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AbstFact

Changesintheactivityofseveralglycosidaseswerestudiedinskin and

fleshtissuesofSemillon grapesduringberrydevelopment.Theactivityof

sixglycosidases(α-and β･D一galactosidase, β･D-glucosidase,α-L-arobino-

pyranosidase,β-D-Ⅹylosidaseandα-D-mannosidase)wasdetectedindevelop-

inggrapeberries.Beta-D-galactosidase,β-D-glucosidase, α-L-arobinopyrano-

sidase,β-D-xy10sidaseand α-D-mannosidaseactivity in theskin tissues

beganincreasingprlOrtOV'eTaisonandreachedamaximum aroundv6raison,

whereasα-D-galactosidaseactivityincreased throughoutdevelopment.Beta-

D-galactosidaseand α-D-mannosidaseactivity was the highestofallthe

glycosidasestested.Glycosidaseactivityintheskintendedtobehigherthan

inthefleshtissues.Thepossibleroleofglycosidaseingrapeberrysofteningis
discussed.

緒 論

植物細胞壁の主要骨格がセルロース,ポ リガ

ラクツロン酸,アラビノガラクタンなどの多糖

のネットワークから構成 されていることか ら,

これ ら多糖の酵素的分解が成熟期の果実の軟化

に関与 していると考え られている｡植物細胞壁

多糖の一つであるポ リガラクツロン酸を分解す

るポ リガラクツロナーゼは,invitroの反応系

において効果的に植物細胞壁を溶解 して組織の

萌壕を導 くことか ら,成熟期の果実の軟化に関

与する酵素 として特に注目され,多 くの果実で

研究が進められてきた｡ トマ トではポ リガラク

ツロナーゼ遺伝子がクローニングされ, アンチ

センスRNA技術によりその発現を抑制す る研

究が行われたく1･2) ｡その結果, トマ ト果実のポ

リガラクツロナーゼ発現是を大幅に低下 させて

も果実の軟化や色素の蓄積 は正常に進み,収穫

後の果実組織の崩壊速度が低下することが明 ら

かになった｡ この実験では,成熟期の果実組織

中の ポ リガ ラクツロナーゼ活性 の抑制率 が

70-90%であるため, ポ リガラクツロナ-ゼ

が果実の成熟に関係 しないという結論を導 くこ

とはできないが,ポ リガラクツロナ-ゼが成熟

期果実の軟化を引き起 こすキー酵素であるとい

う従来の考え方に問題を投げかける結果 となっ

た｡複雑な構造をもつ植物細胞壁の分解がガラ

クツロナ-ゼのみにより引き起 こされていると

は考えがたく,他の細胞壁多糖分解酵素,すな

わち,ペクチンメチルエステラーゼ,ペクチン

リアーゼ,ガラクタナtゼ,各種 グ リコシダー

ゼなどが関与 している可能性は高い｡

ブ ドウ果実はベ レゾーンと呼ばれる時期を境

に急激に軟化が進む｡軟化にともなう果肉組織

の崩壊は果皮の内側か ら始まり,種子周辺へと

進行する(3)｡ この果実軟化の開始 と同時期 に果

実内のポ リガラクツロナーゼ活性 は上昇 し,果

肉中の可溶性多糖壷 も増大する｡ しか し,成熟

期 ブ ドウ果実において,ポ リガラクツロナーゼ

以外の糖分解酵素の発現に関する知見は得 られ
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ていない｡本研究では,成熟期のセ ミヨンブド

ウ果実を経時的にサンプリングし,その果皮及

び果肉の各種 グリコシダーゼの活性を測定 した｡

そして, これらグリコシダーゼの発現と果実の

軟化との関係を考案 した｡

実験材料および方法

1. ブ ドウ試料

山梨大学発酵化学研究施設育種試験地におい

て収穫されたセ ミヨンブドウ果実を使用 した｡

同一の試験樹か ら日照条件の近い50房を選択 し､

マーキングを行 った｡セ ミヨン果実は開花日か

ら10日おきに､各房から､2粒ずつ､合計100粒
を採取 し,果実の重鼠 糖度 (oBrix)および

硬度 (kgw/CⅡf)を測定 したo採取果実を果皮.

果肉,種子に分離 し,液体窒素で凍結後､乳鉢

を用いて粉末化 し,-80℃で保存 した｡

2.帯素の抽出

凍結保存 した果皮および果肉粉末1gに対 し

て,2mlの0.2Mホウ酸緩衝液 pH8.0(0.5M
塩化ナ トリウム,0.2% システイン,1% ポ リ

エチレングリコール#4000を含む)を添加 し,

15,000rpmで2分間ホモジナイズ (ホモジナ

イザー,NihonSeikiLtd.)した後に,4℃で2
時間撹拝抽出 した｡この抽出液を遠心分離 し

(27,000g,10分間),得 られた上清をSephadex

G･25を用いたMicrocentrifugedesalting州に

よりゲル渡過 し,低分子物質を除去 した｡

Microcentrifugedesaltingは次のように行っ

た｡ガラス製 シリンジ (1.5x7cm)の先端

に綿を詰め,蒸留水で膨潤 したSephadexG-
25(約7ml)を流し込み,スイング型ローター

で遠心分離 した (1,400g,2分間)｡ このカラ

ムに,3m】の50mM酢酸緩衝液pH 5.0(0.5
M塩化ナ トリウム,0.2% システイン,1% ポ

リエチレングリコール#4000を含む)を添加

し,遠心分離 した (1,400g,2分間)｡ この操

作を2回繰 り返 した後に,上清700〃1を添加 し,

遠心分離 (1,400g,2分間) して,ゲル渡過液

を得た｡

3.各種グリコシダーゼ活性の測定

各糖のp-ニ トロフェニル誘導体を基質として,

反応により遊離するp-ニ トロフェノール量を測

定 した.50mM 酢酸緩衝液 (pH5.0)100pl,

ゲル嬉過により低分子物質を除去 した酵素抽出

液 50〟1,10mM pニ トロフェニル誘導糖50

〃1からなる反応液を37℃で1時間インキュベー

トした後にlmlの0.5M 炭酸ナ トリウム溶液

を添加 して反応を止めた｡遊離したp･ニトロフェ

ノールを400nmの吸光度(分子吸光係数 :18.1

cm2/FlmOl)を測定することにより定屈 した｡

p-ニ トロフェニル (PNP)誘導糖は,

pNp-α-D-グルコシド,pNp-β-D-グルコシ ド,

pNp-α-D･ガラクトシド, pNp-β-D-ガラクトシド,

PNP-α-D･マンノシド,pNP･β･D-マンノシ ド,

pNp-α-しフコシド, pNp-β-L-フコシ ド,

PNP-α･Dヰ シロシド,PNP-β-Dヰ シロシ ド,

pNp-a-L-ラムノビラノシド,pNp-a-Ll7ラビノビラノシド,

の計12種頬を使用 した｡上記の反応条件下に

おいて1分間にlFLmO】のp-ニ トロフェノールを

生成する酵素量を1ユニットとした｡

実 験 結 果

Fig.1にセ ミヨンブ ドウ果実の重量.糖度

(oBrix)および硬度の変化を示 した｡果実は

順調に生長 し,開花後50-60日でベ レゾーン

をむかえ,糖度の上昇と硬度の低下が開始 したO

生長期の果実の果皮および果肉の各種グリコ

シダーゼ活性を12種頬の基質を用いて測定 し

たところ,6種類の基質 (pNp-αID-ガラク ト

シド,pNP･β-D-ガラク トシ ド,pNp-β･D･グ

ルコシド,pNp-α-しアラビノビラノシド,pNp-
β｣}キシロシド,PNP-α-D･マンノシド)にお

いて酵素活性が検出されたのに対 して,それ以

外の基質 (pNp-a･D-グルコシ ド,PNP-β-D-

マンノン ド,pNp-α-L-フコシ ド,pNP･β･L･
フコシド,PNP･α-Dヰ シロシ ド,pNp-α-し
ラムノビラノシド)では酵素活性は検出限界以

下であった (Fig.2)｡検出された6種頬のグ

リコシダーゼ活性は,いずれも開花直後は微量
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Fig.1. Changesinfreshweight,rixand

hardnessoISemillongrapeberriesduring

development.
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で,開花後20日以降に増加 した｡ α-D-ガ ラク

トシダーゼは生長期を通 じて増加を続けたのに

対して,β･D-ガラク トシダーゼ, β･D-グルコ

シダーゼ,α･L-アラビノビラノシダーゼ, β-

⊃-キンロシダーゼ,α･D･マ ンノシダーゼは生

麦の途中で最大値を示 し,それ以後減少 した｡

拷素の発現量 としてはβ-D-ガラク トイシダ-

p-t}Gahdosidase
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ゼとα･D-マンノシダーゼが最 も大 きく,最大

活性は両者 とも約70 x 103 (unit/ g fresh

weight)に達 した｡果皮 と果肉の酵素活性 を

比較するといずれの酵素 も果皮の酵素活性が高

い傾向にあり,果肉では活性が全 く検出されな

い酵素 も存在 した (α-L-アラビノビラノシダー

ゼ,β-Dヰ シロシダーゼ)0
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考 察

植物の細胞壁は大きく分けて2つの網 目構造

により形成されている｡一つは,直鎖状のセル

ロース分子が水素結合により束となったセルロー

スミクロフィブリルとその表面に結合 して多く

の枝分かれによりミクロフィブリル問を架橋 し

ているヘミセルロースの網目構造｡ もう一つは,

負電荷をもつガラクツロン酸を多 く含むペクチ

ンの網目構造である｡セルロースの網目構造は

細胞壁に引っ張り強度を与え,ペクチンの網目

構造は隣接する細胞壁どうLを結合させるセメ

ントの役を果たしていると考え られている-5-0

本研究で,成熟期のブドウ果実に検出されたグ

リコシダーゼ活性の中で,植物細胞壁を構成す

るこれら網目構造を分解する能力を持つものと

してはセルロースやヘミセルロースの分解に関

与するβ-D-グルコシダーゼとβ-Dヰ シロシダー

ゼ,ペクチンの中性糖成分であるアラビノガラ

クタンの分解に関与するβ-D-ガラク トシダー

ゼとα-L7ラビノビラノシダーゼがあげられ

る｡活性発現量の大 きいβ-D-グルコシダーゼ

とβ-D-ガラク トシダーゼに注 目してみると,

β･D･グルコシダーゼ活性は,果皮で開花後30
日から急激に増加 し,果肉では少 し遅れて,開

花後60日から活性が上昇 した｡それに対 して,

β-D･ガラク トシダーゼ活性は,果皮および果肉

ともに開花直後から増加を続け,成熟後期に最

大値を示 した｡β-D-グルコシダーゼはセルロー

スやヘ ミセルロースの主要構造であるD-グル

コースのβ-1,4結合を,そしてβ-D-ガラク トシ

ダーゼはアラビノガラクタンの主鎖であるD-

ガラク トースのβ-1,3結合を分解する能力を

持 っている｡果実の軟化が開花後60日前後に

急激に進むのに対して,測定 した各グリコシダー

ゼ活性の発現時期は,必ずしも果実の軟化時期

と一致 しなかった｡多 くのグリコシダーゼ活性

は果実生長のかなり早い段階から増加する傾向

にあり,果実の細胞壁多糖の分解は,ベ レゾー

ン以前の早い時期から徐々に進行 しているとも

考えられる｡各グリコシダーゼ活性がいずれも

果肉に比べて果皮で強く,かつ早い時期に発現

していることから,生理的にアクティブな果皮

細胞で合成された各グリコシダーゼが果肉細胞

に拡散 している可能性が高い｡α-マンノシダー

ゼ活性は果実の軟化とほぼ同じ時期に増加 し,

その発現晶も大きかった｡ α-マンノシダーゼ

は植物細胞内の液胞に多 く含まれることが知 ら

れており(67), この酵素の増加は,果実細胞壁

の分解ではなく,果実の軟化の際に見 られる液

胞の肥大化と関連 しているものと推測される｡

本研究で検出された各種グリコシダーゼのほ

とんどは,植物細胞壁を構成する多糖を分解す

る能力を有するが,ブ ドウ果実の軟化に関与し

ているという直接的な証拠は得られていない｡

しかし,他の幾っかの植物においては,成熟に

ともなう果実の軟化の際に,細胞壁部分にβ-

ガラクトシダーゼなどのグリコシダーゼが発現

し,細胞壁多糖を分解することが明らかにされ

ている(89)O今後, ブ ドウ果実組織内における

各グリコシダーゼの発現位置を決定するととも

に,遺伝子 レベルでの各グリコシダーゼの発現

制御実験が可能となれは,ブドウ果実の軟化に

おける各グリコシダーゼの役割がより明確にな

ると期待される｡
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