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　　　　　　　　　緒　　　　言

　葉緑体の発生過程とは種子が暗中で吸水発芽して黄化

檀物体内でプロプラスチッドを形成し，さらに植物体へ

の光照射に誘発されて，同化器官としての機能を備えた

葉緑体を形成する過程である。

　葉緑体の発達にはクロロフィル等の光合成色素の合

成，DNAやRNAの合成，タンパク合成と協調した葉

緑体に固有な酵素系の発現および活性増大，葉緑体脂質

の合成，微細構造の変化等がそれぞれに相関しながら関

与している．通常の緑葉から得られるいわゆる成熟葉緑

体が示す光化学的，生物化学的な機能に関する知見に比

較して，プロブラスチッドの形成遇程は未解明の分野で

あり，発達段階にある葉緑体が示す生物化学的性質およ

び成熟葉緑体へと発達する遇程の詳細についても未だ不

明な点が多い．葉緑体の発達遇程の研究には（1）タンパク
　　　　　　　　　　　　　　　　（1－2）
質または核酸の合成を阻害する抗生物質または（2）除草剤
　（3－6）

等の薬剤で処理した檀物体と未処理のものでの葉緑体の

発達を比較する場合，さらに（3）葉緑体の特異成分を欠損
　　　　　　　　　　　　（7－8）
した変異植物体を用いる場合等が採用されて来た．われ

われは核酸関連化合物である4一チオウリジン（以下4S

U）が吸水発芽時のプロプラスチッドの発生を抑制し，

したがって局等幼檀物での葉縁体の発達を抑制すること
　　　（9－11）

を発見し，葉緑体発達過程のメカニズムを解明する手段
　　　　　　　　　　　　　　　　　　（12－16）
として4SU処理した檀物体を用いて来た．

　しかしながら吸収された4SUの代謝経路および4SU

の作用の形式については不明であった．本報では4SU

を含む水溶液申で吸水発芽させた黄化ダイコン芽生えよ

り調製したRNA中に4SUが含有されていることを実

※　生物化学研究室

証し，黄化檀物体での4SUの代謝経路について考察し

た．

　　　　　　　　実験材料と方法

　植物材料

　ダイコン（R砂肋舳33α伽郷L．）の発芽生育条件お
　　　　　　　　　（13）
よび4SUの合成は既法の方法で行った．
　　　　　　（17）
　RNAの調製

　タイコノ子葉を新鮮重量の5倍量の緩衝液〔50皿Mト

リス塩酸（PH7．8），4mM　MgC12，5μ9／m1ポリビニ

ール硫酸カリウム，1％（w／v）ドデシル硫酸ナトリウ

ム，O．2％（v／v）　トリトンX－100〕とともに氷冷下で

磨砕し，遠心（20，000×9）後の上澄を2Mトリス溶液

でPH9．Oとし，等量のあらかじめPH9．0に調製し

ておいたフェノールで2回処理した．水層よりRNAを

2倍量のエタノールで沈殿させ，蒸留水に対して一晩透

析した。RNA量はRNA1mg／m1の溶液の260nmで
　　　　　（18）
の吸光度が20であるとして計算した．

　酸可溶性画分の調製

　ダイコン芽生えを氷冷した4倍量の5％（w／v）トリ

クロロ酢酸と少量の海砂で十分に磨砕し，遠心（20，000

×9，20分）後の上澄を5倍量のジエチルエーテルで2

回振とうしてトリクロロ酢酸を除き水層のPHをトリス

で4～4．5としたものを酸可溶性画分とした．

　水銀化セルロ□スによるアフィニティクロマトグラフ

　イ］

　セルロースを支持体とし水銀を共有結合させた水銀化
　　　　　　　　　　　　　　　（19）
セルロースはSHAINOFFの方法で調製した．チオール

を含む化合物はこの水銀化セルロースに親和性を示し，
　　　　　　　　　　　　　　　　　　（19）
高濃度のSH化合物によって湾出される．4SUは水銀
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と1対1に反応し，調製後のセルロース1g当り0．2～

07榊刎0Zθの水銀が結合しているので，同程度の4SU

ないし4SU関連化合物を吸着することが出来る．

　水銀化セルロースをカラムにつめて，洗浄用緩衝液

　〔4mMトリス塩酸（PH7．4），4mM　EDTA，O．5M

KC1〕で平衡化させた．RNA溶液または酸可溶性画分

をカラムにかけ，260nmでの吸光度がO．05以下になる

まで洗浄し，吸着しない画分を分離した．吸着した画分

は上記緩衝液に50mM2一メルカプトェタノールを含む

溶液で溶出させた．RNAの場合は透析によって共存す

るメルカプトエタノールを除いた．

結　　　　果

　暗所で4日間4SUを含むリン酸緩衝液で発芽生育さ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（17）
せたダイコン芽生えの子葉よりアルカリ性フェノール法

で調製したRNA画分の吸収スペクトルを図1に示し

た．2gの子葉より得られたRNAを5m1に溶解して

測定した場合，4SU濃度10mMで発芽生育させた子

葉からのRNAは近紫外部の330nm付近に明確な吸収

ピークを示すが，4SUを含まない培地で発芽生育させた

対照からのRNAはこのようなピークを示さない。希釈

して測定した場合260nm付近に極大を示す吸収スペク

トルには両者に差は認められなかった．

　4SU培養した子葉では260nmでの吸光度に対して，

330nmにO．68％の吸光度を示すRNAが得られた。4SU

は他の核酸構成成分と異なり330nm付近に特徴的な
　　　　　（20）

吸収を示すので，RNA中の330nm付近の吸収ピーク

は植物体に吸収された4SUがRNAにとり込まれた
ことを示唆している。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（21）
　4SU又は大腸菌t－RNA中の4SUは過酸化水素ま
　　　　　　　　　　（22）
たはヒドロキシルアミンによってそれぞれウリジンまた

はルヒドロキシシチジンヘと化学変換することが知ら

れている．4SU培養後の植物体から調製したRNAを

過酸化水素，ヒドロキシルアミンで処理した後の近紫外

部の吸収スペクトルの変化を図2に示した。遇酸化水素

またはヒドロキシルアミンで処理すると330nm付近に

存在していた吸収ピークは処理時間とともに減少した．

これらの化学修飾法は4SUに特異的で他の核酸構成成
　　　　　　　（18－19）
分には作用しないので，RNA標品が示す330nm付近

の吸収は存在する4SUによるものであると結論され
る。
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F1g1Absorpt1on　spectra　of　RNA　from　rad1sh
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F1g2　Effect　of　se1ect1∀e　chem1ca1mod1f1cat1on

　on　the　UV＿absorpt1on　spectra　of　RNA　from
　4＿th1our1d1ne　treated　radlsh　coty1edons

　　（A）treated　w1th0176　M　hydrogen　perox1de
　　　　（PH8．O）

　　（B）treated　w1th05M　hydroxy1am1ne（pH
　　　　7．O）

　4SU培養したダイコン子葉より得られたRNAを水

銀化セルロースによってアフィニティクロマトグラフィ

ーにかけた結稟が図3である。13．4m．9のRNAを水

銀化セルロースのカラムに通し，素通り画分を非吸着画

分とし，吸着したRNAはメルカプトェタノールで溶出

し330nmでの吸光度で調べた．非吸着画分のRNAは
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F1g4　Absorpt1on　spectru：m　of　th1o1－contammg

　RNA1so1ated　by　the　affm1ty　chromatography
　on　mercurated　ce11u1ose．

もはや近紫外域の吸収を示さなかったが，吸着画分では

図4に示すように260nmと330nmに吸収極大を示す

スペクトルが得られた．吸着されたRNA量は22㎜g

であり全RNAの16．4％であった．しかしながら対照

の檀物体のRNA中には吸着される成分がほとんど認め

られなかった．以上の結果からもRNA中に4SUが存

在していることは明らかであり，また4SUを含むRNA

は水銀化セルロースを用いるアフィニティクロマトグラ

フィーによって容易に単離出来ることが示きれた．

　つぎに4SU培養したダイコン子葉より調製した酸可

溶性画分を水銀化セルロースによって処理し，この画分

中の4SU関連化合物を分離した．図5（A）に示すように

4SU培養後の子葉から得られる酸可溶性画分には水銀化

セルロースに吸着される成分が存在しているが，対照の

ものではこの成分が認められない．この成分は330nm

付近に吸収極大を示し図5（B），またあらかじめ遇酸化水

素またはヒドロキシルアミンで化学修飾しておくと水銀

化セルロースに吸着されなくなる．これらの結果は4SU

培養した子葉申には低分子の4SU関連化合物が存在し

ていることを示している．したがって種子の吸水発芽時

に吸収された4SUは低分子性の4SU関違化合物を経

てRNAへととり込まれているものと考えられる．

　　　　　ρ伽舳②
bムー4・THIOuRAC．一L牟一一一4－THIOuRAC－L　　　　　　　　　　　4・THI0・uMP

　　　　　　　　舳巴ふ、伽色舳叱6

　　　　　岬舳色　1　　11
泌斗THlOuRmI陀」牛THIOURm川E！　　　4一TH1O－uDP

　　　　4一THlOuRm川E　七肌・gRNAムー一4一丁削O－uTP

F1g6　Poss1b1e　metabo11c　pathways　of4－th1our卜

　dme　m　germmatmg　rad1sh　seed1mgs
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考　　　　察

　動物の系，すなわちハムスターの培養細胞を4SUま

たは6一チオグアノシンンとともにインキュベートする

と，4SUまたは6一チオグァノシンがRNA中へとり
　　　　　　　（23）
込まれるとの報告がある．植物の系，すなわち4SU共存

下で発芽生育したダィコン芽生えでも4SUがRNAへ

とり込まれることを以下の事実によって実証した．（1）

4SU培養した檀物体より調製したRNAは4SUに特
徴的な330nm付近に吸収ピークを示すが対照のもので

は認められない．（2）この吸収ピークは4SUに特異的な

化学修飾法によって処理時間とともに減少する．（3）

4SU培養後の檀物体のRNAは水銀化セルロースに親

和性を示す成分を含有するが，対照のものでは認められ

ない．（4）また4SU培養した芽生え中にはその酸可溶性

画分に水銀化セルロースに吸着され，330nm付近に吸収

ピークをもつ4SU関連化合物が存在しているが，対照

のものではこの成分が存在していない．

　以上の結果とわれわれがこれまでに檀物体での4SUの

代謝について得た知見を総合すると図6のようになる．

檀物体に吸収された4SUはまずウリジンヌクレ才シダ

ーゼの作用により一4チオウラシルとなる．4一チオウラ

シルはUMPフォスフォリラーゼの作用によって4一ヂオ

UMPへと変換される．ウリジンを直接リン酸化して

UMPを与えるウリジンキナーゼの活性は緑化芽生えで

検出されるのに対して，黄化芽生えではその活性がほと
　　　　　　　（24）
んど検出されない。一方ウリジンヌクレオシダーゼは吸

水直後にすでに高い活性が認められるので、種子の吸水

発芽時では吸収された4SUは一旦4一チ才ウラシルとな

ってからフォスフォリボシルピロリン酸の共存下で，4

一チオUMPへと変換されるものと考えられる．4一チ

オUMPはその後4一チオUDP，4一チ万UTPを経
てRNAへととり込まれるのであろう．したがってウ

リジンからRNAへ至る合成系路のそれぞれの酵素は

ウリジンの代りに4SUをも基質とすることが出来ると

考えられる．4SUが初発の酵素，ウリジンヌクレオシダ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（24）
一ゼの基質となりうることはすでに確認されている．こ

のような4SUのリン酸化された化合物および4SUま

たは4一ヂオウラシルが水銀化セルロースに吸着される

低分子成分であると考えられる．なお4SUまたは4一チ

オウラシルはペルオキシダーゼによってそれぞれのビス
　　　　　　　（24）
体へと酸化される．しかしこれらビス体は水銀化セルロ

ースに対する親和性を持っていない．

　4SU培養した檀物体では葉緑体独自のタンパク合成系

で合成される成分のみが減少しており，葉縁体内成分で

ありながら細胞質系で合成される成分は影響を受けてい
　（25）

ない．したがって4SUの葉緑体発生に対する抑制効果

を解明するには葉緑体での核酸・タンパク合成系と細胞

質での系を区別して考える必要がある．ハムスターの培

養細胞では4SUはRNAへとり込まれるが，RNAの
合成能およびタンパク合成能にはほとんど影響を及ぽさ
　（23）
ない．この事実は檀物の細胞質系においても成立するも

のと考えられる．一方，葉緑体系では4SUを含むRNA

では正常な翻訳機能が発現されにくいか，または4SU

関連化合物によって転写機能が阻害されて，プロプラス

チッドの形成が抑制されるものと考えられる．

　　　　　　　　　要　　　　約

　葉緑体の発生遇程を特異的に抑制する4一チオウリジ

ン　（以下4SU）の黄化檀物体での代謝経路について調

べた．1mMの4SU共存下で発芽生育させたダイコン

子葉から調製したRNAは330nm付近に特徴的な吸収

ピークを示すが，4SUを含まない条件下で発芽生育させ

た対照からのRNAではこのようなピークは認められな

い．4SUが330nm付近に吸収をもつのでRNA中の
ピークが4SUに由来するものと推定された．事実この

ピークは4SUに特異的に作用する化学修飾剤，遇酸化

水素またはヒドロキシルアミンで処理すると消失した。

また4SU処理後の子葉から得られたRNA標晶中の約

15～20％が，チオール化合物に親和性を示す水銀化セル

ロースに吸着され，メルカプトエタノールで溶出され

た．これらの結果は吸水発芽時に吸収された4SUが通

常の核酸構成成分であるウリジンと同様に代謝されて。

4一チ才UMP，4一チオUDP，4一チオUTPを経て
RNAにとり込まれることを示している。また4SU関

連化合物が葉縁体系での転写を阻害するかまたは4SU

が葉緑体のRNAへとり込まれて，翻訳の機能が低下す

ることによって葉緑体の発生が抑制されるものと考察し

た．
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Summary 

We have reported previously the inhibitory effect of 4-thiouridine (4SU) on 
chloroplast development in greening radish cotyledons. In this paper we present 

the results on metabolism of 4SU in germinating radish seedlings. Radish seeds 
were germinated and grown with (treated) or without (untreated) 4SU in the dark 
for 4 days. RNA prepared from the treated cotyledons had an absorption peak 
near 330 nm ; however RNA from the untreated ones did not show any siginificant 

peak in this region. Selective modification of RNA from the treated cotyledons 
with hydrogen peroxide or hydroxylamine, which are known to react specifically 

with 4SU or 4SU moiety in RNA, resulted in the disappearance of the peak near 
330 nm. About 15 -200/0 of RNA from the treated cotyledons bound to mercurated 
cellulose and was eluted with mercaptoethanol. These results indicated that 4SU is 

metabolized to 4-thioUMP, 4-thioUDP and 4-thioUTP and then incorporated into 
RNA through the same pathways as is uridine in the germinating radish seedlings 

We consider that the action of 4SU on chloroplast development may be through 
the depressed activity of translation or an abnormal translation due to the 4SU-

containing RNA or the inhibition of RNA synthesis by the 4SU moiety in develo-
ping plastids. 


