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葉緑体におげるピリミジンヌクレォチドの生合成

柴田　　均＊。落合 英夫＊

B1osynthes1s　of　Pyr1lm1dme　Nuc1eot1des　m　Ch1orop1asts

　　　　　H1tosh1SHIBATA　and－H1d．eo　OcHIAI

　The1oca11zat1on　of∂θ舳びo　and．sa1vage　pyr11m1d1ne　b1osynthet1c　pathways　m　p1ast1d－s

fro血rad．1sh（R砂肋伽”α肋〃3）coty1ed．ons　was1nyest1gated－The　carbamoy1phosphate

synthetase（EC6355）and．aspartate　carbamoy1transferase（EC2132），the　f1rst　two
enzy皿es　of　theゐηoηo　pathway　were　detected－m　et1op1asts　Urac11phosphonbosy1－

transferase（EC242．9）and．ur1d1ne　kmase（EC27148），the　enzylmes　mvo1v・ed　m
the　sa1∀age　pathway　of　UMP　synthes1s，were　a1so　d．e蛆onstrated．m1so1ated－ch1orop1asts

We　su皿皿ar1zed　the　concentrat1ons　o壬the　substrates　for　these　enzym．es1n　ch1orop1ast

strom－a　From　these　and－prey1ous　resu1ts（P1ant　Phys1o180，126－129．1986），we　conc1ud．ed－

that　theゐ伽ηo　as　we11as　sa1∀age　pathways　for　pyr1m1d．me　b1osynthes1s　operate

proper1y　1n　p1ast1ds

　　　　　　　　　緒　　　　言

　核酸や糖ヌクレオチド合成の基材であるピリミジン化

合物の合成は，すべての生物に共通した次の2つの経路

を経て進行する．ゐ〃0η0合成経路ではグルタミンを

窒素供与体，ATPをエネルギー源として，C02から

CPSaseの作用によって初発の基質CarPが合成され

る。続いてCarPとアスパラギン酸との縮合により

CarAspが合成され，この段階にはACTaseが関与す

る．CarAspからソヒドロオロチン酸，オロチン酸，オ

ロチン酸モノリン酸を経てUMPが合成される（図1）

一方UKaseによってウリジンを直接リン酸化して

UMPを，PRPP共存下でUPTaseによってウラソル
をUMPに変換する経路は，すでに形成されたピリミ

略号

ALAD，5一アミノレブリン酸脱水酵素，ACTase，アス

パラギン酸カルハモイルトランスフェラーセ，CarAsp，

カルバモイルアスパラギン酸；CarP，カルバモイルリ

ノ酸，CPSase，カルバモイルリン酸合成酵素，DTT，

ジチオスレイトール；PEPCase，ホスホェノールピル

ビン酸カルボキシラーゼ；PRPP，ホスホリボシルピロ

リン酸，UKase，ウリジンキナーセ，UPTase，ウラソ

ルホスホリボシル転移酵素。
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ジン骨格を再利用することからサルベージ経路と呼ぱれ

ている（図3参照）．庇η0η0又はサルベージ経路を経

て合成されたUMPはUDPを経てUTPにまでリン
酸化され，一部はCTPへと変換される．UTP，CTP

はRNAや糖ヌクレオチドの合成などに利用される。

　葉緑体はタンパク合成に必要なすべての成分を有して

おり，ある意味では，遺伝的に独立した細胞穎粒である

と言えよう．葉緑体DNAにコードされた情報は葉緑

体のRNAポリメラーセによって転写され，mRNAは

葉縁体リボソーム上で翻訳される．従って葉縁体内で
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㎜一，t一，r－RNAsの合成に必要なヌクレオチド類の供給
　　　　　　　　　　　　1）　　　　　　　2）
が必須となる。3H一ウリジンやi4C一ウラシルが単離葉緑

体内でRNA巾にとり込まれることが報告されている。

これらの事実は葉緑体内にピリミジンのサルベージ合成

系が存在することを間接的に証明している。一方，ゐ

〃0η0合成経路の植物細胞内での分布については，根の
　　　　　　　　　　　　　　　　3）、
細胞のサイトゾルに存在するとの報告があるが，細胞内

穎粒での分布については断片的な研究結果が報告されて

いるのみであった．われわれは単離精製した葉緑体スト

ロマにCPSaseとACTaseが存在することを実証し4
）

た。またD0REMUSらはACTase以降のUMP合成
に関与する酵素系の殆んどが葉緑体に存在することを報
　　　　5）
告している。これらの事実は，植物細胞内においてサイ

トゾルとともに葉緑体にもピリミジンゐκ0ηo合成経

路が存在することを示している。

　本研究において，黄化幼植物体から調製されたエチオ

プラスト申にもCPSaseとACTaseが存在している

こと，および単離葉緑体内にサルベージ経路に関与する

酵素，UKaseとUPTaseが存在することを実証し，

あわせて葉緑体内での2つの経路によるピリミジン化合

物の生合成について考察した．

　　　　　　　　実験材料と方法

　14C一ウリジンと14C一ウラソルはAmershamより購

入した。植物材料としてダイコン（Rα幼舳舳α伽螂）

幼檀物体の子葉を用いた。光照射条件も含めた栽培条件
　　　　　　　　　4）
はすでに報告した通りである．葉緑体の単離精製法，

CPSaseとACTaseの活性測定法も前報に準じた。従

ってUKaseとUPTaseの活性測定に用いた葉緑体の

純度，活性，インタクトネス等は前報の値と同等であ

る．

　UKaseとUPTaseの活性測定には，放射性の基質

を用い，反応停止液を薄属クロマトグラフィーによって

基質と反応生成物（UMP）を分離した後，UMPの放
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　6）
射活性から酵素活性を表現するPLUNKETTらの方法

に準じた．UKase活性測定の反応混液は50mM
HEPES－KOH　pH80，10mMl　MlgC12，5mM　ATP，

1皿M　DTT，5mM　NaF，O．1mM114C一ウリジン（

O．28μCi）と単離葉緑体画分300μ1からなり全量500

μ1とした。対照にはATPを除いた混液を用いた．

UPTaseの活性測定では50㎜M　HEPES－KOH，PH
8．O，10mM　lMgC12，O．2mMl　PRPP，1mM　DTT，

O．1mM14C一ウラシル（O．28μCi）と葉緑体画分300

μ1を含み，全量500μ1として反応させた．対照は

PRPPを含まないものとした．両混液とも30℃で30分

間反応させた後，3分間煮沸した．混液を遠心分離して

沈殿を除去し，上澄液200μ1に担体としてUMPを

添加後，薄層プレート（PEI一セルロース）上で1M酢

酸PH3．5を展開剤として展開し，UVランブでUMP

部位を確認し，この部分をかき取ってトルエン系シンチ

レーター申でA1oka　LSC－700液体シンチレーソヨン

カウンタでUMP中の14Cを測定した．

　3日間暗黒下で生育させた黄化子葉からのエチオプ

ラストの調製とショ糖密度勾配遠心法による分離は
　　　　　　　　7）
∫CAOBSONの方法に従って，緑色安全光下4℃で行っ

た．但しすべてのソヨ糖溶液には50血M　Tr1cme－

KOH，PH17．8，3mMグルタミン，2mM　DTT，1
mM　MgC1。とO．2％牛血清アルブミンを添加した．

　　　　　　　　結果と考察

　エチオプラストにお一げるCPS鯛㊧，ACT鯛㊧の存在

　ピリミジンゐ〃oηo合成経路の第1、第2番目の酵

素，CPSaseとACTaseが葉緑体に存在することをす
　　　　　4）
でに報告したので，暗所で生育した黄化檀物体に存在し

光照射に伴って葉緑体へと転換するエチオプラスト内

に，これら両酵素が存在する可能性について検討した．

黄化タイコン子葉を等張液中で磨砕し，M1rac1othを

通遇させた濾液を170xg・3分間遠心して未破壊紬胞や

核を除いた後，1000xg1O分間の遠心分離によって粗エ

ヂオプラスト画分を沈殿として回収した．この画分を
　　　　　　　7）
JAc0Bs0Nの方法に従って調製した不連続ソヨ糖密度

勾配遠心にかけ，分画した。図2に示すように，エチオ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　8）
プラストストロマの標識酵素であるALADの分布か

ら，インタクトなエチオプラストはショ糖密度52－55％
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　9）
の層に集積していた．サイトゾルの標識酵素PEPCase

は15－30％の領域に大部分が存在していた．エチオプラ

スト画分にも若干この酵素活性が存在していたので，エ

チオプラスト画分に若干のサイトゾルが混入していたこ

とは否めない．目的とするCPSaseとACTaseの活性

はALADの活性分布とほぽ一致して存在しており，

PEPCaseの活性分布とはド致しなかった．これらの結

果はエチオプラスト内にCPSaseとACTaseが存在

することを示している．従って黄化檀物体内ではサイト

ゾルとともにエチオプラスト内でもピリミジンゐ〃0ηo

合成経路が作動しているものと考えられる。

　葉縁体にお’げるUK鯛⑧とUPT鯛㊧の存在

　40時間光照射した縁化ダイコン子葉から粗葉緑体画分

を分画遠心法によって調製し，さらにこの画分をPer－

co11密度勾配遠心法によって精製した葉緑体画分を用

いて、UKaseとpRTase活性を測定した．14C一ウリ
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Tab1e1Enzyme　Act1v1t1es　for　Pyr1m1dme
　　　B1osynthes1s　m　Ch1orop1asts
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Fig．2Distribution　of　Enzyme　Activities　in

　　Separated　Fract1ons　after　Sucrose　Dens1ty

　　Grad一エent　Centr1fugat1on　of　Crude　Et1op1ast

　　Fract1ons

　　　The1000xg　fract1on　prepared　from
　　et1o1ated　coty1edons　of　3＿day＿o1d　dark＿

　　grown　rad1sh　seedユmgs　were　sub］ected　to

　　sucrose　dens1ty　grad1ent　centr1fugat1on7）

　　The　act1v1t1es　of　ALAD（et1op1ast　str〇二ma），

　　PEPCase（cytoso1），CPSase　and　ACTase
　　were　assayed　in　each　fractions，according

　　to　the　methods　described　preyious1y4）．

ジンをATP存在下で14C－UMPに変換するUKase

活性，PRPP存在下で14C一ウラシルを14C－UMPに変

換するURTase活性ともに，単離した葉緑体画分に存

在していた．UKase，UPTaseは毎分1mgのクロロ

フィル当りUMPをそれぞれ33．2，16．5nmo1生成し
た（表1）．

Enzymea）　　　　　　Activity

D3〃oηo　pathway　　（nmo1／mm，血g　ch1orophy11）

　Carbamoy1phosphate
　　　　　　　　synthetaseb）　　　　　　　　234

　Aspartate　carbamoy1－
　　　　　　　　transferaseb）　　　　　　　　513

Sa1vage　pathway

　Ur1d－1ne　kmasec）　　　　　　　　　　　　332

　Urac11phosphor1bosy1transferasec）　165

a）These　enzyme　activities　were　assayed　in

　ch1orop1asts　pur1f1ed　by　Perco11　dens1ty

　grad1ent　centr1fugat1ong）

b）assayed　by　the　methods　descr1bed　prev1－
　ous1y4）．

c）assayed　according　to　the　methods　of

　PLUNKETT　et　a16）

　葉緑体におけるこれらのピリミジンサルベージ経路の

酵素活性と，∂θ〃0η0経路の初発2段階の酵素活性を

比較した．ゐκoηo経路のACTase活性がCPSase

活性よりも約22倍高い．図2で得られた精製エチオプラ

スト中でも，CPSase活性は1nmo1のプロトクロロ

フィラィト，1分間当り32n1mo1のCarPを生成し

ACTaseが44nmo1のCarAspを生成したので，第

2のACTase活性が約14倍高く検出された．この事実
　　　　　　　　　　4）
はすでに考察したように，CPSaseによって生成する
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10）
CarPが中性PH域でも非常に不安定な化合物であり，

生成したCarPを直ちに安定なCarAspへと変換させ

るために約14－22倍高い活性のACTaseが必要とされ

るのであろう．

　CPSase，ACTaseともに各種ヌクレオヂドによって

フィードバック調節を受け，植物細胞サイトゾルの両酵

素はUMPによって阻害され，一連の幽〃oω経路

において，これら両酵素，特にCPSaseが律速酵素と
　　　　　　　11）
考えられている．われわれは葉緑体CPSase，ACTase

がともにUMPによってフィードバック阻害されるこ

と，および成熟葉緑体内ではこれら両酵素を阻害するに

足る濃度にまでUMPが蓄積されることを明らかにし
　　12）
ている。

　一方，ウラシルやウリジンのピリミジン骨格を直接再

利用するサルベージ経路が葉緑体に存在する可能性につ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　1）
いては，単離した葉緑体での3H一ウリジンや14C一ウラ
　2）
シルのRNAへのとり込み実験によって，間接的には

証明されていた．われわれはピリミジン同族体の一種，

4一チオウリジンが発芽申の幼植物体において直接又は4一

チオウラシルを経て，一部がRNAにとり込まれるこ
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とを証明し，葉緑体RNA中にも

4一チオUlMP残基が検出された
　13）
ので，葉縁体内UKaseやUPT－

aseによって4一ヂオUMPが生

成され，4一チオUTPにまでリ

ン酸化されてから，RNAポリメ

ウーゼによつて葉緑体RNAに
　　　　　　　　　　　　14）
とり込まれたものと考察した．こ

の事実も葉緑体内にUKaseと

UPTaseが存在することを示唆し

ていた。今回われわれは直接酵素

活性を検出することによって，葉

緑体にUKaseとUPTaseが存
在していることを初めて証明し

た．サルベージ経路のこれらの酵

素活性が，∂・〃0η0経路の律遠酵

素CPSaseの活性とほぼ同等で

あることを明らかにした（表1）。

　葉緑体におげるU醐Rの含成

経路

　RNAや糖ヌクレオチド合成に

用いられるピリミジン化合物，

UTPやCTPを合成するキー化
合物UMP，を導くゐ〃oηoおよ
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F1g3Poss1b1e　Pyr1m1dme　B1osynthet1c　Pathways　m　Ch1orop1asts
　　The　numbers　m　parentheses　are　the　substrate　concentrat1ons　m

　ch1orop1ast　stroma　The　abbreY1at1ons　used　are，CarAsp，carba－

　moy1aspartate，CarP，carbamoy1phosphate，PRPP，phosphor1bosy1
　pyrophosphate，ACTase，aspartate　carbamoy1transferase，CPSase，

　carbamoy1phosphate　synthetase，UKase，ur1dme　kmase，UPTase，

　urac11phosphor1bosy1transferase

びサルベージ両経路に関与する酵素がサイトゾルとは独

立して葉緑体にも存在することが明らかになった．これ

ら両経路の酵素反応に必要な基質の葉縁体内濃度につい

ても考察したのが図3である．葉緑体内ストロマスペー
　　　　　　　　　　　　　15）
スを26μ1／mgクロロフィルとして算出された，グル
　　　　　　　　　　16）
タミンやアスパラギン酸，光リン酸化能と関連させて求
　　　　　　17）
められたATPのストロマでの濃度は，いずれもミリ

モル濃度であり，ピリミジンのゐ〃0η0，サルベージ両

経路の酵素活性を伽η伽0で活性測定する際に必要と

される濃度に匹敵する．したがってこれら両経路が基質

濃度の面からも充分に作動しうると考察される．CO。

は炭酸固定反応の基質として重要であり，リブロース，

1，5一ジリン酸カルボキシラーゼ／オキシゲナーゼと

CPSaseに対するCO。の親和性が問題となろう．葉緑

体内サルベージ経路が葉緑体包膜を通遇して葉緑体へ供

給されたサイトゾル依存のピリミジン骨格を利用するた

めに備えられた系であるか，または葉緑体内の分解系を

経て生じたピリミジン骨格のみを再利用してUMPを
再生するための機構であるのかは定かでない．

　ゐπ0η0，サルベージ両経路に必須の基質PRPPが

葉緑体内で合成されるのか，あるいはサイトゾルで合成

されて葉縁体内へ供給されているのか，さらに葉緑体内

でのPRPPの濃度についても現在全く不明である．

PRPPはピリミジンの合成のみならず，プリンヌクレ

才チド，アミノ酸であるヒスチジンやトリプトファン，

さらにはピリジンヌクレオチド合成に必須の化合物であ
　18）

る．すでにトリプトファンやヒスチジン合成に必要な酵

素が葉緑体内に存在するとの報告もあり，葉緑体内での

PRPPの合成，供給については非常に興味ある課題であ

る．

　　　　　　　　　要　　　　約

　ダイコン幼檀物体（R砂加舳∬α加蝸）の子葉を用い

て，プラスチッド（エヂオプラストや葉緑体）における

ピリミジン生合成経路の植物細胞内分布について検討し

た．

　ゐκo00合成経路の第1，第2番目の酵素であるカル

バミルリン酸合成酵素（EC6．3．5．5）とアスパラギン

酸カルバミルトランスフェラーゼ（EC2．1．3．2）が黄

化子葉から調製したエチオプラスト申に検出された。こ

れら両酵素が葉緑体に存在することはすでに報告した

UMP合成のサルベージ経路に関与する酵素，ウリジン
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キナーゼ（EC2．7．1．48）とウラシルホスホリボシルト1

ランスフェラーゼ（EC2．4．2．9）が単離葉緑体に存在

することを実証した．

　これら一連の酵素に対する基質の葉緑体ストロマ内の

濃度について要約し，前報（P1ant　Physio1．80，126－

129．1986）の結果も考慮して，ピリミジン生合成のゐ

〃oηo，サルベージ経路が葉緑体内で機能していると結

論された．
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