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は じ め に

　 エ チ レ ソ は ，種子 の 発芽，茎葉 の 老化，花弁 の 萎凋 な

ど の植物の 生活環 の なか で 見 られ る 正常な成長と分化の

過程を調節す る ホ ル モ ン と して 生 成 さ れ る．ま た，植 物

に加え られ る物理 的傷害 ， 重 金属 イ オ ン や化学薬剤 に よ

る 傷害， 乾燥 や 湛水，低温暴露 な ど の さ ま ざま な ス ト レ

ス や ，別 の ホ ル モ ン で あ る オ ーキ シ ン の 処 理 に よ っ て も

生成 が 誘導 され る
1・1コ）．

　 エ チ レ ン は ， 図 1に 示 し た よ うに ，
レ メ チ オ ニ ン → ・監

ア デ ノ シ ル メ チ オ ＝一ン （SAM ）
．・1一ア ミ ノ シ ク ロ プ ロ パ

ン
ー1一カ ル ボ ン 酸 （ACC ）

一
〉 エ チ レ ン の 経 路で 生 合成 され

る
so ）、ま た ，

　 ACC は N 一マ ロ 三ル
ーACC （MACC ）に も

代謝 さ れ る．そ れ ぞ れ の 反 応 を 触媒す る 酵素 は ，
メ チ オ

ニン ア デ ノ シ ル 転移酵素 （EC 　2．5．1．6），　 ACC 合成酵素

（EC 　4．4．1．14），　ACC 酸化酵素 （ま た は ，」 一チ レ ン 合成

酵素，EFE ，と も呼 ば れ る），
ACC − N 一マ ロ ニ ル 転移酵素

で あ る．植物体 か ら生成 さ れ る 最終的 な エ チ レ ン 量 は，

生合成経路 の 上 か らは ，こ れ らの す べ て の 反応 の 活性，

すなわ ち 各酵素の 存在量 や酵素活性 に 影響を与え る物質

の 存在 に よ っ て 調節さ れ る 可 能性 が 考え られ る ．し か

し ，現在 ， 上 で 述 べ た エ チ レ ン 生成 が 高ま る条件下 で は 例

外な く ACC 合成酵素活性 の 上 昇が 確認 され て お り，エ

チ レ ン 生合成 の 調節 に 最 も重要 な 役割 を 果 た し て い る の

は ACC 合成酵素である こ とが明 らか に され て い る
ae ）．

ACC 合成酵素活性 の 増加 は ， こ の 酵素 の 生合成 に よ る

もの で あ る
2）．一一・方 ，

メ チ オ ニ ン か ら SAM が生成す る

反応は ，エ チ レ ン 生合成 の 制限因子 に は な らな い
s°：35）．

SAM は エ チ レ ソ 生成 に 使 わ れ る ば か りで な く，生体内

で 起 こ る メ チ ル 化反応 や ポ リ ア ミ ン 生合成 な ど の 基礎的

代謝経路の 重要な中間体で ある た め 代謝回 転速度が非常

に 大 きい ．既存 の SAM の プ ール サ イ ズ は 十 分 に 大 き

く，ACC 合成 酵素活性 が 高 ま っ て ACC の 合成 が 亢進

す る 場合で も， 必要な SAM の 供給を賄 う こ とが で き

る．ACC の エ チ レ ン へ の 分解活性 に つ い て は ，
エ チ レ

ン 生成が増加 した 植物組織 で 数倍 に 増加 し た 例 が 報告 さ

れ て い る
30 ）． し か し，多 くの 植物組織 で は 外 か ら ACC

を 与え る と エ チ レ ン 生成 が 格段 に 増 加 す る こ と が 観 察

さ れ ， 植物体内に は 構成的 に 十 分な 量 の ACC 分解活性

が 存在 し て い る こ とが 示 され る．し た が っ て 通 常 は こ

の 活性 は エ チ レ ン 生成 の 律速 因 子 に な らな い ，一
方，

MACC は ACC の 最終代謝産物 と して 生成 され る が，

こ の 合成 は 過剰 に 生産 された ACC をエチ レ ン 生 合成経

路 か ら取 り除 く働 きを して い る と考 え られ て い る．以上

の 知見を ま と め る と， エ チ レ ン 生 合成 は ACC 合成酵素

活性 の 上昇 に よる ACC 供給 の 増加 とい う粗調整 （coarse
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図 1　 エ チ レ ン 生 合成経路

tuning ）が まず働 き， さ らに ACC 酸化酵素活性 の 変 動

に よ る ACC の エ チ レ ン へ の 分解 活 性 の 調 節 や MACC

合成 に よ る ＝ チ レ ン 生成に 利用 可能 な ACC 量 の 調節 と

い う微調整 （丘ne 　tuning ）が 働 い て ，全体 と し て 調節 さ れ

る と考 え ら れ る．

　 と こ ろ で，上述 した 植物体 に よ る エ チ レ ン 生成 に は そ

の 経時変化 （エ チ レ ン 生 成 速 度 が 上 昇 し最 大 値 を 示 し た

後，初 め の レ ベ ル に 低下す る） が きわ め て短時間内に お

こ る特徴がある．こ れ は ，植物 の 成長
・
分 化過程 の 「必

要 な 時 に 必要な量 だ け」 エ チ レ ン が 生 成 され て ホ ル モ ン

と し て 働 い た りス ト レ ス に た い する 正常な レ ス ポ ン ス を

引 き起 こ す た め に は，必 須 の 調節作用 で あ る と考え られ

る．な ぜ な ら，高濃 度 の エチ レ ン 処 理 が 上 偏 成長 の 誘

導 ， 伸 長 成 長 の 抑制，肥 大 化 の 促進，落葉 の 促進な ど植

物 の 成長 に とっ て む しろ 有害な作用 を 及 ぼす
1） こ とか ら

考え て，も し も
一

旦 高ま っ た エ チ レ ソ 生 成活性 がい つ ま

で も続 くな らば ，
エ チ レ ン が 成長阻害物質 と し て しか 働

か ない こ と を意味す る か ら で あ る．こ の エ チ レ ン 生成速

度 の
一

過性 の 経時変化 は ，植物体内で の ACC 合成酵素

の 速や か な代謝囘転 （＝ チ レ ン 生 成 の 増 加 に 先 行 し て

‘le　 no
・
し
・0 合成 され ACC 合成 の 機能 を 果 た し た 後，速や

か に 活性を失 う） に よ っ て 引 き起 こ さ れ る ．植物体内 で

ACC 合成酵素が急速 に 不活性化 され る こ とは ， こ の 酵

素 の 半減期 （初 め に 存在 した酵素活性が，半分 に 減少す

る ま で の 時 間 ） を 測 定 し て ，そ の 値が きわ め て 短 い こ と

か ら示 さ れ た ．半減期 は，黄 白化緑 豆 の 下胚軸組 織 で は

25 分
3s ）， ト マ ト果 実 で は 0 ．5− 2 時間

ID ）の 値 が 得 られ て

い る．以上 の こ とか ら，
エ チ レ ン 生合成 の 調節 の 問題 と

は ，ACC 合成酵 素活性 の 上 昇 に 関 し て は ACC 合成酵

素遺伝子 の 発現 に よ る酵素 の 生合成 の 調 節 の 問題 で あ

り，酵素活性 の 減少 に つ い て は 酵素 の 不活性化反応 の 問

題 で ある ， とい うこ とが で きる．

　 こ こ で は，ACC 合成酵素 に つ い て 最近 の 研究 の 現状

を 紹介す る と と もに ，ACC 合成酵素 が 触媒反応中 に 基

質の SAM に ょ っ て 不活性化 され るとい う発見 を契機 に

して 行 な っ て ぎた 筆者 らの 研究を 紹介 し た い ．な お ，エ

チ レ ン 生合成 に 関す る 総説 と し て は，Yfing と Hoffman30 ）

に よ る もの ，
ACC 合成酵素 に つ い て は Kende9＞ の もの

があ る の で 参照 して い た だ きた い ，

ACC 合 成 酵 素

　 こ の 酵素 の 研 究 が よ く行 な わ れ て き た 植物 材料 は ， ト

マ ト 果 実
2，5・6・34 ・’a5 ）

， カ ボ チ ャ 果 肉
16 ）

， 黄白化緑豆
．
ド胚

軸
E η， リ ン ゴ 果 肉

η な ど で あ る．い ず れ の 材 料 か ら得

ら れ た 酵素 もそ の 性質が よ く似 て い る．こ の 酵素 の 反応

の 最適 pH は 8 ，5〜9．0 で あ り，基質 SAM の Knt 値 は

10− 20 μM で あ る．ま た 補酵素 と して ピ リ ドキ サ ール リ

ン 酸（PLP ）を必要 とす る ．し た が っ て ，他の 多くの pLP 一

酵素 の 阻害剤と し て知 られ る ア ミ ノ エ トキ シ ビ ニ ル グ リ

シ ソ （AVG ）や ア ミ ノ オ キ シ 酢酸 に よ る 阻害を 受 け
e・；tO ），

阻害様式 は 基質 SAM に 対す る 拮抗 阻 害 で あ る．と く

に ，
AVG は 強力 な阻害剤と し て作用 し Ki 値は O ・2〜

2．0 μM で あ る，ま た 分子量 は ， ト マ ト果肉 お よ び カ ボ

チ ャ 果肉由来 の 酵素で
’

t
’X　48　kDa

， 緑豆 下胚 軸由来 の もの

で は 65kDa と報告 され て い る ．

　最近 ，
こ の 酵素 に 対す る cDNA の ク P 一ニ ソ グが い

くつ か の 材料 で 成 さ れ た ．Sato と Theologis2 °）は ズ
ッ キ

ー二 （Cucu．i
’blta　pepo　L ）果 肉の 酵素の cDNA を ク ロ ー

＝ ソ グ した ． また， Van 　 Dcr　Straeten ら
2s ） お よ び 中嶋

ら
IT）

は ， そ れ ぞれ 傷害誘 導 した ト マ ト果肉 の 酵素 と， カ

ボ チ ャ 果肉 の 酵素 ， そ し て Dong ら （未発表）は 成熟 し

た リ ソ ゴ 果 肉 の 酵素 の cDNA を ク ロ
ー一一＝ン グ し全塩 基

配列 を 決定 した ，

In　 vitro で の ACC 合成酵 素の不活性化反応

　ACC 合成酵素活性 の 急速 な低下 が 明 らか に さ れ た 当

初 は ， 酵素 の 可逆 的不 活性 化 反 応 や タ γ バ ク 質分解酵素

に よ る 不活性化反応 の 存在 が 考 え られた．筆者 らは ， 実

際 に は どん な メ カ ニ ズ ム が 働い て ACC 合成酵素 が 不 活
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図 2　SAM に よ る ACC 合成酵素 の 不活性 化反応
22 ）

　　　ACC 合成酵素 を 59M 　PLP の 存在下 で 20D

　　　μMSAM と イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン し，所定時

　　　間後 に 酵素を分離して 残存活性を測定 した．

　 　　−SAM
， 対照 ； T1 ／2，半減期．

性化され る の か 興昧をも ち研 究を進 め て きた．

　筆者らは，黄白化緑豆幼植物 の 下 胚 軸組 織か ら得 た

ACC 合 成 酵素が，触媒反応中 に 基質 の SAM に よ っ て

不 活性化 され て い る こ とを見 い だ し
21 ），さ ら に トマ ト果

実由来 の 酵素 で も不 活性化反応 が 起 き る こ と を 確か め

た
22）． トマ ト果実 の ACC 合成 酵素 の 場 合 は ， 酵素 を

5 μMPLP の 存在下 で 200μM 　SAM と 30 °C で反応 さ

せ ，一
定時 間後 に 反 応 液 の

一
部 を と り Sephadex 　G −25

カ ラ ム に 通 して 高分子画分を分離 し ， こ の 画 分 の 酵 素活

性 を 測定 し て 残 存活性 を 求 め た ．図 2 は 残存活性 の 対数

値を 反応時間 に 対 し て プ ロ
ッ ト し た結果 で あ る．SAM

の 存在下 で は 酵素 の 不活 性化 が 起き， 残存活性が減少し

た こ とが わ か る．反応液 に SAM が 入 っ て い な い 場合 は

酵素 の 不活性 化 は 起 きな か っ た ．ま た，こ の グ ラ フ か ら

不 活性化 反 応 が 1 次 反応 に 従 っ て 起 こ る こ と が わ か り，

酵素 の 半減期 は 66分 と求 め られ た ，酵素反応液に は，時

間 の 経過 と と もに 反 応 生 成物で あ る ACC と メ チ ル チ オ

ア デ ノ シ ン （MTA ）が 蓄積 して くる が ，こ れ ら の 化合物

に は 酵素 の 不 活性化作用 は 認 め られ なか っ た ．AVG は，

ト マ F果実 の 酵素 で も ACC 合成反応を 阻害 し た が，同

時 に ，
SAM に ょ る酵素 の 不 活性化反応 も阻害 した ．す

なわ ち，初濃度が 100 μM の SAM と ACC 合 成 酵素を

反応さ せ る と酵素不 活性 化反応 の 半減期 は 55分 で あ っ た

が，反応液 に 2 ．5 μM の AVG を添加す る と 108 分 に 延

長 し た，

　 ACC 合成酵素 の 不 活性化反応 が，反応 生 成 物で あ る

ACC や MTA で は な く基質の SAM に よ っ て 引 き起 こ

さ れ る こ と，そ して SAM と拮抗す る AVG が こ の 反応

を阻害す る こ と は ，
SAM が 酵素 の 活性 部位 に 結 合 し （そ

し て お そ ら く酵素の 触媒作用 に よ っ て SAM 分 fが活性

化 さ れ）た 後，酵素 の 不 活性化が起 ぎ る こ とを示 し て い

る．酵素学 の 分野 で は，こ の よ うな 反応様式を もつ 酵素

阻害剤 が す で に 知 られ て お り， 酵素自殺基質 と呼ばれ て

い る．しか し ， 従来知 られ て い た こ の タ イ ブ の 酵素阻害

剤は ，酵素反応機構研究 の 目的 で合成さ れ た化合物やそ

の 知見を生 か して 強力な酵素キ ラ ーと して 働 くよ うに デ

ザ イ ン さ れ た 薬剤 が ほ とん どで あ り，

一
般的 な代謝経路

の なか で 重要 な 中間体 と して 働 く SAM の よ うな物質が

酵素 自殺基質と して 作用す る 例 は 知 られ て い な か っ た．

　in τ・it・t’o で 求 め られ た ACC 合成酵素 の 不 活性化反応

の 半減期 は ， 緑 豆下胚軸 由来の 酵素で は 23 ．5 分，　 トマ

ト果 肉由来 の 酵素で は 約 60分 で あ る．オ
ー

キ シ ン 処 理

し た緑豆 下 胚 軸に お け る ACC 合成酵素 の 半減期 は 25

分 で あ り，こ の 値 は 組織を AVG 前処 理す る こ と に よ り

50 分 に 延長 した こ とが 報告 さ れ て い る
33 〕， した が っ て ，

in　 z．’itro で 求 め られた ACC 合成酵素 の 半減期 は，植物

組織 で 求 め られ た値 と よ く
一
致す る．こ の こ とか ら，筆

者 ら は SAM に よ る 不活性 化反応 が 植物体内 で の ACC

合 成 酵 素 活性 の 速 や か な 減少 の 初発反応 で あ る 可能性を

推定 し て い る．しか し，植物体 内で こ の 不活性化反応 が

起 きて い る か 否 か は 今後実証さ れ な けれ ば な らな い 課題

とし て 残 され て い る．最近 ，
Spanu ら

2s）は ，緑豆下胚軸

に お け る実験結果
33）とは 異な っ て ，傷害 を与え た ト マ ト

緑葉 で は AVG が ACC 合成 酵素 の 代謝回転 に 影響 を 及

ぼ さ ず， AVG 処 理 し て も半減期 の 値 は 変 わ ら な い こ と

を報告 し た ，そ れゆ え 彼 らは ，

・irl．’vi’L・O に お け る ACC

合成酵素 の 不活性化 は ，
in τ．，itt’O で み られ る SAM に ょ

る不 活性 化反応 に よ っ て 起 こ る の で は な い と考 え て い

る．

SAM に ょ る ACC 合成酵素の 不活性化 機構

　SAM が酵素自殺基質と して 働 くとす る と ， 酵素反応

に よ っ て 活性化 され た SAM 分 子 （の
．一

部分） が 酵素 の

活性部位 に 共有結合する こ と が，酵素 の 不活性化 の 原囚

と して考え られ る ．そ こ で ACC 合 成 酵 素 を メ チ オ ニ ン

部分 を
14C

で 標識 し た ［3，4−i4C ］
−SAM と 反 応 さ せ ，

酵素 タ ソ パ ク 質 に
1℃ が取 り込 まれ る か ど うか を 調 べ

た
22）．反応液か らタ ン パ ク 質 区分を回収し ，

SDS −PAGE

で Acc 合成酵素 を分離 し て か ら フ ル オ 卩 グ ラ ム を作成

し た とこ ろ ， 分子量 が 50kDa の タ ン パ ク 質 だ け が UC 一

標識 され る こ と が わ か っ た ．標識さ れ た タ ン パ ク質は，

分 子量 が ACC 合成酵素 の 既知 の 分子量 値 と一
致 し，さ

ら に トマ ト果肉由来 の ACC 合成酵素に対する モ ノ ク ロ
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一
ナ ル 抗 体 を リ ガ ン ドに し た イ ム ノ ア フ a ニ テ ィ ゲ ル

5〕

に 結合 した こ とか ら， ACC 合成酵素 タ ン パ ク 質 と考 え

られ た ．次 に ，SAM の メ チ オ ＝ ン 部 分 の 標 識位 置を

か えて ， メ チ オ ニン 部分 の どの 骨格が酵素 タ ン パ ク 質に

取 り込 まれ る の か を 調 べ た と こ ろ， メ チ オ ニ γ 残 基 の

一COOH と C −3，4 は ACC 合成酵素 に 取 り込 まれ る が，
CH3S 一

は 取 り込 まれ な い こ と が 示 さ れ た
23）． こ の 結果

は ，
ACC 合成酵素に結合す る の は SAM の メ チ オ ニ ン

残基 の 4 炭素部分 （2一ア ミ ノ 酪酸部分）で あ る こ とを 示 し

て い る． こ の 4 炭素部分 は， ACC 合成 酵素の 本来 の 触

媒反応 で は ACC に 変換 され る 部分 で あ る．

　 初 め に 述べ た よ うに ，
ACC 合成酵素の触媒反応に は

PLP が 捕酵素 と して 必 要 で あ る．触媒反応 で は ， まず

酵素 の 活性部位 の リ ジ ン 残基 の ε一NH ，，に結合し て い た

PLP の ア ル デ ヒ ド基 と SAM の メ チ オ ニ ン 残基 の α
一NI 　

−lz

との 間 で シ ッ プ 結合 が 形成 さ れ，酵素
一
基 質複合体が 作

られ る・こ の 後，SAM の メ チ オ ニ ン 部分 の α
・H の 脱離

と Cr 位 の MTA の 脱離が 起 こ り，
　 C α と Cr の 問に共

有結合が 形成 され て 三 員環が生成 し ACC の 骨格 が で き

あ が る．ACC 合成 酵素 が触媒する α
，
　 r一脱離 反 応 は ，

PLP 瀞 素 が 触媒す る
一・群 の ア ミ ノ 酸 の 脱 離反 応 の な か

で は め ず らし い 特 異 な 反 応 で あ る，よ り
一
般 的 に は ，

α
一H の 脱離後転移反応 が起 こ り Cβ と Cr の間に 二 重結

合 が 導 入され る． こ の よ うな 例 と し て ，
メ チ オ n ン ゴ

ー

リ ア ーゼ や シ ス タ チ オ ニ ソ ーr一リ ア
ーゼ が 触 媒す る 反応

が 挙げ られ ， 反応 の 結果 ビ ニ ル グ リ シ ン （と PLP が シ

ッ
フ 結合 した 化合物 ）が 生 成 す る こ とが 知 られ て い る

29）．

こ れ とは別に ， 他 の PLP 一
酵素，た とえ ば L一ア ス パ ラ ギ

ン 酸 ア ミ ノ 基転移酵素
8・19 ）， D 一ア ミ ノ 酸 ア ミ ノ 基転移酵

素
2S）や キ ヌ レ ニ ソ ア ミ ノ 基転移酵素

4） で は， ビ ニ ル グ リ

シ ン が 酵素 自殺基質 とし て 働 き酵素を 不活性化す る こ と

が知 られ て い る ．

　筆者 らは， SAM に よ る ACC 合成酵素の 不 活性化反

応 の 機構 と して ， こ の 酵素 の 本来 の触媒作用 で は ACC

に 変換 され る SAM の メ チ オ ニ ン 残基 の 4 炭素 部分が 副

反応 に よ っ て ビ ニ ル グ リ シ ソ に 変換 され， こ れ が酵素 自

殺基質 と して 働い て 酵素 を不活 性 化 す る こ と を 推定 し

た ．も し も こ の 仮説 が 正 し け れ ば ビ ニ ル グ リ シ ン も酵素

の 不活性化作用 を持 つ こ とが期待され る，そ こ で ，実際

に L 一ビ ニ ル グ リ シ ン を ACC 合成酵素と 反応 させ た と

こ ろ ， 酵素 の 不 活性化が 起ぎ る こ と が 確 か め ら れ た
14｝

（図 3 ）．不 活性化反応 に は PLP が 必 須 で あ り， ビ ニ ル

グ リ シ ン の ア ナ ロ グ で あ る 2一ア ミ ノ 酪酸 ， ア リ ル グ リ シ

ン
， プ ロ パ ル ギル グ リ シ ン に は 不活性化作用 が 認 め られ

な か っ た．ACC 合成酵素 に 対する L 一ビ ニ ル グ リ シ ン の

’

…

雪
耄

，3
、≡…
霍
E

　 　 　 　
　 　 　 　 　 　 　 ！ncubatiOn 　 tirne くmin ｝

図 3L 一
ビ ニ ル グ リ シ ン に よ る ACC 合 成酵素 の 不

　　　活性化反応
E4 ）

　　　ACC 合成酵素を 5μM 　PLP の 存在下 で 所定

　　　濃度の L一ビ ニ ル グ リ シ ン と イ ン キ ュ
ベ ーシ ョ

　　　ン し，一
定時間後 に 残存活 性 を 測定 した ．
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図 4　SAM に よ る ACC 合成酵素不活性化反応機構

　　　Ado ，ア デ ノ シ ン 残基 ； F， ア ポ ACC 合成酵

　　　素 ；Py，ピ リ ドキ サ
ール リ ン 酸．

Km 値 は 3 ，3mM と求 め られ た が，こ の 値 は SAM の K 〃匹

値 よ り約 100 倍 大 き い ．一
方 ，

ACC 合成酵素反応 の 速

度定数を求 め ると，SAM か らの ACC 合成反応で は 300

min
『1
，　 SAM に よ る 不 活性化反応 で は ，　 O ．Ol　minH1 ，ま

た ビ ニ ル グ リ シ ン に よ る 不 活性化反応 で は O ．1　 min
−1

の

値 が 得 られ た ． した が っ て ，
SAM に よ る 酵素 の 不 活 性

化反応 が ビ ニ ル グ リ シ ン の 生成 を経 て 起 こ る と す る と，

不活性化反応 全 体 の 反応速 度定数 は 0 ．009　min
− i

に な
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図 5SAM ジ ア ス テ レ オ マ
ー

の 基 質 と 不 活性化剤

　　　と して の 作用 の 比較
23）

　　　ACC 合成酵素を 100　PM の （S）−SAM （●）ま

　　　た は （R ）
−SAM （O ） と 反 応 させ ，生 成 し た

　　　ACC 量 （上 ）と酵素 の 残存活性 （下）を 求 め

　　　た ，▲，対照 （−SAM ）．

る．SAM に よ る ACC 合成反応 の 速度定数 と酵素 の 不

活性化反応 の 速度定数 の 比 は 30 ，000 で あ る ．こ の 分 配

比 は ，30 ，000 分子 の ACC の 合成 が 起 き る ご と に ユ回 の

不 活性化反応 が 起 きる こ と ， 言 い 換 え れ ば 1 分子 の ACC

合成酵素は 不 活性化 され る ま で の 問 に 30，000 個 の ACC

を 生成す る こ とを意味 し て い る ．こ れ ら の 実験結果 か ら

推定さ れ た ACC 合成酵素 の SAM に よ る不 活性化機構

を 図 4 に 示 した 。あ と で 述 べ る よ うに ，SAM の 2一ア ミ

ノ 酪酸部分 が 結合する の は，酵素 の 活性部位 に あ る リジ

ン 残基 の ε
一NH

， で あ る こ と が最近 明 らか に さ れ た ．

　 ビ ニ ル グ リ シ ン は ，
ACC 合成酵素を 不 活 性 化す る 作

用 を もつ が ， 酵素に 対す る親和性 が 低 い （SAM の 1／100）

の で 実用的 な エ チ レ ソ 合成阻害剤 に は な ら な い ．実 際黄

白化緑 豆 下胚軸切片 で の エ チ レ ン 生成阻害 1乍用 に お け る

Isoが 1   mM 以 上 で あ る こ と が報告さ れ て い る
3）．

ACC 合 成酵素の不活性化に おける

　　　 SAM の 立体特異性

　SAM 分
．
rに は ，分子中 の S （イ オ ウ ） に 関 し て （5）・

型 と （R）・型 の 2 種の ジ ア ス テ レ オ マ ーが 存 在 す る．通

常生 物体内で 合成 さ れ 種 k の 酵 素 の 韮 質 に な る の は

（S）
・SAM で あ る． （R ）・SAM は 酵素反応の 基質に な ら

な い 非天然 型 とみ な され て い る． （R ）
−SAM は ACC 合

成酵素 に よ る ACC 合成反応 の 場 合 も基 質 に な ら な い

が，酵素 の 活性部位に 結合す る こ とが で き （S）・SAM か

ら の ACC 合成反応を拮抗的 に 阻害す る こ と が 示 さ れ て

い る
11・12 ）．こ の 場合 （R ）

−SAM の 酵 素 の 活性部位 に 対す

る親和性が （S ）
−SAM と同程 度で あ る こ とが，　 Ki 値 と

K 〃 i 値 の 比較か ら示 さ れ て い る．

　筆者 らは ，SAM に よ る ACC 合成酵素 の 不 活性化反

応 を 見 い だ し た 当 初， SAM 市販 品 の P
ッ ト に よ っ て

ACC 合成酵素 の 不活性化活性が大 き く異な る こ と に 気

が っ い た ，SAM 市販 品に は （S）
・SAM 以外に （R ）−SAM

や SAM の 分解産物 で あ る ア デ ニ ン や メ チ ル チ オ リ ボ ー

ス が 不純物と し て含ま れ て い る の で ，こ れ らの 不純物が

ACC 合 成 酵 素 の 不 活 性 化 に 影 響 を 与 え て い る 可能性を

検討 し た．ACC 合成酵素 の 生 成 産物 で あ る ACC と

MTA に は，酵素の 不 活性化作用 は 認 め られ なか つ た ．

そ こ で，ACC 合成酵 素 の 不活性化反応が （5）・SAM だ け

で は な く非天然型の （R ）−SAM に よ っ て も起 きて い る可

能性 を考え，SAM 市販 品 か ら（5 ）
・SAM と （R ）・SAM を

HPLC を 用 い て 精製 し，　 ACC 合成酵素 の 不活性化剤 と

ACC 合成反応 の 基質 と し て の 二 つ の 作用 を 比較 し た
23 ）

（図 5 ）．ACC の 生合成 は （S）−SAM だ けが基質 に な り，

（R ）−SAM は基質に な らな か っ た ，他方，　 ACC 合 成酵

素 の 不活性化反応 は ， （・9 −SAM と （ノミ）
・SAM の 両者 に

よ っ て 引 き起 こ さ れ た ．（1 ）・SAM と （S ）
−SAM の 不活

性化作用 の 反応速度定数 は そ れ ぞれ 0 ．03mir1 お よ び

0 、Ol　ininH
！

と 求 め られ ， （劫 ・SAM が （5）
−SAM よ り約

3 倍不活性化作用 が 大 きい こ とが 示され た ．

　 こ の 結果 は ，植物組 織内で SAM ｝こ よ る AGC 合成酵

素 の 不活性化 が起きて い る と す る と， （S ）
−SAM だ け で

な く （R）・SAM も反応 に 寄与する 可能性を示 して い る．

そ こ で ，
＝ チ レ ン 生成活性 の 高い 植物材料 として ，オ ー

キ シ ン 処理 し た 黄白化緑豆下胚軸 組織 と エ ン ドウ 上胚軸

組織，お よ び切断傷害を与え た ト マ ト果肉組織 を用 い て

（R ）
・SAM が 含 まれ て い る か 否 か を 検討 した ．（S）

−SAM

と （R ）
−SAM は 植物抽 出試料を HPLC で 分離し定 量 し

た ． い ずれ の 組織 で も，（5）・SAM は 検 出 され た が ，

（R ）・SAM は ト マ ト果肉組織で 痕跡程度検川さ れ た だ け

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Pesticide Science Society of Japan

NII-Electronic Library Service

Pestioide 　Soienoe 　Sooiety 　of 　Japan

106 日本 農 薬 学 会 誌　第 16巻 　 第 1号 　 平 成 3 年 2 月

で ， ほ か の 二 つ の 植物組織 で は ま っ た く検 出で きなか っ

た ．し た が っ て 植物体内 で の ACC 合成酵素 の 不 活性化

反応に お け る （R ）−SAM の 関与は考え られ ない ，一方 ，

（3）・SAM の 含量 は こ れ らの 植物組織 で ACC 含量 が 増

加 しエチ レ ン 生成 が 高 ま っ た と きで さ え ， 処理前 と 同 じ

レ ベ ル （トマ ト果肉 10〜20nm 。 1・gni ；黄 白化緑豆
．
ド胚軸

組織 2｛）　”v 　：1　0　nmol ’9
− 1

； エ ソ ドウ 上胚軸組織 100　nmol ・

g
− i
）で あ っ た．こ れ は 「は じ め に 」 で述べ た SAM の 供

給 が エ チ レ ン 生合成 の 律速 因子 に な らな い
30・3「’）こ と と一

致 し て い る．

UC −SAM に よ る酵素活性部位 の 標識と

　　 活性部位 ペ プチ ドの
一

次 構造

　 ACC 合成酵素 の 植物体 内 で の 存在量 は きわ め て 少 な

い こ とが 知 られ て い る．比 較 的 含量 が 高 い こ と が わ か っ

て い る 登熟 トマ ト果実 で さえ ， そ の 含量 は 可溶性 タ ン パ

ク 質 の 0．0001％ 以下で ある
5）． した が っ て こ の 酵素 で

は，酵素を精製し て か ら両末端 の ア ミ ノ 酸や
一

次構造を

決定す る と い う研究手段 を 採 る こ と が 難 し か っ た ．現

在， トマ ト
2s）や カ ボ チ ャ

恥 果 実 の 酵素 で は ア ミ ノ 酸配列

が 知 られ る よ うに な っ た が ，こ れ は 酵素 に 対す る cDNA

の 塩 基配列か ら推定 さ れ た もの で あ る，

　Privale と GraharniH） は ， ト マ ト果実 の ACC 合成 酵

素 の 粗酵素標 晶 を PLP の 存在下 で NaB3H4 で 処 埋 し た

後，SDS −PAGE を行な い 分子 量 が約 50　kDa の タ ン パ ク

質 が
：H 標識 され る こ と を 見 い だ し た ．彼 らは こ の タ ン

パ ク 質を ACC 合成酵素 と考 え た が ，構造決定 に 十分 な

純度 と量 の 酵素 タ ソ パ ク 質を得 る こ とが で きな か っ た た

め か そ の 後の研究 は行なわれ て い な い ．

　NaBSH4 で 処 理 し
3H

標識する こ と は ほ か の 多 くの

PLP 一
酵素 で も行 な わ れ て い る 方法 で あ り，

　 ACC 合成 酵

素 に 特異的 で は な い ．した が っ て，完全 に 単
一一

の タ ン パ

ク 質に ま で 精製 され て い な い ACC 合成 酵素標品を材料

に す る場合 は，NaB3H1 処理 で 標識 され た タ ン パ ク質 よ

り，
1
℃ ・SAM で 処理 し て 慓識 さ れ た タ ン パ ク 質 の ほ う

が ACC 合成酵素 で あ る こ と が 確実で あ る とい え る．そ

こ で ，14C ・SAM で 処 埋 し て 活性部位 を 標 識 し た ACC

合成酵素 か ら，活性部位 ペ プ チ ドを 単離 しそ の ア ミ ノ 酸

配列 を 決定す る こ とを 計画 した ． と くに ，　 トマ ト果実
5＞

と リ ン ゴ 果＝
／ll ）の 酵素に 対する モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体が 得

られ ， こ れ らの 抗体 とそれ か ら作成 さ れ た イ ム ノ ア フ ィ

ニ テ ィ ゲ ル が 使 え る よ うに な っ た こ とが ，こ の 研 究 を 進

展 させ る こ とに な っ た．こ れ らの 抗体 は ， 活性を有す る

ACC 合成酵素 だ け で な く，SAM で 不 活性 化 され た ACC

合成酵素 タ ン パ ク 質 と も結合す る．まず ，
Yip ら

32 ）
は リ

ン ゴ 果肉 か ら調製 され た ACC 合成酵素標品を
ldC ・SAM

で 処 理 した 後，イ ム ノ ア フ ィ
ニ テ ィ ゲ ル を 使 っ て

14C
標

識 ACC 合成酵素 を精製 し た．こ れを ト リ プ シ ン で 消化

し，消化物 を 逆 相系 の カ ラ ム を 用 い た HPLC に か け て

1
℃ 一

標識化活性 部位 ペ プ チ ドを単離 した ． こ の ペ プ チ ド

の
一．’

次構造を エ ドマ ン 分解法で 調 べ る と， 12 個の ア ミ

ノ 酸 か ら構成 され次 の 配列を して い る こ と が 明 らか に

な っ た ． H2N −Ser−Leu−Ser−X −Asp −Leu−Gly−Leu−Pro−

Gly−Phe −Arg −COOH ， こ の な か で ， 「4C 一
標識 され た ア

ミ ノ 酸 （X ）｝k　N 一
末端 か ら 4番 目 に 位置 し て い た ．さら

に こ の ペ プ チ ドの マ ス ス ペ ク ト ル の 解析 か ら ， こ の ア ミ

ノ 酸は リ ジ ン に 2一ア ミ ノ 酪酸が結合 した 物質と同 じ分

子量 を もつ こ と がわ か っ た ．こ の 後，NaB3H ， で 処理 し，
3H 一

標識 した ACC 合成酵素 で も同様 の 検討 が 行 な わ れ

た ，得 られ た
3H 一

標識 され た 活性部位 ペ プ チ ドの ア ミ ノ

酸配列 の 解析か ら，こ の べ ブ チ ド も や は り 12 個 の ア ミ

ノ 酸か らな り 1W 末端 か ら 4 番目の ア ミ ノ 酸が
3H 一

標識

され て い る こ と， こ の 修飾 された ア ミ ノ 酸を の ぞ く他 の

ア ミ ノ 酸の 配列 は ， 上 記 の
14C −SAM 処 理 し て 得 られ た

ペ プ チ ドの ア ミ ノ 酸配 列 と 同 じ で あ る こ とが 明 らか に な

っ た ．ま た， 3H 一
標識 され た ペ プ チ ドの 加 水 分解産物か

ら
3H 一

標 識 され た Ns −pyridoxyl−L −1ysi正1e が 同定 さ れ た ．

こ れ らの 結果 は ，
PLP の ア ル デ ヒ ド基が シ ッ フ 結合す る

リ ジ ン の ε一NH
： 基 に ，　 SAM の 2一ア ミ ノ 酪酸部分 が結

合す る こ とを示 して い る．最近，Dong ら （未発表 ）は，

登熟 リ ン ゴ 果 実 か ら ACC 合 成 酵素 の cDNA を 単離 し

そ の 塩基配列を決定 した が ， そ の 結果 は 上記 の ア ミ ノ 酸

配列が正 し く， か つ 4 番 目の ア ミ ノ 酸が Lys で あ る こ と

を確認 し て い る，

　続 い て ， ト マ ト果実 由来の ACC 合成酵素で も標識化

活性部位 ペ プ チ ドの ア ミ ノ 酸配列 が 検討 され た ．こ の 場

合 は ，
12 個 の ア ミ ノ 酸 の な か で 1 個 だ けが異 な る 2 種

類 の ア ミ ノ 酸配列 が 得 られ た ．こ の うち ， 量 が 少な い ほ

うの ペ プ チ ドの ア ミ ノ 酸配列 は リ v ゴ 果実 の ACC 合成

酵素 か ら得 られ た ペ プ チ ドの ア ミ ノ 酸配列 と同 じ で あ っ

た が ， 量 が 多 い ほ う の ペ プ チ ドで は 1W 末端 か ら 6 番 目

の ア ミ ノ 酸 が Leu で は な く Met で あ っ た ． こ の 結果 は

トマ ト果実 か ら得 られ た ACC 合成酵素標 i｝占に は 少 な く

とも 2種類 の ACC 合成酵素ア イ ソ ザ イ ム が存在し て い

た こ とを示 して い る． ト マ ト果実の 酵素 か ら得 られ た 量

の 多い ほ うの ペ プ チ ドの ア ミ ノ 酸配列 は ，最近報告され

た トマ ト
28）と カ ボ チ ャ

17）果実 の ACC 合成酵素 の cDNA

の 塩基配列 か ら推定 さ れ た ア ミ ノ 酸 配列 と一
致 し て い

た ．
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ACC 合成酵素 の アイソザイ 厶

　先 ほ ど述べ た よ うに ，異な る植物組織 か ら得 られ た

ACC 合成酵素 の 間 に は ，分予 量，触媒す る反応 の 性質や

酵素阻害剤 に 対す る感受性な どに ほ と ん ど違 い が 認 め ら

れ な い ．ま た ，こ の 酵素で は 植物体中 の 含量 が ぎわ め て

低 く精製が難 しい こ とか ら，タ ン パ ク質化学的 に 単
一

の

成分に ま で 精製 した うえで ア イ ソ ザ イ ム の 存在を実証し

た 報告 は まだなされ て い な い ．し か し な が ら，値物組織

内に い くつ か の ACC 合成酵素 の ア イ ソ ザ イ ム が存在し

て い る こ と を 示 唆す る 報告 が近 年い くつ か な され る よ う

に な り，
ACC 合成酵素 の ア イ ソ ザ イ ム が個 々 の 植物組

織で い くつ あ る の か ，と い うこ と が ACC 合成酵素研究

の 現在 の
一

つ の 焦点 に な っ て い る．す で に 前節 で 述 べ た

よ うに ， トマ ト果実 に は 少な くとも 2 種類 の ア イ ソ ザイ

ム が 存在す る こ と を示唆する結果が 得 られ て い る．

　名古屋 大学 の 今関教授 らの グ ル
ープ は ， 切断傷害を与

え て 誘導 した カ ボ チ ャ 果肉 の ACC 合成酵素 に 対す る ポ

リ ク ロ
ー

ナ ル 抗体が，同酵素 だ け で な く トマ ト幼植物下

胚軸や カ ボ チ ャ 幼植物下胚軸に 同 じ よ うに 傷害 を 与 え て

誘導 して 得 た 酵素 を 認識する が，緑豆 ， ト マ トお よび カ

ボ チ ャ 幼植物 の 下胚軸を オ
ー

キ シ ン 処理 して 誘導 した 酵

素 は 認識 し な い こ と を 見い だ し，植物 に 加え られ る刺激

に よ っ て 異 な る 種類 の ACC 合成酵素 ア イ ソ ザ イ ム が 誘

導され る こ とを考察 して い る
t4 ）．さ らに ，

カ ボ チ ャ 下 胚

軸 か ら得 た オ ーキ ン 誘導酵素 と傷害誘導酵素 が ヒ ドロ キ

シ ル ア パ タ イ トク 卩 マ F グ ラ フ ィ
ー

で 分離さ れ る こ とを

見 い だ して い る
15）．

　 Sato と Theologis2°）は ズ
ッ キ

ー二果実の ACC 合成酵

素 に 対す る cDNA を プ P 一ブ と し て サ ザ v プ ロ
ッ

トを

行 ない ， 2 種類 の ジ ェ ノ ミ ッ ク DNA の Eco　RI 断片 を

検 出 し，こ の 植物 に 2 個 の 遺伝子 コ ピ ーが存在す る可能

性を示 した ．ま た ，
Van 　Der 　Straeten　V）　

2s ）　t・よ ト マ ト果実

の ACC 合成酵素 に 対す る cl ）NA を 2 種類単離 した ．

一
つ は 完全 長 の cDNA で 他方 は 部分的 な長 さ の eDNA

で あ る が，そ の 塩基配列 か ら推定 さ れ た ア ミ ノ 酸配列 は

一
部分 で 異 な っ て い た．部分的な長 さ の cDNA で は，

上 で 述 べ た 活性部位 の ア ミ ノ 酸配列は わ か っ て い な い ．

リ ン ゴ （Dong ら，未発表）， トマ ト
26 ）お よ び カ ボ チ ャ

17）

果実 の Acc 合成酵素 の cl ）NA 塩 基配列 か ら明 らか に

さ れ た ACC 合成酵素 の ア ミ ノ 酸配列を比 べ る と ， そ の

ホ モ 卩 ジ
ー

は リ ン ゴ と ト マ トの 問 で 52％，リ ン ゴ と カ ボ

チ ャ の 間 で 53％，トマ ト と カ ボ チ ャ の 間 で は 62％ で あ

る ．

　 最近，筆者 らは ACC 合成酵素 活性 の ポ リ ア ミ ン に よ

る 阻 害様式 が ， 植物 材 料 に よ っ て 異 な る こ と を 見 い だ し

て い る．す な わ ち， トマ ト と リン ゴ 果実の ACC 合 成 酵

素 は ス ペ ル ミ ソ や ス ペ ル ミ ジ ン に よ っ て 拮抗 的 に 阻害さ

れ た が ， カ ボ チ ャ 果肉の 酵素 と緑 H 下胚軸の 酵素 は 非拮

抗的 に 阻 害 され た．ま た ，
Ki 値 に も植物種 問 で 差 が認

め られ た．こ の 結果は ，植物 の 種 に よ っ て ACC 合成酵

素 の 活性部位の 構造が異な っ て い る こ とを示 唆 して い る

の で ぽ な い か と考え て い る．しか し，こ の 結果 は 組 織抽

出 液 を 川 い て 行 な わ れ た も の な の で ， 今後精製し た 酵素

を 用 い て も同様な差 が見ら れ る こ とを 確 か め る 必 要 が あ

る ．

　ACC 合成酵素 の ア イ ソ ザ イ ム の 検証 に つ い て は ，現

在酵素 タ ン パ ク 質 そ の も の の
一
次構造 と遺伝子 レ ベ ル で

の 研 究が活発 に 行 なわ れ て い る の で ， 大筋が明 らか に さ

れ る の は 時間 の 問題 と思われ る．

お　わ　 り　 に

　こ こ で は ，
エ チ レ ン 生合 成 経 路 の 鍵酵素 で あ る ACG

合成酵素 の 研究 の 現状を 紹 介す る 目的 で ， 現在 の 知 見を

まとめ なが ら筆者ら の 行な っ て ぎた 研究を紹介 し た ．現

在，ACC 合成酵素 の 研 究の な か で は ，
こ の 酵素 の cDNA

の ク ロ
ーニ ン グ と塩 基配列 の 決定 の 進展 が最 も著 しい ，

す で に トv ト と カ ボ チ ャ 果実 の ACC 合成酵素で は 報 告

が な さ れ た が，さ ら に い くつ か の 植物材料 で は こ こ 1年

以内に 同様 な報告が 現 わ れ る こ と が 期待さ れ る，そ れ ら

の 知識 を 基礎 と して ，植物 の 成 長 と分化 の 過程 や さ ま ざ

ま な ス ト レ ス に よ っ て ACC 合成酵素遺伝子 の 発現が調

節 され る機構 の 解明が 現実 の もの とな る で あろ う．さ ら

に ， い くつ か の 値物種 で の ACC 合成酵素遺伝子 の 構造

が 明 らか に され る こ と に よ り，こ の 酵素 の 遺伝子 の 進化

が 議論で きる よ うに な る こ と も期待 さ れ る．こ の 問題

は ， 植物が エ チ レ ン を ホ ル モ ン の
一

つ と し て 採川 す る よ

うに な っ た 起源 と も直接係 わ る 魅力的 な テ ーマ で あ る．

一方，ACC 合成酵素 そ の もの に つ い て も， こ の 酵 素が

触媒す る α
， r一脱離反応 （ACC 生成反応）と β，　 r一脱離

反応 （酵素不活性化反 応 ） の 速度 の 比 は 植物種 を 異 に す

る 酵素 の 活性部位 とど う関係 が あ る か ，さ ら に そ の 詳 し

い メ カ ニ ズ ム は ど うな の か は 未知 の 部分 と し て 残 さ れ

て い る。また ，植物種を異 に す る ACC 合成酵素間 で 見

られ る ポ リ ア ミ ン に 対する反応性 の 違 い は どの よ うな酵

素活性部位 の 違 い を反映 し て い る の か ，ポ リア ミ ソ の ほ

か に ACC 合成酵素間 で 異 な る作用 を 与 え る 化学物質 が

さ らに 見 つ か る か，SAM に よ る 不 活性化反応 が値物体

内で 実際に起きて い る か ， 植物体 内 で 不 活 性 化 さ れ た

ACC 合成酵素 タ ン パ ク 質 は さ らに ど の よ うに 分 解 され
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る か ，な ど 検討 す べ き課題 は 山 積 し て い る ．筆者 らは ，

今後 もこ の よ うな課題 に
一

つ で も解答を 与え る よ うな研

究を行 な っ て い きた い と考え て い る．
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