


植物必須微量元素ホウ素の

植物体内化学形態 と動態 ・機能に関する

分析化学的研究

松永 俊朗



目次

第1章 序論

第2章 植物体中の水溶性ホウ素

第1節 植物組蹄のlnVJyO"BNMR 7

第2節 ダイコン根ジュースのHPLC/ICPIMS 19

第3節 コマツナ組総のInVlyOLIBNMR 27

第3章 植物細胞壁中の水不溶性ホウ素

第1節 植物細胞壁からのホウ素-多糖複合体の単離 35

第2飾 ホウ素一多糖複合体の構造 40

第3節 dRGlトBと金属 50

第4節 HPLC/ICP-AESによるdRGII-B中BとCaの定丑 57

第5節 dRGl卜Bと結合している金属の特性 66

第6節 HPLC/ICP-MSによる植物細胞壁中dRCIIIBの検出 71

第4章 総合考察

第5章 要約

謝辞

文献

85

105

109

110



=｣璽■

第 1章 序論

本章では､序論として以下の事項について述べる｡

･ホウ素の種物必須性

･元素の化学形態と動態･機能

･ホウ酸の化学

･状態分析法

･本研究の目的

1 ホウ素の植物必須性

現在､植物の必須微生元素(植物の乾物中およそ001%以下のもの)とし

て､鉄･マンガン.亜鉛.鍋 .ホウ素･モリブデン･塩素の 7元素が認められて

いる｡その中で､ホウ素が高等植物の必須微土元素であることは､70年以上

前の 1923年に明らかにされた｡ホウ素の必須性は､被子植物(単子葉植物と

双子葉植物)､裸子植物､シダ植物という維管束植物と一部の珪藻で認められ

ているが､細菌､糸状菌､藻類では認められていない(LoomlSandDurst,1992;

SheLp,1993)｡動物については､ホウ素が生育に有用であることを示す証拠は

得られているものの､必須性までは認められていない(Nielsen,1997)｡

必須教主元素の中で､作物生産者面で養分欠乏が最もよく起きるのがホウ素

である(GupLa,1979).そのため肥料として施用されることも多く､我が国の肥料

取締法で､公定規格が定められている必須徴t元素肥料は､｢ほう素質肥料J

と｢マンガン質肥料Jの二つしかない｡ホウ素が欠乏すると､横や葉の伸長部位

の生育が阻害される(図 1-1)｡では､ホウ素は植物捧内でどのような磯緋で

動いたり､倣いたりしているのだろうか｡ホウ素の動態や機能が明らかになれば､
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図H カボチャのホウ素欠乏症状

発芽後､ホウ淋50mMを含むIloaglMd培地で2週間水耕栽培後､さらに､+Bはホウ#50nlMを含むIIoagh･1d僻地で.lBはホ
ウ兼無添加のHo鳩Iarld培地で11月間水耕栽培した｡
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より確実な施肥法.栄養診断法などの農業技術開発に結びつくはずである(し

かしながら.これまで格物におけるホウ素の動態や梯能については､不明な点

が多かったb植物体内でのホウ素の役割としては､ホウ素欠乏植物の症状親蕪

や成分分析結果などから､糖輪送､細胞壁合成･構造維持､炭水化物･RNA

･フェノール代謝､および膜襟能への関与などが捷奏されてきた(Loomisand

Durst,1992).しかし､これらがホウ素の植物体内での共の一次的な(p血lary)

役割なのか､あるいは､ホウ素の一次的役割が阻害されたことから起きた二次

的現象を一次的役割と見誤っているのかは判然としなかった｡すなわち.これ

まで､ホウ素の機能を直接的に示す証拠は提出されてこなかったと言える｡他

の必須微丑元素については､例えば亜鉛や銅では､それらが活性中心に配位

した金属群衆の存在が見出されたことで､それら金属の生休内機能が理解され

るようになった｡ところがホウ素に関しては､植物体内での化学形態が知られて

おらず､そのため分子レベルでの動態や機能が明らかにされていなかったので

ある｡

2元素の化学形態と動態･機能

多くの必須微t元素は､生体内で有機化合物との結合体として存在し機能

していることが知られている｡例えば､亜鉛や銅は動植物中の多くの金属酵素

の活性中心に配位し､辞棄活性を賦与している｡動物の必須教主元素である

コバルトはビタミンB,,の構成元素である｡また､毒性を示す微生元素では､

その存在化学種によって毒性に大きな違いがある｡例えば､ヒ素の毒性は､亜

ヒ酸>ヒ酸>モノメチルアルソン敢>ジメチルアルシン酸>アルセノベタインの

順である｡さらに､微量元素の生体-の吸収性も､元素の化学形態により異な

っている｡このように､元素の生体内での動態や機能を考える上で､その存在

状態､特に化学形態を知る意義は纏めて大きい｡
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元素の存在状態を知るための分析を掛 こ状態分析(elementalspeciat10n)

という｡篠生元素の研究では､試料中の元素の全tを求める全分析が依然とし

て良く行われてはいるものの､その一方で､状態分析の重要性は一層増加しつ

つある(ComeLISandKimpe,1994)｡

3ホウ轟隻の化学

自然界に存在するホウ素は､ほとんどがホウ酸塩鉱物である｡水落液中では

ホウ酸 B(OH),とホウ酸陰イオンB(OH).-とのrfllで､

B(OH)J+HIO⇔ B(OH)/+H-(pKa92)

という平衡関係がある｡a(OH),は平面三角形構造､B(OH).は正四面体構

造をとるO土壌溶液や植物体内のpHは通常は中性から弱酸性であるから､

そこでは上の平衡は左に片寄り.遊離のホウ穀は､ほとんどが電気的に中性な

ホウ酸として存在している｡ホウ素以外の必額微生元素は､中性から弱酸性で

は正または負のイオンとして存在するのに対して､ホウ素がイオン化していない

ホウ酸として存在することは､ホウ素の特徴の一つである｡

ゾヒドロキシ化合物

HOT (HOT [ l

-‥ ∴ ~:I:/ l∴ ト :-.ll
HO＼

"o鵬 ホウ"&0伽 : }ル ネ,C;71ンゾ慧 ル

図 1-2 ホウ酸とジヒドロキシ化合物との反応

また､図 1-2に示すように､ホウ穀は､向きが同じで隣り合う二つの水酸基､

すなわちシスジオール基を持つ化合物など(ジヒドロキシ化合物)と安定なモノ
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ェステル錯休(11)およびジェステル錯休(I2)を形成することが知られている

これらのエステルは､マイナス1価の電荷を持つ｡生体関連化合物の中では､

ジヒドロキシ化合物としては､糖､糖アルコール､フェノール類､有機酸やそれ

らを含む多糖､核酸等がある｡ホウ酸の有する､ジヒドロキシ化合物とのエステ

ル錯体生成能は､ホウ素の生体内での動態･役割を考えるときに極めて重要な

性質であると考えられる｡

4状態分析法

元素の状態分析法には色々な方法があるが､その中で有力と考えられる機

器分析法に､核磁気共鳴吸収分析法(NMR)と高速液体クロマトグラフィー/

餅単結合プラズマ質丘分析法(rIPLC/lCp-MS)がある.

1)核磁気共鳴吸収分析法

NMR法は､■Hまたは uCNMRが有機化合物の構造決定に広く用いられ

ているが､1Hまたは l'C以外の核磁気モーメントを持つ核種もNMR測定が

可能であり､その場合を多核 NMRというcNMR法は感度が低いという欠点

があるものの､試料を非破壊で状態分析できるという特長がある｡それを生かし

て生体を直接 NMR測定することにより､生体試料中の元素の状態分析を行

うのが .nv,voNMRである｡植物休の 一nVLVONMR測定は､■刊,L～N,'1p,】'Kと

いった多量必須元素については応用例が多く､Lee&RatcILFreの総説(1993)

が出ている｡微丑元素については感度不足もあり報告がほとんどなかったが､

Nagalaらは､茶葉中のA)の存在形態をtnv.vor'AINMRを用いて報告してい

る(Nagataela/,1991,1992)｡しかしながら､植物体を一nV.VO■tBNMR測定して､

植物中のホウ素を状態分析した報告は見あたらないD

2)高速液体クロマトグラフィー/誘導結合プラズマ質丑分析法(HllleloI,

1993,Vehelal,1993)
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元素の存在化学形態ごとにクロマトグラフィーにより分離し､検出に､元素特

異的な検出器を用いる方法は､広く用いられている状態分析法である.クロマ

トグラフィーには､ガスクロマトグラフィー(GC)､ホ速液体クロマトグラフィー

(HPLC)などがあるが､生件に多くみられる液捧試料には HPLCが適してい

る｡HPLCの分轄モードとしては､逆相分配､サイズ排除､イオン交換などが

よく用いられる｡一方､元素特異的検出器には､元素分析装正の発展の歴史に

従って､原子吸光分光分析(AAS)､誘導結合プラズマ発光分光分析

(ICP-AES)､そして最近では誘尊結合プラズマ質土分析(lCp-MS)が用いら

れるようになってきた｡したがって､生体試料中の徴丑元素の状態分析におい

て現在の主流といえる組み合わせは､tJPLC/TCP-MSである.ただ

HPLC/lCp-MSといっても､GC/MSや LC/MSのように市販品があるわけでは

ない｡そこで､HPLCの出口とICP-MSのネブライザーの入り口との適当なチ

ューブを用いた接続､tCp-MS装置によるクロマトグラムデータ処理など.実

験者が多少の工夫を要する場合がある｡

5本研究の呂的

以上述べてきたように､ホウ素は､高等植物の生育に必須な微生元素であり､

ホウ素が欠乏すると､根や薬の伸長部位の生育が阻害される｡しかしながら､こ

れまでホウ素の植物における動態や機能については､不明な点が多かった｡玉

音は､その理由の一つは､ホウ素の植物体内での化学形態が分子レベルで明

らかにされていないことにあると考えた｡一方､有力な元素状態分析法として､

Jt近では InVFVONMRや tJPLUICP･MSが開発されてきている.そこで､不研

究は､植物の必須徴生元素であるホウ素の植物体内における化学形態をこれ

ら最新の状態分析法で調べて､ホウ素の植物体内での動態･機能を明らかにす

ることを目的とした｡

-6-
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第 2章 植物体中の水溶性ホウ素

本章では､植物体中の水溶性のホウ素について､以下の3節に分けて述べ

る.

･植物組按の Ln VEVO"aNMR

･ダイコン根ジュースのHPLC/lCp-MS

･コマツナ組緑のLnVJVO 1-BNMR

第 1節 植物組織の /'nv/'vollBNMR

第 1章で述べたようにJnV)VONMRは､有力な元素の生体内存在化学形

態の分析法である｡表 2-1に示すように､ホウ素の安定同位体には､-oBと■'B

とがあり､それぞれ核スピンを持つので､どちらもNMR測定が可能な核種で

ある｡したがって､ホウ素についても､植物体のL77V'VOBNMR測定が可能で

あれば､植物体内でのホウ素の存在形態について多くの情報が得られるはず

である｡しかしながら､これまで植物体内のホウ素の存在状態をmvtvoB

NMRにより測定した報告はなかった｡

10Bとl'Bの核スピンは 1/2ではないので､どちらも四重極モーメントを持ち､

核スピンが 1/2の IHや Hcに比べて縦緩和時間が小さくなり線幅が広い｡■DB

とLIBを比べると､1-Bのほうが共鳴周波数が大きくかつ天然存在比も大きい

ので､総合相対感度が高い｡LOBと"Bの凶重極モーメントによる線幅の広が

り程度(線幅EEl子)は両者それほど違わないので､ホウ素核のNMR測定で

は､‖Bを測定対象核種としたほうが10Bに比べて感度的に有利である｡■̀B

の測定感度は､'Hの l/10､ '̀Cの750倍と比較的商いほうであり∴ ■Bは
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NMRa'L定しやすい核種と言えよう｡そこで､●1BNMRは､様々な化学研究で

利用されてきており､データも蓄積されている(宗像ら,1991)｡

そこで､‖B核を測定対象核種として選び､碓勧銀様-のLnVIVO"BNMR

の適用をきくみることとした｡実敦材料としては､初めは比較的水分の多い植物

組拝であるダイコン槙とリンゴ果実を用いた｡

表211 代表的な核種の拷定数

核スピン 1々 l/2 3 3rZ

共鳴周波数● 1000 251 107 32.0

天然存在比(%) 99985 )08 1958 8042

総合相対感度 5700 1 22 750

線幅因子◆● 36 56

+■Hが lOOOMflzのとき '+ZH=1としたとき

実鼓方法

1)植物材料

ダイコン(Rophanussonw LcvAokubl-dalkoJl)根とリンゴ(Ma/zLfPumJIL)Ml】L

cvFuJl)果実は､茨城県内の店で購入した｡

2)JnVWO"BNMR試料調製

リンゴ果実とダイコン故を､内径 8mmのコルクポーラ-でくり抜いた｡このく

り抜いた組粒を､直径 10m のテフロン製NMR試料管に高さ約 5cmに詰め

て､直ちに‖BNMR臥走に供した｡

3)ジュースと残さ試料調製
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コルクポーラ-でくり抜いた残りのリンゴ果菜とダイコン根については､ダイコ

ンおろしですりおろした後､遠心分服した(15miJLIOOOOg)｡上浦(3ml)および
脱イオン水で1回遠心洗浄した羨さを､それぞれテフロン製NMR試料管に入

れ､ジュースと浅さ試料とした｡

4)''BNMR測定

NMR装置は､日本電子 JNMIA600を用い､uBNMR汲l定は共鳴周波数

192.6Mnz.25℃､育毛料管のスピニングと周波教ロック無しで行った｡ケミカル

シフトは､外部基準の01Mホウ酸水溶液を00ppmとして求めた｡NMR測定

条件は､データポイント数･1024､我利周波数範濁 .28900Hz､パルス幅.

40LLS(90度)､パルスの繰り返し時間 0075Sとした｡

このデータポイント数やパルスの繰り返し時間は､通常の '日や りcNh･LR測

定に比べて､データポイント数で 1桁､パルスの繰り返し時間で 2桁′J､さい

値である｡IIBは四重極モーメントを持つ核種であるので､例えばoIMホウ

酸水溶液の縦虜和時間は48msと､Sのオーダーである■Hや ■'Cの縦鐘和

時間に比べて､3桁小さい｡その一方で､HBのNMRピークの線幅は広い｡

そのことを利用して､時間効率が良い積算測定を行うために､データポイント数

を 1024と小さくすることで､パルスの繰り返し時間を0075Sと小さな値に設定

した｡

5)‖BNMR測定試料のホウ素含Jt測定

"BNMR測定後､ジュース以外の試料は､乾燥･秤tL､マイクロウェーブ

分解装置 Mu.ESTONEMLS-1200MEGAを用いて､硝酸 3mlと過酸化水素水

lmlで湿式灰化した｡そして､分解液中のホウ素濃度を.lCp-MS装置(Su

spQ8000A)を用いて､検t集法により定生した｡ジュース試料については､分

解換作を行わずに､インジェクタ(Rheodyne9125)を装備した高速液捧クロマト

グラフ用ポンプ(JASCOPU-980i)をICP-MS装置に直結して､フローインジェク

ー9-
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ション(Fl)ncp-MS測定を行った｡その条件は.キャリアー:脱イオン水､流速.

10mL/mln､試料注入丑:20トIlとした.

6)ホウ鼓-ジヒドロキシ化合物棲品の1､BNMR測定

市販試薬のフルクトース､リンゴ散およびソルビトールをそのまま用いた.これ

ら書式薬の 200mM/100ml相当tを98mlの水に溶かした水溶液に､100mMホ

ウ酸水溶液を200pl加え､試料輯液とした｡ホウ穀とジヒドロキシ化合物標品

のモル比は 1100である｡試料のpH測定後.直径 10mmのテフロン製N.VR

就料管に試料 30mlを入れ､'LBNMR測定を行った｡試料溶液のpHは､

IMまたは 5MNaOHを添加して調製した｡NMR測定条件は､以下の点を除

いて､植物組展覧の Ln VLVOLLl)NMR測定と同じとした｡データポイント数 4096､

パルスの繰り返し時間 0185､積算回数 800 ｡

結果および考察

l)植物組柾の "BNMRスペク トル

図 2-1にダイコン根､図 212にリンゴ果実の a植物体､bジュース､C残さ

の11BNMRスペクトルを示す｡また､表 2-2に､1■BNMR測定試料のホウ素含

Jt測定括農を示す.

図 2-1aおよび図2-2aに示すように､ダイコン根とリンゴ果実という植物組鼓

の明瞭なInVLVO"BNMRスペクトルを､比較的短時間で得ることができた｡ダ

イコン根の場合､試料管中の全ホウ素丑は313pgで測定時間は 119分､リン

ゴ果実の場合､試料管中の全ホウ素tはi57Pgで測定時間は 56分であっ

た｡ この成功の理由は.以下の二つの要因に依っていると考えられる｡一つ

は､プロトン共鳴周波数 600MHzという強力な超伝導磁石を有するNMR装

置を用いたことにより､感度および分解能がホかったことである｡今一つは,現

在のNMR測定では5mm¢試料管用プローブが汎用されるが､本実験では

-10-
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bゾユース

(741616回棟井)

C.BS

(45632回梼算)

0.2

1,1･,LI.･.I.lJ..･hL･J･･Ik-N恒

y zQ tl O Il°-ZC --け -･d -!●

図2_1ダイコン根の11BNMRスペクトル(数字はケミカルシフト)

a果実組絶 06

(44944回珠算)

b.I/ユース

(24575回碓井)
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図212リンゴ果実の1lBNMRスペクトル(数字はケミカルシフト)
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10mm ¢試料管を使用する10mm ¢プローブを用いたことによる｡特に､.n

vLVONMR測定では､試料が不定形なEa体状であるので､5mm ¢試料管で

は試料を空隙が少なくなるように詰めることに四建さがともなうが､10mJn¢試

料管では試料を比較的容易に高密度に詰めることができる｡そのため､

10mm 4-試料管は､5mm ¢試料管に比べて計算上でも4倍の試料を詰めら

れることになるが､実際はさらにそれ以上の試料が詰められるので､結果的に

大幅に感度が向上するのである｡

表 2-2 "BNMR判定試料のホウ素含丑

試料 B含丑 NMR駅料管中全 B量

(pg)

ダイコン根

ダイコンジュース

ダイ コン残 さ

リンゴ果実

リンゴシュース

リンゴ残 さ

183 pg/g

040LIE/m1

367 一g/g

143 LLg/g

184トLg/m1

228 ト唱/i

2)植物組織の ‖BNMRスペクトルの帰属

ダイコン根とリンゴ果実の LnVEVO-■BNMRスペクトルには､2つの大きなピ

ークがそれぞれ-02ppmと188ppm､06ppmと-89ppmに､小さなピークがそれ

ぞれ-135ppm､-13.3ppmに観測されている｡このことは､植物捧中のホウ素は､

少なくとも3つの存在形態をとっていることを示している｡

第 1章で述べたように､ホウ酸およびホウ酸陰イオンは､ジヒドロキシ化合

物と反応して､ホウ酸モノエステルとホウ酸ジェステルを生成することは､良く知

-12-
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られている｡そして､ホウ車モノエステルの "BNMRケミカルシフトは_ll5-

-145ppm､ホウ敢ジェステルの "BNMRケミカルシフトは-8--105ppmである

ことが報告されている(vanDulnelol,Ⅰ984)｡また､ホウ軌 ま､ホウ酸-ホウ酸

陰イオンの平衡Ba係にあり､ホウ駿の "BNMRケミカルシフトは Oppm､ホウ

教陰イオンの l■BNMRケミカルシフトは-176ppmである｡その pKaは9,2であ

るから､植物体内の生理的 pHの中性から弱酸性では､ホウ酸-ホウ酸陰イ

オン系では大部分がホウ酸である(Ballelo/,1986)｡これらのことから､ダイコ

ン伐とリンゴ果実の tnVIVOTIBNMRスペクトルで見られた Oppm､-9ppm､

-13ppmのピークは.それぞれホウ穀､ホウ酸ジェステル､ホウ酸モノエステル

に柿属される｡これらの存在割合は､ホウ酸とジヒドロキシ化合物の丑比とpH

に依存する(MakkeeeTa/,1985)｡ダイコン根とリンゴ果実の InVLVOL-BNMRス

ペクトルで､ホウ酸ジェステルのピークが.ホウ穀モノエステルのピークに対して

大きいことは､これら植物組緑中では､ホウ酸濃度がジヒドロキシ化合物濃度に

比べてかなり低いことを意味している｡

これまでも､植物体中にはホウ酸モノエステルやホウ酸ジェステルが存在し

ており､それらがホウ素の植物における役割の鍵となるだろうと､想像はされて

いたくshelp,1993)｡しかしながら､これまで植物体内でホウ穀とジヒドロキシ化

合物とのエステル生成を直接的に示す証拠は何一つ得られていなかった｡そ

れは一つには､植物体からの抽出液を分析する従来の方法では､たとえエステ

ル休のホウ廉を検出したとしても､それが抽出にともなうアーティファクトである

可能性を否定することが困巣であったからであると思われる｡例えば､仮に､植

物体抽出液のllBNMRスペクトルにホウ敢エステルのピークが観卸されたと

しよう｡しかしその場合でも､植物捧内で､本来は別々の巻所にあった､ホウ酸

とジヒドロキシ化合物が､抽出という破き換作の過産で混合され結合した可能

性を否定できない｡また､もしホウ酸とジヒドロキシ化合物が植物体内で共存し

-13-
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ていたとしても､エステル生成は pH依存性だから､その環境の pHによって

はエステル生成が起きていないということもありうる｡ところが､植物軽の m

v'vo‖BNMRスペクトルでホウ酸エステルのピークが観測されれば､植物伴

内でのホウ酸エステルの存在は確かなのである｡従って､ここでの植物休の

'lnvIVO1-BNMR軌定結果は､偉物休中にホウ酸エステルが存在していること

を直接的に示す初めての証拠と吾えよう.ホウ酸エステルが生成することで,よ

り強い軟性と負に荷電したホウ酸化合物をもたらすが､このことが植物における

ホウ酸エステル生成の生理学的意義と関連していると思われる｡

なお､約-20ppmを中心に見られるブロードな(半値幅 5kJIz)シグナルは､

NMRプローブに含まれるホウ素に由来するバックグラウンドである｡

3)ジュ-スと抜きの "BNMRスペクトル

ダイコン根とリンゴ果実中では､ホウ素は､ホウ酸､ホウ酸モノエステル.及び

ホウ酸ジェスチルの 3つの化学形態をとっていることが明らかになった｡そこ

で､次の興味は､ホウ酸とエステル結合している化合物の同定である｡その手

がかりを得るために､ダイコン根とリンゴ果実からジュースおよび顔さ画分を調

製して､それらの ▲1BNMRスペクトルを測定した｡得られたスペクトルを､図

2-Ib,Cおよび図2-2b,Cに示す｡

ジュースのスペクトルにはホウ酸､ホウ酸モノエステル､ホウ酸ジェステルの

ピークが観測されている｡リンゴ果実ジュースのスペクトルで､ホウ酸のヒータ強

度が相対的に大きいものの,ジュースのスペクトルは.礎物組粒のスペクトルと､

ピークのケミカルシフトや強度が良く似ている.残さのスペクトルには､比較的小

さなホウ酸のピークのみが見られる｡これらの結果は､ダイコン根とリンゴ果実の

invIVO"BNMRスペクトルに見られたシグナルは､特にホウ敢エステルにつ

いては､植物組歳の水溶性画分に由来することを示している｡

-14-
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vaTLDulnら(1984)は､ホウ酸がェステル結合しうる低分子ジヒドロキシ化合

物には､ジオール､ヒドロキシカルボン酸､ジカルボン教があること､およびホウ

敢エステル生成は､敢性ではヒドロキシカルボン酸､中性からアルカリ性ではジ

オールが優位であることを報告している｡ダイコン根およびリンゴ果実ジュース

の pllは､それぞれ 62と40であったから､ホウ酸は､ダイコン横ジュースで

はジオールと､リンゴ果実ジュースではヒドロキシカルボン酸と､結合していると

推定することができる｡Lutzら(1991)も､ワインやブドウの生ジュースの B

NMRスペクトルで観測されるピークは､リンゴ酸､乳酸､酒石酸,クエン酸の

ようなヒドロキシカルボン駿由来のピークが重なっていると考えられると報告して

いる｡

4)ホウ酸-ジヒドロキシ化合物標品の ''BNMRスペクトル

安定なホク穀エステルを生成することが知られている化合物(varLDuineraI,

1984,Makkeeelo/,1985)の中で､フラクト-スは､一般に野菜に多く含まれる

(MorvaleLal,1991)Oまた､フラクトースに加えて､ソルビトール､リンゴ酸はリ

ンゴ果実に多く含まれる(LeeandWrolstad,1988).そこで､ホウ酸とこれらジヒド

ロキシ化合物原品のモル比を1100とした水溶液の ‖BNMRスペクトルをpH

を変えながら測定した｡フラクトースとリンゴ酸についての結果を図 2-3に示

す｡なおソルビトールは､フラクト-スと同様な結果であった｡

ダイコン根のジュース(pH62)のスペクトル(図2-1b)と良く似ているのは､ホウ

酸2m.Vl+フラクトース200mM水溶液のpH6前後のスペクトルである｡また､リ

ンゴ果実のジュ-ス(pH40)のスペクトル(図2-2b)と良く似ているのは､ホウ軽

2nlM+リンゴ酸 200mM水溶綾のスペクトルである｡これらのことから､ダイコン

根とリンゴ果実で､ホウ酸がエステル結合しているジヒドロキシ化合物の候補と

しては.それぞれフラクトースとリンゴ酸が一応は考えられる｡しかしながら､上
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図213200mMプラクトス十ZmMホウ酸(左)と200mMリンゴ酸

+2mMホウ酸(右)のlLBNMRスペクトル



述したように､抽出操作にともなうアーティファクトの可能性は否定できない｡た

とえ､ダイコン根にフラクトースが多く含まれていて.かつジュース中でフラクト

ースがホウ鼓と籍合しているとしても､フラクトースが粗鉄中でホウ酸と同じ場所

に存在していて､結合に適当なpH発射 こあるとは限らないからである｡従っ

て､植物組簾内でホク汝とエステル篇合している化合物の同定には､さらなる検

討が必要であるということになる｡

5)細胞壁中のホウ素

ダイコン根およびリンゴ果実妓さは､主に細胞壁からなると考えられる｡横さ

の ■lBNMRスペクトルには､ホウ酸のビ-クが多少範測されたが､そのホウ酸

が細胞壁､あるいは細胞壁以外で残った部分のどちらに存在するのかははっき

りとしない｡ダイコン根およびリンゴ果実横さのどちらもかなりの量のホウ素を含

んでいる(表 212)が､観測されたホウ酸のピークの大きさは､ホウ素含量から

予想される大きさに比べればはるかに′トさい｡運動性が低い分子は､高分解能

NMR検出可能なシャープなどークを与えないことを考え合わせると､細胞壁

中のホウ素の多くは､運動性が低い化学形態で存在していることが示唆される｡

この細胞壁中の運動性が低い形態のホウ素については､第 3章で詳述する｡

要約

I)ダイコン根とリンゴ果実という植物組拝の明瞭な InVn'0日BNMRスペクトル

を､比較的短時間で得ることができた｡スペクトルに見られたど-クは､ホウ穀､

ホウ酸ジェステルおよびホウ酸モノエステルに由来していた｡この結果は､植物

休中にホウ酸エステルが存在していることを直接的に示す初めての証拠である｡

2)ダイコン根とリンゴ果実のジュースの -TBNMRスペクトルを測定した結果､

ダイコン根とリンゴ果実の m vn,o"BNMRスペクトルに見られたシグナルは.
-】7･
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特にホウ酸エステルについては､従物組給の水溶性画分に由来していた｡ホウ

酸-ジヒドロキシ化合物標品のHBNMRスペクトルなどから､ダイコン根とリン

ゴ果実で､ホク薮がエステル結合しているジヒドロキシ化合物の侯補としては､

それぞれフラクトースとリンゴ酸が一応は考えられた｡

3)ダイコン根とリンゴ果実の凍さの "BNMRスペクトルを測定した結果､細胞

壁中のホウ素の多くは､運動性が低い化学形態で存在していることが示唆され

た｡
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第 2節 ダイコン根 ジュースの HPLC/lCp-MS

前節で､'nvtvo"BNMRにより雁物体中に水溶性ホウ酸エステルが存在し

ていることを明らかにした.しかしながら､ホウ故がェスチル結合しているジヒド

ロキシ化合物については不明であった｡第 1手で述べたように液体試料中の

元素の状態分析には､HPLGTCp-MSは有力な手法である｡そこで,偉物錘

中水溶性ホウ素化合物の存在状態を知ることを目的に,ダイコン根のジュース

画分を対象試料として､サイズ排除分離モードによるHPLCnCp-MS測定を行

った｡

実験方法

1)実挨材料

ダイコン(RaphonuS∫altVuSLcvAokubl-dalkon)根は､茨城県内の店で購入し

た｡

2)HPLC/lCP-MS試料調製

冷蔵したダイコン根をダイコンおろしですりおろした後､遠心分離(15m'n,

10000g)して得た上清をジュース試料とした.ジュース画分 100mLを透析チュ

ーブに入れ､大Jtの脱イオン水に対して4℃で透析した｡透析したジュース

画分を凍結乾燥し､I0mIの脱イオン水を加え溶解させた後､遠心分離

(15m叫 10000g)して得た上汁を､045LLmのメンプランフィルターでろ過して､

濃縮ジュース試料とした｡

3)HPLC/lCP･MS測定

ru'LC装置は､JASCOPU-9801ポンプ(JASCOCo.,Tokyo,Japan)､Rheodyne

9125インジェクター(インジェクションループ 200111)､JASCOUV-970UVNIS
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検出器から成り､按液部に金属を用いないメタルフリーシステムを用いた｡サイ

ズ排除カラムは､YMC-PackD.ol1120(Sx300mm)(YMCCo.,KyoLO,JapaJl)を用

いた｡KPLCの測定条件は､溶離液:02M HCOZNH.(pH65).流速 lomL

mLn､試料注入t ･100plとした｡溶解液には､通常のサイズ排除 HPLC測定

では､塩としてNaClや Na:SO.がよく用いられるが､これらはICP_MSのサンプ

リングコーン軌 こ析出して詰まらせるので､ここでは揮散して析出しない

HCOがH･を用いた｡カラムは､プルラン標準(Shode.7(STJuVDARDp-82(P_5,

M､Iに5,BOO,p-10,Mw=12,200,p-20,MW=23,700,Pl100,Mw-10.OxlÒ,Pl1600.
Mw=160xlÒ),ShowaDenkoKK,Tokyo,Japan)をJASCO830-RJ示差屈折計を

用いて検出して分子量校正した｡

TCP-MS装置は､SHSPQ8000A(SelkolnslrumenLSlnc,Chlba,Japan)を用いた｡

LlPLC装笹の LTVNIS検出器の出口をICPIMSのネブライザー入り口に､長

さ】rnのPEE7((polyetheretherkeLone)製チュービングにより直結した｡lCp-MS

の測定条件は､プラズマガス流t 161/mln､外部ガス流量.051/mln､ネブ

ライザーガス流量:08)/mlrl､Rf出力 HkWとした｡記魚は､NECPC_9801

パーソナルコンピュータ上で稼働するSIT敷ソフトウェア1rION■'(vers10n1.5)杏
用いて､質t数 loと11のイオンカウントを5秒毎に記録し､測定終了後､結

果をテキストファイルに保存した｡そのファイルを､市販の表計算ソフトウェアで

蔑み込んで､クロマトグラムを得た｡

4)FVICP･MS測定

HPLCnCp-MS測定に供した試料中の全ホウ素濃度測定は､上述の

HPLCnCPIMS装置を､カラムをはずしてフローインジェクション(FI)ncp-MSモ

ードに変えて行った｡ Fl条件は､キャリアー･脱イオン水､流速･1.OmL/mln､

拭料注入皇:20pIとした｡
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結果および考察

1)'OBと''B

木実験で用いた HPLUICPIMSシステムは.長大 Ⅰ5の質Jt政を同時測定

できる｡ホウ素の安定同位体には､TBと"Bの2つがあり､天然存在比は､そ

れぞれ 19･7%と8013%である｡そこで質t数 10と11を同時測定した｡質量汝

11は質正数 】2の隣であり､質Jt敦 12の元素には '7Cがある｡そのため､生

物試料を灰化した場合など､有機炭素が高濃度含まれている試料啓液の

ICP-MS測定では､"Bに[:Cのスペクトル干渉が起きる可能性が指摘されて

いる(EvansaJldKrahenbuhl,1994)｡そこで本実験で得られたクロマトグラムにつ

いて､"a/LOBを計算した結果､その値は 803/197-407前後で一定であり､‖B

-の 'Zcのスペクトル干渉は見られなかったO"BのイオンカウントはJOBの約

4倍あり.■■Bは LOBよりノイズが少ないクロマトグラムが得られるので､ここで

は "Bの結果を示した｡

なお､ホウ素に108とHBの2つの安定同位体があることと､ICP-MSが同位

体同時測定可能であることを利用して､■013ラベルを用いたホウ素の動態研

究などが可能である｡

2)ダイコン根ジュースのICP-MSクロマトグラム

図 2-4にダイコン根ジュース試料の ICP-MS(下)とUV(上)クロマトグラム

を示す｡また､図 2-5に用いたサイズ排除カラムの分子土校正曲簾を示す｡

UV(220nm)クロマトグラムを見ると､保持時間約 5分で､カラムのボイド部分

が終わり.高分子化合物が流出し始め､約 11分で低分子化合物が売出し始

めている｡ZCp-MS("B)クロマトグラムでは.153分に大きく幅広なホク較由来

のピークが見られる｡また,高分子領域では62分(ピーク1)と86分(ピー

ク2)に､低分子領域では 10-12分に､ホウ敦のピークに比べれば極めて小さ

くノイズが多いものの､いくつかのピークが見られる｡
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図2-4ダイコン根 ン●ユースのサイズ排除HPLC/lCP-MS(下)と
Uvスペクトル(上)
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ホ分子領域のピーク】お

よび2の存在を確認するた

めに､ダイコン根ジュースを

透析後､凍結乾燥して 10倍

に兼籍して､HPLCJICp-MS

軌定を行った｡ダイコン根ジ

ュースの全ホウ素濃度は

1

6

5

4

0

0

0

0

a

A

a

i

T
叶
虫

0.333pg/mL 連結したジュー IE'03

千

50 70 90

スの全ホウ素濃度は 保持時間(分)

0047pg/mlであった｡このこ EE)2･5HPLCnCP-MSに用いたサイズ排除カ

とから､濃縮率が 10倍であ
ラムの分子土校正曲線

ることを考えると､透析により透析チューブ内に残った高分子態ホウ素は.透析

前ジュース中のホウ素の 14%ということになる.すなわちダイコンジュース中

の高分子ホウ素丑は最大でもホウ素全体の 1%程度と少なく､ダイコンジュー

ス中のホウ素の大部分は低分子場ホウ素であることを示している｡

図 2-6に透析･】0倍濃縮したダイコン根ジュース試料の TCP-MS(下)と

UV(上)クロマトグラムを示す｡透析･漉祐操作により､高分子領域のピーク1

と2の強度が相対的に大きく見られるようになり､ダイコン根ジュースには､高

分子と結合しているホウ素が確かに存在していることを示している｡これは､植

物ジュース中でのホウ素を含む水溶性高分子の存在を初めて示した結果であ

り.そのことは高性能分離･ホ感度検出機能を有するサイズ排除

HpLC/lCP･MSを用いることによりもたらされたものであると言えよう｡t:'-クI

がボイド直後に出現してテーリングしているのに対して､ピーク2はシ7-プ

で対称であるから､ピーク2のホウ素を含む高分子は､ピーク1より均一な化

合物と思われる｡また､この実紫では､3本のダイコン横について試料調製と
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図2-6透析･10倍浪縮したダイコン根ン●ユ-スのサイズ排除
HPLC/lCP_MS(下)とUVスペクトル(上)
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HPLGqCPIMS測定を行ったが､ピーク2は 3本のダイコン試料すべてで観測

されたが､ピークlは 1本のダイコン試料では戦利されなかった.

3)ホウ素と結合した低分子

前節の図 2-lbのダイコンジュースの "BNMRスペクトルを見ると､ジュース

中のホウ素は､半分がホウ酸､凍り半分がホウ酸エステルという形態で存在して

いる.しかしながら､ダイコンジュースの HPLCnCp-MSクロマトグラムでは､ほ

とんどのホウ素は､ホウ穀として検出された｡また､上述したように､ダイコンジュ

ース中のホウ素の大部分は低分子態ホウ素であると考えられる｡したがって､ダ

イコンジュース中の低分子態ホウ素は､フリーなホウ酸と､ホウ軽と低分子ジヒド

ロキシ化合物とのエステル億という2形態をとっているが､ェスチル態のホウ

酸は HPLCカラム内を移動している間に､ホウ酸とジヒドロキシ化合物とに遊

離したと考えられる｡

このことを､以下の結果も支持している｡フラクトース02Mとホウ故 2mMを

含む水溶液(pH62)中では､半分以上のホウ素はホウ酸エステルの形態であ

る(図 2-3)｡その水溶液 2LIlを､サイズ排除 HPLCで分離してICP-MSで模出

した結果､Ⅰ63分のフリーなホウ酸のピークのみが見られた｡一方､示差屈

折計で検出した結果､1)9分にフリーなフラクトースのど-クのみが見られた.

ホウ酸と低分子ジヒドロキシ化合物とのエステル生成は､ホウ酸､ホウ酸モノエ

ステルおよびホウ酸ジェステル間の速い平衡関係にある｡ここで用いたサイズ

排除カラムDioL-120では.ホウ酸はカラムと相互作用してMgZ●などフリーな金

属イオンより遅く､ブロードなど-クとして溶出する｡したがって.エステル態の

ホウ軌 ま､カラム内でホウ酸が遅く移動するのでエステル態の解離万向-平衡

が進み､直ちにホウ汝と低分子ジヒドロキシ化合物とに分搬したと考えられる｡

また､ダイコンジュースの HPLC/lCPIMSクロマトグラムで保持時間 ]0- 12

分に見られたビ-クは､比較的分子土の小さい､ホウ素を含む化合物群と考え
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られる｡これらの化合物では､ホウ穀と低分子ジヒドロキシ化合物の結合が､フ

ラクトースとホウ髭の藩合より強いのかもしれない｡

4)ホウ素と結合した高分子

ダイコンジュースのHPLCnCp-MSクロマトグラムに見られたピーク1と2は.

ホウ素と結合した高分子由来である｡では､これらホウ素-高分子の高分子と

は何であろうか｡ピーク1の保持時間は 62分であるから､その分子tは 10'

程度､ピーク2の保持時間は86分であるから､その分子tは 10̀程度であ

ると考えられる｡

第 3章で詳述するが､植物細胞壁のペクチン分解酵素可溶化物中から､

ホウ穀-ラムノガラクツロナンロ複合体というホウ素と結合した高分子が単離さ

れる｡このホウ穀-ラムノガラクツロナンⅢ複合体を､同じ条件でサイズ排除

HPLC/lCp-MS測定したときの保持時間は､ピーク2の保持時間と一致する｡

このことから､ピーク2を与えるホウ素と結合した高分子は､ホウ敬一ラムノガ

ラクツロナンロ複合体である可能性がある｡そのことを確かめるためには､ピー

ク2を与えるホウ素と結合した高分子を単離同定する必要があろう｡

要約

1)ダイコン根ジュース中の高分子ホウ素Jtは最大でもホウ素全体の 1%程度

と少なく､ジュース中のホウ素の大部分は低分子億ホウ素であった｡

2)サイズ排除 IかLC〝CPIMS測定したとき､ダイコン枝ジュース中のエステル

態のホウ酸はカラム内を移動している間に､ホウ酸とジヒドロキシ化合物とに遊

催した｡

3)ダイコン根ジュースとその透析･濃縮物をサイズ排除 HPLC/lCPIMS勅定し

た結果､ジュース中には高分子と結合しているホウ素が存在していた0
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第 3節 コマツナ組織の invwol.BNMR

第 1節と第 2着とで､植物捧中の水溶性ホウ素は､フリーなホウ穀と,ホウ

故と低分子ジヒドロキシ化合物とのモノエステル ･ジェステルの形態であることを

示した｡

ここでは､コマツナを対象植物として､種物部位別のホウ素存在状態をi〝

V･vo"BNMRにより爾べた｡コマツナの生育段階は､生育初期と開花期とした｡

実験方法

1)植物材料

生育初期コマツナ(Bras∫LCaCamPeSlr'∫L)は､ホークランド&ア-ノン培地

(HoaglandandAmon,193g､ホウ素濃度は 05mg/I)を用いてガラス重で 17日

間水耕栽培した｡

開花期コマツナは､農業研究センター圃場(つくば市､黒ボク土)で栽培され

た｡播種は 1996年 )0月､施肥は 818-8化成肥料 700kgha-1であった.開花期

の 1997年 4月 3日に下位茎葉.上位茎葉､花茎､菅を､4月 21日に花､莱

(未熟)を各 2個休から採取した｡

2)/'nvwollBNMR測定

採取後直ちに.試料をそれぞれ直径 lOmLnのテフロン製試料管に約 5cm

高さに入れ､‖BNMR測定した｡葉身と根については､ハサミで適当な大きさ

に切った｡茎葉は､ハサミで約 1cm角に切った十数片､替､花は果梗部分で

切り取った約 20個を試料管に詰めた｡花茎は､上位部の直径約 8mmの部

分の上下を､カッターで高さ5cmに切り出した 1本､策は果梗部分で切り取

った l個を試料管に入れた｡'lBNMR測定は､日本電子製 JNM-A600を用
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いて､共鳴周波数 1926MHzで行った｡

3)ホウ素含i及び葎組成分析

NMR測定後､試料を凍結乾燥した｡試料 10mgを､全ホウ素定Jtの場合､

硝酸分解,水溶性ホウ素定tの坊合(押花期コマツナ).水 5mLで25℃,1

時間振とう抽出後､ホウ素濃度をTCP-MS(SHSPQ8OOOA)で測定した｡開花

期コマツナの唐組成は､試料 10mgを80%エタノールで沸騰湯浴中 10分抽

出後､トリメチルシリル化しガスクロマトグラフィーで分析(YorkelaI11985a)し

た｡

鯖果および考察

1)生育初期コマツナのInVWOllBNMRスペクトル

図 217に､生育初期コマツナの部位別 LnVLVO■■BNMRスペクトルを示す｡

ホウ素含tは､古い菓 724pg/g､成熟薬 356LLg/g､若い薬 300pg/g､そして

根 242pg/gであったOスペクトルには,)3- 20ppmにホウ酸､-125ppmにホ

ウ酸モノエステル､そして-75--82ppmにホウ酸ジェスチルのピークが見ら

れる｡より初期に展開した古い葉と後期に添加した若い菓とを比べると､古い薬

ではホウ酸のピークが大きく､若い葉や根では､ホウ酸ジェスチルのLJ-クが大

きい｡Bro＼m とShelpは､光合成産物の転流に糖アルコールを用いない一般

の植物では､ホウ素の攻収と移軌 ま水の蒸散流によるので､ホウ素含丑は古い

組鰍 まど多くなることを示している(Brown andShelp,1997)｡本実験では､水耕

培地から十分に供給されたホウ酸は､古い秦に蓄積して､ジェステル結合を作

る相手の低分子ジヒドロキシ化合物Jtに比べて当主比が大きくなり､その結果.

ホウ酸のピークが大きく観測されたと考えられる｡

また､植物体の LnVIVO'lBNMRスペクトルのホウ故やホウ穀ジェステルの

ケミカルシフトは､例えばホウ酸で 13- 20ppmと､水溶液中のそれらのケミ
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図2-7生育初期コマツナのLnVIVO‖BNMRスペクトル(数字はケミ

カルシフト)



カルシフトに比べて､1- 2ppm､低磁場側であった｡この原因は不明であり.

今後の検討課題である｡

2)開花期コマツナのJ〃∽γ0'､BNMRスペクトル

図218に､開花期コマツナの部位別invIVO"BNMRスペクトルを示す｡菅､

花､策のスペクトルでは､-7ppmに明瞭など-クが見られる｡そのピークは､ホ

ウ穀 1分子とジオール基などを持つ化合物 2分子とのホウ酸ジェステルに由

来する｡ホウ酸ジェステルのピークは､花茎においても､強度の′トさいピークが

･9ppmに我利されている｡また､菅のスペクトルでは､ホウ酸に由来する小さ

なピーク(2ppm)が現れている｡茎葉のスペクトルには､ピークは見られなかっ

た｡

NMR検出可能なホウ素は､植物体内で水溶性のものである｡そこで､

NMR測定した試料の全ホウ素及び水溶性ホウ素を定立した｡その結果(図

219)､全ホウ素丑は､菅〉花〉英､茎葉､花茎の順であったO全ホウ素に対する

水溶性ホウ素の割合は.茎葉では 10%程度であったが､植物の上位部で高

くなり､哲､花､菜では80%程度であった｡また水溶性ホウ素丑と､‖BNMR

スペクトルに見られるホウ敢ジェステルのピーク強度とは､良い一致を示した｡

以上のことから､膏､花､黄中には水溶性ホウ素が多く､その化学形態はホウ

酸ジェスチルであることが明らかとなった｡また､茎集中のホウ素は､大部分が

水不溶性であった｡これら水不溶性ホウ素は､第 3章で述べる細胞壁中のペ

クチンをラムノガラクツロナンn部分で架棟しているホウ酸であると考えられる｡

4月 3日採故個体の膏のホウ素含Jtは､茎葉や花茎に比べて5倍程度高

かった｡また､跡地作土の熱水抽出ホウ素王は 020mgkg一一とやや少なかった

(Johnson,1990)｡このようにホウ素供給が潤沢でない場合に､頂部のホウ素含

tが高くなっているということから､ホウ素の師管を通じた再移動が起きている

ことが示唆される(Lluelal.1993)｡そしてコマツナと同属のブロッコリーで､
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図2-8 開花期コマツナの部位別Jn VJVOLIBIWR
スペクトル
硬貨回数は､下位茎葉135,391､上位茎葉
41,469､花茎41.279､菅6,943､花31,209､英
236,360｡01MH3B03を基準とした｡膏のスペクト
ルは縦軸を05倍に縮小してある｡
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データは､2個体の平均値と標準偏差.

表2-3 コマツナ各部位の水溶性糖組成

茎葉1 51 61 tr
茎葉2 46 61 tr
菅1 32 37 tr
菅2 21 24 1.1
葵1 275 217 4.3
英2 242 204 1I.6
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同様な結果が報告されている(Lluelo/,1993)｡しかしながら､菅､花､未申

のホウ酸ジェステルが､ホウ素の再移動あるいは貯蔵形態であるのかなど､そ

の存在意義は不明である｡

最近､Huらは､光合成産物を糖アルコール(ソルビトール等)で転流させる

バラ科等の植物では､ホウ素の再移動がホウ政一糖アルコールジェステルの形

態で起きることを報告している(HueIa/,1997b)｡そこでコマツナ茎葉､青､及

び英の水溶性糖組成を調べてみた結果(表 213)､ソルビトール､マニト-ルは

菅でしか検出されなかった｡しかも､例えば蕃 2のソルビトールとマ二トール

を合わせた含土は 4.4LLmOlgLLかなく､ホウ酸の結合相手を糖アルコールだ

けで鋭明することはできなかった｡膏 2のホウ素含丘は 47pmolg-1であり､そ

のホウ素がすべてホウ酸ジェスチルを生成するとすれば､倍の 94pmolg-1以

上のジヒドロキシ化合物と共存している必要があるからであるOホウ酸とエステ/レ

結合しやすいジヒドロキシ化合物としては､糖アルコール以外にフラクトースが､

すべての試料で比較的多量に含まれていたが､フラクトースがホウ酸とエステル

結合をしているのかもしれない｡

今後､開花期コマツナ奮､花,英中の水溶性ホウ酸ジェステルの存在意義を

明らかにしていくためには､ホウ酸とエステル結合しているジヒドロキシ化合物

の同定とともに､ホウ酸ジェスチルの生育時期別の消長や組紙･細胞内での存

在位置の解明等を行う必要があろう｡

要約

1)水耕栽培した生育初期コマツナを部位別に LnVLVO ■1B NMR測定した結果､

古い葉ではホウ敦のピークが大きく､若い薬や根では､ホウ酸ジェステルのピー

クが大きかった.水耕培地から十分に供給されたホウ穀は､古い薬に蓄積して､

ジェステル結合を作る相手の低分子ジヒドロキシ化合物圭に比べて当量比が大
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きくなったと考えられた｡

2)ホウ素供給量が低い圃場で栽培した開花期コマツナを部位別に mv.vo"a

NMR軌定し､また水溶性ホウ素主を分析した結果､菅､花､葵中には水溶性

ホウ素が多く､その化学形態はホウ酸ジェステルであった｡また､茎葉中のホウ

素は､大部分が水不溶性であった｡
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第 3章 植物細胞壁中の水不溶性ホウ素

本章では､植物細胞壁中の水不溶性のホウ素について､以下の節に分けて

述べる｡

･植物細胞壁からのホウ素一多糖複合体の単離

･ホウ素一多糖複合体の構造

･ラムノガラクツロナンⅡ-ホウ酸ダイマー(dRGu-B)と金属

･HT)LC/lCPIAESによるdRGIl-B中 Bとcaの定量

･dRGILBと結合している金属の特性

AHPLC/lCp-MSによる植物細胞壁中dRGr7-Bの検出

第 1節 植物細 胞壁か らのホウ素 一多糖複 合体 の単離

前章第 1節で述べたように､細胞壁中のホウ素の多くは､運動性が低い化

学形態で存在している｡この細胞壁中のホウ素は､どういう構造をとっているの

だろうか01993年に､間藤らはダイコン根細胞壁の群素可溶化物の中からホ

ウ素と結合した多糖を得たことを報告していた(Matohelal,1993)｡そこで､細

胞壁中に含まれるホウ素一多糖複合体の構造を調べるために､植物の細胞壁

を辞素可溶化してホウ素一多糖複合体を単離することを試みた｡クロマトグラフ

ィーは､間藤らの報告を参考にして､陰イオン交換とサイズ排除モードを用いた｡

植物材料としては､双子薬植物であるシュガービートと単子葉植物イネ科のタ

ケ(タケノコ)を用いた｡

実族方法
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1)実験材料

シュガービート(BetavulgartsL.)のパルプは､北海道立板釧農業試験場から､

供与していただいた｡パルプを､メタノールで 16時間遼流し､残さを細胞壁

画分とした｡

タケノコ(PAY//oslachy∫edzJllSA andC.RJV.)は､野原農場(茨城県)から購入

した｡細胞壁画分は既報(Matohelal,】993)に従い調敷した｡

2)弱陰イオン交換クロマトグラフィー

細胞壁をドリセラーゼ(協和発酵)で分解し､可溶化物を脱イオン水に対して

透析した.透析チューブ内に残った画分を､ギ酸アンモニウム緩衝液 50mM

(pH70)で平衡にしておいたDEAE-SepharoseFastFlowカラム(25x43cm)に通

して､ギ酸アンモニウム緩衝液 50rnM(pH70)500m)を流し､カラムに吸着され

ない中性成分を流去した｡次に,ギ酸アンモニウム緩衝液(pH70)漉磨を

50mMからlM-直線的に上げながら全量 11を流し､カラムに吸着された酸

性画分をグラジェント溶出した｡溶離液を5mlずつ分取し､ホウ素を含むフラ

クション 1を集めて､凍結乾燥した｡

3)サイズ排除クロマトグラフィー

フラクションJを810GelP-10カラム(1.5x90cm)に載せ､ギ酸アンモニウム

緩衝液 200mM(pH70)で溶出した｡溶離液を2mlずつ分取した｡ホウ素を含

むフラクションnを集めて､脱イオン水に対して透析後､凍結乾燥した｡

4)陰イオン交換クロマトグラフィー

フラクションロをQ-SepharoseFastF】owカラム(I5x25cm)に載せ.炭酸水

素アンモニウム緩衝液 100mM(pH78)250mlでカラムに吸着されない成分を流

去した｡次に､炭酸水素アンモニウム凄衡液(pH78)濃度を 100rnMから

500mM-直線的に上げながら全量 500mlを流し､グラジェント溶出したQ蘇

離液を5血 ずつ分取し､ホウ素を含むフラクション瓜を集めて､脱イオン水に
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対して透析後､凍若乾燥した｡

5)フラクションの分析

各フラクション中のホウ素や糖の含量を分析した｡

ホウ素は､インジェクタ(Rhcodyne9125)を装備した高速液体クロマトグラフ

用ポンプ(JASCOPU-980】)をlCp-MS装置(S】lSPQ8000A)に直結して､フローイ

ンジェクション(Fl)nCp-MS測定を行った｡その条件は､キャリアー 脱イオン

水､流速 10mL/mlrL､試料注入丑:20plとした.

中性糖はアンスロン法(DISChe,1962),ウロン酸はm-ヒドロキシビフェニル法

(Blum enklantZ,1973)により&rl定した｡Kdo(3-deoxy-D-mann0-2-0crulosonlcac■d)ま

たは Dha(3-deoxy-D-lyx0-2-hepruJosarlCaCld)はチオバルビツール酸アッセイ変

法(York,1985b)により求めた｡

結果および考察

シュガービート細胞壁画分のホウ素含量は､434pgB/g､タケノコ細胞壁

画分のホウ素含量は､542Llga/gであった｡一般に､双子葉植物と単子葉植

物では､双子葉植物のホウ素含土が高く､またホウ素要求量も多いことが知ら

れている(KabaLa-PendlaSarLdPertdlas,1992)｡そのホウ素含丑の違いが､細胞壁

においてもあらわれていると考えられる｡

細胞壁をペクチナーゼ､セルラーゼ等植物細胞壁分解活性を持つドリセラー

ゼで可溶化した｡細胞壁画分のドリセラーゼ可溶化液に含まれるホウ素の大部

分は､透析チューブ内に残ったことから､ドリセラーゼ可溶化液中のホウ素は､

高分子と結合していると考えられた｡

図 3-1にシュガービートの場合の精製過程のクロマトグラムを示す｡透析チ

ューブ内に残った高分子画分を､陰イオン交換クロマトグラフィーにより､カラム

に保持されない中性画分と保持される酸性画分とに分け､さらに溶離液の塩濃
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度を上げていきホウ素を含むピーク(フラクション Ⅰ､図 3-1AのN｡37_43)を

得た.次に､サイズ排除(ゲルろ過)クロマトグラフィー(フラクションロ､図

3-1BのNo41-47)､さらに陰イオン交換クロマトグラフィー(フラクションⅢ､図

3-1CのNo28-32)により､精製を行った｡この段階で､ホウ素を含む高分子画

分は､サイズ排除 HPLC(示差屈折計検出)により､対象でンヤープな lt:O-

クしか与えなくなったので､精掛 ま完全であると判断した｡同様にして､タケノコ

からもホウ素を含む高分子画分を得た｡

ホウ素を含む物質をクロマトグラフィーにより精製していくためには､溶離樵

の各画分中に含まれるホウ素を､試料液最の消費は微量で､感度良く､効率的

に検出する方法が必要である｡ここでは､M CP-MSを用い､試料丑は20lLl､

ホウ素濃度は数百 卜g/L､1時間当たり60点という､微五･高感度･高能率検

出を行うことで､精製作業を効率的に進めることができた｡

得られたホウ素を含む高分子画分のホウ素のピークと､チオバルビツール酸

アッセイポジティブな糖のピークは一致しているCこのことから､得られたホウ素

を含む高分子画分の高分子は､KdoまたはDhaを含む酸性多糖であると考

えられるd

要約

双子菓植物であるシュガービートと単子葉植物イネ科のタケノコの細胞壁の

ドリセラーゼ可溶化物から､陰イオン交換およびサイズ排除を組み合わせた3

段階のクロマトグラフィーにより､ホウ素一多糖複合体を単離した｡
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第 2節 ホウ素 一多糖複 合体 の構造

前節で述べたように､植物細胞壁から､ホウ素-多糖複合体を単離すること

ができたOこの複合体の構造を知るために､複合体およびその酸処理物につい

て､FLqCp-MSによるホウ素含量測定､"BNMRによるホウ素の存在状態分

析､サイズ排除HPLCおよびマトリクス支援レーザー脱離イオン化時間飛行

型質量分析装置(MALDlrrOFIMS)測定による分子量測定を行った｡

MALDl汀OF-MSは､1990年代に実用化された質量分析法である(EEl中.

1996)O生体高分子など水溶性で従来の方法ではイオン化しにくい目的化合

物を､マトリクス化合物と混ぜてレーザー光を照射してソフトイオン化し,時間飛

行型質畳分析装置で検出する方法である｡最近では､タンパク質の分子旦測

定やペプチドの構造決定などに広く用いられるようになってきている｡

実験方法

1)試料

ホウ素一多糖複合体は､シュガービートおよびタケノコから単離したものを用

いた｡また､同複合体を､05M塩酸中で25℃､30分処理後､1M水酸化ナ

トリウムで中和し､水に対して透析し､最後に凍結乾燥して､酸処理物を調製し

た｡

2)FI/lCp-MS測定

試料中のホウ素含量測定は､第2章第 1節で述べたフローインシェクショ

ン(FI)/ICPIMS測定により行った｡ FI条件は､キャリアー 脱イオン水､流速

10ml/mln､試料注入量 20ulとした｡

3)1'BNMR



I-r=i

試料の 1■BNMRスペクトル測定は､日本電子 JNM-A600を用い､共鳴周波

数 1926MHz､25℃､試料管のスピニングと周波数ロック無しで行った｡試料

管は､石英製の直径 5mmのものを用いたQケミカルシフトは､外部基準の

01Mホウ穀水溶液を00ppmとして求めたcNMR測定条件は､データポイン

ト数･2048､観測周波数範囲 28900Hz､パルス幅 15LLS(90度)､パルスの繰

り返し時間.0115とした.

4)サイズ排除 HPLC

試料のサイズ排除 HPLC測定は､示差屈折計 (shlmadzuRIDO6̂ )を検出

器とした Sh-adzuLC6Aシステムを用いて行った｡サイズ排除カラムは､

YMC-PackDIOI-120(gx300mm)(YMCCo,Kyoto,Japan)を用いたcLIPLCの測

定条件は､溶離液 02MHCO2NH.(pH70)､流速 08nil/mlnとした｡カラムは､

プルラン標準(shodexSTANDARDp-82(P-5,Mw=5,800;p-10,Mw-12,200,p-20,

Mw-23,700,p-100,Mw=100x10.,P11600,Mw-160xlO.),ShowaDenkoKK,

Tokyo,Japan)を用いて分子量校正した｡

5)MALDl′｢OF･MS

試料の酸加水分解物の MALDlrTOF-MS測定は､窒素レーザー(337nm)を

装備したTofSpec-SE(MlcromassLtd,Manchester,UK)を用いて行った｡2,5-ジ

ヒドロキシベンゾイックアシッド20mgをアセトニトリル 水 (1.1)1mlに溶かし

て､マトリクス溶液としたO濃度約 1mg/mlの試料水溶液 15PIとマトリクス溶液

15LLlを混ぜ合わせて､15ト11をターゲット上に僅いて風乾後､測定した｡

5)糖組成および糖結合組成の分析

糖組成分析は､誘導体化しGLC(ガスクロマトグラフィー)(Ish1.,1995)､そし

て糖結合組成分析は､誘導体化しGLC-MS(YorkelaI,】985a)により行ったC

結果および考察
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1)ホウ素-多糖複合体のホウ素含量と分子丑

ホウ素-多糖複合体のホウ素含丑は､シュガービートの場合､12mg/g､タ

ケノコの場合､15mg/gという値が得られた｡この借は､ホウ素-多糖複合体

は数 mgLか得られないために､1mg程度の複合体を精秤して lmJの水に溶

かして､その内の 20plをFLqCPIMS測定することにより求めたものである｡従

って､数十から数百 mgのホウ素一多糖複合体を酸分解して分析しているわ

けではないので､試料重の測定誤差や試料中のフリーなホウ酸のコンタミによ

る誤差を含んでいると考えられる｡

ホウ素-多糖複合体の分子丘は､シュガービートの場合､サイズ排除

HPLCでは 10500､MALDI/TOトMSでは 8900(図3-2)､そしてタケノコの場合､

サイズ排除 TlPLCでは 8200､MALDIrrOF-MSでは 9200(図 3-3)という結果が

得られた｡サイズ排除 HPLCによる分子量測定は､プルラン標準で作成した

校正曲線から分子量を求めるのであるから､未知試料の特性がプルランと異な

る程度が大きいほど､得られる分子量の誤差は大きくなる｡それに対して､

MALDmOF-MSによる分子量測定は､校正は分子量既知のタンパク質で行

い､測定原理は質量分析法であるから得られる分子量は正確である｡しかし､

図 3-2,3-3に示すように､ホウ素一多糖複合体の MALDI汀0トMSスペクトル

の分子ピークは極めてブロードであるoこのことから､この複合体の分子量は一

定ではなく､その化学構造は不均一であると考えられる｡

ホウ素一多糖複合体のホウ素含量と分子丑から､複合体 l分子に含まれ

るホウ素の数を計算することができる｡シュガービートの場合､分子量 8900で､

ホウ素含量 12mg/gであったから､ホウ素の原子量を 108とすると､ホウ素数

=(00012/lo基)/(I/8900)-099となる｡同様に､タケノコの場合､ホウ素数は

(000Ⅰ5/108)/(1/9200)-128となる.すなわち､ホウ素一多糖複合体 1分子に

含まれるホウ素は約 1個であるということになるC
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図3-3タケノコから単離したホウ素-多糖複合体のMALDuTOF-
MSスペクトル



2)ホウ素一多糖複合体のホウ素の存在状態

図 3-4に.ホウ素一多糖複合体の "BNMRスペクトルを示す｡スペクトルに

は､シュガービートの場合､-95ppmの大きなピークと､ooppmにその 1/lo程

度の大きさのピークが見られている｡タケノコの場合､-9.5ppmのみにピークが

見られている｡シュガービートのホウ素一多糖複合体も､透析して低分子を徹

底的に除去すると.00ppmのピークは見られなくなる｡すなわち､ooppmの

ピークは､コンクミしているフリーなホウ酸由来と考えられる｡したがって､ホウ素

一多糖複合体に含まれるホウ素由来のピークは-95ppmのピーク､ただ一つ

である｡"BNMRスペクトルで-95ppmにピークを与えるのは､2つのジヒドロ

キシ化合物とジェステル結合したホウ酸であるから､ホウ素一多糖複合体のホ

ウ素は､ホウ酸ジェステル憶の形で存在していると言える｡

第 2章で述べたように､植物組終中の水溶性ホウ素は､相互に速い平衡

関係にあるホウ酸､ホウ酸モノエステル､およびホウ故ジェスチルという3つの化

学形態からなっていた｡そのために､ホウ酸ジェステル態だけを単離することは

できなかった｡ところが､細胞壁から可溶化したホウ素一多糖複合体は､ホウ酸

ジェステルの形億をとったまま単離できるほど､そのジェスチル構造は安定で

あった｡このホウ素一多糖複合休には､低分子のジヒドロキシ化合物とホウ酸の

平衡系とは異なる､何らかの強い構造安定化要因があると考えられる｡

3)ホウ素一多糖横合休の多糖の構造

ホウ素-多糖複合体の多糖の構造を知るために､糖組成および糖結合組成

の分析を行った｡その結果(表 3-1)､ホウ素-多糖複合体には､酸性糖のガ

ラクツロン酸､グルクE=ン酸､中性糖のラムノース､アラビノース､ガラクトースな

どが多く含まれていた｡さらに､これら良く知られた糖に加えて.アビオース､ア

セリン酸,Kdo､Dhaなども含まれていた｡また､特徴的な結合として､3位

や 2,3,4位に結合を持つラムノース葎基､3,4位に結合を持つフコース漢基､
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表3-1 ホウ素一多糖複合休の椿組成と糖結合組成
(JllOl%)

Rha
FU仁
21te-FUG
九ra
2姐e-Xy1
Apiose
Gal
CIcA
Gal九

ll3 18.6 12_4
1.6 3.2 28
3.3 4.6 35
10.9 12.1 108
4.9 4.5 48
4.5 6.7 122
124 8.3 90
70 3.2 3.2
37.7 28.7 31.2
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そして2位に結合を持つグルクロン酸残基などが存在することが明らかとなっ

た｡

これら糖組成と糖結合組成を持つオリゴ糖として､ラムノガラクツロナンロ

(RGll)が知られている(OrNelllera/,1990)｡これまで報告されているシカモア

カエデから単離されたRGTIの糖組成と粒結合組成と､今臥 シュカ-ビート

とタケノコから単離したホウ素一多糖複合体の多糖部分とを比較すると､両者は

良く一致していた｡このことから､シュガービートとタケノコから単離したホウ素-

多糖複合体の多糖部分は､RGIIであることが明らかとなった｡R_GIIは､植物

細胞壁マトリクス多糖の-つであるペクチンの構成多糖の一つとして知られて

いる(OrNeillezal,1990)aα一l,4結合したカラクツロン酸直鎖にラムノース､ア

ピオース､アラビノース等多種多様な糖からなる側鎖が結合しており､分子丑は

約 5000である｡

4)ホウ素一多糖複合体の酸処理

ホウ素一多糖複合体の酸処理物のホウ素含量は､検出限界以下であった｡

また､その分子量は､MALDIrrOF-MSで測定した結果､シュガーピートで

4200､タケノコで4100であった(図 3-2,3-3)｡酸処理前の分子量が､シュガー

ビートで 8900､タケノコで9200であったから､ホウ素一多糖複合体の分子畳

は､酸処理でホウ素がはずれるとともに､約半分に減少したことになる｡ところが､

酸処理物の糖組成と糖結合組成は､酸処理前のそれらと同様であった｡このこ

とは､ホウ素一多糖複合体が2具体であることを示している.

I)-4)の結果を総合すると､シュガービートとタケノコから単離したホウ素一

多糖複合体は､1分子のホウ酸が､2分子のラムノガラクツロナンⅡを､ホウ

酸ジェスチル結合で架橋している構造をとっていると結論される｡l分子の

RGIIの分子量が約 5000であるから､2分子で分子量は約 tooooとなり､ホウ

素一多糖複合体の分子量と一致すること､塩酸処理でホウ素一多糖複合体の
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分子量が半分の約 5000となったとき糖組成や糖結合組成が変わらないこと

も矛盾なく説明できる｡以後､このホウ素一多糖複合体を､ラムノガラクツロナン

Ⅱ-ホウ酸ダイマ-(dRGIトB)と記述する.酸処理物は､ラムノガラクツロナン

Ⅲモノマー(mRGII)ということになる.

筆者らが､シュガービートとタケノコから単離したホウ素一多糖複合体の構造

決定を進めている間に､小林らは､ダイコン根から単離したホウ素一多糖複合

休の構造が､ラムノガラクツロナンJ]-ホウ酸ダイマーであることを報告した

(Kobayashletal,1996)｡上述したシュガービートとタケノコから単離したラムノ

ガラクツロナンIl-ホウ酸ダイマーの構造は､ホウ素の含量以外は､小林らの

結果とほぼ同様であった｡小林らは､彼らがダイコン根から単離したdRGll_B

について､分子量 9894､ホウ素含量 030%(30mg/g)という測定結果を得て､

複合体 Imolは21moJのホウ素を含むと報告している｡それに対しシュガービ

ートとタケノコdRGu-Bの場合､複合体 1molに含まれるホウ素は 1molという

結果であったから､複合体に含まれるホウ素の個数は､小林らの結果の半分と

いうことになるO

要約

ホウ素-多糖複合体の分子畳はMALDIn10F-MS測定を行った結果､約

9000であり､複合体 1分子に含まれるホウ素は Fl/ICP-MS測定を行った結果､

約 1個であり､さらに ■■BNMR測定を行った結果､ホウ酸ジエステルの形態

で存在していた｡また複合体の多糖部分は､ラムノガラクツロナンロであった｡

さらに､複合休を酸処理した結果､複合体は2量体であった.これらのことか

ら､シュガービートとタケノコから単離したホウ素一多糖複合体は､Ⅰ分子の

ホウ酸が､2分子のラムノガラクツロナンロを､ホウ酸ジエステル結合で架橋

している構造であると結論された｡
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第 3節 dRGlトBと金属

前節で述べたように､植物細胞壁から単離したホウ素一多糖複合体の檎遭

は､ラムノガラクツロナンⅢ-ホウ酸ダイマー(dRGIトB)であった｡〇･Ne.11ら

(1996)は,dRGlトB水溶液をICP発光分析法で全分析した結果から､

dRGrl-Bは Sr,Ba,Pbなど金属を含むことを報告した｡しかし､検出されたsr,

Ba,Pbなど金属が､確かにdRGll-Bと結合しているのか､あるいは一部､また

は全部が試料溶液にコンタミしているのか､その点は明瞭ではなかったoそこで､

dRGIl-B複合体およびその酸処理物について､サイズ排除 11PLCnCP-MS測

定を行った｡

実顔方法

1)dRGH-B複合体の敢処理

dRGIIIB複合体は､シュガービートとタケノコから調製した｡dRGTトB水溶

液 05ml(dRGTT-B濃度:シュガービート16mg/rnl､タケノコ08mg/ml)を

025mlずつ､二つに分けた｡一方には､水 075mlを加え､dRGlトB複合体試

料とした｡もう一方には､05M塩酸 05mlを加え､30℃､30分間インキュベ

-トした後､lM水酸化ナトリウム025mlで中和し､酸処理物試料とした｡

2)HPLC/lCp-MS測定

第 2章第 2節と同様な方法で行ったO試料注入量は )00LLlとした｡

結果および考察

1)dRGlトB複合体のHPLC/lCp-MSクロマトグラム

dRGfトB水溶液を試料として､質量数 5から240の範囲でICP-MSスペクト



ルを測定した.そのスペクトルを水ブランクのスペクトルと比較した結果(図

3-5)､dRGTl-B水溶液は､ホウ素以外にMg,Ca,Zn,Sr,Ba,そしてPbを含ん

でいることが分かった｡そこで､サイズ排除 HPLC/TCP-MS測定では､ホウ素と

ともに､これらの金属を同時測定したC

図 3-6左にタケノコ､図 3-7左にシュガービートの dRGJllB水溶枝の

HPLCrlCp-MSクロマトグラムを示す｡元素によって､濃度以外にも､イオン化

効率や測定質量数の天然存在比が異なることから､イオンカウントが大きく異な

るので､見やすくするために､ J̀ca,66znなどは､縦軸を拡大して表示してある｡

■lBのクロマトグラムを見ると､高分子領域の保持時間 525-530秒にピーク

が一つ観測されている｡このピークが､分子量約 9000のdRGIトB中のホウ素

に由来している｡そして､⊃̀ca,的zn,8'sr,■】JBa,zLXpbのピークが､このホウ素のピ

ークと同じ保持時間に現れている｡それに対して､!～Mgのピークは､保持時

間 530秒には見られず､720秒に現れているCこれは､フリーなMgユーイオンに

由来している｡これらのことから､dRGll-Bはホウ素以外にCa,Zn,Sr,Ba,そし

てPbと結合していることが直接的に証明されたO

図 3-8に､dRGTI-B水溶液をFl/ICP-MS測定して求めたdRGu-Bの元素含

量を示すcdRGll-8複合体1分子は､約 1個のホウ素を含むが､Caも約 1個

含んでいた｡Zn,Sr,Ba,Pbの含量は､シュガービートとタケノコで多少異なる

が､多くてもdRGIトB複合体1分子当たり02個であった｡

2)dRGll-B複合体酸処理物のHPLC/lCp-MSクロマトグラム

図 3-6右にタケノコ､図317右にシュガービートの dRGI1-B酸処理物水溶

液の HPLC/lCP･MSクロマトグラムを示す｡■■Bのクロマトグラムを見ると､酸処

理前の dRGrl-Bで観測されていた保持時間 525-530秒のピークが失われ､新

たに 895秒にブロードなど-クが現れている｡これは､フリーなホウ酸のピー
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クであるoすなわち､酸処理により､dRG【トBからホウ素が除かれ､それととも

に RGlトBダイマーは 2個の RGIJモノマーに変わったのである0

そのとき､ca,znとPbのクロマトグラムを見ると､保持時間 560秒にピーク

が観測されているOこの､dRGTトBの保持時間 530秒より30秒後に現れた､

より低分子量のピークは mRG11由来である｡dRGll-Bに結合していた金属が､

酸処理後もmRGIIに結合している割合は､Caの場合､1/3から1/4､Z｡の

場合は全部､そしてPbの場合は､タケノコで 10%､シュガービートで 70%で

あった｡酸処理後もmRGrIに結合している金属は､酸処理によりdRGll_Bか

ら遊離したイオンが､中和後､mRGllに再結合したと考えられる｡

SrとBaのクロマトグラムを見ると､mRGIIの保持時間 560秒にはピークが

見られず､720秒にフリーなイオンとして検出されている｡したがって､

dRGI1-Bに結合していて酸処劉 こともない遅離したSrとBaイオンは､その全

てが､中和後､mRGIlに再結合しなかったということになる｡

酸処理によりdRGIトBから生成したmRGJlに再結合しなかったイオンは､

その結合サイトが dRGlトBにしかなく､mRGllには結合サイトがないため再結

合できなかったと考えられる｡したがって以上の結果から､dRGIトB複合体に

結合している全ての Sr,Baと､多くのCa,Pbが､複合体に特異的に結合して

いると言えよう｡

要約

dRGlトB水溶液と､その酸処理物のHfLCnCp-MS測定を行った結果､

RGII-B複合体に結合している全ての Sr,Baと､多くの Ca,Pbが､複合体に特

異的に結合していた｡



第 4節 HPLC/lCp-AESによるdRGlトB中Bとcaの定量

第 2,3節で述べたように､全分析の結果から､ラムノガラクツロナンⅡ-ホ

ウ酸ダイマー(dRGll-a)は､1分子当たり､約 1個のホウ素とカルシウムを含ん

でいた｡一方､小林らは､dRGu-Bは 1分子当たり21個のホウ素を含んでい

ると報告している(KobayashlelOI,1996)bdRGIl-Bは貴重な試料であるので､

全分析測定には数 mgLか用いることができないため､全分析汎定結果には,

試料溶液にコンタミしているホウ素やカルシウム由来の誤差がないとは言い切

れない｡

dRGIl-Bと結合している元素を定量するためには､サイズ排除 HPLCを用

いてdRGlトBとコンタミしているフリーなホウ酸やカルシウムイオンを分離して､

ICP-AESや TCP-MSで元素特異的に定量する方法が適当と考えられる｡しか

し､元素含量既知のdRGu-B標品はないので､定量にdRGIE-B棟晶を用いた

検量線法は使えない｡そういう場合の定量法として､二つの方法が報告されて

いる｡~つは､溶離液をカラムに流して未知試料をHPLC分離測定した後に､

インジェクターの後のスイッチングバルブを切り換えて溶離液をカラムに流さな

いようにして､元素の無機標準溶液をFl測定し検量線を作成し定量する方

法である(TakateraandWatanabe,1992)｡今一つは､カラム(接続されている場

合は紫外可視検出器)の出口とICP-MSなど元素検出装置の間に､2つ目

のインジェクターを取り付けて､通常の 】つ目のインジェクター l(カラムの

節)で未知試料を注入して分離検出後､2つ目のインジェクタ- 2で元素の

無機標準溶液を注入LFI測定する方法である(LeopoldandFr'cke,1997)o

ここでは､装置が簡単であること､常にカラムに溶離液を流す方が安定であ

ると思われることから､後者の方法で､dRGIトB複合体およびその酸処理物



中のホウ素とカルシウムを定量するために､サイズ排除 HPLC/lCp-AES測定

を行った｡ICPIMSではなくICP-Al:Sを用いたのは､一般に多くの元素につ

いてはICP-MSの感度がTCP-AESのそれより商いが､カル-/ウムについては

逆にICp-AESのほうがICP-MSに比べて感度が良い場合があるからである

(伊藤,1988)Oそれは､AIプラズマを用いるICP-MSでは､カルシウムに関し

ては､天然存在比 96.97%の仰caはdAr'の妨害を大きく受けて測定できず､ま

た206%の"CaはCO2､064%の Z̀caはA'HZの妨害を大きく受けてしまうの

で､天然存在比 0145%しかない一Jcaを測定に使わざるをえないことが大きな

理由である(河口,1994)0

実額方法

1)dRGlトB複合体の酸処理

dRGtl-B複合体は､シュガービートとタケノコから調製したQdRGTl_B水停

液(dRGI1-B濃度 シュガービート17mg/ml､タケノコ16mg/mL)を調製した｡

この水溶棟を水で4倍に希釈して､dRGII-B複合体試料とした｡また､この水

溶液 100Ll=こ05M塩酸 200L11を加え､30℃､30分間インキュベートした後､

1M水酸化ナトリウム100pJで中和し､酸処理物試料としたO

2)HPLC/lCp-AES測定

HPLC装置は､JASCOPU-980ポンプ(JASCOCo,Tokyo,Japan)を用い､カ

ラムの前後にRheodyne9]25インジェクターを2個取り付けた(インジェクショ

ンループ各 20pl)｡サイズ排除カラムは､YMC-PackD101-120(8x300mm)

(YMCCo,Kyoto,Japan)を用いたoI-H'LCの&rJ定条件は､溶離液 02M

HCOまNH一(pH65)､流速･10mI/mln､試料･標準溶液注入量 20plとした.

ICP-AES装置は､SIJSPQ4000(Selkornstrumentslnc,Ch'ba,Japan)を用いた｡

HPLC装置の2つ目のインジェクタ- 2の出口をICP-AESのネブライザー入り
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ロに､ PEEK(polyetheretherkelone)製チュービングにより直結した｡lCP_AES

の測定条件は､プラズマガス流量 16Lmln-1､外部ガス流量 05Lm.n-】､

ネブライザーガス流最 09Lmln-1､Rf出力･13kW とした｡検出は､NEC

PC-9801パーソナルコンピュータ上で稼働するSTT製 sps4000測定ソフトウェ

ア(vers･on280)の過渡測定モード を用いた｡Bは分光器 Bで波長

249773nm､Caは分光器 Aで波長 393366nmで､1秒毎に記録し､測定終

了後･結果をテキストファイルに保存した｡そのファイルを､市販の表計算ソフ

トウェアで読み込んで､クロマトグラムを得た｡

インジェクタ- 1と2は2叫 のサンプルループを用いたが､その容畳は正

確ではないため､両者の容量は等しくない｡そこで､カラムをはずして

Fl/ICP-AESモ~ドにして､インジェクター 1と2から交互に同じBとCa標準

溶被を注入して､インジェクタ- 1から注入した場合と2から注入した場合と

のピーク面積比を求め､両者のサンプルループの容量比とし､検長銀を補正し

た｡

結果および考察

図 3-9に､シュガービートのdRGI1-B水溶液(左)とその酸処理物(右)の

HPLC/TCP-AESクロマトグラムを示す｡dRGlトB水溶液のクロマトグラムには､

保持時間 5485にdRGIl-B由来のピークがBとCa両方で見られている｡保持

時間 752SのCaのど-クはフリーのCaイオンである｡また､1100S以後のシャ

ープな2つのピ-クは､定量のためにインジェクタ- 2から注入した標準溶

液 BO4ppm,Cat6ppmのピークである｡酸処理物のクロマトグラムには､9055

にフリーのホウ酸､5915にmRGIlに結合しているCa､そして754Sにフリーの

Caイオンのピークが見られている｡
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囲 3110に､シュガービートとタケノコのdRGlトB水溶液とその酸処理物の

HPLCnCp-AESクロマトグラムから求めた各成分のBとca濃度を示す.塩較

処理(HCI+)により､dRGrl-Bからフリーのホウ酸とCaイオンが遊離し､mRGIl

が生成する｡そのとき､Bについては､dRGlトBの Bの80%がフリーのホウ酸

として検出されたOHPLCnCP-AESクロマトグラムでのフリーのホウ酸のピーク

は､ブロードで裾を引いているために､回収率が 100%を20%ほど下回ってい

るのであろうoCaについては､dRGTTIBに結合していたCaと酸処理前から

存在していたフリーのCaイオンの合計量と､mRG【Ⅰに結合していたCaと酸

処理後のフリーのCaイオンの合計量はほぼ同じであったoLたがって､カラ

ムの後のインジェクター 2を用いたHPLCnCPIAESクロマトグラム各成分の B

とCa濃度測定は､ほぼ定量的に行われたと言えよう｡

dRGu-B水溶液のHPLCnCp-AESクロマトグラムから求めたdRGlトB中のB

とCa含丘と､その値から計算して求めた l分子のdRGIトBに含まれるBと

Ca原子数を､表 3-2に示す｡dRGll-Bの分子量は､第 2節の

MALDl汀OF-MS測定結果から9000とした｡その結果､シュガービートとタケノ

コの 1分子のdRGlトBに含まれるB原子数は087-093個､ca原子数は

081-086個と計算された｡dRGlトB試料重量は､それに含まれる微量の水分

や不純物により正の誤差を含む可能性があることも考慮すると､この結果から,

1分子のdRGlトBに含まれるB原子数は 1個であり､2個ではないことは間

違いない｡また､1分子のdRGTT-Bに含まれるCa原子数もほぼ 1個であると

言えるO図3-9左のdRGll-B水溶液のHPLCnCp-AESクロマトJ/ラムを見ても

分かるように､試料溶液中にはdRGll-Bに結合しているCa以外に､フリーの

Caイオンが無視できない量､含まれている｡この場合､試料溶液を全分析し

てCa濃度を求めてdRGIトBに結合しているCa濃度としたら､過大評価する

危険性がある｡その点で､HPLC/lCP-AESによる分離定量の有用性は極めて
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大きいと言える｡

1分子のdRGIトBに含まれるCa原子数は､B原子数に比べて少し小さな

値が得られたが､これは dRGlトBには微量の Sr,Ba,Pbなどが結合している

が､それらの結合サイトが Ca結合サイトと同じで,結合サイトが Srなどにより

置換されていることによるのかもしれない｡そのことを明らかにするためには､今

複､Ⅰ廿LC/lCp-MSによりdRGn-Bに結合しているSrなどの金属の定立を行う

必要がある｡

表3-2 HPLC/【CP-AESで求めたdRGII-B中のBとCa含丑

ソユが-ヒ◆-トdRGII-a B含丑(ng/mg) 112± 003

1分子dRCII-B当たりB原子数榊 093

ca含丑(mg/mg) 383± 004

1分子dRGIトB当たりCa原子数++ 086

タケノコdRGtトB B含量(mg/皿g) 105± 000

1分子dRCIl-B当たりB原子数** 087

Ca含圭(mg/ng) 357± 009

1分子dRGI卜B当たりCa原子数** 081

* 測定繰り返しは2回

桝 dRGIIlBの分子丑は9.000として計算した｡

ここで求めた､シュガービートの dRGIl-Bの元素含量､112PgB/mg､

383pgCarmgをもとに､dRGTTIB中の BとCaをHPLCIlCp-MSと

FrPLC/lCp-AES測定したときの両元素の検出限界(30)を計算した｡その結果

を表 3-3に示す｡Bについては,ICP-MSは lCp-A王Sより一桁検出限界が′ト

さく､Caについては､lCp-MSは lCp-AESより二桁検出限界が大きかった｡こ

のように､lCp-MSや lCp-AESはそれぞれの特長があり､またそれに市販装
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正の特性が加わるので､それらを考慮して目的に応じた装置の選択をしなけれ

ばならない｡

表 3-3 dRG【トB中の8とCaのHpLCnCp-MSとHPLCJICP一人ES測定における検出

限界(3g)

8 Ca

絶対丑(ng)濃度(pgn) 絶対t(ng)i*度(pgn)

lCp-AES(SPS4000) 096 481 006 28

1CPIMS(SPQ8000A) 006 3L 7.96 3979

' シュガービートのdRGlllBの元素含土は､ 1L2ugJymg,383LLgCa/mgとして計井

'1'lCp-AESは図319､ICPIMSは函317のデータから計算

… サンプルルーブは､20Jll

図 3-9右のdRGTl-B穀処理物の HPLCnCp-AESクロマトグラムに見られたよ

うに､mRGnにもCaが結合していた｡この Ca丘は､シュガービートdRGIIIB

で 062Llg/mg､タケノコdRGT1-Bで 0.50pg/mgであった.mRGnの分子Jtを

4500として,Ⅰ分子の mRGIIに結合しているCa原子数を計算すると､シュガ

ービートmRGJlで 007億､タケノコmRGuで 006個となった.すなわち､1

分子の dRGII-Bに 1個結合していたCaは,酸処理によりdRGII-Bが 2分子

の mRGIIに解離したとき､ほとんどはフリーのCaイオンになり､中和後の

mRGIlに結合していたCaは 5%以下ということになる｡

第 3節では､dRGJJlB水溶液とその酸処理物の HPLC/ICY-MS測定により､

dRGlI-Bに結合しているCaは､酸処理後もその l/3から1/4が mRGuに結合

していたことから､dRG【I-B複合体に結合している多くの Caが､複合序に特

異的に結合していると結論した｡本音の HPLC/lCp-A且S測定結果は､その結

論を蕪付けるとともに､Caに関しては､ICP-MSに比べて検出限界が小さい



ICP-AESを用いることで､dRGll-B複合体に結合している95%以上のCaが､

複合体に特異的に結合していることを示したといえる｡

要約

カラムと元素検出器の間に定量用インジェクタを付けて､dRGlLB水溶液

の HPLCnCPIAES測定を行った結果､Ⅰ分子の dRGI1-Bに含まれるB原子

数は 087-093個､ca原子数は 08ト086個であったOまた､dRGITIB水溶液

とその酸処理物の EIPLCnCPIAES測定を行った結果､dRGlトB複合体に結

合している95%以上のCaが､複合体に特異的に結合していたO



第 5節 dRGlトBと結 合している金属 の特性

第 3,4節で述べたように､ラムノガラクツロナンローホウ酸ダイマ ー

(dRGlトB)は､1分子当たり､1個のホウ素を含むとともに､1個のカルシウム

と､多くても02個以下と少ないものの･Sr,Ba,Pbと結合していた｡これら金

属が dRGlトBと結合している意味を調べるために､dRGll-BをEDTA処理し

て･結合金属を除いたときの dRG【1-Bの安定性､および dRGTT-Bを金属塩処

理したときの結合金属の置換特性を､サイズ排除 汀PLC/ICPーA丘Sまたは

HPLC/lCP-MS測定を行って訴べた｡

実験方法

1)dRGll-B複合体のEDTA処理

溶離液を通常の 02Mギ酸アンモニウムではなく､05mMの EDTAを含む

02Mギ酸アンモニウムに変えて､dRGll-B複合体試料をサイズ排除

HPLCJICp-MSとHPLCnCp-AES測定したoHpLCnCp-MSでは､'･B,･暮S,,日暮Ba,

zotpbを､rtpLCnCp-AESでは､BとCaを同時測定した｡

2)dRGlトB複合体の金属塩処理

31mM 酢酸緩衝液(pH50)中の 003mMのdRGII-B溶彼 80u=こ､10mMの

CaCl:,SrCIz,BaCl三,または PbCl】水溶液 20plを加えて､混合して､直ちにサイ

ズ排除 HPLC/1CP-MS測定を行った｡

3)HPLC/1CP-MS測定と HPLC/lCP-AES測定

HPLCnCp-MS測定は､第 2章第 2節と同様な方法で行った｡

HPLC〟CP-AES測定は､第 3章第 4節と同様な方法で行った｡



結果および考察

1)dRGlトB複合体のEDTA処理

通常の溶離液 02Mギ酸アンモニウムに05mMのEDTAを加えたとき､

lCPIMSの '̀caのバックグラウンドが高く測定が困難であったので､Caは

HPLC/ICP-AESで､Caを除いた金属は汀PLCnCp-MSで測定したO図 3_11に

HpLCJTCp-AES測定により求めた､溶離液にEDTAを加えたときのシュガーど

~トとタケノコdRGIJ-Bの元素濃度を示す｡また､図 3-12に､HPLC/lCJ,_MS

測定により求めた､溶離液にEDTAを加えたときのシュガービートとタケノコ

dRGIl-Bの元素イオン強度を,"Bの強度を 1としてそれに対する比で示す｡

図3112で示されている強度はZCp-MSのイオンカウント比であり､実際の濃度

とは異なることに注意する必要がある｡

図 3111と3-12を見ると､EDTAの有無により､シュガービートとタケノコの

どちらのdRGTT-BでもB濃度に違いがないから､溶離液-のEDTA添加によ

るdRGrl-BのmRGLIへの分解は起きていないことが分かるQdRGrr-Bに結合

している金属については､EDTA添加により､pbはdRGlトBから100%除か

れ･caも98%除かれた｡それに対して､Srは20-30%､Baは70-80%残

存したoEDTAとこれら金属イオンとの生成定数は､Ba78,Sr88,Call,Pb

183であるから､このdRGl1-8からの金属イオンの除去割合の違いは､この生

成定数の差を反映していると思われる｡

以上の結果から･dRGILBに結合している金属の中で､EDTA処理により､

分子当たり結合数が多いCaがdRGIトBから除かれても､dRGrT_Bは直ちに

mRGl1-分解はしないことが示されたOこのことは､CaはdRGrトBの構造に

不可欠な要素ではないことを示唆しているo
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2)dRGlトB複合体の金属塩処理

図 3-13に,HPLCnCp-MS測定により求めた､各金属イオンと混合したとき

のシュガ-ビートとタケノコdRGll-Bの金属イオン強度を､L■Bの強度を 1とし

てそれに対する比で示す｡dRGll-Bに接触させた金属イオン量は､モル数で

約 10倍である｡図 3-13で示されている強度は ICP-MSのイオンカウントであ

り､実際の濃度とは異なることに注意する必要がある｡また､ICPIMSの 一,ca

のイオンカウントは小さく､Caについては測定誤差が大きい｡

Caを接触させた場合､dRGIl-Bに結合しているCa,Sr,Ba,Pb量は変わら

なかった｡srを接触させた場合､dRGIトBに結合しているS,最が 15倍に増

加し､BaとPb量は減少したo Baを接触させた場合､dRGTTIBに結合してい

るBa愚が 2から25倍に増加し､Srとpb畳は減少した｡pbを接触させた場

合､dRGll-Bに結合しているPb最が3から5倍に増加し､Ca畳が若干減少

し､SrとBa量は著しく減少した｡

このことから､Ca,Sr,Ba,Pbの中では､Pb〉Ba〉Sr〉Caの順で､dRGlr_Bに

すでに結合している金属イオンを置換して結合する能力が大きいことが分かるO

要約

EDTAを加えた溶離液で､dRGu-Bの HPLCnCp-AESおよび〃CP-MS測定

を行った結果､dRGIトBに結合しているCaがdRGlトBから除かれても､

dRGrT-BはmRGll-直ちには分解しなかった｡このことは､Caは dRGLl_Bの

構造に不可欠な要素ではないことを示唆している｡

モル数で約 10倍の Ca,Sr,Ba,Pbイオンに接触させたdRGII_Bの

HPLC/ICP-MS測定を行った結果､ca,sr,Ba,Pbの中では､Pb〉Ba)Sr〉Caの

順で,dRGTトBにすでに結合している金属イオンを置換して結合する能力が

大きかった｡
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第 6節 HPLC/rCp-MSによる植 物細 胞 壁 中 dRGH-Bの検 出

第 1- 5節まで､双子菓植物のシュガービートと単子葉植物イネ科のタケ

ノコの細胞壁から､ラムノガラクツロナンローホウ酸ダイマー(dRGI1-a)を単離

してその構造等を調べてきたOそのとき､植物細胞壁中にdRGlトB複合休が

存在していることを知るためには､多量の細胞壁を酵素分解して複合体を可溶

化後､陰イオン交換やゲルろ過クロマトグラフィーを用いて単肖臣し､ホウ素含量

･分子量･糖組成などを測定するという大変な作業を要した｡そこで､植物細胞

壁中のdRGrIIB複合体を簡便に検出する方法を開発するために､微量の細

胞壁を酔素で分解後､サイズ排除 HPLC/lCp-MSにより分離分析する方法を

検討したo

実験方法

1)植物試料と前処理

試料は､双子薬植物のシュガービート､ポプラ､単子葉植物のタケノコ､イネ､

トウモロコシ､ウキクサ､および裸子植物のモミの細胞壁を用いたo細胞壁試料

10-20mgを 10mM 酢酸アンモニウム緩衝液(pH50)lmLにけんだくし､酵素液

(50mg/50mM 酢酸アンモニウム緩衝液(pH50)looFLL)10JLLを加え､30●C

で､18時間､振とうした｡遠心分離した上清を､0451tMのフィルターでろ

過して､分析試料とした｡

2)HPLC/lCp-MS測定

HPLC/lCp-MS測定は､第2章第2節と同様な方法で行った｡

結果および考察



1)シュガービートとタケノコ細胞壁のHPLC/ICP-MSクロマトグラム

細胞壁分解辞素として市販されているドリセラーゼとペクチナーゼ ssの細

胞壁分解特性を比較検討した｡その結果(図 3-14)､ドリセラーゼのほうがペク

チナーゼ ssより低分子化が進んだので､以後､ドリセラーゼを用いた｡

シュガービートとタケノコ細胞壁について､ドリセラーゼ処理前の元素全含量

と可溶化した元素主を測定し､表 3-4にその結果と､後者の前者に対する割

合を示した｡細胞壁のホウ素含有率は､双子粟植物であるシュガービートが単

子葉植物であるタケノコに比べて一桁大きかった｡細胞壁のドリセラーゼ処理に

より､シュガービートとタケノコの細胞壁中のホウ素の75%が可溶化された｡

図 3-15と3-16に､それぞれシュガービートとタケノコ細胞壁のドリセラーゼ

可溶化物のHPLC/ICP-MSクロマトグラムを示す｡シュガービートやタケノコの

dRGlトB複合体原品と同じ保持時間に､BのピークとCa,Sr,Ba,Pbのピーク

が観測された｡このことから､酵素分解･サイズ排除HPLCnCp-MSは､植物細

胞壁中のdRGrr-B複合体の簡便な検出に有効な方法と結論した.

2)各種植物細胞壁のHPLC/lCFLMSクロマトグラム

図3-17-3-21に.各種植物細胞壁のドリセラーゼ可溶化物の

HPLCnCP-MSクロマトグラムを示す｡すべての植物細胞壁のドリセラーゼ処理

液のクロマトグラムで､タケノコのdRGI7-B複合体標品と同じ保持時間に､A

のピークとCa,Sr,Ba,Pbのピークが観測された｡このことから､供試した双子

業植物のポプラ､シカモアカニデ､単子葉植物のイネ､トウモロコシ､ウキクサ､

および裸子植物のモミの細胞壁においてdRGl1-B複合体が存在することが

確認されたC間藤ら(MalohetoI,1996)は､植物細胞壁のドリセラーゼ可溶化

物をサイズ排除カラムに通して高分子画分と低分子画分とに分け､高分子画分

のホウ素全含量を分析した｡そして､供試した双子菓植物 17種と単子葉植
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表3-4 ドリセラーゼ処理により細胞壁から可溶化した元素のtと割合

Element sugarbetceHwall

TotaVpgg~l soLub11izedJpgg･1 %oflotal

8 43.4±06 324±58

Mg 2430±10 2440±70 1
Ca 8500±370 4770±360
Zn lO9±14 3.4±02
Sr 87_7±36 6).7±0.4
Ba 66.2±63 341±03
Pb O30±007 024±000

bambooceuwal)

To【叫 IgAll solubLJlZedJpgg~-

8 54±01 41=04

MB 330±70 200± O
Ca 1260±240 〕50± 20
ZE1 263±11 158±15
Sr 89±17 51±OI
Ba 65±03 40±00
Pb 257±024 176±003
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′○

ShovmsaRmeans±seortworepllCateS
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物 7種すべてで高分子画分にホウ素が含まれ､しかも15種では細胞壁に含

まれていたホウ素の多くが可溶化高分子画分に回収されたことから､dRGI]_a

複合体が高等植物に広く分布していると報告している｡間藤らの方法に比べて､

rIPLC/ICP-MS法は､dRGIIIB複合体の分子量との一致を確罷していること､

Ca,Sr,Ba,Pbの共存を確認していることの2点で､より確実なdRG11-8複合

体の検出方法であるoさらに､筆者の結果は､被子植物(双子秦植物と単子葉

植物)だけではなく､裸子植物においてもdRGlトB複合体が存在することを､

初めて示した｡

また､トウモロコシ､ポプラ､ウキクサでは､ボイド直後の高分子領域にホウ素

のピークが見られ､しかもこのピークと同じ保持時間に､Ca,Sr,Ba,Pbのピー

クが見られた｡したがって､このdRGIトB複合体より分子量が大きいピーク成

分は､その一部にdRGll-B複合体を含んでいると考えられる｡RGIlのガラク

ツロン酸直垂削ま､側鎖のないガラクツロン直鎖､すなわちホモガラクツロナン

(HG)と共有結合していると予想されているが､このdRGlトB複合体を含んだ

高分子は､HGと結合したdRGu-B複合体かもしれない｡

図3-22に､植物細胞壁のドリセラーゼ処理液のサイズ排除 HPLC/lCPIMS

クロマトグラムにおける､可削 ヒされたdRGll-B複合体ピークの金属イオン強

度を､ホウ素のピークに対する比で示した｡Caについては､すべての植物試

料でホウ素に対する比がほぼ一定であるoシュガ-ビートとタケノコの

dRGIT-B複合体では､Ca/ホウ素は約 1であるが､このことが多くの植物で一

般的であることを示唆している｡Sr,Ba,Pbについては､植物試料によりホウ素

に対する比が大きく異なっている｡それぞれの植物が生育した環境中の各元素

量を反映しているものと考えられる｡
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図3-22細胞壁ドリセラーゼ可溶化物のHPLC/lCp-MSクロマトグラ
ムにおけるRGl卜Bピークの金属イオン強度の植物間比較



要約

植物細胞壁のドリセラーゼ可溶化物のサイズ排除 HPLC〃CP-MS測定を行

った結果､この測定法は､植物細胞壁中の dRGrトB複合体の簡便な検出に

有効であった0本法を用いることにより､供試した双子薬植物のポプラ､シカモ

アカニデ･単子葉箱物のイネ､トウモロコシ､クキクす､および裸子植物のモミの

細胞壁においてdRG一丁-8複合体が存在することが確認された｡



第 4章 総合考察

本研究では､mvLVONMRや HPLCnCPIMSなど最新の状態分析法を用い

て､植物の必須微量元素であるホウ素の植物体内における化学形態を分子レ

ベルで調べた｡そして､図4-1に示すように､植物体内には､水溶性ホウ素と

水不溶性ホウ素があり､前者については､ホウ酸と低分子ジヒドロキシ化合物と

の水溶性エステルの存在､および後者については細胞壁中でのホウ酸とラムノ

ガラクツロナンⅡという多糖との複合体の存在を明らかにした(Matsunagaand

Nagata,1995,Matsunagaela/I1996,1997,lshllandMatsunaga,1996,KarLekoerol,

1997,松永&石井,1999)0

本章では､これら本研究で得られた結果やそれらから言えることについて､

これまでの知見を引用しながら考案を加えるとともに､今後の研究方向につい

て展望する｡

1 植物体内の水溶性と水不溶性のホウ素

植物休内には･組練をL… VO'■BNMR測定したときにNMR吸収を与える

水溶性のホウ素と､NMR教収を与えない細胞壁中の水不溶性のホウ素が存

在していた｡このように､植物体内のホウ素は､大きく分けると､水溶性ホウ素と

細胞壁中の水不溶性ホウ素とがある(鼠 4-I).

HuaLldBro､Ⅷ(1994)は､カボチャを50pMのホウ素を含むホ-グランド水耕

液で2週間栽培後､半数をそのまま50pMのホウ素を含む水耕液,残り半数

をホウ素を含まない水耕液で､さらに l週間栽培したときの､最新莱(第 5

莱)の全ホウ素畳と細胞壁(水不溶性)ホウ素量を分析した(図 4-2)｡全ホウ素

量と細胞壁ホウ素長との差が､水溶性ホウ素丑ということになる｡葉の生育は､
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図4-2カボチャ最新葉(第5菓)の全ホウ素と細胞壁中ホウ素含丑

Huandbrown(I994)より筆者作成.ホウ素を50トIM含む水耕液で
】4日間栽培後､半数をホウ素を含まない水耕液に移してさらに7日

間栽培した｡

マ二トール アピオース

図4-3ホウ酸とエステル結合しやすいシスジオール基を持つ

化合物の例



ホウ素 50pMでは正常だったが､opMでは障害が発生したOそのとき､ホウ

素 50pMの正常葉では､水溶性ホウ素畳(全ホウ素五一細胞壁ホウ素急)は

細胞壁ホウ素丑の 3倍であったが､ホウ素 oLIMの障害薬では､水溶性ホウ

素丑は見られず､葉中のホウ素はほとんど細胞壁ホウ素量であった｡すなわち､

ホウ素欠乏組織には､水溶性ホウ素は見られず､細胞壁中の水不溶性ホウ素

のみが存在したのであるoこのことは以前から知られているが､植物体内の水溶

性ホウ素と細胞壁中水不溶性ホウ素の実態は良く分かっていなかった0

2 植物体内の水溶性ホウ素

2-1水溶性ホウ酸エステルの存在

植物は､根から土壌溶液中のホウ素をホウ酸の形で吸収する(71ua｡d

Brown,1997a)O植物に吸収されたホウ酸は､体内を移動し､機能していくこと

になる｡

筆者は､植物体をNMR試料管に入れてそのまま測定する,nv,voL･BNMR

法により､各種植物組練中の水溶性ホウ素の化学形態測定を行ったO植物体

の-■BNMRスペクトルには､蕃離のホウ酸のピークとともに､ホウ酸イオンモノ

エステルおよびジェステル由来のピークが観測された｡以前から､試験管内で､

ホウ酸が低分子ジヒドロキシ化合物(シスジオール基を持つ化合物など)と安定

なエステルを形成することは良く知られていた｡そのことから､ホウ酸は植物体

内でこれら化合物とエステルを生成しているだろうという予想はされていたもの

の､それを示す証拠はこれまで提出されていなかった｡本研究の結果は､植物

体内での水溶性ホウ酸エステルの存在を直接的に示した初めての証拠と言え

よう｡



2-2.花の水溶性ホウ酸エステル

開花期コマツナを部位別にLnVLVO■lBNMR測定し､また水溶性ホウ素最を

分析した結果､菅､花､葵中には水溶性ホウ素が多く､その化学形態はホウ酸

ジェステルであったoこれまでも,花のホウ素含量が高いことは知られていた

(vasll,1987)が､その理由は十分には解明されていなかった｡また､花粉管の

伸長に､多くのホウ素を必要とすることも良く知られている(LoomlSandDurst,

1992)｡したがって､花粉管に供給するために花には多くのホウ素が含まれて

いるのかもしれないOもしそうだとしても､その形憶がホウ酸ジェステルであるこ

との意味は良く分からない｡次に述べるホウ素の再移動形態なのかも知れない｡

それを知るためには､ホウ酸とエステル結合しているジヒドロキシ化合物の同定

とともに､ホウ酸ジェステルの生育時期別の消長や組織･細胞内での存在位置

の解明を行っていく必要があるだろう.

2-3 ホウ酸ジエステルとホウ素の再移動

これまでの植物栄兼学の常時では､ホウ素はカルシウムと同様に､古い組総

から新しい組総-再移勤しにくい元素とされてきた｡しかしながら､B,ownら

のグループはここ数年間で､バラ科等の光合成産物が糖アルコールで転流す

る植物では､ホウ素の再移動が起きていることを明らかにしてきた(Br｡vvT"nd

Shelp,1997)O彼らは､これら植物ではホウ酸がソルビトールやマニトール(図

4-3･p85)とエステル結合して､師管按中を再移動すると考えたOそして最近､

セロリ師管液中のホウ酸-マニトールシエステルの存在を証明することに成功

した(Huela/.1997b)｡採取した数 ト1の師管液をマトリクス支援レーザー脱離

-プーリェ変換質量分析法で超高感度分析し､ホウ酸-マニトールジェステル

の分子ピークを検出したのである○彼らの仕事のポイントは､師管液のみを採取

したことにあり､そのことで検出されたホウ酸-マ二トールジェスチルが､試料研
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製過塩でのアーティファクトである可能性を消している｡

ホウ酸は､電気的に中性で小さな分子であることから生体膜透過能が削 ､の

で､ある組経から師管内を移動し始めたとしても削 合う導管内に漏れ出て元

の組掛 こ戻ってしまい､その結果､再移動が起こらない｡それに対して､ホウ酸

エステルはマイナス1億の電荷と､ある産度の大きさを持つ分子であるので膜透

過能は低く､師管内を再移動することができるのだろうと考えられている(H｡eI

ol,1997b)｡

作物栽培や育種といった農業技術の堤面でホウ素栄養を考えるときち.対象

とする作物が糖アルコールを転流に使う作物かどうかでホウ素の再移動が大き

く異なることを考慮に入れる必要がある｡BrownandShelp(1997)は､植物組,G

のホウ素含量分析による栄養診断を行うとき､糖アルコールを転流に使う作物

かどうかで診断に漬当な分析部位が異なること､ホウ酸が糖アルコールと結合

してホウ素再移動が起きる植物では､ホウ素兼面散布が果実生産に効果的で

あることを述べている｡また､彼らは､糖アルコール生産能が高い品種の選抜や

糖アルコール生産遺伝子組み換え体の作出による､ホウ素利用効率が高い作

物の育種を捷案している｡

214 水溶性ホウ素の粗雑･細胞内存在位置

ホウ素は､根からホウ穀の形で吸収され､ホウ酸やホウ酸エステルの形で体

内を移動し､最後にペクチンのRGII部分を架橋する形で細胞壁に取り込ま

れると考えられる｡本研究で存在が明らかにされたホウ教やホウ穀エステルの

形をとる水溶性低分子ホウ素は､では植物組歳または細胞のどこに存在するの

であろうか｡水溶性ホウ素が現刺されたダイコン根やリンゴ果実では､柔組織が

発達しており､それを構成する柔細胞は､薄い細胞壁(一次壁のみ)と､大きな

液胞を持つ｡細胞レベルで水溶性ホウ素の存在場所を考えると､可能性がある
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のは.細胞内では原形質と液胞､細胞外では細胞壁と細胞間隙である｡また.

ホウ酸とジヒドロキシ化合物とのエステル生成を考えるときは､その存在場所の

pHも重要である｡一般に･液胞は有機酸の存在のためにpHは 5以下と低く､

原形質のpHは 7前復･そしてアポブラストのpHは5- 65である(Smith,

1979;GngJIOnaZldSentenac,1991).

水溶性ホウ素が原形質に多量に存在することは考えにくい｡なぜなら､ホウ

素は､植物生育の適正濃度範囲が狭く､過剰書もよく知られているが､その過

剰害は､原形質に侵入したホウ酸が.核酸のリボース残基などが持つジオール

基と無秩序にェスチル結合して､代謝を阻害することに起因すると考えられるか

らであるoリンゴは､バラ科であり､光合成産物をソルビトールの形で果実に転

涼させるから､ホウ素はホウ酸-ソルビトールジェスチルの形で移動すると考え

られる｡Yamakl(1984)は､リンゴ果実細胞では､プロトプラスト調製法により､

ソルビトールはフリースペース(細胞間疎と細胞壁)と硬胞､フラクトース､グル

コ~ス､リンゴ酸は液胞に､そしてシュークロースはフリースペースと原形質に存

在していると報告した｡その後､同じ著者らは､よりよい方法とするコンパートメ

ント法では､ソルビトール､フラクトース､グルコース､シュークロースは､ほとん

ど彼胸に存在すると報告している(YamaklandIn°,1992)｡したがって､ホウ酸

~ソルビトールジェステルの形で移動してきたホウ酸は､リンゴ果実柔細胞では､

細胞間隙であればホウ酸-ソルビトールジェステル､また液胞であればホウ酸

~リンゴ酸の形で存在しているのかもしれない｡リンゴの液胞のpHはリンゴ

酸などの有機酸により低いので､共存していたとしてもホウ酸一フラクトースは

生成しないと考えられる｡これらのことを銅べる手段としては､ダイコン横やリン

ゴ果実などの確物組絵からプロトプラストを調製して､その .nv,vo1-BNMR測

定を行うことが考えられよう｡



3植物体内の水不溶性ホウ素

3~1ラムノガラクツロナンII-ホウ酸複合体(dRGr卜B)

本研究では､釆子葉植物であるシュガービートと単子葉植物イネ科のタケノ

コの細胞壁のドリセラーゼ可溶化物から･ホウ素一多糖複合体を単離した｡そ

して､その構造は､l分子のホウ酸が､2分子のラムノガラクツロナンJlを､ホ

ウ酸ジェステル結合で架橋しているラムノガラクツロナンD-ホウ酸ダイマー

(dRGローB)であることを示した(図4-4)｡

これまで､ホウ素が植物細胞壁に含まれていて､しかも細胞壁中のホウ素は

ペクチンと共存していることが報告されていた(HuaJldBro､von,1994)｡また､間

藤らはダイコン根細胞壁の酵素可溶化物の中からホウ素と結合した多糖を得た

ことを報告していた(MatoheLal,1993)｡さらに輩者らが､シュガービートとタケ

ノコから単離したホウ素一多糖複合体の構造決定を進めている間に､′ト林らは､

ダイコン根から単離したホウ素一多糖複合体の構造が､ラムノガラクツロナン皿

-ホウ酸ダイマ-であることを報告した(Kobayashieta/,1996)｡間藤･小林ら

のグループのdRGII-B複合体の発見は､ホウ素の植物栄喪研究において画

期的であったと言える｡

ラムノガラクツロナンⅢ(RGll)は､植物細胞壁マトリクス多糖の一つである

ペクチンの構成多糖の一つとして知られていた(01ヾeJue/al.1990)｡ペクチン

には､α-1,4結合したガラクツロン酸直鎖からなるホモガラクツロナン(HG)の

他に､ラムノガラクツロナン Ⅰ(RGJ)とRGtTとを合わせて3種類があることが知

られている｡RGuは､α-1,4結合したガラクツロン酸直垂削こラムノ-ス､アピ

オース､アラビノース等多種多様な糖からなる側鎖が結合した多糖で､分子立

は約 5000である(図4-5)｡RGIIの機能についてはこれまで不明であったが､

その複雑な構造から何らかの機能が予想されていた｡dRGIトB複合体の発

見は､植物栄養分野のホウ素研究と細胞壁多糖分野の RGJI研究とを結びつ
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図4-5ラムノガラクツロナンⅡの構造

直鎖のガラクツロン酸残基数は7-I5佃である｡側鎖の結合位置は､特定されていない｡



けた形となり･細胞壁多糖分野に新たな研究展開を引き起こしている｡

3-2 dRGlトB複合体に含まれるホウ素の個数

輩者らがシュガービートとタケノコから単離したラムノガラクツロナンII-ホウ

酸ダイマーの構造は･ホウ素の含量以外は･小林らの結果とほぼ同様であった｡

小林らは､彼らがダイコン根から単離したdRGTl-Bについて､分子土9894､

ホウ素含圭030%(30mg/g)という測定結果を得て､複合体 1m｡1は21m｡Jのホ

ウ素を含むと報告した｡筆者は･FlnCp-MS測定を行った結果､l分子の

dRGIl-Bに含まれるホウ素は約 1個であったから､dRGn-Bは､1分子のホウ

酸が､2分子のラムノガラクツロナンⅢを架橋している構造であるとした｡さら

に､カラムと元素検出器の間に定立用インジェクタを付けて､dRGlI-B水溶液

の肝LCnCp-AES測定を行って､1分子のdRGTトBに含まれるB原子数は

0･87-093個であるという結果を得た.したがって､dRGTI-Bに含まれるB原子

数は 2個ではなく1個であることは間違いないだろう｡

3-3 dRGlトB複合体中のホウ酸の結合相手

dRGII-B複合体の構造に関する大きな興味の一つは､ホウ酸 1分子がエス

テル結合している槍残基は何かということであったoo･Ne.lュら(Ⅰ996)は､

dRGlT-Bのメチル化による糖結合組成分析結果から､ホウ酸の結合位置は

RGIl中の2個のアビオースのうちの 1個のアピオースの2,3位であり､もうl

個のアビオースの 2,3位の水酸基はフリーであることを示した｡RGll中には､

アビオ~スを含む側鎖として2-0-MeXylを含む側鎖とAcencacldを含む側鎖

の2つがある(図 4-5)｡したがって､ホウ酸エステル結合による架橋の組み

合わせは､2-0-MeXyJを含む側鎖同士､Acencacldを含む側鎖同士､そして

2-0-MeXylを含む側鎖とAcericacLdを含む側鎖の3通りが考えられる｡つい
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最近､我々のグループは､dRGIトBを数段階修飾し､部分加水分解後､

GC/MS測定するという巧妙な方法により､2-0-MeXylを含む側鎖中のアピオ

ース同士が､ホウ敢ジェスチル結合していることを明らかにした(Ish.letOl,

1999)｡すなわち･dRGII-B中では､1分子のホウ酸が2-0-MeXyIを含む側

鎖中のアビオース同士とエステル結合することで2分子のRGTIを架橋してい

たのである(図 4-4)｡

アピオース(図4-3,p87)は､シスジオール基を持つフラノース環構造の単

糖であり､安定なホウ酸陰イオンジェスチルを作ることが知られていた(LoomlS

aJldDurst,1992)｡そのアピオースが､RG-Tの2つの大きな側鎖の中で､直鎖

と結合する部分の糖残基として存在し､しかもその一方のみが､ホウ酸とエステ

ル結合して架橋にあずかっているのである｡通常､ホウ酸と低分子ジヒドロキシ

化合物から生成するホウ酸イオンジェステルは､ホウ敦やホウ酸イオンモノエス

テルと速やかな平衡関係にある(図 ト2,p4)｡それに対して､dRGI1-8複合

体中のホウ酸とアピオースのジェステル結合は､複合体が単離されることからも

分かるように極めて安定であり､その安定化機構の解明は､今後の大きな研究

課題である.そのためには､ホウ酸が2-OIMeXylを含む側鎖中のアビオース

と選択的に結合する理由や,その一方でAcencacldを含む側鎖の存在意義

を明らかにしていく必要がある｡

3-4 dRGlトB中の金属元素

dRGrTlB水溶液と､その酸処理物のHPLCnCp-MSや HPLCnCP-AES測定

を行った結果､興味深いことに､dRGIトB複合体には､Ca,Sr,Baとpbが､

特異的に結合していた(図 4-4)｡dRGrトBに結合している金属元素丑は､Ca

はBとほぼ等モルで､複合体 l分子あたり)個であり､sr,Ba,Pb等はBに

対して多くても02モルをこえないモル比でしかなかった｡
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これまで･ポリヒドロキシカルボン穀とのホウ酸ジェステルに､Caイオンが

配位することが知られている(vanDumelal.)987a)O例えば､グルカル酸

(COOH(CHOH).cooH)とのホウ酸ジェステルでは､Caイオン2個が､カルボ

キシル基やホウ酸エステルの酸素と配位する(vanDuLne'al.1987b)｡dRGIJIB

複合体中の BとCaのt比が 日 と畳論的であること､l分子のmRGllに結

合しているCa畳は 01個以下とかなり少ないことから､dRGu-Bに結合してい

るCaは･dRGTI-Bのホウ酸陰イオンや解離したカルボキシル基の負電荷と結

合しているのだろうと想像される｡しかし､それを示す証拠は得られていない｡

逆に､0-Nelllら(1996)は､Pr''を配位させたdRGIトBの "らNMRスペクトルを

測定し､ホウ酸ジェステルのケミか レシフトがシフトしないことから､dRGlトB

中の金属はホウ酸ジェスチルとは直接には配位していないだろうと述べている｡

いずれにせよ､dRGll-B中の金属結合部位の特定は､重要な問題点として

顔されている｡

また､dRGll-Bに特異的に結合しているCa,Sr,8a,Pb等金属元素は､+2

価のイオンの中で､イオン半径が 1Å以上という特徴を持つ(OrNelueta/,

1996)｡例えば･Mg】◆は 066A､Zn2-は 074A､CaZ･は 099A､Srl･は 112A､

Ba:'は 1･20A､Pb2'は134Aである｡すなわち､dRGIトBは､イオン半径の大

きな二価金属陽イオンを選択的に結合していると考えられる｡この選択性が発

現するdRGlトB分子構造解明も今後の問題点として残されている｡それが解

明されれば･イオン半径の大きな金属陽イオンを選択的に吸着する化合物が設

計できるかもしれない｡また､dRGU-Bの金属結合に関する､安定度定数や

結合容丑を調べていくことも重要である｡これらの結果が､dRGLl-a､ペクチ

ンあるいは植物細胞壁そのものを利用した環境からの金属吸着捕典に道を開

くかもしれない｡

本章 3-3で述べたdRGIT-Bのホウ酸シエステル結合の驚くべき安定性の埋
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由解明や､金属結合部位の特定などを進めていくためには､dRGTトBの立件

構造を明らかにしていく必要がある｡近年の構造生物学では､結晶X線回折法

や NMR法により分子量数万のタンパク質の立件構造が解明されている｡し

かし､dRGII-Bの場合､多糖であるため､結晶を得ることは困難であること､

ペクチンを酵素分解した断片であり､ガラクツロン酸の直鎖数や､カルボキシル

基のメチルエステル化割合が一定でなく､分子量が一つに定まらないこと､主

鎖に側鎖が付いていて構造が複雑であることなどから､立体構造解明はかなり

蓬しい.最近では､dRGI1-BのtRrJ鎖構造を計算化学手法で求める動きもあり

(MazeauandPerez,1998)､今後の発展が期待される｡

3-5 dRGH-B中の金属元素結合の意養

Caなど金属のdRGll-a-の結合は,何らかの生理的意義を有するのであ

ろうか｡本研究では､dRGTl-Bに結合しているCaをEDTAによりdRGl1-8か

ら除いても､dRGl1-8のmRGI1-の分解は直ちには起きなかった｡ホウ素の

場合はそれを除くとdRGJIIBは直ちにmRGrJに分解してしまうから､その意

味では､CaはdRGlトBの構造に不可欠な要素ではないということになる.

試験管内でmRG【Iとホウ酸を混ぜておくとdRGIl-Bが徐々に生成するが,

Sr,Ba,Pbなどの2価正イオンを共存させると､dRGn-B生成が著しく促進さ

れ､しかも生成したdRGll-B分子 lモルには､各金属が約 1モル結合してい

た(o'Neulelal,)996)｡しかし､Sr,Ba,Pbなどに比べて､CaのdRGll-B生成

促進効果は小さかった(Ishllela1,1999)｡それに対して､Kobayashlら(1999)は､

CaもSr,Baほどではないが､dRGn-B生成をかなり促進すること､および

dRGI1-8をCDTA処理するとdRGIトBは徐々に分解することを報告しているo

そしてこれらのことから､植物必須元素 caの必須元素としての機能の一つは､

dRGu-a-の結合によるその構造安定化であると考えている｡

-98_



~方､本研究では､Ca,Sr,Ba,Pbの中では､Pb〉Ba〉Sr〉Caの順で､

dRGI相 にすでに結合している金属イオンを置換して結合する能力が大きい

という結果が得られた｡dRGU-Bの金属結合部位は､通常はCaが結合して

いて､植物に有害なsr,Ba,Pbなどが細胞壁に来ると､それら金属はdRGlJ_a

のCaと置換してトラップされるのかもしれない｡また､シュガービートなどのペ

クチンは2価の金属イオンと結合することが知られているが(Dron,letelal,

1996)､そのときの金属イオン結合-のdRGll-Bの寄与割合にも興味が持た

れる｡

このようにdRGu-Bに結合しているCaなど金属イオンの意義については瑞

論が多く･これも今後の検討課題の一つであろう.そのとき､留意しておく必要

があるのは､dRGIl-Bは､細胞壁をペクチン分解酵素で分解し可溶化したと

きに得られる断片であるということである｡dRGll-Bはホモガラクツロナンと共

有結合していると予想されているが､その形でペクチンの一部として細胞壁中

で存在しているときのdRGT1-8と､可削 ヒされたdRGTl-Bは､異なる立体構造

をとっている可能性があるからである｡

3-6 dRGH-Bの細胞壁での生合成と機能

dRGTトBは､細胞壁をペクチン分解辞索で分解し可馴 ヒしたときに得られ

る断片である｡RGITは､ペクチンの主体であるα I,4結合したガラクツロン酸

の直鎖状ポリマーであるホモガラクツロナンと､共有結合していると予想されて

いる｡従って､ホウ素は､細胞壁中で､ペクチン分子をRGn部分でホウ敢ジ

エステル結合により架橋し､細胞壁を構造安定化していると考えられる｡しかし

ながら､細胞壁からdRGrT-B複合体が得られたとは言っても､dRGIl_B複合

体の生合成機構や､細胞壁構造安定化への寄与を直接的に示す証拠は､今

後の課題として残されている｡
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では､ホウ酸によるペクチンのRGll部分同士の架橋は､どのように生合成

されるのであろうか｡ペクチンの生合成については､ホモガラクツロナンでは次

のように考えられている(西谷,1995)｡ペクチンは､ゴルジ体で､転移酵素によ

りUDPガラクツロン酸が重合して生成され､カルボキシル基がメチルエステル

化された後､細胞壁に分泌される｡そして､一部､脱メチルエステル化され､

ca2'により架橋され､ペクチン分子が形成される｡RGITの生合成については､

明確な証拠はないが､ホモガラクツロナンと同様と考えられている｡本章 2-4

で述べたように,細胞-運ばれてきたホウ素は､水溶性のホウ酸またはホウ酸

エステルとして､細胞壁あるいは液胞に存在すると思われる.したがって､ホウ

素がペクチンのRGII部分同士と架橋反応を起こすのは､おそらくRGllが細

胞壁に分泌された後であろう｡

このホウ素によるペクチン分子の架橋と構造安定化に関して､最近､極めて

興味深い報告がなされたOアカザ培凄細胞は､ホウ素無添加培地では､対数増

殖期には､細胞壁孔酸と細胞のサイズが増大したものの生育は続いたが､定常

期に入ると細胞サイズの増大が止まらず細胞壁が破裂して死んでしまった

(FlelSCherelal.)998)｡ところが定常期-の移行時に､ホウ素を培地に添加す

ると､細胞壁孔験サイズが正常値まで接少し､細胞壁の破裂は起きなかった｡

さらに､アカザ培養細胞は､ホウ素欠如培地ではRGIIモノマーしか含まない

が､ホウ素を添加すると､ホウ素は 10分以内に細胞壁に取り込まれdRGIトB

が生成するとともに､細胞壁孔隙サイズの減少が起きることが明らかにされた

(0'Nellい998)｡これらのことから､外から与えられたホウ素により細胞壁ペク

チンのRG【l架橋生成は速やかに起こり､生成した架橋構造により孔隙サイズ

の小さなペクチンネットワークが作られ､細胞壁の機械的強度が増大すると考

えられるO

この結果は､dRGIトBの生成と細胞壁孔隙サイズとを関連づけた最初の報
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告である｡細胞壁でのdRGIl-B生成時に.何らかの生合成辞寮が存在するの

か､あるいはCaなどの金属が必要なのかは不明である｡今後さらに､ホウ素

のdRGrl-B-の取り込みと細胞壁孔隙サイズ減少の機構や､細胞壁孔隙サ

イズと細胞壁の機械的強度との関連の解明が必要であろう｡また､植物個休で

も同様な結果が得られるのかを確認していく必要もあろう｡またRGTlモノマー

を検出する簡便な手段が開発されれば､ホウ素欠乏の良い診断指掛 こなるか

も知れない.

3-7dRGrl-B存在の普遍性

植物細胞壁のドリセラーゼ可溶化物のサイズ排除 HPLCnCPIMS測定は､

植物細胞壁中のdRGII-B複合体の簡便な検出に有効であった｡本法を用い

ることにより､供試した双子菓植物のポプラ､シカモアカェデ､単子葉植物のイ

ネ､トウモロコシ,ウキクサ､および裸子植物のモミの細胞壁においてdRGlトB

複合体が存在することが確認された｡

これまで､dROll-Bの植物細胞壁からの単離同定は､筆者らの双子薬植

物のシュガービート､単子葉植物イネ科のタケノコ以外に､双子葉植物のダイ

コン､シカモアカェデ､エンドクから行われている｡つい最近､輩者らのグルー

プは裸子植物のアカマツからdRGTTIBを単離同定し､HPLC/ICP-MS測定に

よる植物細胞壁中のdRGIトB複合体の簡易検出の結果を裏付けた

(ShlmOkawaela/,1999).このように､dRGIT-Bの存在は､裸子植物､被子植物

という高等植物の細胞壁には普遍的であると考えられる｡

では､シダ植物､コケ植物など比較的下等とされる植物には､dRGlトBは

存在するのであろうか｡シダ植物では､ホウ素は必須元素であると考えられてい

るが､コケ植物での必須性ははっきりとしていない｡dRGlユIBがペクチンの架

橋による細胞壁構造の強化に寄与しているとすれば､シダ植物を含む､維管束
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系を持ち休が鉛直方向に大きく成長する高等植物は､進化の過程で､ホウ素を

dRGIトBという形で利用することができるようになったことによりその形質を獲

得したのかも知れない｡下等植物におけるdRGIJIBの存在については､今後､

シダ植物､コケ植物などの細胞壁のドリセラーゼ可溶化物をサイズ排除

1廿LC/ICP-MS測定して､dRGu-B検出を試みることにより､明らかにしていき

たいと考えている｡

3-8 水溶性dRGH-B

本研究で､ダイコン横ジュース中には高分子と結合しているホウ素が存在し

ていて､それはdRGlト8様物質であることを示した｡その後､我々のグループ

は､その物質がdRGIIIBであることを確認している｡ジュース中に存在してい

る水溶性 dRGlトBが､ダイコン根でもともと存在しているのか､すりおろした時

に細胞壁分解酵素が働き生成したのかは分からない｡

最近､ワインやフルーツジュースに溶存している鉛の大部分は､dRGlトBと

結合した形態であることが明らかにされた(PellerlnandO■Nelll,1998)｡dRGIトB

と結合した金属のヒト-の可給性､すなわち胃腸での吸収が減少するのかどう

か､という栄養学的研究が必要であると考えられている｡このようにdRGlトB

に結合している金属については,ヒトの食品からの金属摂取の観点からも関心

が持たれているo

また､Shlnら(1997)は､朝鮮ニンジン葉の熱水抽出物からの､マクロファー

ジのインターロイキン6生産増強活性物質の単離同定を進めて､その物質が

ラムノガラクツロナンⅢであることを報告した｡そして最近､我々のグループも協

力した結果､ホウ敢ジェステルにより架橋されたdRGlトBが､インターロイキ

ン6生産増強活性の主体であることが明らかになった(ShLnetal,1998)｡今後､

朝鮮ニンジン菓 dRGTトBの持つ､インターロイキン6生産増強活性発現メカ
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ニズムの解明が期待される｡

4 終わりに

本研究では､図4-1に示したように､ホウ素の植物捧内化学形態と動態･

機能の基本スキームを明らかにした｡ホウ素は､植物体中で､①水溶性の形で､

ホウ酸の形態以外に､ジヒドロキシ基を持つ低分子化合物とのホウ酸エステル

の形態で存在している､そして②細胞壁では水不溶性の形で､ペクチンの一部

のラムノガラクツロナンⅢとホウ酸ジェステル結合し､ペクチンを架橋しているの

である｡

木章1で述べたように､ホウ素欠乏植物中では､水溶性ホウ素は見られず､

ほとんどが細胞壁中水不溶性ホウ素である｡これは,ホウ素は植物休内で､細

胞壁中のdRGT1-8複合体に取り込まれて機能を果たしていて､余#Jなホウ素

があれば水溶性の形で蓄積されるということなのだろう｡このようにホウ素が植

物の細胞壁で機能していることが明らかになったことで､ホウ素の必賓性が動物

では認められていないことも､動物細胞は細胞壁を持たないことを考えると理解

できる｡

また､植物がホウ素欠乏になると体内水溶性ホウ素量が減少すると考えられ

るから､植物体中のホウ素栄養状態を診断する場合は､植物体の全ホウ素量よ

りは水溶性ホウ素量のほうがより良い指標となると思われる｡一方､ホウ素は植

物への過剰害も起こしやすいことが知られているが､水溶性ホウ素の動態･化

学形態と過剰書発生機構は､密接に関わっているだろう｡さらに､量的には細

胞壁 dRGn-Bとして機能しているホウ素が多いのだろうが､それに比べて微

量な水溶性ホウ素が､細胞膜内で何らかの役割を果たしている可能性もないと

は言えないO

ホウ素の植物における動態･機能の研究については､ホウ素の植物体内化
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学形態が分子レベルで知られるようになったことにともない､本章で述べたよう

に新たな事実が次々と明らかにされ始めている｡このことは､ホウ素の件内化学

形態を知ることが､その動態･機能解明-の第-ステップであるという考え方の

妥当性を事付けているものであると言えよう｡そして今後は､本論文で述べたよ

うな分析化学的アプローチに､構造化学､箱物生理学など様々な分野のアプ

ロ-チを加えていくことで､植物におけるホウ素の働きの全体像が輔築されてい

くことだろう｡また､ラムノガラクツロナンローホウ酸ダイマーと特異的に結合し

ている金属元素の存在が明らかにされたことから､細胞壁での必須元素カルシ

ウムの役割や､細胞壁ペクチンの金属結合能などについて新たな研究が展開

されようとしている｡このように細胞壁成分と金属元素の相互作用が分子レベル

で解明されることも､今後に期待されよう｡



第 5章 要約

ホウ素は､高等植物の生育に必須な徴Jt元素であり､ホウ素が欠乏すると､

根や兼の伸長部位の生育が阻害される｡しかしながら､これまでホウ素の植物

における動態や桜能については､不明な点が多かった｡生者は､その理由の一

つは､ホウ素の植物体内での化学形態が分子レベルで明らかにされていない

ことにあると考えた｡一方､有力な元素状態分析法として､最近では Jn V.VO

NMRや HPLCJICp-MSが開発されてきている｡そこで､本研究は､植物の必

須微Jt元素であるホウ素の植物伴内における化学形態をこれら最新の状態分

析法で翻ペて､ホウ素の植物休内での動態.機能を明らかにすることを目的と

した｡

1 植物体内の水溶性ホウ素

1)ダイコン根とリンゴ果実という植物組粒の明瞭なLnVTVO "B NMRスペクトル

を､比較的短時間で得ることができた｡スペクトルに見られたピークは､ホウ酸､

ホウ酸ジェステルおよびホウ酸モノエステルに由来していた｡この結果は､植物

体中にホウ酸エステルが存在していることを直接的に示す初めての証拠である｡

2)ダイコン根とリンゴ果実のジュースの "BNMRスペクトルを測定した結果､

ダイコン根とリンゴ果実のmv.vo‖BNMRスペクトルに見られたシグナルは､
特にホウ敢エステルについては,植物組織の水溶性画分に由来していた｡

3)ダイコン根とリンゴ果実の凍さの "BNMRスペクトルを測定した着果,細胞

壁中のホウ素の多くは､運動性が低い化学形態で存在していることが示唆され

た｡

4)ダイコン凍ジュース中の高分子ホウ素土はJk大でもホウ素全転の 1%程度

と少なく､ジュース中のホウ素の大部分は低分子態ホウ素であった｡サイズ排除
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rlPLCIlCP-MSaJJ定したとき､ダイコン根ジュース中のエステ/レ態のホウ酸はカ

ラム内を移動している間に､ホウ酸とジヒドロキシ化合物とに遂離した｡

5)ダイコン根ジュースとその透析 .汝縮物をサイズ排除 HPLC/ICPIMS測定し

た結果､ジュース中には高分子と結合しているホウ素が存在していた｡

6)水耕栽培した生育初期コマツナを部位別にLnVLVOllBNMR測定した結果､

古い集ではホウ酸のピークが大きく､若い集や根では､ホウ酸ジェスチルのピー

クが大きかった｡水耕培地から十分に供給されたホウ酸は､古い薬に蓄積して､

ジェスチル結合を作る相手の低分子ジヒドロキシ化合物量に比べて当丑比が大

きくなったと考えられた｡

7)ホウ素供給丑が低い圃場で栽培した開花期コマツナを部位別に InVLVO "B

NMR測定し､また水溶性ホウ素圭を分析した結果､膏､花､葵中には水溶性

ホウ素が多く､その化学形態はホウ酸ジェステルであった｡また.茎葉中のホウ

素は､大部分が水不溶性であった｡

2 植物体内の水不溶性ホウ素

1)双子菓植物であるシュガービートと単子葉植物イネ科のタケノコの細胞壁

のドリセラーゼ可溶化物から､陰イオン交換およびサイズ排除を組み合わせた

3段階のクロマトグラフィーにより､ホウ素一多糖複合体を単離した｡

2)ホウ素-多糖複合体の分子量は MALDLrrOF-MS測定を行った結果､約

9000であり､複合体 1分子に含まれるホウ素は FlnCp-MS測定を行った結果､

約 1個であり､さらに -̀BNMR測定を行った結果､ホウ酸ジェステルの形態

で存在していた｡また複合体の多糖部分は,ラムノガラクツロナンロであった｡

さらに､複合体を酸処理した結果､複合体は2号体であった｡これらのこLか

ら､シュガービートとタケノコから単離したホウ素一多糖複合体は､1分子の

ホウ酸が､2分子のラムノガラクツロナン皿を､ホウ酸ジェステル結合で架橋
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しているラムノガラクツロナンローホウ敢ダイマー(dRGrトB)であると考えられ

た｡

3)dRGIT-B水溶液と､その酸処理物の HPLCnCP-MS測定を行った結果､

RGI1-8複合体に結合している全てのSr,Baと､多くのCa,Pbが､複合体に特

異的に結合していた.

4)カラムと元素検出器の間に定土用インジェクタを付けて､dRGII-B水溶液

の HPLC/TCPIAES測定を行った結果､1分子のdRGIr-Bに含まれるB原子

数は 087-093個､ca原子数は081-086個であった｡また､dRGlトB水溶液

とその酸処理物のHPLC/lCp-AES測定を行った結果､dRGlトB複合体に結

合している95%以上のCaが､複合体に特異的に結合していた｡

5)EDTAを加えた溶離液で､dRGIJ-BのHPLC/TCP-AESおよび〃CP-MS測定

を行った結果､dRGu-Bに結合しているCaがdRGTトBから除かれても､

dRGIIIBは mRG11-直ちには分解しなかった｡このことは､CaはdRGn-Bの

構造に不可欠な要素ではないことを示唆している｡また､モル数で約 10倍の

Ca,Sr,Ba,Pb各イオンに接触させたdRGIトBのHPLC/lCP-MS測定を行った

結果､Ca,Sr,Ba,Pbの中では､Pb〉Ba〉Sr〉Caの順で.dRGIトBにすでに結

合している金属イオンを置換して度合する能力が大きかった｡

6)植物細胞壁のドリセラーゼ可溶化物のサイズ排除 HPLC/lCP-MS測定を行

った結果､この測定法は､植物細胞壁中のdRGl1-8複合体の簡便な検出に

有効であった｡本法を用いることにより､供試した双子葉植物のポプラ､シカモ

アカエデ､単子葉植物のイネ､トウモロコシ､ウキクサ､および裸子植物のモミの

細胞壁においてdRGl1-B複合体が存在することが確認された｡

以上のように､植物体内のホウ素は､水溶性と水不溶性ホウ素に大別されたo

水溶性ホウ素の化学形態は､ホウ酸とジヒドロキシ化合物との水溶性エステル
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であり､ホウ素の移動や貯蔵に関与していると考えられた｡水不溶性ホウ素の

化学形掛 ま､細胞壁中でのホウ酸 1分子とラムノガラクツロナンロという多糖

2分子との複合体であり､細胞壁の安定性に関与していると考えられた｡
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