
第四章

コリン類縁体およびN-置換
グリシン類縁体力ず光独立栄養細胞に

与える影響
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第四章 光合成促進物質が光独立栄養細胞に与える影響

これまで述べたように、著者は小麦プ口トプラストと酸素電極を用いた

簡単な検定法を用いて、 コリンおよびコリン類縁体と Nー置換クリシン類

縁体のいくつかが光合成促進物質であることを明らかにした。そして、 こ

れら化合物の代謝経路を決定することにより、これら化合物の代謝産物が

光合成促進活性を示すのではなく、そのままの形で活性を示していること

や、コリン類縁体がいくつかの植物ホルモンとの相互作用を有することも

同時に明らかにした。 しかし、 これら化合物の示す光合成促進活性の作用

機作はいまだ不明である。一般に、植物生理作用の作用機作を調べるにあ

たり、いくつかの研究方法が考えられる。たとえば、完全な植物体を用い

た研究、葉切片を用いた研究、単離した植物細胞を用いた研究、緑藻類を

用いた研究、葉緑体を用いた研究等が上げられる。 しかし、完全な植物体

を用いた場合、全体の反応を見るにはよいが、余りに複雑すぎて解析が難

しかったり、単離した細胞は反応の解析は容易であるにしても、その単離

過程で正常な生理作用が失われている可能性があるというように、それぞ

れ長所と短所を合わせ持つ9e)。 さらに、 コリンおよびコリン類縁体と N-

置換クリシン類縁体の光合成促進活性の作用機作を調べるにあたり最大の

難点は、これら化合物による光合成の促進率が少ないことである。そこで、

これら化合物の作用機作を調べるためには既存の方法ではなく新しい方法

を検討する必要がある。

近年、植物細胞工学の発展により光合成活性を有し光合成のみにより生

育する培養細胞である光独立栄養培養細胞や(図 4一 1)、培地中の糖に
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依存しながらも光合成促進活性を有する光mixotrophic培養細胞 (図 4-2) 

がい くつかの植物において報告されている引は2)93はd)。 これらの培養細

胞は、光合成活性を有しているので各種光合成阻害の除草剤研究に非常に

有効であることカ、報告されており 95)、これら細胞は光合成促進活性の研究

においても有用であると恩われる。 さらに、培養細胞を用いることにより

長時間の影響を検討でき、小さい光合成促進活性によって引き起こされる

種々の影響力言、大きい活性となって認められる可能性もある。 この章では、

タバコやアオビユの培養細胞を用いて、 コリンおよびコリン類縁体と N

置換グリシン類縁体の影響を検討することにより、 これら化合物の有する

光合成促進活性の作用機作について研究を行った結果について述べる。

-96-



a 

IOJutOtlophlc Cell 

b 

問削回ulolro凶・oCe・

図4一1 光合成に依存した生育を示す光独立栄養培養細1包。
a タバコ也年旦旦旦a坦回型!l1.var. samsun)の光独立栄養培
養細胞
b:アオビユ(担主担生虫「etrofl巴xus)の光独立栄養培養細胞
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図 4- 2 光合成と培地の糖に依存した生育を示す光mixotrophic栄養培養
帝国1包。写真はタバコ (也旦主日目旦担型_a，var.samsun)の
光mixotrophic栄養培養細胞である。
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4-1 培養細胞の光合成に与える影響

4- 1ー 1 光mixotrophic培養細胞の光合成に与える影響

光mixotr叩 hic培養細胞は、培地中の糖に依存しつつ光合成を行う従属栄

養細胞と光独立栄養培養細胞の中間の性質をしめす培養細胞である。培地

中の糖に依存しているという点から、完全な光合成システムを有していな

いことが予想され、植物の光合成研究には問題があるが、生育が速いこと

と比較的高い光合成活性を有するということから、 まずこの培養細胞の光

合成に与える影響を調べた。検定はタバコ (Nicotianatabacum，var. sams 

un)の光mixotr叩 hic培養細胞 (図 4-2参)を用い、光合成の測定は酸素

電極を用いた。まず、 コリンがタハコ光mixotrophic培養細胞の光合成にど

のような影響を与えているか検討した。表 4一1で示すように、コリンを

1、 1 0、 100ppmの濃度で処理したところ、処理後 1週間の光合成

量がコントロ ールに比べ約 20-40%促進されることが明らかになった。

さらにそのまま培養し、 2週間後と 3週間後の光合成活性を調べたところ、

2週間後では 20-30%の閉じ様な光合成促進活性を示したが、 3週間

後では数%程度の弱い促進活性しか認められなかった。 この光合成促進活

性が最大になるコリンの濃度を調べたところ、検定した濃度では 10 p p 

m の濃度がいちばん高い光合成活性を検定全期間で示し、この濃度付近に

最大活性濃度があると推定された。

つぎに、アリルコリンについても向様の検討を行った。 その結果、処理

後 1週間の光合成は 1ppm処理で 20%前後の促進を示したものの、 5 

ppmで 8%の促進を、 1 0 p p mでは逆に 6%程度の阻害を示した。 ア

リルコリン処理 2週間後の光合成は、 1 0 p p m処理区ではやはり弱い阻
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Photosynthesis (~mol 02/mg Chl h) 

compound Concentration 

1Week 2Weeks 3Weeks 

Choline 1 ppm 128 (127も) 78 (124も) 40 (111%) 

10ppm 137 (137も) 85 (135も) 42 (117も)

100ppm 120 (119も) 72 (115も) 38(106も)

Allylcholine 1ppm 120 (119も) 85(135%) 41 (115も)

5ppm 109 (108宅) 日1(128も) 38 (106も)

10ppm 95 (94も) 62 (98亀) 36 (100も)

Benzy lchol ine 1 ppm 142 (141亀) 88 (139も) 39 (109も)

5ppm 13日(137宅) 77 (122も) 42 (117も)

10ppm 110 (109も) 72 (115も) 37 (103も)

N-Ally 19lyc工ne 1 ppm 140 (139も) 76 (121も) 42 (117も)

10ppm 132 (130も) 70 (111も) 37 (103毛)

100ppm 98 (97も) 62 (98も) 35 (98も)

Control 101 (100も) 63 (100も) 36(100も)

表 4-1 コリン、アリルコリン、べンジルコリンと Nーア リルクリシン
力、タハコ光mixotrophic培養細胞の光合成に与える影響。表中の

%はコントロールの光合成活性に対する値である。
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害活性を示したものの、 1、 5 p p m処理区で 20-30%の高い光合成

促進活性を示した。 さらに、処理後 3週間では 1ppm処理区で 10%前

後の光合成促進活性を示し、これまで阻害活性力、認められていた 10 p p 

m処理区でも阻害活性が認められなくなった。アリルコリンの示す光合成

促進活性の最大活性濃度はコリンと比較すると薄い濃度であり、検定の結

果から推察すると、アリルコリンの最大活性濃度は 1ppm程度であると

思われる。

コリン類縁体の中で唯一サイトカイニン活性を示すべンジルコリン (第

三重量参照)についても同様の検定を行った。ベンジルコリンの濃度は 1-

1 0 p p mとした。表4一1で示すように、ベンジルコリン処理 1週間後

の光合成は 1ppm処理区で 41%と非常に高い活性を示し、ついで 5p 

pm処理区で 37%、 1 0 p p m処理区で 9%という光合成促進活性を示

した。 2週間後の光合成は 1p p m処理区で 39%、 5ppm処理区で 2

2%、 5 p p m処理区でも 15 %と引き続き高い促進活性を示すことか、明

らかになった。 さらに、 3週間後の光合成は 5p p m処理区で 17 %、他

の区でも弱いながら光合成促進活性を示した。ベンジルコリンの場合は、

検定の全期間で、他のコリン類縁体よりも高い光合成促進活性を示してい

た。また、ベンジルコリンの最大活性濃度はアリルコリンと同程度だと推

定されるが、アリルコ リンで阻害を示した 10ppmの濃度でもベンジル

コリンは光合成促進活性を示しており、アリルコリンに比べ広い光合成促

進活性の濃度範囲を有することも同時に明らかになった。

一方、 もう一つの光合成促進物質である Nー置換クリシン類縁体につい

ても検定を行った。検定試薬としては、比較的光合成促進活性が強く代謝
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の研究にも用いた Nーアリルグリシンを選んだ。検定の結果、表 4一 1で

示すように Nーアリルクリシン処理 1週間後の 1、 10ppm処理区の光

合成活性がコントロ ールに比べ約 30-40%も促進されることが明らか

にな った。 しかし、 1 0 0 p p m処理区では約 3%の阻害活性を示した。

この Nーアリルクリシンの示す光合成促進活性はコリンや他の類縁体と同

じように時間とともに徐々に減少し、 2週間後には 1ppm処理区で 21 

%、 10ppm処理区では 11%の促進をそれぞれ示し、 100ppm処

理区では逆に弱い阻害を示した。 3週間後では Nーアリルグリシン 1p p 

m処理区で 17%の促進を示した他は、ほとんど光合成に影響を与えない

か弱し、阻害を示した。 Nーアリルクリシンは 10 p p m処理区においても

比較的高い光合成促進活性を有していることから、ア リルコリンやベンジ

ルコリンに比べ高い濃度で最大活性を示すものと思われる。 このように、

検定した全ての化合物がその濃度や活性の遣いはあれタバコ光mixotrophi

c培養細胞の光合成を促進することが明らかになった。

4-1-2 光独立栄養培養細胞の光合成に与える影響

上記のように、コリンおよびコリン類縁体と N一書換グリシン類縁体で

光mixotrophic培養細胞の光合成が促進されることが明らかになった。 しか

し、 前述の通り光mixotrophic培養細胞は光合成活性を有しているものの、

その生育は培地の糖に依存しており、葉緑体の機能もインタクトな植物体

の葉緑体に比べると不完全であるため、光mixotrophid音養細胞だけの実験

では光合成促進活性を論 じることは出来なし、。そこでます、タバコの光独

立栄養培養細胞を用いた実験を行った。 コリン、アリルコリン、ベンジル
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コリンと Nーアリルクリシンを用いて光合成に与える影響を調べたが、光

mixotrophic培養細胞のような強い光合成促進活性は認められなかった。 こ

の理由として、タバコの光独立栄養培養細胞は比較的大きな塊を形成する

ため (図 4一1 a参)、検定試薬が中の細胞にまで行き渡らず促進効果

が弱められているのではないかと考えた。 さらに、 このタバコの光独立栄

養培養細胞は酸素電極で光合成を測定するとき、その細胞が大きいため反

応権中の反応液の撹梓にむらが生じ、その結果、測定誤差がでやすくこの

検定には適さなかった。 そこで、比較的小さな細胞集塊を形成するアオビ

ユ(Amaranthusretroflexus)を (図 4一 1 b参)検定に用いることにし

た。検定の結果は表 4-2に示した。 この表が示すように、 まずコリン 1

o p p m処理区で処理 1週間後の光合成が 42%も促進され、 1 0 0 p p 

m処理区でもコントロ ールに比べ 33%の促進活性を示した。処理 2週間

後ではコリン 10、 100ppmともにやはり約 30-40%の光合成促

進活性を示した。 この光合成促進活性は時間経過とともに減少していくも

のの、処理後 3週間目でも光独立栄養培養細胞の光合成はコントロ ールに

比べそれぞれ 10 p p m処理区で 19%、 100 p p m処理区で 15%の

促進を示した。 さらに、光独立栄養培養細胞におけるコリンの最大活性濃

度は、光mixotr叩 hic培養細胞で認められた濃度とほぼ同じであると推定さ

れた。 このような結果は、光mi xot r叩 hic培養細胞で認められた結果とほぼ

同じであり、 コリンはこれら培養細胞に作用し光合成促進活性を示してい

ることが明らかとなった。

つぎに、 コリン類縁体であるアリルコリ ンとベンジルコリンについても

Amaranthus retroflexusの光独立栄養培養細胞の光合成に与える影響を検
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Photosynthesis (μmol 02/mg Chl.h) 
Compound Concentration 

1week 2weeks 3weeks 

Choline 10ppm 156(142%) 128 (131も) 93 (119も)

100ppm 146 (133宅) 134 (137も) 90 (115も)

Allylcholine 1 ppm 143 (130も) 125(128%) 88 (113も)

5ppm 140 (127も) 113 (115も) 96 (123も)

Benzylcholine 1 ppm 158 (144も) 142 (145も) 89 (114も)

5ppm 164 (149も) 130 (133も) 65 ( 83も)

N-Allylglycine 1 ppm 139 (126も) 119 (121も) 95 (122も)

10ppm 147 (134も) 128 (131も) 73 ( 94も)

Control 110 (100も) 98 (100も) 78(100も)

表 4一2 コリン、アリルコリン、ベンジルコリンと Nーアリルクリシン
がアオピユ光独立栄養培養細胞の光合成に与える影響。表中の

%はコントロールの光合成活性に対する値である。
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討した。 その結果、アリルコリン処理 1週間後に 1p p m処理区で 30%、

5 p p m処理区で 27%の光合成促進を示した。 この促進活性は、光冊IXO

trophic培養細胞で得られた結果と同様に、その後徐々に減少して行き、処

理2週間後に 1p p m処理区で 28%、 5 p p m処理区で 15 %の促進率

を、処理 3週間後に lppm処理区で 13%、 5ppm処理区で 23%の

光合成促進活性を示した。 また、ベンジルコリンも似たような結果を示し

た。処理 1週間後に lppm処理区の光合成活性はコントロ ールに比べて

lppm処理区で 44 %、 5 p p m処理区では 49%という非常に高い促

進率を示した。この促進活性は処理 2週間後に若干減少するものの、 1 p 

pm処理区で 45 %、 5 p p m処理区で 33%の光合成促進活性を示した。

しかし、その後は急速に活性が減少し、 3週間後には 1p p m処理区で 1

4%の促進率を示すものの 5p p m処理区て‘は逆に 10%程度の阻害を示

した。ベンジルコリンが有する活性を他のコリン類縁体と比較すると、最

大活性濃度はアリルコリンと同定度であると推定されるが、他のコリン類

縁体に比べ光合成促進活性が強いことが特徴である。 さらに、 この高い光

合成促進活性は 2週間後も維持されるが、 その後急速に減少するという他

の化合物では認められない興味深い結果を示した。

もう一つの光合成促進物質である Nーアリルグリシンについてもアオピ

ユの光独立栄養培養細胞をもちいた検定を行った (表 4一2)。 その結果、

Nーアリルクリシンも光mixotr叩 hic培養細胞で認められたのと同様な結果

を与えることが明らかになった。すなわち、処理 1週間後の光合成活性は

lppm処理区で 26%、 10ppm処理区で 34%促進された。 そして、

この光合成促進活性はその後時間経過とともに徐々に減少し、 2週間後に
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Resp工ration (μmol 02/g FW h) 

Compound Concentratio口

1week 2¥o'eeks 3weeks 

Choline 1 ppm 35 (125も) 22 (120も) 14 (88毛)

10ppm 37 (137も) 23 (128毛) 15(93も)

100ppm 31 (111も) 19 (106も) 14 (88も)

Allylcholine 1 ppm 38 (135も) 23 (128も) 15(93も)

5ppm 36 (129も) 25 (139も) 14(88も)

10ppm 36(129宅) 21 (119宅) 10(63も)

Benzylcholine 1 ppm 36 (129も) 22 (133も) 15 (93も)

5ppm 35 (125も) 24 (133も) 15(93毛)

10ppm 32 (114毛) 19 (110も) 13 (81も)

N-Allylglycine 1 ppm 35 (125も) 24 (132も) 15(93宅)

10ppm 34 (121も) 23(128も) 15 (93も)

100ppm 30 (107も) 20 (112も) 11 (69も)

Control 28 (100も) 18 (100も) 16 (100も)

表4-3 コリン、アリルコリン、ベン ジルコリ ンと Nーアリルクリシン
力、タバコ光mixotrophic培養細胞の呼吸に与える影響。表中の%

はコントロールの呼吸活性に対する値である。
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1ppm処理区が 21%、 10ppm処理区が 31%の光合成促進活性を、

3週間後には 1p p m処理区で 22%の促進を、 10ppm処理区では逆

に弱い阻害活性を示した。 また、この検定でのNーアリルクリシンの最大

活性濃度は、やは り光mixotrophic培養細胞の時と同様の約 10 p p mと推

定される。

4 -2 培養細胞の呼阪に与える影響

4-2-1 光mixotrophic培養細胞の暗呼吸に与える影響

コリン、アリルコリン、べンジルコリンと N アリルクリシンが光mlxo

trophic培養細胞の呼吸に与える影響を検討した。呼吸の検定は、暗呼吸だ

けの酸素消費速度を求めるため(即ち光呼吸の無い条件で)光をあてない

状態で測定することとし、 さらに 10 mMの Na H C 03を加え炭酸力ス濃

度を高めた状態で行った。

まず、コリンについて検定を行った (表 4-3)。 コリン処理後 1週間

で呼吸活性はコントロ ールに比べ 1p p m処理区で 25%、 10ppm処

理区で 37%、 1 0 0 p p m処理区で 11%の促進された。 この促進活性

は2週間後でも約 20%前後促進されたが、 3遇間後には処理した濃度の

全ての区で弱い阻害活性を示した。 また、アリルコリンについても同様の

検定を行った結果、処理 1週間後に 1ppm処理区で 35%、 5 p p m処

理区で 29%、 10ppm処理区で 29%の呼吸活性促進が認められた。

この呼吸活性は、処理 2週間後には 1， 5， 10ppm処理区でコントロ

ールに比べそれぞれ 28%、 39%、 19%の促進を示したが、処理 3週

間後では逆に、それぞれ 7%、 12%、 37%の呼吸阻害活性を示した。
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Respiration (umol 02/g FW h) 

Compound Concentration 

1week 2weeks 3weeks 

Choline 10ppm 37 (116も) 32 (114も) 20 (91毛)

100ppm 40 (125も) 33 (118も) 21 (95も)

Ally lchol ine 1 ppm 42 (131も) 33 (118も) 19(86宅)

5ppm 38 (119も) 35 (125も) 18(82も)

Benzylcholine 1 ppm 36 (113も) 38 (136も) 20 (91も)

5ppm 44 (137も) 36(129も) 20(91も)

N-Allylglycine 1 ppm 37 (116も) 29(104も) 18(82も)

10ppm 41 (128も) 31 (111も) 17 (77も)

Control 32 (100毛) 28 (100も) 22 (100も)

表4-4 コリン、 アリルコリン、 べン ジルコリン とNーア リルクリシン
がアオ ピユ光独立栄養培養細胞の呼吸に与える影響。表中の%

はコントロールの呼吸に対する値である。
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ベンジルコリンについても同様の実験を行った結果、 コリン、アリルコリ

ンが呼吸活性に与えた結果と同様な結果を示した。ベンジルコリン処理 1

週間後で呼吸活性は 1ppm処理区で 29%、 5 p p m処理区で 25%、

10ppm処理区で 14%の促進された。そして、 2週間後ではこの呼吸

促進活性が認められるものの、処理 3週間後では逆に約 10%前後の呼吸

抑制活性を示した。

さらに、 Nーアリルクリシンについても同様の検討を行った。その結果、

やはりコリンで認められたのと同様に、処理 1週間後では 1p p m処理区

で25%、 10ppm処理区で 21%、 100ppm処理区で 7%の促進

が認められ、 2週間後にはそれぞれ 32%、 28%、 1 2%、の呼吸活性

の促進を示した。 しかし、この促進活性は 3週間後にはそれぞれ 7%、 7 

%、 31%の呼吸抑制活性を示した。

4-2-2 光独立栄養培養細胞の呼吸に与える影響

コリンおよひコリン類縁体と Nーアリルクリシンがタバコ光mixotr叩 hi

c培養細胞の呼吸活性に影響を及ぼしていることが明らかになったので、光

独立栄養培養細胞についても検討を行うことにした。まず、タハコ光独立

栄養培養細胞を用いて呼吸活性に与える影響を検討したが、光合成活性を

検討したときと同じ理由でその影響を確認することが出来なかった。 そこ

で、やはり比較的小さな細胞集塊を形成するアオビユを用いて呼吸活性に

与える影響を検討することにした。

検定の結果を表 4-4に示した。この表で明らかのようにコリン 10、

1 0 0 p p m処理区、アリルコリン 1、 5 p p m処理区、ベン ジルコリ ン
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1、 5ppm処理区ともに処理 1、 2週間後の呼吸活性はタハコ光mixotr

ophic培養細胞の場合と同様に、 10-30%促進されることが明らかにな

った。 さらに、処理 3週間後の呼吸活性もまた、コリン、アリルコリン、

ベンジルコリンの全ての処理区で若干抑制された。

一方、 N-アリルクリシンもまた表 4-4で示すように、処理 1、 2週

間後では呼吸活性の促進が認められるが、 3週間後では逆に弱い呼吸活性

の抑制が認められるという光mixotrophic培養細胞と同様の結果が得られた。

4 -3 培養細胞の生育に与える影響

コリンおよびコリン類縁体と Nーアリルクリシンがそれぞれ異なる栄養

状態にある 3種類の培養細胞 (従属栄養培養細胞、光mixotrophic培養細胞、

光独立栄養培養細胞)の生育に与える影響を検定した。培養細胞の生育は、

培養細胞の生重量と乾物重量をそれぞれ測定することにより評価した。

4-3-1 光mixotrophic培養細胞の生育に与える影響

まず、コリン類縁体がタハコ光mixotrophic培養細胞の生重量に与える影

響を検討した。各検定化合物をそれぞれ所定の濃度になるように培地に加

え、その培地中で光mixotrophic培養細胞を生育させ 1、 2、 3週間後の細

胞の生重量を測定した。なお、各検定サンプルは最初に培地に加え、その

後は検定終了時まで加えない 1回投与とした。

コリンについて検定を行った結果、表 4-5で示すようにコリン 1p p 

m、 1 0 p p m、 100ppm処理区において処理後 1週間、 2週間とも

に細胞の生重量にはほとんど影響を与えないことカ、明らかになった。 しか
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し、 コリン処理 3週間後にコリン 1p p m処理区で 20%、 10ppm処

理区で 35%、 100ppm処理区で 44 %の生重量の増加が認められた。

このときの最大生重量増加活性を示すコリンの濃度は、 10ppm程度と

推定されるが、 この濃度はコリンの光合成促進活性の最大活性濃度とほほ‘

閉じであった。 アリルコリンも同様の検定を行ったところ、やはりアリル

コリン 1、 5、 10ppmの処理で、処理 1、 2週間後の生重量にはなん

ら影響を与えないが、処理3週間後にはコントロールに比べその生重量が

アリルコリン 1p p m処理区で 32%、 5 p p m処理区で 27%、 1 0 p 

pm処理区で 24%増加した。 また、このときの最大活性濃度はアリルコ

リン力、示した光合成促進の最大活性濃度とほぼ同じであると推定される。

コリン類縁体の一つであるべンジルコリンは、コリンやアリルコリンとは

少々異なった結果を与えた。ベンジルコリンをそれぞれ 1、 5、 1 0 p p 

mの濃度になるように培地に加え細胞の培養を行ったところ、処理 1週間

後の生重量はコントロールに比べ 1p p m処理区で 39%、 5ppm処理

区で 50%、 1 0 p p m処理区で 6%の生重量の増加が認められた。 さら

に、処理 2週間後には、この生重量の増加はそれぞれ 49%、 28%、 2 

2%という値を示し、処理 3週間後でもそれぞれ 59%、 5 3 %、 51% 

という非常に大きい生重量の増加が認められた。

このように、べンジルコリンで処理された培養細胞は、ベンジルコリン

で処理した直後から生重量の増加力、認められることが明らかになった。 さ

らに興昧深いことに、ベンジルコリン 10ppm処理区で処理 1週間後で

は生重量の増加はほとんど認められないが、 そのまま培養していくと 3週

間後には大きな生重量の増加が認められた。
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Fresh Weight (g) 

Compound Concentration 
1week 2¥>leeks 3weeks 

Choline 1 ppm 1.9 (106毛) 8.2 (100も) 10.2 (120も}

10ppm 2.0 (111毛) 8.0 ( 98も) 11 .5 (135も)

100ppm 1 .7 ( 94毛) 7.9 ( 96も) 12.2 (144も)

Allylcholine 1 ppm 1 .8 (100%) 8.5 (104も) 11 .2 (132も)

5ppm 1 .9 (106も) 7.9 ( 96も) 10.8 (127毛)

10ppm 2.0 (111も) 7.8 ( 95も) 10.5 (124も)

Benzylcholine 1 ppm 2.5 (139も) 12.2 (149も) 13.5 (159宅)

5ppm 2.7 (150も) 10.5 (128屯) 13.0 (153も)

10ppm 1 .9 (106も) 10.0 (122も) 12.8 (151も)

N-Allylglycine 1ppm 1 .8 (100も) 8.5 (104も) 10.0 (118毛)

10ppm 1 .9 (106も) 9.2 (112も) 12.2 (144も)

100ppm 1 .5 ( 83も) 7.7 ( 94も) 7.8 ( 92も)

Control 1 .8 (100も) 8.2(100も) 8.5(100も)

表 4-5 コリ ン、ア リルコリン、べンジルコリ ンと Nーア リルクリシン
がタハコ光mixotrophic培養細胞の生重量に与える影響。表中の

%はコントロ ールの生重量に対する値である。
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Dry Weight (l1Ig) 

Compound Concentration 

1week 2weeks 3weeks 

Choline 1 ppm 120( 99%) 325( 98も} 390 (115も)

10ppl1l 119 ( 98毛) 338(102%) 426(125も)

100ppm 115 ( 95も) 318 ( 96も) 448 (131も)

Allylcholine 1 ppm 122 (101も) 320 ( 96も) 412 (121も)

5ppm 125 (103も) 308 ( 93も) 408(120%) 

10ppm 130 (107も) 310 ( 93も) 395 (116も)

Benzylcholine 1 ppm 162 (134も) 398(120も) 478(140も)

5ppm 143 (118宅) 415 (125も) 453(133も)

10ppm 118 ( 98も) 365 (110も) 435(128も)

N-Allylglycine 1ppm 118 ( 98%) 326 ( 98も) 376(111も)

10ppm 125 (103宅) 330( 99も) 445 (131も)

100ppm 110 ( 91も) 310 ( 93も) 320 ( 94も)

Control 121 (100宅) 332(100も} 340(100宅)

表 4-6 コリン、アリルコリン、ベンジルコリンと Nーアリルクリシン
がタハコ光mixotrophic培養細胞の乾物重量に与える影響。表中

の%はコントロ ールの乾物重量に対する値である。
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Nーアリルクリシンについても同様な検定を行った。 Nーアリルクリシ

ンをそれぞれ 1、 1 0、 100ppmになるように培地に加え細胞を培養

したところ、処理 1週間、 2週間後では処理した全ての区で生重量の増加

は認められず、 Nーアリルクリシン 10 0 p p m処理区では 10 -1 5 % 

程度の生育抑制が認められた。 しかし、培養 3週間後の lppm、 1 0 p 

pm処理区でそれぞれ 18%、 44%の生重量の増加が認められた。 10 

o p p m処理区では生重量の増加は認められなかった。

つぎに、生重量に与える影響を検討した化合物について、光mixotrophi

c培養細胞の乾物重量に与える影響も併せて検討した。生重量は、水分を含

んだ細胞の重量なので実際の細胞の同化量をはかつているのではない。そ

こで、培養細胞の生育について議論する場合、乾物重量の;1l1J定が必要にな

る。 まず、 コリン、アリルコリン、について生重量を測定したのと同じ濃

度で検定を行った。その結果、表 4-6で示すように処理 1、 2週間後で

は乾物重量の増加は認められなかったが、処理3週間後では約 20 -3 0 

%の乾物重量の増加が認められた。また、ベンジルコリンは処理 1週間後

に約 20-30%乾物重量の増加が認められた。そしてこの増加はその後

の培養においても認められ、処理3週間後では約 30-40%の増加を示

した。

Nーアリルクリシンの場合もコリン、 アリルコリンで認められたのと同

じような結果を与えた。すなわち、処理 1週間、 2週間後では乾物重量の

増加は認められないが、処理後 3週間では約 20-30%の乾物重量の増

加が認められた。以上の結果は、コリンおよひコリン類縁体と Nーアリル

クリシンで認められた生重量の増加は、水分量の増加ではなく同化量の増
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Fresh ¥1eighヒ (g)
Compound Concentration 

1week 2weeks 3weeks 

Choline 10ppm 1. 7 (113も) 4.2 ( 98も) 12.6 (148も)

100ppm 1 .4 ( 93も) 4.7 (109も) 11 .8 (139も)

Allylcholine 1 ppm 1 .8 (120も) 4.2 ( 98も) 11 .8 (139も)

5ppm 1.2( 80も) 4.0 ( 93も) 11 .5 (135宅)

Benzylcholine 1 ppm 2.6 (173も) 5.6 (130も) 12.8 (151も)

5ppm 2.2(147も) 7.8 (181も) 14.5 (171も)

N-Allylglycine 1 ppm 1 .4 ( 93も) 4.9 (114も) 11 .2 (132も)

10ppm 1.9(126も) 4.2 ( 98も) 12.4 (146も)

Control 1 .5 (100も) 4.3 (100も) 8.5 (100も)
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Dry ¥'/eigh t (mg) 
Compound Concentration 

1week 2vleeks 3weeks 

Choline 10ppm 90 ( 95も) 201 (103も) 394(139も)
100ppm 97 (102毛) 190 ( 97も) 356(126も)

Allylchol工ne 1 ppm 94 ( 99も) 192 ( 98も) 380(134も)
5ppm 84 ( 88も) 198(102%) 345(122も)

Benzylcholine 1 ppm 101 (106も) 228(117も) 410 (145'5) 

5ppm 85( 89も) 264(135も) 422(149も)

N-Allylglycine 1 ppm 95(100も) 192 ( 98も) 346(122%) 

10ppm 98 (103も) 200(103屯) 420(148も)

Control 95(100も) 195(100%) 283(100宅)
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加であることを示している。

4 -3 -2 光独立栄養培養細胞の生育に与える影響

上述のようにコリンおよひコリン類縁体と Nーアリルクリシンて‘光mlxo

trophic培養細胞の生重量の増加が認められた。 しかし、光mixotrophic培

養細胞の生育は光合成と培地の糖の両方に依存しているため、 この生育促

進がこれら化合物が光合成を促進した結果なのか、糖代謝に作用した結果

なのかが明らかではな¥"'0そこで、光合成のみによって生育する光独立栄

養培養細胞を用いて実験を行った(表4一7)。

ます、コリンを用いて検定を行った。検定の結果、 コリン処理 1週間後

の 10、 100ppm区で約 10%前後の生重量の増加が認められた。 こ

の生重量の増加は、 その後時間経過とともに徐々に大きくなり、処理後 3

週間では約 30-40%の生重量の増加を示した。アリルコリンもコリン

と同様な結果を与えた。 アリルコリン 1、 5 p p m処理区で 1週間後には

小さな生重量の増加しか示さなかったが、 3週間後にはコントロールに比

べ約 30-40%前後の生重量の促進を示した。一方、光mixotrophic培養

細胞を用いた検定で、他のコリン類縁体とは異なった挙動を示したベンジ

ルコリンは、やはり処理 1週間後で 30%前後の生重量の増加を示し、そ

の後も高い生重量の増加率を維持し続けた。 Nーアリルグリシンも処理 1

週間後で小さい生重量の増加を示し、その後徐々に増加率が増していくと

いうコリン類縁体と同じ様な結果を与えた。

さらに、 これら化合物による光独立栄養培養細胞の乾物重量の変化を調

べたところ、上記の生重量の変化と同様な変化を示しており、光独立栄養
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培養細胞で認められる生重量の増加が、同化量の増加に由来すること力、明

らかになった (表 4-8)。

4 -3 - 3 従属栄養培養細胞の生育に与える影響

コリンおよびコリン類縁体と Nー置換クリシン類縁体が示す培養細胞の

生重量増加作用が光合成促進による結果であることを確認するため、光合

成活性を有さず、培地の糖に完全に依存した生育を示すタバコの従属栄養

培養細胞の生重量に与える影響を検討した。 タバコカルスの生重量に与え

るコリンおよびコリン類縁体の影響は第三重ですでに検討している (サイ

トカイニン検定)。 固体培地を用いたこのサイトカイニン検定において、

コリンおよひコリン類縁体はタバコカルスの生重量にはなんの影響も与え

ないことが明らかとなっている。 そこで、 ここでは培地や温度、培養期間

等の培養条件を光mixotrophic培養細胞や光独立栄養培養細胞と同様にして、

コリンとアリルコリンが生重量にどのような影響を与えるのかについて検

討した。

ます、コリンの 50 p p m、 10ppm処理区について検討した (表 4

-9)。従属栄養培養細胞の生重量は両方の処理区ともに、培養の全ての

期間 (1、 2、 3週間)でコントロ ールの生重量を上回ることはなかった。

また、同時に測定した乾物重量もコントロ ールの乾物重量よりも大きな値

を示すことはなく、コリンは従属栄養培養細胞の生重量に関しては増加作

用を有さないことが明らかになった。 さらに、コ リン類縁体の効果も検討

するために光mixotrophic培養細胞や光独立栄養培養細胞の生重量に対して

比較的大きな促進活性を有するアリルコリンを用いて実験を行った。 その
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Fresh Weight (g) 
Compound Concentration 

1VJeek 2VJeeks 3weeks 

Choline 10ppm 2.2 ( 96も) 6.3 (102も) 7.9 ( 98宅)

50ppm 2.4 (104も) 6.2 (100も) 7.8 ( 96も)

Allylcholine 1 ppm 1 .9 ( 83も) 6.0 ( 97も) 7.9 ( 98も)

5ppm 2.1 ( 91も) 5.9 ( 95も) 8.0( 99も)

Control 2.3 (100も) 6.2 (100も) 8.1 (100毛)

Dry Weight (mg) 

Compound Concentration 

1VJeek 2weeks 3weeks 

Choline 10ppm 83 ( 98宅) 165 (102も) 222 ( 98亀)

50ppm 86 (101も) 161 ( 99も) 220( 97も)

Allylcholine 1 ppm 80 ( 94宅) 164 (101も) 227(100も)

5ppm 81 ( 95も) 157 ( 98も) 221 ( 98%) 

Control 85 (100も) 162 (100も) 226(100も)

表 4-9 コリン、アリルコリン、ベンジルコリンと N アリルクリシン
がタハコ従属栄養培養細胞の生育に与える影響。表中のデータ
ーは各コントロ ールの値を 10 0としてそれ との相対比で表示

した。
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結果、検定の全期間で生重量と乾物重量の増加は認められず、アリルコリ

ンもコリンと同様、従属栄養培養細胞に対しては生育促進活性を有さない

ことが明らかになった。光合成活性を有する光mixotrophic培養細胞と光独

立栄養培養細胞では生育促進作用が観察されるが、光合成活性を有さない

従属栄養培養細胞では生育促進活性が認められないという結果は、コリン

およひコリン類縁体と Nー置換クリシン類縁体による生育促進活性は、糖

代謝や呼吸の抑制によってもたらされるものではなく、光合成の促進によ

ってもたらされることを示P愛する。

4 -4 光mixotrophic培養細胞の光合成電子伝達速度に与える影響

これまで述べたように、コリンおよひコリン類縁体と N一置換クリシン

類縁体は明所で生育する培養細胞の光合成を促進しその結果生育促進を示

すことが明らかになった。 これら検定化合物が示す光合成促進活性が、 ど

のような機構によるのかは興昧深い問題である。 そこで、光合成促進物質

で処理した光mixotrophic培養細胞からチラコイド膜を単離し光合成電子伝

達速度 (H i I I反応速度)を測定した。

まず、コリンについて検討した (表 4ー 10)。 その結果、 コリン処理

1週間後の電子伝達速度はコントロ ールに比べ 10ppm処理区で 60%、

1 0 0 p p m処理区で 35%の促進を示した。この促進活性はその後時間

経過とともに徐々に弱くなり、 2週間後にはそれぞれ 23 %、 6%の促進

率を示し、 3週間後には促進活性が確認できなくなった。アリルコリンに

ついても検討を行った結果、処理 1週間後に 1ppm処理区で 5%、 5 p 

pm処理区で 11%の電子伝達速度の促進を示し、 コリンによる促進率よ
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umol 02!rng Chl h 
Cornpound Concentratio口

1 Week 2Weeks 3Weeks 

Choline 10ppm 136 (160も) 42 (123毛} 22 (100も)

100ppm 115 (135も) 36 (106も) 19 ( 86も)

Allylcholine 1 ppm 90 (105も) 40 (118も) 21 ( 95も)

5ppm 95 (111も) 36 (106も) 18 ( 82も)

Benzylcholine 1 ppm 123 (145も) 75(220も) 32 (145も)

5ppm 110 (129も) 48 (141竜) 25 (114毛)

N-Allylglycine 1 ppm 112 (132も) 40 (118も) 20 ( 91も)

10ppm 120 (141も) 38 (112も) 21 ( 95も}

Control 85 (100も) 34 (100宅) 22 (100も)

表 4-1 0 コリン、アリルコリン、ベンジルコリンと Nーアリルクリシ
ンが光合成電子伝達速度に与える影響。測定は、 これら化合

物で処理したタバコ光mixotrophic培養細胞から調製したチラ

コイド膜を用いた。
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りも少ない促進率を示した。アリルコリンによるこの促進活性もやはり時

間経過とともに減少し、処理 3週間後には逆に弱い阻害活性を示した。 ベ

ンジルコリンの場合は、処理 1週間後で 1ppm処理区で 45%、 5 p p 

m処浬区で 29%と他の化合物と比べても比較的強い活性を示した。 さら

に、ベンジルコリンの場合は時聞が経過しでもこの促進活性はそれほど減

少せす、処理後 3週間の電子伝達速度はコントロールに比べ 1ppm処理

区で 45%、 5ppm処理区で 14 %の促進率を示した。

一方、 N アリルクリシンについても同様な検討を行った。 その結果、

N-J'リルクリシン処理 1週間後に光mixotrophic培養細胞から単離したチ

ラコイド膜における電子伝達速度はコントロ ールに比べ 10ppm処理区

で32%、 100ppm処理区で 41%の促進を示した。 この促進活性は

コリンの時と同様に時間経過とともに減少し、処理 3週間後では弱い阻害

活性を示した。電子伝達速度の促進が時間とともに減少するという事実は、

これら化合物が示す光合成促進活性が時間とともに減少するという事実と

非常によい一致を見る。 このように、コリンおよびコリン類縁体と Nーア

リルクリシンが光mixotrophic培養細胞の光合成電子伝達速度を促進するこ

とは、これら化合物による光合成促進作用は光合成の電子伝達速度促進に

由来する可能性を強く示唆するものである。

4 -5 まとめおよび考察

小麦のプ口トプラストと酸素電俸を用いた検定により光合成促進活性を

有することが示されたコリンおよひコリン類縁体と N一置換グリシン類縁

体力、光mixotrophic培養細胞および光独立栄養培養細胞の光合成、呼吸、生
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育にどのような影響を与えるかを検討した。検討の結果、タバコの光mlxo

trophic培養細胞の光合成に対してコリン、アリルコリン、ベンジルコリン

とNーアリルクリシンがその最適濃度の違いはあれ促進活性を有すること

が明らかになった。また、光合成によって生育する光独立栄養培養細胞の

光合成に与える影響も調べた結果、タバコの光独立栄養培養細胞では明瞭

な結果が得られなかったが、アオピユの光独立栄養培養細胞ではこれら化

合物はやはり光合成速度を促進していることが明らかになった。光合成促

進活性と生育促進活性がタバコの光独立栄養培養細胞では認められず、ア

オビユの光独立栄養培養細胞では認められるという違いは、それぞれの細

胞の本質的な遣いによるものではなく、それぞれの培養細胞が形成する細

胞集塊の大きさに由来すると思われる。実際、アオピユと同じように比較

的小さな細胞集塊を形成するゼニゴケの光独立栄養培養細胞を用いて同様

な実験を行なったところ、やはりこれら化合物によって培養細胞の光合成

と生育が促進された。 このことからも、コリンおよびコリン類縁体と Nー

置換クリシン類縁体が示すアオピユの光独立栄養士音養細胞の光合成と生育

の促進作用は、この培養細胞だけで認められるものではなく、光独立的な

生育を示す培養細胞に普遍的なものであると考える。

コリンおよびコリン類縁体と N一置換クリシン類縁体が示す光合成促進

活性の機構を解明するため、光合成促進活性を示したタバコの光mixotrop

hic培養細胞からチラコイド膜を単離しその電子伝達速度を測定したところ、

電子伝達速度が促進されており、これが光合成促進の主たる原因であるこ

とが示唆された。また、 これら化合物の中ではべンジルコリンカずいちはん

大きな光合成促進活性を示しており、 これら化合物間には興昧深い構造活
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性相関が存在することも同時に明らかになった。光mixotrophic培養細胞と

光独立栄養培養細胞の呼吸に関しては、これら化合物は投与後、早い時期

では呼吸を促進するカ"3週間後には逆に呼吸を抑制した。一方、生育に与

える影響を検討したところ、 これら化合物はその程度の差はあれ緑色培養

細胞の生育も促進することが明らかになった。これら化合物が示す生育促

進活性の中では、ベンジルコリンがいちばん大きな促進活性を有している

ことと、ベンジルコリンだけが早い時期から生育促進効果を示すという興

味深い事実も明らかになった。 これら化合物によるこのような生育促進は、

完全に培地の糖に依存した生育を示す従属栄養培養細胞では認められない

ことから、 この生育促進活性は糖代謝や呼吸に作用した結果ではなく光合

成の促進によって引き起こされていることカ、示唆された。

コリンおよひコリン類縁体と Nー置換グリシン類縁体はこのように光ml

xotrophic培養細胞、光独立栄養培養細胞の光合成と生育を促進するが、そ

のときの最大活性を示す濃度は各化合物間で異なった値を示す。 このよう

に、各化合物聞で最大活性濃度が違う理由としては以下のようなことが考

えられる。 (1)それぞれの化合物が示す光合成促進活性や生育促進活性

の作用機作が異なる。(lJ )このような濃度の違いはそれぞれの化合物が

本質的に有する活性の違いに由来する。 (m)それぞれの化合物問の体内

の取り込み速度や代謝速度に由来する細胞内濃度の遣いが投与した化合物

の最大活性濃度の違いに反映されている。 これらの可能性のうちは )の

可能性については、第二章で述べたような小麦プロトプラストと小麦幼苗

を用いた取り込みと代謝の実験のデーターを考え合わせることにより合理

的に説明できる。 プロ卜プラストにおいて、 コリンとアリルコリンは細胞
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内に速やかに取り込まれる。 ベンジルコリンも取り込まれはするものの、

その取り込み量はコリンとアリルコリンに比べ約 30%である。 しかし、

コリンは速やかに代謝されベタインやホスファチジルコリンに変換される

ので細胞内での蓄積量は比較的小さし、。ア リルコリンもコリンと同等の取

り込み量を示すが、ホスファチジルアリルコリンへの代謝を受けるためコ

リンよりは細胞内の蓄積量が多く、ベンジルコリンはほとんど代謝されな

いため取り込み量は少なくてもコリンよりは蓄積量が多い。この事実は、

コリンが比較的高濃度で光合成促進と生育促進活性を示すのに、アリルコ

リンとベンジルコリンがその約十分の 1の量で活性を示すという現象を良

く説明する。すなわち、 これら化合物の示す最大活性濃度の違いは、それ

ぞれの化合物における細胞内への取り込み量と代謝速度に由来するという

ことである。

光mixotrophic培養細胞をコリン、アリルコリンや Nーアリルクリシンで

処理すると 1 ~2 週間後では生育促進効果が認められないが、 3週間後に

生育促進効果が認められる。生育促進効果が認めら れる3週間後というの

は培地の糖をほとんど消費している時期であり、このときの細胞の生育は

光合成に依存すること大である。 このことからも、 これら化合物が細胞の

糖代謝に作用して生育促進作用を示すのではなく、光合成を促進すること

により生育促進作用を示しているということカ、示峻される。 さらにこのこ

とは、光独立栄養培養細胞の場合、早い時期から弱いながらも生育促進作

用が認められるという事実によっても支持される。このように、 コリンお

よびコリン類縁体と Nーア リルグリシンが緑色培養細胞の光合成を促進す

ることにより生育促進作用を示すことが明らかになったが、ベンジルコリ
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ンだけは他の化合物と異なる活性を示した。 ベンジルコリンは他のコリン

類縁体と同じように光mixotrophic培養細胞の生育促進活性を有しているが、

他の化合物のように培養の後半で生育促進効果を示すのではなく、処理直

後から高い生育促進活性を示す。 この原因については明らかではないが、

これまでの実験結果から以下のような可能性が提起される。第三章で述べ

たように、 コリンおよひコリン類縁体はいくつかの植物ホルモンの活性を

強めたり、 その生成量に影響を及ぼしていることが明らかになっている。

これら化合物のサイトカイニンとの相互作用は認められなかったが、ただ

べンジルコリンだけがキュウリの生重量の増加活性や、ハツカダイコン葉

の葉緑体の老化を防止する活性を有し、サイトカイ二ン様活性のあること

カず示されている。このことから、ベンジルコ リン処理後の初期で認められ

る生育促進活性は、ベンジルコリンの有するサイトカイニン様活性による

ものであり、培養後期で認められる大きな生育促進活性はサイトカイ二ン

様活性と光合成促進活性の両方によるという可能性がある。

これまで述べたように、コリンおよびコリン類縁体と N一置換クリシン

類縁体は、光合成活性を有する培養細胞に対し光合成促進活性と生育促進

活性を有することが明らかになった。 さらに、これら化合物の示す光合成

促進活性は光合成の電子伝達系の促進によることも併せて明らかになった。

一方、第 1章で述べたように、 コリンおよひコリン類縁体と Nー置換クリ

シン類縁体のいくつかは小麦プ口トプラストの光合成も促進する。プロ ト

プラストにおける光合成促進活性の作用機作を論じるとき、プロトプラス

トと培養細胞では生理作用が異なっていることと、 プロトプラストの結果

は短時間の検定結果であるのに対し、培養細胞を用いた実験は長時間の検
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定の結果であるという事実により、プロトプラストで認められる光合成促

進活性の作用機作が光mixotrophic培養細胞や光独立栄養培養細胞で認めら

れる光合成促進活性の作用機作と同様であるという結論は出せない。 しか

し、詳しくは第五章で述べるが、光合成の律速段階が電子伝違反応である

という実験結果を考え併せると te 3) 1 o d、 プロトプラストで認められる光合

成促進活性も、やはり、光合成電子伝達速度の促進に由来する可能性が高

し、。
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立
阜五第

コリン類縁体およびN-置換
グリシン類縁体が有する光合成

促進作用の検討

一128



第五章 コリン類縁体およひN-置換クリシン類縁体力、有する

光合成促進作用の検討

ここまで述べたように、コリン類縁体と Nー置換クリシン類縁体は植物

の光合成を促進する。 さらに、 これら化合物のいくつかは植物に対して多

面的な生物効果を有し、その原因のーっとして各種植物ホルモンとの相互

作用であることを明らかにした。コリン類縁体と Nー置換クリシン類縁体

が有するこのような生物活性の中でも、植物の光合成を促進するという事

は非常に興味深い現象である。 それゆえ、 この光合成促進活性の作用機作

については興味がもたれる。そこで、本論文第三章と第四章で述べたよう

に、光合成促進活性の作用機作を解明すベく、代謝研究と光独立培養細胞

を用いた研究を行なった。その結果、 コリン類縁体と N一置換クリシン類

縁体はその代謝産物が活性を示すのではなく、これら化合物がそのままの

形で促進活性を示すということと、この化合物による光合成促進は、チラ

コイド膜における光合成電子伝達速度の促進が第一義的な原因である事を

明らかにした。 しかし、 これまでの研究からではコリン類縁体と N一置換

クリシン類縁体が光合成電子伝達反応以外にも影響を及ぼしている可能性

も否定できない。 この章では植物の各オルガネラや光合成関連の酵素レベ

ルでこれら化合物の影響を検討した結果を述べる。 さらに、その実験結果

からコリン類縁体と Nー置換クリシン類縁体が有する光合成促進活性の作

用機作についていくつかの検討を加える。
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5-1 光化学系に与える影響

5-1-1 単離したチラコイドの電子伝達系に与える影挫

ます、小麦ク口口プラストから単離したチラコイド膜の光合成電子伝達

速度に与える影響を検討した。 常法により単離した小麦ク口口プラストの

包膜色浸透圧的に破壊してチラコイド膜を得た。このチラコイド膜に 1

OmMの検定化合物を加え、 さらに電子受容体として， 5 mMのフェリ

シアン化カリウムを加える。そして、 2分間インキュベー卜した後、 1 4 

o 0μE . m-1 • S -2の光を照射し、水の分解による酸素の放出量を酸素

電極で測定した。 その結果、表 5-1で示すように、コリン、エチルコリ

ン、アリルコリンと Nーアリルクリシンともにもに、単離したチラコイド

膜に直接投与する事では光合成電子伝達速度を促進しない事が明らかにな

った。

5-1-1 光リン酸化反応に与える影響

さらに、 このことを確認するため、光合成電子伝達系と共役している光

リン酸化反応についても、 これら化合物が与える影響を検討した。方法は、

同様に調製したチラコイド膜に基質として32Pでラベルしたリン酸とコー

ルドの ADPを加え、 さらに電子受容体として、循環型光リン酸化反応を

測定する場合は 50μMのPM S (N メチルフェナソニウムメチルスル

フェート )を、非循環型光リン酸化反応を測定する場合は 1. 5 mMのフ

エリシアン化カリウムをそれぞれ加える。これに、光を照射し ATPを合

成させ、その生じた AT P量を液体シンチレーションカウンターで測定し

た。検定試薬の濃度は上記実験と同じ 10 mMとした。検定の結果、コリ
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Compound Electron Transport Photophosphorylation CF1 

Cho I i ne 101 102 100 

Ethylcholine 100 98 98 

A I I y I cho I i ne 98 97 95 

N-Allylglycine 102 98 99 

Control 100 100 100 

表 5ー1 コリン、エチルコリン、アリルコリンと Nーアリルクリシンカ、
単離したチラコイドの光合成電子伝達、光リン酸化、 と単離し

たCF 1の活性に及ぼす影響。表中のデータ ーはすべて、各コン
トロ ールの値を 10 0として、その相対比で示した。検定化合
物の濃度は 10 mMとした。
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ン、アリルコリンベンジルコリンと Nーアリルクリシンは循環型、非循環

型ともに生々する ATP量にはなんら変化はなく、やはり光合成電子伝達

系の場合と同様に直接投与において光リン酸化に何等影響を与えていない

ことカず明らかになった (表 5- 1 )。

5-1-3 クロロプラスト ATPase (CF，)に与える影響

光リン酸化は、電子伝達の結果葉緑体チラコイド内外に生じた H'の電気

化学ポテンシャルを利用して ATPを形成する反応である。 この反応を触

媒するのが葉緑体チラコイド上に存在するク口口プラスト ATPase ( 

C F，)である。 そこで、この酵素を単離して、その活性に対しコリン類縁

体と Nー置換クリシン類縁体がどの様な影響を与えるのかを検討した。 チ

ラコイド膜から常法により単離した CF，に基質として AT Pを加え、 さら

に、 10mMの検定化合物を加えることによって、 これら化合物がCF，の

ATP分解反応に与える影響を検定した。 その結果、表 5一 1で示すよう

にこれら化合物は単離した CF，に対しても何等影響を与えなかった。

5 -2 炭酸固定系に与える影響

5-2-1 RuBpCaseとPEPCaseの活性に与える影響

コリンおよびコリン類縁体と N一置換クリシン類縁体が有する光合成促

進活性を解析するため、炭酸固定系の酵素に与える影響も検討した。植物

は、光エネルギーを利用して合成した ATPとNA 0 P Hを用いて、炭酸

ガスを固定する。 この一連の炭酸力ス固定反応の中で、 K e y酵素といわ
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れる RuBpCaseの活性と C，植物の光合成で重要な酵素である PE P 

C a s eに与える影響をまず検討した。検定の方法は、常法によって調製

した Ru B p C a s eとPEPCaseに検定化合物を加えその酵素反応

を測定する方法とこれら検定化合物を植物に葉面散布しその葉から調製し

た酵素の活性を測定する方法を用いた。酵素反応の測定は、いくつかの酵

素系と共役した反応により消費される NADPHの量を分光学的に測定し

た。 さらに、酵素活性は全可湾性タンパクあたりの活性として表示した。

検定の結果、表 5-2で示すようにこれら化合物は直接投与でも葉面散布

によってもこの醇素活性に影響を与えなかった。

5 -2 -2 光合成炭酸固定回路に与える影響

つぎに炭酸固定回路 (カルピンーベンソン回路、図 5一， )全体に与え

るこれら化合物の影響について調べてみた。 近年、 Li11 eyらはエンドウお

よひホウレンソウの葉緑体から単離したスト口マ抽出物に炭酸固定回路の

基質をくわえる事によって、 invitroでカルビンーベンソン回路の反応を

観察できる事を報告しており¥¥円、 この系を用いてコリンおよびコリン類

縁体と Nー置換クリシン類縁体がカルビン ベンソン回路に与える影響を

調べることにした。 このアッセイ系に、 GAP、 DHAPおよび FB P等

のどれかを基質として用いると、その後の醇素反応がカスケード的に起こ

り、 PGA、 DPGAを経て回路が一周することになる。検定は DHAP

(ジハイドロキシアセトンリン酸)を基質として用い、反応のモニターは

D P G A (クリセルアルデヒドジリン酸)から GA P (クリセルアルデヒ

ド3リン酸)への変換において NADPHが消費されるので、 この消費速
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Compound RuBpCase PEPCase 

Cho I i n巴 101 100 

Ethylchol i ne 102 101 

Allylchol ine 100 99 

N-Allylglycine 101 100 

Control 100 100 
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RuBP三_PGA~ グp..DPGA~ ノDpl

;:バ 110  : 8 4ムイ5
3¥-R5P-m-1二/:

12 

1:RuBPCase 2:PGA kinase 3:GAPDH 4:TP isomerase 5:FBP 
aldolase 6:FBPase 7，10，12:Transketolase 8:Aldolase 9:SBPase 
11:R5P isomerase 13:Ru5P epimerase 14:PR kinase 

図 5ー 1 カルビンーベンソン回路の様式図。
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Compound Activity 

Cho I i ne 102 

A I I y I cho I i ne 100 

Ethylchol ine 101 

Betai円巴 98 

N-A I I y I g I yc i ne 105 

Cont r口| 100 

Control Activity: 1-1.5μmo I NADPゐ mg-t protein hr-t 

表 5- 3 コリン、エチルコリン、アリルコリンと Nーアリルクリシンが
炭酸固定系の酵素反応に与える影響。表中のデーターはすべて、

コントロールの値を 100として、その相対比で示した。検定
化合物の濃度は 10 mMとした。
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度を分光学的に測定する事によりおこなった。 その結果、表 5-3で示す

ようにコリン、アリルコリン、ベンジルコリンと Nーアリルクリシンはカ

ルビンーベンソン回路の酵素に影響を与えておらず、炭酸固定を促進する

事はなかった。 このことは、 コリンおよびコリン実質出家イ本と Nー置換グリシ

ン類縁体の示す光合成促進活性は、暗反応系の醇素に影響を及ぼす事によ

って発現されているのではない事を示峻する。

5 -3 まとめおよび考察

コリン類縁体と Nー置換クリシン類縁体が示す光合成促進活性の作用機

作を明らかにするため、単離したチラコイドの光合成電子伝達系、光リン

酸化反応、 さらに単離した CF Iや炭酸固定系の酵素に与えるこれら化合物

の影響を検討した。 このような一連の実験で、コリン類縁体と N-置換ク

リシン類縁体は単難したチラコイド膜の電子伝違反応に対しては促進活性

を有しておらず、これと共役した光リン酸化に対しでも影響を及ぼさない

事が明らかになった。 この結果は、 これら化合物で処理した光mr日 trophi

c培養細胞と光独立栄養培養細胞で光合成電子伝達速度が促進されていると

いう第四章で得られた結果と 見矛盾する。 これは、コリン類縁体と Nー

置換クリシン類縁体が無傷の植物、 または完全な細胞単位でのみ生理活性

を示し、単離したオルガネラに対しては影響を与えないと考えると合理的

に説明が出来る。 実際、培餐細胞からチラコイドを単離し、直接検定化合

物を投与しでも電子伝違反応は促進されなかった。 この結果は、前述の考

え方を支持するものであり、無傷植物や培養細胞、 プロトプラストなどで

認め られる光合成促進活性はやはり電子伝達速度の促進によるものであろ
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つ。

以上のように、コリンおよびコリン類縁体と Nー置換クリシン類縁体が

示す光合成促進活性は、明反応の促進によるものと思われる。 このことを

支持するいくつかの実験データ ーについて紹介する。小麦のプロトプラス

トを用いて光合成促進活性を検定したときは、飽和光下で検定を行った。

そこでまず、小麦プロトプラストの弱光化における光合成に与える影響を

検討してみた。検定の条件は、光合成促進物質の検定時と同じとして、光

強度だけを 200μE. m-'・s-2にして検定を行った。検定の結果、こ

の条件下では低い光合成活性 (1 0 ~ 1 5μm 0 I O2・mg-' c h I . 

h -， )しか得られなかったが、 コリンによる光合成促進活性は 14 %と高

い値を示した(表 5- 4)。光飽和条件下によるコリンの光合成促進率が

数%である事を考えると、弱光化では明らかに高い促進率を示す。光強度

に依存するのは電子伝達だけであるので (カルピンーベンソン回路のいく

つかの酵素が光活性化を受ける事がしられているが、この活性化は直接光

によって起こるのではなく明反応に付随して起こる )、このことは、コリ

ンが、光合成電子伝達反応を含めた明反応に影響を及ぼしている事を示し

ている。 さらに、単離したク口口プラストに光を照射して、発せられる蛍

光99 ) 1 C o )を調べたところ、 コリンやベンジルコリン処理で発せられる蛍光

量が減少する事が認められた。 クロロフィルから発生する蛍光は、反応に

使用されなかった光エネルギ ーが再放出されたものであるため 1~ 1 )、蛍光

量の減少は光エネルギーの有効利用によるものであろう。

小麦プロトプラストに対して光合成促進活性を有するクリシンの第四ア

ンモニウム塩であるベタインが、光合成電子伝達、特に水の分解に深く関

-138-



Compound 

Choline 

N-Allylglycine 

Control 

1) Plant Material 

2) Light 

3) Temperature 

4) Substrate 

5) Activity 

Methods 

O2 Evolution 

114 

104 

100 

Spinach Chloroplasts 

15，000 lux 
25 Oc 

NaHC03 10 mM 

: 10-15 umol O2 mg-
1 Chl hr-1 

表 5-4 コリンと N-j7リルグリシンが弱光下における小麦プロ卜プラ
ストの光合成由来の酸素放出速度に与える影響。表中のテータ
ーはコントロ ールの値を 100として、 その相対比で示した。
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わっている事がMohantyl02) らによって最近明らかになった。光合成による

水の分解に深く関わっている 3つの表在性タンパク、 1 7 K D、 2 3 K D、

3 3 K Dのうち、 1 7 K Dと23 K Dタンパクは Na C I処理によりチラ

コイド膜からはずれ、水の分解能力が失われる。 しかし、このときベタイ

ンが存在すると表在性タンパクの遊離が抑えられ、結果水の分解能力は保

持される。 このことから、彼らはベタインにより表在性タンパクの高次構

造が保持されるのであろうと結論している。 このことが、ベタインが示す

光合成促進活性とどのように結びつくのかは明らかではないが、少なくと

もベタインが有する高塩濃度下における光合成活性の保持作用が、ここに

述べた機構による可能性はある。

さで、コリンおよびコリン類縁体と N 置換クリシン類縁体は小麦プロ

トプラストの酸素放出速度だけではなく炭酸固定も促進していた (第 章

参照)。 さらに、これら化合物は光独立培養細胞の同化量も増加させるこ

とが明らかになった (第四章参照)。 このことは、 コリン類縁体と Nー置

換クリシン類縁体が植物の光合成由来の酸素放出だけでなく、炭酸固定を

も促進していることを示している。言い換えると、 これら化合物は植物の

光合成全体を促進する。 コリン類縁体と Nー置換クリシン類縁体の しめす

光合成促進活性は電子伝達系の促進によることが明らかになったが、光合

成電子伝達系を促進する事によってはたして光合成全体力、促進されるであ

ろうか。 この問題を明らかにするためには、光合成を律速しているのはど

の段階であるかを知る必要がある。 それには光強度、 C O2 濃度、水条件な

ど人為的に制御しうる環境因子は十分量とし、 それらカf律速因子となって

いない場合に、光合成反応系の中でどの反応段階が、 どのような原因に よ
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り全体の反応速度を決定するかを明らかにする必要がある。

Katoh' • 3' ， .4' らは好熱性らん藻Synechococcu~sp. を用いて、上記の方

向の研究を行い、次の結果を得た。 このらん藻は光合成活性が大きく、現

在知られている無機物から有機物を合成する反応の中でもっとも早い合成

を行うものである事がわかった。 そして、 このらん藻の生育の最適温度、

光合成の最適温度、光合成電子伝達速度の最適温度はいずれも 58.Cであ

り、 この光合成速度、光合成電子伝達反応の速度を温度に対して

Arrheniusプロットすると、いずれの場合も、 2 9.Cと11.C付近に明瞭な

不連続点を示した。 このことは、光合成全反応が電子伝達反応の段階で律

速されている事を示す。 さらに、 このらん藻から調整したチラコイド膜に

ついて種々の温度での膜脂質の流動性をスピンラベル法で測定し、光合成

電子伝違反応は膜の流動性によって大きく作用される事を明らかにした。

そして、電子伝達系のどの部位が膜流動性によって影響されるかを検討し、

プラストキノンに関係する反応だけが29.Cと11.C付近で不連続点在示

す事から、 このらん藻の光合成の律速段階は、電子伝達系のプラストキノ

ンの関与する部位である事を明らかにした。このことは、コ リンおよびコ

リン類縁体と N 置換グリシン類縁体が光合成電子伝達系を促進する事に

より全光合成を促進するという著者の結論を合理的に支持するものであり、

これら化合物による電子伝達速度の促進がプラストキノンに影響を与えた

結果である可能性をも示峻する。
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まとめおよび総合考察

著者は、本論文第一章で小麦プ口トプラストと酸素電極を用いた光合成

促進物質の検定法を確立し、広範な化合物について検索を行ったところ、

コリンおよびコリン類縁体と Nー置換クリシン類縁体のいくつかが光合成

促進活性を有することを明らかにした。 さらに、第二章では、これら化合

物の植物体内への取り込みとその代謝経路を研究することにより、光合成

促進活性はこれら化合物の代謝産物が活性を示しているのではなく、コリ

ンおよびコリン類縁体と N一置換クリシン類縁体そのものが活性を示して

いることも同時に明らかにした。第三章では、 コリン類縁体が有する根の

伸長促進活性や発芽の促進活性の作用機作を調べるため、各種植物ホルモ

ンとの相互作用について検討した。 第四章ではこれら化合物の示す光合成

促進活性の作用機作を明らかにするため、光独立栄養培養細胞を用いた研

究を行い、 この光合成促進作用はチラコイド膜での電子伝達速度の促進で

あること、 さらにコリンおよびコリン類縁体と Nー置換クリシン類縁体の

示す成長促進活性は光合成促進によるものであることも明らかにした。そ

して、第五章ではコリン類縁体と N一置換クリシン類縁体が光合成の各部

部に与える影響を検討するとともに、その作用機作について検討を行なっ

た。

植物の物質生産能力を向上させるため化学的手段によって光合成を促進

させようという試みは、新しく開発した簡便な検定法を用い、光合成促進

活性を有するコリンおよびコリン類縁体と N 置換クリシン類縁体を得る

ことによって所期の目的を達成できた。 そして、これら化合物は最初の期
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待どうり、植物の光合成を促進することにより物質生産能力も向上させた。

このことは、作物の収量を増加させるという農業的な見地からだけでなく、

植物の光合成能力を高めることによる物質生産能力の向上の可能性からも

意義深い。 もちろん、植物の物質生産能力が光合成だけに依存しているわ

けではないが、光合成を促進することが物質生産を向上させるための重要

な問題であることは明白である。

これまでに、化学的手段によって植物の物質生産能力を促進しようとい

う試みはいくつかなされてきた。 その過程で、現在では植物ホルモンなど

を含む広い意味での植物成長調節物質が各種見いだされている。 そして、

これら化合物のうちいくつかが、 インタクトな植物に対して光合成をも促

進することが明らかになっている。 しかし、これまでに光合成促進物質を

直接検索し、 その結果見いだされた光合成促進物質が植物の物質生産を促

進するということは報告されていない。 この最大の理由は、簡便な検定法

が存在しなかったことである。 これまで植物の光合成に対する影響を検討

するための検定法としては、 f共試化合物を根または葉から吸収させた後、

葉の光合成量を測定するという方法や、植物のオルガネラを用いた方法等

が知られている。 しかし、前者の検定法は実際の植物に与える影響を検定

できる点では優れているものの、多くの化合物を検定することがむずかし

いという難点があり、後者は簡便で多くの化合物を検定できるという函で

は優れているものの、 その化合物の示す活性カ、同時にいろいろなオル力ネ

ラに関与している場合は検定ができない難点を有する。 その点、で、著者ら

が開発した小麦のプロトプラストと酸素電極を用いた検定法は、多くの化

合物に対する検定が可能であり、細胞のほとんどの機能を有していると恩
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われるプ口卜プラストを用いるため、その活'性がいくつかのオルガネラに

依存していようとも検定できるという利点を有する。 さらに、葉切片を用

いた場合とは異なり、 プロトプラストは細胞膜しか有していないため、非

常に阜く高感度で化合物の影響を検討できる。実際、 プロトプラストで光

合成促進活性を示すコリン類縁体と N-置換クリシン類縁体は、葉切片と

酸素電極を用いた検定によっては光合成促進活性を示さなかった。 このよ

うなことから、 プ口卜プラストと酸素電極を用いた検定法は、光合成促進

物質を検索する上で非常に有効であり、今後光合成促進物質の検索だけで

なく除草剤を含めた農薬の検定にも応用されるであろう。

コリン類縁体と N-置換グリシン類縁体が示す光合成促進活性の作用機

作を解明するため、本文中で述べたような種々の実験を行ない、 この光合

成促進は光合成電子伝達速度の促進によることを明らかにした。特に第五

章では、光合成各部分に対する影響を検討するとともに、コリン類縁体と

N一置換クリシン類縁体が光合成電子伝違反応を促進することによって光

合成全体の反応速度が促進される可能性について議論した。 そして、第四

章ではKatohらが、好熱性らん藻を用いて電子伝違反応が光合成の律速反応

であることと、電子伝達のプラストキノンが関与する反応が光合成全体の

速度を律速すると報告していることを示した。光合成全体を促進するため

には律速部位を促進することが必要なので、 プラストキノンの関与する反

応が光合成の律速であるならばコリン類縁体と N一置換グリシン類縁体が

プラストキノンに影響を及ぼしている可能性がある。 プラストキノンの機

能としては現在以下のことが考えられている 10引。 1)光化学系 Eの安定

な第二次電子受容体としてのQ、 2 )光化学系日と Iとの聞の電子プール
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として働き、上述の律速段階に関係すると考えられるプラストキノン

( P Q， )、 3) Qから PQ，への電子伝達を仲介する電子蓄積体、 4 )水

素イオンの輸送。 このように、多様な機能を有するプラストキノンはその

分子環境の多様性を反映したものであろうと考える。事実、上記のらん藻

においてはこのプラストキノンがミトコンドリアにおける呼吸系にも関与

している事が報告されている。 このことから、呼吸系も光合成系と同様に

膜の流動性に依存する反応段階を含むことが考えられ、コリンおよびコリ

ン類縁体や N一置換クリシン類縁体によって呼吸も促進される可能性が示

唆される。そして、 プロトプラストでは呼吸の顕著な促進活性が認められ

なかったが、 これら化合物で処理された光独立栄養培養細胞と

光mixotrophic培養細胞の呼吸が光合成と同様に促進された事実は、これら

化合物がプラストキノンに影響を与えている可能性を支持するものである。

コリンおよびコリン類縁体と Nー置換クリシン類縁体がプラストキノン

に影響を及ぼしているのであれば、 どのような作用機構によるのであろう

か。 この問題に対する回答は、現在得られてないが、 これら化合物が膜の

流動性に影響を友ぼすことによって生理活性を示している可能性がある。

その根拠のーっとして考えられる事実として、コリンが示す植物の低温傷

害の回避活性があげられる。植物の低温耐性は、その膜脂質の種類とそれ

による膜の流動性に大きく依存することが、最近の研究によって明らかに

なってきた。コリンが植物の低温傷害を回避し、膜に存在する各種ATP

a s eの活性を高めるという事実は、コリンが膜の流動性に大きく関与し

ているということを示す。 このことから、 これら化合物は膜の流動性に対

して影響を及ぼし、その結果、光合成を促進している可能性が提起される
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わけである。

化学的手段による光合成促進を目的として開始した本研究により、コリ

ンおよひコリン類縁体と N-置換クリシン類縁体という有効な光合成促進

物質を見いだし、所期の目的どうりこれら化合物により植物の物質生産能

力をも向上させることに成功した。 そして、 コリンについては甘藷に対す

る植物成長促進剤として、 1 986年に農薬登録が許可され、現在もその

適用作物を広げつつある。 このような面での本研究の意義は大きいものと

確信する。 同時に、光合成促進という興味深い現象を明らかにし、その作

用機構が電子伝違反応の促進であることを明らかにしたことは、植物生理

学の研究においても興昧深い問題を提起したものと考える。
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実験

1 第一章の実験

植物材料

光合成促進物質の検定に用いたプロトプラスト調整用の小委 (Trit icum 

i旦註立回 L.:Nourin No.61)は、 1~2 日間流水に浸潰し発芽させた後、

J¥ーミキュライトに播種し、約一週間栽培したものを用いた。呼吸の検定

に用いたミトコンドリア調製周の小麦も 1日間流水中で浸潰した後、やは

りパーミキュライト上で 2週間栽培した。上記の樋物はすべて東京大学農

学部生物環境制御システムセンタ ーの自然光ガラス室で栽培した。 ガラス

室内の環境は、昼 25
0

C、夜 2OOC、湿度 70%に制御されている。

プロトプラストの単離

プロトプラストは、 Edwards ' • ß ) らの方法に従い以下のように単離した。

約 5gの小麦の葉身を鋭利なカミソリで約 5mm幅に切り、 200μEm 

-2 S -1の光を照射しながら 25
0

Cで酵素処理した。酵素液 (1 0 0 m I、

p H 5 5)の組成は 2%セルラ ーゼ (オノスカ R - 1 0、ヤクルト本

社)、 o 3%マセロザイム (R- 1 0、ヤクルト本社)、o 5 M ソ

ルビトール、 lmM CaCIε、 0. 05% BSAである。 3時間後に

酵素液を 10mIの注射器で捨て、 20mlの洗液を加え穏やかに揺すり、

プ口トプラストを遊離させた。 この操作を 3回繰り返し、得られた洗液を

茶こし、ついで 195μmのナイロンメッシュでj慮、過した。 j先j夜の組成は
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o. 5 M ソルビトール、 lmM CaCIε、である。溶液を 10 0 x g 

で5分間遠心分離しプ口トプラストを含む沈澱を得た。 沈澱を o.5 mM 

シュークロ ース、 lmM CaCI2を含む液 5mlに懸濁し、懸濁液を

10m Iのメスフラスコにいれその上に o. 4 M シュークロース、 O 

lmM ソルビトール、 lmM CaCI2、 5mM MES緩衝液 (P H 

6. 0)を含む溶液を 2mlのせ、 さらに o. 5 M ソルビトール、 1 

mM CaCI2、 5mMMES緩衝液 (P H 6. 0)を含む溶液を

1 m I加え、 2 0 0 x g、 5分間遠心分離した。プロトプラストは o 5 

M ソルビトールを含む液と、 o. 4 M シュークロースと o. 1 M ソ

ルビト ールを含む液との聞に集められるので、これをピペットで集め実験

に用いるプロトプラストとした。酵素処理以降はすべて 4"Cで行なった。

ミトコンドリアの単離107) 

裁断したエンドウの葉約 10 gを氷;令した 50 0 m Iの磨砕液にいれ 4

秒間ポリトロン (PT35K、強度 7)で磨砕した。磨砕;夜の組成は

o. 3 M マンニト ル、 30mM MOPS (pH7 2)、 4mM

システイン、 lmM EDTA、 o 2% BSA、 O. 6 %不溶性ポリ

ビニルピロリドンである。磨砕液を 4層のガ ーゼで液過し、 j慮j夜を

1.20 0 x g、 4分間遠心分離し上清を得た。これを更に、

1 O. 0 0 0 x g、 1 0分間遠心分離し、 上清をアスピレーターに接続し

たガラス管で吸引除去した。 この沈澱を O. 4 M マンニト ル、 25m 

M TES緩衝液 (p H 7 6)、 o l%BSAを含む懸濁液 40 m I 

で懸濁し、 1 O. 0 0 0 x g、 1 0分間遠心分離する。この沈澱はミトコ
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ンドリアとして集められ、 2mlの懸濁液に再懸濁され氷中に保存される。

以上、すべての操作は 4.Cで行なった。

光合成促進物質に対する検定法

第一章で述べたように、光合成促進物質の検定のため図 1-1で示した

ような系をくんだ。酸素電極を内蔵した透明樹脂製の反応槽は外部に恒温

槽から送られる所定温度の水を循環させ反応槽内の温度を一定に保つ。反

応槽の上部はすり合わせ後で外部と遮断し、スタ ーラーで撹持して反応液

中の酸素濃度を均 に保ちこれを レコーダーに記録する。光源はスライド

プロジェクタ ーを用いた。 この測定装置は光合成酸素放出速度の測定だけ

ではなく呼吸の測定にも用いた。使用機器の名称及び会社名は以下の通り

である。酸素電極 Ha n s a t e c h C o. L t d 、レコ ーター:

目立o5 6型卓上記録計、恒温槽 :東洋製作所循環式電子冷熱装置TE-

105、プロジェクタ ー:理化学精機HILUX-HR。

単離したプ口トプラスト (Chlorophyll， 30-50μg)と反応液 (0 4 M 

ゾルビトール、 5 0 mM H E P E S (N-2-hydroxyethl pip巴razine-N"-e

thanesulfonicacid)-KOH pH7. 6、 1mM EDTH、 10mM 

N a H C 03) 1 m Iを検定試薬とともに酸素電極の反応槽に入れ、 2 5 

℃で 2分間撹持したのち光 (14 0 0μE m-2 s -1 )を照射すると光合成

による酸素放出が起こる。 そして、光合成による酸素放出は、約 4分後に

最大となる。 プロトプラストを氷中に保存 しておくと約 3時間ぐらいはほ

とんど光合成由来の酸素放出速度は減少しないので、全ての測定をこの範

囲内で行った。活性の半IJ定は第一章で述べたので省略する。
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炭酸固定に対する効果の検定

小委プロトプラストの炭酸固定を検定するに当たり、実験条件は酸素電

極法の時と同様にした。 すなわち、単離したプ口トプラスト (Chlor口

phy I I ， 30-50μg)を反応液 (0.4 Mソルビト ル、 50mM

HEPES-KOH pH7 6、 1mM EDTA、 10mM

NaHCO，) 1mlに懸濁し検定試薬を投与する。 2分間暗黒化でインキ

ユベーションしたH't、 "Cラベルの 10mM NaH"CO，(3. 7 

KBq/μm 0 1)を加え、光照射 (8 0 0μEm-2S-')する事により

光合成を開始させる。 8分後、 6 Nの嬢酸 (1m 1)を加え光合成を停止

させ、 ドラフト内で 10 0 0 wの白熱灯下で蒸発乾固する事により未反応

のラベル重曹を飛ばす。数分間室温でさました後、 1 m Iの蒸留水を加え

車士固4初をj容かし、 8mlのj夜{本シンチレータ (ACS-n、 A m a s h a 

mネ土)を加えj夜{本シンチレーションカウンタ ーで方立身す能量を測定する。

呼吸に対する効果の検定

常j去により単離された呼吸活性検定周のミトコンドリアlこNADHとA

TPを加え、 NADHの酸化にともなう酸素の消費速度に与える供試化合

物の効果を、前述の酸素電極を用いて調べることによって各種化合物の検

定を行なった。検定は、 f共試化合物添加による酸素吸収速度の変化から行

なった。 o 2 5 "Cに保たれた酸素電極の反応槽中で、単離したミトコンド

リアは 1m Iの反応液 (0. 4 Mマンニトール、 25mMTES-KOH 

pH7 2. 2mM MgSO.. 5mM KH2PO.. O. l%BSA. 
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5mM NADH)中で検定試薬とともに撹持される。 2分後、 1m  

MのADPを加え反応を開始し、酸素の減少速度を酸素電極で測定する。

活性の判定は、 プ口トプラストを用いた光合成促進検定と同じように、検

定試薬投与時と それをはさむ前後のコン ト口 ルの平均値によって算出し

た1o 8)。

クロロフィルの定量

ク口口フィルの定量はArnonl0引 11日}の方法に準じて行なった。酸素電極

を用いた光合成促進活性検定の測定ごとに、反応槽から一定量のプロトプ

ラスト懸濁液をとり、 それに全量が 1m Iになるように水を加える。 これ

に蒸留アセトン 4mlを加え充分振り混ぜた後、冷暗所におき翌日遠心分

離により不溶物を取り除き、上清の 65 2 n mにおける吸光度を 80%ア

セトンを対象として測定する。 プ口トプラスト試料中 (1m 1)のクロロ

フィル量は経験的に以下の式で求められる。

クロロ フィル量 (mg/ml)=吸光度xO. 0 2 9 x 5 +分取量

吸光度は島津製作所のUV-160を用いて測定した。
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2 第 2章の実験

植物材料

取り込み実験に用いたプロトプラスト調整周の小麦 (Triticumaestivu 

!l) L.: Nourin No.61)は、 1 ~ 2 日間流水に浸潰し発芽させた後、パ ミキ

ュライトに播種し、 2 5
0

C/2 OoC (昼/夜)に制御されたコイトトロン

内で、約 週間栽培したものを用いた。代謝実験用の小麦は同様な条件下

でバーミキュライトに播種後、 5臼間栽培したものを水耕栽培に移した。

取り込み実験と代謝実験に用いたChlamydomonas reinharditi1の培養は、

3/10HSM培地 (培地 10 0 0 m I中NH，C I O. 15g、

M g S 0，・7H20 O. 02g、 Ca C 12・2H20 O. 01g、

K2HPO， O.94g、 KH2PO， 0 47g、 Trace EI ement 1 

m 1)を用いた。 さらに、ここで用いたTraceElementの組成は 10 0 0 

ml中、 E0 T A • N a 5 0 g、 H2巳 O2 1 1. 4 g、 Zn S 0，・

7H20 22g、 M n C 12・4H20 5. 06g、 Fe S 0，・7H2 0 

4. 9 9 g、 C0 S 0，・6H2 0 1. 6 1 g、 Cu S 0，・5H 2 0 

5 7 g、 (NH，) 6Mo702'・4H20 1 19である。ChI amyd 

omonas r巴inharditilのスラント用の培地は TAP培地に 2%の寒天を加え

た。Chlamydomonas reinharditi lは 3 Iの偏平フラスコに4直え、そこにフ

ィルタ ーろ過した炭般ガスが富化された空気をパブリンクする事によって

培養した。 さらに、温度は 28
0

Cに制御し、光は 10 0μE m-2 S-lとし

た。
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" Cラベル化合物の合成

[" C 1ーラベル化合物中、 [メチルー"C 1ーコリンはNewEngland 

Nuclear社より購入した。 [1'C 1ーラベルの [1'clーアリルコリンと 1

"C 1 べンジルコリンはそれぞれ目的と する置換基をアルキル基として

1寺つアルキルクロライドと、 [2. 3-"Cl ジメチルエタノールアミ

ンをエーテル中、室温、 3時間反応させて合成した。反応生成物は、メタ

ノール中で再結晶させることにより精製した11110 ["Cl-Nーアリル

クリシンはKirino"21等の方法にしたがって合成した。 ["C 1ーベタイ

ンと [1'C 1ーホスホリルコリン [1'C 1ーホスホリルアリルコリンは

酵素的に合成した。 [1'clベタインは、 10mM Tri s-HC I ( 

p H 8 0)の反応液中で 10 u n i tのコリンオキシダーゼ (Sigma社)

に 10 mM の [1'C 1ーコリンを基質として加えることにより生成させ

た。 [1'C 1ホスホリルコリンと["C 1ーホスホリルアリルコリンも同

様に 10mM Tr i s-HC 1 (pH8. 5)、 30mM NaCI、

2mM MgC  12、中で 1 u n i tのコリンキナーゼ (Sigma社)に

5mM ATPと["C 1ーコリンまたは["C 1ーホスホリ ルコリンを

加え、 目的とする化合物を得た I1 3)。

コリン類縁体及びNーアリルクリシンの取り込み

反応液 (0 33M ソルビト ール、 lmM EDTA、 5 0 mM  

HEPES-KOH pH7 6)に懸濁したプロトプラストに"Cラベ

ルのコリン、アリルコリン、ベンジルコリンおよひN-)，リルクリシン

(1 m 1/ 1、約 185kBq/μmo 1)を加え 25.Cで一定時間撹梓
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する。 プ口トプラストは 定時間ごとにサンプリンクされ、 1 0 0 x g、

5分間遠心分離することにより集められる。集められたプ口卜プラストは

50mlのj先浄液 (0. 3 M ソルビト ール、 lmM EDTA、 5 0 m 

M HEPES-KOH pH7 6)に懸濁する。 この洗浄液に 50 m 

Mのコルードのアッセイ化合物を混ぜておくことにより、ラベルサンプル

の細胞内取り込み停止と、細胞表面に非特異的に吸着したラベルサンプル

を取り除く。 このような処理されたプ口卜プラストは、遠心分般により集

められ、 さらに同様な洗浄液に懸濁される。この操作を 3回繰り返した後、

遠心分離によりプロトプラストを集めその放射能量を液体シンチレーショ

ンカウンタ ーにより測定した。放射能量を測定するにあたりプ口トプラス

ト由来のクロロフィルによる色クエンチンクが起きるため、プロトプラス

トの量は、有意的な放射能力f検出される最小量に止めた 111)。

Chlamydomonas r巴inharditilを用いた取り込み実験もプ口トプラストと

基本的には同様な方法に従った。相違点としては、反応液と洗浄液の組成

がそれぞれ lmM EDTA、 50mM HEPES (pH7 6)と1

mM EDTA、 50mM HEPES (pH7 6)、 50mM コー

ルドアッセイ化合物、であることと、遠心分離の条件が 50 0 x g、 3分

であることである。

インタクトな小麦への検定化合物の処理方法

八一ミキュライト上で生育させた小麦を水耕栽培し、水耕;夜中にラベル

した検定化合物を加え、棟から吸収させた。7)<耕;夜は Hog land水耕

j夜を用い、空気をパフリングする事によ り根の酸欠を防いだ。培養は全て
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16L/80、に制御されたコイトトロン内で行った。 コイ卜ト口ンは、

光強度 100μEm-2 S -1、温度 26
0

C、湿度 80%に設定した。

代謝産物の単離

1 )代謝産物の抽出

精製方法を図 2に示した。 [14C J ラベルサンプルを取り込んだ小麦

を20 0 m Iのクロロホルムーメタノ ール (1 : 2)中でホモジナイザー

(強度 7、 1分)により磨砕抽出する。 さらに 20 0 m Iのクロロホルム

ーメタノ ール (1 : 2)と80 m Iの水を加え、ホモジナイザーで磨砕抽

出を繰り返した後、磨砕;夜を吸引ろ過し、抽出J夜を得る。 この抽出;夜は、

一晩冷暗所に放置するか抽出;夜を遠心分離 (1500xg、 3 0分)する

ことにより水ーメタノール層 (水溶性画分)とクロロホルムーメタノ ール

層 (脂溶性画分)に分ける 114)。

2 )水溶性函分の解析

7)<溶性画分は、減圧蒸留により濃縮し、 さらに濃縮液を凍結乾燥で乾因

する。乾因物は少量の O.0 1 N H C Iに溶かし、これまた O.0 1 N 

HCIで平衡イヒしたセファデックス Gー 10カラム (ファルマシア社、

3cmx30cm)にかける。 同じ溶;夜でj容出を行い、 得られた方立身す活性

を有するフラクションは凍結乾燥後、 SCX-ll0l-N (センシュ ー

可ヰ学、 4. 6mmx  10 Omm)イオン交換カラムを用いた HP L Cで解

析した。溶出は O. 0 1 M酢酸アンモニ ウム PH 2. 6とO. 5 M酢酸ア

ンモニウム pH 5. 0の 50分かけたクラジエント溶出をおこない、流速
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は 1m I /m  i n、温度は室温とした。 ここで認められた放射活性を有す

るフラクションは分取され、凍結乾燥によって濃縮されたあと、 さらに N

H2一 12 0 1 -N (センシュ 一手ヰ学、 4. 6mmx1 OOmm)カラムを

用いて精製した。 この HPLCの溶出条件は、 O. 1%TFA中でアセト

ニトリルの濃度 80%-20%のクラジ工ント溶出 (5 0分)である。 こ

の段階まででほとんど精製が終了したものと考え、 このサンプルを摘造解

析に供した

3 )脂溶性画分の解析

脂溶性画分はまず、;威圧蒸留により乾固し少量のクロロホルムで溶かす。

そしてこのサンプルは、 シリカゲルゲルカラム (Wakogel、 Cー

100、 2cmx25cm、和光純薬)を用いた)1慎相クロマトクラフィ ー

にかける。 クロロホルム 100%ーメタノ ール 100%のクラジエント溶

出を行い得られた方立身す活性物質は、 D io lー 12 5 1カラム (センシュ

ー科学、 4. 6mmx250mm)を用いた順相 HPLCによりさらに精

製した。 HP L C 溶出の条件は、 2ープロパノ ール/nーヘキサン(8 0 

: 5 5、 v / v)と2ープロパノ ール/nーヘキサン/水/メタノ ール (

80:55:1 5:1 0、 v / v)のクラジ工ント溶出であるけ引。

代謝産物の同定と構造解析

オープンカラムでの方立書す能活性のモニタ ーは;夜体シンチレションカウン

ター (Packard 2200 CA、 Tri-Carb)でおこなっ

た。 HPLCにおける方立身す活性は、 (CaF2 (Eu)) を{国体シンチレー
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ターとして用いた放射能検出器を uv検出器に直列に連結し両方を同時に

検出した。 代謝産物の構造は、放射能検出器によって得られたリテンショ

ンタイムをメルクマールにして精製したコ ールドサンプルを、 NMR等に

より角材庁した。
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3 第三章実験

ジベレリン検定

1 )短銀坊主を用いた第二葉鞘伸長検定 (浸漬法)

緩製のイネである短銀坊主(Or足型盟主vaL.， cv. Tan-ginbozu)の種子を

所定濃度のべンレー ト (デュポン社)中で 15分間殺菌した後、水道水に

浸して 3O.Cの明所 (2.000-5.0001ux)に2日間置き発芽

させる (水は毎日取り替える )。 発芽したらよく水洗いし、子葉鞘の長さ

が約 2mmの均ーな芽生え 5~ 7個を被検液 1m 1の入った管ひんに移し、

ポリエチレンフィルムとゴムバンド密封する。 これを発芽したときと同じ

条件で生育させ、 7日後に第二葉鞘の長さを測定する。被検液はあらかじ

め検定化合物を溶かした水を用いた。

2 )短銀坊主を用いた第二葉鞘伸長検定 (点滴法)

村上らの開発した方法を用いた。 50mlの卜 ールビ ーカに 50 m 1の

O. 7 %寒天を加えオートクレーフにかけた後、寒天が固まる前に所定濃

度の検定試薬を加えすばやく撹持する。寒天が冷えて固まった後、よく水

洗いした浸漬法と同様にして得られた短銀坊主の芽生え (子葉鞘の長さか

約2mmの均 なもの)を51回すつ選ひ子葉鞘を上にして結える。芽生え

を植えたビ ーカーを下に小量の水を張った透明な容器にいれ、発芽させた

ときと同じ条件で 2日間生育させると第二葉の先端が第一葉から約 2mm

でた状態となる。 この段階で、 イネ苗と第一葉の聞にマイクロシ リンジを

用いて 1μlの所定濃度のGA，を点滴する。点滴する GAaは、 50%ア

-159-



セトン溶液でも 95%エタノ ール溶液でも良いが、ヱタノール溶液だと表

面張力が小さいため点滴した時にながれ易いため、 50%アセトン溶液を

用いた。処理したイネは同じ条件で生育させ、 4日後に第 2葉鞘と根の伸

長を測定する。

サイトカイニン検定

1 )タバコカルス生育促進検定

温室で高さ約 1mにまで育てたタバコ (且担旦tia旦ata国型m，var.Wiscon

sin 38)の茎を切りとり、葉の両端をパラフィンで保護した後、 10%過

塩素酸ナトリウム液に 5分付け、殺菌する。殺菌の終わったタバコをクリ

ーンベンチ内に移し、滅菌水でゆすぎ、茎を 5c mから 7c mの長さに切

断する。 内径 6mmのコルクボーラを用いて打ち抜き、ガラス棒で押し出

し、これを厚さ 2mmの円板にきる。 この円板を o 8%の寒天を含んだ

MS培地 (NAA2mg/1、ベンジルアデ二ン O. 2mg/l)に植え

付ける。 フラスコを約 25"Cに保ち、弱い光を当てるか暗黒下で 4週間培

養すると組織片の表面にカルスの白い塊が誘導される。滅菌したシャ ーレ

にこのカルス片をとり 定量に切った後、その小片 3個を一組として

100mlのフラスコに植える。 このフラスコには上記と同じ培地を 50 

mlいれておく。以後、一ヶ月毎に同じ培地に植えついで継代培養を繰り

返すと、白くて硬いカルスが得られるので、これを、保存周カルスとした。

検定には保存用カルスを低濃度のベンジルアテニン (0 03mg/l) 

を含む培地に二目前培養し、少し透明で柔らかくなったカルス(検定用カ

ルス )を用いた。
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検定に使用する培地は、保存周カルスの培地にコリンおよひコリン類縁

体と Nー置換クリシン類縁体をそれぞれ所定濃度で加え、 さらにこれら化

合物のサイトカイニン活性を調べるときにはベンジルアデ二ンを除き、サ

イトカイニン活性に与える影響を調べるときには所定濃度のべンジルアテ

ニンを加えた。 この培地に検定周のカルスの小片 ( 30~50mg ) を各

フラスコ毎に 3個植え込み、保存用カルスと同じ条件で 5週間培養し生重

量を調べた。

2 )キュウリ子葉検定

キュウリ (Cucumi s sat i vus L.)の種子をべンレート溶液に 15分間漬け

て殺菌する。 この種子を滅菌水でよくゆすいだ後、水で湿した源紙をしい

た大型シャ ーレに種子をまき、暗黒下 24.Cに約 8日間置き発芽させる。

次に、日盲い緑色光のもとで、子葉を切りとり、被検j夜 12mIを加えた直

径 9cmのシャ ーレに子葉 18枚を浮かべる。 このシャーレを暗黒下 24 

℃に 4日間置いた後、子主主の生重量を測定する。被検液は 2mMのリン酸

ーカリウム溶液(P H 6 0)を用い、コリン類縁体や Nー置換クリシン

類縁体を加えることによる pHの変化をできるだけ少なくした。

3 )ダイコン葉老化検定

昼 25.C夜 2O.Cに制御された自然光ファイト卜口ン内で、ハツカダイ

コン(B..e.2_国盟主担主江主)を約 1カ月間育てる。 このハツカダイコンから本

葉を切りとり、主葉脈を避けて、コルクポーラーで直径 12mmの円盤を

作る。 直径 9c mのシャーレに鴻紙を敷き、 さらに、キュウリ子葉検定に



用いたのと同じ被検液を 3ml加える。 この湾紙の上に、 くり抜いたダイ

コン葉を B枚のせ、暗黒下 25.Cに保つ。 4日後、 ダイコン葉を取り出し、

80%アセトン 6mlの入った目盛り付き試験管に細かく芸IJんでいれる。

試験管を ，0 O.Cの湯浴に約 5分つけ、ク口口フィルを抽出した後、遠心

分離し上清を集め、 6 5 2 n mの吸光度を測定する。 クロロフィルの定量

は、 プロトプラストでのクロロフィルの定量式に当てはめて計算した。

オーキシン検定

アベナ子葉鞘伸長検定法

オーキシンの検定にはー荷量によく知られている、 アベナストレ ー トクロ

ース検定を用いた。 アベナ (Av巴nasativa L.)のもみ殻を除き、水でよく洗

った後、 j慮東氏をしいたシャ ーレ (径 20 c m)に200粒ずつ、怪を上に

してならべる。種子が浮かない程度に水を加え、市販のラップ類で覆って

照明下、 2 5.Cに置しこのまま一日置くと発芽するので、 トレイに海砂

を3cmの厚さに敷き、水をいれ、余分な水を切ってからかき混ぜて、柔

らかく敷いた状態にする。 ここにアベナの芽生えを約 60度の角度で植え

込み、 2 5.Cで36時間赤色光下、さらに、 ， 2時間、暗黒下に置しこ

れからの操作は赤色光下または緑色光下で行なう。 子葉鞘の長さが

約 2. 5 c m になったものを選び、子葉鞘の先端より 3~ 8mmの部分か

ら5mmをカッタ ーで切る。 カッタ ーは、 2枚のカミソリの刃を 3枚のプ

ラスチックで組み立てたものである。切りとった切片は蒸留水に浮かべて

おき、この切片を ，0個ずつ、 ， m 1の所定濃度のコリン類縁体と N一置

換クリシン類縁体が入った被検液をいれたシャーレ (径 2. 7 c m)中に
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浮かべ、 2 5
0

C、暗黒下に置く。処理後 20 時間経過してから切片の長さ

を測定する。 オーキシンとしてはインド ール酢酸を用いた。

アフシジン酸検定

小麦幼葉鞘切片検定

小麦任斗よ旦盟主盟主主盟 L.)の均一な種子を蒸留水中で一時間吸水させ、

ついてー佐を上に向けてパ ミキュライトに播種する。暗黒下 24
0

C、 6 5 

時間生育させ、子葉鞘の長さが、 25 ~ 30mmのものを選別する。 その

先端部 2mmを切除した子葉鞘から、長さ 10 mmの切片を正確に切りと

る。 これらの操作は緑色光下で行なう。検定化合物は 1%ショ糖を含む

10 mMリン酸緩衝液 PH 5. 0に溶かし、その 1m Iをガラスフラスコ

(20m I容)にとり、これに幼葉鞘切片 10個を浮かべる。 フラスコを

振とう機にのせ、暗黒下 24
0

C、 2 4時間後、切片の長さを顕微鏡下測定

する。

エチレン検定

オーキシン誘導エチレン生成検定

ヤエナリ也旦旦a旦記互主a)種子をベンレ ートで 15分間殺菌した後、水道

水で洗浄して約 15時間 26
0

Cの流水に浸潰する。発芽種子を O. 4 %寒

天ゲル ( 厚さ 2~3c m ) 上に均一にまいて、暗所 2 6
0

Cでさらに 48時

間生育させると、下佐軸:長約 4c mの黄化幼植物が得られる。先端から約

10 mmの下佐軸切片を切り出し、室温の純水中に必要数を集める。切片

を充分に7Jくj先いした後、渡紙で水分を除く。 50mMリン酸緩衝液 (pH 
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6. 8)で調製した 10 → ~ 1 0-3 Mインド ール酢百堂 (I A A)とコリン、

または工チルコリンの入った溶液 1m Iを25mIの三角フラスコにとり、

これに組織切片 10本をいれ直ちにゴム栓で密栓する。 これを、 3 OOCの

振とう恒温槽内で振とう保温し、一時間ごとに気相 1m Iを注射機で採取

し、ガスク口マトクラフィ ーにより生成したエチレン量を測定する。 ガス

ク口マトクラフィ ーのカラムは活'性アルミナカラムを用いた。 さらに、 カ

ラム温度は 8OoC、試料注入室は 15 OOCで行なった。
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4 第四章の実験

細胞の培養

タバコ(恒三旦L日旦a主主主主主旦!IlVar Samsun)の光独立栄養培養細胞、 光mlxo

trophic培養細胞および従属栄養培養細胞とアオビユ (Amaranthusretrofl 

型自)の光独立栄養培養細胞を検定に用いた。光独立栄養培養細胞の培養に

はCO2の富化か、必要である。 CO2の富化にはコンプレッサーからの圧縮

空気と CO2ガスボンべから減圧器を通して発生ずるガスを除菌した後、培

養細胞に吹き込む方法と、 2段フラスコを利用して富化する方法とが

ある 92)。 ここでは、検定サンプルが多いので、より簡便な 2段フラスコを

利用する方法を用いた。 30 0 m I容の三角フラスコを上下に二段重私合

わせた特性の 2段フラスコの下段に 2M炭酸緩衝液 (K2C03 55. 3 

g/200mlとKH C 0， 1 6 0 g / 8 0 0 m Iを別々に殺菌しクリ ー

ンベンチ内で混合調製したもの)を60mlいれる。炭酸緩衝液を加える

ことにより、 フラスコ内のCO2濃度は 1-2%に富化される。さらに、上

段にはMS基本培地に 10・5Mの NA A (l-naphthal巴neaceticacid)と

1 0 -o M のカイネチンをいれた培地を 60ml いれる。 フラスコは I~ ラフ

ィルムでしっかりシールすることにより内部のCOε富化空気力、外部に漏れ

ないようにする。光mixotrophic培養細胞と従属栄養培養細胞の培養は 10 

Oml容の三角フラスコ中で、 60mlの培地中で行った。培地はやはり、

MS基本培地に 10 -5 MのNAAと10 -6 Mのカイネチンを加え、 さらに

3%のシュ ークロ ースを加えたものを用いた。全ての培養細胞は振とう培

養機により振とう培養された。振とう機はタイテック社製の NR一10を



用い、振とう速度は 100Rpmで行った。光独立栄養培養細胞と光mlxo

trophic培養細胞の培養は全明条件下(蛍光灯下 120μE/m-2 / s -1) 

で行い、温度は 26 ::!: 2.Cに制御した。特に、蛍光灯による温度の上昇を

防ぐため空気の循環には気をつけた。一方、従属栄養培養細胞の培養は全

日吉条件で行い温度は 26 ::!: 2.Cで行った。

検定試薬の投与

全ての検定試薬は蒸留水にとかし滅菌済みのシリンジとシリンジフィル

ター (25 mm、 2 0ミクロン、 コ一二ンク社)により除菌する。 このよ

うに除菌した検定液を種々の濃度になるように培地に加えた。そして、 タ

バコの光独立栄養培養細胞と光mixotrophic培養細胞、 さらに従属栄養培養

細胞を、それぞれの検定試薬を加えた培地に 2. 5 gずつ植えた。 アオビ

ユの光独立栄養培養細胞は、上記のように調製された検定培地にそれぞれ

O. 5 gずつ植えた。 このようにして培養すると、培養細胞の生重量は 3

週間後にタハコの光独立栄養培養細胞、光mixotrophic培養細胞、従属栄養

培養細胞でそれぞれ 20 g， 1 8 g， 5 g. になりアオピウの光独立栄養

培養細胞は 2gになる。 細胞は一定期間培養した後、培養液 ζ と吸引ろ過

し (液紙を用いる。 No. 2、 アドパンテック社)、 2 0 mMトリシン-

KOH (pH7 8)の洗浄液で数回洗浄される。生重量を求めるために

は、 このように処理した細胞の重量をそのままはかり、乾物重量を求める

ためには、 この細胞を凍結乾燥することにより水分を除き、その粉末の重

量を測定した。
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培養細胞の光合成と呼吸の測定

一定期間培養された光独立栄養培養細胞と光mixotrophic培養細胞は吸引

ろ過により集められ、 20mM トリシン-KOH (pH7. 8)で数回

洗った後、同じバッファー中に再懸濁する。再懸濁した細胞はできるだけ

すぐ光合成を測定することとし、速やかに測定できない場合は氷中に保存

した。光合成と呼吸は酸素電極によって測定した。酸素電極の反応槽に 1

mlの反応液 (20 mM  トリシン-KOH、 P H 7. 8、 10 mM  

NaHC02) を入れさらに測定する培養細胞を一定量いれる。酸素電極の

反応槽は恒j昆槽から送られてくる水によって 25
0

Cに保たれる。反応液に

懸濁された培養細胞を約 3分間そのままインキュベー卜すると、反応j夜中

の容存酸素量は呼吸によって消費されるため直線的に減少する。 この直線

から容存酸素の減少量をもとめ、 これを呼吸速度と規定した。呼吸速度が

求められたら、引き続いて光 (1 4 0 0μE/m-2/s-1) を照射するこ

とにより光合成を開始させる。光を照射すると光合成による酸素放出が起

こり、この酸素放出速度は 5~ 1 0分後に最大に達する。検定は、問じ細

胞につき 3回から 5回行い、その平均値を光合成活性とした。光合成速度

はチャー卜の傾きから算出するものの、真の光合成速度はチャー卜の傾き

から得られる酸素放出速度に陪呼吸の酸素消費速度を加えた値で示した11

O 1。 なお、各検定時の測定誤差は:t5%以内であった。測定終了後、反応

槽中の培養細胞を残らず取り出し、これに 80%のアセトンを加え、 晩

冷暗所に静置することによ りクロロフィルを抽出する。

クロロフィルの定量は、 プ口トプラストのクロロフィルを定量した時(第

一章、実験の部参照)と同様に行なった。
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培養細胞の光合成電子伝達速度の測定

タバコの光mixotrophic培養細胞を光合成検定時と同様な方法により集め、

それを 5m lの磨砕液に懸濁し、ポリト口ンで20秒間磨砕する。磨砕r夜

の車E成は O.3 M シュ ークロ ース、 50mM ピロ リンE費ナトリウム (

p H 8 0)、 10mM NaCI、 lmM MgCI2 、 lmM

EDTA、 O. 25% 牛血清アルブミ ン (BS A)である。磨砕液は 4

層のガ ーゼでこした後、そのj慮;夜を 1500gx15分間遠心分離し、チ

ラコイド膜を含んだ沈澱を集める。 この沈澱は、少量の反応液 (0 1 M 

シュ ークロ ース、 20mM トリシン -KOH pH8 3、 1 0 mM 

N a C I、 lmM MgCI2、 lmM EDTA、 1. 5 m M 

K3 [Fe (CN)6])に懸濁しその 1m Iを酸素電極の反応槽にいれる。

反応液に懸濁されたチラコイド膜を 2分間インキュベー 卜した後、

1 4 0 0μE /m-2 / S -Iの光を照射すると光合成の電子伝達 (ヒル反応)

が起こり酸素が放出される。光合成検定時と同じように最大酸素放出速度

を求め、それをクロロフィルあたりの活性として表示した。
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5 第五章の実験

チラコイド膜の単離と電子伝達反応速度の測定

電子伝達速度の測定に用いたチラコイド調整用の小麦 (Triticum aest 

ヰ盟 L. Nor i n No61 ) は 1 ~ 2 日間流水中に浸潰し発芽させた後、ハー

ミキュライトに矯種し、昼間 25.C、夜間 20.Cに制御された自然光ファ

イトト口ン内で約 1週間栽培されたものを実験に用いた。

小麦生葉を、 O. 33M マンニ卜 ール、 10mM KH2PO，-pH  

7. 5、 5mM NaCI、 1mM MgCI2、 0.1% BSA中で、

ポリトロンにより数秒間磨砕する。 ホモジネ ー トを 4層のガーゼで液過し

た後、そのj慮液を 1. 8 0 0 x g、 1 5分間遠心する。得られる沈澱を 5

mMNaCIに再懸濁することにより葉緑体包膜を破壊し、タイプEの葉

車来{本をf専る。 なお、 すべての操イ乍は 4.Cで行なった。

電子伝達速度の測定は酸素電極を用いて測定した。反応液 (0. 1 M 

シュ ークロ ス、 20mM トリシン -KOH pH8 3、 1 0 mM 

NaCI、 1mM MgCI2、 1mM EDTA、1. 5 m M 

K3 [Fe (CN)6]) 1mlを酸素電極の反応槽にいれ、 さらに一定量

の単離したチラコイド膜を加える。反応;夜に懸濁されたチラコイド膜を

2 5.C、 2分間インキュベー卜 した後、 1 4 0 0μE/m-2/s-tの光を

照射すると光合成の電子伝達 (ヒル反応)が起こり酸素が放出される。光

合成検定時と同じように最大酸素放出速度を求め、 それをクロロフィルあ

たりの活性として表示した。
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光リン酸化の測定

光リン酸化に用いた葉緑体は、光合成電子伝達速度を測定した時と同様

にして調製したチラコイド膜を用いた。

目盛り付きの試験管に 2mlの反応液 (0. 1 Mショ糖、 5mM 

M g C 12、 1 0 mM トリシンー Na 0 H (p H 8. 3))、 と1mM

ADP、 1. 5 mM フェリシアン化カリウム、一定濃度の検定試薬をい

れる。 次に、 この試験管に 1mM32 Pーリン目安 (約 370Bq)を試験管

の壁画を使って注意深く加える。 1mMの32Pーリン酸は以下のような方

法で準備した。 まず、購入した32Pーリン酸はポリリン酸を含んでいるの

で加水分解し、オルトリン酸だけにしておかなければならない。 購入した

32 Pーリン酸のハイアルのコムキャップへ注射針を差し込んで O. 5 m 1 

の O. 1 N H C 1を注入する。 次に、この注射器でパイアルの中の空気

を抜いてから、湯浴中で 30~60 分煮沸する。 室温にもどしてからコム

キャ ップを取り、 5μ|をあらかじめ用意しておいた 20mlの 10mM

リン酸緩衝;夜 (P H 8 )に加え、 これを 1mMの32Pーリン酸とした。

このようにして用意した反応液に一定量のチラコイド膜を加え、その試

験管を 25.Cに制御されたウォーターハスで光照射した。約 5分後、 5m 

|の 10%過塩素酸を加え反応、をストップさせ、 さらに 2mlのアセトン

を加えて試験管ごと氷中に移す。 この時、対照として光照射せずに同じ時

間インキユベー 卜した試料をパッククラウンド用とした。反応、を停止した

i式験管に 1m 1の 10% モリフテン自費アンモニウムを加え、次に水で飽

和した nーフタノ ールーベンゼン混r夜 (1 : 1、 v / v)を4ml加え、

栓をして 30秒間ミキサーで激しく振とうした。 この操作で未反応の無機
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リン百費はほとんどリンモリフデン酸アンモニウムとなって有機唐へ分配さ

れ、反応によって生成した ATPは水層に残る。数分間静置すると 2層に

分かれるので上層の有機層を吸引除去した。 このとき、上下層の聞に沈着

した暗黄緑色の葉緑体由来のタンパク質なども注意深く取り除く。 これだ

けの操作では未反応の無機リン酸が若干水層に残っており、またアセトン

も残っているので以下のようにモリブデン酸アンモニウム量を減らして、

無機リン酸の抽出を二度繰り返した。水層にキャリアーとしてコ ールドの

O. 1 M リン酪f、 O. 1 m Iを加え、 さらにモリフデン百費アンモニウム

を加え再び 30秒間激しく振とうし無機リン酸の抽出を繰り返す。 3回目

の摘出操作で有機層をすべて取り除くと水層に22P-ATPが残る。次に、

この水層 5mlを液体シンチレ ーション用バイアルに移し、 5mlの水と

2mlの 28%アンモ二アを加えた。 そして、方立身す能はj夜{本シンチレーシ

ョンカウンタ ーの低エネルギーレベルのチャンネル (3Hチャンネル)を使

い、チェレンコフ光で測定した 97)。

C F 1の単離

C F 1の単離は以下の方法にしたがった。市販のホウレンソウ 50 gを水

洗いし、主脈を除き、約 lcmに切る。これを、 2 0 0 m Iの磨砕液

(20m M トリシン -KOH (pH7 8)、 O. 4 M ショ糖、 1 0 

mM NaCI、 5mM MgCI2) 中でホモジナイザーにより 10秒間

磨砕する。 ホモジネ ー トを 4層のガ ーゼでj慮過した後、そのj慮液を

2 0 0 g x 9 0秒で遠心分離する。 さらに、 この上清を 1000 g x 7分

遠心分離した後、沈澱を 5mlの懸濁液 (lOmM NaCI、 2mM 
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トリシン -KOH (pH8 0))に懸濁し、その懸濁液を氷中で約 20 

分間放置する。そして、この懸濁;夜を 1O. 0 0 0 g x 1 0分遠心分離し、

沈澱を再懸濁液 (0 25M ショ糖、 10 mM トリス (p H 7 6)、

1mM EDTA、 2mM ATP、 5mM DTT)に再懸濁する。以

上までの操作はすべて 4
0

Cで行い、これ以後の操作は室温で行なう。得ら

れた再懸濁液に 1/2量のクロロホルムを加え、すばやくスターラーで

1 5秒間撹持した後、 この混合;夜を 30 0 g x 5秒遠心分離することによ

り水層とクロロホルム層にわける。 この操作により CF 1タンパク質はほと

んど水l曹に抽出されるが、クロロホルム層にもまだ抽出されない CF 1タン

パク質が一部残る。そこで、ク口口ホルム層に 2倍量の再懸濁;夜を加え、

3 0 0 g x 5秒速心分離し、水層とクロロホルム層を分ける操作を行い、

得られる水層を前の操作で得られた水層と加えることにより抽出効率を上

げる。 こうして得られた水層を 12 O. 0 0 0 g x 3 0分間超遠心すると、

上清にCF 1を含む黄金色の液体が得られるので、これをクルード CF 1と

した。 このクルー ドCF 1にはまだ他のタンパク質が存在するのと、 C F 1 

の町、 日、 yサフユニットが解離したものが存在しているため、 さらに精

製を行なった。精製は、 monoQカラムを用いた FP L Cにより行なっ

た。 クルー ドCF 1をPD 1 0で脱i呈した後、 monoQカラムを用いたイ

オン交換 FP L Cに供する。溶出は 50mM L iOH、 70mM ほう

酸 (硫酸で PHを8. 5に調整)、 20% (v/v)エチレンクリコ ール、

1mM オクチルクルコース中で Na C Iの濃度を 60分かけて

0-0. 5 Mに変化させるリニアクラジエント溶出法で行なった。この溶

出により臣、 。、 yサフユニットカ、会合した状態の (活性が保持された状



態の )C F Iタンパクが得られる。 なお、各ピークの同定は 12. 5 %の

SDS-PAGEによって行い、 さらにCF Iタン 1'¥クである確認は ATP

の分解活性を測定する事により確認した日)。

C F Iの活性測定法とTakahashi法によるリン酸の定量法

活性の測定は笠毛9S )らの方法にしたがった。 白盛り付き試験管に o.7 

m lの反応液 (60 mM  トリシン -KOH (pH 8. 0)、 4mM 

M g C 1，) と一定量の単離したCF Iを加え、 3 7.Cの水浴中にいれる。

5分後、 8mMのAT P 2 0 0μ|をこの反応液に加え反応を開始させる。

約 30分後、 30% トリクロロ酢酸 O. 2 m Iを加えることによ り反応を

停止させ、 その後すばやく氷中に移す。生成したリン酸は以下に述べるTa

kahashi法981により定量した。

試験管にo 5mlの 2%モリフデン酸ナトリウム、 O. 5 m Iの

5 N硫百費、 2mlイソフタノ ール (2ーメチル 1ープロパノ ール)

とo 5 m Iの上記操作で得られたサンプル O. 5 m Iを入れる。 これを、

約 10秒間ポルテックスミキサーにより撹梓し、静置すると イソフタ ノ

ル層と水層に分かれる。 イソフタノ ール膚 1m Iを他の試験管に移し、 さ

らに工タノ ールo 5 m I、 O. 5 %アス コルビン百費 1m Iを加える。 こ

れを、 3 7.Cの水浴中で 30分インキユベーションした後、 720nmの

吸光度を測定する。 リン酸の検量線は NaH2PO，(数μmo l程度の範

囲で作製する )を用いて作製し、この検量線から反応;夜中のリン酸の絶対

量を求めた。

-173-



R u B p C a s eとPEPCaseの単離と活性測定

植物材料は昼間 25.C、夜間 2O.Cに市IJ御された自然光ファイトト口ン

で、パーミキュライト上 1週間栽培した小麦幼苗を用いた。小麦の葉 2g 

を10m 1の抽出;夜 (1 mM  M g S 0， 、 o 5mM CaCI2、 O 

2mM MnC  12、 50mM トリス -HCI pH7 5、 1 2. 5 % 

(w/  v)クルコ ース)に入れ、ポリトロン (強度 7、 3分)で磨砕する。

ホモジネ ー 卜は 4層のガーゼで液過した後、その滅液を 1O. 0 0 0 x 3 

0分遠心分離しその上清を組酵素液として以下の活性検討に用いた。

RuBpCaseとPE P C a s eの活性の測定は、それぞれいくつか

の酵素系を組み合わせた共役反応によって最終的には NADHの酸加速度

を34 0 n mの変化で測定した。 それぞれの共役反応系を以下に示す。

RuBpCase 活性測定のための共役反応

RuBp+C02+H20 2 (3ーホスホクリセリン酸)

RuBpCase 

3 ーホスホクリセリン!!~+ATP
ホスホヲ‘リセ日:キナ セ‘

1. 3 ジホスホクリセリン目安+ADP

1. 3 ージホスホクリセリン!!~+NADH+H'
')"リセJvrJv子ヒド-3ーホス7ェートテ ヒト ロサボナーセ、、

D クリセルアルデヒド 3リン自費+リン目安+NAD‘

Dークリセルアルデヒド 3リン百費 → ジヒドロキシアセトンリン百費

トリオースホス7ェートイソメラ セー

ジヒドロキシアセトンリン!!~十 NADH + H '
グリセ日*A7ェー卜子 ヒト‘口ケ、ナ-t、

クリセロール 3 ーリン!!~



P E P C a s e 活性測定のための共役反応

ピルビン自費+Pi+ATP  PEP+PP i+AMP 
シキナ-t"反応

P E P十 CO2+H20 → オキザ口酢酸+P i 
PEP力lレホ.キシラーセ

オキザ口酢酸+NADH → リンコ酸+NAD
リンプE費デ1¥イドロサ‘ナセ

RuBpCaseの活性測定は以下のように行なった。分光光度計のセル

に反応j夜 1m 1 (0. 33M ソルビト ール、 50mM HEPES-K 

OH  pH8. 2、 10mM KC I、 lmM EDTA、 15mM  M 

g C 12、 5mM DT  丁、 5mM ATP、 10 mM  N a H C 03、 5

mM  ホスホクレアチン、 5 u n i t クリセル ア ルデヒド 3 リン ~~デヒ

ドロゲナーゼ、 1 5 u n i t 3 ーホスホクリセリン lí~ キナ ー ゼ、

2 u n i t クレアチンホスホキナ ーゼ、 1 mM  NADH)と小麦の葉

から抽出した粗酵素液 50μ |をいれ、そのまま約 8分インキュベション

する。 そして、基質として O. 2 5μmo lのリフロ ース5リン酸

(R u B p)を加え NADHの酸化速度を 340n mの吸収で測定する。

P E P C a s eの活性の測定は以下のように行なった。 RuBpCas

eの測定と同様に、分光光度計のセルに 1m 1の反応液 (80 mM  トリ

ス-HC I pH8 0、 10 mM  N a H C 03、 2mM MgCI2、

5mM グルタチオン、 1 4 u n i t リンコ酸脱水素酵素)に粗酵素液

100μ |を入れ 6分間インキュベーションする。基質として 2mM P 

E P (ホスホ工ノ ールピルビ ン酸)を加え反応を 開始させ、上記と同様に

3 4 0 n mの吸収で反応速度を測定する。
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両酵素の活性は可溶性タンパクあたりの活性として表示した。 なお、可

溶性タンパクの定量は市販のタンパク質定量キッド (Bio Rad社)

を用いた。

炭酸固定酵素の単離と活性測定

酵素の単離と活性の測定はLi 11 ey' '7'等の開発した方法を用いた。ホウ

レンソウの葉 50 gを水洗いし、脱主脈した後、 1 0 0 m 1の磨砕液中で

ポリトロンによって 3秒間磨砕する。この時の磨砕液の組成は O. 33M 

グルコ ース、 5 0 m M N a 2 H P 0，、 50mM KH2PO，、 5mM 

M g C 12、 11mM NaCI、 7. 5 mM  イソアスコルビン目安一 pH 

6. 5である。このホモジネ ー トをすばやく 4層のガーゼで滅過し、その

湾、液を 2500gX30秒速心分離し沈澱物を得る。得られた沈殿 (クロ

ロプラスト )を50 m 1の懸濁;夜 (0 33M ソルビ卜 ール、 2mM 

EDTA、 1mM MgCI2、 O. 2 % B S A、o 5mM DT  丁、

50mM Hepes-KOH pH8 0)に懸濁し、 2 5 0 0 g x 

3 0秒間さらに遠心分離する。得られた沈澱に 1/ 13に薄めた懸濁液

10m  1を加え、クロロプラストを浸透圧的に破壊し、 9 0 0 0 g x 1 5 

分間遠心分離することにより可溶性タンパク質画分を得る。次に、この上

清を分子量 1O. 0 0 0カットフィルターのセントリコンで限外海過を行

ない、得られた残査を 2mlの再懸濁液 (10mM HEPES-KOH 

P H 8. 0、 10mM KCI、 1mM EDTA、 15mM

M g C 12、 O. 5mM  DTT)に懸濁し、酵素試料とした。すべての操

作は 4.Cで行なった。



分光光度計のセルに 1m 1の反応液 (40mM HEPES-KOH 

p H 8. 0、 8mM KCI、 o 8mM EDTA、 20mM

M g C 12、 10mM DTT)に調製した酵素液 (約 50μ 1 )、

O. 25mM NADPH、 10mM N a H C 03、 4mM ATPと

ATP再生系として 10mM  ホスホクレアチン、 1. 1 u n i t クレ

アチンキナーゼを加える。 3分間、インキユベーションした後、基質とし

て 2mM DHAP (ジハイドロキシアセトンリン自費)を加えると炭百費固

定回路が動き出しそれにより NADPHが消費されるす。活性の測定は、

N A 0 P Hの消費速度を 34 0 n mで分光学的に測定した。分光光度計の

セルホルダーを恒jE槽につなげることにより、セルの温度を 25.Cに保っ

た。 基質としては、 DHAP以外にもすべての炭酸固定回路における反応

中間製生物を用いることが出来るので、それぞれ適宜用いた。
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