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研究成果の概要（和文）：　UDP-アピオースは不安定（pH8.0、25℃で半減期32秒）で、これまでに単離例はな
かった。本研究では、UDP-アピオースにN,N-ジメチルシクロへキシルアミンやトリエチルアミンを配向させた
時、UDP-アピオースの半減期が39時間（pH6.0、25℃）になることを見出した。この条件でUDP-アピオースをmg
単位で調製することに成功した。またバイオインフォマティクスにより、ペクチンラムノガラクツロナンII：ア
ピオース転移酵素の候補遺伝子を選抜した。そのリコンビナントタンパク質にアピオース転移酵素活性を見出
し、当該遺伝子を同定した。

研究成果の概要（英文）：UDP-apiose, a donor substrate of apiosyltransferases, is known to a labile 
due to the intramolecular self-cyclization, resulting the formation of a-D-apio-D-furanosyl 1:
2-cyclic phosphate. Its half-life is 32 seconds at at pH 8.0 and 25 C. We found that the bulky 
caions, especially tertiary amines, effectively suppressed the degradation of UDP-apiose. 
Consequently, a half-life of UDP-apiose was prolonged to 38.5 hours at pH 6.0 and 25C using 
triethylamine as a counter ion. Using this isolated UDP-apiose, we identified a gene encoding pectin
 rhamnogalacturonan II: apiosyltransferase.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
 ペクチンは、植物の成長時に合成される
細胞壁多糖であり、ペクチン生合成と植物
成長は直接的な関係がある。しかし、ペク
チンの構造が複雑なため、ペクチン生合成
に関わる多くの糖転移酵素が同定されてお
らず、植物成長に伴うペクチン生合成の分
子的理解がされていない。 
 ペクチンは、いくつかの構造ドメインに
分類される。そのうち、ラムノガラクツロ
ナン II（RG-II）は、12 種類の単糖成分か
ら構成され、糖結合様式を 22種類含む最も
複雑な構造をしている。この構造中のアピ
オースは、その水酸基と植物の必須元素で
あるホウ素がホウ酸ジエステル架橋を形成
し、細胞壁の分子ネットワーク構築に関与
している。ホウ素が欠乏すると、細胞壁が
形成されず、重篤な表現型を示すことが知
られている。ペクチン分子中のアピオース
残基がホウ素とのジエステル結合を介して
架橋形成に関わり、ペクチンは細胞壁の空
間的構築に重要な役割を果たしている。ペ
クチン分子にアピオースが組み込まれるこ
とも同様に細胞壁構築ひいては植物成長に
重要であると思われるが、アピオース転移
酵素が同定されておらず、その理解が進ん
でいない。 
 アピオース転移酵素の同定には、アピオ
ース前駆体の UDP-アピオースが必要であ
るが、この化合物が非常に不安定で単離で
きず、利用できない。UDP-アピオースは
UDP-グルクロン酸を基質として、UDP-ア
ピオース/UDP-キシロース合成酵素から生
合成される。しかし、UDP-アピオースは溶
液中で速やかにアピオース-1,2-環状リン酸
に分解されてしまう（半減期 32秒 [pH 8.0, 
25 C]）。この分解反応は、UDP-アピオース
/UDP-キシロース合成酵素の至適 pH があ
るアルカリ性で特に起こりやすい。また、
pH 3 以下の比較的強い酸性条件下でも、
UDP とアピオースに分解される反応が起
こる。これまでに、UDP-アピオースを安定
に単離できる条件は見いだされていない。 
UDP-アピオースを利用できれば、この化合
物を基質とするアピオース転移酵素の解析
ができるようになり、ペクチン生合成機構
やペクチン架橋構造形成の生理機能の解明
に貢献できる。 
 
２．研究の目的 
 UDP-アピオースを安定に単離すること、
ペクチン生合成に関わるアピオース転移酵
素を同定することを目的とする。この研究
は、ペクチン生合成分子機構の全貌を解明
する一歩となる。 
 
３．研究の方法 
 UDP-アピオースを酵素合成させた。溶液
中での UDP-アピオース分解反応が起こら
ないように、酵素合成で生成させた直後の

UDP-アピオースに嵩高いカウンターイオ
ンを配置させた。この UDP-アピオースの
安定性を調べた。 
 バイオインフォマティックス的手法によ
りアピオース転移酵素の候補遺伝子を選抜
した。候補遺伝子がコードするタンパク質
をタバコ培養細胞 BY-2 株で発現させた。
この発現タンパク質を UDP-アピオースに
作用させ、ペクチン RG-II アピオース転移
酵素の活性測定を行った。 
 
４．研究成果 
 UDP-アピオースは不安定で、これまでに
単離例はなかった。UDP-アピオースに適切
な嵩高いカウンター陽イオンを配向させる
ことで安定化させることを試みた。また
UDP-アピオースの安定な pH も探索した。
UDP-アピオースは UDP-アピオース/UDP-
キシロース合成酵素により生成させた。こ
の酵素の至適 pH8.0 ではなく、pH6.0 で
UDP-アピオースが比較的安定であった。
UDP-アピオースに N,N-ジメチルシクロへ
キシルアミンやトリエチルアミンを配向さ
せた時、pH6.0で半減期が 39時間になるこ
とを見出した。この条件で UDP-アピオー
スを mg 単位で調製することに成功した
（投稿論文作成中）。 
 ガラクツロン酸から構成される多糖にア
ピオースが結合したアピオガラクツロナン
というペクチン成分が多いウキクサで発現
量が高い糖転移酵素様遺伝子に注目し、こ
のシロイヌナズナ相同遺伝子をアピオース
転移酵素の候補遺伝子とした。タバコ培養
細胞 BY-2 株でリコンビナントタンパク質
を発現させ、UDP-アピオースを基質として
用いて、このタンパク質にペクチン RG-II
アピオース転移酵素活性を初めて見出した。
現在、この酵素の生化学的解析を進めてい
る。 
 このように、本科研費助成で、当初の目
的を大まかに達成することができた。 
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