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植物の低温生化学的研究 vr
ポプラ材部のグルコースーか燐酸および 6ーホスホ

グルコン酸脱水素酵素の活性について

匂坂勝之助

(低視科ー学研究所)

(昭和 45年9月受理)

I.緒言

この実験は，ポプラにおける基質流量の調節機構に関する研究の一部として行なったもの

である。

G6Pはク、、ルコースが低分子化してし、く反応径路あるいは高分子物質にとりこまれる過程

などの分岐点に位置していて，次の 4反応を接触する酵素の基質となる。

1. G6P~平G1P

2. G6P手二三F6P

3. G6P-6PG (6PG一一→Ru5P一一→R5P)

4. G6P一一→グルコース+Pi

六炭糖が盛んに合成されて搬粉の形成が活発な状態では式 1，2の反応系が主要な径路を形成し

ているが，式3の反応がこれに組合されると制御材構が働らく 1)ので複雑となる。

従来， 植物の生化学的研究は“葉"の機能に関する事柄に集中していて， “幹"のように

個体にとってむしろ主要な部分に対してはあまり関心がもたれていないきらいがある。前の報

告2)によって，材部はその酵素活性からみて可成り重要な機能を有することがわかった。木報

では一連の実験として，式3を接触する酵素活性の変動をしらベ反応径路の分岐点における制

御関係に若干の考察を加えた。

実際， 冬のポプラの材部に強い G6Pの脱水素酵素群が存在し， 開芽にともない徐々にそ

れらの活性低下のおこることがわかった。

本文では次の略号を用いた。 G6P，グルコース 6一燐酸;F6P，フラクトース 6-燐酸;G1P， 

グルコース l一燐酸 6PGLU，6ーホスホグルコン酸 Ru5P，リブロース 5-燐酸 R5P，リボ

ース 5-燐酸 PHI，ホスホヘキソーズイソメラーゼ GA3P， グリセノレアルデヒド 3-燐酸;

G6PDH，グルコース 6-燐酸脱水素酵素 6GPDH，6ーホスホグルコン酸脱水素酵素 Pi，無

機燐酸。
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II. 材料と方法

材料: ポプラ (Populusgelricα)は鉢植のものと圃場に生育しているものの両者を用いた。前

者は 1月中旬に闘場からどCの室に移して保存し実験に供した。酵素と主な試薬は Boehr-

inger u. Sohne GmbH製を用いた。

方法: 酵素液の調製は前報2) と同様に播潰機を用いて行なった。 謄砕後のガーゼ搾汁をトリ

ス一塩酸緩衝液 (0.05M， pH 7.6)に対して 30分毎に外液を取換えて 90分間透析し， ついで

10，000xgで 10分間遠心してその上清を酵素液とした。 酵素活性の測定は次の反応液を用い

て行なった。反応液組成:G6P 0.2μmoleあるし、は 6PGLU0.5μmole， TPN+ 0.25μmole， 

MgCl230μmole，トリス一塩酸緩衝液， pH 7.6， 150μmol巴および酵素液，全容 3.0ml。蛋白質

の定量は 6N塩酸で加水分解したのち，牛血清プノレブミ

ンを標準として，アミノ酸を定量する方法で行なった。 野手 0・100

家 木部
(0.27n:g 長1'1'('1) 

III. 結 果

材部の G6PDHと6PGDHの活性

越冬中のポプラ村部は G6PDHと 6PGDHの活性

が非常に強い。第 l図に示すように靭皮音1)中のこれら

2酵素は TPN+の還元を比色する方法では検出不可能

で，前報3)のようにアイソトープを用いて活性の検出が

可能な程度である。これに反して材部はこれらの酵素活

性が強いので少量の酵素液で酵素活性の測定が可能で

ある。

活
'/'1: 
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紘皮部
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第 1図 ポプラの材部の G6PDH活性

反応液組成 G6PO.2μmole，1、PN-

0.25μmole， MgCIz 30μmole， トリ
ス一塩酸緩衝液， pH 7.6， 150ρmole 
および酵素液，全容3.0ml，酵素活性
は O.D.340mμ であらわした

第1表 冬*のポプラの G6PDH活性

区 分 蛋由貿 G6PDH 蛋白質 G6PDH 

(mg) (μmole/l0分/mg蛋白質) (mg) (μmole/l0分/mg蛋白質)

易 溶 性 1.3 0.07 2.7 。不本

孤酸緩衝液可溶性 一一*氷水 。** 12.3 。キド

11 不溶性 0.5 0** 6.7 。料

* 3月 11日採取 ** 比色法では活性が検出されない 料水 極く微量の蛋白質

第2表 春*のポプラの G6PDH活性

区 分 蛋白質 G6PDH 蛋白質 G6PDH 

(mg) (μmole/lO分/mg蛋白質) (mg) (μmole/l0分/mg蛋白質)

易 溶 性 。目74 。料 (0.01以下) 0.7 。**

郷酸緩衝液可溶性 一-，咋* 。** 0.9 0** 

11 不溶性 3.6 。料、

* 5月27日採取 料 比色法では活性が検出されない 料*極く微量の蛋白質



冬と春の材部の G6PDH活性をしらベた結果を第1表と第2表に示した。 磨砕物を3つ

の蛋白質区分， 即ちトリス一塩酸緩衝液で容易に可溶化する区分， 珊酸緩衝液抽出で可溶化す

る区分および、不溶区分に分けーた結果， G6PDHは易溶性区分にあることが示された。 比較の

為に靭皮部の蛋白質区分についてそれぞれ蛋白量を示した。 前述のように靭皮部の G6PDH

活性は極めて弱いので，この実験条件では活性の分布は明らかでない。

材部の G6PDHは通常の磨砕・抽出の条件で， その 80~90% が最初の抽出液に含まれ

る。 6PGDH活性も G6PDHと同様に易溶性で， その始んどが初回の抽出液中に含まれる。

冬期の材の高い脱水素酵素活性は開芽後 2~3 週間内

に低下してしまい， 極めて~~ ~ 、活性を示すようにな

る。このような活性低下の現象がポプラの材部に一般

的なことであるか否かを検討する為に第 1，2表とは別

のポプラで活性の違いをしらベた。第3表にその結果

を示した。 このように G6PDHの高い活性は冬の材

部に特有の性質であることが明らかになった。
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第3表ポプラ材部の G6PDH

採取 可溶区分 不溶区分

月日 (μmole/l0分/mg蛋白質)

3/20 0.07 。*

7/16 0.01以下 。*

* 1七色法では活性が;検出されない

G6PDH と同時に行なった実験で，材の 6PGDH 活性は，常に G6PDH より高く (3~6

倍あるいはそれ以上)， また，開芽後に G6PDH活性の検出が容易でない時期におし、ても比色

かった。

法で検出し得る程度の水準を保っていることがわ

G6PDHと 6PGDH活性低下の時期

鉢植のポプラを用いて開芽前後の G6PDH

と6PGDH活性をしらベた。 1月中旬まで閏場に

おし、た鉢楠のポプラを室内に入れると約2週間で

開芽が始まり，新輸の伸長と緑葉の繁茂が相伴な

う。このような“生活相"の変化に応じたG6PDH

と 6PGDHの活性を第4表に示した。 表からわ

かるように開芽にともなう活性の低下は顕著であ

第4表開芽にともなう材の G6PDH
と6PGDHの活性変化

G6PDH 6GPDH 
月 日

(μmole/l0分/ml酵素液)

2/ 7実験開始* 0.28 1.00 

2/23開芽開始

3/ 2 。料 0.17 

3/ 9 。*本 0.07 

*月中旬から実験開始まで 40Cr.こ保った
同 比色法では活性が検出されない

る。 開芽が始まる噴はまだ高い酵素活性が保たれているが， その後の変動は著しく G6PDH

は比色法によっては検出し難くなり，

6PGDH活性も僅かとなる。このように

鉢憾のポプラを用いても，間場における

冬から春の状態の変化と同じことが観察

された。

G6PDHと 6PGDHの活性変動

年間を通して活性をしらベた結果を

第21遡(G6PDH)と第3図 (6PGDH)に

示した。春の開芽時期に低下した材の

G6PDH活性は通常の条件ではその低い
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第2図 ポプラ材部における G6PDH活性の変化

反応条件は第 l図参照。酵素活性 0，μmoleTPNH/ 
10分/ml酵素液， X，μmole/l0分/mg蛋白質
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水準を 8月頃まで保つように思われる。秋にお

ける活性の高まりは徐々に進み，落葉の時期に

は可成の高い活性を示すようになる。 6PGDH

活性も同様な経過をたどることがわかる。この

ように越冬中の材の G6PDHと 6PGDHは，

春と夏の低い水準を経て再び高い活性の水準に

到達することが判明した。
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第3図 ポプラ材部における 6PGDH
活性の変化G6PDHの阻害物質について

i限皮部には，開芽時期に強力な G6PDH阻 反応条件は本文参照

害物質が出現するがIL この時期の材部には陀
酵素活性・ μmoleTPNH/lO分/ml酵素液

害物質はほとんど存在しない。また，他の時期にも存在しないように思われる。冬期は材部に

比べて腕1支部の G6PDH活性は非常に弱く?春期および夏期におし、てもこの低い水準を示す

が， 開芽・成長時期には材音11の活性が著しく低下するので個体として靭皮部の G6PDHに依

存する度合が噌している。このような時期に阻害物質が出現するのでこの物質は物質代謝に相

当な影響を与えているものと考えられ

る。この物質は特に靭皮音Ilの代謝と密

接な関連をもつように限定された効果

を示しているように思われる。

市販の G6PDHに春の靭皮部抽

出液を加えると強い阻答を示す1)。 こ

の阻害は桔抗的で、ありラ抽出液をあら

かじめヒドロキシルアミンで処理する

と阻害効果を示さなくなる(第5表)。

これらのことから阻害物質はフ既に微

生物などで知られている Acyl-CoAで

あると I~\われる。

IV.考察

冬期のポプラ材部は高い G6PDH

と 6PGDH活性を有している。 落葉

後のポプラでは，靭皮音11の両酵素活性

は比較にならない程度に低いから，個

体としてみると両酵素活性のほとんど

の部分が材に集中していることがわか

った。 この点から材部の生化学的役

割を検討することが必要になったと思

われる。第6表は5年生のポプラの幹

第5表靭皮古1¥抽出液に対するヒドロ
キツノレアミンの効巣

1.対 ~i百

2. 1十瓢l皮部抽出液

阻害 (%J

O 

50 

3. 1十0.5M ヒドロキシノレアミ y処理抽1:1:¥液 0 

G6PDHの活性測定系:トリスーYa酸緩衝液， pH 7.6， 150 
μmole， MgCl2 30μmole， TPN+ 0.2μmole， G 6 P 0.2 

μmole， G6PDH 0.05単位， G6PDHを 1/2阻害する最の
拠皮部抽出液，全'$f3.0 ml。級皮部抽出液のヒドロキシノレア

ミγ処理:開芽後のi籾皮部抽出液 0.05mlに中和した 1M

ヒドロキシノレアミン 0.05mJを加えて 30分間反応させた

第6表冬のポプラ材部の PHIと
6PGDHの活性

年愉
P. gelrica P. jacolll etii 

PHI* 6PGDH PHI* 6PGDH 

5 …ー** 一個** 十 + 
4 + + 十 + 
3 十 + + 十

2 十 + 十 十

+十年制 +十料* 1+ 1+ 

* 酵素活性測定系は本文の G6PDHil¥IJ定系から G6Pを
除き， F6Pと過剰の[11)仮G6PDHを加えた

同 相思変していた

同 i 活性は 1年目を基準とした。 PHIと6PGDHの活性
が等しいことを意味しない
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(直径約lOcm)から年輪毎に材を分けて PHIと6PGDHの活性をしらベた結果である。 幹の

部分は校と比べて酵素活性は低いが伺れも比色法で検出可能である。 前述の如く PHIとこれ

ら2酵素は G6P代謝の分岐点に位置しているから， この実験結果はこれらの酵素群が太い幹

の内部において機能と結びついた役割を果していることを示しているものと考えられる。

開芽後，緑葉が繁茂する頃までに材部の G6PDHと6PGDH活性が著しく低下する。 こ

の時， 材部のトランスケトラーゼ、活性に変動がおこらなし、2)。靭皮部では開芽にともなってト

ランスケトラーゼ活性が顕著に低下し，年聞を通じて存在する弱L、G6PDH活性の調節には

Acyl-CoAのような陪害物質が関係しているように考えられる。 このように現在までの成績で

は，材部では G6P代謝系の分岐点での代謝調節がみられ，靭皮部ではこの分岐点から離れた

点に大きな変化がみられる。酵素量の変化は主として五炭糖燐酸田路系の酵素におこり，反応

生成物を通じて PHIの活性を調節しているように考えられる。 このような酵素量の変化は選

択的な点に特徴がみられ，生活環を通じて変動しない酵素と消失する酵素は極めて対照的で，

旦頼粒と密接な関係があるヘ 材部の頼、粒構造も靭皮部のものと同様に消失する傾向が強い

が，これら頼粒は不均一成分で消滅するものと残るものとに関する検討は今後の課題と考えて

いる。開芽後のポプラの材部に比べて靭皮部には強い G6PDHの阻害物質が存在する1)。この

物質は線葉のある期間中存在するが，春の開芽時期に最も多量に存在するように思われる。こ

の物質はすでによく知られている脂肪酸の CoAェステル4)と挙動が同じである。 ポプラ材部

のG6PDH活性が低下したのち， Acyl-CoAが靭皮部 G6PDHの作用調節に関与しているの

であろう。 G6PDHや 6PGDHの酵素活性からみても，ポプラは四季を通じてその生活環にも

とづいて常に変りつつあると云えよう。

V. 摘要と結論

1. 冬期のポプラ材部は高い G6PDHと6PGDH活性を示し， 1個体の G6PDHと6PGDH

の大部分は材に集中していることが明らかになった。

2. 材部における G6PDH と 6PGDH の変動は著しく，開芽伸長にともない 2~3 週間内にそ

の殆んどが消失していくことがわかった。これが靭皮部の弱し、両酵素活性と異なる点である。

3. 材部の両酵素活性は夏期から徐々に高まり，落葉の時期に明瞭に検出出来るようになる。

4. ポプラの材部は重要な生化学的機能を果していると盟、われ，実際5年生の幹のそれぞれの

年輸の部分に酵素活性が認められた。
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Summary 

1n view of the previous work implicating transketolase as a main controlling step 

in poplar bark， a test in poplar xylem was made to see if G6PDH and 6PGDH were 

varied in winter and spring‘ 

1t was conspicuous for the difference of the activities of two dehydrogenases. 

Most of the activities found in winter xylem begin to be lowered during a metabolic 

shift from wint巴rto spring. In spring and summer， the xylem contained such a low 

G 6 PDH activity that it was difficult to detect the activity spectrophotometrically. On 

th巴 otherhand 6PGDH activity， which also became lower on budding， coula b巴 det巴cted

spectrophotometrically and was several times higher than the former through the year. 

Th巴 lowdehydrogenase activities lasted into late September and then appeared to 

resum巴 itsoriginal activities. 

The strong inhibitor for commercial G6PDH occurring in budding bark of poplar 

was found to be acyl-CoA. There was no indication of such a strong inhibitor for 

G6PDH in the xylem. 


