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s t r e s s  t o  t h e  c e l l s  o f  l i v a w o r t  r e s u l t e d  i n  t h e  e n h a n c e m e n t  o f p e r o x i a s e  a c t i v i t y  a n d  H 2 0 2 8 n c e n l r i o n

    一

B i o d e g r a d a t i o n  o f  B P A a n d  L M C

  〇 x i d a t i o n  o f  B P A  b y  s u s p s i o n  c e l l  c u l t u r e  a n d  c u h u r e  f l t r a t e s  w e r e  c a r r i e d  o u t .  E i t  m i l l i g r a m  o f  B P A

w a s  a d m i n i s t e r e d  t 0  2 0 0  m l  o f  s u s p e n s i o n  c e l l  c u l t u r e

a n d  c u l t u r e  f i R r a t e s  a n d  i n c u b a t e d  f o r  5  d a y s .

    。 。 d 鬟 ，

A p p r o x i m a t e l y  6 3 %  o f  t h e  B P A ， w a s  o x i d i z e d  t o  o t h e r   5 ぽ ザ

p r o d u c t s  i n  t h e  s u s p e n s i o n  c e l l  c u l t u r e ,  w h i l e  4 1 % ぼ

t h e  c u l t u r e  f i l t r a t e s .  O x i d a t i o n  o f  B P A  b y  t h e  c u l t u r e

f l t r a t e s  w a s  p e r f o r m e d  i n  o r d e r  t o  e l u c i d a t e  t h e

d e g r a c W i o n  p r o c e s s .  B P A  w a s  m a i n l y  o x i d i z e d さ

i n s o l u b l e  p o l y m e r s  ( 3 0 。 ノ ジ w h i l e  G G M S  a n a l y s i s  o f

、 レ 声 鼇

驚
    廿   や ゴ 尋 ロ 4 B I 亀 l － 暑

    5 尋 五 喜

ト r 暑 i l 暑 書 ― ― ′

l J ヨ ゃ ー 6 毒 毒 ．

t h e  E t O A c  e x t r a c t s o r n  t h e  c u l t u r e  f l t r a t e s  d e t e c t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  4 - i s o p ~ p e n y l p h e n o l  ( 1 . 6 9 % )  a n d

4 - h y d r o x y a c e t o p h e n o n e  ( 0 . 0 6 1 % ) .  T h e  f o r m i o n  o f  t h e s e  I w o d u c t s  w a s  e x a m i n e d  u s i n g H 1 4 ] - B P A .  B a s e d

o n  t h e  M S  s p e c a  o f  n o n - l a b e l e d  a n d  2 1 _ I _ l a b e l e d  4 - i s o p r o p e n y l p h e n o l  a n d  4 - h y d r o x y -  a c e t o p h e n o n e ,  t h e

p o s s i b l e  d e g r a d a t i o n  p a t h w a y  o f B P A ， w a s  p r o p o s e d  ( F i g l ） ．

  S i n c e  n o  r q x u t  a b o u t  o x i d a t i o n  o f l i g n i n  b y  p e r o x i d a s e

o m  l i v e r w o r t  c e l l  c u l t u r e ,  t h e  o x i d a t i o n  o f  L M C ぎ

s u s p e n s i o n  c e l l c u l t u r i e  o f  t h e l i v e r w o r t w a s  e x a m i n e d   t h e

o x i d a t i o n  o f  L M C  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  s u s p e n s i o n 。 e n

c u h u r e  a n d  c u l t u r e  f i l t t a t e s ゛ e a c h  o f  w h i c h 8 n t a i n e d  o f  1 0

量 g ぢ さ ぎ 2 5 0  m l  o f  c u l t u r e .  T h e  H P L C  a n a l y s i s  o f

E t O A c  e x t r a c t s  s h o w e d  t h a t  t h e  r e s i d u a l  L M C  i n  t h e

s u s p e n s i o n  c e l l  c u ぎ 】 r e  a n d  c u k u r e  f l t r a t e s  w e r e  3 0 . 7 0

聾 ＆ ． や ぎ r e s p e c t i v e l y .  B i p h e n y l  d e h y d r o d i m e r ． w a s

d e t e c t e d  i n  b o t h  t h e  r e a c 4 i o n  m i x t u r e s  o f  t h e  c e l l  c u l t u r e

a n d  c u l t u r e  f i l t r a t e s  i n c u b a t e d  w i t h  L M C  ( 8 . 6 %  i n  t h e  c e l l

c u l t u r e  a n d  1 8 ． 8 % ず ヰ ぷ c u H u r e d  f l t r a t e s ) .  G G M S

a n a l y s i s  o f  t h e  E t O A c  e : x t r a c t s  f r o f f i  t h e  c u l t u r e  f i l t r a t e s

脅 ー
  オ

歪 l 甲 ア

奢 ー ― 腎 ． 丑   ゴ l f   ぎ ー 署 E

d e t e c t e d  t o  p r e s e p c e  o f 8  n i f e l  a l 8 巨 ‐ f a u l i c  a c i d ,  v a n i l l i n  a n d  g u a i a c o l  a s  d e g r a d e d  p r o d u c t s  o f  L M C ．

B y  o x i d i N i n g  v a m l l i n  a n d 8 m e r y l  a l c o h o l t h e  p o s s i b l e  d e g r a d a t i a ― n  p a t h w a y  o f  L M C  w a s  p r o p o s e d  ( F i g ゼ

P a r t i a l  p u r M c a t i o n  o f  t h e  e x t r a c e H u l a r  p e r o x i d a s e

  T h e 黌 ぼ c e l l u l a r  p e r o x i d a s e  w a s  s e p a r a t e d  b y 8 m b i n a t i o n s  o f 8 ー u m n  c h r o m a t o g r a p h y  w i t h  3 7 ． 7  f o l d

p u r i f i c a t i o n  H o w e v e r ,  f u r t h e r  p u r i f c a t i o n  c o u l d  n o t  b e  d o n e ,  b e c a u s e  t h e  a m o u r t t  o f  t h e  p r o t e i n  w a s  n o t

e o u g : h  t o  b e  a n a l y z e d   A l a r g e  s c a l e  p r o d u c t i o n  o f  t h e  e n z y m e  i s  n e c e s s a r y  t o  p u r 1 や  t h e  s e c r e t e d  p e r o x i d a s e

o f  H . p l a n u s ，

    日 お r e s u l t s  d e s c r i b e d  a b o v e  o p e n ， u p  a  p o s s i b i l i t y  f o r  l i v e r w o r t  c e l l  c u l t u r e  a s  n e w  a l t e r n a t i v e

m e t h o d  i n  b f o r e m e d i a t i o n  s t u d i e s .  A  p o s s i b l e  e c o l o g i c a l  r e l a l i o n s h i p  b e t w e e n  l i v e r w o r t s  a n d  v a s c u l a r  p l a m s

v i a  c b e m i c a l s  w a s  h y p o t h e s i z e d ．  T h e  r e l e a s e d  s p o r e s  : f i o m  g a m e t o p h y t e s  o f  l i v a w o r t s  m a y  d r o p s  a n d

g c a m i n a t e  o n  t h e  s r u f a c e  o f  a  l x u k  T h e n  l h e  i n t r a c e l l u l a r  p e r o x i d a s e  w h j c h  m a y  b e  i r w o l v e d  i n  t h e  c e l l

e l o n g a t i o r i  d u r i n g  g e r m i n a t i o n ,  m a y  b e  e n h a n c e d  b y  v o l a t i l e  p h e n o l i c  c o m p o u n d s  o r  m o n o t a p e n e s  e m i t t e d

f i o m  v a s c u l a r  p l a n t s ．   1 2 7 2 ―



学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

Biodegradation of phenolic compounds by

extracellular peroxidase in suspension cell

 culture of liverwort Heteroscyphus l:,lanus

（コケ植物Heteroscyphus planus懸濁培養細胞の細胞外

ベルオキシダーゼによるフェノール化合物の分解）

  微生物、真菌類、維管東植物由来の酸化酵素を用いた環境汚染芳香族化合物の分解に関

して多くの研究報告がなされているが、コケ植物由来の酸化酵素による芳香族化合物の分

解に関する研究はほとんどない。コケ植物Hete．rDs卿轟uspぬ皿usの母植物あるいはその培

養細胞から多くの高度に酸素化されたテルペンやポリフェノール化合物が見出されている

が、これらの化合物は細胞内で酸化酵素により生成する酸素活性種の作用により生成する

と考えられる。本研究は、コケ植物且p血ロus懸濁細胞培養中の酸化酵素による芳香族化

合物の生分解に関して、以下の点について研究したものである。1）鼠pぬ皿Hs懸濁細胞培

養中の細胞外ペルオキシダーゼ活性の分析とフェノール化合物及びモノテルペン類の添加

による酵素活性の誘導。2）〃．planUs細胞培養による環境汚染物質ビスフェノールA（BPA）

及びりグニンモデル化合物（LMC、guaiacylglycerolーB―guaiacylether）の生分解。3）化

学的ストレスにより誘導される細胞外ペルオキシダーゼの部分精製。

  その結果、以下の点を明らかにした。

″．m釦船懸濁培養中のベルオキシダーゼ活性と過酸化水素濃度。

  H．planus細胞培養中の細胞外ベルオキシダーゼ活性をguaiacol試験で、また、ラッカ

ーゼ活性を2，2’―azin0―bisー（3ーmethylbenzthiazoline―6―sulfonicacid（ABTS）で検出を行

った。〃．pjanus培養細胞を30001ux連続光照射下13日間の培養した結果、細胞外ペルオ

キシダーゼ活性は細胞の増殖と同調的に増加することが確認されたが、ラッカーゼ活性は

検出されなかった。また、種々のフェノール化合物（2，6ーdimethoxyphenol、〆cresol、LMC）

    ―273―

助
信
之
幸
咲

憲
  浩
英
公

田
方
藤
浦
橋

鍋
生
伊
松
高

授
授
授
授
教

    教
教

教
教
准
准
助

査
査
査
査
査

主
副
副
副
副



の添加によってペルオキシダーゼ活性(1.8倍）及び過酸化水素量が増加することが示され

た。一方、モノテルペン化合物である（士）－bornyl acetateの添加によってペルオキシダー

ゼ活性と過酸化水素量が2．O倍に増加したが、内在

性の（＋）ーa―plneneの添加では両者とも増加し

なかった。

〃 ． planus培 養 細 胞 に よ る BPAの 生 分 解

  H． planus懸濁培養細胞にBPAを添加すると不溶

性の反応生成物を生成し、BPAが細胞外ペルオキ

シダーゼによって酸化される可能性が示唆された。

すなわ ち、非標 識及び2H14ー BPA (8mg)を200

mlの培養液に加え、5日間培養した結果、63％が

他の化合物に転換した。また、培養細胞を取り除

いた培養濾液のみでも、41％のBPAが他の化合物に転換した。生成物の大部分は不溶性の

重合物であるが、可溶性生成物をGC-MS分析した結果、4-isopropenylphenolおよぴ

4-hydroxyacetophenoneを分解物として検出した。2H14-BPAから生成したこれらの化合物

の 重 水 素 の 標 識 パ タ ー ン か ら Fig.lに 示 し た 分 解 過 程 を 推 定 し た 。

H. pぬm硲培 養 細 胞に よ るLMC（ guaiacylglycerollB―g弧iacylether） の分解

  今までコケ培養細胞によるりグニン及びりグニ

    d

仔―guaiacyletherを選び、細胞培養並びに培養濾  /・I｜ッ‥、ご¨

液による生分解を試みた。LMC(10 mg)を250r

の 培養 液 お よび 培 養濾 液 脚 ロえ 、 5日 間培 養 し ミ  ＆ ：， 了 苺： ： ヌ ーq‥・

反 応生 成 物 を酢 酸エチル 抽出し、 生成物を HPLC分  “…噐 ‥hmI  nル  ｛、 凱

    ｜

析した結果、添加したLMCのうち、それぞれ、

biphenyl  dehydrodimer (Fig.物dimmer LMC)分簍  羲：｜，］，、→A而→q‥。

biphenyldehydrodimer（Fig．2中dimmerLMC）で‘  …I

    ICnllWWlJ  Vロnlulll  丶m｜I竍H；｜ピ．d

るが、そのほカゝ、coniferyl alcohol、ferulic acid、  mユ..ajofd。ビ”dmion paih.v¥.。「LMc

vanillin、guaiacolを分解産物として検出した。

Vanillin及びconiferyl alcoholの培養液による転換実験により、Fig.2に示すようなLMC

の分解過程が推定された。

  なお、細胞外ペルオキシダーゼ活性を種々のカラムクロマトグラフイーを組み合わせて約

38倍まで精製したが、最終的な生成に至らなかった。

  以上の研究成果により、コケ培養細胞によって、芳香族化合物が酸化的に転換、分解する

ことが示された。なお、維管束植物から放出されるフェノール物質やモノテルペンによル

コケの細胞外ペルオキシダーゼ活性が誘導されることから、化学物質を介したコケ植物一

維 管束 植 物 間で の 情報 伝 達 の可 能 性が 示 唆 された 。よって 審査員一 同はLeily

TjanくlrawasHtaSan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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