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略語表

A C: aerating canal 通気孔

ATP: adenosine triphosphate アデノシン三 リン酸

B S: bundle sheath cell 維管束鞘細胞

C: chloroplast 葉緑体

CAM: crassulacean acid metabolism ベンケイソウ科型酸代謝

C w: cell wall 細胞腔

F: fibre strand 繊維組織

M: mesophyll cell 葉肉細胞

MDH: malate dehydrogenase リンゴ、酸脱水素直子茶

ME: malic enzyme リンゴ酸酵素

mt: mitochondrion ミトコンドリア

N: nuc1eus 核

N AD: nicotioamide adeoioe dinuc1eotide ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド、

酸化型(NAD+)、還元型(NADH)

N A D P: nicotioamide adenine dinuc1eotide phosphate ニコチンアミドアデニンジヌ

クレオチドリン酸、酸化型(NADP+)、還元型(NADPH)

P: plastoglobuli フラストグロビュール

PCK: phosphoenolpyruvate carboxykinase ホスホエノールピルビン酸カルボキシ

キナーゼ

PEP: phosphoenolpyruvate ホスホエノールピルビン酸

PEPCase: phosphoenolpyruvate carboxylase ホスホエノールピルビン酸カルボキ

シラーゼ

3・PGA: 3-phosphoglyceric acid 3-ホスホグリセリン酸:



PPDK: pyruvate， Pi dikinase ピルピン敵正リン酸ジキナーゼ

R u b isco: ribulose-1 ，5-bisphosphate carboxylase/oxygenase リブロース-1，5-ビスリ

ン酸カルボ、キシラーゼ/オキシゲナーゼ

S: starch grain デンプン粒

S t: stoma 気孔

s t: sieve tube 師悠

VB: vascular bundle 維管束

V c: vesic1e 小液胞

ve: vessel 導悠

W: water storage tissue 貯水組織
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第 1章緒論

CAMは、 CrassulaceanAcid MetaboliSlTIの略であり、ベンケイソウ科

(Crassulaceae)等の多肉組物が持つ有機酸代謝を意味している O ある種の多肉植

物が夜間に炭酸ガス(C02)を吸収することや、それらの葉で日周期的な有機酸合

成が起こることは古くから知られていた(Heyne1815)0 1950年代になり、気孔

の開閉に同調した有機酸合成の動態が解明され、CAM代謝の基本機構が明らか

となった(Bruinsma1958)0しかし、 CAMが光合成の炭素代謝系のひとつとして

注目されるようになったのは、 C
4回路の発見に負うところが大きい。 1965年

Kortschakによって C4ジカルボン酸回路の存在が示唆され(Kortschaket a1. 1965)、

ついでHatchとSlackにより当回路の全容が解明されるに至り(Hatchand Slack 

1970)、CAMの炭素代謝経路と C4ジカルボン阿波回路の類似性が明らかになった。

すなわち、いずれも基本的な炭素の還元はカルピン回路で行われること、さら

にC4回路と CAMでは、大気CO2はホスホエノールピルビン酸カルボキシラー

ゼ(PEPCac;e)により C4ジカルボン酸として固定され、それを脱カルボキシル化

することにより CO2を放出するという、いわゆるカルビン回路に対する CO2濃

縮機構として機能している点で類似した生化学的基本機構が働いていると見る

ことができる oCAM型光合成と C4型光合成の大きな違いは、 CO2濃縮機構とカ

ルビン1"1路との間の炭椴固定に関わる分業が、 C4型光合成では葉内で空間的に

分離されて行われること、すなわち葉肉細胞と維管束鞘細胞という 2種類の光



合成細胞の分業に より行われているが、CAM型光合成では単一極の光合成細胞

で侵と夜との問で時間的に分離されて行われていることにある O このような機

能的な特徴から、 CAM型光合成は C
4
~~~光合成の変型とみなす研究者もいる

(Cockburn 1985)。

CAMの際立った特性は、夜間にリンゴ酸が形成され、昼間にこれが消失する

というリンゴ酸蓄積の口変化がみられることである O このような CAMの口変

化は、 CAMの炭酸固定を構成する 4つのフェイズに区分することができる

(Osmond 1978、野瀬 1992)。日音W~ であるフェイズ I では、気孔が開き外気から

吸収された CO
2
が、解糖系から供給された PEPを基質とする PEPCaseによって

定され、生じたオキザロ酢酸はリンゴ、酸脱水素酵素によって還元されリンゴ

酸となる。そして、生成したリンゴ酸は液胞内に蓄積される O フェイズ IIは夜

型のカルボキシル化反応から昼型のカルボキシル化反応の移行期であり、前半

のCO2固定は PEPCaseによって行われるが、時間の経過とともに PEPCaseによ

るCO2固定は漸減してゆき、それに変わってリブロース 1，5-ビスリン酸カルボ

キシラーゼ/オキシゲナーゼ(Rubisco)による CO
2固定が活発になる O フェイズ

IIIでは完全に気孔が閉口し、夜間に蓄積されたリンゴ酸が脱炭酸され、生じた

CO2がRubiscoによってカルピン回路に取り込まれる。フェイズ W ではリンゴ

酸の脱炭酸はほぼ終わり、葉内の CO
2が枯渇する O このとき気孔が聞き外気か

らCO2を吸収し始める O そして、 主にRubiscoによって CO2固定が行われる O

2 



さらに、このような CAM経路はリ ンゴ酸の脱炭酸反応の違いにより、 PCK

*'~と ME 7\~の 2 つの 12! に分類さ れる (Dittrich 1973、1976)0ME型では液胞から流

出したリンゴ酸は、 NADP-および NAD-リンゴ酸酵素(ME)により脱炭敵され、

このとき CO
2
とともに生じたピルビン酸は、ピルビン酸正 リン酸ジキナーゼ

(PPDK)の働きにより PEPに変化し、解糖系を逆行してグルカンプールにF

るO 一方PCK型では、リンゴ酸はオキザロ酢酸に変化した後、 PEPカルボキシ

キナーゼ (PCK)の作用で PEPとCO2とに分解し、この型では PPDK活性を欠

く(Winterand Smith 1996)。

CAMは少なく ともお科 328属の植物に分布しており、その中でも CAMが

数多く分布する科は、単子葉植物ではラン科、パインアップル科、ユリ科、双

子葉植物ではサボテン科、ベンケイソウ科、ザクロソウ科、 トウダイグサ科で

ある(Smithand Winter 1996、野瀬 1996)。これらの科には分類学的な類縁関係は

ないが、いずれも熱帯かあるいは亜熱帯に起源しており、砂漠等の乾燥した場

所を生育地とする共通した特徴がみられる(K1ugeand Ting 1978)。これらの CAM

植物は、夜間は気孔を開き CO2を固定し、高漏乾燥した昼間は気孔を閉じて体

内水分の余分な蒸散を防ぐ。すなわち、 CO2固定と炭素還元反応を昼夜の間で

時間的に分割することにより乾燥耐性を獲得しているものと考えられている O

実際に、 蒸散量に対する CO2吸収量を表す水利用効率‘で比較すると C3、C4、CAM

植物でそれぞれ0.5------1.5，1.0------2.0、4.0------10.0mmol CO/mol H20という値を示

し(Nobel1991)、CAM植物が他の植物に比べ最小限に水の損失をおさえ、効率
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良く CO2を同定していることがわかる O

このように CAM柄物は、 昼と夜の時間差を設けて炭酸回定を行い、 一般の

緑色地物とは異なった炭素代謝機構によって、厳しい環境下でも生育できると

いう優れた適応性を示している O 近年、地球規模での環境問題が議論される中、

そのひとつとして砂漠化問題が取り立たされている(環境白書 1999)01991年の

国連環境計画(UNEP)による砂漠化の現状等に関する調査によれば、砂漠化の影

響を受けている土地の面積は地球上の全陸地の約 4分の l、耕地可能な乾燥地

域の約 700/0に当たる約 36億 haに達し、世界人口の約 6分の l、約 9億人がそ

の影響を受けている O このような深刻な問題に対-し、緑地保全の重要な解決策

のーっとして耐乾性植物の開発研究が進められており、CAM植物が持つ炭素代

謝機併が注目されている(鮫島 1994)。

これまで CAM植物は、その生産性および作物学的な有益性の低さから他の

植物と比べると関心が低く、また歴史的背景からわかるように C
4
植物の研究に

付随して行われてきた面がある(野瀬 1992)。特に CAMの炭素代謝経路を裏付

ける酵素の局在性に至っては、 C4植物の研究成果に依存するところが大きく、

未だ明確にされていない点が多い(Osmondand Holtum 1981)0 CAM植物におけ

る炭素代謝酵素の細胞内分布については、これまで限られた植物について主に

オルガネラの分画により行われてきた。この手法によれば、 PEPCaseのように

活性測定の難しい酵素(0'Leary 1982)では、その細胞内局在を解析することは容

易でなく、そのため研究者によって異なった結果が報告されている (Brandon
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1967、Spaldinget al. 1979、Schnarrenbergeret al. 1980、Perrot-Rechenmannet al. 1982)0 

近年、細胞内におけるタンパク質の局イEを解析するうえで、免疫細胞化学的

手法が広く川いられるようになってきた。その中でも特に、免疫電子顕微鏡法

は細胞内のオルガネラにおけるタンパク質の局在について詳細に解析できるす

ぐれた手法である (Bendayan1984、Herman1988)0 Ueno (1996)は、水陸環境の

転換により CJ型と C4型光合成を相互に転換稼働させる Eleocharisνiν伊αrα にお

いて、 C4型光合成の鍵酵素であるピルビン酸正リン酸ジキナーゼ(PPDK)が維悠

束鞘細胞と葉肉細胞の両葉緑体、さらには細胞質にも分布することを明らかに

している O このことは、免疫電子顕微鏡法が光合成酵素の細胞内局在性の同定

に極めて有効な手法であることを示すとともに、同手法を用いて可変な代謝系

として知られる CAM型光合成における関連酵素の局在性についても再考を促

すものである O さらに、 CAM型光合成における免疫電顕法による検討'は従来ほ

とんど行われていない。

本研究では、さまざまな CAM植物における光合成炭素代謝酵素の細胞内に

おける局在部位を免疫電子顕微鏡法により明らかにし、それとともに CAMの

炭素代謝経路について検討'した。最近では、光合成酵素遺伝子の分子生物学的

解析が進められてきており、それら遺伝子を導入した形質転換植物の作出が行

われている O このような遺伝子工学的手法によって光合成酵素遺伝子を導入し

ていく上でも、それらの酵素が本来細胞内のどの部位に局在して働いているの

かを明らかにしておくことは重要である(Sheriff1998)0 
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まず、 CAM植物における光合成炭素代謝酵素の細胞内局在を明らかにする

上で、それが存私している業組織がどのような憐造をもっているのかを明らか

にしておく必要がある O そこで最初に、数種の CAM植物の葉内部構造につい

て光学顕微鏡および透過型顕微鏡により調査した(第2章)。第3章では、 CO2

固定の重要酵素である PEPCぉeとRubiscoの細胞内の局在を明らかにした。第

4章では、フェイズ IIIで重要な役割を果たしている PPDKの細胞内の局在を

調査した。 PPDKについては種によって局在性に変異が見出されたので、様々

な分類群に属する CAM植物について、PPDKの細胞内局在の多様性を検討した。

同時にこれらの CAM植物が実際に PPDKの活性を持っているのか、またPPDK

の細胞内局在の違いとリンゴ酸の脱炭酸過程の聞に相互に関連があるのかを明

らかにするために、 PPDKと3種の脱炭酸酵素の活性を測定した。第5章では、

細胞質と葉緑休の両方に PPDKが局在しているベニベンケイを用いて、CAM活

性が増大したときに両PPDKがどのように蓄積するのかを検討した。第6章の

総合考察では、本論文で明らかにした知見に基づいて、恥1E型!CAMのフェイズ

111における炭素代謝経路の多様な変異について考察を加えた。また、恥伍型

C品4植物における葉緑休型と細胞質型PPDKの発現様式について、分子生物学

的な見地から考察した。
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第 2章 光合成炭素代謝機構との関連から見た CAM植物に

おける葉の内部構造

1 . 緒言

トウモロコシなどの C
4
植物で、は、葉の内部構造は光合成機能と密接な関連を

持つ(Hatchand Osmond 1976)0 C4植物に特有な光合成酵素は CAM植物のなか

にもその存在が認められており、両植物は似通った生化学的特性を持つ(Kluge

and Ting 1978)0 しかし、 CAM植物における一連の光合成炭素代謝は単一種の

細胞の1¥]で駆動しており、葉肉細胞と維管束鞘細胞という 2種類の細胞が分業

して光合成を行う C4植物とは明維に異なる(Osmond1978)。このような点から、

これまでCAM植物は生理生化学的に解析は進められてきたが(Winterand Smith 

1996)、C4他物に比べると葉の解剖学的な研究はあまり行われていない。

本研究では、 CAM植物における葉の内部構造の特性およびCAM機能との関

連を明らかにするために、単子葉植物の PCK型であるパインアップル科のパ

インアップル、および双子葉植物の ME型であるザクロソウ科のアイスプラン

トおよびベンケイソウ科のコダカラベンケイ、セイロンベンケイ、ベニベンケ

イを用い、光学顕微鏡および透過型顕微鏡により、 CAM植物の葉の内部構造を

調査した。以上の 5種の CAM植物は、 CAM植物を多数含む代表的な科に属し

ていること、加えて CAMの生理生化学的研究の材料としてこれまで頻繁に用

いられている種であることを考慮して選出した。
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2 . 材料および方法

植物材料

供試材料には、パインアッフ。ル(Ananascomosus cV.smooth cayenne N67-10)、

アイスプラント (Mesembfyansemumcrystallinunl)、コダカラベンケイ (Kalanchoe

daigremontiana )、セイロンベンケイ(K.pimwtα)、ベニベンケイ(K.blos砕ldianα)

の 5磁の CAM植物を用いた。

ノfインアップルは、パミスサンドを詰めたポット(直径22cm、深さ 25cm) 

に柿え育成した。潅水は、土壌の乾き具合をみて適宜行った。施肥は、 2週に l

回の割合で市販の化成肥料(大塚ハウス l号)の 1000倍希釈液を 1ポット、I!

たり 500I叫与えた。実験には、生育2年目の植物を用いた。

コダカラベンケイ、セイロンベンケイは、パーミユキュライトを詰めたワグ

ネルポット(1/5000a)に柏え育成した。 潅水は、土擦の乾き具合をみて適宜行

った。施肥は、 2週に l回の割合で市販の化成肥料(大塚ハウス l号+2号)

の 1000倍希釈液を lポット当たり 200ml与えたO

パインアップル、コダカラベンケイ、およびセイロンベンケイは、グロース

チャンパーの中で一定の環境下(明期 14時間/暗期 10時間、昼i昆250C/夜温

20
0

C、光強度 300μmolm-2 sec-I) に2週間以上置き、上部より 5あるいは 6番
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日の完令展開葉を実験に使J11した。

ベニベンケイは柄物の校先を土とバーミユキュラ イトを 1 1の割合で詰め

たワグネルポット(1/5000a) に植え、グロースチャンパーのlド(明男]14時間

/暗矧 10時間、明期 25
0

C陪Jm200C、光強度 300μ町 )1m-2 sec-I) で、潅水を十分

に行って 4ヵ月間育生した。施肥は 2週に i凹の割合でハイポネックスの 1000

倍希釈液を 1ポット当たり 200凶与えた。その後、 CAMを強く誘導するため

に、給水を停Jtし水ストレスを加えた短日条件区(明則 10時間/f1音期 14時間、

i河期J25
0

C fI音期 20
0

C、光強度 300μmolm九ec-I) を設け、さらに 1ヵ月間植物を

育生した。この 1ヵ月間は施肥は行わなかった O 調査にはこれらの他物の上部

から 3番日(長さ約 4cm)の葉を用いた。

アイスプラントは、土とパーミユキュライトを 1:1の割合で詰めたポット(直

径 llcm深さ 10cm) に植え、ガラスハウス内で育成した。発芽後 7週間は、 l

mM NaClを含むホーグランド液の 5倍希釈液を毎日十分に与えた。発芽後 8--

12週間は 350mM NaClを含むホーグランド液の 5倍希釈液を 1日置きに与え、

CAMを誘導した。

試料は、すべて午前 9n寺に採取した。

光学顕微鏡および電子顕微鏡による葉内部情造の観察

葉組織nは、3%(v/v)グルタルアルデヒド-50mMリン酸ナトリウム緩衝液(pH

6.8)を)1jい 41時間固定し、その後 50mMリン酸緩衝液で洗浄した。さらに、 20/0
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オスミウム酸-50mMリン酸ナトリウム緩衝液(pH6.8)で2時間固定した。 JJ見水

は、アセトンシリーズ(10、30、50、70、95、100%)で各 10分間行った O 脱

水終了後、葉組織片は Spurr樹脂とエタノールを 1:1、および3:1の割合で含む

混合液の中で各 30分間ずつ置換した。この後、 1000/0Spurr樹脂の中で5時間、

さらに新しい樹脂に交換して一晩浸透させた。葉組織片は、樹脂を満たしたゼ

ラチンカプセルの中で包埋し、 10時間 70
0Cで重合させた。脱水から包埋まで

の操作は、すべて室温で行った。

組織片を含むブロックから、ガラスナイフを装着したウルトラミクロトーム

(Porter Blum Mf2) を使用して葉の横断切J't-を作成した。準薄切片は、 1% ト

ルイジンブルーで染色後、光学顕微鏡で観察した。超薄切片は、ホルムバール

支持膜を張った 100メッシュの銅グリッドに回収し、酢酸ウラニルとクエン酸

鉛で2重染色した。染色後、切片は目立2000U透過型電子顕微鏡を使用し、加

速電圧75kvで観察した。

3. 結果

(1) 光学顕微鏡による観察

パインアップル

パインアップルの葉は厚膜の表皮をもち、向軸側、背軸側の表皮の内部にさ

らに厚膜の細胞が2層から 3層重なって分布していた(図 2-1)。向州側表皮の層

は、ほぼ平らであるが、背制IJ側表皮層は波形を示した。そして、その波形の層

nu 
-
-
E
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w 

St 

Fig.2・1.Cross-sections of leaves of Ananas comosus. A shows a hand-cut section of fresh materials. 
B shows a section prepared from materials embedded in Spurr's resin and stained with toluidine blue O. 

Bars = 200μm. AC， aerating canal; BS， bundle sheath cell; F， fibre strand; M， mesophyll cell; St， stoma; 

VB， vascular bundle; W， water storage tissue. 
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の注みに気孔が分布していた(図 2-1B)。しかし、向車内側には気孔は観察されな

かった。気孔の付近の葉肉組織には細胞間隙が見出された(!~I 2-1B)。向軸側表

皮の Fには葉緑体を欠いた細胞から構成された!!?水組織がみられ、その領域は

葉厚のおよそ 3分の lを占めていた。貯水組織の下を占める葉肉組織には、柵

状組織と海面状組織の分化は見られなかった。葉肉組織には、球形の膨潤した

葉肉細胞が綴密に配列しており、細胞間隙は少なかった。しかし、通気孔と推

測される大きな空|僚が観察された。葉肉細胞のところどころに繊維組織が散在

していた。維管束は葉肉組織の上部に見出され、木部の上部、師部の下部を繊

維組織が半円状に取り囲むように分布していた。維管束鞘細胞は隣接する葉肉

細胞と比べると、その大きさは同等かもしくは若干小さかった(図 2-1)。ほとん

どの葉緑体は、細胞同士が接する而ではなく、細胞間隙に接する而に分布して

いた。

アイスプラン卜

アイスプラント葉の表皮は多数の透明な水胞で、覆われており、その水泡は l

つの大型の表皮細胞からできていた(図 2-2A)o表皮は一層の表皮細胞で構成さ

れており、その表面にはクチクラ層が観察されたO 気孔は向車fU側、背軸側の両

方に存在していた。また、葉の葉肉組織には柵状組織と海綿状組織の明確な分

化は見られず、膨潤した葉肉細胞が綴密に分布していた(図 2-2A)。葉の横断面

のほぼ'IJ央に維管束が観察された。葉緑体は細胞同士が接する而ではなく、細

胞問|僚に媛する而に分布していた。
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Fig.2・2.Cross-sections of leaves of Mesembryanthemum crystallinum (A) and K. pinnαfα(B)， 
which were prepared from materials embedded in Spurr's resin and stained with toluidine blue O. 

Bars = 200μm. Bc， bladder cell; D， cell containing dense material; M， mesophyll cell; St， stoma; 

VB， vascular bundle. 
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Fig.2・3.Cross-sections of leaves of Kalanchoe daigremontianα. A shows a hand-cut section of fresh 

materIals. B shows a section prepared from materials embedded in Spurr's resin and stained with 
toluidine blue O. Bars = 200μm. D， cell containing dense material; M， mesophyll cell; VB， vascular 
bundle. 
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コダカラベンケイ、セイ口ンベンケイ、およびベニベンケイ

表皮は-層の表皮細胞で構成されており、その表側細胞壁にはクチクラ層が

観察された。気孔は向軸側、背軸側の両方に存在していた。また、葉の葉肉組

織には柵状組織と海綿状組織の明確な分化は見られず、膨潤した葉肉細胞が綴

密に分布していた(図 2-2B、図 2-3)。葉の績断面のほぼ中央に維管束が観察さ

れた。葉肉組織には、トルイジンブルーで濃紺色に染色される細胞が観察され、

これはおそらく細胞内に分泌物を蓄積していたものと考えられた(図 2-2B、|災

2-3)。一般に、背軸側表皮付近にこのような分泌物を含む細胞が多数配列する

傾向があり、コダカラベンケイでは維管束の付近にもこれらの細胞が観察され

た(図 2-3)。コダカラベンケイとセイロンベンケイにおける葉肉細胞の葉緑体も

また、細胞同士が接する面ではなく、細胞間隙に接する面に分布していた(以

2-2B、凶 2-3)。しかし、ベニベンケイの葉肉細胞では、多数の葉緑体が 1、2

ケ所に集合して分布することが見出された(図 2-4B、C)。一方、このような葉

緑休の集合が、固定時の浸透庄の変化により人工的に!生じた可能性も考えられ

るO そこで固定液を使用せず、生葉から徒手切片を作成後すぐに光学顕微鏡で

観察したが、固定した葉組織の場合と同様に、葉緑体の集合が観察された。

(2) 透過型電子顕微鏡による観察

ベニベンケイを除く 4種の CAM植物葉のいずれにおいても、葉肉細胞の大

部分は液胞がfiめているために、細胞中のオルガネラは細胞壁の周辺に押し付

15 
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Fig. 2-4. Aggregation of chloroplasts in ，mesophyll cells of leaves of K. blos砕ldiana.
A， Ultrastructure of a mesophyll cell. B， A hand-cut section of leaf. C， Detail of 
aggregation of chloroplasts in mesophyll cells. C， chloroplast; Cw， cell wall; 
N， nucleus; Vc， vesicle. Bar in A = 5μm. Bar in B = 200μm. Bar in C = 50μm. 
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Fig.2・5.Ultrastructure of mesophyll cells of CAM species. A， A. comosus. s， M. crystallinum. 
C， K. daigremontiαnα. D， K. pinnat，α. The cytosol contains vesicles of various sizes. 
Bars = 0.5μm. C， chloroplast; Cw， cell wall; mt， mitochondrion; P， plastoglobule; S， starch grain; 

V c， vesicle. 
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けられるように分布していた(図 2-5)。実験した5種の CAM植物のいずれにお

いても葉緑体にはグラナが発達してお り、デンプン粒と電子密度の高いプラス

トグロビュールが観察された(図 2-5)0C
3
植物や C4植物の葉緑休でしばしば観

察される周辺網状構造(Peripheralreticulum)は、5種いずれの葉緑体にも観察され

なかった。葉!勾細胞の細胞質には網目状の隔室構造が観察され、 1つの細胞内

でもその大きさにはかなりの変異が見られたO アイスプラントおよびベンケイ

ソウ科の 3種では隔室構造の発達が顕著であり、液胞のかなり内部にまで陥入

していた(図 2-4A、図 2-5)。パインアップル葉の葉肉細胞には原形質連絡が他

の 3種に比べ多数観察された。 維管束は多種の細胞により構成されており、

特にアイス プラントおよびベンケイソウ科の 3種は、パインアップルと比較す

るとその構成はより複雑であったO パインアップルの維管束では、葉緑体を含

む細胞は少なかった。 一方、アイスプラントおよびベンケイソウ科の 3種の維

悠束の場合、維管束柔細胞の中にもしばしば葉緑体を含むことが観察された(図

2-6)。しかし、それらの葉緑体の大きさは葉肉細胞の葉緑体に比べ小さく、チ

ラコイドの発達の程度が低い傾向があった。実験した 5種の CAM植物の葉の

維管束鞘細胞は C4植物のように明確に特殊化しておらず、特にアイスプラント

およびベンケイソウ科の 3種の葉の維管束鞘細胞は周辺の葉肉細胞と比べても

発達程度は低く、葉緑体を欠いた維管束鞘細胞の切片像も観察された。表皮細

胞には葉緑体は観察されなかった。
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Fig.2・6.Ultrastructure of vascular parenchyma cells in leaves of K. pinnat，α(A) and 

M. crystallinum (B). C， chloroplast; Cw， cell wall; mt， mitochondrion; N， nucleus; 
st， sieve tube; ve， vessel. Bar in A = 5μm. Bar in B =: 0.5μm. 
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ベニベンケイの葉肉細胞内では、多数の葉緑体が i、2ヶ所に集合していた。

(閃 2-4A)。それらの集合体では葉緑休の一部は細胞壁に密着し分布していたが、

多くのものは細胞壁に接することなく、液胞の内部に小塊を形成していた。葉

緑体の集合体の中にはミトコン.ドリアも観察されたが、葉肉細胞の他の部位に

も散在しており、ミトコンドリアの集合分布は見られなかった O 葉緑体の集ム

イ本の巾には核が観察できるものもあった。

4 . 考察

本研究で実験した CAM植物の葉には、いずれも大型の液胞をもった膨潤し

た葉肉細胞が綴密に配列しており、細胞間隙は少なかった。 CAM植物の葉肉組

織における細胞間隙は、C3植物やC4植物と比べて少ない傾向にあり (Byott1976， 

Srnith and Heuer 1981)、このような葉内部構造がCAM植物の葉の多肉性を特徴

づけるものと考えられる o Lりschet al. (1984， 1987)は、ベンケイソウ科アエオ

ニウム(Aeonium)属の 8種の植物について種による CNvl化の程度の違いを調査

し、葉の多肉度(単位葉面積当たりの水分含量 ;gH
2
0dm之)が大きくなるにつれ

て、[1音期での CO2吸収の割合が高くなることを見出している O また、 Borlandet 

al. (1998)は、 j湿毘度の高い熱帯雨林を生息息、地とする weakCAM-Indωucibleの Cαluωsiωα 

αぽari万zpμoens‘S川S

情造を比較調査し、 c. roseaはC.aripoens isに比べ葉組織における細胞間隙の

割合が少なく菓-肉細胞の占める割合が高いことを見出すとともに、多肉度が同
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いことを明らかにした。 そして、多肉性と CAM機能の間には乾燥環境に対す

る適応としての宿、接な関連性があることを示唆している O

ノfインアップルの葉内部では、葉緑体を含む葉肉組織とは明らかに分離した

非緑色の貯水組織が見出されたO このような貯水組織の機能的な意義として、

下層に分布している緑色組織を強光から保護する働きがあるという指摘もあ

る(Eameset al. 1947)。また、生長段階および日照時間や満度などの環境要因に

よって葉内に占める貯水組織の割合は変動することが観察されている (Krauss

1949)0 CAMの発現レベルも葉齢および環境要因によって調節されていること

が知られているが (Winterand Smith 1996)、そのような形態的変化と CAM機能

とが相互に関係するか否かは明らかではないo C
J型光合成を営む Peperomia

obtus伶liαでも、葉内部に貯水組織が発達していることから(Ting1985)、本研究

で観察されたような貯水組織は CAM機能に直接関わっているのではなく、む

しろその他の生理生態学的な意味を強く持つのかもしれない。

Peperomiα属の CAM植物の葉では葉肉組織の巾に形態的機能的分化がおこっ

ており、表側柵状組織、中央柵状組織、および下部海面状組織という 3種の葉

肉組織がみられる O これらの組織の葉緑体では、それぞれ含まれるデンプン粒

の量やグラナの発達程度が異なる(Gibeautand Thomson 1989)。本研究で実験し

た CAM純物の葉ではいずれも葉肉組織には柵状組織と海綿状組織の明確な分

化はみられず、また含まれている葉緑体にも構造の違いは見られなかった O し

かし、維管束および維管束鞘細胞に含まれている葉緑体は、葉肉細胞の葉緑体
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と比べ小耳~!で、あり、グラナの発達が低いものも観察された。

本研究で実験した 5種の CAM地物の内ベニベンケイを除く 4種では、葉緑

体は葉肉細胞の r~1でも細胞間隙に接した位置に配置される傾向があった。これ

は、 CO2の拡散に対する抵抗を小さくし、細胞間隙からの CO2の取り込みを容

易にするためだと考えられる O 一方、ベニベンケイの葉肉細胞内では、葉緑

体の集合が見出された。葉緑体の細胞内における配置は、光により大きく影響

され、光強度に応じて配列の向きを変化させる定位移動が知られている(寺島

1999)。すなわち、光が弱いときには葉緑体は受光面積が大きくなるような場所

に配列し、光が強いときには受光面積が小さくなるように配列する O オオカナ

ダモの葉に強光を照射させると葉緑体は次第に集合しあい、およそ 150分で細

胞の側壁に大きな l個の集合体を形成することが報告されている(伴 1997)。こ

の場合の現象も同様に、葉緑体の受光面積を少なくするように反応しているも

のと考えられている O

C4植物の場合、 C4ジカルボン酸の脱炭酸機構を異にする 3つの C4サブタイ

プ (NADP-ME型、 NAD-ME型、およびPCK型)の間で維管束鞘細胞内の葉緑

体の配置が異なる(Gutierrezet a1. 1974、Hatchet a1. 197ラ)0NADP-ME型と PCK

型では維管束鞘細胞内の葉緑体は維管束に対-し遠心的に配置しているが、

NAD-ME型では求心的に配置している O また前二者では維管束鞘細胞の細胞控

にスベリン層と Hヂばれるスペリンとろう質からなる膜構造を有している O

NAD-ME ~~では、維管束鞘細胞にスペリン層が存在しないため C4 ジカルボン酸
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の脱炭酸過粍で放出された CO
2が細胞外に漏れやすく 、その漏れを防ぐために

脱炭酸反応の場である ミトコンドリアを、 CO2回定の場である葉緑休が外側か

らとり I用み、しかも CO2の拡散距離を最大にするように両者が求心的に分布す

ると考えられている(Brownet a1. 1972、Ellis1977)0ベニベンケイはME型のCAM

植物であり、リンゴ酸の脱炭酸は細胞質に存在している NADP-MEとミトコン

ドリアの NAD-MEにより行われているものと考えられている(SllUthand Bryce 

1992)0ベニベンケイで見い出された葉緑体の集合がCAMのこのような生化学

的機能と直接関わっているのか否かは明らかでないo

Warmbrodt (1984)は、 CAMを営むシダ植物 Pyrrossialongifoliαにおいて、葉肉

細胞の細胞壁に沿って分布する細胞質に多数の小胞を観察している O また

Balsamoと Uribe(1988a， b)は、コダカラベンケイの葉肉細胞では葉緑体周辺に

多数の小胞が存在すること見出し、さらにそれらの小胞膜にも、中央液胞の液

胞膜で働く ATPase活性が存在することを報告している O つまり、それらの小

胞膜でも液胞膜と同じようにリンゴ酸の輸送機能を持っていることを示唆し

ている O 本研究で調査した 5種の CAM植物の葉肉細胞では細胞質に網目状の

小さな隔室構造が観察された。すべての葉緑体で観察されたわけではないが、

このような構造物の多くは葉緑体を取り囲むように存在していた。また、次章

で述べるように、 PEPCase、PPDKの存在を表わす標識が隔室構造を成す細胞

質でも、他の細胞質部分と同様に確認されている O このような隔室構造が液胞

と同等のものとみなせるとすれば、この構造の形成は液胞膜の表面積を拡大し、
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CAMの機能 i二必須な液胞と細胞質問におけるリ ンゴ酸の輸送をよ り効率的に

行わせる役割があるのではないかと考えられる O

5 . 摘要

本研究では、 単子葉植物の PCK型であるパインアッフ。ル科のパインアップ

ル、および双子葉植物の ME型であるザクロソウ科のアイスプラントおよびベ

ンケイソウ科のコダカラベンケイ、セイロンベンケイ、ベニベンケイを用い

光学顕微鏡および透過型顕微鏡により CAM植物の葉の内部構造を観察し、葉

内部構造と CAM機能との関連を検討した。5種の CAM植物の葉には、大型の

液胞を持った葉肉細胞が綴密に分布しており細胞間隙は少なかった。葉肉細胞

の葉緑体は、いずれもグラナが発達していた。維管束および維管束鞘細胞に含

まれる葉緑体は、葉肉細胞の葉緑体と比べ小型であり 、グラナの発達程度が低

かった。また、葉肉細胞の細胞質には網目状の小さな隔室構造が発達していた。

このような情造は液胞と細胞質問における代謝産物の輸送を効率的に行う役

割があるものと考え られ、 CAM機能との関連が示唆された Oベニベンケイ葉の

葉肉細胞では、他の CAM植物と異なり葉緑体の集合が起こっていた。このよ

うな形態と CAM機能とに関連があるのか否かは、今後さらに調査する必要が

ある O
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第 3章 CAM植物の葉肉細胞における炭酸固定酵素 PEPCase

および Rubiscoの局在

1 . 緒言

CAM植物の夜間における炭酸固定は PEPCaseで行われる。PEPCaseの活性は

昼夜で大き く変動し、その原因としてリンゴ酸のフィードパック問害に対-する

感受性の変化が知られている(Winter1980)0すなわち、明期では PEPCぉeは少

τのリンゴ般によって大きな活性問害を受けるが、暗期ではリンゴ酸による活

性阻害は小さくなる O このような PEPCaseのリンゴ酸感受性の変化は、 CAM

の代謝機構の日変化を解明する手がかりとして注目され、その活性調節につい

て盛んに解析が進められてきた(Wuet al. 1985、Weddinget al. 1986、Nirnmo1990)0 

しかし、 CAM植物における PEPCaseが細胞内のどこで機能しているのかにつ

いては明確ではない。 CAM組物の葉における PEPCaseの細胞内分布について

は、これまで多くの報告がある O しかし、これらは細胞分画により得られた単

離オルガネラについて生化学的に解析した結果に基づいたものであるoCAM植

物の PEPCaseの場合、その酵素タンパク質を再現性よく抽出、精製することは

容易で、なく (0'Leary 1982)、その細胞内分布については研究者によって異なった

結果が1/1，されている(Brandon1967， Spalding et a1.1979， Schnarrenberger et al. 1980， 

Perrot-Rechenmann et al. 1982) 0 

本研究では、 PCK型に分類されるパインアップル (Ananωcomosus)、並び
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にMEJ~~ に分類されるセイロンベンケイ (Kalanchoe pinnata)、コダカラベンケ

イ (K.daigremontiana) およびアイスプラント (MesembηJansemumaystallinum) 

の 4穐の CAM植物をHJい、炭酸固定にとって最も重要な酵素で、ある PEPCase

および Rubiscoの細胞内における局在部位を金コロイド免疫電子顕微鏡法によ

り検討しアニO

2 . 材料および方法

植物材料

植物材料、およびその育成については、第 2章と同様で、ある O

抗血清

PEPCaseに対する抗血清は、 トウモロコシ葉より精製した PEPCaseから作

成したものを使用した。この抗血清は、松岡信博士(名古屋大学)より提供を

受けたoRubiscoの大サブユニット(LS)に対-する抗血清は、ダイズ葉より精製し

たRubisco(LS)から作成したものを使用したO これは、武藤尚志博士(名古屋大

学)より提供を受けた。

SDS-PAGEとウエスタンブロット

葉片 (0.5g生重)を抽出月]緩衝液 1ml [50 mM HEPES-KOH(pH 8.2)、5mM

DTI、 0.2 mM  Na2-EDTA、1mMPMSF、0.001%(w/v) Leupeptin、および 1%(v/v) 

TritonX-looを合む]、 0.5gの石英砂、および25mgのPolyclorATとともに、氷
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冷した乳鉢をJHい磨砕した。磨砕液を 10分間 4
0

Cで遠心 (10000g) し、その上

泣みをタンパク質抽出液とした。タンパク質抽出液と、緩衝液 [75mMTris-HCl 

(pH 6.8)、 8M尿素、 2.50/0(w/v)SDS、および7.5%(v/v)2-メルカプトエタノール

を含む]を 1:2 の割合で混合し、 2 分問視I~騰処理した。タンパク質の分離は、

SDSを含む 12.50/0ポリアクリルアミドゲル上で電気泳動によって行った。泳動

終了後のゲル、ニトロセルロース膜 (0.45micron，BIO-RAD)、および波紙 (10cm 

XIOcm) 8枚をそれぞれ転写用緩衝液に 30分間浸した。転写装置 (AE-6670PIN

J!~! Aπ0) の下側の電極板(マイナス側)上lこ4枚のj慮、紙を重ね、さらにその

上にニトロセルロース膜、ゲルを置いた。残り 4枚のj慮、紙を最初の 4枚と同様

に重ね、上側の電極板(プラス側)を取り付けt:.o 10 V、100mAで 80分間転

写した。転写後のニトロセルロース膜を 30/0ゼラチンを含む 20mM Tris (pH 

7.5)-500 mM NaCl (TBS)溶液でブロッキングしたO そして、 TBS-0.050/0 (v/v) 

Tween 20 (TfBS)溶液で 10分間洗浄した後、抗血清と 1時間反応させた O さら

に、TfBS溶液で 5分間 2回洗浄-し、アルカリホスファターゼ浮it合ヤギ抗ウサ

ギ IgG抗体 (BIO-RAD) と標識反応させ、TfBS溶液で 5分間 2回、 TBS溶液

で5分間 1ITII洗浄した。 洗浄後、発色液 (APcolor reagent， BIO-RAD )に入れ、

膜上のバンドを特異的に発色させた。タンパク質量は、ブラッドフォード法

(Bradford 1976)に従って測定した。
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免疫電子顕微鏡法

葉組織)十は、30/0(v/v)グルタルアルデヒド-50mMリン酸ナトリウム緩衝液(pH

6.8)を月jい氷仁で 4時間同定した。その後、 50mMリン酸緩衝液で洗浄した。

脱水は、エタノールシリーズ (30、50、80、95、1000/0)で各 30分間行った。

脱水終了後、業組織片を LowicrylK4Mとエタノールを 1:2、1:1、および3:1の

割合で混合した樹脂液中で各 211寺間ずつ置換した。次に、 1000/0 Lowicryl K4M 

r l'で 811寺問、さらに樹脂を交換して一晩浸透させた。葉組織片-は、樹脂を満た

したゼラチンカプセルに包埋し、 24時間紫外線を照射し重合させた。

超薄切片は、ホルムパール支持膜を張った 100メッシュのニッケルグリッド

に回収した。グリッド上の切片は、 0.5%牛血清アルブミン (BSA)を含む PBS-T

溶液 [10mMリン酸ナトリウム(pH7.2)、150mM  r、JaCl， 0.10/0 Tween20 ]で 30

分間処理した後、 0.5% BSAを含む PBS-T溶液で希釈した抗血清と反応させた。

それらのグリッドは PBS-T溶液で各 10分間 3回ずつ洗浄し、 40倍に希釈した

15 nmプロテイン Aコロイド金粒子の懸濁液と 30分間反応させたO その後、

PBS-T 溶液で各 10分間 4回、蒸留水で、各 5分間 3回ずつ洗浄した。洗浄後、酢

酸ウラニルとクエン酸鉛で染色した。標本は目立 2000U電子顕微鏡を使用し、

加速電圧 75kvで観察したO

3 . 結果
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PEPCa<;e、および Rubisco(LS) に対-する抗血清と、葉から ~llj{I'，した可溶性タン

ノぐク質との交足反応を、ウエスタンブロット法により調べた(図 3-1)0PEPCase 

と Rubisco(LS)に対する抗 I(U.清は、 4積の CAM植物葉の PEPCase及び

Rubisco(LS)を認識することが確認され、各々強い 1本のバンドを形成した。以

上の結果は、これらの抗血清がCAM植物の PEPCaseとRubisco(LS)を正確に認

識し、免疫電子顕微鏡観察のプローブとして使用できることを示している O

免疫細胞化学に対ーする対照実験として、抗巾.清のかわりに非免疫血清で処理

した組織切片の観察を行った。これらの組織切片では、ただ若干の非特異的な

金コロイド粒子の標識しか観察されなかった。(図 3-2)。

ウエスタンブロット法により検定した抗体を用い、免疫電子顕微鏡法により

CAM植物葉における各光合成酵素の分布を調査した。 Rubisco(LS)に対-する金

粒子の標識は、いずれの CAM地物においても葉緑体のストロマに観察され、

デンプン粒には観察されなかった(図 3-3)0PEPCaseに対する金粒子の標識は、

いずれの CAM植物においても細胞質にだけ観察され、葉緑体やミトコンドリ

アなどのオルガネラには標識は見られなかった(図 3-4)。隔室構造を成す細胞研

でも他の細胞質部分と同程度の金粒子の標識が観察された(凶 3-4D)。

4 . 考察

PEPCaseは、 CAM植物の夜間の炭酸固定に関わる重要な酵素であるが、そ

の細胞内分布は明確にはされていない。例えば、 Brandon(1967)は、 Bηophyllum
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PEPCase Rubisco 

kDa 
2 3 4 2 3 4 

94-

67-

43-

30-

20.1-

14.4-

Fig.3・1.Western blots of proteins extracted from leaves of K. daigremontianα(1)， 
K. pinnata (2)， M. crystallinum (3)， and A. comosus (4). Total soluble protein 
(15μg for PEPCase， 1.5μg for Rubisco) was subjected to SDS-PAGE， blotting 

on nitrocellulose membranes， and identification with antisera against PEPCase and 
the large subunit of Rubisco. 
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Cw 

Fig.3・2.Immunogold labeling of K. daigremontianαwith non-immuno serum. 

Only non-specific labeling of gold partic1es (arrows) is lpresent. Bar = 0.5μm. 
C， chloroplast; Cw， cell wall; mt， mitochondrion; S， starch grain; Vc， vesic1e. 
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Fig. 3-3. Immunogold labeling of mesophyll cells of CAM species with antiserum to Rubisco. 

A，Anαnas comosus. B， Mesembryαnthemum crystallinum. C， Kalαnchoe daigremontiαnα. 
D， K. pinnαtα. Bars = 0.5μm. C， chloroplast; CW， cell wall; mt， mitochondrion; S， starch grain; 
V c， vesic1e. 
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tubiflorwn (= Kalanc/7oe印刷cillatlα)葉のミトコンドリア画分に PEPCaseが分布す

ることを報行している o Dittrich (1979)は、コダカラベンケイ (Kalanchoe 

dαigremontianα)葉では細胞質に PEPCぉe が分布することを見出し、

Schnarrenberger et a1. (1980)は、セイロンベンケイ(Kalanchoe pinnatlα)とCrassula

lycopodioidesの葉では PEPCaseは葉緑体に存在するとしている O このように、

Kalanchoe属の CAM種で比較しでも PEPCaseの細胞内分布については相反す

る結果が報告されている O 上述の結果を含め、これまで PEPCaseの細胞内分布

についての調査はほとんどが細胞分画法により行われてきた。この方法では、

細胞が破壊されることに(、ドいさまざまな細胞内成分が酵素分子と接触し、酵素

の変性、失活が起こり易いという不利な点がある O 特に、 CAM植物の PEPCase

はこのような影響を受けやすく、 PEPCaseの活性はタンパク質構造の時間的な

変化によって変性することや(0'Leary 1982)、凍結乾燥した試料から抽出した

PEPCaseでは活性が減少することが指摘されている(Buchanan-Bollig1980)0 

Winter (1982)は、 CAM化したアイスプラントについて抽出後の PEPCaseの酵素

学的特性の変化を調査している O その結果、明期に抽出された PEPCaseのリン

ゴ酸感受性は、 PEPに対する Km値に変化は見られないにもかかわらず、抽出

後急速に失われることを認めている O

Opuntia Ficus-indicαでは、単にショ糖密度の勾配分画から水性調製により得た

葉緑体画分では PEPCase活性は俺めて低く、厳密な密度勾配遠心分離で精製さ

れた場合でのみ葉緑休画分にその活性が認められる(Mukerjiand Ting 1968)。さ
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らに、非ノk↑生溶媒調製と hexane-carbontetrachloride勾配により葉緑体を精製した

結果、 PEPCaseは葉緑体の内部ではなく膜に局在するとしている(Mukerjiand 

Ting 1968)0 Cr，ωsu旬、 Kalanchoe葉の磨砕液を遠心(300g)した後、その沈殿物か

らPEPCase活性は得られるが、上清液には活性がみられなかった。しかし、そ

の沈殿物に TritonX-1 00を加えることにより、かなりの PEPCase活性が得られ

た(Wu1985)0同様な結果は、近藤 (1996)、および徳凹 (1996)の実験でも認め

られており、通常の抽出川緩衝液ではほとんど PEPCase活性は得られない場合

でも、 TritonX-100を添加することにより顕著な活性増大が認められた。これら

の報告は、 PEPCaseは膜(おそらく葉緑休膜)に存在していることを示唆して

いる O しかし一方で、いくつかの他の細胞質局在型酵素では抽出時にオルガネ

ラの膜に結合することが見出されており(Jenkins et aI. 1985、Moorheadand 

Plaxton 1988)、必ずしもこれらの結果から直ちに PEPCaseが葉緑体膜に存在し

ていると判断するのは難しいo Wu et al. (1992)は、 トウモロコシ葉で精製され

た PEPCa~e は in vitroでトウモロコシ葉の葉緑体膜と結合し不活性化されるこ

とを見出している O これは、 PEPCaseが葉緑体膜、またはその膜に内在する不

活性化タンパク質と結合することにより、 PEPCaseの4量体情造(活性型)の

分離が引き y包こされ、不活性型に変化するためだと考えている O このような現

象がCAM地物の PEPCaseの村山、精製段階でも生じ、葉緑体と同じ画分の中

に葉緑体膜に結合した PEPCaseが得られたのかもしれない。そして、 TritonX-

100のような界面活性斉IJを処理することにより、1]英から分離した PEPCaseが活
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性を表したと考えられることができる O

近年、細胞内におけるタンパク質の局在を解析するうえで、細胞分画法に代

わり、免疫細胞化学的手法が広く川いられるようになってきた。これによれば、

組織切片 tでタンパク質の局在部位を検出することが可能であり、上に述べた

ような細胞の他のフラクションのコンタミネーシヨンや酵素タンパク質の変性、

結合等を考慮する必要がない。 Perrot-Rechenmannet a1. (1982)は蛍光抗体法を用

い、 CAM型のベニベンケイ (Kalanchoe blossfeldianα)葉における PEPCaseの局

在を調査した。これによれば、蛍光標識は若干葉緑体にも観察されたが、大部

分は細胞質に分布することを報告している o Taborsky et a1. (1983)も同様に蛍光

抗体法により、コダカラベンケイの葉では PEPCaseは主に細胞質に分布するこ

とを示している O 一方、このような蛍光抗体法では光学顕微鏡により組織切片

を観察することから、細胞内の内部、すなわちオルガネラレベルでの標識の局

在部位を正確に決めることは容易で、はない。木研究で使用した手法によれば、

電子顕微鏡下で抗原タンパク質の局在部位を観察することができ、このような

欠点を補うことができる O 金コロイド免疫電子顕微鏡法を川いた本研究の結果

から、調査した 4種の CAM植物葉のいずれにおいても、 PEPCaseは葉肉細胞

の細胞質に、 Rubiscoは葉緑休に局在していることが明らかになった。このよう

なCAM地物における 2種炭限固定酵素の局在部位は、C
4植物におけるこれらの

酵素の細胞内局在部位と同じである(Hatchand Osmond 1976)0 しかし、前者では

It1J -の細胞の|人jで場所を変えながら存在しているのに対-し、後者では葉肉細胞
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と維管束鞘細胞という 2種類の細胞の問で、別々に分かれて存在している点で

異なっている O

S. 摘要

CAM植物の葉肉細胞における PEPCaseの局在部位については、研究者により

異なった結果が報告されており、必ずしも明確に決定されているわけではない。

本研究では、単子葉植物の PCK型であるパインアッフ。ル科のパインアップル、

および双子葉地物の ME型であるザクロソウ科のアイスプラントおよびベンケ

イソウ科のコダカラベンケイ、セイロンベンケイを用い、 CAM植物の葉肉細胞

における炭酸固定酵素 PEPCaseおよび Rubiscoの局在を金コロイド免疫電子顕

微鏡法により検討した。この結果、調査した CAM植物すべてにおいて、PEPCase

は細胞質に、 Rubiscoは葉緑体に局在することが明らかになった。このような 2

つの炭酸固定酵素の光合成細胞内における局在部位はC
4植物の場合と同じであ

るが、 CAM植物では同一細胞の中で場所を変えて存在している点で、 C
4植物と

は異なっていt:..o
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第 4章 CAM植物の葉肉細胞における PPDIKの局在様式と

その多様性

1 . 緒言

ピルビン酸正リン酸ジキナーゼ(PPDK)は、植物においてピルビン酸から PEP

の生成反応を触媒する oC4組物では、 PPDKの触媒反応は、気孔から入った CO2

の最初の固定酵素である PEPCaseに対し、その基質である PEPを直接供給する

役割を果たす(Hatchand Slack 1968)0 CAM植物では、 h征:型に属する植物のなか

でPPDKの活性が認められており (Klugeand Osmond 1971， Sugiyama and Laetsch 

1975， Osmond and Holtum 1981)、PPDKの触媒反応は、リンゴ酸の脱炭酸後に生

じたピルビン般を代謝的に回収するためのグルコース新生の一端を担っている

と考えられている(Osmondand Holtum 1981)0 

C4他物の葉における PPDKの細胞内局在部位に関しては、 PPDKは葉緑体に

存在するという見解で一般化されており (Osmondand Holtum 1981， Edwards et a1. 

1985， Smith and Bryce 1992， Black et a1. 1996)、CAM植物でも一部の植物の調査に

よって、 PPDKは葉緑体に存在することが報告されている(Spaldinget a1. 1979、

Winter et aI. 1982)0 しかし、 PPDKはC4、CAM植物の葉の葉緑体に限定される

わけではなく、近年では C]組物で、あるイネやコムギの種子において細胞質に局

在する PPDKが見出されている(Aoyagiand Bassham 1984、Aoyagiand Chua 1988、

Moons et a1. 1998)。また、生育条件により光合成型を C]型と C
4型に変換する水
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陀阿佐植物 EleocharisνlV1Jフαrαでは、光合成組織に葉緑休型と細胞質型の PPDK

が芸積しており、この場合細胞質問 PPDKはC
4型!の陸生型よりも C1型を示す

水生!日で、より強く発現している(Ueno1996、Agarieet al. 1997)0 

C4植物の PPDKに関する研究は、これまで多数報告されてきたのに対し、

CAM 地物の PPDKについては極めて少ない。 CAM植物は、対t管束縞物の様々

な系統の'11に多数IIJ現している O またある種の CAM植物では環境条件によっ

て C)線の光合成を営むことが知られており、 CAM植物の代謝は変異が著しい

(Winter and Smith 1996)。このようなことから、 C品 4植物における PPDKの細胞

内局在については種によって変異が起こっている可能性があり、種を広げて再

検討する必要がある O

本研究では、 CAM植物における PPDKの細胞内局在を明らかにするために、

前章の実験でも川いたパインアップル、アイスプラント、コダカラベンケイ、

セイロンベンケイの 4種を含む、様々な分類群に属する 6科 15属 26種の CAM

組物について、 PPDKの葉肉細胞内における局在を金コロイド免疫電顕法によ

り検討し、 PPDKの局在には種間により変異があることを見出した。同時にこ

れらの CAM植物について PPDKや脱炭酸酵素の活性を測定し、葉緑体型およ

び細胞質型 PPDKの出現と脱炭酸酵素の活性レベルとの関係を検討した。

2 . 材料及び方法
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植物材料

本章で新たに実験に使川した 5科 13属 221nIの CAM植物を第 4-1表に示す。

この内、 Lithops、Schlumbergera、 Crassula argentea、Sanseνeげαは、園芸応よ

り購入した。他の植物はすべて(財)進化生物学研究所(東京、世田谷)で育

成しているものを使用した。これらの縞物の枝先を、 二Lとバーミユキュライト

を 1: 1の割令で詰めたポット(直径 22cm深さ 25cm) に他え、ガラス室の自

然光下、日'1'250C夜間 200Cで、育生した。 潅水は、土壌の乾き具合をみて適宜行

った。施肥は、 2週に 1@!の割合でハイポネックスの 1000倍希釈液を lポット

当たり 200ml与えt:.0 

抗血清

PPDKに対する抗血清は、 トウモロコシ葉より精製した PPDKから作成した

ものを使用した。この抗I血清は、松岡信博士(名古屋大学)から提供を受けた。

SDS・PAGEとウエスタンブロット

SDS-PAGEとウエスタンプロットの方法は第 3章と同様で、ある O しかし、サ

ボテン科の Hylocereusguatemalensis、Nopalxochiααckennan

の3種の場合、供試組織は強い粘性を示し磨砕が困難であったため、組織を液

体窒素により凍結粉砕し、その後緩衝液を入れ磨砕した。これら植物の磨砕方

法は、以下の酵素活性の測定およびリンゴ酸の定量でも同様である O
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免疫電子顕微鏡法

免疫電 f顕微鏡法については、第 3章と同校である O

金コロイド標識密度の測定

金コロイド標識密度の測定については、第 3章と同様である O

酵素活性の測定

測定に使用する葉片または茎片は、H青天の円の午前 11fI寺から午後 1n寺の間に

採集した。係取後すばやく液体窒素で凍結させ、すぐに測定に用いた。

およそ 0.5gの葉片または茎片をおIi出用緩衝液 1Inl[50mM Hepes-KOH (pH8.0)、

5mM DIT、0.2mMN~-EDTA (pH7.0)、2.5mMMgC12、2.5mMMnC12 、1%(v/v)

TritonX -100を含む]、 0.5gの石英砂、 5mgの牛JflL1青アルブミン(BSA)、および

25mgの PolyclorATとともに氷冷した乳鉢を用い磨砕した。麿砕j夜を 10分間

4
0Cで遠心(10000g)し、その上澄みを酵素活性測定に用いた。すべての酵素活

性の測定は(Uenoet al.， 1988)で述べた分光光学的手法により 25
0

Cで行った。

PPDK 活性の反応、液の組成は、 50mM Tris-HCl (pH8.0)、5mMDIT、 10mM 

MgC1
2、1.25mMピルビン阪、 0.25InMNADH、2.5mMNaHC03、2.5mMK2HP04、

lU MDH、 0.2U PEPCase (W泣くo166-14721)、 30μl酵素抽出j夜、1.25mMATP 

とした。
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NADP-ME ~1Î性の反応、液の紺成は、 25mMTris-HCl (pH8.0)、0.2mMNa
2
-EDTA、

5mMリンゴ酸、 5mMDπ、0.5mMNADP、10μ1酵素il1J山夜、 10mMMgC1
2
とし

た。

NAD-ME 活性の反応液の紺.Jocは、25mMHepes-KOH (pH7.2)、0.2mMNa2-EDTA、

5mMリ ンゴ酸、 5mMDTI、2mMNAD、10μ1;酵素抽出j夜、 25μMNADH、lU恥⑪H、

4mM MnC12、0.15mMcoenzyme Aとした O

PCK 活性の反応液の組成は、50mMHepes-KOH (pH7.0)、2.5mMMgC12、2.5mM

MnC12、5mMDTT、4Upyruvate kinase、0.2mMATP、1.2r凶4オキザロ酢酸、 10μl

酵素.JlJJI-B液とした。

葉緑素は800/0アセトンで抽出し、Arnon(1949)の方法に従って分析した O

リンゴ酸の定量

測定に使用した葉片あるいは茎片は、 午前 5時(朝方)と午後 5時(夕方)

に採集した。採取後すばやく液体窒素で凍結させ、 -80
C

Cで冷凍保存した。

およそ O.2gの葉片または茎片を 50/0(v/v)HCI04 5mlと0.5g石英砂とともに、

氷冷した乳鉢を用い磨砕し、その磨砕液を 20分間氷中に保った O その後麿砕液

を2MKOHにより pH5に調整し、 10分間 4
0Cで遠心(10000g) した。沈殿物

に 2mlの水を加え懸濁し、再度遠心(10000g)した。この上澄み液と先に得た上

澄み液を合わせ、 Mollering (1974)の手法に従ってリンゴ酸の定量を行った O
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3. 結果

リンゴ酸の蓄積量の日変化

CAM flU.物で、は、夜間外気から吸収された CO
2がリンゴ酸の形で葉肉細胞の液

胞に蓄積され、朝方はリンゴ酸の蓄積量が最大となる O 日'11には蓄積したリン

ゴ酸が脱炭酸され、タ万にはリンゴ酸の蓄積量は最低となる O このような昼夜

におけるリンゴ酸の日変化は、他の緑色植物にはみられない CAM植物に特有

な特徴である(Osmond1978)。そこで、調査に用いた CAM植物が実際に本研究

の育成条件下で CAMを遂行しているか否か確かめるために、これら楠物の光

合成組織内のy)J)jと夕方におけるリンゴ酸含量を測定した(表 4-1) 0 その結

果、すべての植物で夕方に比べ朝方にリンゴ敵含量が高いことが確認された。

夕方に対する朝方のリンゴ酸含量の比は 2.3----20.2倍の値を示し、種によって

かなりの|隔があった O これらの結果から、調査したすべての植物で程度の差は

あるものの CAMが稼働していることが確認された。

PPDKと脱炭酸酵素の酵素活性

CAM 植物はリンゴ酸の脱炭酸反応の違いにより、 NADP-ME および NAD-~伍

が機能する ME型と、 PCKが機能する PCK型の 2つのサブタイプに分けられ

る(Dittrich1973、1976)。また、 PPDK活性は PCK型には見られず、恥fEmには

見出される(Winterand Smith 1996)。そこで、サブタイプを明確にするために、

PCK耳目に分類されることが知られるパインアップルを除いた CAM植物につい
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Table 4・1.Oiurnal changes in the levels of malate in photosynthetic tissues of various CAM plants. 
Data are means of three plants:t SD. 
圃圃圃圃圃

Taxa 

Level of malate 
(μmol g-t fresh weight) 

RatIo 

End of night End of day (night / day) 

Dicotyledoneae 

Aizoaceae 
Litlwps sp. 

Cactaceae 
Epiphyllum oxypelαlwn (OC.) Haw. 

Hylocereus gualemalen訂s(Eichl.) Br. et R. 

NopalxochiααckennalUzii Knuth. 
Opunliαbergeriana Web. 
Pereskiopsisνelulina Rose. 
Rhodocactus bleo (H. B. K.) Knuth. 

Zygocactus lrωlcatus (Haw.) K. Sch. cv. Akane 

Cra)sulaceae 

0・assulaarborescens (Mill.) Willd. 
C. argenteαThunb. 
C. lacleαSol. 

Kalanchoe beharensis Drake et Castillo (hairy form) 
K..1台dtschenkoiHam. et Perr. 

K. hildebrandtii Baill. 

K. miniata Hilsenb. et Bojer 
K. orgyalis Bak. 

K. prolifera (Bowie) Ham. 

Sedum pαlmeri S. Watoson 

S. rllbrolinctum R.T. Clausen 

Didieraceae 

Alluaudia procerαOrake 

Monocotyledoneae 

Dracaenaceae 

Sansevieria 11拘SCIαfaPrain. cv. Hahnii 
S. zeylanicαWilld. 
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47.2:t3.1 

26.31: 1.0 
52.3 1: 1.3 
20.5士2.1
96.6士5.8
123.1 1: 5.9 
39.5士2.5
24.5 1:しl

41.81:5.9 
58.81:6.4 
42.91:4.8 

77.6士5.5
54.6士2.1

48.51:2.1 
68.71:2.0 
40.31:3.0 
49.5士2.3

30.3 1: 1.3 
32.01:3.3 

57.61:1.8 

85.31:4.8 
84.51:4.4 

6.4 1: 0.6 

3.8 1: 0.6 
22.91:4.4 
4.6 1: 0.8 
7.3士1.3
27.01:3.5 
6.4士0.8
2.8 1: 0.9 

8.3 1: 1.7 
4.71:0.5 
6.31:0.7 

13.6士2.1
2.7 1: 0.3 

2.8 1: 0.2 
4.21:0.2 
4.1 1: 0.4 
3.8士0.5

3.21:0.3 
7.61:2.9 

4.3 1: 0.8 

7.21: 1.0 
8.4 1: 1.0 

7.4 

6.9 
2.3 
4.5 
13.2 
4.6 
6.2 
8.8 

7.1 
12.5 
6.8 
5.7 
20.2 

17.3 
16.4 
9.8 
13.0 

9.5 
4.2 

13.4 

11.8 
10.1 



て、 3穐の脱炭酸酵素、NADP-ME、NAD-ME、PCKの酵素活性を測定 した(表

4-2) 0 調査したすべての CAM植物で PCαK Y活舌↑性生は見出されなカかEつたが、

NADP-一MEおよびNAD-MEのj活舌許引，性!

したすべての植物において三認，zEめられた (表 4-2幻)0 以上の結果は、ここで調査

に用いた CAM植物の内、パインア ップル以外の CAM植物はすべて MEruCAM 

であることを示している O

NADP-MEと NAD-ME治性を比較すると、ほとんどの CAM植物 (25種の内

17穂) で、同等かあるいは NAD-ME活性が高い傾向が見出された(表 4-2) 0 

NADP-MEに比べ NAD-ME活性が特に高い傾向を示したものは次の地物であっ

た。Lithopssp. (NAD-ME / NADP-ME， 3.3)、OpuntiαbergeriaJU1(2.8)、Peireskiopsis

velutina (4.7)、Rhodocacutusbleo (2.2)、Zygocactustruncatω(3.2)、K.dlαig remontiann 

(2.2)、K.fedtschenkoi (2.2)、K.prorifera (l. 8)、Sedummbrotinctum (l.8)。しかし

これらの植物とは対照的に、アイスプラントおよび Cnωsula属の 3種、 C. 

σrborescens、C.αrgentea、C.lacteaでは NAD-MEに比べ NADP-ME活性が高く、

NAD-MEに対ーする NADP-ME活性の割合は、それぞれ 2.5、3.0、3.3、2.8であ

ったO

ウエスタンプロット法による PPDKの検出

トウモロコシ葉の PPDKに対する抗体と CAM槌物の光合成組織から抽出し

た可添性タンパク質との交差反応をウエスタンブロット法により調査した。パ
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Table 4-2. Enzyme activities in photosynthetic tissues of various CAM plants. Data are means of 

three plants士SD.PPDK， pyruvate，Pi dikinase; NADP-孔1E，NADP-malic enzylne; NAD-ME， 
NAD-malic enzyme; PCK， PEP-carboxykinase; N.D.， not detectable. 

Taxa PPDK NADP-tv1E NAD-ME PCK 

( Ilmo1 (mg Chl)-I h-I ) 

Dicotyledoneae 

Aizoaceae 
Mesembηanthemum crystαllinum 1 1.8 :t 1.6 93.4士5.7 37.8士3.0 N.D. 
Lithops sp. 19.4:t 1.0 15.9士1.8 53.2:t 0.9 N.D. 

Cactaceae 
Epiphyllum oxypetalum 8.5 :t 0.6 31.9士2.9 22.4:t 1.7 N.D. 
Hylocereus guatemalensis 10.8士0.5 30.4:t 0.7 27.9:t3.4 N.D. 

Nopalxochia ackermannii 30.4士5.4 17.9士5.9 19.4:t1.1 N.D. 
Opuntia hergerIana 14.5 :t 0.9 17.3 :t 0.6 49.0:t 2.1 N.D. 

Pereskiopsis velutIna 9.8士0.4 10.1士0.1 48.1 :t 7.5 N.D. 
Rhodocactus bleo 7.7:tl.4 5.2:t 1.0 11.3 :t 0.7 N.D. 

Zygocactus tr聞 calω 15.3士1.1 11.9 :t 0.5 38.5 :t 1.1 N.D. 

Crassulaceae 

Crassula arborescens 5.4 :t 0.2 74.1 :t 2.4 24.4:t 0.6 N.D. 
仁argenteα 7.9士l.8 56.8:t 3.8 17.1士3.2 N.D. 
C. lαctea 6.1 :t 0.1 64.4 :t 3.4 23.3 :t 0.5 N.D. 

Kalanchoe beharensis 13.6士1.2 43.6:t 2.8 44.6:t 3.3 N.D. 

K. dαigremontiana 10.6:t 0.6 29.1 :t 3.3 64.3士3.2 N.D. 

K.戸dtschenkoi 22.0士1.5 41.4:t 1.2 90.9士1.4 N.D. 
K. hildebrandtii 18.5士1.7 35.7士3.6 48.0:t 4.8 N.D. 

K. milliata 7.7 :t 0.7 15.7 :t 3.1 21.1:t1.5 N.D. 

K.orgyalis 11.4士0.8 52.9士0.6 53.8 :t 3.8 N.D. 

K. pinηαfα 11.8 :t 0.2 32.8:t 4.0 53.7 :t 2.1 N.D. 

K. prolifera 21.0:t 1.5 42.5:t 2.8 75.1士6.0 N.D. 

Sedu17l pαlmeri 14.4 :t 0.4 40.9:t 7.6 32.5 :t 5.3 N.D. 

S. rubrotinctum 9.3 :t 0.3 24.9士1.6 43.9:t 3.6 N.D. 

Didieraceae 

Alluaudia procerα 18.1士6.7 30.7 :t 8.4 35.6 :t 9.8 N.D. 

Monocoty ledoneae 

Dracaenaceae 
Sansevieria trf向、sGIala 10.0士0.7 23.0:t 3.4 19.1 :t 3.7 N.D. 
S. zeylanica 5.8 :t 0.6 22.4士1.1 27.2:t 0.8 N.D. 

46 



インア ップルでは、ニトロセルロース膜上にバンドが検出されなかったが(図

4-1)、他の CAM柏物では、木抗体によって PPDKが認i哉され、ニトロセルロー

ス膜|二に強いバンドを形成することが確認された(図 4-1、4-2) 0 Sedum 

rubrotinctumとKαlanchoe属のすべての種では、互いに隣接した 2本のバンドが

見出された(図 4-1、4-2)0 それら 2本のバンドの内、下位のバンドはほぼ94kDa

イ、I近に形成され、これは一本のバンドを示す CAM植物の PPDKのサイズと類

似していた O

PPDKに対する金コロイド標識の局在

ウエスタンブロットにより検定した抗体を用い、免疫電子顕微鏡法により

CAM植物の葉肉細胞内における PPDKの分布を調査した(凶 4-3、4-4、4-5)。

PCK型 CAM種であるパインアップルでは、PPDKの標識が観察されず(図4-3A)、

ウエスタンブロットの結果と 一致した。他のすべての ME型 CAM種では、PPDK

に対する金粒子の標識は、葉緑休および細胞質に、またはいづれか一方に見出

された。核、ミトコンドリア、パーオキシゾーム等の葉緑休以外のオルガネラ

には有意な標識は見出されなかった。葉緑休と細胞質に対する PPDKの標識に

は種により若しい差が見出された。 PPDKに対-する金粒子の標識密度を測定し

た結果、 PPDKの細胞内分布のパターンは大きく次の 3つのタイプに分類され

た(表4-3)0 すなわち、標識が葉緑休に限定されるもの (Chlt型)、葉緑体と

細胞質のfir，j)Jに分布するもの (Cyt-Chlt型)、およびほとんど細胞質のみに分
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2 3 4 
kDa 

94-

67-

43-

30-

20.1-

14.4-

Fig. 4-1. Western blots of proteins extracted from leaves of K. dlαigremontiαnα(1)， 

K. pinnαta (2)， M. crystallinum (3)， and A. comosus (4). Total soluble protein 
(30μg) was subjected to SDS-PAGE， blotting on nitrocellulose membranes， and 

identification with antiserum against PPDK. 
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94-

67-

43-

30-

20.1-

14.1-

』圃圃圃-

Fig.4-2. Western blots of proteins extracted from photosynthetic tissues of 22 CAM species 
with antiserum against PPDK. Lane 1， Lithops sp.; 2， Epiphlyllum oxypetlαlum; 

3， Hylocereus gluαtemαlensis; 4， Nopalxochiααckermanni; 5， Opuntiαbergeriana; 

6， Pereskiopsis velutina; 7， Rhodocαcutus bleo; 8， Zygocactus truncαtus; 
9， Crassulαarborescens; 10， C.αrgenteα; 11， C. lacteα; 12， Sedum palmeri; 
13， Sedum rubrotinctum; 14， Kalαnchoe beharensis; 15， K.jセdtschenkoi;16， K. hidebrandtii; 
17， K. miniαta; 18， K. orgyalis; 19， K. pror砕rα;20， Alluαudia procera; 21， Sanseveria tr拘sciata;
22，Sαnseveria zeylamicα. Total soluble protein (15μg) was load in each lane. 
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布するもの (Cyt~~~)である(表 4-3) 0 

Chlt型は、アイスプラントおよびベンケイソウ科のクラスラ属の 3種で見

出された(図 4-3)0Cyt型はサボ、テン科の 7種で見出された(図 4-5C、D、E)oCyt 

刑jでは、葉緑体の標識密度は他の細胞小器官より高いが、細胞質の標識密度に

比べると著しく低かった(表4-3)0Chlt-Cyt型はその他の 4科 5属 14種で見出さ

れた(図 4-4、4-5A、B)oChlt-Cyt型について、葉緑体と細胞質における PPDK

の傑識密度を比較すると、すべての種で葉緑体よりも細胞質の方が高い値を不

した(表 4-3)。葉緑体に対する細胞質の PPDKの標識密度の比は 2以上の値を示

したが、これは種により大きく変異した。図 4-6に、調査した種数が最も多く、

また多数の Chlt-Cyt型を含むベンケイソウ科の CAM植物における、葉緑体に

対する細胞質の PPDK標識密度の比の変異を示したo Kalanchoe属の CAM種

は、 2.0--4.8倍を示したが、 Sedum属の 2種、 S.palm例、 S.rubrotinctumは、

それぞれ 7.7、8.6倍という高い値を示した。 一方 Chlt型に区分される Crassu/'α

属の 3積では、その比は極めて小さく、他のベンソウ科の種とは明らかに PPDK

の蓄積パタ ーンが異なっていた。

なお、 Cyt型でも葉緑体に対する細胞質の PPDK標識密度の比について見て

みると、 Hylocereusgluatemalensisのように Cyt-Chlt型の 2種の Sedumの値に近

いものもあった。しかし、すでに述べたように、前者の葉緑体の標識値は後者

の2椅に比べると明らかに低く、ここでは Cyt型に分類した。このため、本来

Cyt型と Cyt-Chlt型は連続したものととらえることができるかもしれない。
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Fig.4・3.Immunogold labeling of mesophyll cells of CAM species with antiserum to PPDK. 

A， Ananas comosus. B， Mesembryanthemum crystallinum. C， Crassula lacteα. D， C. argentea. 
E， C. arborescens. Bars = 0.5μm. C， chloroplast; CW， cell waH; mt， mitochondrion; S， starch grain; 
Vc， vesic1e. 
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Fig. 4-4. Immunogold labeling of mesophyll cells of CAM species wIth antiserum to PPDK. 

A， Kalαnchoe daigremontiana B， K. pinnαta C， K. beharensis. D， K. proliferα. Bars = 0.5μm. 
C， chloroplast; CW， cell wall; mt， mitochondrion; S， starch grain; Vc， vesicle. 

52 



. 
・圃園田園r-Y園田. -， • 

--

a・→ .
a・・一ー•• -'!. 
.過.
. ・・

-.. 

• 、. 

• •• •• 
、

. . 
・・圃・ー......，.1....-. 

. 

. . '--. . . . . 
-・. . . . .・
‘ -・・ . . . 

' .. . 
-. . 
・
f • . . . . . 、. . . . 

.・. 

D. .. 

mt 

A 

cw 

Fig. 4-5. Immunogold labeling of mesophyll cells of CAM species with antiserum to PPDK. 

A， Sansevieria trifasciata B， Lithops sp. C， Rhodocactus bleo. D， Opuntia bergeriαna. 
E， Zygocactus truncatus. Bars = 0.5μm. C， chloroplast; CW， cell wall; mt， mitochondrion; 
S， starch grain; V c， vesicle. 
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Table 4・3. Immunogold labeling of PPDK in photosynthetic cel1s of various CAM plants. Numbers of gold 
rartJ.~ l es per u.nit ?rea (μm-2) are given as means 1 SD. Numbers in pan巳nthesesshow the numbers of cell 
profiles examined. 
-回国国圃圃

Taxa Type 
No. of gold particles (μm-2) 

Chloroplasts Cytosol Other organelles 

Dicoty ledoneae 

Alzoaceae 

MesemhηJanthemum 
crvstallinum Chlt 13.811.4 (11) 0.110.1 (10) 0.3 1 0.5 (12) 

Lithops sp. Cyt-Chlt 12.112.7 (10) 25.0士4.1(10) 0.1士0.1(11)

Cactaceae 

Epiphyllum oxypetalum Cyt 2.0士0.5(10) 34.015.7 (10) 0.3士0.2(10) 
Hylocereus guafemalensis Cyt 1.310.4 (9) 12.0士4.3(9) 0.110.1 (9) 

Nopalxochiaαckermanllii Cyt 2.3 1 0.4 (12) 37.4士2.1(12) 1.210.8 (13) 

Opuntia bergerianα Cyt 1.610.3 (10) 33.11 9.9 (10) 0.210.1 (10) 
PereskuフpSlSνelufina Cyt 1.0士0.3(12) 32.3 13.5 (10) 0.5士0.4(10) 
Rhodocactus bleo Cyt 1.110.7 (10) 47.2士10.4(10) 0.2士0.2(10) 

Zygocactus tl1U1catω Cyt 1.3 10.2 (12) 63.7士2.5(10) 0.911.1 (14) 

CrassuJaceae 

Crassula arborescel1s Chlt 30.9 1 5.1 (9) 1.110.6 (9) 0.5 10.4 (9) 

仁Wl?ellteα Chlt 33.612.8 (11) 1.210.2 (11) 1.111.7(12) 
C. lactea Chlt 23.214.3 (10) 0.3 10.2 (10) 0.2士0.1(10) 

Kalonchoe heharensis Cyt-Chlt 11.4 1 1.3 (8) 25.1士0.4(8) 1.7 1 1.3 (8) 

K. daigremonliα11α Cyt-Chlt 13.2士1.2(10) 26.612.6 (10) 0.210.6 (10) 

K. fedtschenkoi Cyt-Chlt 15.112.8(11) 33.6士5.2(11) 0.110.1(11) 

κhildebrandtii Cyt-Chlt 16.112.7 (9) 77.6士9.1(9) 0.210.3 (9) 

κminiata Cyt-Chlt 7.6士2.0(9) 28.6 1 6.2 (9) 0.110.1 (9) 

κorgyali‘Y Cyt-Chlt 10.2士1.8(10) 47.515.5 (10) 0.1士0.1(10) 

K. pinnata Cyt-Chlt 8.01 1.3 (10) 18.3土1.5(10) 0.410.6 (10) 

κprolifera Cyt-Chlt 7.710.7 (12) 35.7 1 2.0 (12) 2.1 12.9 (15) 
Sedu17/ pαlmel・l Cyt-Chlt 3.7 1 1.0 (12) 28.5士5.2(12) 0.2 1 0.2 (13) 

S. rubrolinclum Cyl-Chlt 3.510.7 (10) 30.4士7.3(10) 0.1 10.1 (10) 

Didieraceae 

A/luaLldia procera Cyt-Chlt 12.6士2.1(8) 31.4 1 6.9 (8) 0.1士0.1(8) 

MonocOl y ledoneae 

Dracacnaceae 

Sansevi e ri(1 f rifaiciata Cyt-Chlt 11.9士1.0(12) 45.41 5.5 (12) 1.811.2(12) 

S. z.evlα11lC(1 Cyt-Chlt 5.01 1.3 (10) 21.4士8.5(10) 0.110.1 (10) 

ーーーーー
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Fig. 4-6. Comparison of the ratio of the labeling density of cytosolic PPDK 
to that of choroplastic PPDK (CytJChlt) in Crassulaceae species. 
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4 . 考察

CAMにおける細胞質型および葉緑体型 PPDKの存在とその機能的な側

面

従来恥伍別 CAM組物では、PPDKは葉緑体に分布しているものと考えられて

いた(Spalding et al. 1979， Winter et al. 1982)0 しかし、本研究により ME型 CAM

植物は、砲によりさまざまな PPDKの細胞内分布を示すことが明らかになった。

そしてそれらは、葉緑休および細胞質における PPDKの蓄積パターンの違いに

より、葉緑休だけに PPDKを蓄積しているもの(Chlt型)、葉緑体と細胞質の両

万に PPDKを蓄積しているもの(Cyt-Chlt型)、および細胞質だけに PPDKを蓄積

しているもの(Cyt型)の 3つのタイプに分かれることが示されたO さらに、これ

ら調査したすべての ME型 CAM槌物で PPDK活性が認められた。特に Cyt型

のCAM植物で PPDK活性の存在が見出されたことは、それらの光合成組織の

細胞質に蓄積している PPDK蛋(1質が活性型であり、機能的な役割を持ってい

ることを示唆している O

C)植物や C4植物の種子などの非光合成組織の細胞質に局在する PPDKは、貯

蔵タンパク質の合成に関与しているものと考えられている(Aoyagiand Bぉsham

1984、Aoyagiand Chua 1988)0また最近、イネの根でも細胞質型 PPDKが見出さ

れ、これは低酸素および水ストレスにより誘導されることが報告されている

(Moons et al. 1998)0 CAM 植物の PPDKに関しては、過去にコダカラベンケイが
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調査されており、このPPDKはc
4
t直物の PPDKと類似した光反応を示すことが

報告されている(Sugiyamaand Laetsch 1975)0 Kore-eda et al. (1996)は、アイスプ

ラントから得た無傷葉緑体を川い、光照射されたときのピルビン酸の取り込み

活性は光照射されないときと比べ5倍以上に上昇することを見出し、葉緑体へ

のピルビン酸の取り込みは葉緑体中の PPDKの光活性化と関連していることを

述べている O 木研究により明らかとなった細胞質型の PPDKがどのような調節

機能を持つのか、また細胞質に PPDKが局在することで、代謝産物がどのような

代謝経路をたどるのかは、CAMの炭素代謝機構を理解する上で興味深い問題で

ある O

ME型 CAM摘物では、リンゴ酸がどのような割合で NADP-MEと NAD-ME

という 2つの酵素によって脱炭酸されるのかは明らかでない(Smithand Bryce 

1992， Winter and Smith 1996)。木研究では 25種の ME-CAM植物について

NADP-MEおよびNAD-恥Eの活性を測定したが、この結果興味深い傾向が見出

された。 PPDKの局在タイプ別に NADP-ME活性に対する NAD-ME活性の比の

平均を求めてみると、 Ch1t型、 Cyt-Chlt型、およびCyt型では、それぞれ0.4、

1.5、1.7という値が得られた(表 4-4)。また、調査した 25種の ME型 C品 4植物

すべてについて、葉緑休と細胞質における PPDKの標識密度の比(CytJChlt)と、

NADP-ME活性と NAD-ME活性の比(NAD-爪ADP-ME)の関係を調べてみると、

正の相関(r= 0.606)が認められた(図 4-7)。すなわち、クラスラ属のように葉緑

休に多量の PPDKを蓄積している種(Chlt型)では、 NADP-ME活性が NAD-ME
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Table 4・4.Relationships between the intracellular localization of PPDK and 
activities of NAD-ME and NADP-ME in various CAM plants.Values of activites are 
glven as means士SD.

Type Number・ NADP-ME NAD-ME NAD-ME / NADP-ME 
of species (J.1mol (mg Chl)-I h-I) ratto 

Chlt 4 72.21 15.8 25.718.7 0.4 

Cyt-Chlt 14 32.3 1 11.2 47.4 1 20.3 1.5 

Cyt 7 17.8110.1 30.91 14.6 1.7 
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Fig.4-7. Relationship between the ratio of labeling density of cytosolic PPDK to that of 

chloroplastic PPDK (CytJChlt) and the ratio of activity of NAD-malic enzyme to that 

of NADP-malic enzyme (NAD-/NADP-ME) in various CAM plants. 

** indicates to be significant at 0.01 probability level. 
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活性に比べ高く、 -}jサボテン科のように細胞質に多量のPPDKを蓄積してい

る種(Cyt型)では反対の傾向を示すことが見出された。このことから、 PPDKの

司在パターンと NADP-MEおよびNAD-MEの活性の高低、おそらくリンゴ酸が

代謝される経路に、ある種の関係が存在しているように考えられる O すなわち、

リンゴ酸が代謝されるとき、 Cyt型では相対イ19にNAD-ME経路を経る割合が高

いのに対し、 Chlt~!では相対的に NADP-ME 経路を経る割合が高いのかもしれ

ない。

Cyt-Chlt型!であるコダカラベンケイ(Ka1anchoedaigremontiana)から単離された

ミトコンドリアは、pH7.4以下では主にNAD-MEによってリンゴ酸をピルビン

酸に変換するが、 pH7.4以上ではリンゴ酸は直ちにオキザロ酢酸に際化される

(Day 1980)0このことは、フェイズ IIIにおける細胞質は低 pH環境であること

から、この条件ではNAD-MEが優先的に作用することを示唆している(Smithand 

Bryce 1992)0またコダカラベンケイ (Cyt-Chlt型)では、葉の成長における CAM

活性の噌大に十I~ い NADP-ME 活性は低下するが、 NAD-ME 活性はむしろ増加す

る(Winterand Smith 1996)0 Cyt-Ch1t型である K.fedtschenkoiでは、昼間に単離さ

れた無傷ミトコンドリアは、夜間に単離された無傷ミトコンドリアに比べ、リ

ンゴ般をより急速にピルビン酸へと脱炭酸するとともに、 NAD-MEの触媒特性

が昼間と夜間で異なる(Cooket a1. 1995)。一方 CWt型のアイスプラントでは、塩

ストレスにより CAMが誘導される問、 NADP-MEとNAD-MEの両活性がとも

に憎加していくことが知られている(Holtumand Winter 1982)。しかし、昼間と夜
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問に11nlBされた NAD-恥1Eには、触媒特性には違いは見られなかった(Artusand 

Edwards 1985)。以上の報告を総合すると、細胞質における PPDKの局在と

NAD-ME 11i性との問に、何らかの関係をうかがうことができる O

CAMにおける PPDKの局在様式とその系統分類学的な関係

現在 CAMの出現が33科の 328属で報告されているが(Smith and Winter 1996)、

木研究で実験した CAM植物はそれらの一部に過ぎない。このため、この結果

だけから CAM植物における PPDKの局在型について、系統進化の全体像を議

論することは難しい。しかし本研究において、(1)PPDKの局在型は属のレベル

で共通であること、 (2)サボテン科は調べられた全種がCyttypeであること、の

2つの傾向が見出された。

サボテン科は 122属 1600種から構成されたグループで、すべての属で CAM

が認められている(Smith and Winter 1996)。サボテン科はコノハサボテン、ウチ

ワサボテン、およびハシラサボテンという 3亜科に分けられる(Klugeand Ting 

1978)0木研究で調査した植物の内、 Rhodocαctusbleo はコノハサボテン亜科に、

Opuntiαbergerianα、Peireskiopsisvelutianaはウチワサボテン亜科に、残りの 4種

はハシラサボテン亜科に分類される O この内、 Rhodocαctus bleo、 Peireskiopsis 

velutianaは系統的には古い形質をとどめている O 通常のサボテンとは異なり

般の樹木の形態に近く、刺とは別に葉を有している(Klugeand Ting 1978)。また

調査した種の内、ハシラサボテン亜科の 4種は樹上に生育する着生種である O
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本研究においてベンケイソウ科には 2つの PPDKの局在引が見出された。ベ

ンケイソウ科は、 6illI科 35属 1500種から術成される大きな科である o6つのmI

科は、センペルピブム、セダム、クラスラ、カランコエ、コチレドン、エケベ

リアに大別される O 各亜科との類似性、illI科内の形態的多様性、分布などを考

慮して、クラスラ亜科を除く他の亜科は、セダム亜科から放散分化したものと

考えられている(Pilon-Smithet a1. 1996)。近年、ベンケイソウ科における葉緑体

DNAの制限部位分析では、 Crassul，αを含むクラスラ亜科は他の系統とは基本的

に異なり、単一の系統を構成しているものと考えられている(vanHam and 't Hart 

1998)oCr，ωsulα種は Chlttypeであり、一方SedumやKalanchoeの種はCyt-Chlttype 

であるという木研究の結果は、これらの系統分類学的な研究報告と一致してい

るO 木研究で実験した 2種の Sedu11lは、 PPDKに対するウエスタンプロットの

パターンが互いに異なっていた。 Sedum属は、人為的な分類群であると考えら

れており (vanHam and 't H訂t1998)、ウエスタンブロットのパターンの違いはこ

のことを反映しているのかもしれないo KIαlanchoe属で、は、系統分類学的に、よ

り原始的な分類群ほど優先的に C1様の炭酸固定を行う CAM植物がみられ、よ

り進化した分類群ほど obligateCAMの特性を持つ(Klugeet al. 1993)。本研究で実

験された Kalanchoeの種は後者の分類群に属している o CAMは中間的な段階を

経て CJ型!光合成から進化したものと考えられている (Kulugeet a1. 1993， Pilon-

S mits et al. 1996)。このような CJ型から CAM型への進化に従って、細胞質と葉

緑体における PPDKの蓄積パターンが、ある方向へと漸進的に変化するのか否
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かはlYJらかではない。

5 . 摘要

フド研究では、 6科 15属 26種の CAM植物を対象として、葉肉細胞における

PPDKの細胞内局在を金コロイド免疫電顕法により調査した。 PCK型 CAM植

物のパインアップルでは、 PPDKの金コロイド標識は観察されなかった。一方、

恥伍型 CAM植物における PPDKの局在には種により変異がみられ、その局在パ

ターンは、葉緑体のみに局在するもの (Chlt型)、細胞質のみに局在するもの

(Cyt型)、並びに細胞質と葉緑体の両方に分布するもの (Cyt-Chlt型)という 3

つの型に分けられ、きわめて多様性に富むことが明らかとなった。また、それ

らPPDKの局在性を系統分類学的に比較すると、属のレベルでは共通であり、

サボ、テン科の植物ではすべて Cyt型に分類された。 ME型 CAM植物について

PPDKや脱炭敵酵素の活性を測定した結果、細胞質型 PPDKは活性を実際に持

っており、 CAMの中で機能的な役割を持っていることが示唆された。また

PPDKの細胞内局在パターンの違いと NADP-MEおよびNAD-MEの活性の高低

の問には、相関があることが見出された O すなわち、クラスラ属のように葉緑

体に多量にPPDKを蓄積している種では、 NADP-ME活性がNAD-ME活性に比

べ高く、 一方サボテン科のように細胞質に多量に PPDKを蓄積している種では

反対の傾向が見出された。
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第 5章 ベニベンケイ (Kalanchoeblossfeldliana )における

CAM活性の増大に伴う葉緑体型および細胞質型

PPDKの蓄積様式

1.緒言

前章では金コロイド免疫電顕法による解析によって、 ME~2 CAM植物におけ

るPPDKの局花様式には、アイスプラントのように PPDKを葉緑体に蓄積して

いるもの、 Kalanchoe属の CAM種のように葉緑休と細胞質の両方に PPDKを蓄

積しているもの、およびサボテン科の種のように細胞質にだけ PPDKを蓄積し

ているものが存在していることを明らかにした。この結果は、 CAM植物におけ

るPPDKの局在様式が著しく多様であることを示しているだけでなく、細胞質

型 PPDKもCAM機能に関わっている可能性を示唆している O 前章で述べたよ

うに、 C
l
植物や C4組物の非光合成組織に見出される細胞質型 PPDKは、これま

で光合成炭素代謝以外の反応に関与しているものと考えられており (Aoyagiand 

Bassham 1984、Aoyagiand Chua 1988、Moonset a1. 1998)、CAM機能に細胞質刑

PPDKが実際に関わっているのか否かを明らかにすることは重要で、ある O

アイスプラントのような facultativeCAM植物は、環境条件によって光合成却

をC
l型から CAM型に変換することが知られている(¥Vinterand Srnith 1996)0葉

緑体と細胞質に PPDKを蓄積する Kalanchoe属の CAM種の中にもこのような特

徴を持つものがあり、ベニベンケイ(Kalanchoeblos砕ldiana)は短日処理、乾燥ス
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トレスによ って容易に CAMが誘導されるのrulfeltet al.1982， 1988)。本研究では、

細胞質引 PPDKが CAMのr!1で葉緑体の PPDKと同機に機能的な役割を持って

いるのか行かを検討することを日的として、ベニベンケイの葉肉細胞において

CAM 活性の哨大に伴い葉緑体型および細胞質型 PPDKがどのように蓄積され

るのかを免疫電顕法により解析した。もし、両者ともに CAM機能に関わって

いるとすれば、連動した蓄積量の増大がおこるものと期待される O また、比較

のために PEPCaseとRubiscoの蓄積パターンも合わせて解析した。

2.材料及び方法

植物材料

供試材料のベニベンケイ(Kalanchoe blossfeldiana Poellln)は園芸庖から購入した O

植物の枝先を、土とパーミユキュライトを 1: 1の割合で詰めたポット (3.7L) 

に植え、長口条件のグロスチャンパー (L臥ν:明期 14時間/暗期 10時間、明

則2S
0C、H育期 200C、光強度 300J.1mol m-2 sec-I)の中で潅水を十分に行って 4カ

月間育生した。施肥は 2週に i回の割合でハイポネックスの 1000倍希釈液を 1

ポット当たり 200ml与えた。その後、給水を停止し水ストレスを加えた短日条

件区 (SDd:明則 10時間/11育期 14時間、明期25
0

C、暗期 20
0

C、光強度 300μmo]

m・2sec-I) を設け、 LDw区と SDd区で並行してさらに 1ヵ月間植物を育生したO

この lヵ月間は施肥は行わなかった。調査にはこれらの植物の上部から 2番
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(長さ約 3cm)と3番目(長さがJ4 cm)の葉をJTJいた。

抗血清

PEPCaseとRubisco(LS)に対-する抗血清は、第 3章と同様である oPPDKに対

する抗血清は、第 4章と同様である O

SDS-PAGEとウエスタンブロット

SDS-PAGEとウ エスタンブロッ トの方法は、第 3章と同様である O

免疫電子顕微鏡法

免疫電子顕微鏡法については、第 3章と同様である。

金コロイド標識密度の測定

金コロイド標識密度の測定については、第 3章と同様である O

酵素活性の測定

酵素の抽出法並びに PPDK活性の測定方法は、第 4章と同様である oPEPCase 

活性の測定に使用した反応液の組成は、 25mMTricine-}COH (pH8.3)、4mMDTI、

5mM MgC1
2
、5mMNaHCO)、0.2mMNADH、2Uma1ate dlehydrogenase、20μl酵素

抽出j夜、 2.5mMPEPとした。

66 



リンゴ酸の定量

測定に使用した葉)1，・は、各条件区におけるH育期の終わりとr!Jj月jの終わりに採

集した。 リンゴ酸の定量法は、 第4章と同様である O

3.結果

リンゴ酸の蓄積量の日変化と酵素活性

CAMの発現レベルを明らかにするために、それぞれの条件区植物葉の暗期

の終わりと明則の終わりにおけるリンゴ酸含量を測定した(表 5-1)。リンゴ酸含

量は明則の終わりで1.4----- 1.6μmol (g生重)"1、 暗期の終わりで 9.0--67.6 

μmol (g生重rlを示し、両条件区植物で明則の終わりに比べ暗期の終わりのリン

ゴ酸含量が著しく高いことが確認された O この結果、明期の終わりに対する暗

期の終わりのリンゴ酸含量の比は、 LDw区で 5.6(第 2葉)、 14.8(第 3葉)、

SDd区で 38.3(第 2葉)、 45.1 (第 3葉)という値を示しt:..o

SDd区植物の第 2葉と第 3葉について PPDK活性と PEPCase活性を測定した

ところ、PPDKは第 2葉と第 3葉でそれぞれ 18.9、36.9~mol (mg Chlorophyll)ーJh-J、

PEPCaseは第 2葉と第 3葉でそれぞれ 62.5、172.3μmol(mg Chlorophyll)"' h-'と

いう値を示した。これらの結果から、本研究の育生条件下では両区の第 2葉、

第3葉ともに CAMが発現しているが、 LDw区よりも SDd区で、また第 2葉よ

り第 3葉で高いCAM活性を示すことが確認された O
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Table 5・1.Diurnal changes in the levels of lnalate in leaves of Kalanchoe 
blossfeldiαna grown under diffel引 ltenvironmental conditions. Leaves 
were numbered from the apex. LDw， well-watered conditions under long 
days; SDd， drought conditions under short days. Data are means of three 
experimentsISD. 

Leaf 
Malate content 

number End of night End of day Ratio 

(μmol g-I fresh weight) (night / day) 

LDw 2 9.0士2.0 1.6 I 0.8 5.6 

3 20.7 I 1.7 1.4 I 0.7 14.8 

SDd 2 57.4 I 2.8 1.5 IO.5 38.3 

3 67.6士2.4 1.5 IO.3 45.1 
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PPDK、PEPCase、および Rubiscoのウエスタンプロット法による将i出

PPDK 、 PEPCar~e、および Rubisco(LS)に対する抗体と菓-から ~llltU した可溶性

タンパク質との交差反応をウエスタンブロット法により調査した(図 5-1)。また

各々の酵素タンパク質の分子量、発現量を比較するための対照として、 C
4植物

のトウモロコシ葉の可溶性タンパク質も同時に実験した。これらの抗体は、ベ

ニベンケイの葉の PPDK、PEPCぉe、および Rubisco(LS)を特異的に認識するこ

とが確認された。 PPDK、PEPCaseともに LDw区地物に比べ SDd区植物で、ま

た第 2葉に比べ第 3葉で強いバンドが検出された。 PPDKについては、同条件

区の植物ともに常に 2本のバンドが見出されたo 2本のバンドのうち、下位の

バンドはトウモロコシ葉の PPDKに対するバンド (94kDa) とほぼ同じ位置に

形成された。 Rubisco(LS)のバンドについては、条件区、葉位問でほとんど差

がないか、あるいは幾分LDw区に比べ SDd区で弱い傾向を示した。

PPDK、PEPCase、および Rubiscoに対する金コロイド標識

金コロイド免疫電子顕微鏡法により両条件区の植物菓-における PPDK(図5-2)、

PEPCase(~1 5-3A、B)、および Rubisco(LS)(図 5-3C、D)の細胞内分布を調査した。

さらに、それらの酵素に対する金粒子の標識密度を測定し、両条件区の植物葉

の葉肉細胞における酵素タンパク質の蓄積量を比較解析した(表 5-2、図 5-4)0

PPDKに対-する金粒子の標識は、同条件区の植物ともに葉肉細胞の細胞質と葉
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maize 2nd 3rd 
LDw SDd LDw SDd 

PPDK 

PEPCase 

Rubisco (LS) 

Fig. 5-1. Western blots of protein extracts from second and third leaves of 
Kalαnchoe blo四戸ldianaand maize leaves. Total soluble protein 
(15μg for PPDK， 60μg for PEPCase， 0.75μg for Rubisco) was subjected 
to SDS-PAGE， blotting on nitrocellulose membranes， and identification 

with antisera against PPDK， PEPCase， and Rubisco・Leaveswere numbered 
from the apex. LDw， well-watered conditions under long days; SDd， drought 

conditions under short days. 
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Fig. 5-2. Immunogold labeling of mesophyll cells of Kalanchoe blos砕ldianawith antiserum to 
PPDK.A and C，Well-watered conditions under long days.B and D，Drought conditions under shod 

days. A and s， 2nd leaf. C and D， 3rd leaf. Leaves were numbered from the apex. Bars = 0.5μm. 

C， chloroplast~ S， starch grain~ V c， vesic1e. 
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Fig. 5-3. Immunogold labeling of mesophyll cells of Kalanchoe blossfeldiana. A and B， Labeling of the 2nd 
leaf with antiserum to PEPCase. C and D， Labeling of the 3rd leaf with antiserum to Rubisco. A and C， 
Well-watered conditions under long days. B and D， Drought conditions under short days. Leaves were 
numbered from the apex. Bars = 0.5μm. mt; mitochondrion. Other abbreviations as in Fig. 5-2. 

72 



Table 5-2. Immunogold labeling of PPDK， PEPCase， and Rubisco(LS) in leaves 
of Kalanchoe blossfeldianαgrown under different environmental conditions. 
Numbers of gold partic1es per unit area (μtn-2) are given as:f: SD (n = 8-10). 
CytJChlt ratio， ratio of labeling density in cytosol to that in chloroplasts. Leaves 
were numbered from the apex. LDw， well-watered conditilons under long days; 
SDd， drought conditions under short days. 

Enzyme Cell fraction Second leaf Third leaf 

LDw SDd LDw SDd 

No. of gold particles (μm-2) 

PPDK Chloroplasts 2.0士1.0 14.8 :f: 2.4 5.1 :f: 0.5 15.6士2.9

Cytosol 4.8士1.8 35.2士8.8 15.4:f:0.9 42.4士9.2

Other organelles 0.2士0.1 1.1 :f: 0.6 0.3 :f:0.2 1.1:f:0.4 

(CytJChlt ratio) (2.4) (3.0) (2.4) (2.7) 

PEPCase Cytosol 1.6 :f: 0.6 25.1 :f: 4.3 2.5 :f: 1.1 52.6:f: 5.9 

Organelles 0.2 :f: 0.1 1.2:f: 0.4 0.2 :f: 0.1 1.3 :f: 0.6 

Rubisco Chloroplasts 79.0:f: 6.8 90.0士9ユ 92.6:f: 8.7 92.4 :f: 3.1 
Cytosol + other 0.2 :f: 0.1 1.0:f: 0，，5 0.3 :f: 0.1 1.2 :f: 0.6 
organelles 
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Fig.S-4. Densities of immunogold labeling of PPDK， PEPCase， and Rubisco(LS) in leaves of 
Kalanchoe blossfeldiana grown under different environmental conditions. Data from Table 5-2. 
Chl， chloroplast~ Cyt， cytosol. 2nd， the 2nd leaf~ 3rd， the 3rd leaf. Leaves were numbered from 
the apex. LDw， wel1-watered conditions under long days~ SDd， drought conditions under short 
days. 
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緑休の両力に見出された(図 5-2)0PPDKに対する金粒子の標識密度は第 2葉、

第3葉ともに LDw区(区15-2A、C)に比べSDd区(図5-2B、D)で著しく高かった(表

5-2、図 5-4)。また、葉位問の比較では第 2葉(図 5-2A、B)より第 3葉(図 5-2C、

0)で高い標識密度を示した(表 5-2、図 5-4)。いずれの場合でも、葉緑体よりむ

しろ細胞質の標識密度が高かったが(表 5-2、図 5-4)、葉緑体に対-する細胞質の

標識密度の比は、条件区、葉位によりほぼ一定で、 LDw区では第 2葉、第 3葉

ともに 2.4、 SDd区では第 2葉で 3.0、第 3葉-で 2.7という値を示した(表 5-2)0 

葉緑体以外のオルガネラには有意な標識は見出されなかった。統計的な検定か

ら、全ての条件区で葉緑休及び細胞質の標識密度と葉緑体以外のオルガネラの

標識密度との間には有意な差(P<O.Ol)が確認された。

PEPCaseに対する金粒子の標識は、両条件区の植物ともに細胞質のみに観察

された(図 5-3A、B)oPEPCaseに対-する金粒子の標識密度は、 PPDKのそれと類

似した傾向を示し、 LDw区(図 5-3A)に比べ SDd区(図 5-3B)で、また第 2葉より

も第 3菓-で高い値を示した(表 5-2、図 5-4)。葉緑体やミトコンドリアなどのオ

ルガネラには有意な標識は見出されなかった(表 5-2)0統計的な検定から、全て

の条件区で細胞質の標識密度とオルガネラの標識密度には有意な差(P<O.Ol)が

確認されたO

Rubisco(LS)に対する金粒子の標識は葉緑体にだけ観察され(図 5-3C、0)、そ

の標識宿度には条件区、葉位によりほとんど差は見られなかったが、 LDw区の

第2葉では他と比べると幾分低い値を示した(表 5-2、図 5-4)。
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4.考察

長日条件のもとでは、ベニベンケイの若い葉は典型的な C)型のガス交換を示

すが、葉齢の増加とともに CAM活性の増大がみられるのrulfeltet al. 1982)。短

日条件下では、リンゴ酸の蓄積量、 PEPCase活性が長日条件下に比べさらに増

大し、明確な CAMへの変換が認められる(Queirozand More11974、Brulfeltet al. 

1982)。またベニベンケイでは口長条件だけでなく、乾燥ストレスによっても

CAMが誘導され、 7日間の処理により完全な CAM型のガス交換-に変わり、リ

ンゴ酸の蓄積およびPEPCase活性は最大を示す(Blulfeltet al. 1988)。本研究では、

このようなベニベンケイの特性を利用し、異なった CAM活性を示す植物を得

るために、短日処理に加えて、さらに水ストレスを加えることにより植物を育

成した O この結果、リンゴ酸の蓄積量、 PEPCaseの活性およびタンパク質量の

増減から判断して、これまでの報告で示されたように、処理区間や葉位によっ

て異なった CAM活性を示す植物を得ることができた。

木研究によりベニベンケイの葉肉細胞では、 PPDKは葉緑体と細胞質の両方

に蓄積することが明らかとなった。前章で述べられた8種のKaLanchoe属のCAM

植物は、全て Cyt-Chlttypeに分類されることが明らかになっており、ベニベン

ケイの結果も合わせると、 PPDKのこの特徴は KaLanchoe属植物全体にあてはま

るものかもしれない。このような細胞質型 PPDKが CAM機能においてどのよ

うな役割を演じているのかは興味深い問題である O
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ベニベンケイでは CAM活性の増大に伴い、PPDKタンパク質量および活性は

増加した。このとき、 PPDKに対する金粒子の標識密度の測定から示されたよ

うに、細胞質と葉緑体における PPDKの蓄積量はともに増大し(図 5-4)、それら

の標識密度の比は、 CAM活性の違いに関係なくほぼ一定であった(表 5-2)。こ

のことは、 CAM活性の増大に伴い、葉緑休型と細胞質型の PPDKの蓄積の増加

が連動して起こっていることを示している O もし、細胞質型 PPDKが CAMと

直接関わっていないならば、CAM活性の増大に伴って細胞質型 PPDKの蓄積量

の増加は起こらないものと考えられる O アイスプラントにおける C
3型から

CAM型の誘導.では、 CAM型に特異的な PEPCaseisoformの発現量の増加がお

こるが、C3型のPEPCaseisoformの発現量にはほとんど変化はない(Cushmanet al. 

1989， Hりfneret aI. 1989)。葉緑体型と細胞質型の PPDKに見られる厳密に連動し

た発現レベルの調節は、これら 2つの PPDKが CAM機能にともに関わってい

ることを示唆している O

PEPCaseに対する金粒子の標識密度は、PPDKと同じように CAM活性の増大

に伴い増加したが、Rubiscoに対-する標識密度にはあまり大きな差は見られなか

っt.:.o Clusiaでも、葉齢および水ストレスによる CAM活性の増大に伴って、

PEPCaseのタンパク質量の増加は見られるが、Rubiscoタンパク質量にはほとん

ど変化は見られないことが報告されているのor1andet al. 1998)0 
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5.摘要

短日や乾燥ストレスによって CAMが誘導することが知られているベニベン

ケイ(Kalanchoe blossfeldiana )の葉では、他の Kαlanchoe属と同じように、 PPDK

は葉肉細胞の葉緑体と細胞質の阿方に蓄積していた。本研究ではベニベンケイ

を用いて、 CAM活性の増大に伴い葉緑休型と細胞質型の PPDKが、葉肉細胞内

でどのように蓄積されるのかを免疫電顕法により検討"した。日長 14時間、潅水

を十分に行った実験区 (LDw)と、日長 10時間、給水を停止した水ストレス区

(SDd)で 1ヵ月間育成した植物では、同区とも CAMが発現していたが、 LDw

区よりも S凶区で、また上位葉より下位葉で高い CAM活性がみられた。葉緑

体と細胞質における PPDKに対する金コロイド標識密度は、いずれも L臥ν区

に比べ SDd区で、また上位葉より下位葉で高かったが、細胞質と葉緑体におけ

る標識密度の比はほぼ一定(2.4--3.0)であった。細胞質における PEPCaseの標識

密度も PPDKと類似したパターンを示し、いずれも LDw区に比べ SDd区で、

また上位葉よる下位葉で高かった。葉緑体における Rubiscoの標識密度には処

理区、葉{立による大きな違いは見られなかった。以上の結果は、 CAM活性の増

大に↑、I~い、葉緑体型と細胞質型の PPDK の蓄積量が連動して増大することを示

しており、 CAM機能における阿 PPDKの関与が示唆された。
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第 6章総合考察

本研究は CAM植物の光合成炭素代謝において、 主要な役割を果たす酵素、

PEPCase、Rubisco、およびPPDKの細胞内局在を明らかにした。 PEPCaseおよ

びRubiscoは、 CAM植物-菓-の葉肉細胞の細胞質および葉緑休にそれぞれ局在し

た(第 3章)0 PPDKの場合、その局在には種による多様性が示されたが、それ

らの CAM捕物は、葉緑休および細胞質の PPDKの局在パターンの違いにより

葉緑体(Chlt)型、細胞質-葉緑体(Cyt-Chlt)型、および、細胞質(Cyt)型という 3つの

型に分けられた(第 4章)。調査したいずれの ME1I~ CAM植物でも PPDK活性

があることが明らかになったが(第 4章)、特に Cyt型の植物で PPDK活性が認

められたことは、細胞質に局在する PPDK蛋白質が機能的な役割を果たすこと

を意味している O さらに、 Cyt-Chlt型のベニベンケイでは、 CAM活性の増大に

伴い、葉緑イ本型と細胞質型の PPDKの蓄積の増加が連動して起こっており、細

胞質型 PPDKは、葉緑体型 PPDK同様に CAM機能に関連した働きを担ってい

ることが考えられる(第 5章)0 これまで、 C4植物、 CAM植物においては PPDK

は葉緑体のみに局在すると考えられており (Spa1dinget a1. 1979， Schnarrenberger 

et al. 1980， Winter et al. 1982)、CAM植物の光合成組織において葉緑体ばかりでな

く細胞質にも PPDKが存在していることが明らかになったことは CAM植物の

代謝機能を考える上で重要である O
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調交した MElf~ CAM植物について PPDKとともに脱炭限酵素の活性を測定

した結果、 PPDKくの紺細l月胞包内)同寸干花正パ夕一ンの違いと NAD芳P-ふM伍EおよびNAD-ふ恥f伍Eの

j泊百川，↑性|

緑イ休本に多量に PPDKくを蓄積する種はNADPド-MEi活舌↑性生がNAD-MEi活舌性に比べ高く、

一j力J細)月胞]抱包質に多量;にこ PPD】Kを蓄積している穐では反対対aの{傾頃向が見出されたO こ

のことから、リンゴ酸の脱炭酸から糖新生に至る 一連の代謝機構には、 PPDK

の細胞内局夜と対応したいくつかの異なる炭素代謝経路の存在が予想される O

木章では、まず PPDKの細胞内分布の違いに対応した炭素フローについて検

討'し、このような CAM型光合成の炭素代謝機構の多様性について考察を加え

たO 次に、 CAM植物における葉緑体型および細胞質型 PPDKの発現様式につい

て分子生物学的な側而から考察した。

PPDKの細胞内局在様式カず異なった ME型 CAMにおける炭素代謝経路

これまでに、アイスプラントや Sedumpraealωmなどの C品 4植物では、 PPDK

は葉緑休に局在していることが報告されている (Spalding et al. 1979， 

Schnarrenberger et a1. 1980， Winter et a1. 1982)。このことから一般に ME型 CAM植

物では、リンゴ酸の脱炭限後に生じたピルビン酸は葉緑体に輸送され、葉緑体

に局在する PPDKの働きで PEPに変換されると考えられてきた (Osmondand 

Holtum 1981)。 しかし、木研究の結果から明らかにされたように、種によって

PPDKは葉紋休だけでなく細胞質にも分布している o PPDKの機能する場所が
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異なれば、それに作って一連の炭素代謝経路も異なる ことが予想される O そこ

で、 MEE~~ CAM純物のフェ イズ IIIにおける炭素代謝経路について、 PPDKの

細胞内の局在性と脱炭酸酵素活性の高低の違いから推察してみたい(図 6-1)0

まず、PPDKが葉緑体のみに分布する Chlt型では、 NAD-MEより NADP-ME

の方が高い活性を示すことから(表4-4)、夜間に蓄積されたリンゴ酸はミトコン

ドリアに存在 している NAD-MEよりむしろ、細胞質に存在している NADP-ME

によ って脱炭敵され、生 じたピルビン酸は葉緑体に輸送される。生成された PEP

は葉緑体外に運び出され 3-PGAに変換される (Neuhaus 1988、Osmondand 

Holtum 1981)0次に、 PPDKが葉緑体と細胞質の両方に分布する Cyt-Chlt型では、

NADP-MEとNAD-MEの活性にはあまり大きな違いはないことから(表4-4)、リ

ンゴ椴は細胞質の NADP-MEとミトコンドリアの NAI)-MEの両方により脱炭酸

された後、生成されたピルビン酸はそれぞれ細胞質型 PPDKおよび葉緑体型

PPDKによ ってPEPに変換される O 葉緑体で、生成された PEPは葉緑体外に運び

出され、細胞質で生成された PEPと合流する o 3番目の、 PPDKが細胞質に分

布する Cyt型では、 NADP-MEよりも NAD-MEの活性の方が高いことから(表

4-4)、リンゴ椴は主としてミトコンドリアに存在している NAD-MEによって脱

炭酸され、ピルビン酸が生成される O そして Chlt型の経路とは対照的に、ピル

ビン酸からPEPを経て 3-PGAに至る反応はすべて細胞質で行われることにな

るO
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Fig.6-1. Proposed schemes for carbon flow during phase III of the three ME-CAM groups. PPDK and decarboxylation enzymes 
are indicated: a， NADP品伍;b， chloroplastic PPDK; c， NAD-~伍; d， cytosolic PPDK. Chlt， chloroplast; Cyt， cytosol; MAL， malate; 
Mit， mitochondrion; PYR， pyruvate; PS， photosystem; RC， respiratory chain; Vac， vacuole. 



CAM植物のフェイズ IIIにおける代謝経路については、炭水化物代謝と関連

づけて検討した報告がある o ChristopherとHoltum(1996)は、 CAM地物におけ

る主要な貯蔵炭水化物の分配蓄積を調査し、 ME-葉緑体内デンプン蓄積型、 ME-

葉緑体外炭水化物蓄積型、 PCK-葉緑体内デンプン蓄積型、および PCK-葉緑体

外炭水化物蓄積型という 4つの型に分類している O 彼らの分類に従えば、 ME

剖 CAMには 2つの貯蔵炭水化物の分配型が存在していることになる o ME-葉

緑体内デンプン蓄積型とは、恥1E型 CAMの内、主としてデンプンを葉緑体に蓄

積するものであり、 ME-葉緑体外炭水化物蓄積型とは、 ME型 CAMの内、葉緑

体外に炭水化物を蓄積する ものである Oこれらの炭水化物の分配様式によれば、

細胞質で PEPから変換された 3-PGAの行方は、葉緑体と細胞質の 2通りに分か

れ、恥伍型 CAM植物のフェイズ IIIにおける炭素代謝経路はより多岐にわたっ

ていることになる o ChristopherとHoltum(1996)が調査した ME型 CAMの内、

コダカラベンケイおよびセイロンベンケイは葉緑休内にデンプンを蓄積し、

Sαnseνi eria hahniiは葉緑休外に炭水化物を蓄積する O しかし、本研究の PPDKの

百j在型から見れば、これら 3種はいずれも Cyt-Chlt型である O すなわち、貯蔵

炭水化物の分配型も考慮すれば、 Cyt-Chlt型の経路はさらに 2つに分けられる

ことになる O このような炭水化物の分配様式と PPDKの局在性がどのような関

連を持っているのかはさらに調査する必要がある O

本研究で提案した代謝経路が実際に機能するためには、 PPDKの反応に必要

とされる ATPがどのようなエネルギー供給系によって生み山されるのかを考

83 



慮、しておく必要がある O 葉緑休PPDKではその触媒反応を起動させるために必

要な ATPは葉緑体の光リン際化反応により供給されると考えられているが

(Kluge and Ting 1978)、細胞質型 PPDKについては明らかではない。

葉緑体を欠くコムギ種子の糊粉層には細胞質型の PPDKが蓄積しているが、

この場合必要とされる ATPはミトコンドリアから供給されるものと推定され

ている(Aoyagiand Chua， 1988)0 NADPHはNADHに比べ、酸素分子により酸化

されにくく、ほとんどの植物のミトコンドリアでは、細胞質に局在する

NADP-MEの反応によって産山される NADPHによるよりはむしろ、ミトコンド

リア内で生産された NADHを利用することにより l呼吸鎖での酸化が行われて

いる O まれな例ではあるが、 Cyt苧Chlt型のコダカラベンケイや Sedumpraeal似m、

ジャガイモの塊茎およびダイズ葉では、細胞質から外図的に供給されたNADPH

が、ミトコンドリアで酸化されることが見出されている(Arronet a1. 1979， Day 

1980)0しかし、この場合この過程で生じた ATPがミトコンドリアから細胞質

へ放出された後、どこで消費されるかは分かっていない(Osmondand Holtum， 

1981)0 PCK型の C4回路では、 PCK反応に必要な ATPはミトコンドリアから供

給されることが知られており(Burnelland Hatch 1988、Leegoodand Osmond 1990)、

このような ATPの供給系がME型CAMの細胞質型PPDKに対しても利用され

ているのかもしれない(図 6-1)0 
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細胞質型 PPDKと葉緑体型 PPDKの分子生物学的な側面

これまでに様々なバクテリアや植物から PPDK遺伝子が単離され、それら

の構造や発現機式が比較解析されている(Kuet a1. 1996)。しかし、 CAM植物に

ついては現在のところ、アイスプラントの PPDKに対する cDNAが単離されて

いるだけである(Fisslthaleret al. 1995， CushIuan and Bohnert 1997)0これによれば、

アイスプラントでは PPDKは単一の遺伝子によりコードされており、その転写

産物は N-末端にトランヂットペプチドを持ち、合成されたタンパク質は葉緑体

に蓄積される(Fissltha1eret a1. 1995)0この場合、細胞質型 PPDKに対する cDNA

は見出されておらず、本植物の CAM型は PPDKを葉緑体のみに蓄積している

という結果と一致している(Winteret al. 1982)0 

一方、 Iii子葉 C4植物のトウモロコシでは少なくとも 2つの PPDK遺伝子が存

在しており、そのうちの lつは細胞質型 PPDKをコードしているが、もう 1つ

の遺伝子は 2つのプロモーターにより発現調節を受けており、長さの異なる 2

種類、の転写産物を生産する(いわゆる"dual-promotersystem")o長い方の転写産物

は葉緑体型 PPDKを、短い方の転写産物は細胞質型 PPDKをコードしている O

そして、葉では葉緑体型の PPDKが多量に蓄積される(Glackinand Grula 1990， 

Sheen 1991)。単子葉 C)植物のイネでも、発現レベルに違いがあるものの、 PPDK

遺伝子の発現調節機構は基本的にはトウモロコシの場合と同じである(lmaizumi

et al. 1997) 0 双子葉~ C
4
植物の Flaver切 trinerviaでも"dual-promotersystem"により莱

緑体刑と細胞質型の PPDKが作られ、葉では前者が多量に蓄積される (Rosche
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and Westhoff 1995)0この植物では、他の Flaveriaの C]種や C1-C441同種と同じよ

うに、 PPDKは単一の遺伝子によってコードされている(Roscheet a1.1994， Usami 

et al. 1995， Rosche加 dWesthoff 1995)0 もうひとつの特異な例、しかし本研究で

明らかとなった PPDKの蓄積様式と類似した例が、生育環境の違いにより光ム

成型を C]~! と C4 型に変換する水陸両生植物 Eleocharis νiν ip(JJíα で見出されてい

る(Ueno1996， Agarie et al. 1997)0 この植物では、光合成組織の葉緑体と細胞質

の阿者に PPDKを蓄積しており (Ueno1996)、これらに対応する葉緑体型と細胞

質型の PPDK遺伝子が単離されている O この場合、それぞれの PPDKは別々の

遺伝子にコードされている(Agarieet al.1997)0 

本研究で明らかとなった様々な ME-CAM植物における PPDKの蓄積様式が、

遺伝子レベルでどのように調節されているのかは、これから解明すべきもっと

も興味深い課題である o PPDKに対するウエスタンブロットによれば、 Cyt-Chlt

則の"1でも Lithops、Sedum palmeri、Alluαudiα、Sanseνenaのように一本のバン

ドを形成するものと Sedum rubrotinctumやKalanchoeのように 2本のバンドを形

成するものとが見出された。前者では単一の遺伝子から同じサイズの葉緑体型

と細胞質型の PPDKが作られている可能性が考えられる O 後者については、 2

木のバンドが各々葉緑体と細胞質のどちらの PPDKに対-応しているのかはまだ

明らかではないが、異なった独立した遺伝子に由来しているのかもしれない O

本研究の結果は、 CAMにおける PPDKの分子進化が C4植物の場合以上に複雑

であることをH音示している o ME-CAM植物では NADP-MEは細胞質に局在して
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おり、維管束鞘細胞の葉緑体に局在している C4植物の場合と異なる(Spa1ding et 

a1. 1979， Winter et al. 1982)0これは CAM酵素の分子進化の独自性を表わしてい

るもう 一つの例といえる O
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要約

CAMはCrassulaceanAcid Metabolism (ベンケイソウ科型酸代謝)の略であり、

光合成炭素代謝機構の lつである o CAMを有する組物 (CAM植物)は、乾燥

地に分布するものが多く、乾燥環境に対する適応機構として注目されている。

方、 CAMに関わる酵素の細胞内における局在部位や代謝経路については、

充分に解明されていない点も多い。CAM植物における炭素代謝酵素の細胞内分

布については、これまで|浪られた植物種について、主にオルガネラの分画によ

り行われてきた。この手法によれば、 PEPCaseのように活性測定の難しい酵素

では、その細胞内局在を解析することは容易でなく、そのため研究者によって

異なった結果が報告されている O 近年、細胞内におけ'るタンパク質の局在を解

析するうえで、免疫細胞化学的手法が広く用いられるようになってきた。その

lドでも特に、免疫電子顕微鏡法はすぐれた手法である O 本研究では、さまざま

な CAM植物における光合成炭素代謝酵素の葉肉細胞内における局在部位を金

コロイド免疫電子顕微鏡法により明らかにした O それらの結果をもとに、 ME

型CAMのフェイズIIIにおける炭素代謝経路について検討を加えたO また、 ME

型 CAM地物における葉緑体型および細胞質型 PPDK.の発現様式について、分

子生物学的な側面から考察した。

1. CAM植物の葉内部構造
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まず、光令成が機能する器宵である葉の内部付与造を明らかにするために、月1

子葉村i物の PCK型であるパインアップル科のパインアップル、双子葉植物の

ME型であるザクロソウ科のアイスプラントおよびベンケイソウ科のコダカラ

ベンケイ、セイロンベンケイ、ベニベンケイの葉について、光学顕微鏡、並び

に透過型電子顕微鏡により調交した。その結果、調査した CAM植物の葉はい

ずれも大型の液胞を持った葉肉細胞が鍛密に分布していることが認められた O

葉肉細胞における葉緑体はいずれもグラナが発達しており、デンプン粒が観察

された。また、菓-肉細胞の細胞質には網目状に発達した多数の小胞がみられ、

液胞と細胞質問における代謝産物の輸送を高める働きをもっているものと考え

られた。ベニベンケイ葉の葉肉細胞では、他の CAM植物と異なり葉緑体の集

合が起こっていることが見山された O

2. 葉肉細胞における PEPCaseおよび Rubiscoの局在

CAM植物の葉肉細胞における PEPCaseの局在部位については、これまで異な

った結果が報告されていることから、パインアップル、アイスプラント、コダ

カラベンケイ、およびセイロンベンケイの 4種の CAM植物を用い、葉肉細胞に

おける PEPCぉeおよび Rubiscoの局在を金コロイド免疫電子顕微鏡法により検

討した。この結果、調査した CAM植物すべてにおいて、 PEPCaseは細胞質に、

Rubiscoは葉緑体に局在することが明らかになった。このような 2つの炭酸固定

酵素の光介成細胞内における局在部位は C4植物の場合と同じであるが、CAM植

物ではr11J -細胞の中で場所を変えて存在している点で、 C4植物とは異なってい
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た。

3. 葉肉細胞における PPDKの局在様式とその多様性

6科 15属 26種の CAM他物を対象として、葉肉細胞における PPDKの細胞内

局在を金コロイド免疫電顕法により調査した。 PCK型 CAM植物のパインアッ

プルでは、 PPDKに対する金コロイド標識は観察されなかった。 一方、 ME型

CAM植物における PPDKの局在には種により変異がみられ、その局在パターン

は、葉緑休のみに局在するもの (Chlt型)、細胞質のみに局在するもの (Cyt型)、

並びに細胞質と葉緑体の阿方に分布するもの (Cyt-Chlt型)という 3つの型に分

けられることが明らかとなった。これらの ME型 CAcM植物はいずれも PPDK

酵素の活性をもち、特に Cyt型で PPDK酵素の活性が認められたことから、細

胞質型 PPDKが実際に酵素としての活性をもち、機能的な役割をもっているこ

とが示唆された。

4. PPDKの局在様式と脱炭酸酵素活性との関係

これらの ME型 CAM植物について脱炭酸酵素の活性を測定した結果、 PPDK

の細胞内局在パターンの違いと NADP-ME および N刈D-~伍の活性の高低の聞に

は相関があることが明らかとなった。すなわち、葉緑体に多量に PPDKを蓄積

する種は NADP-旧活性が NAひME活性に比べ高く、 一方細胞質に多量に

PPDlくを蓄積している種では反対-の傾向があることが見出された。

5. CAM活性の増大に伴う葉緑体型および細胞質型 PPDKの蓄積様式
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短 [-1や乾燥ストレスによって CAMが誘導することが知られているベニベ

ンケイの葉では、他の Kalanc/7oe属植物と同じように、 PPDKは葉肉細胞の葉緑

体と細胞質の両方に蓄積した。そこで、ベニベンケイを月!いて、 CAM活性の増

大に十t~. い葉緑体型と細胞質型の PPDK が、葉肉細胞内でどのように蓄積される

のかを金コロイド免疫電顕法により検討-した。その結果、 CAM活性の増大に伴

い、葉緑イ本型と細胞質型の PPDKの蓄積量が連動して増加することが見出され、

細胞質型 PPDKも、葉緑体型 PPDKと同様に CAM機能に関与していることが

不唆された。

6. ME型 CAM植物のフェイズ 111における炭素代謝経路

以上の結果をもとに、 ME型 CAM植物のフェイズ IIIにおける炭素代謝経路

について、 PPDKの局在性と脱炭酸酵素活性の高低の違いから考察したO まず、

PPDKが葉緑体のみに分布する Chlt型では、夜間に蓄積されたリンゴ酸は

NAD-MEよりむしろ NADP-MEの働きによって脱炭酸される O 生じたピルビン

酸は葉緑体に輸送され、葉緑体型 PPDKによって PEPに変換されるものと考え

た。次に、 PPDKが葉緑体と細胞質の両方に分布する Cyt-Chlt型では、リンゴ

酸は NADP-MEとNAD-MEの両方により脱炭酸された後、生成されたピルビン

阪は細胞質と葉緑体とで、それぞれ細胞質型 PPDKおよび葉緑体型 PPDKによ

って PEPに変換されるものと推察した。最後に、 PPDKが細胞質に分布する Cyt

却では、リンゴ酸は主として NAD-MEによって脱炭酸され、ピルビン酸が生成

される Oそして Chlt型の経路とは対照的に、ピルビン酸から PEPを経て 3-PGA
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に至る反応はすべて細胞質で行われるものと考えた。

7. 細胞質型 PPDKと葉緑体型 PPDKの分子生物学的な側面

PPDKに対-するウエスタンブロットによれば、 Cyt-Chlt型のr!，でも Lithops、

Sedum palmeバ、 Alluaudiα、Smlseveriaのように一本のバンドを形成するものと

Sedunz 1ゆ

することが見出された。前者では単一の遺伝子から同じサイズの葉緑体型と細

胞質型の PPDKが作られており、後者では、 2木のバンドの内どちらが葉緑体

と細胞質の PPDKに対-応、しているのかは明らかで、はないが、異なった独立した

遺伝子に山来している可能性が考えられたO
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Summary 

CrassuJacean acid rnetabolism (CAM) represents one of m司orphotosynthetic 

modes in plants. Many CAM species are distributed in arid regions， so that CAM has 

been considered as an adaptive mechanisrn to dry environrnents. However， the 

intraceIlular Jocalization of enzymes involved in CAM and the metabolic pathway have not 

been sufficiently elucidated. The subcellular localization of CAM enzymes has so far been 

analysed for a limited number of species by cell fractionation， and some conflicting results， 

such as in the subcellular localization of PEPCase， have been reported. Recently， 

immunocytochemical techniques have often been used for analyses of the subcellular 

localization of enzymes in plant cel1s. In this study， the intracellular localization of 

photosynthetic enzymes in the carbon metabolism was investigated for various CAM 

species by protein A-immunogold labeling and electron microscopy. Based on these 

results， new pathways of the carbon metabolism in phase III of 1¥伍-CAMwere proposed. 

ln addition， the molecular aspects of the expression patterns of cytosolic and chloroplastic 

PPDKs were discussed. 

1. Leaf inner structure of CAM plants. 

The inner structure of leaves， which is the main photosynthetic organ， was 

observed for a monocot PCK-CAM species， Ananωcomosus， and dicot ME-CAM 

species， Mesembryanthemumσァstαllinum，Kalanchoe blos排ldiana，K.ぬigremontiana，

and K. pinnatαby light and electron microscope. These CA1vt species had succulent 

leaves， in which highly vacuoJate rnesophyI1 cells were densely packed. The chloroplasts 

of mesophyll cells had well-developed grana and accumulated starch grains. Many 

vesicIes of various size were observed in the cytosol of mesophyll cells. It was suggested 

that the structure is responsible for efficient transport of rnetabolites between the cytosol 

and the vacuole. ln the case of K. blossfeldiana， the aggregation of chloroplasts was 

observed in mesophyll cells. 
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2. The intracellular localization of PEPCase and Rubisco in mesophyll 

cells. 

The intracellular localization ofPEPCase and Rubisco in mesophyll cells was 

exarruned for CAM species， A. comosus， M. ayst，αllinum， Ft. daigremontiana， and K. 

pirmatαby an immunogold electron rrucroscopic technique. In a11 CAM species exarnined， 

Rubisco and PEPCase were loca1ized in the chloroplasts and cytosol， respectively. These 

results showed that the two carboxylases are compartmenta1ized between different 

subcellular sites in a single photosynthetic cell， contrasting with the case of C4 plants， in 

which they occur separately in two cell types. 

3. The species variation in the intracellular pattぽnsof PPDK localization i n 

mesophyll cells. 

The intracellular localization ofPPDK in Inesophyll cells of 26 CAM species in 15 

genera of 6 families was exarruned by an immunogold electron rrucroscopic technique. In 

PCK-CAM species， Al1al1as comosus， no immunogold labeling for PPDK was found. 

With regard to the ME-CAM species， the species variation was found in the intracellular 

localization ofPPDK. The pattern of intracellular localization ofPPDK was divided into 

three types: Chlt， which accumulates PPDK only in the chloroplasts; Cyt-Chlt， which 

accumulates PPDK in both chloroplasts and cytosol; and Cyt， which accumulates PPDK 

predominantly in the cytosol. The photosynthetic tissues of all ME-CAM species， 

including the Cyt type， had substantial PPDK activity， suggesting that PPDK in the 

cytosol is active and probably plays a functional role. 

4. Relationships between the intracellular patterns of PPDK localization and 

the activity of decarboxylation enzymes. 

It was found that there is a correlation between the intracellular patterns ofPPDK 

localization and activity ratios of NAD-恥伍andNADP-ME. In the species which more 

accumulated PPDK in the chloroplast， activity of NADP-ME was higher than that of 

NAD-ME， whereas in the species which more accumulated PPDK in the cytosol， a 
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contrary tendency was found. 

5. The pattぽ nof accumulation of the chloroplastic and cytosolic PPDKs 

during enhanced expression of CA恥1

Kalanchoe blos砕ldianαisknown to change the expression level of CAM under 

different environmental conditions， and this species also accumulates PPDK in both 

chloroplasts and cytosol， as did other Kalanchoe species (Cyt-Chlt type). The pattem of 

accumulation of the chloroplastic and cytosolic PPDKs was investigated for K. 

blossfeldiana plants with different levels of CAM expression， using an immunogold 

electron microscopic technique. The increase in the chloroplastic PPD K was associated 

with that of the cytosolic PPDK during enhanced expression of CAM under drought 

conditions with short days. This fact suggested that the cytosolic PPDK is also involved 

in CAM function， as is the chloroplastic PPDK. 

6. The carbon metabolic pathways in phase 111 of ME-CAM. 

Based on the results of the intracellular patten1s of PPDK localization and the activity 

of decarboxylation enzymes， possible carbon metabolic pathways in phase III of ME-

CAM plants were proposed. ln the Chlt type that accumulates PPDK only in the 

chloroplasts， malic acid accumulated at night is decarboxylated by NADP-ME rather than 

NAD-ME， and pyruvate generated is phosphorylated to PEP by catalysis ofPPDK in the 

chloroplasts. In the Cyt-Chlt type that accumulates PPDK in both chloroplasts and cytosol， 

malic acid is decarboxylated by both NADP-ME and NAD-l¥1E， and pyruvate generated is 

phosphorylated to PEP by catalysis of both chloroplastic and cytosolic PPDKs. In the Cyt 

type that accumulates PPDK only in cytosol， malic acid is decarboxylated predominantly 

by NAD-ME. In contrast with the pathway of Chlt type， all reactions from pyruvate 

through PEP to 3-PGA are petformed in the cytosol. 

7. Molecular aspects of the cytosolic and ch Iぽ oplasticPPDKs. 

The Westem blots for PPDK of the Cyt-Chlt type species revealed that Lithops， 

Sedu11l palmeri， Alluaudia， and Sansevieria showed a single band， whereas Sedum 
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rubrotinctum and Kalαnchoe showed two bands. It was suggested that in the former， both 

the chloroplastic and cytosolic PPD Ks， which are the same rnolecular size， may be 

produced from a single gene， and in the latter， although it is not known which band 

corresponds with the chloroplastic and cytosolic PPDKs， these isoforms may be encoded 

by different genes. 
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