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1126　　　　 タバ コ 懸濁細胞 の プ 貔 トプラ ス ト化最適 条件 の建量的設定 と

　　　　　　　 プ 羅 トプうス 酪の利 用

　　　　　　　（筑波大 ・応生化） O 青柳秀紀、米良信瑠、懸中秀夫

【目的｝植物懸濁細胞 の プ ロ トプ ラ ス トは育種 や有用 物質生産の 分野に おい て 大切な素材で あ り、

差霧梦膏携 よで脇誘蘿務齧跫量譱轜孝ξ籥 謬ξ轡ξ長醗鯉砦釐
（Viability）を定量 的に 評価する手法

 
に っ い て報告 した。本研究で は、こ の 指標および手法を用 い

て 、 実際にタ バ コ 懸濁細胞 の プ ロ トプラ ス ト化反応条件を種 々 検討す る こ と に よ り、 得 られ るプ cr

トプラ ス トの 生存活性に影響を与え る要素を明 らかに し、生存活性が高いプ ロ トプ ラ ス トを効率的
に取得で きる最適条件の 設定を試み た 。 また 、 得 られたプ ロ トプラ ス トを乕 いて細胞壁近傍に存在

する ペ ル オキ シダーゼ の 生産に つ い て検討を行 っ た 。

【方法お よび結果】モ デ ル 細胞 と してNicotiasva　tabacscm 　BYZ を用 い た 。 プ ロ トプ ラ ス ト化酵素 と

して 主 にMacerozyme　RIO （M ）および Cellulase　Onozuka 　RIO （C）を用 い た 。 種 々検討の 結果、プ

ロ トプ ラ ス ト化 には対数期 の 細胞が 良 く、 こ の 際 、 特に M とC の 濃度 、 pH の 条件が プn トプラ ス

トの Viabilityに 大きな影響 を与え た
。 ま た 、

醜とC を別 々 に 作用させ る二 段階法 よりもM とC を混

合して作用 させ る
一

段階法の ほ うが 、 生 存活性が高い プ ロ トプラ ス トを効率的に取得で きた 。 市販
の 様 々 な酵素 に つ い て 検討 した結果 、プ ロ トプ ラ ス ト化最適条件 として O．五％ Pectolyase　Y23 ＋

9．  ％ CeH 漁 se　Onozu 紬 賦S （
一

段階法）， 蹌H 　5。7
，
　temp．30℃ ， 反応時間嫐 が客観的に設定 された 。

最適条件で 得 られたプ ロ トプ ラ ス トの Viabilityは 87．9％ 、 培養 12日 目の コ ロ ニ ー形成率は 45．8％ と

高い 値を示 した。また、得 られたプ ue トプラ ス トに 人工細胞壁 （アガ ロ
ー

ス ゲル ）を装着 し 、 培地

浸透圧 を低下 させ て 培養 した結果 、 ペ ル オキ シダーの 比生産性 （単位プ ロ トプラ ス ト［細胞］当た り
の 生産量）は細胞の 7倍を示 し、 効率的に 分泌生産ができた 。
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晒 的蘯　 電子 伝達 タ ン パ ク質で ある シ トク 鬪 ム c は、二 分 子膜 な どの ア ニ オ ン 性界

面 の 存 在 下 にお い て ペ ルオ 辜 シ ダ
ーゼ 活性 を発現 する 。 ジー2一工 チ ル ヘ キシル ス ル ホ

調 バ ク酸 （AOT ） で形成 され る逆 ミセル もまた、シ トク 醐 ム c の ペ ルオ 睾シダーゼ活

徃 を有機溶媒 中 で増 k；させ る と毒え られ る。 本研究で は 、 逆 ミセル に可 溶化した シ ト

クロ ム c の 酸化還元 酵素 と して の 反応特性 と構造特性 に つ い て 検討する 。

【方法及び結 梁 甕　 ペ ル オキシ ダーゼ活性は ピロガ ロ
ール の 酸化反窟 に よ っ て 評価 し

た 。 シ トク ロ ム c 水溶液で Wo 　l＝ ［wa 豊erl！lsu漁 c覚a 醐 ）＝ io とな るよ うに調製 した AOT 逆

ミセル 溶液 に 、 基質で ある ピ9 ガロ ールを 溶解 して 反応 溶 液 と した 。 その 溶液 に 、予

め調製 してお い た過酸化水素の 逆 ミ セ ル 溶蔽を添加 して反 跡を 開始 した 。 そ の 結累、

逆 ミセル 溶液 中の シ トク ewム c は 、水溶液 中よ 蓼 も綿 賠 ほ ど高い ペ ル オ キ シダーゼ活

性 を示 し 、 活性部位 （ヘ ム ）周 辺の 高次構造 も変化 して い る こ とが 確認 された 。

匿将来の 展嬲 　　本来有 して いな い 酵素機能 も 、 他分畢 との 相互 俸用 によ っ て新た に

機能 を付 与で き る可能性 が示 され た 。 逆 ミセル は酵素の 反 応場 を有機溶媒 中へ と拡大

するだけで な く、断たな 酵素 機能 の 開拓 する ツ
ール と して も期祷 される 。
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