同領域の一次構造の比較から，SSはGBSS，SSIおよびssnからなるグループAと，

ssInおよびSSIVからなるグループBに分類された．プラスチドの起源とされるラン藻類

に存在する2つのSSホモログは各グループとそれぞれ近縁にあった．SSは植物の誕生以前

から2つのグループに分岐しており，それぞれが独立して進化し多様化してきたと考えられ

た．したがって，両グループのSSアイソザイムは異なる酵素特性を示し，デンプン生合成に

おける役割も異なると予想された，

2． SSアイソザイムの発現特性
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  各ss遺伝子の発現特性を比較したところ，同一クラスに属する2種のpvgbssおよび

pvss2遺伝子はそれぞれ発現器官や時期が異なることが明らかとなった．p、’g6船6遺伝子の発

現は種子と葉で観察されたのに対し，pゆ卿遺伝子の発現は種子でのみ認められた．また，

pws勿遺伝子は主に種子で，pv船乃遺伝子は主に葉で発現していた．pwぷ3およびpw舛遺

伝子は主に葉で発現していたが，p臠3遺伝子は登熟後期の種子でも発現が認められた．pw蚶

遺伝子はpwぷ乃遺伝子と類似した発現パターンを示した．

  SSはデンプン粒内部にも存在することが知られている．PvGBSSaは登熟種子，PvGBSSbは

葉のデンプン粒に蓄積しており，それぞれ異なる器官のアミロース合成に関与すると考えられ

た，PvSSIおよぴPvSSIIbは葉および登熟初期の種子のデンプン粒に顕著に蓄積しており，

両酵素はデンプン粒の初期合成に関わることが示唆された．登熟種子のデンプン粒には付加領

域の大きさが異なる少なくとも3種以上のPvSSHaアイソフオームが存在した．アイソフオ

ームの形成機構および生理的意義は不明であるが，PvSSHaのデンプン粒への集積に付加領域

は必須でなぃことが明らかとなった，

3．大腸菌発現酵素の解析

  精製した大腸菌発現酵素(rPvGBSSa’rPvGBSSb，rPvSSI，rPvSSIIb，rPvSSmおよびrPvSSIり

の酵素特性を解析した．dIVSSmおよびrPvSSWはいずれも高い分子活性を示した．特に

rPvSSmの分子活性は高く，10mg/mlアミロペクチンおよび1nMADPグルコース存在下に

おいて他のアイソザイムの13～270倍であった，

  反応産物の解析によって各クラスのアイソザイムの反応特性の明確な違いが明らかとなっ

た．rPvSSIは外部鎖長が6程度の鎖に選択的に作用し，また，rPvSSIIbは重合度lO以上の

比較的高重合度の鎖に選択的に作用すると考えられた．一方，rPvSSmおよびrPvSSWはグ

ルカン鎖の選択性が低く，様々な鎖長の単位鎖に対して濃度依存的な反応性を示した．

  アミロペクチンを基質とした場合，rPvGBSSaとrP価BSSbは連続的な伸長反応によって重

合度50以上の超長鎖を合成した．一方，両酵素ともマルトヘキサオースを基質とした場合は

不連続な反応性を示し，マルトヘプタオースが合成された．これらのことから，くmSSは伍‐1，6

分岐を認識していることが予想され，GBSSの特徴であるアミロース合成および高度なデンプ

ン粒蓄積との関連が示唆された．

4.N末付加領域の構造と機能

  GBSSには付加領域はほぼ存在せず，SSIおよびSSIIの付加領域には植物問で有意な相同

性は見出されなかった．これに対し，ssniとSSIVの付加領域内部にはそれぞれ植物問で高

度 に 保 存 さ れ た 領 域 が 存 在 し ， 何ら か の 機 能 を 有 し て い る と予 想 さ れ た ，

  ssniの付加領域には3度の反復配列が存在し，それぞれバクテリア由来のstarch-binding

domain (SBD)と相同性を示した．Pvssmの付加領域を欠失させた変異酵素rPvSSIII-Cは全

長酵素rPvSSIIIに比べ，プライマーに対する親和性が劇的に低下した．また，付加領域のみ

からなる変異タンパク質rPvS SIII-Nは単独でも蝕1，4グルカン鎖と親和性を示した．これら

の結果，PvSSmの付加領域はSBDとして機能することが明らかとなった．また，SBDは直

接触媒には関与せず，触媒部位をプライマー近傍にとどめ，見かけ上の基質濃度を上げる役割

を担っていると考えられた，
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  PvSSIVの付加領域はヘリックスが逆平行に折り畳まれた構造で，タンパク質結合ドメイン

として機能すると予測された．  Blue-native PAGEによる解析の結果，rPvSSWは付加領域を介

して二量体を形成することが明らかとなった．付加領域を欠失させた変異酵素rPvSSW‐Cは

単量体として存在し，全長酵素rPvSSWと異なる速度パラメーターを示したものの，グルカ

ン鎖の選択性は変化しなかった．



学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

インゲンマメ(Phaseolus vulgarisL．）starch synthase

アイソザイムの網羅的機能解析

  本論文は、図29、表4、引用文献136を含み、5章からなる総ぺージ117の和文論文

である。別に参考論文5編が添えられている。

  Starch synthase (SS; EC 2.4.1.21 and EC 2.4.1.242)はADPグルコースのグルコース残基を

既存のa-l，4グルカン鎖の非還元末端に転移する反応を触媒する酵素である。デンプン構

成成分のアミロースとアミロペクチンのグルカン鎖伸長を担うことから、デンプンの微細

構造を決定する極めて重要な酵素である。植物には複数のSSアイソザイムが存在し、一

次構造からGBSS，SSI，SSII，ssInおよびSSIVの5クラスに分類されている。特定の

SSアイソザイムを欠損した変異体植物ではデンプンの微細構造が変化するが、その影響は

欠損したアイソザイムによって異なることが知られており、各アイソザイムはデンプン生

合成において異なる生理的機能を担うと考えられている。しかしながら、各アイソザイム

の酵素特性についての理解は進んでいない。本研究では、インゲンマメ(Phaseolus vulgaris

L.)を対象に、SSアイソザイムの構造と機能の相関を理解し、デンプン生合成に果たす各

SSア イソ ザイ ムの 固有の役割を明らかにすることを目的として行われた。

  これまでに、インゲンマメ由来のGBSS，SSIおよぴSSII (PvGBSSa，PvSSIおよび

PvSSlIb)をコードするcDNAが単離され、一次構造ならびに大腸菌組換え酵素の特性が解

析されてきた。本研究では、PvGBSSb，PvSSIla，PvssInおよびPvSSIVをコードする4

種のcDNAを新たに単離した。各ss遺伝子の発現特性を比較した。pvgbssb遺伝子の発

現は種子と葉で観察されたのに対し、pvgbssa遺伝子の発現は種子でのみ認められた。また、

pvss2a遺伝子は主に種子で、pvss2b遺伝子は主に葉で発現していた。pvss3およびpvss4遺

伝子は主に葉で発現していたが、pvss3遺伝子は登熟後期の種子でも発現が認められた。

pvssl遺伝子はpvss2b遺伝子と類似した発現パターンを示した。．

  一次構造から、SSはアイソザイム間で保存性が高く触媒に関わるC末側の領域（相同

領域）と相同性が認められず機能未知のN末側の領域（付加領域）からなることが明らか
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となった。GBSSには付加領域はほとんど存在せず、SSIおよぴSSIIの付加領域には植物

間で有意な相同性は見出されなかった。一方、SSIIIとSSIVの付加領域内部にはそれぞれ

植物間で高度に保存された領域が存在し、何らかの機能を有していると予想された。

  精製した大腸菌発現酵素(rPvGBSSa，rPvGBSSb，rPvSSI，rPvSSIIb，rPvSSmおよび

rPvSSIV）の酵素特性を解析した。rPvSSmおよびrPvSSIVはいずれも高い分子活性を示し

た。特にrPvSSmの分子活性は高く、他のアイソザイムの13～270倍であることが明らか

となった。また、反応産物の解析によって各クラスのアイソザイムが異なる反応特性を示

すことを明らかにした。rPvSSIは外部鎖長が6程度の鎖に選択的に作用し、また、rPvSSHb

は重合度10以上の比較的高重合度の鎖に選択的に作用すると考えられた。一方、rPvSSm

およびrPvSSIVはグルカン鎖の選択性が低く、様々な鎖長の単位鎖に対して濃度依存的な

反応性を示した。アミロベクチンを基質とした場合、rPvGBSSaとrPvGBSSbは連続的な

伸長反応によって重合度50以上の超長鎖を合成した。しかし、両酵素ともマルトヘキサ

オースを基質とした場合は不連続な反応性を示し、マルトヘプタオースが合成された。こ

れらのことから、GBSSはa‐1，6分岐を認識していることが予想され、GBSSの特徴であ

る ア ミ ロー ス合成 およ び高 度なデ ンプ ン粒 蓄積 との関 連が 示唆 され た。

  SSmの付加領域にはバクテリア由来のst釘ch‐bindingdomain（SBD）と相同性を示す3

回の反復配列が存在した。PvSSIの付加領域を欠失させた変異酵素rPvSSm‐Cは

rPvSSmに比べ、プライマーに対する親和性が劇的に低下した。また、付加領域のみから

なる変異タンパク質rPvSSm・Nは単独でもQ‐1，4グルカン鎖と親和性を示した。これらの

結果、PvSSIIIの付加領域はSBDとして機能することが明らかとなった。また，SBDは

直接触媒には関与せず、見かけ上の基質濃度を上げる役割を担っていると考えられた。

PvSSIVの付加領域はヘリックスが逆平行に折り畳まれた構造で、タンパク質結合ドメイン

として機能すると予測された。Blue．nativePAGEによる解析の結果、rPvSSIVは付加領域

を介して二量体を形成することが明らかとなった。付加領域を欠失させた変異酵素

rPvSSIV‐Cは単量体として存在し、全長酵素rPvSSIVと異なる速度パラメーターを示した

が、グルカン鎖の選択性は変化しなかった。

  本研究では、SSIおよびSSIVアイソザイムの酵素特性をはじめて明らかにするととも

に、インゲンマメ由来6種のSSアイソザイムのグルカン鎖伸長特性が異なることを示し

た。また、変異酵素の解析から、SSllIアイソザイムの付加領域がデンプン結合ドメインと

して機能すること、SSIVアイソザイムの付加領域がタンパク質結合ドメインとしての機能

を有することを証明した。これらの成果は、学術的に高い価値をもっだけでなく、ドメイ

ン構造を利用した新機能酵素創出やデンプンの質的改変などへの応用にも寄与しうるもの

と判断した。

  よって、審査員一同は、瀬野浦武志が博士（農学）の学位を受けるのに十分な資格を有

するものと認めた。
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