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キ ュ ウ リ 果 皮 細 胞 の 液 体 培 養 に よ る ア ス コ ル ビ ン 酸 酸 化 酵 素 の 分 泌 生 産

　 　 　 　 　 　 ＜広 大 工 照 酵 ） O 趙 　 鉉 済 ， 会 見 忠 則 ， 室 岡 義 勝

！ ． 目 的 　 キ ュ ウ リ の 果 皮 に 高 い 活 性 を 有 し て い る ア ス コ ル ビ ン 酸 酸 化 酵 索 （E，C ．L1e ．3

．3． 以 下 AOD と 略 す ） は 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 に 特 異 的 な 酵 粟 で あ る 数 め 、 ア ス コ ル ビ ン 酸

の 定 量 な ど の 食 品 分 析 や 臨 床 用 試 薬 と し て 広 く 用 い ら れ て い る 。 本 研 究 で は 、 AOD を 効

率 的 に 生 産 す る 目 的 で キ ュ ウ リ 果 皮 細 胞 の 培 薺 を 行 な っ て 、　AOD の 生 成 と 分 泌 に つ い て 、

種 々 な 培 坡 条 件 の 検 討 を し た 。

2 ， 方 法 　 キ ュ ウ リ 果 皮 組 鑞 を 、 MURAS 開16E −SKeOG 、培 地 を 墓 本 培 地 と し て カ ル ス 培 養 化 し

カ ル ス の 増 殖 速 度 、　お よ び AOD 活 性 を 測 定 し た g 　植 物 ホ ル モ ン は 、　オ ー キ シ ン と し て 2 ・

4 ・Dichlorophenoxy 　 aceticacid 、　サ イ ｝ カ イ ニ ン と し て 6 ・Benzylaminepurine を 月亅い 海 。

3 ． 結 果 　 こ れ ま 、で の 研 究 で 、　キ ュ ウ り 果 皮 細 胞 を カ ル ス 化 す る と 、　AOD 活 性 は 、 脱 分

化 カ ル ス 誘 導 の 過 程 で 低 下 し 、 そ の 約 1 ／ 10 以 下 と な っ te が 、 培 地 中 の Cu イ オ ン 濃 度

を 変 え る と AOD 活 性 は こ れ に 対 応 し て 変 化 し、　Cu イ オ ン 濃 度 を 10 μ M 　に 上 げ た 条 件

で ， 新 鮮 キ ュ ウ リ 果 皮 紹 織 の AOD 活 性 の 約 1 ／ 2 ま で 回 復 す る こ と が で き た 。　ま た 、 カ

ル ス の 移 植 中 に 増 殖 の よ い 変 異 カ ル ス CH − 2 株 が 分 離 で き 、 　さ ら に 、　液 体 培 養 で の AO

D 活 性 に 与 え る 種 々 な 培 地 条 件 に つ い て 検 討 し 海 と こ ろ 、 AOD が 分 泌 性 酵 素 で あ る こ と

が 分 か っ た 。 培 地 に 30mM の CaC ！ 2 を 添 加 す る と 、　培 地 中 の AOD 活 性 が 著 し く 増 加

し ， 無 添 加 の 培 地 よ り 約 8 債 の AOD 活 性 が 得 ら れ た 。 エ ア
ー リ フ ト 型 の 培 養 槽 を 用 い た

と こ ろ ． 増 殖 速 度 及 び AOD 分 泌 生 産 性 が さ ら に 向 上 し た 。
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目的）

存在 す る 。　　　　　既 に キ ュ うリ （Cuc臨 1旦 幽 ）果実 の 精製 ASO よ り決定 した

N 末 端 部 ア ミ ノ酸配列を も とに 作成 し た合成ヌ ク レオ チ ドを ブ ロ ーブ に 用 い 、キ ュ ウ リ果

実 cDN ヘラ イブ ラ リ ーか ら ASO 　cDNA を単離 V　ta　1）
。 本 研究 で は 、　こ の cDNA

を 用い て キ ュ ウ リ植物 体 （果 実 部、根 部、茎部、葉部）で の AS ．O の 発現 を調 べ る事 を 目

的 と し た 。

方法）　 供試植物体 （果実に 関 し て は 、 開花 後 3 週 間程 度 ） よ りグ ア ニ ジ X ウム チ オ シ ア

ネ ー ト／ CsC1 密度勾配遠心法 を用い て 、各組 織別 に kNA を抽出 し 、 ASOcDNA

（2．2kbp ）をプ tコ　一ブ と した Northern−’blot 法に よ り ASO の 発現 を調ぺ た 。

結 果 ）　 果実 部か らの RNA 埀こは強 くハ イ ブ リダ イズ す るバ ン ドが
一

本見出 さ れ た が 、他

の 組織の も の で は弱 か っ た 。 こ れ らの バ ン ドは全 て 同
一

の 大 きさ で 、 約 2．3kb で あ っ た 。

一方 、 キ ュ ウ リ果実 よ り抽 出 した ゲ ノ ム DNA を 堕 Ri で 完金 分 解 し海 もの に 対 し て 、

同 じ cD 靆A 董プ ロ ーブに サザ ン ハ イブ リダ イゼ ー
シ ョ ン を行 っ 海 とこ ろ、や は り一

本の

バ ン ドの み が 認め られ だ 。 こ れ ら の こ と は ASO は遺伝子的 に は一種 類 の み で あ る こ とを

示 唆 して い る 。 現在 、 こ の 事 髪確 かめ るteめ に ASO の ゲ ノム DNA の ク ロ
ー

ニ ン グ を行

　　キ ュ ウ リ ア スコ ル ビ ン 酸オ キシ ダ ーゼ の 遺伝子構造 と組織特異的発 現

　　 く阪 大 工 醸 酵 ） 0 大川　淳 、 Wimolsiri 　 Porntaveewat、 大屋 智資

　　　　　　　　　 岡田尚輔 、新名惇彦 、 高野光 男

ア ス コ ル ビ ン 酸オ キ シ ダ 」 ゼ （ASO ） は、植 物 、特に ウ リ科 植物の 果皮に 多 く

っ て い る 。
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