
農学研究 59 : 5-8 (1981) 

植物組織のエンドポリガラクチュロ

ナーゼ活性 の検出 法

淵上 倫 子市 ・佐々木敦子紳 ・小沢潤二郎

現在9あるいは10種のベクチシ質分解酵素が知られているが， 高等植物にはその中ベ

クチγエステラーゼ，ェγ ドポリガラクチュロナーゼ (endo-PG)およびエキソポリガラ

クチュロナーゼ (exo・PG)が分布している.高等植物はベクチン質を分解するリアーゼ

はつくらないようである.ポリガラクチュロナーゼ (PG)は植物界に広く分布している

ことが知られているが，エンド型であるか，エキソ型であるかの判別がなされてない場合

が多い.Endo-PGはexo・PGに比べて反応液の粘度の下降/還元糖の増加が大きいこと，

基質からオリゴガラクチュロン酸を多量に生成することで同定されている.

Exo・PGはベクチン酸を非還元性末端からガラクチュロン酸を遊離しながら分解し，ラ

ムノシド結合その他の異常結合によって作用が阻止される.Exo・PGによるベクチン酸の

分解が限度に達したとき，反応液に exo・PGを追加してもグりコシド結合の分解は起き

ないが， endo-PGを加えれば異常結合を越えて反応が進むはずである.これを基礎にし

て endo-PGを検出することが可能かどうかについて実験を行なったのでその結果を報告

する.

実験の 方法と結 果

1.ベクチン闘の銅製

市販カンキツ(レモシ〉ベクチシの 2%溶液に0.1Nカセイソーダ溶液をベクチγ1に

対して 2(容量比)加え， OOCに90分間放置してベクチンをケン化L，塩酸溶液を加え

てベクチン酸を沈搬させ，沈澱を 0.02N塩酸溶液でよく洗い， さらに80%，99%エタ

ノールで洗浄，乾燥する.ベクチン酸は稀薄カセイソーダ溶液に溶かし pHを5.0に調節

して使用する3)

2.エンジンの exo・PGおよびトマ トの酵素液の調製

市販の西洋ユシジンの叡 (500g)に食塩(10%)・EDTA(1 %)混合液 (5∞ml)を
加えミキサーで破砕し， 40Cに一夜放置後挿汁する.汁液を硫酸アンモニウムで飽和し，

ハイフロスーパーセルをろ紙にしいてろ過して沈澱を集め， これを 1∞mlの水にけん濁
し. 0.02Mの酢酸塩緩衝液 (pH5.0)に対して透析する.透析内液を遠心分離して上澄

を exo・PGの酵素液として用いる“.
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トマトの酵素液は赤く熱した市販のトマトからユシジγの exo・PGと閉じ方法で調製

した.

3.基貨の分解率の測定

基質(ベクチγ酸〉の濃度をカルバゾール法"で求め，反応液の還元糖の増加量を

Wi11statter-Schudelの変法2)で測定して基質の分解率を算出した.

4. Exo・PG によって限度まで分解したベクチン酸に対す~トマト酵素の作用

0.5%ベクチン酸 2ml，0.4M酢酸塩緩衡液 (pH5.0) 1 mtに exo・PG17mlを加
え， 350Cで反応させ， exo・PGによるペクチン酸の分解率がほとんど一定になったとき

(95時間)，反応液をA，B， Cに3分する.Aはそのままで， B， Cにはトマト酵素液を

それぞれB1に対して0.12，C 1に対して 0.6容量加えて 350Cに保つ.第l図に示すよ

100 

40 

80 

ω
 

(
球
}
情
感
余

E白 1∞ 
反応時間(時間)

oA DB ・C 園 D ・E
150 笈泊

第 1図 Exo・PGによって限度まで分解したペクチン厳に対するトマト酵素の作用

うにトマト酵素液は endo-PGを含んでいるのでこれを加えると exo・PGによる分解限

度を越えてベクチγ酸の分解が進む. Aの一部をとり未分解のベクチン酸を加えて350C

に放置すると還元糖が生成するので， exo・PGによるペクチγ酸の分解が限度を示すのは

反応中に exo・PGが失活するためではない. また植物組織はガラクチュロン酸酸化酵

素11)を含んでいることがあるが， ニンジγの exo・PGまたはトマト酵素液はガラクチュ

ロン酸 (0.06%)とpH5.0で350Cに保っても， Willstatter-Schudel法の変法で測定し

た還元糖量は変化せず，これら酵素液にはガラクチュロン酸酸化酵素活性はないと考えら

れる.結局，第l図の結果はュγジンの exo・PGでペクチン酸を限度まで分解させ，これ

に酵素試料を加えてペクチン酸の分解がさらに進むか否かを調べることによって植物組織

のendo-PGの検出が可能であることを示している.B， Cのように exo・PGを含む反応液

に endo・PGを加えた場合ベクチン酸の分解はexo・PGによって場幅されるはずである.

ベクチン酸にトマトの酵素液のみを加えて作用させた場合[第1図， D， Eの反応液の組
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成.0.5%ベクチγ酸 ・pH5.0.0.4Mの酢酸塩緩衡液・水・トマト酵素液(D)2:1:17

: 2.4 (E) 2 : 1 : 17 : 12J に比べてみるとB. Cでの exo-PGによる増幅効果は顕著で

ないように思われる.基質〈ベクチン酸)の分子構造のためであると推察される.

考 察

Endo-PGは果実が成熟するとき'刈あるいは種子が発芽して貯蔵物質を消費すると

き・3生成することが知られているので，組織の老化に関係のある酵素であると考えられて

いる.しかしトマトは endo・PGの急激な生成の前にかなり柔らかくなり 123，成熟したリ

γゴに exo・PGのみが検出され13，さらにヵγキツの葉の離層の PGはエキソ型であるこ

とが報告されており山.endo-PGと老化との関係は必ずしも明確であるとは言えない.

Exo・PGはカラスムギ子葉鞘などで，細胞分裂の盛んなときに生成することが報告され

ている 10) しかし細胞分裂とは関係のない exo・PGも知られておりへ 特にユンジン

の exo・PGは他のものと異なり Ca2+で活性化されない.

PGは活性度は高くない場合が多いようであるが植物に広く分布している. その植物生

理学的な意義は推理しがたい.植物界における PGの分布を更に広く調査し，それらの作

用形式すなわちェγ ドあるいはエキソ型であるかを判定することは PGの果たす植物生理

的な役割を理解するためにぜひ必要であると思われる.

高等槌物にはグリコシド分解酵素として endo-PGと exo・PGの2種のみが存在する

と考えられるので，反応液の粘度の下降/還元力の増加およびオリゴガラクチュロ γ酸の

生成を調べて endo-PGの同定がなされている. この際共存する exo・PGの影響をなく

するためにある程度の精製が必要である.本報に記述した方法に従えば精製の必要なく，

また活性度の低い試料についても endo-PGの検出が可能である. さらにュγジγには

endo-PG活性がなく，材料として用いる exo・PGが調製しやすいという利点もあり，高

等植物の endo-PGには好適な検出法であると思われる.ただし基質として用いるベクチ

ン酸の分子の構造は一定ではなく起源によって異なるのでそのために検出の感度が影響を

受けると思われる. 基質分子の構造の違いは exo・PGで限度まで分解されて残るベクチ

ン酸の分子構造の違いとなり. endo-PGおよび exo・PGによる分解の難易，検出の感度

の差を生ずるが，好適な基質を選んで限定してそれを用いれば本法は endo-PGの優れた

検出法になると思う.ただしほとんど精製されていない酵素試料を用いるためその中に含

まれているガラクチュロン酸酸化酵素によって検出が妨害される恐れがある. 亜硫酸ナ

トリウムの使用1υ などこの酵素の影響をうけないための手段を講じなければならない.

摘 要

ユンジγの exo明PGでベクチγ酸を限度まで分解した反応液に酵素試料(植物組織の

抽出液より調製〉を加え，還元糖がさらに生成するか否かを調べることによって植物組織

中の endo・PGの有無を簡易に判定することができる.
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