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めに認婁な役割を果たしている。プロトプラストから完  

全な状態へ細胞腰が再生するまでには長い時間が必要な  

ため，その取り扱いは非常に難しい。1968年，建部ら  

はプロトプラストを容易に得る方法を報督し2〉，その後  

プロトプラストの増発が可能となり3・4），さらに1970年  

代になると，プロトプラストの融合の事例が数多く報曹  

された。現在においては，プロトプラストの形態楓 細  

胞融合法を用いて細胞間雑種を作り班すだけでなく，エ  

レクトロボレーションを用いた遵伝子導入なども行われ  

ている。プ ロトプラストは動物細胞と同様で細胞壁がな  

いために，捜透圧を調製した溶液中でなければ形態を保   

緒   言  

スエヒロタケの産するシゾフィランは，抗膝痴情性を  

示す1〉ことから抗ガン剤として用いられている。智者の  

属している研究箋では，以前酵母の細胞壁と類似構造を  

持つ多糖について潜冒し，酵母プロトプラストに対する  

細胞壁再生効果について研究を遊めていた。プロトプラ  

ストは微生物や植物細胞の細胞壁を鮮衆的な方法等によ  

り取り除いた細胞である。細胞壁の存在は遮伝子の導入  

という観点からは大きな障害となるが，微生物や植物が  

生きていく上で外界からの隔離された環境を柵築するた  
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持することがでない。また，生理的にも普段とは異なる  

状態であると考えられている。そこで我々は，酵母にお  

けるプロトプラスト及びその融合個体の再生に関しての  

研究を行った。酵母細胞壁はβ－（1，3）－グルカン等か  

ら構成されているが，様々な水溶性多糖を酵母プロトプ  

ラストに与え，再建個体数に影轡するかを検討した靡淡，  

シゾフィランがプロトプラスト再生率の上昇を引き起こ  

すことを発見した5〉。シゾフィランはスエヒロタケ  

（ヱ汎gzopんッgg㍑m COmm㍑托e）の座する菌体外多糖  

で8・7） ，主鎖がβ－（1，3）結合で構成され，側銀にβ－（1，  

6）結合を有すグルカンであり，三遜らせん構造を有  

す8■弼。この現象はシゾフィランが酵母細胞瀾逐償うこ  

とによって安定化させるためと推察された。しかし，そ  

の安定化機構に関しての知見はその時点では不明であっ  

た。そこで本研究では，酵母プロトプラストに対する安  

定化機械はプロトプラスト表層に対するシゾフィランの  

吸着に由来すると仮定し，実際に吸潜現象が存在するか  

を探り，多糖一多糖吸着機柄を見出し，その機構を群凝  

に検討した。   

また，この現象各格物プロトプラストにも応用するこ  

とを考え，広く多糖一多糖吸潜機構を検磯した。植物細  

胞の細胞壁に含まれる多糖のうち，その骨格ともいうべ  

き構造体はセルロースの商皮蛋合体である。これはβ－  

（1，4）グルカンであるセルロースの分子鎖同士が会合し  

て作られるミクロフィプリルという構造体から構成され  

る。そして，細胞腰申に含まれているヘミセルロースの  

山成分であるキシログルカンがセルロースに対して吸着  

していることが知られている皿㌔ そこで，さらにこの  

ような現象が他に存凝すると仮定し，多糖の主鎖結合様  

式，側鎖官能基の打払 及び立体構造に番目して多糖⊥  

多糖聞吸着現象について調べた。  

以外の添加による再生率の上界とは明らかに凝なる作用  

機構によると推察された。酵j澄細胞壁はβ－グルカン，  

酵母マンナン等から梢成されている。特にβ－グルカン  

にl消しては，その組成がβ一（1，3）グルカンから成る。  

シゾフィランもβ－（1，3）グルカンであるため，この械  

遜に由来する何らかの相互作月∃が存在するのではないか  

と考えられた。そこで，酵母細胞腰に対して相互作用を  

示す多糖を広く検索し，相互作用を示す多糖に関して，  

その吸潜特性及び分子構造改変による収容特性の変化，  

さらには溶媒環境を変化させたと垂の扱者挙動を詔召ペる  

ことによって，吸着機構の解明を試みる。また酵母プロ  

トプラスト再生率上界効果との関連を調べる。  

材料と方法   

材料   

酵母に対する各種水溶性多糖の吸溶性を検討するため，  

細胞壁構成ま成分である酵母グルカンのモデル系での利  

用を模索し，酵母グルカンに対してはカードランゲルを  

用いた。カードラン14）ほA～cα～なe托eぶ．舟ecαZよぎvar．  

myxog8neSやAgroわαC乙er；比mの山部が作り出す中性  

多糖で立地構造はβ－（1，3）グリコシド結合から成りIS），  

側鎖は存在せず，加熱することによりゲル化する16〉。ま  

た分子の高次構造がシングルコイルのものと三竃らせん  

のものが知られており17），抗ガン性を督すことが報誓さ  

れている。そこで加熱観閲性であるカードランの特性を  

生かし，カードランゲルを調教した】郎。Ⅹ線恒1折図形  

はミニフレックス（理学電機）を用いて測定し，Cu・K  

α線を用いて測定した。用いた水溶性多機を表1に紀し，  

その梢造を僕†1に記した。  

酵母グルカン及びカードランゲルに対する吸活性   

カードランゲルを150mmX¢20mmのカラムに充填  

し，そのカラムに対して0．1％の各種水溶性多糖溶液を  

1m十供し，元の多機溶液中の多機應を100％とした時に  

吸瀞によって溶出液中に含まれる糖蜃の減少の割合を粥  

べた。溶出溶媒には0．02％アジ化ナトリウムを含む兼  

留水を用いた。糖の定駿ほ，中性多糖についてはフェノー  

ル硫酸法を2＆），グルコサミンについてはBrix法2g〉を用  

いて測定した。   

吸溶性が見られた水溶性多槻については，試験管内に  

酵母グルカンと水溶鮭多糖を加え．上澄み中の槻駿を測   

第一部 酵母グルカンに対する各種水溶性多糖の吸潜と  

酵母に対する生理活性効果  

目  的  

酵母プロトプラストの再生培地申にシゾフィランを加  

えることにより，プロトプラスト再生率が上界する現象  

が見られた。この現象は．デキストラン硫酸カリウム．  

カルシウムイオン等の今まで知られている浸透圧調華剤  
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TablelCharacもe】rizationoぎPolysaccharides  

strucもure（ratiこ〉）  Mainchain   Sid（きreSidue  

Pullulan   （1ザ∠主）－α－GIc，（1→鉦α－GIc；2：1  

Dextran  （1叫6）－α－GIc  

Yeastmallnan（1－や6）－α一Man  

Cyclosopholan（1→2）・β－GIc  

Laminarまn （トヰ3）－β－GIc  

Schizophyllan（1→3）・β－GIc  

Lichenarl  （1→3）－β－GIc，（1→4）－β－GIc  

Barleyglucan（1→3）－β－GIc，（1→4）－β－GIc；1：3  

Arabまnogalaetan（1→3）－β－Gal  

Succinog・1ycarl（卜司）－β－GIc，（1・→3）－β－Gal；3：1  

Ⅹylog・1ucan （1→4）一β－Gle  

Xanthang・um（ト叫）－β－GIc  

Locustbeangum（1→4）－β－Man  

ChiとOSan   （1→4）－β－GIcNAc  

Pus山1all   （トー6）－β－GIc  

（1→2）－α－Marl，（ト鴻）－α一Man  

Mannitol  

（1→6）－β・G】c  

16  

16  

（1・→3）－β－Ara，（1－や6）－β－Ara，（1・→3）一β－Gal 16  

（ト3）－β－GIc，（1一ゆ6）－β－GIc，T．β－GIc，  15＿17  

Pyruvicacid，Succinieacid  

（ト6）－α－Ⅹyl，（巨2）－β－Gal，（ト6）－α・Fuc   18・21  

（ト戎）－α－Man，（ト4）－β－GIcA，T・β・GIc，  16，22  

Pyruvicacid，Succinicacid  

16   

定することにより酵母グルカンヘ吸着した多糖駿を算出  

した18）。  

サクシニル基の導入   

シゾフィランの立体構造を変化させるため，サクシェ  

ル基を導入した統導体を調製した。あらかじめ姦空乾燥  

した81mg・のシゾフィランを1mlのジメチルスルフォ  

キシドに溶解し，そこへ無水コハク敬：無水ビリジン＝  

200mg：3，8mlからなる溶液を1ml加え，撹絆しなが  

ら室温にて一晩反応した。反応後，水冷しながら0．5ml  

の兼留水を加え，さらに酢酸エチルを4倍数加えて沈殿  

を得た。沈殿物はさらに酢酸エチルでで2回洗浄し，少  

厳の水に溶かし，凍結乾燥して保存した。導入されたサ  

クシェル基の腰は，エステル結合したアシル嘉の定魔法  

であるMcCombとMcCr組dy3む〉の方法を用いて定厳  

した。  

シゾフィラン低分子化サンプルの調製   

低分子化したシゾフィランを得るため，シゾフィラン  

をDMSOに溶かした状態で酸加水分解を行い，様々な  

分子蔑の試料を潤楽した8－㌔各紙料は東ソーTSKGEL  

α－M（300mmx¢18mm）×2本と溶出溶媒として  

0．1Mリン酸援衝液（pH6．5）及び95％ジメチルスルフォ  

キシドを用いた東ソーGPC－LALI．Sシステムで重恩平  

均分子恩を測蔑した。さらに立体桃造にっての情報を得  

るために，Ⅹ繰回折，政大吸収波長（Åmax），及び円  

二色性スペクトル（CI））を測定した。スmax及びCI）  

を測定する際には0．1N水酸化ナトリウム溶液を用いて  

7mgノ2．9mlのシゾフィランと1mg・／mlのコンゴー  

レッドを混合した状態で日本分光J・720閂二色性分散計  

を用いて波長600nrllから300nmの範開催測定した。  

酵母プロトプラスト再生効果の検討   

低分子化シゾフィランを静母プロトプラスト再生培地  

申に加え，再生率の検討を行った。常故に従い32）  

蝕cc九αrOmツCeぶCereUiぶiαeKyolはiNo．7プロトプラ  

ストを終密度5×107個／5mlとなるように凋生した。  

調整したプロトプラスト懸寵液から殺菌済みメスピペッ  

トで0．5ml（5×10G個／0．5ml）ずつ取り，1．OMの塩  

化カリウムを含む0．1Mリン俄緩衝液（pH7．5）4．5ml  

および無菌水（コントロール）に移した。それを10倍  

ずつ希釈し，各希釈溶液（102，103，104倍希釈液）から  

0．1ml（菌数104，103，102）ずつ，下層培地（YPG培   
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地組成に1．8％の寒天を加えたもの）が入ったシャーレ  

に移した。ここに，駿加水分解とゲルろ過クロマトグラ  

フィーにより調製された低分子化シゾフィランを0．1％  

含む炊寒天（YPG培地組成に0．3％の寒天を加えたも  

の）を加熱して溶かし，固まらないように40℃で保温  

したものを5ml加え，プロトプラストがまんべんなく  

広がるようにシャーレを傾けた。しばらく室温で放置し，  

軟寒天が固まった後に300cの恒温器で4日間場所で静  

鷹増発し，シャーレ上の酵母のコロニー数を針執し，再  

生率を算出した。  

結果及び考察   

酵母グルカンへの各種水溶性多糖の吸潜   

図2に酵母グルカンおよびその代替物質であるカード  

Schizophyllan  
M．W＝475，000  

（228，000）  

Yeast glucan 

M．W＝105，000  
（18，000）  

M．W＝130，000  
（22，000）  

Curdlan gel 
M．W＝ 51，000  

（18，000）  

M．W＝ 35，000  
（ll，000）  

M．W■＝27，000  

（8，000）  
Curdlan  

M，W＝10，000  
（5，000）   

M．W＝ 2，400  
（2．600）  

5 10  ユ0  30  

2∂ぐ）  

5 iO  20  30  

2∂（○）  

Fig．2 Ⅹ－ray difrraction patterns or yeast glucan，SChizophy11an，and まts derivatives．  

Schizophyllanderivativeswer¢preparedbyhydrolysisbysulfuricacidinDMSO．   
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に対するシゾフィラン，酵母マンナン，そしてプルラン  

の吸潜駿を調べたところ，シゾフィランは，酵母グルカ  

ン50mgに対し630〟g吸著した。またカードランゲル  

50mgに対し231〟g吸潜した。カードランゲルカラム  

に対して吸着性を示さないプルランはカードランゲル，  

カードラン原末，酵母グルカンに対してそれぞれ2〃g，  

0〝g，0〟gと，ほとんど吸著しなかった。酵母マンナ  

ンについても，酵イ澄グルカンに対して86〟gと若干の  

吸着性が見られたものの，カードラン及びカードランゲ  

ルにはそれぞれ0〃g，0〟gと，吸脅しなかった。この  

結果は酵母グルカンに対してシゾフィランが吸着するこ  

とを示し，またカードランゲルカラムに対するシゾフィ  

ランの吸瀞傾向とも減数した。  

β－（1，3）結合型多糖における吸潜機構   

シゾフィランは水溶液中で三惑らせん構造度している  

と考えられており，87．5％以上の濃度のジメチルスルフオ 

キシドでは三幾らせんがはどi九 シングルコイルになる  

と考えられている33〉。そこで分取した低分子化シゾフィ  

ラン私リン破綻街液中及び95％ジメチルスルフォキ  

シド中でGPC－LALLS法にて威厳平均分子應を測定し  

たところ，リン酸緩衝液に‡コの登駿∫匡均分子恩が大きなシ  

ゾフィランほど95％ジメチルスルフォキシド申の蛮駿  

平均分子蔑が約3分の1になった（袈2）。またリン教  

授衝液中の分子騰が2万以下になると，リン放校衝液中  

の平均分子駿に対するジメチルスルフォキシド中の平均  

分子魔の比が約3：1から約1：1へ変化した。このこと  

ランとそのゲルのⅩ繰回折図形を示した。回折園を比  

較すると，非常に類似したパターンを示した汎鋤。哺に  

三盛らせん構造の存在を示す2β＝60 付近にどちらも  

強いピークが存在することから，三蔓らせんを有する非  

常に難似した構造であることが推察された。よってカー  

ドランゲルが酵母グルカンの代摘となりうることがわかっ  

た。   

カードランゲルをカラムに充填して各種水溶性多糖を  

供したところ，シゾフィランがカラムにほぼ100％吸瀞  

した（図3）。酵母グルカン及びカードランゲル50mg  

や二、こ…ギぎミニミニこ三三ご‾こ  
Fig．3 Adhesivepropertiesof water・SOluble  

polysaccharidestocurdlang・el．  
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B：Weightaveragemol¢Cularweig・htin95％DMSO   
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から，三遜らせん構造を構登するのに最低必要な分子サ  

イズは1本当たり分子應で約7，000程度，東食皮で40  

程度であると考えられる。   

低分子化したシゾフィランをカードランゲルカラムに  

供し，吸潜盟を調べたところ，平均分子應475，000で  

99‰ 90，000で91％，66，000で51％，36，000で11％，  

3，500で5％の吸着率であった。この結果，分子厳  

90，000から36，000にかけて吸着率の低下と分子盛の低  

下がほぼ対応していることがわかった。このことから，  

高次構造の変化は分子魔の変化と相関性があることが示  

唆された。シゾフィランの高次構造は，水素結合などの  

比絞的弱い分子間力により高次構造が形成されていると  

考えられており，組長が長くなるにつれ緩い高次構造が  

徐々に固い高次構造に成長していくことが推察された。  

篭予報微鋭による観察から，シゾフィランは棒状形態と  

して存在していることが報哲されている3ヰ〉。さらにジメ  

チルスルフォキシドによって山鹿シングルコイル状にさ  

れても，後に水中に戻すことにより，その漉皮に依存す  

るものの，高次構造を再び構築することが報皆されてい  

るa5〉。そこで，低分子化シゾフィランのⅩ線回折測定  

を行い，各回折陰†を比較した（図2）。2βニ6や 付近の  

ピークについて見てみると，濱駿平均分子厳が減少する  

に辿れてピーク強度が減少していることがわかる。さら  

に，分子駿2，400になると60 付近のピークが消失した。  

このことば分子厳2，400の低分子化シゾフィランは三霧  

らせん構造を保持していないことを示し，高次構造を保  

持する限界が分子駿約10，000未満にあることが示唆さ  

れた。   

吸着性と立体構造との問に相関が見られるかを調べる  

ため，シゾフィランを山鹿ジメチルスルフォキシド中に  

溶かし，シングルコイル状になった時点でサクシェル基  

をグルコース1M当たり0．69M導入したサンプルを調  

整し，カードランゲルカラムに供したところ，未処理シ  

ゾフィランがほぼ100％吸着したのに対して16％にまで  

減少した。   

シゾフィランの高次構造を解析する方法として，シゾ  

フィラン・コンゴーレッド複合体構築後のスmax及び  

CI）を測達する方法が挙げられる鋸㌔，各低分子化サン  

プルについてスmax及びCDを測定したところ，陛！4  

の結果を得た。この結果より平均分子数約57，000以下  

になるとÅmaxが520‡1m付近から低波長側に徐々に  

シフトし，約25，000以下になると500nm付近で血窪  

になる傾向が認められた。CI〕スペクトルにおいても平  

均分子厳が低下するのに比例してピーク強度の減少が見  

られ，平均分子厳約26，000においてはばとんど見られ  

なくなった。シゾフィランーコンゴーレッド複合体は，  

シゾフィランが三遜らせん構造が存在する場合に0．1N  

水酸化ナトリウム溶液下で配向した状態で複合体を構成  
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するようである。Ⅹ緑園折図形においても平均分子魔  

の低下と共に2β＝60 付近のピークの減少が見られる  

ことと…一致する。さらにカードランゲルに対する吸番性  

の観点から見ると，平均分子應36，000以下になるとほ  

とんど吸潜性を示さないこととスmax及びCDの結果  

に相関性が見られることから，三盛らせん構造と吸着と  

の聞に相関性が存在することが明らかとなった。   

奥山らはカードランゲルのⅩ線‡司折図形の詳細な検  

討を行っている（図5）1㌔それによるとカードテンゲ  

ルの結晶系はa＝b芯1．556nm，C＝二1．878nmである。  

また伊藤と寺本はシゾフィランのⅩ線回折図形の詳細  

な検討を行っており，その結晶系はcニ＝1．8nmである  

ことを示している48）。Cは鎖の連なる方向に関する情報  

を与えるもので，eの砥が難似していることは平行に分  

子が並んだ場合を仮定すると，水慨基及びピラノース骨  

格の位置が対応するようになり，水醜貌〕ヨ来の水薬結合  

及びピラノース骨格由来の疎水結合や水酸基由来の水素  

結合が生じることが期待される。  

酵母プロトプラストに対して水溶性多糖の吸着が及ぼす  

効果   

久松らは酵母プロトプラスト再生培地申にシゾフィラ  

ンを添加することにより，プロトプラスト再生率が  

1，000倍以上上界することを報空しているS）。そこで，  

シゾフィランの高次構造と酵母プロトプラストの再生率  

上昇との間に相関性があるかを調べたところ，三登らせ  

ん構造を有すシゾフィランにおいて，麓蟄平均分子厳に  

比例して再生率を上界させた（表3）。   

以上のことから，シゾフィランの三塗らせん構造が酵  

母細胞壁多糖構成成分である酵母グルカンに対して吸着  

性を示し，また高次構造を構築しているシゾフィランを  

酵母プロトプラストに与えることにより再生率上昇効果  

が見られることが分かった。この現象は，シゾフィラン  

の高次構造が酵母プロトプラスト表面に対して吸潜する  

ことと，吸潜により酵母プロトプラストに対する何らか  

の安定作用もしくほ生理活性作用発現が引き起こされて  

いることが推察された。  
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第二部 セルロースに対する各種水溶性多糖の吸着と植  

物細胞に対する生理活性効果  

第1牽 目的  

第山都より，β－（1，3）グルカン間に高次構造由来の  

分子間吸潜現象が存在することが明らかになった。さら  

にその現象を利用することにより酵母プロトプラストの  

再生率が上界することもわかった。他方，植物細胞にお  

いては細胞壁申に含まれるセルロースに対してキンログ  

ルカンが吸着する現象が報皆されているlト13） 。さらに，  

ある稽のキシログルカンオリゴ糖は抗オーキシン活性と  

いう生理作用が存在することが報告されている瑚。この  

ような多糖間吸着機構ほ他にも存在すると考え，その機  

構を利用した植物プロトプラストの安定化にも応用でき  

るのではないかと考えられた。そこで，セルロースに対  

して吸潜する水溶性多糖を，植物や微生物が座する多糖  

から広く検索する。また吸溶性を示した多糖の吸着機瀾  

を解明するために，オリゴ機レベルでの吸潜能について  

も調べる。また，実際にセルロース吸着性を示す多糖が  

植物細胞に対しても吸潜性を示すかを調べるため，セル  

ロース吸着性多糖の蛍光誘導体を調製し，植物培巻紙胞   

OkuyaT－1aetal．】．Carbohydr．Chcm．10（4）．645－656（1991）  
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Table3CorrelationofMolecularWeightofHydrolyzedSchizophyllan  
andDivisionof助ccharoTnyCeSCereUisiaeProtoplast  

Weight average Fr・equencyof  Adhesion  

molecular weight regeneration  amount（FLg）  

475000   

90000   

66000   

36000  

3500  

1200   

1400   

710   

240  

2  

630   

580   

410  

280  

140  

［thenumberofcoloniesonplatebytreatment］  
’Frequencyofregeneration＝   ×100（％）  

［thenumberofcoloniesonO．8MKCl］   

■事Adhesionamountadheredtoyeastglucan（50mg）wasmeasuredfromthedifference   
betweentheamounta，pplied（1000FLgOfsample）andtheamountnotbound  

のタバコBY－241）及びそのプロトプラストに対する吸着  

性およびプロトプラストと再生時の効果を調べる。他方，  

植物病原菌の細胞壁に含まれているβ－グルカンやキチ  

ンの部分加水分解物は，植物の防御活性を引き起こすェ  

リシター物質であることが知られている。そこで，プロ  

トプラスト再生促進効果の見られた水溶性多糖がプロト  

プラスト増殖作用以外に，エリシターとして働くかを調  

べるため，エリシターが引き金となって引き起こされる  

防御機構の一つであるファイトアレキシンの生産を誘導  

するかを調べる。  

に準じた。また官能基を有す水溶性多糖については，官  

能基を取り除いた試料を調整し，カラムに供した。なあ  

各多糖はフェノール硫酸法もしくはBrix法により定量  

したが，キシログルカンのみKooiman42）らの方法に準  

じて定量した。  

メチル化分析   

Hakomori43）の方法を用いて糖の結合様式の分析を  

行った。  

官能基除去サンプルの調製   

サクシノダリカン及びキサンタンガムから官能基を取  

り除く方法として，アシル基を除くときにはSloneker  

とJeansの方法44）を，ピルビン酸を除く方法として  

Chaudhariらの方法45）を，グルクロン酸を還元するた  

めにTaylorとConardの方法46）を用いた。アシル基，  

ピルビン晩 ダルクロン酸の存在量の変化はそれぞれ  

McCombとMcCreadyの方法30），Koepsellと  

Sharpeの方法47），そしてBitterとMuirの方法18）を  

用いて測定した。  

ローカストピーンガムオリゴ糖の調製   

ローカストビーンガムの低分子化試料の調製は，セル  

ラーゼによる加水分解とゲルろ過クロマトグラフィーに  

より調整された32）。各試料は，東ソーAmide－80（250  

mmx¢18mm）カラムとアセトニトリル：水＝55：45  

の溶出溶媒，UV検出器を用いたHPLCシステムにて  

分析を行い，各ピークはマトリックスとしてグリセリン  

もしくはチオブリセリンを用いたM－80B型日立二重収   

材料と方法   

材料   

水溶性多糖として表1に記した多糖を用いた。植物細  

胞に対する各種水溶性多糖の吸着性を検討するため，細  

胞壁構成主成分であるセルロースのモデル系での利用を  

模索し，植物細胞壁中に含まれているセルロースと同じ  

結晶型であるセルロースⅠ（アビセル）を用いた。また，  

セルロースⅠを4N水酸化ナトリウム溶液で処理するこ  

とにより得られるセルロースⅡ（マセル化セルロース）  

についても同様に吸着性を調べた。  

セルロースに対する吸着性   

セルロースⅠを150mmX¢20mmのカラムに充填し，  

各種多糖溶液をカラムに供す事により水溶性多糖の吸着  

性を評価した。方法は第一部第1章の材料と方法の記述  
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束質塩分析計によって質駿を測定された。  

BY－2の培養   

タバコ培養細胞BY＿2（Ⅳ£co££α托α£αわαC㍑椚L．cv．  

Brig・htYellow2）ほLまnsmerとSkoogの培地瑚に  

リン酸2水系カリウムを370mgノ1と2，4－ジクロロフエ  

ノキシ酢酸を0．2mg／1，チアミン塩酸墟を1mgパ補填  

した培地を100mlの三角フラスコに20ml分注し，仙，  

週間に一度の割合で細胞腰蘭液を1ml植え継き■，榎蘭  

回転板とう機で25℃，60rpm，膳所にて前培養した。  

BY－2及びそのプロトプラストに対するセルロース吸溶  

性水溶性多糖の吸潜   

増益31ヨ目のBY－2細胞懲戒液2mlをプロトプラス  

ト化に用いた。プロトプラスト化ば新法に従った50）。   

水溶性多糖の細胞及びプロトプラストへの吸溶性を調  

べるため，Glabeら方法5けに準じて蛍光ラベルを施し  

た試料を調整し，細胞及びプロトプラストに供した。培  

登3日冒のBY・2細胞懸瀦液0．1ml（細胞数約5×10一  

個）を1．5ml容のエッペンドルプチュープに移し，0．5  

mlの諌暫水もしくは0．4Mマンエトール溶液にて3回  

洗浄し，戯終的に0．5mlの発轡水もしくは0．4Mマン  

ニトール溶液に懸淘した。そこへ0．1％のラベル化多糖  

を50ml加え，略所にて1時間インキエペー卜し，その  

後も出来るだけ遮光嶺件下で0．5mlの恭留水もしくは  

0．4Mマンニトール溶液にて3恒l洗浄し，最終的に0．5  

mlの米留水もしくは0．4Mマンニトール溶液に懸執し  

た。観察はZeissAxioscopepirluoreseence斬陵鍍に  

冷却CCI〕カメラ（photomeもries PXL1400）を装着  

し，画像をMacintoshQuadra840AV上にてIダムab  

（SignalAnalyもics Co．）を介して取り込み，  

PhotoshopVer．3．0Ⅰ．E（AdobeSystemInc．）上で  

体裁を整えた52）。  

通過型電子顕微魂（TEM）による観察   

切片の調製には，Sppur樹脂を用いる方法を用い  

た弼。樹脂包灘されたサンプルから，ミクロトーム  

（Rih¢1tUltramicrotom¢U）にガラスナイフを装着  

して切片を調製した。切片はあらかじめコロジオン脳を  

付著させた170〟m孔の空いた銅製メッシュ上に配覆し，  

酢酸ウランとクエン駿鉛を用いて染色を行い，充分乾燥  

させた。   

観察は目立H－8000通過型登民子麒教縫を用いて行った。  

この時のエミッション電流は1001こⅤとした。  

細胞壁再生状況の観察   

プロトプラスト調製後，0．1mlのプロトプラスト懸  

蘭溶液滋0．4Mマンエトール溶液にて室温でインキェペー  

卜し，0，0．5，1，1．5，2時間後にサンプリングを行い，  

直ちに細胞閲窪液（酢酸：エタノールニユ：3）を1ml  

静かにプロトプラストに添加し，1時間静挺した。その  

後，0．1％のカルコフルオロホワイト（エタノール溶液）  

を50ml静かに加え，喀所にて5分インキエペートし，  

0、4Mマンこトール溶液にて3回洗浄をした。観察は，  

蛍光擬微琉にて紫外線励起下にて行われた。  

プロトプラスト再生個体数の観察   

プロトプラストを0．4Mマンニトール溶液を用いて2  

×10も個／mlに調製し，24穴プラスチックプレートにそ  

れぞれ1mlずつ加えた。そこへ0．1％の水溶性多糖を  

含み，0．4Mマンエトール溶液が示す浸透圧に調製した  

培養液を静かに加え，200c，晴所にて静夜培巷を行った。  

3日後及び7日後に朗微縫とトーマの血球測定板を用い  

て紺泡数を酎・測した。  

エリシターアッセイ   

エンドウのファイトアレヰシンであるピサテンの礫品  

をHPLCでの標準物質として用いた。なお，梯品の純  

度を確認するために吸光スペクトラム及びマススペクト  

ルを測定し，不純物がほとんど含まれないものであるこ  

とを確認した。   

暗所にてエンドウ椰子を2E‡以上流水中につけ込み，  

発芽させた。その後，．エタノールにて殺菌し，以降の楳  

作は細菌状態で行った。さらに数日略所にて培賞し，胚  

芽部分が2em以上成長した段階で，カミソリを用いて  

胚芽を約5mm切り出し，さらに縦に2つに切った。各  

切片を薄儀水にて洗浄して破蟻された細胞等を除去し，  

エッペンドルフチューブに入れ，その状懸で生重恩を測  

定した。   

0，1％の各多糖溶液を胚芽の入っているエッペンドル  

フチムーブに200ml加え，1鋸相聞暗所でインキふベー  

卜した。インキェペート2時間後に3mMの塩化銅を  

200ml加え，インキュペートを鋭けた。インキュベー  

トを終えた胚芽は，蒸留水にて充分洗浄し，その後1．5  

mlの衆留エタノールを加え，沸騰浴申で10分間細腰  

を行った。その後もう山鹿1．5mユの煮留エタノールに  

て沸騰浴坤で10分間抽出を行い，摘出液を混ぜ，エバ  

ボレータ一にて乾閲した。   
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ピサチン械品及びエリシター物質摘出物は東ソーOD  

S－80Ts（150mmX鋸．6mm）を用い，溶出溶媒とし  

てA液：30％メタノール（1％酢酸含有）とB液：70％  

メタノール（1％酢酸含有）をそれぞれAこB＝0：100  

からÅ：B＝100：0のリニアダラジェント（35分），流  

速は0．8ml／mi】ユ，サンプル嶺は1（）ml，検出はUV  

（310nm）にて分析した。  

ピーンガム，パーレイダルカン，リケナンが吸潜した。   

キシログルカンは構成槻がグルコース，結合様式はβ－  

（1，4）結合で、セルロースと同じであり，罠ayashiら  

によりセルロースと吸着することや植物細胞壁坤での挙  

動について報告されている1卜…3・58）。   

ロ岬カストピーンガムの場合は桃成槻がマンノースで  

あるが，結合様式を見るとどちらも同じβ・（1，4）結合  

であり，C－4の水酸基に由来する結合の向きはグルコー  

スと同じである。よって，とりうる立体械遊ば頬似して  

いると考えられ，ヰシログルカンと同様の吸潜性が現れ  

たと推察した。   

バーレイダルカンとリケナンは，共に主鎖部分にβ－  

（1，3）グリコシド結合とβ－（1，4）グリコシド結合を有  

す。その結合の割合は，パーレイダルカンではメチル化  

分析よりβ－（1，3）グリコシド結合：β－（1，4）グリコ  

シド結合＝1ニ3という結果を得た。リケナンについて  

は，部分加水分解物にセロビオースとラミナリビオース  

が生成することから，β－（1，3）グリコシド給食とβ－  

（1，4）グリコシド結合が交互に存在した藍鍛構造だと考  

えられている。   

サクシノダリカンの場息 主批麟成糖がグルコースと  

ガラクトースが3：1の割合で灘成される。それに伴い  

結合様式もβ－（1，4）グリコシド結合とβ－（1，3）ガラ   

結果及び考察   

セルロースに対する各種水溶性多糖の吸潜   

セルロースⅠとセルロい－スⅡはⅩ線回折図を調べる  

と，結晶当望の適い分かる。エ雪空は隣り合うセルロース分  

子の選元末端が叫定方向にそろった状態でミクロフィブ  

リルを構成した状態であり，仙血磯に パラレル配向してい  

る♭l）。ⅠⅠ型は隣り合うセルロ㌧【ス分子の還元末搬が互い  

麓いに並んだ，いわゆるアンチパラレル配向している＄5）。   

吸着性についてみてみると，セルロースⅠに対して吸  

潜性が見られたのはβ－（1，4）グルカンのキシログルカ  

ン，β－（1，4）マンナンのローカストピーンガム，β一  

（1，3）（1，4）グルカンのバーレイダルカンとリケナン，  

そしてβ－（1，3）グルカンのシゾフィランだった（図6）。  

セルロースⅡに対しては，キシログルカン，ローカスト  
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クトシド結合からなる。このことが立体構造としてβ－  

（1，4）グノレカンと異なりセルロースとの吸着性も持たな  

いと推察された。   

キサンタンガムの場合，主税構造はβ－（1，4）結合し  

たグルコースのみからなるので吸着性があると予測され  

た。特にヰサンタンガムとローカストピーンガムを混ぜ，  

加熱することによりゲルを得ることができることが知ら  

れている。しかしセルロースに対しては吸溶性が現れな  

かったので，ゲル化機構と吸瀞機構とは贋なったもので  

あると考えられる。ヰサンタンガムはまた，側鉱にアシ  

ル裁とピルビン酸基を持つ。どちらも電荷を帯びた官能  

基であり，官能基同士の反発により吸潜能が阻害された  

とも考えられる。キサンタンガムの立体桃遊ば二盛らせ  

んを組んだものとして考えられている。また，  

Shatwellらは立体構造が槻級の官能魔の存在蔑により  

変化することを報告している57）。このためにキサンタン  

ガムは主観がβ－（1，4）グリコシド結合であるにも関わ  

らず，分子の配置が具体的には主観部分が外部に鰐出し  

ないためにセルロースに対して吸着性を示さないとも考  

えられる。   

シゾフィランはキシログルカン等のβ－（1，4）グリコ  

シド結合を有さない多糖であるが，セルロースⅠのみに  

強い吸潜性を示した。β－（ユ，3）グルカンとセルロース  

との関係について，植物細胞が分裂するときに形成され  

る毒抑地紋にβ・（1，3）グルカンに吸着することが知られ  

ているアニリンブルーにより染色されることが知られて  

いる瑚。他方，現腐植物や歯根の品種改良になくてはな  

らない技術となったプロトプラストという形態に関して，  

プロトプラストが細胞壁を再生するときにセルロースだ  

けではなくβ－（1，3）グルカンも合成していることが知  

られている。また自然斯こおいて，植物細胞が細川包壁を  

糸状菌琴に侵されそうになったときに，細胞内郎にカロー  

スと呼ばれるβ－（1，3）グルカンを作り，物規約障腰作  

用により歯を細胞内に進入できないようにする駆）。この  

ようにβ－（1，3）グルカンにほセルロースの代替のよう  

な働きともとれる現象がいくつか存在している。   

キサンタンガム及びサクシノダリカンは側銃に酸性官  

能違姦を有すため，官能基を除去した試料を調鷹を試みた  

が，水に対する溶解性が極度に低くなり，吸溶性の上昇  

も見られなかった（嚢4）。ヰサンタンガムについて，  

磯建観官能義の存在が分子の立体構遺構築に関与している  

ことが報彗されている57）。吸溶性に関しても吸潜に関与  

する分子の部位がセルロースに対して近づくことが出来  

ないような立体構造が関与していることが推察された。   

シゾフィランにおいては，サクシェル基を導入するこ  

とにより16タ富まで吸着率が減少した。この現象は，サ  
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クシェル基をシゾフィランに導入するときにジメチルス  

ルフォキシドに溶解するため，シングルコイル状になっ  

たシゾフィランに官能基を導入することとなり，再度水  

に溶かしたときに三蛮らせん構造をとれないために吸潜  

能をを失うと推察された。   

キシログルカン・セルロースの吸潜怯については，林  

らによりキシログルカンの主鋭意合皮が5以上になると  

現れることを報碧している馬場）。そこで，ローカストビー  

ンガム及びシゾフィランの低分子化試料がセルロースに  

対して吸著するかを禍ペたところ，ローカストピーンガ  

ムでは蚤合皮6（ピークE）以」二のものが強く吸着する  

ことが確認された（図7）。ローカストピーンガムは主  

鎖マンノースが4惑合しているものに対して1つガラク  

トース側鎖を覇す。蛮合皮6のオリゴ槻は主鋭意合皮5  

と考えることができるので，キシログルカンと同様の吸  

着傾向であった。さらに，市販されているキトオリゴ糖  

においても，主鎖重合皮4以上のもので強い吸着性が兇  

られた32） 。以上より，β－（1，4）結合型多糖において吸  

溶性が表れるには三三紙袋合皮4～5以上であることが必  

安であった。   

Langmuirによると，金属と気体の吸着関係につい  

て，金属の表面機に対して，気体と金属表蘭働との比を  

プロットしたときに政線性が見られるとき，単分子膜吸  

潜が起こっていることが推察される糊。本実験でもその  

那命を元に，50から200mg／m右戯度の水溶性多糖を粥  

整し，セルロースⅠに射しどれだけ吸潜するかを調べ，  

上記の関係が成り立つかを調べた。すると，Langmuir  

の吸着等蘭式とよくあう結果であった（図8）。よって  

この吸着機紡が単分子吸潜機構であると推察された。   

植物細胞腰庫に存在するセルロースの形態の山つであ  

るセルロースⅠに対して，キシログルカン以外にシゾフィ  

ラン，ローカストピーンガム，パーレイダルカン，リケ  

ナン，そしてキトサンが吸着することが分かった。一方  

セルロースⅡに対してシゾフィランが吸着しないことが  
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分かった。名水溶性多糖のオリゴ糖の吸着挙動の解析か  

ら，セルロースに対してβ－（1，4）結合型多糖が吸着す  

るためにはオリゴ糖ヨ三鎖部分に4から5の迎航した残基  

が必要であることが，またβ－（1，3）総合型多糖におい  

ては三凝らせん構造が関与していることが分かった。吸  

潜機鰍こついてほ，どの水溶性多糖の場合においても単  

分子膜吸着機構であることが推察された。シゾフィラン  

がセルロースⅠとⅡに対して示す吸着挙動の違い札 セ  

ルロ仲ス分子表軌こ存在する水酸基及びピラノース骨格  

の位濫に由来するのではないかと想像される。シゾフィ  

ランの場合も三蛮らせん構造由来の立体的な分子の配置  

がセルロースとの水嚢結合もしくは疎水結合を生じるよ  

うな位置関係になり，吸懇親象が見られると想像される。  

タバコ培餐細胞BY・2及びそのプロトプラストに対する  

各種水溶性多塘の吸藩   

0．4Mマンニトール溶液中にて，BY・2及びそのプロ  

トプラストに対してセルロース工吸着性を示す水溶性多  

糖であるシゾフィラン，キシログルカン，ローカストピー  

ンガムの蛍光誘導体，及びセルロースⅠ吸着性を示さな  

いサクシノダリカン，キサンタンガムの蛍光誘導体を処  

理したところ，図9の結束を得た。   

原形質分離を起こした状態のBY－2に対して，シゾフィ  

ラン，キシログルカン，ローカストピーンガム，そして  

キサンタンガムの誘導体を処理した区分で細胞腰と考え   

られる部分に蛍光が認められた。シゾフィラソ，キシロ  

グルカン，ローカストピーンガムに関してはセルロース  

Ⅰに対する吸潜能を宿すために細胞壁に吸潜したと推察  

される。ところが，サクシノダリカンとキサンタンガム  

は，どちらも分子桃遊的にはセルロースに類似している  

ために吸潜能が存在すると思われたが，爽掛こはセルロー  

スヱに吸着しないにもかかわらず，BY－2細胞壁に対し  

て吸瀞した。この現象ほ，サクシノダリカン及びキサン  

タンガム中に存在する官能逓もしくは測鋭が，細胞由来  

の酵素により脱離等が起こった結果として立体構造の変  

化が起こっているために吸着能が表れたと推察される。  

この推察を確認するために，そのような働きをする酵紫  

が細胞壁上に存凝するかを明らかにする必繋がある。   

BY－2プロトプラストに対しては，シゾフィラン誘導  

体において細胞煤と考えられる部分から強い蛍光が見ら  

れた。キシログルカン，ローカストビーンガム，そして  

シゾフィランにおいても蛍光が細胞膜部分から見られた  

が，シゾフィランほど強い蛍光ではなかった。プロトプ  

ラストは細胞壁溶解後にすぐ細胞壁再生を開始する。細  

胞壁多糖染色剤のカルコフルオロホワイト61）による経時  

的被染色紳胞の推移を見てみると，プロトプラスト化後  

2時間までに8剤程度のプロトプラストにおいて細胞壁  

が再生していることが分かった（図10）。また，プロト  

プラスト処理後2時間のプロトプラストを固定し，  
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ろ，0．4Mマンエトール溶液にて原形質分離を起こした  

状態では射出泡壁から蛍光が見られ，原形質分離を起こさ  

ない状態では紺泡壁だけでなく細j泡内の液胞と恩われる  

部分から蛍光が観察された（図11）。このことば，プロ  

トプラストにおけるキサンタンガム新邸体の取り込み同  

様に細胞膜表面にキサンタンガム誘導体分解酵粟なるも  

のが存在するために，キサンタンガムが分解され，  

FITC結合オリゴ糖，単糖，もしくはFITC自体が遊離  

し，細胞内に取り込まれた可能性が推察された。   

キサンタンガム及びサクシノダリカンはセルロースi  

に対して吸溶性を示さないにも関わらず，プロトプラス  

トの表面に吸着したり，細胞内に取り込まれたりする現  

象を示した。キサンタンガムとサクシノダリカンの由来  

は，それぞれ植物病原菌見ね花£んomo托αβCαmpeぶと㍗よβと  

根粒蘭やアブロバクテリウムが生産する菌体外多糖であ  

る。これらの多糖の役割についてはまだはっきりと分かっ  

ていないが，本爽験により植物細胞との相互作用が存在  

することが分かり，これから感染・共生機瀾の解明の州膚  

助となるかもしれない。  

BY－2プロトプラスト再生時における各種水溶性多糖の  

効果   

プロトプラスト培養3日後及び7日後の細胞数を図  

12に示した。この結果，培超7日後にシゾフィラン，  

TEMにて観察したところ，細胞腰が再生していること  

が確認された。初掴に再生してくる春闘包壁について，エ  

ンドウプロトプラストでは，プロトプラストが細胞腰多  

糖染色剤であるカルコフルオロホワイト以外に，β－（1，  

3）グルカン染色剤であるアニリンブルーにも染色され  

るので，初婚桐生細胞壁にはβ－（1，3）グルカンも存在  

すると考えられている56）。このために，シゾフィランに  

おいてはキシログルカンやローカストピーンガムと比べ，  

プロトプラスト表面に吸着する部分が多く存在し，強い  

蛍光が観察されたと予想される。   

キサンタンガムに関しては細胞膜だけではなく細胞内  

の特に液胞と考えられる部分より強い敢光が見られた。  

この現象をより詳細に検討するために．プロトプラスト  

を4℃の状態に保ちながらキサンタンガム瀦導体を処理  

し，キサンタンガム訴噂体が細胞内に取り込むかを調べ  

たところ，4℃下では細胞内での蛍光ははとんど見られ  

ず，プロトプラストを室温に戻すと蛍光が見られるよう  

になった（図11）。このことは，静紫反応的に細胞膜上  

にてキサンタンガム請導体が分解され，細胞内に摂り込  

まれていることを示唆するのかもしれない。キサンタン  

ガムに関してはさらに次の実験を行った。細胞の状態で，  

原形質分離を起こしたときと，起こさない状態にてキサ  

ンタンガム鱗導体の吸着部位が変化をするか調べたとこ  

with  
plasm（〉暮ysis  

WitI10ut  
plasmolysis  

Fig．11‡mages or BY－2protoplasts trea七倍d by polysaccharide derivatives ollぬmperature  

controま1eda】1dwithaIldwithoutpまasmolysIS．  
PTOtOPlastsweretreatedpo】ysaccharidederivativesforlhouratr・00mtemperatureand  
40c，andCells wereもreaLed polysaccharide d8riva貢ves forlhour and obs¢rVed wま抽  
fluoreseentmicroscope，Observedwithrluorescentmicroscopeunderdaylig加（D）and  
475nmbandpassbluerilterset摘）．  
magniricationwasthesameinallimages（barislO〝m）．   
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yig．12 E汀ecもSOfpolysaccharidesonprotoplastdivisionorBY－2．  

Protoplasts wereirlCubatedirlthe LS medium withO．4M  

mannitoIcolltaまning・0．1％polysaccharide．  

サクシノダリカン，キシログルカン，ヰサンタンガムに  

おいて細胞激の明らかな増加が見られた。これらの多糖  

はプロトプラストに対して吸着性を示した多糖であり，  

この吸潜能が細胞数増加に関与していることが推察され  

た。   

ところが，同じようにプロトプラストに対して吸着性  

を示したローカストピーンガムに関しては，培養3‡ヨ後  

においては未処理区分とほぼ同化＼7E後においては未  

処理区分よりも細胞教が減少するという結果となった。  

ローカストピーンガムは中性多糖であるので，その＊に  

若干含まれるであろう爽雑物を除くために，栄ソー  

DEÅEToyopear1650Mカラム（150mmx¢20mm）  

へ溶出溶戯に水を用いて供し，カラムから溶出してくる  

ものを集めた。またカラムに吸潜された物質を，0．1N  

塩化ナトリウムを溶媒として用いて‡亘一収し，それぞれに  

ついて赤血球凝集活性活性があるかを調べた。するとロー  

カストピーンガムには非常に強い赤血球凝集能があるこ  

とがわかり，絵イオン交換カラムを適すことによってあ  

る程度除くことが出来ることがわかった。  

以上のように処理したローカストピーンガムにおいて  

は，BY－2プロトプラスト再生においてシゾフィラン等  

のように細胞数増加に効果が現れることがわかった。以  

上のことからセルロース吸着性を示す水溶性多職である  

シゾフィラン，キシログルカン，ローカストピーンガム  

はプロトプラスト再生を促進させることがわかった。ま  

たセルロース吸番地はないが構造車にセルロース吸潜能  

が期待される構造を有すキサンタンガム及びサクシノダ  

リカンも同様の効果が見られた。キサンタンガムは，植  

物病原蘭が塵する菌体外多糖であり，またサクシノグリ  

カンはAgroわαC£eri昆mや月た£zoむ£㍑m me££～0まよの慶す  

る薗体外多糖である15・G2・88）。どちらも植物に感染する生  

物の威する多糖であり，これらがセルロース吸着性を示  

さないながらもBY－2プロトプラストに対して生理作用  

を示すことば非常に興味の持たれる現象である。  

エンドウ幼芽に対する各種水溶性多糠の効果   

エンドウ胚芽に対してプルラン，デキストラン，ラミ  

ナリン，シゾフィラン，アラピノガラクダン，バーレイ  

ダルカン，リケナン，サクシノダリカン，キシログルカ   
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ン，ローカストピーンガム，キサンタンガムを処理し，  

メタノール摘出したものを分析したところ，陛‡13の結  

果を得た。対照区として来処姜巨‡呈区分と比較すると，ピサ  

チンは24分にピークが寂れるが，多樅処棚によりピサ  

チンが強く統噂されることばなかった。しかしラミナリ  

ン，シゾフィラン，アラピノガラクタンについては，10  

から20分にかけてのピ⊥ク数及び強度が減少する傾向  

が見られた。逆にリケナン，サクシノダリカン，キシロ  

グルカンにおいてはピーク数，強度とも増加する傾向が  

見られた。これらのピークがどんな物質の存在を示すか  

ば今回同定出来なかったが，異なる水溶性多糖で処理す  

ることによりこれらの物質生産の抑制もしくは誘導が引  

き起こされたと考えられる。   

シゾフィラン，リケナン，バーレイダルカンについて  

は，タバコ輩に塗布することによりタバコモザイクウィ  

ルス感染に対する抵抗性が上界するという報告がある＄㌔  

これら多糖はどれもセルロース吸着性の見られる多糖で  

あり，このことからも吸着性と生物活性との問に相関が  

あることが推測される。   

エリシターにより引き起こされる植物防御活性には様々  

なものがあることが知られている。本実験ではエンドウ  

胚芽を用いたどサチンを窪厳する系を用いて検討を行っ  

たが，はっきりした相関性を認めることば出来なかった。  

そこで，植物細胞が広く行っており，ファイトアレキシ  

ン生戚に関連すると考えられているシキミ酸経路の中で  

董嬰な位置を占めるフェニルアラエンアンモエアリアー  

ゼ（PAL）の活性を測度する方法を用いた系を利用す  

るのがよいかもしれない。タバコ培巷細胞においてはエ  

リシタ¶訴執こよるセスキテルペノイドの蓄積が報告さ  

れている65）。さらにニンジン培養細胞において，糸状菌  

細胞壁を培地中に加えることによりPAL活性が上好す  

ること瑚や，コメ懸溺培養細胞においてはエリシターに  

よりキチナーゼが誘導されることが報告されている椚）。  

これら系を利用することにより，糖質によるファイトア  

レキシン誘導についての知見がさらに得られるかもしれ  

ない。  

における高次構造の変化について推察されている程度で  

あり，植物においては植物病原蘭感染の予防等に効果が  

ある等の報誓8、t）程度で，高次構造との関連が群紬こ検討  

された報告はほとんどないであろう。他方，レセプター  

側からの物質の認識という見知においては，背から様々  

な事例が報告されている。例えば，植物ホルモンと高次  

構造の関係についてほ次のような例が報告されている。  

オーキシンの活性型と不活性型との構造滋比較すると，  

分子構造坤に存在する荷竃閉路離が濱繋であるという考  

えがある柳。ヰシログルカンかノゴ糠に関しても，9糖  

には抗オーキシン活性がみられるが，他の輩合皮のもの  

に関してはみられないく¢〉。さらに，エリシターとして働  

くことが知られているβ－（1，6）分岐を有すβ－（1，3）  

グルカンにおいてその東合皮と分岐の度合いが活性と相  

関があることが報告されているβ9）。おもしろいことに，  

エリシター活性を示す頚合皮は3以上であるが，この蔓  

合皮では三盛らせん構造をとることができない。   

酵母プロトプラスト再建案験やシゾフィランの吸着実  

験から，三蔓らせん構造由来の高次構造がプロトプラス  

ト安定化に寄与し，高次構造との相聞性が示唆された。  

さらに，セルロース吸溶性多糖はタバコ培養細胞BY－2  

プロトプラストの再生率を有意に上界させた。ところが  

エンドウ胚軸に対しての多糖の処督至におけるエリシター  

梯陶質の生塵については，シゾフィランをのぞくセルロー  

ス吸潜性多糖がェリシター活性を示すという正反対とも  

思えるような挙動を示した。ヰチン及びキトサンオリゴ  

槻が示すェリンク一括性においては，セルロース吸着性  

を示す程度の嚢合皮でエリシター活性を示すことが知ら  

れている。これらの活性の宥恕はレセプター側の高次構  

造と関連していると想像で垂るが，現在までレセプター  

の軍都に成功したという報告はないので，今回報告した  

セルロースへの吸番機鰍ま，レセプターの認識機構に関  

する理解の血助となり得るかもしれない。   

タバコ培養細胞BY－2に対するシゾフィラン，キシロ  

グルカン，ローカストビーンガム蛍光請導体の吸潜にお  

いて，それぞれの吸着特性を反映する蛍光像が得られた。  

すなわち，ごく初期のプロトプラストにおいては，細胞  

表面にβ－（1，3）グルカンからなる細胞壁が構成されて  

いると考えられており56），本研究においても，プロトプ  

ラスト化後2時間後には約8割のプロトプラストにおい  

て細胞壁が再生していた。再生したばかりの細胞壁中に   

総合考察  

多糖の高次構造とその生理活性についての報告ほ，動  

物においては多糖による抗ガン牲等の薬理作月号と誘馴ヒ  
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いるだろうことが推察されたことからも，これからの糖  

質の機能研究は高次構造抜きで考えられなくなっていく  

であろう。  

多くのβ－（1，3）グルカンが存在することにより，シゾ  

フィランが吸着したと考えられる。また，蛍光検銃の結  

果，キシログルカンやローカストビーンガム誘導体より  

もシゾフィランの方がプロトプラスト表面における蛍光  

強度が強い蛍光が見られた。この現象は，一概には貰え  

ないまでも初拗に再生してくる紺泡壁中に含まれる多糖  

についてβ－（1，3）グルカンが多く含まれ，β－（1，4）  

グルカンはあまり含まれないことを示していると思われ  

る。その理由について考えてみると，次のような仮説が  

考えられる。植物病原菌は植物細胞に感染するときにβ－  

（1，4）グルカナーゼ等の鰍泡壁溶解群発を用いることが  

知られている。しかし，植物細胞壁がβ－（1，3）グルカ  

ンにより構成されていたなら，病原菌は感染することが  

出来ない。なぜなら，病原蘭僧体も細胞壁を有し，その  

組成は主にβ－（1，3）グルカンやキチンから成るため，  

β－（1，3）グルカナーゼを病原菌が菌体外に放出するこ  

とば考えられない。類似した現象は，やはり植物病原蘭  

が感染するとさに植物細胞が作り出すパピラという構造  

物が挙げられる。β－（1，3）グルカンから鰍或されてい  

るパピラ自体は物理的障腰となって，病原菌の感染糸の  

進入を阻饗すると考えられているが，植物病原菌由来の  

グルカナーゼにより消化されることばない。   

植物病原菌や根粒菌の作り出す多糖であるキサンタン  

ガムやサクシノダリカンにおいては，セルロースに対す  

る吸着能を持たないにも関わらずタバコBY・2に対して  

相互作用を示したが，この現象は植物細胞が外部に対す  

る認識機構として働いているのかもしれない。特に根粒  

菌の感染について，根粒菌の威するNodractorとして  

のリボ多糖については知られているが，やはり根粒蘭の  

慶するサクシノダリカンに関しての生理的作月狛ま殆ど分  

かっていない。しかし，本報告よりマメ科植物ではない  

が植物細胞憫体との相互作用が見られたことから，感染  

時における何らかの生理的作用が存在すると想像される。   

近年，それまで生理活性的な生命現象と切り放されて  

考えられてきた糖質についての機能が徐々に明らかにな  

るにつれ，生命現象における糖質の盛業性が認識される  

ようになってきた。シゾフィランが酵母プロトプラスト  

の再生率を上界させる現象に始まった本研究であるが，  

この現象の仕組みが多糖一多糖間吸潜機構に由来すると  

いうこと，特に多糖の主鋭郎構成槻の結合塑に起陸‡する  

高次構造や水酸基の位関する空間座灘が吸潜に起因して  
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