


1 994年度東京大学博士学位論文

マツ種子の休眠打破に伴う生理現象

および貯蔵型mRNAの貯蔵形態と挙動

1991年進学 林学専攻

益守員也



目次

目次

略語

I 緒言

1 -1 研究の自的と槻要
1 -2 実験材料 ・・・・・・・・・・・・・・・・. . . . . . • .. 5 

E マツ種子の低温湿層処理

n -1 低温湿層処理 ・・・・・ ・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 7 

1 低温湿層処理!とその意義 7 

2 低温湿層処理中の変化 9 

u -2 クロマツでの低温湿層処理の効果と遺伝子発現 ・・・・・・・・ 13

1 クロマツの低温湿層処理 13 
2 <実験 日A， s>の材料と方法 14 

3 <実験日 A>低温湿層処理の効果 16 
4 <実験 日s>低温下での rRNAの生合成 19 

5 実験結果のまとめと考察 23 

Il -3 チョウセンゴヨウでの低温処理の効果 ・・・・ ・・・ ・・ ・・・ 28

1 チョウセンゴヨウの発芽処理 28 

2 <実験 日C， 0 >の材料と方法 28 

3 <実験 日C>種皮除去発芽試験 29 

4 <実験 日0>111f酸素下での発芽試験 31 

5 実験結果のまとめと考察 31 

U -4 吸水に伴う チョウセンゴヨウの種皮の変化 ・・・・・・・・・・ 32
1 Ni&:の物理性による休眠 32 

2 <実験 日E-G>の材料と方法 37 

3 <:A!験 日E>機械的強度 38 

4 <実験 1]r)水透過性 40 
5 <実験日c;、気相透過性 43 

6 実験結果のまとめと考察 46 

11 5 吸水に{半うチョウセンコヨウの症と腔乳中の変化 ・・・・・ ・ ・ 52

1 <j[験 日H， 1 >の材料と万法 52 

2 <:A験 11H> R:¥.'I量 53

3 <:A!験 111 >八B.'¥並 54

4 :A験結果のまとめと考察 54 

11 6 マツの低温湿層処理についての考察 ・・・・・ ・・ . . . • . • 59 

J -



班 クロマツの貯蔵型 mRNA

1lI J 貯蔵型mR N A ..•.••...•••••••••...• 62 

111 2 貯蔵型mRNAの cDNAクローン

1 cDNAクローン

2 (実験 1lIA>の材料と方法

3 くうた・験llIA>cDNAクローンの選抜

4 実験結果のまとめ

。J
《

b
• • • 

-d戸、J
n
y

κ
U

ぷ
U

ζ

U

80 

JII -3 古種子の RN A ..•.....•••••••• •• •.. • 82 

l 貯蔵型mR'.JAの寿命

2 (実験 1IIB， C>の材料と方法

3 (実験 阻B>古碩子の発芽率

4 (実験阻C>古種子中のmRNA

5 実験結果の考察

82 

83 

85 

85 

85 

fI1-4 貯蔵型mRNAの貯蔵形態 . . . . . . . . . . . . . . . . . 89 

]リボ核タンパク質 的

2 (実験mD-H>の材料と方法 91 

3 (実験m0>低塩濃度緩衝液中の貯蔵型mRNAの沈降係数 93 

4 (実験 JJIE>高血濃度緩衝液中の貯蔵型mRNAの沈降係数 93 

5 (笑験皿f>発芽種子のポリソームのピユーロマイシンによる解離 95 

6 (実験阻G>乾燥種子のポリソーム因分のピユーロマイシン処理 97 
7 (実験 阻H>ポリソーム薗分の翻訳活性 100 

8 実験結果のまとめと考祭 102 

11I 5 発芽に伴う貯蔵型mRNAの消長 ・・・・・・・・・・・・・・ 107

l 発芽1iii後の逃伝子発現 107 
2 (実験!日 1 >の材料と方法 108 

3 (実験 lU1 >発芽10日目までの貯蔵型mRNAの消長 109 

4 ;k:!験結果の考察 109 

III 6 貯蔵型mRNAについてのまとめ ・・・・・・・・・ ・・・・・ 112

1 {7-{E.t!~義 112

2 イ7-fEJf~ iL~ 113 

W 総括 ・・・・・・・・・・ ・・・・・・・・・・・・・・・・ ・・ 114

V 謝辞 ・・・・ ・・ ・・・ ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 116 

引用文献 117 



略語

本論文で月H、る，物質名などの日本語表記，隣諸は， (社)日本生化学会編「英

和和英生化学用語辞典」に従った。同辞典で定義せずに用いてよいとしている略

号以外のものや，本文中で定義しない主な略号を以下に挙げる。

AsA 

OT1' 

E01'A 

ONA: 

RNA: 

mRNA: 

mRNP 

rRNA: 

Abscisic Acidアブシジン酸

Dithiothreitolジチオトレイト-)レ

Ethylenediaminetetraacetic Acidエチレンジアミン四酢酸

Deoxyribonucleic Acid デオキシリポ核酸

Ribonucleic Acid リボ核酸

Messenger Ribonucleic Acid伝令 RNA

Messenger Ribonucleoproteinリボ絞タンパク質

RibosomaJ Ribonucleic Acidリボソーム RNA

ポリ (A).RNA:ポリアデニル鎖が付加された RNA，真核生物のmRNA

ポリ (A)-RNA:ポリアデニル鎖をもたない RNA

S 0 S Sodium Dodecyl Sulfateドデシル硫酸ナトリウム

1 xデンハル卜溶液:0.02%フアイコール， 0.02%ポリビニルピロリドンE

0.02%ウシ血清アルブミンの l倍溶液

lxSSC 0.3M塩化ナトリウム， 0.03Mクエン酸ナトリウムの l倍溶液



I 緒言

1 -1 本研究の目的と概要

動物は生存繁殖に不適な環境に進退した場合，自ら好適な環境を選び移動する

ことができる。さらにヒトでは好適な環境の創造までする。それに対し積物は自

分自身で移動することができなし、。光の多い方へ地上部を伸長させ，水や酸素の

多い方へ根系を発達させるし，ユリなどでは特殊な根の収縮により球根を地中に

移動することができるが，その移動は微々たるものである。基本的に植物は不適

な環境にさらされた場合，その場で耐えることによって生き残る。耐えられなか

った個体は死ぬ。

高等植物が生活環の中で長距離移動できるのは花粉と程子だけである。生活環

の大部分を占める胞子体だけに限ってみれば穏子の散布が唯一移動できる機会と

いえる。種子の場合，空間的に移動できるのみならず.時間的にも好適な環境を

選ぶ能力をもっ。不適な環境の期間を休日民して過ごし唱好適な環境になった時に

休眠を打破し発芽する。

農林業では植物体を任意の場所に任意の特に生育させる必要があるが，貯蔵 ・

移動させるために，穂子の段階の植物体が用いられる。休眠している種子は，人

為的に不適な環境に種子をおいておくことによって，発芽せずに休眠状態に保つ

ことができる。逆に，不適な環境においても生命を維持できる段階が種子である

ということもできる。また，種子は発芽して光子守成を開始するまでの期間，独立

栄養的生活を営むことができ ないので，母植物体が同化したエネルギーを濃縮し

て貯蔵養分の形で貯蔵している。そのため食艇としてエネルギーを効率よく摂取

する際に穀物をはじめとして穏子を用いる。

枝子はj災林業上重姿であり ，多くの伎術がIJ日発されてきたが，貯蔵技術に関し

てはまだ開発途上である。恐によっては休11民が浅いため貯蔵中に発芽してしまう

ものや発芽能を失い死亡してしまうものがある。このような稜の穂子についても

生命を維持したまま長期間貯蔵する技術を開発することは.近年重要性が論じら



れている遺伝子資源の保存の而からも必要なことである。

本研究では。種子の休眠の仕組みを解明し貯蔵技術の開発に資するべく.比較

的深い休眠を示すマツ種子についておこなった生理学的・分子生物学的な実験研

究の結果を述べる。

種子を用いたこのよう な研究は良林学上のみならず，生物学一般にも重要な情

報を与えることができると考えられる。休眠種子は温度，水分，光などの環境要

因が好適になるのを検知する機構をもっている。さらに低温や高湿などを検知し

てその後の環境を予知する積もある。植物が環境を検知する機構を研究すること

は植物というものを把握する上での一つの課題であり，種子休眠やその打破の機

構を知ることは植物の環境検知機構の解明の一助となる。

また，近年，人類の驚異的な増殖に起因する社会的な要請により.本来，植物

の生存にとって不適であるはずの環境下で植物を生育させることが必要になって

きた。造林学の立場か らは，過酪な環境に対する耐性をもっ種の検索と共に耐性

を付与する育成方法の開発と育種が課題である。そのためには植物の耐性機構を

知ることが重要である。植物は様々なストレスに対して少なからず耐性をもって

いるが，最も過酷な環境下で生命を維持しているのが種子であり，稜子の休眠機

構は，すなわち様々な環境に対する耐性の機構である。

ここで一般的な種子休眠と発芽について概観する。母植物体の一組織である匪

珠から分化 ・発達した種子は，母植物体から分離するまでに，匪の分化・成長や

貯蔵物質の蓄積，種皮の形成などがおこなわれる。この期聞を成熟期あるいは登

熟期とよぷ。穂子は成熟すると一時成長を休止叩estする。多くの場合この時に

純子内の生理活性が低下 ・休止する。種子の成熟後発芽までは，種子の外見に顕

著な変化が見られないので(もっとも広義の)休眠矧 quiesαncyとよばれる。

発芽とは胞子や花粉守休眠芽の場合のように，休眠していた成長点が成長を再

開する I去をさすが守程子では幼根が種皮から突出し!圧が直接吸水し始める点を発

芽とする。実際には精子の場合 1 成長点の成長が始まってから幼根が稜皮から出

てくるまでにいくらかの時間を要するため本来の発芽とl時間差がある。なお本論

文凹主主では発芽にimした条件下に移した日から起算して発芽幾日目と表記するが，

各{間体が実際に発芽してからの日数とは異なる。

さらに， 11土内の生理活性の復活は，成長の再開という阪の形態的変化より前に

起きていると考えられる。生理活性の極めて低い状態をも って休眠 dormancyと



するならば，生理活性が回復した時が(広義の)休IlIi¥期の終了点である。回復は智

時的なものであり，点というより期間というべきであろう。このjgj削を休眠打敬

breaking of dormancyとよぶことにする。また休日民打破後のWj聞を発3判明とよぶ

ことにする。休眠打倣という語は一般に，J2林業の実務上の処.!!liとして，種子に

とっては受動的な意味でj日し、られることも多いが，本論文では種子内で生じる変

化をさす誌として用い，人為的な処理には発芽処理という話を用いる。

休眠後のJI壬の成長すなわち発芽には，他の総官と同じように適当な水分と温度，

酸系が必要である。この他，多くの種では光が必妥である。母体を離れた直後の

極子の環境が水分， iJ.il.l支， m聖業，光の 4条件を満たしているとは限らず，乾燥し

ていたか低混だったり水中など酸素が足りなかったり ，11古かったりする場合

がある。そのような場所では発芽後の成長にとっても不適であるので，環境が好

適になるまで休眠を続ける。ところが4条件が好適になっただけでは発芽がみら

れない穏がある。このような極子の休眠は， J庄の成長に直接必要でない環境にさ

らされないと打破されない。この場合の休眠が狭義の休眠である。すなわち広義

の休眠は，休IlIi¥後の成長に好適な環境だけで打破される休llfi:と，それ以外の条件

が打破に必要な休眠とに分けることができる。種子は概ね種によって狭義の休眠

を示すものと示さないものに分けることができるが，同じ極の中でも 4条件が満

たされた時に一部が発芽し，他の条件を与えたときに残りが発芽するような場合

がある。つまり 2つの休11民は現象としてははっきりと分けられるが，笑際の種子

の状態としては述続的なものと考えられる。本論文ではこれらの休眠を区別する

必要のない時にはすべてを含めて，つまり広義の休眠を単に休眠と表記する。

狭義の休眠を示す極子を発芽させるためには，何らかの発芽処理を施す必要が

ある。発牙処理法としては，積皮に傷をつける，高温にさらす，硫酸やアルカリ

溶液，有機溶媒にち」ばする，ジベレリンなど先芽促進ホルモン溶液に説法する，

市首11あるいは1:ULlで佐燥させる，低 i1~tで l放水させる，なと様々な }J法がある。い

くつかの処理法については，その休11民打破機構が解明されつつあるが. j民福I皇居

処:lmをはじめ，処旦!がもたらす特!Nな環境をいかにして海チが検知し，どのよう

に休眠がf1倣されるかについて不明な点が多い。低i'J.~話回処理中の Hi r 内では，

水分条糾と低i1~条件という 2 つの条件 Fにおいてのみ進行する変化が生じると 15'

えられるが，実際に科チのどの部分でとのような変化を生じているかを 本論文

日立で身究する。

通常の他物のお官では，成長に不適な環境にさらされると，個体全体あるいは



その器官が死亡してしまうが，積子や休眠芽では休眠することによってある程度

過献な環境を克服することができる。特に狭義の休眠状態にある場合には環境が

好転しても成長せずに休眠し続ける。環境が休眠打破に必要な環境に変わったこ

とを検知する機術は興味ある研究対象であるが，休日民打厳の機作を知るためにも，

休眠を引き起こしている要因を傑ることが重要である。

発芳三に必裂な条件が満たされても発芽しない休日民の要因は.妊にとっての外的

な要因と内的な要因にわけで考えることができる。種子全体としては発芽に必要

な混度，水分，円安素条件等が満たされたとしても，実際に成長する組織である妊

にとっての条件が成長に適しているとは限らなL、。種皮や妊手しなど粧を取り囲む

組織が妊の成長を阻んでいる場合，この休般を外的休眠 exogenousdonnancyとい

う。外的休l肢を示す種子では種皮あるいは妊乳がある環境刺激を受けて変化する

ことによって初めて阪が成長を再開する。また種皮に要因がある場合は種皮を除

くことによって発芽がみられるので外的休眠であることがわかる。具体的な要因

としては，機械的強度，不透水性，酸素不透過性など種皮あるいは!圧乳の物理性

が妊の環境を成長に不適な状態に保つ場合と，発芽抑制物質の含有など化学的に

成長に要する生理活性を阻害する場合とがある。前者は∞at-imposeddonnancy 

とよばれることがある。特に不透水性が主要因となって休眠している穂子は艇実

稜子 hard問 cdという 。本論文 U 4ではこの外的要因についての実験をおこなっ

た。

内的休日民 endogenousdonnancyは陸自身の中の成長に必要な遺伝子の発現や酵

素活性などが抑えられており発芽できない状態をいう。内的休眠を示す種子では

種皮を除いても成長を再開しない。日 ー5で述べるように活性を抑えている要因

としてアブシジン酸をはじめとして抑制l物質の存在がよく研究されているが，ま

だそのj印刷機作など不明な点が多い。休眠中のi立伝チ発現のおl御についてはほと

んど解明されておらず 本論文 111信ではこのことについて研究した。巡伝子の転

写も翻訳もおこなわれていないと考えられる休眠穂子口に. m R ~ Aがj汁蔵され

ていることがま"られているが， この貯蔵型m l~ ¥' Aの挨出の道具として まず IU-

2でcD¥Aの選抜をおこな った。得た cD ¥'.'¥を用いて， どの程度の時間的規

艇で貯蔵型mR¥'Aが貯蔵されているかや，その貯蔵形態について日1-3，4で

実験研究をおこなった。さらに貯蔵型mR¥'久の機能を考察すべく 111-5で発芽

J切での消長を調べた。

なお，発月三lQI;Þ~J物質はl凶の巡伝子発現や醇索活性などの生理活性を直後阻害 し



て.1Ifの成長を抑制する物質であるから，内的要因に含むのが妥当だと考えられ

るが.実際にはlIfを包む組織が多量に含有している場合が多しそれらの組織を

除いた時に抑制l物質が漏出して結果的に生理活性が糟加することもあり，このよ

うな場合，外的休日民との判別が困難である。

I -2 実験材料

どのような機構が種子休眠を制御しているのかを調べるために，本研究ではマ

ツ属 Pinusの2種を材料とした。マツ種子は成熟の過程で含水率が10%以下にま

で低下し，乾燥状態に保つことによって比較的長期にわたり.発芽能を維持した

まま貯蔵しておくことが可能である。このような比較的深い休眠を示す種子につ

いてその制御要因を調べることによって種子休眠の機構を解明することができる

と考えた。

マツ属は針葉数が 1-3本の復維管束亜属 Diploλ:ylonと5本の単維管東亜属

Haploλ:ylonに細分される。材料に用いたのは複維管束藍属に属するク ロマツ R

lhunbergii Parlと単維管束のチョウセンゴヨウ P.koraiensis Sieb. et Zuα.である。

クロマッ

クロマツは，本:HI. 四国，九州および韓半島南部の.主に海浜地域に天然分布

する。中国でも中・南部に生育するとされている。塩分に富む海風に対する強い

耐性をもつことから，海岸の防砂林や風致林として造林されている。日本におけ

る造林面積は近年減少傾向にあるが. 1987年では全国で151ha造林された(農林水

産省統計情報部。 1991)。韓国でも防砂林や風致林としての利用の他，材は建築 ・

土木用守樹皮や花粉，樹脂，針葉は食用 ・薬用として用いられる有用樹稜であり.

1992年までの20年間に年平均2.800haで造林された(山林煤.1983-1992)。

造林上の重要性から，日本においても韓国においても，クロマツの採種園が設

けられており.毎年，比較的安定に結実するので，毎年多量の実験材料を得るこ

とができ，古くから穂子発芽に|刻しても多くの研究がなされている。

チョウセンコヨウ

一方，チョウセンゴヨウは，中国東北部から斡半島， 日本に天然分布する。日

r
h
d
 



本では本州|および内向の産地に分宿する希少種であるが，中国東北部，特に長白

1I1脈1 小iJ'I!:Hiilll脈では倭占する宗林が広がっていた。しかしながら，樹幹が通

11'[であることや耐久性なとeの点ーで優れた用材となるため，重要な経済樹種として

大!止に伐探され， !H能江省での箆占林分面積2.1%. 蓄積で3.5%にまで減少して

しまっているu仏1982)090年ほど前から大規模に造林されてきたが，造林技術

はまだ擁立されておらず，中国東北部におけるijfr林研究の重要な対象樹種である。

その名の示すとおり，総半島においても特に北部に広く分布する郷土樹種である。

1991 年では怜凶のiiE林面積の27.1%を占める(山林勝.1991)。用材としての他，

純子は食川]にもされる重要な経済i圭林樹穏である。

チョウセンゴヨウの種子はたいへん大きく，合点とへそを結ぶ長径で15mm以上

ある。後述するように発芽のためには長期間の発芽処理を要するため造林上発芽

の段階でも改良育種の余地がある。実験研究上も発芽率がクロマツと異なり低く，

つまり発芽能の例休差が大きいため，生理学的な研究材料として級いにくい点も

あるが，その大きさは，値体ごとの解析を比較的容易にするものであり， 日-4 

に記した実験のように個体ごとの組織別の解析が可能である。

なお P.koraiensisの和名をチョウセンマツとしている図鑑もあるが，本論文で

は大井 (1992)に従い，チョウセンゴヨウと記す。

種子の構造

マツ属の積子は球果の中で成熟し秋に球果が乾燥し積鱗が1mいた後に散布さ

れる。クロマツでは奨がついているため，着地までに長距離を移動することがで

きる。チョウセンゴヨウには3立がない。積子は，種皮，雌性配イ肉体. I1壬の 3つの

組織に大きく分けることができる=践には，さらに外種皮と内種皮との 2庖から

なっている。内積皮の中に雄性配信体があ以後分を貯蔵する組織となっている。

本論文では，岩波 「生物学辞典ーを参考にして，マツの貯蔵組織である雌性配偶

体のことをも脳乳と記述する。内E重皮と!距乳の1mには妹心の痕跡組織が薄膜状に

{J:イ工する。I1壬手しのさらに於由11に怪がある。休11民極チ中の1怪には，幼fRと子葉が既

に分化している。阪には養分が足つないものの正常に分化する能力が侃iわってお

り(Sasakiand Kozlowski， 1969)ー また周囲の雌性組織から容易に分離して解析す

ることができるので m伝子発現にI刻する研究の材料として使平Ijである。
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E マツ種子の低温湿層処理

II-1 低温湿層処理

日 1 -1 低温湿層処理とその意義

農林業等で種子を発芽させる際，実際に発芽をさせる環境に種子を置く前に，

人為的に発芽処理をおこなうことがしばしばある。発芽処理には休眠打破，発芽

促進，発芽同調，耐性付与の4つの効果がある。前節で述べたように，積子によっ

ては発芽に適した温度， 水分，酸素，光条件が整っても発芽 しない。このような

狭義の休眠状態にある種子を発芽させるためには，発芽処理をおこ なう必要があ

る。狭義の休日民を示さない種子でも広義の休眠状態にある種子は発芽環境におい

ても発芽して芽生えが定着するまでにある程度の時間がかかる。このi時間をなる

べく短くし，かつ個体問の差をなくすことが発芽後の手入れの省力化や収量増加

のために重要である場合にも，発芽処理をおこなう。ま た発芽処理を施すことに

よって，処理しない種子より低温あるいは乾燥した環境でも発芽できるようにな

ることがある。

lnternational Sccd Testing A蜘 ciation(1985)は発芽処理を 12挙げている。その

内s 次の 6つの処理法を発芽試験の際に髭奨されている程を数え上げた。

作物 ・園芸重 花升 ・薬草等 木本積

列挙されている総種数 300 3 5 5 120 

(J. 2 %的椴カリウム 9 4 J (J 9 

~:1硫酸 1 0 2 

ジべレリン(G.'¥ ，) 7 2 

低iMi!U~府処湾! 132 2 3 7 3 3 

高組処理L後熟) I 2 

すも 6 J 0 2 



人工的に休眠を打破するための発芽処理として. f荷積前に水分に触れた状態で

低混にさらすことを低温湿屑処理という。処理が比較的簡単である上，適用でき

る積が多いため，古くから用いられてきた。元来，湿った砂や敵性泥炭などの培

土中に幾層にも極子を並べることから英語で stratificationといい， 日本語でも湿

府という語を用いるが，積庖しなくても湿潤条件下で低温にさらせば同じ効果が

あるので moist-chillingあるいは単に冷処理，低温処理. chillingと記されること

もある。発芽のための前処理という意味で prechillingという誌も同じ処理に用い

られる。また低組混層処理によってのみ発芽が誘導される種の湯合には，単に後

熱処理 after-ripcningある いは発芽処理 pretreatmentという語を低温混層処理を

指して使っている文献もある。樹木などで耐寒性 ・耐t束性を高めるために成長停

止後に低温にさらすことを hardeningというが，この語を種子の低温湿層処理に

あてている研究者もいる。

処理温度について最適混皮を調べる試験が古くから為されているが，

Intcmational Seed Testing Association (1985)によれば，草本では 5'C-l0
0

C.木本

で IOC-50Cでおこない，零下にならないよう留意すべしとされている。本研究

における笑験では，播種した種子を 40Cに設定した冷蔵庫あるいは低混室内に置

くことで低i1~1湿!罰処lÆとした。処理期間は種によってまちまちであるが，一般に

数日~数カ月で，概して大きさの大きい種子ほど長期間を要するようである。

休眠打破に低温湿層処理を妥する種は多いが，処理に適した温度が芽生えの成

長の最適温度であるものはなく，処理中の発芽も希である。ほとんどの種が低視

湿層処理後20-300Cの常温に移されてから発芽する。 一般に，種子は水分と温度

と西空素の条件が好適な場合にはじめて発芽するが，低温湿層処理を要する種子は，

制度に関して不適な環境にさらされることによって休眠が打破されるという性質

をもっ。

合門的的には冬の低温を検知することによって. tn~l度が上昇ーした 11干すなわち

イトになったIL'iにすぐに発芽するための機構であると説明されている。生活史の中

で利子の段慨は他と比べて生仔できる環境条件の師が広く，低温に対しても大き

な耐性をも っている位が多い。i主に発芽したばかりの芽生えは木化なと低温に対

する後梢が米先達で|耐性が絞も低い段階である。生き残るためには温度の低い時

JgJを冊子で過ごし，発芽直後しばらくの間は 'it~' lI;;t下にあるのが宅ましい。 地球上

の本，出--i:;it;:-lfではIlU~;;';低温の 191 Ij~ (冬)と成長に.i@iした温度の期間〔芥~反)がj古JJ倒

的に巡ってくるので，低温のWJ聞が終了したl単後に発芽することによって生存の
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可能性を高めることができる。低混湿層処理要求性の種は，ある程度の期間の低

温を検知した上で成長に適した混度条件になったl時に直ちに発芽するよう適応進

化したと考えられる。

休眠打破に低温湿層処理を要する磁は多くの属，科にわたっており，同属内で

も要する種と妥さない種とがある。種内でもその袈求性が，個体や休眠していた

期閣の長さによって異なる。表 日1にマツ属 Pillusの低温湿層処理要求性と共に

短伎上に束生する針葉の数と天然分布とを示した。単維管束:!IE.属の種は p

ansla臼と P.peuceを除いて， f!!;i1u't湿層処理をしなければ発芽しない。復維管東

亜属の種{ま，し、くつかの例外があるが，特に新鮮な穂子の場合低nM.湿陪処理なし

でも発芽がみられる。採取してから貯蔵しておくと処理を要するようになる種も

あるが，処理不安の種も多い。分布との関係をみると.冬の低温が過西宮であると

思われる高純度地方や高地に分布する種で低溜混賠処理要求性が高いことがわか

る。同種でも例えば P.pOllderosaのように粋皮あるいは標高の高い地方に分布す

る亜種が低温湿層処理を要する。この分布との関係も，低温湿居処理要求性が芽

生えを低温にさらす危険を避けることによって生存率をあげる機構であるという

説の傍証となろう 。

日ー 1-2 低温湿層処理中の変化

生物を構成している分子を特に生体分子といい，元素を生元素ということがあ

る。主命の神秘はその編市IJのみにあり，個々の生体分子や生元素は無生物の分子

と!頁二普遍的な化学的法則に則った性質をもち反応をおこなう 。一般に化学反応

は返支が高いほど速く進む。生体内の反応の多くを触媒する酵素においても温度

が広司、!三ど反応は速くすすむが.ある温度以上になるとその構造を維持できなく

なl' 怯媒 と して機能できなくなるので，回イ干の最適j震度をもっ。 低侃l~{IJ でも，

一般み温度反応法日IJに従って祈性が低下するほか，タンパク質の尚次椛込ーを維持

して、る疎ノド紡介))が低下 し術iiEが消失して活1'1を失う場合がある。そのため11::

開示会になJl.if氏禍j支 紋適瓶度 11走高植皮があり，多くの生理反応の最適温度は

30仁詩後である。ところが生理反応の内にはも っと{臥、温度でのみ進む反応があ

る 。 植物では冷 lI;J_~;;~-;1'fやそれに対する i耐凍 ・ 耐寒nの誘導，そして低組担層処理

による休眠f丁目止なとがまJIられている。一般のi1iiU支反応法!ilJに逆ら って，低温での

み生じ る反応の誘導機構は生物学上，たいへん興味ある対象であるが，未だ解明
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表 IIJ マツ属の低温湿層処理要求性と分布 低ifull~~'((i処即日数は USDA Forcsl Scrvice (1974) 

で"舵奨される低制混j凶処理則11U"としてまとめられているデータによった。英語の標権名と分布はI"J

.'.'を，円本語 l~>'i色宇;と短技の主1 .Xi数は上目l (1959)を参与にした。針3定数の明記されていないものに

はワ印を十lした 学名の括弧内は'R名。

学名 (命名者名は省略) 記事権名

PII1fIS edlllis 

P. banιs/(ma 
P. bnllia 

p， cllillsa 

P. cOtl(orta var.COII(orUI 

P. cot1(orla var.lalifolia 

P. cOf1(orta var.mllrrα:yallfl 

ピニヨン

ノぐンクスマツ

カラブリアマツ

sand pine 

P. dellsiflonヨ

P. echinata 

shore pine 

l凶ge凹lcpine 

l凶ge凹 lepinc 

アカマツ

P. g/abra 

P. !teldreichii 

P. merkusii 

P. fIlflgO (11回 ntono)

P. I1Il1ricata 

P. nigr，“({aricio) 

P. pillaSler (marItIf/lll ) 

P. pinea 

p， resinosa 

R早/v町 rns

P. I/Hwbergii 

P. virginiana 

p， halepensis 

P. jJulIgens 

P. gerardiano 

P. radiot(l モントレーマツ

P. caribaea キュノ〈マツ

p， altemwto knobcone pi ne 

P. cembroides メキンコマツ

P. jeffreyi ヅェフリーマツ

R 印刷nenslS キャナリーマツ

p， cort!teri Cou 1 ter pine 

P. elliouii var .densa 

P. e!liouii var.elliotlii sJash pine 

P. iwmlllris (kJwsya) カユノアマツ

P. palllsrris ダイオウユノョウ

P. ponderosa var .pollderosa 

P. ponderosa var.arizonica Ariz印国 ptne

P. ponderosa var .sco/)ulomm  

P. rigidll リギダマツ

P. roxburghii (/ollgifolia) ヒマラヤマツ

(1) 2 (31 

2 

o 0 60 

o 7 0 7 

針葉数 低組問J菌処理日数 天然分布
新鮮極 f附蔵種 f

2 1 

2 

21 21 
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ド
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田
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ク
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リ

仰

ロ

マ

m
ツ
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一

町
四

M

ル

ン

シ

一

イ

タ

d

一

口

噌

レ

ン

ラ

由

叩

恥

メ

モ

ビ

ヨ

カ

イ

問

ヨ

ク

円

ア

プ

ジ

(213 07720 

(21 3 0 0 

(213 6060  

(213 0 030 

(2) 3 (5) 0 0 60 

3 0 0-20 

21 90 

3 1 0 0 

31 0 15-60 

3 

(213(;1 03060 

?

の
F

3

3

3

 

0-45 

メキシコ~米，半乾地

米北部~カナダ

1肯欧~西亜

米東岸，砂地

米東部~アラスカ，低地

米東部~カナダ，山地

米西部~アラスカ，高地

東亜

米中部~南部，沿岸

米東岸，沿岸

東南欧，高地

束南更

欧州中部南部，亙高山

米西部，沿岸

西アジア~件]欧

地中海沿岸

南欧

米東部

欧州~東北亜

日本.沿岸

米東岸

地中海沿岸

米東部

南]li.山地

米西岸

米東岸~中米

米西部

北米西南部，半乾地

米西部1. 山地

キャナリ-，1，み乾地

米東南部~メキシコ，山地

7ロリダ南部

米南部，沿岸

点南亜-ltlillI
米南部

米東南部~カナダ南部

28 

o 20 

0-30 

メキシコ~米点南部

20-60 メキシコ~米点南部，山地

o 30 米東北部~東南部，山地。 南if巨モンスーン地帯



表II1マツ属の低温湿層処理要求性と分布 (つづき)

天然分布

全米吃燥地

米東南部，沿岸

氷点部.，:-Hi1 
メキνコ
メキンコ

米西南部.下位11I地

全米，下乾山地

針葉数 低温滋j西処理日数
新鮮Hif-lI'i・h財晶子

サビンマツ 3 60 120 60 120 

テーダマツ 3 30 60 30 60 
凹ndpine 3 (4) 0 0 30 

A田chepine 3 (4 5) 0 0 
明eXl回 nweeping pine 3 4 5 60 60 

Parry p】nyon 4 ? 0 0 ~ 30 

アメリカヒトツパマツ 1 ~(2) 28 90 28 90 

標準名

円守σhil1t:t1llfl

P. taedn 

P. scrotma 

P. cngelmallllli 

P. patula 

P. cemblαdes var.parl)'flllfl 

P.n回 '!lophylla

学名

米商 I~j部。!IJj高山

米南部，!IJj高山

台湾~中国北部，中高地

米西部，!IJj尚i山
アルプス

ンベリア

米東部山地~カナダ，亜高山

メキシコ~米京市部， 1M也
東北亜，山地

北米南西部，山地

米西部

日本， 山地

バルカン下品高山

東北亜

米北東部

カノレフォノレニア

ヒマラヤ

90 120 90 ~ 120 

o 0 30 

90 90 

90 90 
90 270 90 270 

60 90 60 90 
21 90 21 90 

60 120 60 120 

90 90 

60 90 60 90 

30 120 30 120 

90 90 
o 60 60 ~ 180 

120 150 120 150 

60 60 

30 90 30 90 
0151590 
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5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

5

 

P. albicflu/is シロカワゴヨウ

P. nrisWt(l bristlccone pinc 

P. armondii タカネゴヨウ

P. fmlfUllriana f ox ta i 1 p i nc 

P. ce川 bra ヨーロッノむ、イマツ

P. ccmbra varsibirica siberian stone pine 

PfI即日間 シナヒマツ

I~ fI叩 h¥"ν噛ar.l'cflc.訓 (，ω写sCr叩01.初，ilm円P刀川F
P k如or.叩ピ“山JμIf円叩"明n町IS叩SIωs チヨウセンマツ

P 10α削11川P川Iber問rμ10山，即凹 ナガミマツ

P. monticola モンテイコラマツ

P. parviflora ヒメコマツ

P. pCllce マケドニアマツ

P. pwnila ハイマツ

P. SCr品川 ストロブマツ

P. torrcyflnfl Torrey pi nc 

P. waflichiana (ιcelsa) プータンマツ



されていない。

DroSl一Hansenand Thorhaug (1969)は縞物の様々な生理現象の転換点が15
0

C付近

にあることと，純水の高次相転拶点が15，30， 45， 60Tにあることとの関連を推

論している。生体朕を形成するJj旨質も高温では流動性の高い液晶状態にあるが温

度が下がるとゲル状態に相転移する。相転移を起こす祖皮は脂肪酸鎖の組成によっ

て異なってくるが， 15
0
C付近で生じることもあり得る。 Hに ATPアーゼが低温

でサブユニッ トに分かれることが知られている。 H仁 ATPアーゼが失活するこ

とによって細胞質から液胞への H+の輸送がなくなり細胞質が敵性化すると考え

られる (Yoshidael al.， 1989)。作物の耐凍 ・耐寒性については多くの研究がなさ

れており，低温によってのみ誘導される逃伝子もいくつか同定されている。遺伝

子の発現を含め，これらの相転移やタンパク質の構造変化との関連で低温によっ

て生じる反応がいろいろ調べられているが(例えば Lyonsand Raison， 1970; Murala 

and Yamaya， 1984)，現在のところ，低温がそれらの反応を誘導する機作はわかっ

ていない。

低温湿l菌処理によって休眠が打破される機構を知るために，古くから処理中に

生じる種子内の変化が研究されてきた。今までに知られている変化としては，貯

蔵物質の分解ーなどに関与する酵素活性の増加，呼吸の域'加，泣伝子の発現，発芽

抑制効果をもっアブシジン般の減少，発芽促進効果をもっジベレリンの増加，

pHの低下などがある。いずれの研究でも，ある特定の槌についてある特定の変

化を追ったもので，その種子の処理中に生じている変化を総合的に調べたものは

少ない。対象としてカエデ属 Acer， ハシバミ属 COlylusavellana， リンコ Malus

dom白 I日， セイヨウナシ ηruscommUnISを用いた研究は多く，係々な変化が報告

されているが. 一つの研究グループが一つの種について検討した例はほとんどな

l、。

低温1皇居処理の場合，処理前と比べ処理中の極チは低11laという条件だけでなく

湿潤条件にもさらされている。様々な変化の内には，低可11条件によって誘導され

るものと湿潤条件によって誘導されるものとが混在しており低副首4府処理によっ

てのみ誘導される変化を調べるには常温で混il1jという条件での対照実験が必要で

ある。ところが依々な変化を調べた研究にはこの対照が欠如しているものが多い。

例えば酵素について 低温条1'1ードで活性が高くなる両手紫はいくつか報告があるが，

低説湿潤条件下にあった組織内で高い両手索活性が生じているのを示したものがほ

とんどである e 低温iJit.J凶処母1'1'に種子が低穏を検知Iして主IJめて生じた変化なのか

12 



単にl放水によって生じた変化なのか定かでないものも多い。

本研究では，実験材料をクロマツとチョウセンゴヨウの種子に限り，それらの

種子で低視湿!百処.I!lI'1'にどのような変化が生じているかを，常温で吸水させた場

合と比較しつつ検討する。

II-2 クロマツでの低温湿層処理の効果と遺伝子発現

0-2 -1 クロマツの低温湿層処理

クロマツ種子は低温湿層処理をしなく ても発芽する(表 日1)。しかしながら，

低潟湿層処理の他の効果である発芽促進効果はク ロマツにおいても認められると

いわれている。

クロマツの低温混庖処理に関しての古い報告としては Barton(1930)のものが

あり，それ以降のいくつかの文献に引用されているが，最終的な発芽率が40%以

下で一般的にいわれている発芽率より低いので，そこに示されているデータは信

頼性に乏しい。

郷 (1956)のデータでは.平均発芽H数が者!c処理で 10.I日だが，低温湿層処理

の期間が長いほど短くなり 3か月の処理で6.3日になる。また最終的な発芽率も

無処理より高くなる (90%以上)。他にも発芽促進効果についていくつか報告が

あるが (Asakawa，1959b; 浅川・佳司， 1966)，発芽条件などによって発芽速度が変

わるので効巣の程は報告によってまちまちである。

低温湿層処理がクロマツの発芽におよほす影響としては光処理との相関も知ら

れている。長谷川・古川 (1955)や Asakawa(1959b)は，低温i豆層処理をすると暗黒

下での発茅(11古発芽)が増加すると報侍している。 Asakawaand lnokuma (1961)は

)¥':11と発茅の関係を調べ 低温ilIJi"'I処理をすると法赤色光照射による発芽阻害が

兄られないことから.低温湿J[iÎ~ .f.ljl によって光感受経路以外の経路がすすむと考

~{している 。 Sa拍ki and Asakawa (1974)は発芽処理以前の種 fの調製もH古黒下で

おこなった場合.暗発芽しなくなることから，クロマツ種子は光感受性紐子であ

り乾燥状態でも採光に感応することを見いだし，それ以前の実験は光riIJ燈を考慮

にいれていないものであると指嫡したが，低品l[混J["j処理をすると発芽不は低いも

のの H音発芽することも記している 。 低!l.iL~Ji'Î処理によって光処JlIIの効果が地幅さ

13 



れ，また一部代換経路がすすむのは確かであろう。

処理中の変化として.低温湿層処理中に発現してくる遺伝子があることがいく

つかの穫で報告されている。しかしながら，その内のいくつかの実験はRNA総

体の量的変化をみたものであったり.翻訳産物を比較したものであったりして，

実際に低温下で生合成されたものであるか疑念をさしはさむ余地のあるものもあ

る。皿章でみるように予め生合成された RNAが翻訳活性を抑えられた形で休眠

程子に存在しており，この RNAの翻訳活性が増加しただけの可能性もある。ま

たRNAの抽出収率が吸水前後あるいは発達段階で異なる可能性もあり，蓄積量

の増加だけを生合成の根拠とするのは危険である。

本節では，まず，本実験で用いるク ローンの種子と処理条件における，発芽日

数と発芽後の成長におよぼす低温湿層処理の影響を調べた(実験[]A)。次に低温

下でも遺伝子の発現があるかどうかを， RNAの標識前駆体を取り込ませるとい

う，生合成をより直接的にみる方法で調べた(実験[]s)。

日-2 -2 <実験 日A，s>の材料と方法

種子と発芽試験

1988年10月に茨城県林業試験場のクロマツ精英樹採種園で採取したクロマツ

Pinus thunbergii Parlのクローン高萩 l号の種子を用いた。採取した球果を温室で

乾燥し種鱗を開かせ，種子を集めた。種子はZ~を取り除いた後，密閉容器に入れ，

実験に供するまで冷蔵庫(4
0
C)に貯蔵 した。

乾燥種子の個々の重さを計測 し 10mg以下の種子は不充実稜子(シイナ)であ る

とみなし除いた。充笑種子52粒ずつをプラスチ ック容器内の0.8%寒天培地上に

橘積した後，乾燥しないよう容器に蓋をして冷蔵庫(4
0

C)において低温湿層処理

とした。 0日， 11日間， 26日!日L 177日間の低混湿陪処理をおこなった後，植物

育成チャンパー(250C，18時間IlJJ5，000 lx/ 6 I時間H古)内で発芽させた。各個体の

発芽した日を記録した。各処型の発売て数が噌えなくなった時点で発芽試験をやめ

寒天培地の表面を境にして芽生えを地上部と地下部に分け，水滴や主主天を拭い直

ちにそれぞれの生重を測定した。なお117日間低温湿居処理した種子は他の処理

精子と異なり ，処理前の重さを計らなかった。またこの117日間低温湿層処理種

子にかぎり，防閣のため低温混IE処理前に0.5%ベンレート (Dupont社)懸濁液中

で 1I時間室温で撹wした後， 1時|湖水道水て一水洗した。



腔内への標識ウリジン吸収

種子から!圧を傷っけないよう留意しながら摘出し， 18.5MBq/mlの [5.6-'HJウ

リジン水溶液，ある L、は28MBq/mlの5'ー[32P Jウリジン三 リン酸水溶液に浸して

吸水させた。純水で妊の表面を洗浄した後. RNAを抽出 した。

RNAの抽出

RNAはYamamotoel al. (1991) の方法で抽出した。①0.2~ I. O gの試料を，液

体窒素存在下で破砕せずに 1.5mltlh出用緩衝液[0.1 Mトリ スー塩酸(pH9.0). 1 % 

SOS. 1%アスコルビン酸ナ トリウム， 5 %メルカプトエタノール]および

]. 5mlフェノール・クロロホルム混液中で，超高速ホモジナイザー〔ポ リトロン〕を

用いて破砕，懸濁した。②遠心分離した後，水相を等容量のフェ ノールでさらに

2回抽出した。③最後に得られた水相を.5.7M塩化セシウム溶液に重層し，

BECKMAN TLA 100.3ローター，100.000rpmで. 10OC. 20時間遠心分離した。④生

じた沈澱を20mMトリス F 塩酸(pH7.5). 1 mM E 0 T Aに溶解し. 2 M塩化リチウム

による塩析をおこ ない.-20oCのエタノールでRNAを沈澱させた。この操作を

2度繰り返しRNAを精製した。

オー トラジオグラフィ ー

抽出したRNAの一部を Foumeyel al. (1988)の方法に従ってホルマリン・アガ

ロースゲル電気泳動で分画し，ナイロン膜(PAL社 BIODYNE)に転移させた。ナイ

ロンl民を 21時間800Cに熱して RNAを定着させた後，エックス線フィ ルム(FUJ1 

RX)に密着させて感光させた。'Hで標識した RNAの場合は増感させるため，

Ei'i'HA1I'CE Spray(DUPONT社〕を3回吹き付けた後，問機にエックス線フィルムを感

光させた(厳密にはフルオログラフィーと呼ばれる手法)。

RNA-ONAハイブ.リダイゼーション

8つのプラスミト'(pPSl. pPS5. pPSI3. pPC27. pPDSSU4. pPDLHC2176， pKS25S. 

pPR36)0. 6μgから適当な制限M素で挿入部分を切りだしアガロースfE気泳動法で

分画しナイロンl換に転移させ. 2時間800Cに熱して定訴させた。ナイロン)換を

50%ホルムアミ ド. 5 x S S P E [0. 2Mリン酸ーナトリウム. 3M境化ナトリウム.

20m¥lEOTA]. O.I%SOS. O.lmg/mlサケ精子oN A， 5κデンハルト 溶液に
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浸して，減圧し脱気した。 42"Cで数時間保温した後.抽出した標識RNAをさら

に加え， 42"Cでナイロン股上の RNAとの対合をおこなわせた。 2xSSC，

0.1% S ]) S溶液中で短時間洗浄した後， 50"Cの0.5x S S C， O. 1 % S 0 S溶液

中で30分， 420CのO.1 x S S C， O. 1 % S 0 S溶液中で30分間娠滋しながら洗浄。

風吃後，エックス線フィルム(FUJ1 RX)に密着させオー トラジオグラフィーをお

こなった。

11 -2 -3 (実験日 A>低温湿層処理の効果

クロマツについて，低温湿居処理が発芽速度，最終的な発芽率，発芽後の成長

に及ぼす影響を調べた。

橋種した穂子を植物育成チャンバーに入れ，発芽に適した光・ 温度環境下にお

いても幼恨の山現(この時点を発芽とする)まで， しばらく時間を妥する。この時

間は個体差があるが，低温湿!百処理!の期間が長い程.発芽までに要する時聞が短

くまた均一であった(図 日1)。特に 117日間処理したものではたいへん早く発芽

した。吸水前の乾燥種子重と発芽に要する時間に相関はみられなかった(図 112 

上)。

各処理のすべての個体は，発芽日に関わらず同時に発芽試験を終了し，生重量

と地上部 地下部比とを測定した。すなわち同じ処理の中でも個体によって発芽

後の回数が異なる時点の値を得ている。そこで発芽後の日数の順に各測定値を並

べることによって各処理の個体鮮の発芽後の変化を見ることができると考えた

〔関口 2)。

生重量は 次第に増加していくが，乾燥時に重い極子ほど発芽後も重くなり ，

乾燥種子歪が経l、ものは80mg程で増加しなくなり頭打ちの様相を呈 したt図日2

u。この段階ではまだ子菜が肱乳から抜け出しておらず 目玉乳からの養分に頼っ

て成長しているため， 11壬乳の訴えの少ない側外" すなわち乾燥時重が軽いf間体ほ

ど卜分に成長できないでいるのだろう 。発'!f後の生重の増加ノぞターンに低温湿j菌

処理の~符はみられなかった。

地」一部生屯の地下出11生重に対する比率は， 3f古から 10倍以上まで幅広い個体

差があり F ブ在え 後のlI:'ililJ経過に伴うぱらつきのi主いはほとんどみられなかった

( [亘[11 2 f )。ま た{氏花ll混同処理!のj彪守!~~も乾燥時重との相関もみられなかった。
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[1-2-4 (実験日 B)低温下での rRNAの生合成

雌性配偶<<:から摘出した艇をウリジン水溶液に反した場合に，ウリジンが取り

込まれ RNAが合成されるか否かを調べた。 5n Ii~低温混層処思!した種子から阪

を摘出し. 30粧ずつをそれぞれ 611寺閲. 12時間.24時間 ['1-1 ]ウリジン水溶液に

浸して250Cの晴所に静置した。それぞれの穂子から抽出した RNAをアカ‘ロース

電気泳動法により分画し，放射能の分布を調べたところ，いずれの種子の RNA

にも綴識ウリジンが取り込まれていた(図 [13 )。ま た12時|品J:および24日寺問

['I-IJウリジン水溶液に浸した様子では，電気泳動Nからして明らかにリボソー

ムRNA[rRN八:と考えられる RNAに標識ウリジンが取り込まれていた。

摘出したj凶でも標識前駆体を取り込んでRNAを生合成することが判ったので，

次に低猛下でも R¥Aが生合成されるかどうか，されるとしたらどの様な RNA

かを摘出した院を用いて調べた。乾燥種子20粒および 1週間の低続出回処理した

種子20粒のJI壬を 3-4 oCの低温室内で[32P ]ウリジン三 リン駿水溶液に22時間浸

した。乾燥種子20粒の脹を250Cで同様に処理した。 25"Cで取り込みをおこなった

眠から一番多くの R¥TAが抽出でき，またその比放射能も最も高かった(表日 2.

図日 4)。低温で取り込ませた阪では予め低温混!百処理をした方が多く RNAが

抗11出できたが，比放射能は処理をしなかった妊の方が高かった(表 日2.図日4)。

低温で標識した妊から抽出した標識RNAと7つの cDNAおよび rD¥Aと

の対合を試み，各々の cD:¥Aに対応する RNAおよび rI~ N Aが含まれている

か否かを調べた。JfIいた cD¥T八は以下の 7つである。貯蔵型mRNAの cD1¥A;

pPS 1. pPS 5. pPS 13 C 1lI -2参照).子葉の mR¥AのιDN A ; pPC27.クロマ

ツの光合成|刻述泣伝子の cD:¥八;pPDSSU4Cリブロース二 リン般カルボキシラー

ゼの小サブユニ yト Yamamo!oel al.， 1988b). pPR36C同大サブユニット ). 

pPDLIIC2176C.l!D¥';i'lクロロフィル a/b結合タンパク質ー Yam叩 lO!Oel al.. 1988a)お

よび rυ ¥TA : pKS25S( リボソームの大サブユニットを構成する rR N Aの鋳型

となる D¥九)。低混湿層処I!liをした孫子l怪の 1(["Aはどのじ Di¥八や rD¥TA

とも対合が検出されなかったt図な し)。予め低温詰11M処理をしなかった乾燥種子

のR¥Aは. !監視でl吸水させたものも250Cで'1放水させたものも rJ)NAとの対合

が凡られたL図n5 )。



ー

A B C 

- 28S 

- 18S 

図II3 2 50Cで標識ウリジンを吸収した嫡出匹で生合成された RNA 5日

Ii 'il低混混J~i処理した後，摘出した胞に， ド 11 ] ウリジンを250Cの附所で 6 時聞は)，

12時間(ll)あるいは24時|自(C)吸収させた。抽出した RNAをホルマリン・アガロー

ス屯気泳動で分画しオートラジオグラフィーで可視化した。矢尻は分子量傑準用

のrRl¥Aの泳動位置を示す。



表[J2怪内への RNAへの[32P ]ウリジンの取り込み 5日間低温湿層処理後の種子あ

るいは乾燥種子から僚を嫡出し["p 1ウリジン溶液に 22時間浸した。怪から1111出したRNAの

品を』却から算出し，またトリクロロ酢駿it澱物の放射能を測定した。

低温湿1(1j処理! 取り込み時の温度 RNA収量 日 P取り込みii1 RNAの比放射能

無処理 3 -4'C 95μE 1 . 0 0 x 1 0' cpm 1. 0 5 x 1 O' cpm/μg 

I週間 3-4 1 38 O.24X10' O.17xlO' 

無処理 25 1 56 2.33XIO' 1. 5 0 x 1 O' 

A B C 

--28S 

--18S 

図[J4摘出Atで生合成された RNA 1 週間低温湿層処理した鶴子(A)および

乾燥禄子(s.C)から摘出した11壬に， ["C]ウリジン三 リン酸を 3-4 'C(A， s)ある

いは25"C(C)のH青所で22時間l吸収させた。4'111出した Ri¥!¥2μlずつをホルマリン・

アガロース屯気泳動で分回しオートラジオクラフィーで可視化した。矢尻は分子

~11標準HIの rR ì\への泳動位i丘を示す。
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図 II;:; 低温で生合成された rRNA 乾燥種子から摘出したJI杢に -35 C =ゥ
リジン三リン般を 3~ 4 'C(ll)あるいは250C<.C)のH昔所で 22時間吸収させた(図

日4と閉じ)。抗lJ/JjしたRNAとrD!¥ A (pKS2jS)とのノ、イブリダイゼーション

をおこない対合した rRNAをオートラジオグラフィーで可視化した。
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[]-2-5 実験結果のまとめと考察

従来言われているようにクロマツの発芽においても低温湿回処理は効果がある

ことが示された。温度と光の環境が発芽に好適になってから発芽する(幼般の出

現)までの"寺|出は個体差があるが.低温湿l百処理をすると個体差が減少しその時

間が短くなった(図 9)。しかし郷 (J956)の報告とは異なり，最終的な発芽率の

向上は比られなかった。また 1U-3で述べるように，低温湿層処理によって古種

子の発芽率を上げることもできなかった(表III6 )。

郷 (1956)はクロマツの発芽過程を，その吸水比が])急速に上昇をしめす過程

2)ゆっくり上昇する過程 3)急激に上昇する過程の 3段階に分けている。このう

ち発芽日数の個体差は第 2段階の長短にあり低貌湿層処理によって発芽日数が均

ーになる理由として，処理中にこの第 2段階が進行し終わり，好適な温度になっ

たl時に揃って第 3段階に進むためであるとしている(郷， 1956)。重さの小さい穂

子ほと)圧と種皮の比率が大きく吸水比が大きいので(郷， 1956)，種子の重さによっ

て低温湿庖処理の影響が異なる可能性が考えられたが，本実験では種子の重さと

発芽日数とには相関が見られなかった(図 IJ2 )。ただ軽い種子では芽生えの重さ

も大きくなれないことが明らかになった(図 日2)。これは軽い種子は応手しが小さ

いのでL郷， 1956)，阪字Lに貯蔵されている養分だけで成長している段階の芽生え

の成長が制限されるためであろう。

Asakawa (1959a)はサトウマツの妊の上長成長と幼根の成長を調べた結果から

低温湿][!i処理の王妥な効果は幼根の成長にあずかる代謝系を活性化することであ

ると結論している。クロマツにおいても低編混層処理が発芽後の成長に何らかの

影響を及ぼす t可能性があると考えたが，本実験では発芽後の生重の変化あるいは

地上脅sUlf納+子葉)と地下部(Y))般)の生iJ!:比に低温湿層処理の影響は表れなかっ

た(肉n2)0 クロマツ種子の発芽に及ぼす低潟担問処理!の効果は発芽前の変化に

のみあり‘プI':i.f後の成長は処1'11の有無に彩管:されないらしい。

クロマツでは低温i~f]凶処却をしなくても発芽することや，少なくとも本笑!換の

結果を比る限り発;i;f-hにほとんと影響がないこと，発芽後の成長にも影響がない

ことを考え介わせると，クロマツ穂子の場合の低混混層処理I1i，何らかの生:!!Il的

変化を的極IJ(Jに誘導するのではなく 9 処理しない場合も起こる休日民から発芽への

変化のうち l放水さえしていれば低温でも起こり科る変化を起こしているだけで

あるとJ5えられる。



本実験では低温湿!百処理中に起きる変化として RNAの生合成を調べた。低混

湿屑処理前のクロマツ種子には既に rRNAや貯蔵型mRNAが存在することが

わかっているが (Yamamoto，1982)，既に存在している物質の新たな生合成の有無

を調べるには，蓄積量の変化を調べるか，際識した首IU駆体の取り込みを調べるか

の2つの方法が考えられる。 RNAの蓄積盆を推測する方法としては，抽出した

RNAのl汲光による定量，抽出した RNAとDNAとの対合形成虫の測定等があ

るが，低混下で生合成される RNAはあったとしてもわずかであると考えられ，

またクロマツ種子の場合， R N A抽出の収率が安定しないので，どの方法も有為

な蓄積量の変化が求められないと考えられる。もう一方の標識liiJ駆体の取り込み

は，生合成虫を求めるにはふさわしくないが，わずかな量でも生合成されていれ

ば検出できると考えられる。 fこだクロマツ種子の場合は種皮と脹乳が経を厚く怒っ

ているため，標識前駆休がl距まで吸収されていくか定かでなし、。マツ穂子の妊は

佐乳から取り出しても正常に分化する能力をもっているので (Sa担 kiand 

kozlowski， 1969)，遺伝子発現に関しては肢を経乳から取り出しでもあまり進い

がないと考え，摘出した脹に傑識前駆体を取り込ませる実験をおこ なった。

標識前駆体にはウリジンとウリジン三 リン酸を用いた。ウリジンはウリジンキ

ナーゼが触媒してウリジル酸になり，さらにウリジン二 リン酸キナーゼとウリ ジ

ン三 リン酸キナーゼによりウリジン二 リン般を経てウリジン三 リン酸になる。ウ

リジン三 リン般は， R:¥ Aの直接の前駆体で， R N Aポリメラーゼの働きによっ

て他のリボヌクレオチドと共に RNAへ取り込まれる。放射性同位元素で標識し

たウリジンあるいはウ 1)ジン三 リン般を吸収させた組織から放射性のRi¥'Aが抽

出されれば，この組織は R:¥Aを生合成しているといえる。

実験の結果 摘出したJAから放射性の RNAが検出された(凶日 3，表 日2)ご

つまりウリジンは摘出した阪に1吸収され，前述の諸醇素が正常に機能して R:¥主

が生合成されることが明らかになった。 Brocklehurstand Frascr (1980)はニンジン

積子をJIiいた実験で放射性ウリジンの吸収 ・取り込みに失敗したことを述べてい

るが.イ丈夫:!験では}jy_射性ウリジンを妊が吸収し RNAに取り込んだ。 l況に 1週間

吸水してあった組子より乾燥紹子の妊のブJが標識前駆体を多く含むR:¥Aを生合

成したのは， 1 週間l以J.Kさせた種子はゆっくり l吸水する段附にあり，標識1iu駆i卒

が細胞内にあまり l吸収されなかったためであろう。

低組下で同級にウリジン三リン酸を吸収させた実験でも政射性RNAが検出 さ

れた(閃 114 )。 低溺 Fでも RNAポリソームが機能して RNA生合成がおこなわ
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れていることが証咲きれた。同じくらい吸収したと思われる乾燥種子でも250Cで

取り込みを石こな τた匪の方が低温で取り込ませた匪より標識前駆体の RNAへ

の取り込み量が多カったのは，高視の方がより多く RNAを生合成するためと考

えられる。

貯蔵タンパク質1;;タンパク質分解酵紫が触媒してアミノ酸に分解されて転流す

る。低温湿層処理牛η変化として，貯蔵タンパク質の減少や可溶アミノ酸の増加

がシナノキ富万Jiaaneri，ωna (P山 Iel al.， 1989)やPinuslambertiana (StanJey， 1958)， 

P. 51robu5 (Koblet. H32)ーハナウド属 HeracleumspllOndylium (Stokes， 1953)で報

告されている。 Ma::.sdomeslicaでは貯蔵タンパク質が分解することが組織化学

的に観察されており (Dawidowcz-GrzegOIzewskaand Zarska Maciejewska， 1979)， 

タンパク質分解酵素の活性の増加も報告されている(Lewaket al.， 1989)。同酵素

活性の増加はペcerjlaranoidωでも示されている(Daviesand Pinfield， 1980)。脂肪

穂子の貯蔵養分の分容を触媒するリバーゼ活性と夕、リオキシル酸回路の酵素イソ

クエン酸リアーゼ三性の増加がノ、シパミで示されている (Liand Ross， 1990)。

Zarska-Maci可制法ar.: a/_ (1976)はリンゴの酸性リパーゼ活性の最適獄度が 5
0

C

であることや，発~淀進ホルモンであるジベレリンによって同酵素活性が増加す

ることから 酸往 γ ，~ーゼによる貯蔵脂肪の分解促進が低温湿層処理の主効果で

あると推察していξ(Zar古ka-Maciejewskael al.， 1980)。分解されて生じた糖などの

異化に関与する醇麦活性の増加も低温湿層処理中の変化として報告されている。

種子の休眠打破に伴う変化として，通常の解糖系ではなくぺントースリン酸回路

を経由する系のE宣言fヒが知られているが Tiliaamerical!a (Pitel el al.， 1989)や

Coり'lusaFellana (G凶 ingand Ross， 1990)ではぺントースリン酸回路の静素，グル

コース 6リン酸佳子ヴ‘素酵素とホスホグルコン聞を脱水素醇素の活性が処理中にのみ

増加する c 低温湿~'!l1~三中の酵素活性の地1111 としては上述の酵素の他，機々な好

気的な酸化反応に子l交的に寄与すると考えられるカタラーゼとペルオキゾダーゼ

の活性増虻が今宝三初頭からま日られており(畑野， 1967の総説)，近年では Pyrus

comnlllnJsなどで苓きされている (Rychtcrand Lewak， 1971; Lewak el al.， 1975; Tao 

and Iくhan.1976)， _かしながら，いずれも低潟でのみ榊力Ilするのか常渇l放水でーも

みられる荻象なのご土報告されていない。

このように発芽こ~与する階索の術性が低温混層処迎中に増加する。両手索活性

の土田川1は :'fに合Etされ貯蔵されていた階素の活性化あるいは，遺伝子発現によ

る新たな酵素の生合茨を示唆している。休11民打破iitrに不活性化された酵素の存在
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を調べた報告は見あたらなし、。一方，巡伝子の発現に関してはいくつかの縞物種

で調べられている。

抽出したタンパク質の解析から，モモ Prunuspersicaでは低溜混Ir:;処理前後で

タンパク質の株成が変化 しており，追伝子が発現 していることが示唆された

(Mahhou and Dennis， 1994)。処理に伴うタンパク質合成能の増加Iはバcersaccharum 

(H叩 ceand Bevington， 1992)や ηruscOl1ll1lunis (A1scher-Herman and貼 an，1980)でみ

られる。 Whitmore(1991)はPin山 strobusから抽出したmRNAの翻訳産物を比較

して低混混層処理前後であまり変化のないことから，翻訳活性の増加が低温湿庖

処理の主要な効果であると考察している。一方，ダグラスファ -Pseudolsuga 

menZleSll種子で同様の実験をした Taylarel al. (1993)は翻訳産物の桃成に大きな変

化があったことから， mRNAの椛成の変化も低温複層処理の効果であるとして

いる。

処理中に全核酸量が増加することはAcerplatanoid田 (Daviesand Pinfi巴Id，1979)， 

乃ruscommunis (Jarvis and Shannon， 1981)， トネリコ属 Fraxin山 田 celsior(Villiers， 

1972)で報告されている。特にハ‘ンパミ属 Coryl山 avellanaでは RNAが生合成さ

れていることが示された (Woodand Bradbeer， 1967)。

本研究でも，常温吸水時よりも少盆ではあるが，低温湿層処理中にクロマツ種

子妊内で RNAが生合成されていることを示唆する結果が得られた。休眠穂子中

にも RNAが存在しているが(1lIl;1:参照)，発芽j切に RNAが新たに合成されるこ

とによって，発芽が速やかにおこなわれると考えられる。常温吸水でも RNAが

多量に合成されるが，低混湿j百処理中にも RNAが生合成されれば，常温に移し

た後の発芽までに要する矧IIlJは短くなると考えられる。クロマツにおける発芽促

進に関与する低温湿層処理中の変化は，常混でも低温でも生じ得るものであると

J狩察したが その変化の候補として RNAの生合成は有力である。

また r υ~A とのハイブリダイゼーション実験により，摘出したl距で低混下で

生合成された R'¥Aには rR:-JAが合まれていることが明らかにな ったL凶 U4， 

11 5 )。 同時に貯蔵型mRl¥'A WのmRNAの検出も試みたが3 研，;認できなかっ

た。 rR~A は一般に ml~ j\ A より多最に生合成されているものなので，本実験

の結果 rR;¥IAだけが検出されたからといって，実際に rRNAだけが11ニ合成さ

れmI~ ~ Aが生合成されていないということはできない。実験の検/H限界をf[司

るhlのmRNAが生合成されている可能性がある。

CorylllS avellanaでは低fn.Ii則自処理'1'に転写酵素が増加し， I~ N八が合成され

26 
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ているものの，その大部分は rRNAであり (W，由Jdand Bradbeer， 1967)， また

Acer plalanoid町では mRNAはむしろ減少していることから (Slatcrand BryanL 

1982)， 低iliIt湿層処理のxiJ巣はmRNAの情報を翻訳しタンパク質の生合成をす

る機椛の地z加にあるという説がある (Woodand Bradbeer， 1967; Slater and BryanL 

1982)。 トマト Lycopersiconesculenlumでも低温湿層処理中に rRぷAが増加する

という報告があり(Coolbearel al.， 1990)， また rRNA前駆体の貯蔵部位である

綴小体が低温湿陪処理中に発達するという Fr，山町usexcelsiorでの研究 (Vill目 見

1972)も低温湿層処理中に rRN八が合成される とい う説を支持するものであろ

う。ただトマト種子では処理中の転写酵素の活性が低いことから処理前に断片化

していた rRNAの補填が低潟湿庖処理中になされると Coolbearel al. (1990)!二

考察している。低温湿層処理!が直接 rRNAの合成を誘導しているとは限らないc

コムギ Trilicul11 a目 的JUI1lでは処理中に RNAの前駆体であるヌクレオシド三 リン

酸が増加するという報告があり (Cheungand Sukadolnik， 1978)， 前駆体の欠乏が解

消されて RNAの合成が始まるのかもしれない。

またタンパク質合成に関与するアミノアシル tRi¥A合成酵素活性の増加も

の 川印刷 numsで示されている σaoand 陥 an，1974)。

ライムギ Secalecereale (Roberts el al.， 1973)やアカエンドウ PisUI11 an-ellSe (Bra" 

and Chow， 1976)， タノ〈コ Nicoliollalabacul11 (Brock:lehur百tand Frascr， 1980)の種子

内rRNAの崩嬢の稜度と，発芽率あるいは発芽速度ζ に相|珂があり無傷の F

Ri¥Aが多いほど速く発芽することが示されている。これらの結果は， r R '¥ ，'， 

の増加が発芽促進に寄与することを示唆している。発芽時に機能するタンパク笠

の生合成が正常なリボソームによって滞りなく進むためであろう。

本実験は摘出ijfをAいたため低潟混層処理中の種子内での変化とは異なる可長

何ーもあるが，摘出した11壬でさえ生じていた低温下での R'¥Aの生合成が無傷妊の

巾でもおこなわれていることは卜分にx.えられ，特に:'R '¥久が'1ミ合成されて[

るという結束は，クロマツにおいても，低潟湿lfii処理の効果は IC¥孔'E，合成C

活性化や， m R:'-!八の情報を翻訳しタンパク'l'iの生合成をする綴仰の!f)JJfIにあ壬

という説があてはまることを説明するものであろう。

以上を妥するに，クロマツ碍子において，低温湿層処理は発芽を促進し発芽E

を備える効果をもっ。処理'.1'にはl放水さえしていれば{及協でも進む変化が径子1'"

で起きていると考えられ，その変化の候補として rR '¥久の生合成が示唆されたー

リポソームの生合成がおこなわれることによって，光ζ詰;\!支の条件が~fi直i にな勺
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た時に速やかに発芽が進むと考えられる。

II-3 チョウセンゴヨウでの低温処理の効果

n -3 -1 チョウセンゴヨウの発芽処理

チョウセンゴヨ ウ種子は，発芽処理をおこなわなくては発芽しない。処理方法

としては，低視湿層処理が有効であるが，長時間を要する。概して処理19JI聞が長

いほど発芽率は高くなるが，浅川の研究によると，採種年や母樹によ ってその効

果は異なり， 2 "cで処理した場合， 2カ月の処理で発芽率 30%に達することも

あれば， 5カ月でも 20%に満たないこともある。さらに発芽率を上げるには高

混と低温に交互にさらす変温処理が効果があり (浅川，1963)，播種後 2カ月 25"C

においてから 2ocに移 し， 3カ月経てから250Cに移すと 65%以上の発芽率が待

られる (Asakawa，1955)。

変潟処理を施した種子の場合，処理後の温度は 80C-250Cの範聞で高いほど発

芽率が高L、(浅川， 1963)。また低混に長期間おいても発芽しないが，寒天床に播

種後25"cにおいた後に 4oCに移すとわずかながら 4"C下でも発芽が観察される。

これらの発芽特性は，クロマツとは異なりチョウセンゴヨウの場合，休日民して

いる極子が発芽に到るには，低温で生じる変化と常温で生じる変化の両方が起き

なければならないことを示 している。本研究では低温で生じる変化について，，怪

および!怪手Lで生じるものと，それらを取り四む種皮で生じるものと，それぞれを

調べた。

まずノド節では種皮を除去した幼合と無酸素条件下での発芽を低t，;tfrlJ国処理の影

響とともに調べた。

11-3-2 (実験 日C，D>の材料と方法

種子と発芽

点京大学JJl学部附属北海道i1i江習林の外l:ill樹種見本林で1991年10)Jに採取したチ

ョウセンコヨウ Pinu写 koraiensisSich. ct Zuccのm枯jクローンv138ある l、は1992

年IO)~ に姶]仮した母樹混合の球巣を)f]いた。球巣を風乾した後，極鱗を聞いて碍
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子を取り出した。実験に供するまで透明な瓶に容れ， 1991年採取の種子は 4"(で，

1992年採取の種子は-200

Cに貯蔵した。

防菌のため低温湿!習処理前に0.5%ベンレー ト(Dupont社)懸濁液に約 l時間室

iffi¥で浸した後，水道水で水洗した。

乳白色のプラスチック容務内の0.8%;寒天培地上に種子あるいは摘出した脹乳

をおき，乳白色の蓋をして純物育成チャンパー内(25"(，12時間l列-lOOOJx 12時

間l惜)で発芽させた。低温湿層処理をする積子については，容器ご とクロマトチ

ャンノく-(4 OC)においた。

無酸素条件

摘秘した容器を蓋をせずに透明なチャック付き ビニル袋lこし、れ，室奈ガスを充

満させてから密封した。さらに般素吸収邦!として亜二チオン酸ナト リウムと般化

還元指示薬として無色の還元型メチレンブルーとの溶液を0.4%寒天でペトリ 即

内に固化し同封した。実験期間中メチレンブルーが青色化するこ とはなかった。

11-3-3 <実験 日C>種皮除去発芽試験

低温iR層処理によって打破される休眠が種皮によるものか否かを明らかにする

ために，種皮から粧を内包する脹乳を取り出してから低温湿層処乏をおこない，

25
0

Cに移してからの発芽数を調べた。種皮を除去 しない種子は {E温湿層処理を

しないものと 17日間だけ処理したものは発芽せず，73日間低狽湿尼処理したもの

で2週間後から， 147日間低温湿層処理したもので 1週間後から発芽がみられ，

最終的に半数近くが発芽した〔表 n3上)。額l支を除去したものでは 低温混庖処

理をしなくても発芽するものがあった。なお極皮を除去した場合 妊がfljJ長して

l凶乳から突出した時点を発芽として計上 した。

低iffiti!d.h'1処.ElIi去に研一皮を除去したものでも半数以上の発芽がみ られた。 69日間

25Tでl吸水させた後に種皮を除去 した 14個体中 1個体が発芽した 麦LI3下)。 種

皮を除去した場合， 250Cにおくと肱乳が軟化して桃i監を失ったり 異常に膨脹した

りし さらにそこが腐敗し， I!!¥iが附勉してしまうものが多くみらιたc JカJlに

J 1口11まと0.5%べンレート懸郡波を散布したが，腐敗を抑えるこ ζ;まできなかっ

た。II{'7Lが腐敗してしまった倒体は!泌が成長できず発芽を篠認することができな

かったので，純皮除去して250Cにおいたものの発芽数は内的な発芽)Jをぷしてい



表日 3低温湿層処理あるいは外種皮を除去したチョウセン

ゴヨウの発芽数
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1991年採取の種子 4"Cで吸水(低温湿居処理〕させた後25"C

で発芽させた。図日 9と同じ発芽試験。

25"Cに移してからの日数
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ない。

発芽までの時間ある いは発芽するかしなし、かと乾燥種子時重とには相|刻がみら

れなかったt図表に示さず =

U-3-4 <実験日 D>無酸素下での発芽試験

チョウセンゴヨウの発芽には酸素呼吸が必要であることを確認するために，無

酸素条件下で発芽試験をおこなっ た。250Cに6カ月間おいたが発芽はみられなかっ

た。種皮を除去 したり. !!t主湿層処理をしても発芽する種子はなかった。

事!l酸素下でも種皮を除去したものでは膝乳が軟化した ものが多くみられた。

U-3-5 実験結果のまとめと考察

自然状態の無傷種子の場合.発芽前のl民乳は種皮を通して吸収した水分をl圧に

養分と共に供与するが，その聞は泊。に硬い種皮の中にある。発芽して幼根が水分

を吸収できるようになると種皮から彼け出すが，経乳は子葉に付随して培地から

離れ，消耗するまで水分ポテンシャルの低い大気中にさらされる。膝乳は細胞聞

の接着が弱く機造が緩いたの，種皮を除去して水分ポテンシャルの高い寒天に直

におかれるという自然状態とは異なる状況にさらされると，膨制して構造が崩れ

てしまうのだろうっ種皮はこの傍造の崩壊を抑え， 目壬乳が正常に機能できるよう

にするという役割も担っているといえる。

低Imt湿!市処理を施さない無傷種子は発芽しないことが確かめられた。低温混層

処理は 2 カ Jせ以上で休眠tT設の効果があり，処理 J9lt濁が長いほと発~ーまでに要す

るH寺聞が短く な勺た。

Hi皮を除去 しf二種子では云温湿!計処理!なしでも発芽がみられた。{足首ii抗日百処理

をおこな った万丈、種皮除去をチでも発芽率が高くなる傾向があったが1 本実験で

は腐敗するものがあ ったので確かなことはわからない。25"Cで 2カ月以1::1汲水さ

せた後 種皮を除去 した三 みで も先芽がみられた。常混l放水しでも発ぷ能が失わ

れたのではなく 何 らかの発芽抑制機怖が働いているため発芽できず， 低1Ql 1!II~Jf1

処!!J!あるいは種皮除去に ζよって発芽抑制が外れるのだと考えられる。

これらの結果z、ら，チ 三ウセンゴヨウ級チの低温浪層処理!によ って打倣される

休1恨の1!!凶のーまは種皮にゐることが示された。 しか しながら磁伎を除去しでも
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腐敗もせず発芽もしなかった個体があり，種皮だけが発芽を抑えているのではな

し種皮以内の匪乳あるいは妊にも休11民の要因があることが明らかになった。種

皮による外的要因と匪あるいはJfE乳の内的袈因について，それぞれ日 一4と日 5 

で調べる。チョウセンゴヨウではいずれの処理でも発芽率は100%にならず.発

芽能に個体差が大きい。発芽抑制している要因が個体毎にかなり呉なっていると

考えられる。多数の個体をまとめて解析すると個体毎の変化を見過ごす恐れがあ

るので，チョウセンゴヨウを用いた以降の実験でも，なるべく個体毎の変化が追

えるように個体あるいは少数の個体を用いた測定を繰り返し，得られたデータの

平均値ではなく個々の値を言平価の対象とした。

Bamett (1976)はP.elliottii， P. echinaca， P. X sondereggeri， P. laedaについて

種子重と発芽するまでの時間に相闘があるとしているが.チョウセンゴヨウでは

そのような関係はみられなかった。

水中では酸素の拡散が空気中と比べ1/100程に抑えられる。そのため水中の酸

素濃度は極めて低くなるが，水中に播種しでも発芽する能力をもっ種が高等植物

の内にもいくつかある 小1orinaga，1926)。酸素濃度を 2%以下にした気相で発芽

するものもあり (Siegeland Rosen， 1962; Heichel and Day， 1972; Al-Ani el al.， 1985)， 

特に栽培イネ 0ヮ'zasativaや野生イ不 Zazaniaaqualica (Campiranon and Koukkari， 

1977)， イヌビエ Echinoch/oac問 s-galli(Kennedy el al.， 1980)は無酸素条件下でも

発芽することができる。これらの穂子は酸素を消費しない発酵系でエネルギーを

得ている (Rumphoand Kennedy， 1981)。また多くの稜子で，休日民打破直後には酸

素を必要としないエネルギー獲得系であるぺントースリン酸回路が空気中でも活

性化されていることが知られている。チョウセンゴヨウ種子は無酸素条件下で発

芽しなかった。種皮を除去したものでも発芽しなかった。ぺントースリン酸回路

が作動している可能性もあるが，それだけのエ不ルギーでは発芽に釘lらなかった

と考えられる。無酸素状態でなくても，水分が過剰にある条件下ではマツ属の桂

子は発芽しなL、。マツ類はもともと乾燥地に適応した組物であるといわれるが，

穂子発芽の段階でもi湛水による般索供給の減少に敏感な程なのかもまHれない。

II-4 吸水に伴うチョウセンゴヨウの種皮の変化

II -4 -1 種皮の物理性による休眠
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マメ科の多くの種子は硬い種皮をもっており，種皮を取り去ったり，傷つけた

りしないと発芽しなL、。種皮が水分や固ま索の透過を妨げ，あるいは物理的に!圧の

伸長を妨害することによって発芽を抑えていると考えられており，このような穂

子は硬実種子 hardseedとよばれる。特に水分透過が阻害されている種子だけを

硬実種子というべきとする主張もある。

水分の拡散透過の障壁は，種子の登熟時の脱水に伴って種皮の表j百に形成され

る不透水層によるものであることが知られている (Ballard，1973)。種皮の不透水

屈はその薄さと耐久性ゆえに工業的応用の面からも興味がもたれている。

硬実種子の種皮の構造が電子顕微鏡により詳細に調べられ，種皮の表庖を形作

る個々の柵状細胞のさらに外側に種衣様の非細胞層を形成していることがわかっ

ている。この層が， f伊例F列lえばシヤジクソウ属 TηTl拘'[0削IJliμ山t

あり(但Bhallaand S臼la剖tt陀erηy，1ω984の)， Prosopis farcataでは非常に硬いぺクチン質であり

(Werker et al.， 1973)，化学的組成は様々であるが疎水性の物質からなっていて，

水分の透過を妨げていると考えられている。ギンネム Leucaenaleucocephalaでは

最外居が多糖質の親水部分とフェノール質の疎水部分からなり不透水屈が複雑な

構造を成していることが観察されている (Serrato-Valentiet al.， 1994)。

水分の透過性のみならず，酸素の透過性も種皮によって妨げられることによっ

て休眠している種子もある。発芽に酸素を必要としない種もあるが，チョウセン

ゴヨウを含む多くの種子は酸素がないと目玉が成長できない。酸素の拡散透過が種

皮に妨げられていると，そのような穂子は目玉が生理活性を復活できず休眠を続け

る。

種皮の酸素不透過性による休眠はオナモミ l疋XanrhiulI/ (Thornton， 1935)， カラ

スムギ(Hay，1962)， クサヨシ Phalarisarund川町田と P.tuberosa (Vose， 1956)、

Sinapis (/円相川(Edwarcls，1969)・ Cyanoglossul1I o}戸cinale(Qi er al.， 1993)などで

報告されている。透水性の研究では，染色液をl吸わせたり組織の合水置を調べる

ことによって，種皮中の水の ifljJ きを直接把援することができるが.自主~~の場合，

小さく砕し、種皮中の透過を測定するのは困難である。そこで多くの研究は粒子の

外側lの酸素濃度の変化すなわち呼吸長を測定し，それが純皮を剥離した際に大き

なfi立を示すことをもって，種j支の目立素不透過性の根拠としている。しかしながら守

種皮の剥離が中の)症や目玉乳のl呼吸におよ(ます影響は看過できるものとは限らなL、。

剥離の|擦に傷つくことによる障害l呼吸や可後述する光照射などの要凶により生理
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活性の活性化によって呼吸設が増加する可能性がある。呼吸量が変化することだ

けから酸素不透過性を判断するのには注意を要すると考えられる。

光51境は休眠打破に大きな影響をおよlます。多くの種子が光!照射がないと発芽

がみられず，休眠打破にフィトクロームが関与していると考えられている。この

ような種子ではフィトクローム分子が存在するところまで光が達する必要がある

が，種皮が光の透過を妨げている可能性が容易に考えられる。またたとえ透過し

ていても光波長に対する選択を種皮がおこなっている可能性もある。 しかしなが

ら種皮の光透過性に関する研究は Richardson(1959)の論文以外に見あたらない。

Richard田 n(1959)はPseudolsugamef山田uの種皮の光透過性を調べているが，方法

が詳細に記載されておらず外種皮よりも内種皮の透過率が低いという結巣も納得

しがたL、。このような研究が少ないのは磁皮のような小さく透過率の低いものの

光透過を測定することが困難であるためであろう。 Ballard(1973)も種皮が光照

射に誘導される発芽に影響する可能性について言及しているが，発芽を阻害する

ことはなさそうだと結論している。

艇笑極子を人工的に発芽させるためには，機械的に傷つけたか熱湯や硫酸溶

液に漬けることによって不透水筒を磁峻・溶解することが必要である。自然状態

でも不透水!習が障害を受けることによ って吸水が始まる。が，それ以外の環境の

刺激によりへそ付近にある組織の透水性が増すことが知られている 。例えば

Aspalalhus linearis (Kelly and Van Stadcn， 1987)やクサネム Sesbaniapunicea (Manning 

and Van Staden， 1987)では縫線上に生じた種衣の構造が変化し?水分がそこから

吸水されるようになる。 Dichroslachysciner四では珠孔や隣の構造も変化するこ

とがわかっている (VanStaden el al.， 1994)。

政:JfHr子の種皮が肢の仲長の機械的な障壁になっているという考えは古くから

あり，多く の教科書や論文の緒言に述べられているが，実|僚に柏皮の機械的な強

度について実験研究した報告はほとんど引月]されていない。わずかに巳切shiand 

Lcopold (1968)が草本のオナモ ミXalllhiulll種子について種皮の.i!.!il'fに袈する力を

iJIIJ定 している。実際に測定 した研究は少ないものの，伊lえば Wclbaumand 

Bradford (1990)がマスクメロン CuclIlIli.¥.lIlelo .f王子の発芽時の水ポテンシャルを測

定した結巣から示したように， Ø!~ lÆ fに限らず!怪を復っている磁l文なとの組織

が機械的に院のやt長やl吸水を少なからず抑制しているであろう 。

Ol実陸チの椛一造に|期する研究はマメ科を絞ったものが多い。これは，発芽の均

一性や有効な発芽処理!のIl日発が求められる段林業上の重要な砲が多L、からであろ
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う。マメ科以外にも Ballard(1973)の総説によれば， 1 8科で硬笑極子を形成す

る種が知られており，草本も木本も，裸子植物から被子植物まで広く，存在して

いる。最近では 18科に加え， Th叩 05et al. (1992)によってミカン科の203砲が硬実

種子形成種として挙げられている。

カエデ科も上記 18科に含まれていないが Acerpseudoplatanusなどは樋皮を

除くと発芽率が増加するので，砲皮によって発芽が拘lえられているといえる

(Pinfield et al.， 1987)。しかし施皮を除いてもすべてが発芽するわけではなく，低

温湿府処理をおこなうことによって発芽率がさらに向上する。このような種子は

種皮による外的要因と妊の内的要因との両方が休11民に関与していると考えられる。

マツ科も Ballard(1973)の総説に挙げられていないが，実験日 Cでチョウセン

ゴヨウについてみたように，種皮を外すと休眠が打破されることがし、くつかの種

で知られている。 PinusjeJfrりtや P.storobus， P. elliottii， P. echinata， 1干 ×

sondereggeri， P. taeda (Stone， 1957; Kozlowski and Gentllc， 1959; Bam巴ll，1976)そし

てチョウセンゴヨウ (Asakawa，1964) の場合は， 種皮の酸素不透過性が休1I1~の要

因となっていることが報告されているが，上述のように呼吸を測定しただけのも

のであり酸素不透過性を証明しきれていない。

チョウセンゴヨウ種子も ~I， 'iなに堅く電い外種皮をもっている。クロマツの外種

皮は爪で創ることができるが，チョウセンコヨウはペンチ等を用いなければ害IJる

ことができない。図日 6に乾燥経子全体の生霊と外種皮の生霊の関係を示した。

種子主はシイナでなくても350mgと軽いものから600mgと倍近く重いものまで幅広

い値をもっ。種子重のうち 7官IJ程を外相皮が占めていた。この割合は種子主に関

わらずlまぼ一定であった。チョウセンゴヨウはマツ類の中でも比較的竜い種子を

形成する砲であり，母樹の娘1[，週休への投資が多い方であるが，娘引団体であるl圧と

その成長にl白姥寄与する!佐乳の 2倍以 tのバイオマスを滋皮に投資しているとい

える。本節では， このように大きな主位をもっ級l支の，休日民におよlます;彩粋を刻l

るために 外極皮の物理的な変化について調べる。

本IJIでは鞄皮が発芽を妨げる要因として，物理的なものだけを記してきたが，

ある似実純すこの休 11民の妥悶が上記~駅|のどれか一つだけとは限らずに複合的に作

川している場合もあるであろう 。ま た八 B八なと発芽阻害物質が純皮に含まれる

精子も刻lられており化学的な2Z1刈も関 勺している場合もある。 Hl支を除去するこ

とによって発芽が誘導される障子の休11氏は砲伎に要因があるといっても， .I:.iAの

物理的な2Z 1羽だけではなく化学的な!!Q I人! を含む複合的な要因によって，ダ~~，を抑
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制している場合もあり，さらにカエデのように内的要因によっても抑制されてい

る積もある。個々の研究はある穏のある一つの要因について調べたものが多L、。

本節では，チョウセンゴヨウ種子について種皮の物理性のうちの一つではなく機

械的強度，透水性.酸素透過性の 3つの要因を調べた。

0-4-2 (実験IlE~G)の材料と方法

圧縮試験

東京大学附属北海道演習林の外国樹種見本林で1991年10月に採乏したチョウセ

ンゴヨウ Pinuskoraiensis Sieb. et Zu∞の母樹クローンv-138の種子そ用いた。

種子の幼根側の末端から 5mmの位置で 2点、に力が加わるような器具をアルミニ

ウム板とアクリル材とで作製した。圧縮試験機CORIENTEC社.mi~[ LOX)を用いて，

種子を固定した器具の上下から 10mm/分のヘッド速度ではさみ，その時の応力を

モニターし，応力が極大値を示した時点で種皮が割れたとした。

吸水と含水率

乳白色の容器中の0.8%寒天に播種し，随時寒天床から取り上:f表面の水滴を

拭き取った後直ちに生重を測定した。測定値から播種前に測定 Lた生重、乾燥種

子時霊)を減じ乾燥時重で除した百分率，すなわち乾燥種子時重あたりの吸水に

よる増加量を吸水量とした。なお.発芽試験中司 1カ月に i回ほどの頻度で寒天

床を新しいものに替えた。

各組織をI050Cで l日乾燥させた後 秤量し乾重とした。生重を乾重で除した

ftl[を含水率とする。

酸素消費量

菜片の光合成速度摂IJ定用の気相酸素電極CHA'iSATECH七. D冒])そ著いて 試料の

酸素消費速度を測定した。屯極の制御と計測1直の解析;こも 伺ネこみ装置 CB1-Dと

.. LEAFD [SC" )を用いた。試料室は同社製CLD-2)を利用したがー 言さが伝 く種子が

入らないので，容量が大きくなるよう にアクリル製の蓋を作製 し 付属コ部品に

代えた。 試料室の混皮は，屯子冷却装泣(小松エレクトロニクス乙 CTR~ ~O )で定

温にした水を循環させて250Cあるいは 1Tに保った。25"Cでのel:素権費量をiJ!IJ定

する時は室温もなるべく 25'Cとし.4"Cでの測定はクロマトチ r ンパー:可でおこ
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なった。

種皮の酸素透過性も同装置を用いて測定した。種子のへそ側末端を電動やすり

で削除して中のl座乳と!距を掻き HJし，外経皮のみとした。外種皮に直二チオン酸

ナトリウムを注入し直ちに 1%)~天溶液を加えて中で悶化させた。削除された部

分にシリコン板を宛て，アクリル材で作製した器具で悶定した後，上記酸素屯極

で程皮外部の酸素濃度の変化を測定した。

日-4 -3 (実験 IIE>機械的強度

チョウセンゴヨウの種子は，~孔のあった部分すなわち幼根側の末端[へそ]と

その反対側すなわち匪の子葉側末端[合点]を結ぶ線で最も径が長い倒卵形に近い

形をしている。匪の軸に対して垂直な面で穂子を切ると，その断面は 3つあるい

は4つの稜をもっている(図日 7挿入図参照〕。種皮の内側もほぼ相似形だが， 2 

っ稜が鋭角で種皮が薄くなっている。務L、部分は軸に対してほぼ平行な面に沿っ

て外種皮を一周しており，へそで特に薄くなっている。匪が成長し発芽する際，

内側の圧力で幼根側末端から押し開けられるような形で薄くなっている部分が裂

けて外種皮が 2つに割れ.幼根が出てくる。また発芽前の種子のこの外種皮の薄

い部分を外から中心に向かつて圧迫すると，程皮が歪み発芽時と閉じ部分で種皮

が裂け，加えた力に対 して垂直な方向に種皮が離れる。本研究で用いた匪や佐乳

はクロマツもチョウセンゴヨウもすべてこの方法で摘出している。

本実験では，圧迫して種皮を割るのに要する力を測定することによって，幼根

突出の妨げとなっている可能性のある外種皮の割れにくさを調べた。外から圧迫

して歪ませておlる力は，発芽H寺に幼似がf人l側から種皮を押し開く力とまったく 異

なる)]ではあるが， 2つに裂ける部分は同じであるので. 2つに割れる部分の離

れやすさ，裂けやすさを反映する指標となり得ると考えられる。

へそから，あまり離れた部分で圧迫すると種皮が裂けずに発芽時とは異なる形

で釣れてしまうので，末端から 5mmの{立世だけに力が加わるような探具を作製し

実験の結果，乾燥種子を;相l るには 1 2~23kgfの力が要るが I吸水した程子では

IOkgf程度の力で割れることがIYJらかになった(区Iu 7)0 I吸水の i~\J.立には影響さ

れず，また 1日のl汲水時間でも 5カrJli¥J脱水させたものと同じくらい訓れやすく

なった。
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た種子 25T明所で5カ完あるいは 1nだけ吸水種子を 舟人図に示したような

装illにはさみ 圧縮試験震で圧縮し↓↓ )，外経皮が割れた(←→)ときの応)Jを

測定した。



--

末端近くに力を加えることによって 不規則な割れ方は減るが， しばしば裂け

目が外積皮の薄くなっている部分に沿って進まずに末端部分だけが潰れてしまう

ことがあった。うまく裂けなかった時のデータは除いたが，乾燥極子でこのよう

な書11れ)jをするものが多かった。

日-4 -4 <実験 日F>水透過性

生霊の変化を追うことによって種子のl吸水状態をみた。乾燥積子時の重量の個

体差が大きく，吸水後の生霊も個体差が大きかった(図 日8上)。しかしながら重

量の地加分を吸水前の乾燥種子重あたりでみると個体差が滅り 1放水fJfI始から 3

日日までに増加しそれ以降ほlま一定の偵を示した。この値によって各個体のl吸水

量を表すことができると考えられる。明所で吸水させた場合もH音所でl汲水させた

場合でも最初の 3日間で乾燥種子重あたり 20%前後の水分を吸収し，それ以降あ

まり吸水しないことが示された〔図 日8下)。明所で吸水させた方がl汲7J<iJ:が小さ

い傾向がみられたが，これは光のl照射によって種皮の表面温度が上がり寒天に接

していない表面からの蒸発が多くなった結果であろう e 種皮は吸水すると褐色が

漉くなり黒みを帯びるが，実際明所で吸水させた種皮lま光のあたっている而の黒

みが淡く乾燥している様子が観察された。

次に吸水量におよぼす低潟湿!百処理の影響をみるために，処理中およびその後

25'Cに移してからの吸水量の変化をみた(図 日9)。

外積皮を除去したものでは種皮付きの極子より多く吸水し， 250Cに診すとすぐ

に発芽がみられた。低者百l湿層処E~ 中{立 霊 lii の hU却]が遅かった。発芽しないもので

もI放水しているが，前節で述べたようにこれらの個体の匪乳は構造が崩れかけて

おり 11:6在な生霊がiJ[l1定できていると;二いえない。

外開j支を除去しない1!!t傷程 Lでは 4ζじめの 3日間に急i!Hにl吸水した後 5I~ r直!

ほとゆっくり吸水し，それ以漆吸水しなくなった。低温下で吸水させた11'11本はは

じめのl吸水は早し、がその後の吸水が25Cにすぐ移した個体より遅く 1放水しなくな

るまで3週間程かかった。4Cから25Cに修した日を境に急激に減世しているが，

これは低t:~i~~Jm 処問中はlIìi所;こあったものをお℃の l児所に移したため， I:.i&した

fll'.111により位燥 したためとJZえられる コ25'Cに移すといくつかの例休で先月三がみ

りれたが 発芽 I I'lúíjの合水!立 .二先芽しな~、 1同体のものと i主いはなかった。

21411 J:¥J 吸水させても発芽しなかったぬ子について 磁皮と!泌乳，脳それぞれ
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図n8吸水曲線 25 0Cの H古所あるいはIY J lfrでl放水させたときの各fl~H本のそ1'.1\の

il!IJ定した(1::)0 I吸水而Iの乾燥鶴子H手の生霊で除した百分率から 100を減じた他を

l吸水辺としたCf)o 3週間の試験J9J1/'J'1'に発芽はみられなかった。
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図119 低温湿層処淫 した種子の吸水曲線 維傷種子L一一)および外純比を除

去したものL ー)を oR， 1iI1， 73日， 147 FIIL\J低渇 j!ù~Jfll処 Eli した後25
0

C 1リ I ffr

でl吸水させた。陰の部分が低温混庖処Eg)glll'dを C印が幼恨の尖11¥(発牙)が悦認

された例外;の l回前のiJ1i1定時のflむをぷす。
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の生霊と乾重を計測した。各組織の生霊には個体差があったが，乾重と生霊とが

比例していた。生重から乾重を減じて得た水分量を乾重で除した値を含水率とし

て算出すると，種皮が37%，1ft乳が40%，I怪が138%であ った(図日 10)。これら

の値は低温湿層処理の長さと関係がなくほぼ一定であった。吸水前の乾燥種子に

ついて同じように含水率を算出すると，種皮が13%，佐乳が 4%， I圧も 4%であっ

たL図 [J10)。

吸水種子の含71<率と乾燥種子時の含水準との差がすなわち吸水量であるが，低

温湿層処理をしなかった種子や処理しても発芽しなかった種子でも十分にl吸水し

ていることヵ、明らかになった。

外種皮を 2日間だけl汲水させた時の吸水量も 4"Cでも25"Cでも24%を超えてお

り(表日 4)，水分は容易に種皮に浸透することがわかった。外種皮のl吸水量が多

いということだけでは，外種皮の最内層の水分透過性が低いという可能性も考え

られたが，外種皮の外制IJあるいは内側と切断面にパラフィンを塗布し反対側の面

だけから吸水できるようにした場合でも 2日間で同程度の吸水があったL表 日4)， 

外種皮は水分の透過性に関して，まったく障害になっていないことが確かめられ

た。

外種皮の内側にある内種皮の透水性について調べた。内稜皮は合点の付近で外

種皮にも妊乳にも密着しているので外種皮を除いた際に一部外種皮と共に剥離し

てしまう 。そこで，内種皮が剥離してしまった部分をパラフィンで覆い 内種皮

を通してのみ吸水て‘きるようにして，吸水量の変化をみた。その結果，パラフィ

ンを塗布しなかった場合すなわち内種皮が剥離してしまった部分からも吸水した

場合は はじめ 1週間ほど急速に l吸水しその後ゆっくり吸水したL図 日11 )。

図n9に示した外使皮を除去したものは一部内種皮も剥離しているものでE この

まま発芽するまでゆっくり吸水するのであろう 。内積皮のみを通してl吸水した場

合の万は はじめの急速な吸水がなく 3週間の実験期間を通してゆっくり l放水し

た(関口 11)025"CI引所でも問機の実験をおこなったが すべての粧乳が構造を失っ

て腐敗してしまい正統な吸水量が得られなかった。少なくとも低iritにおいては

内陸皮が水分の遅過を遅らせていることが明らかになった。

日一4-5 <実験日 G>気相透過性

実験日 υで発芽には殿素が必要であることがわかったので 低焔湿居処理をし
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ι主主素減少itを計測した。明所25'Cあるいは暗所 4'(でl吸水させた。チャンパ-

r: j)程度もl吸水混!支にあわせた。

47 -



、，.....-

表口 4 外種皮の吸水量 外種皮片の片面をパラフィンで被覆

し，反対面から 2日間暗所て'吸水させた。各処理 2-4片のl汲

水前の重量に対する重量の増加歪の百分率の平均と標準誤差。

25 Tで吸水 40Cで吸水

被宜i 吸水lII 被援 吸水量

なし 25. 2 ~ 0.75 % なし 23. 5 ~ O. 75% 

外側 24.1 ~ O.75 外担IJ 26. 0 ~ O. 7 5 

内側 24.0 ~ O.75 内側 2 4. 1士 O.7 5 
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図 1111内種皮の透水性 乾燥積子の外種皮のみを除去し内程皮の破れ

た部分をノfラフィンで被覆して 4"C暗所でl放水させた。
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ない極皮が.酸素の透過性に|刻して障害になっている可能性が考えられる。種皮

の酸素透過性を検討するために.まず種子全体の呼吸速度を調べた。

乾燥種子はほとんど酸素を消費しなかった(図 日12)。また低混下では吸水開始

日にも208日目にも殴素消貨はみられなかった(図n12)。低温でl放水させた(低温

浪層処理〉後. 250Cに移すと酸素を消費しはじめ. 1週間後ぐらL、から消費速度

が大きく増加するものがあった(図 日12)0 5個体ずつを 1まとまりとして測定し

たが，消'1:'1迷l支が大きく増加したまとまりではその後発芽がみられた。

低温湿層処理をせずにはじめから250Cで吸水させたものでは，すぐに俄素を消

費しはじめ，吸水開始の翌日から 3日目にかけて高い値を示した後，減少した

(図 日12)0250C吸水208日目でも酸素消費がみられた(図 日12)。

種子全体の酸素消費速度を測定した後，積皮と膝乳とに分けた。種皮の剥綴に

伴うH乳の障害呼吸をできるだけ抑えるために，穂子を圧迫せずに外種皮の外周

の綾を電動やすりで削り取ってから剥離した。外種皮と匪を内包する妊乳それぞ

れの酸素消費速度を測定したところ，外種皮のみでも酸素を消費することが示さ

れた(表日 5)。しかしながら種子全体の酸素消費量は外種皮のみの消費量より多

く，外積皮より 内{J!IIでの消費も寄与しているのであろう 。すなわち外種皮より 内

側にまで椴素が透過していると考えられる。外種皮と妊乳および匪に分けた後の

それぞれの酸素消費量の和は分解前の消費盆よりも多かったt表 日5)。 このこと

は 外種皮あるいは内種皮を通しての酸素の拡散に抵抗があることを示唆してい

ると考えられるが，積子の解体に1'1'う障害呼吸が生じた可能性もある。

外種皮の酸素透過性をより直接的な方法で調べた。種子の末端を切断而以外の

種皮が傷つかないよ うに電動やすりでl'jlJ除し，中の内稜皮および脹芋LとI1壬を収り

出す。そこに;1<あるいは敵素吸収斉11の3Eニチオン自主ナトリウムを封入し 酸素電

極で種チの外 ~tlJの酸素濃度の低下を測定した。低温湿層処理した滋子でF俊素吸収

1¥IJを入れた場合の椴素減少が大きくなるものがみられたL表 IIo )。 外種皮を返 し

ての骸ぷの拡散に対する抵抗が，低品目f.Wi処坦iした穂子の騎手干に減少することが

あることを示している。

n -4 -6 実験結果のまとめと考察

11 3 でみたように，チョウセンコヨウの無傷程 fの発xに は低潟 il~1:"1 2!l ~が

必要だが.種l支を除去すると処1'11しない組子でも発芳する。低副首t.Wi処月!に c二つ
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表 II5 各器官の酸素消費量無傷穂子の酸素消

費量を測定した後，外種皮と!圧を内包するl盗乳と

を分けそれぞれの酸素消費量を測定した。

全種子 外種皮 H壬+隆乳

(nmo1・分 1・粒 ') 

低温吸水222日目 1 2 _ 6 4 _ 6 1 1. 5 

25.C吸水 4日目 9 _ 2 3 _ 9 7 _ 4 

1 3 _ 9 6 _ 3 4. 6 

25.C吸水10日目 4. 0 3. 9 6 日

4. 9 2. 6 7. 2 

4. 6 3. 0 6. 1 
2. 8 2 _ 0 5. 2 

表 II6 種皮内に亜二チオン酸ナトリウムを封入した際の酸素r威少量

乾燥種子 2 5 OC吸水 4.C吸水

H，O Na，S，O. 差 1-1，0 Na，S，O. 全b戸二 上，，0 Na，S，O. 

nmo1 min 

1 3 2 6 6 fi (i 2 4 1 3 1 1 1 8 2 1 6 

歪

1 8 8 

2 4 2 4 。 I 2 3 fi 2 4 12 (;690 fifii8 

1 2 5 4 4 2 4 2 5 1 日 自 1 2 6 

自 3 0 2 4 4 8 4 8 。 。 1 8 i 8 

白 6 

2 
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て解除される休日民要因のうち少なくとも一部が種皮にあり.種皮を除去するとそ

の要因が解除されて発芽するのだと考えられる。本節では低混湿層処理によって

解除される休日民打破の矧]制機構が種皮の物理性にあると考え，機械的強度と透水

性，酸素透過性について調べた。

機械的強度については外側から圧迫して種皮が裂けるのに要する力を測定した。

発芽時と同じ部分でおlれるように工夫して圧迫したが，乾燥種子の外種皮には想

定した部分と異なるところで不規則に割れてしまうものがあった。発芽H寺と同じ

部分で裂けたものでも，割れるのにIikgf前後の力を要した(図日7)。吸水した

種皮では不規則に割れるものはほとんどなく， IOkgf前後の力で割れたt図日7)。

吸水前は外種皮全体が使く外からの力に対して破壊されにくくなっており，中の

妊乳や脹を保護しているといえる。発芽の必須条件である水分が豊富な環境にお

かれると種皮が吸水して特定部位，すなわち外種皮内側の幼線末端から反対似Ij末

端に向かつて走る 2本の機の部分の機械的強度が低くなり，幼恨の出現が容易に

なるのだと考えられる。

]日だけの吸水でも 5カ月吸水した種皮と同じくらい害IJれ易くなっており

(図日7)，機械的強度の低下は吸水に伴い急速に生じる変化であるといえる。

乾燥種子の外種皮は妊の成長を機械的に阻害しているとも考えられるが守 しか

しながらお℃て‘吸水した場合でも 4'(で吸水した場合と同じようにおlれ易くなる

ことから，機械的阻害は低温湿層処理によって解除される発芽抑制l要因でない。

次に種皮が水分の透過を阻害している可能性について検討した。

マメ科なとーの硬実穂子では外種皮の最外層の外側に疎水性の屈が形成されてお

りそれ以内に水分が吸収されないようになっている〔日-4 -1 )。 チョウセンコヨ

ウの外種皮では内側からの吸水をノfラフィン皇室布によって巡っても l放水がみられ

たL表 IJ4 )。 吸水量は 2日間の吸水て'飽和と考えられる量まで達しており，外務

皮の外s[IJにはl吸水を抑える層はないこいえる『外側lこノfラフィンを塗布した場合

でも同じようにl吸水がみられL表日 4 内側lの方にも吸水を妨げる屈はない。外

種皮は水分の透過性に関して まったく障害になっていないことが縦かめられた。

内種皮についても透水性を調べたc F人l種皮は非常に薄L、組織なので外種皮につ

いてJIJいた方法は使えないe そこで内種皮が破れないよう留意しながら外経皮を

外し，佐を内包する妊乳の吸水量の変化をみた。内種皮(;;:大部分外経l支とは分離

しているが，合点の内側lで外種皮と密着おり その部分だけは外砲皮を除去しす

る際に破れて外相i皮と共に剥がれてしまうので破損した部分にはノぞラフィンを塗
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布してそこから水が浸透しないようにした。その結果 内種皮があることによっ

て吸水が遅くなることが示された。しかしながら完全に阻害されることはなく徐

々に吸水した。

外種皮，内種皮それぞれについて透水性を調べたが，どちらも内側への吸水を

阻害していないことは，無傷種子全体の発芽までの吸水量の変化からも示唆され

る(図日 8，9 )。乾燥種子重あたりの生霊噌加量を吸水量としてみると I汲水開

始後急速に20%以上まで吸水し，それからしばらく吸水せず，最後にまた急速な

吸水がみられる。この経過は Asakawa(1956)の結果とほぼ一致する。またl吸水過

程に 3つの段階がみられることは他のマツでも報告されている (Hatano，1951;郷，

1951 )。ただ し彼らの論文では 3段階目の急速な増加は発芽前に生じているよう

な記載があるが，本実験の観察では，種皮が割れ幼根が見えるようになった時点

を発芽としているが，チョウセンゴヨウのような大きな種では発芽しても発芽床

に幼根が達するまで多少時閣がかかる。その問は急速な吸水がみられなかった。

但し置床の向きによっては発芽後すぐに幼線あるいは露出した佐乳が寒天に接す

る場合もありその個体は急速に吸水した。 3段階自の急速な吸水は，発芽後出現

した幼根によるものであるようだ。

発芽する能力のない種子でも I段階自の急速な吸水がみられることから(郷.

1951)，この吸水は生理活性を必要としない，ただ吸水前から水ポテンシャルが

低かった経子内に水が浸透する現象だと考えられている。 一度飽和状態に達した

後，次に幼綴が直接吸水するようになるまでほとんと吸水しない定常状態に入る。

I段階目を細かくみると，25Tの場合すぐに飽和状態にまで吸水して 2段階目の

定常状態になるが， 4
0

Cの場合はーはじめの 3日間に吸水量20%ほとまで急速に

吸水した後， 3週間ほどかけてゆっくり吸水する期間を経て定常状態に入る(図

u 9 )。 外種皮は 4
0

Cでも 2日間で25%Iまとまで吸水することから(表 114 )，乾

燥磁子電の65%が外種皮だとすると図日 6上 はじめの急速なl吸水)91の吸水量の

内16%が外経皮によるものである e この時期に外種皮は飽和状態に達していると

考えられる。次の定治状態前のゆっくり吸水する期間にJI壬乳+阻、がl放水してゆ っ

くりと定治状態に達する。内純皮が敏慢しているとl泌乳+怪の吸水がやや早くな

ることから 7 内種皮の透水性が低いことが考えられる〈図(111)。実際，乾燥種子

から取り 111した内股皮に水滴をたらすと すくに主主み込まず疎水性を示す。 25"(

でl炭水させると定治状態前のゆっくり吸水するjg]I詞がみられないことか ら，内種

伎の不透水性が25'Cでは減少する可能性が考えられる。高温と{丘而1の変潟処理が
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発芽促進に効果があるのは，高狽J羽に内種皮の不透水性がなくなることが関与し

ているのかもしれない。

いずれにせよ低温湿層処理をしない種子が発芽しない原因は透水性にないこと

が明らかになった。つぎに徴素透過性について検討した。

まず種子会体の呼吸量を測定した(図日 12)。呼吸量のiJtlJ定はワープルク検圧計

による方法が古くから用いられている。この方法は試料を容れた閉鎖系内で発生

した二由主化炭素を水酸化カリウム溶液に吸収させた場合とさせない場合とでそれ

ぞれ一定時間における圧力の変化を計測することによって，試料からの二酸化炭

素放出塁と酸素吸収量を測定する優れた方法である。しかし，酸素発生量を測定

する際には試料室内の二般化炭素濃度が 0という自然条件とは異質の環境下での

代謝を測定することになり，また試料の体積に比して呼吸量が少ないと検出限界

を下回る恐れがある。本実験では空気中の酸素濃度を測定することができる酸素

電極を用いて呼吸量の測定を試みた。

乾燥種子や 40Cで吸水中の種子はほとんど酸素を消費しなかった。 250Cで吸水

させると，吸水開始直後から酸素消費がみられるが，これはおもに種皮内の還元

的な条件にあった部分に，吸水と共に酸素が供給され酸化した可能性がある。吸

水5日目で酸素消費は減少する。吸水前に還元状態にあった部分が一通り酸化さ

れたためだろう 。250Cで吸水208日目でもほぼ同じ値を示した。この11奇の値が妊

乳とI庄の実際の呼吸を表していると考えられる。

4 ccで吸水させた穂子は208日目でも酸素を呼吸しなかったが250Cに移すと消

費し始め，発芽する個体では発芽前に呼吸が増加する。

種皮および院を内包する!座乳それぞれだけの酸素消費を計iJ!IJした結果，種皮が

酸素を消費すること その消費量が，特にl吸水 10日目では，種子全体の消費量よ

り小さいことが示された。このことから，粒子全体の酸素消費量のうち一部は種

皮より内側IJの消費によるものであることが明らかである。ただし各組織に分けた

場合の消費量の和は穂子全体で測定した値より大きかった。この瑚由は， 一つに

は，組織を分ける際に穏皮を割ったため積皮中の逃元的だった部分の多くが空気

に触れたためと考えられる。また，やはり積皮を除いたことによる妊乳の隊害呼

吸によるものとも考えられる。もう 一つ，研皮が酸素透過をやや阻害しているた

め，阪乳や11壬の呼吸速度がjqJえられていたものが解除された可能性も考えられる。

種子を破唆して得た極皮だけでも酸素消費がみられたことは，自u裂IJIiの碩子|々

は還元的であったことを示唆している。外樋皮より内 ßlIJでは椴J}~の供給が充分で
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なし酸素を要求する発芽が抑制されているとも考えられる。

低混湿層処理をしない種子でも外の酸素を!距乳や脹がある程度消費していると

考えられるが，酸素透過性をより直接的な方法で調べた。その結果，低温湿層処

理によって透過性が増す場合があることが示された。

本実験では低温湿層処理をした種皮のどの部分の酸素透過性が高くなるのかを

明らかにしなかった。吸水に伴い外種皮が害IJれ易くなることから稜の部分の機械

的構造が変化すると考えられ，その部分の透過性が高くなることが考え易い。し

かしながら，この変化は温度に関わらない変化であり，低温混層処理をした場合

のみ透過性が高くなることを説明できない。外稜皮のどこか他の部分に微細な隙

間が生じるのか守あるいは外種皮全体の構造が変化し透過性が高くなるのであろ

つ。

II -5 吸水に伴うチョウセンゴヨウの区、と匹乳中の変化

rr -5 -1 (実験 rrH. I >の材料と方法

RNAの定量

実験日 Cと同じチョウセンコヨウの穂子の RNAを. S D Sフェノール法に

よって抽出した。 ①5個体の!怪および妊乳をそれぞれ1.5あるいは 3mlのRNA

抽出用緩衝液[0.I ~ トリス 干境酸 ( p Il 9.0) ， 1 % S D S， 1 %アスコルビン酸ナト

リウム， 5 %メルカプトエタノール]および卜5mlフェノール・クロロホルム混液

中で，超高速ホモジナイザ-(ポリトロン)を用いて破砕，懸濁。②遠心分離した

後?水相を等符i立のフェノールでさらに 2回抽出し，核酸に;苛む最後の7.1<相を

20'Cのエタノ ルで続析した。③生じた沈澱を20mMトリス瓜酸(pIl7.5)， I mM 

EDTAに溶解し DNAと低分子 Ri¥Aを除くため， 2M椀化リチウムによる

臨析をおこない，再びエタノールで I~ 'J Aを沈澱させた。この操作を 2度繰り返

しR火入を精製した。④綜液の260日間のl吸光度をiJIIJ定し， A260=45μg!ml R "J八

として R¥Aむを算出した。

ABAの定量

実験日 Cと同じチョウセンコヨウの種子を用い，各組織の内生As八を1i:i;;し
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た。

佐と妊乳は TB S緩衝液[0.5Mトリス境敵(pH7.8). ]. 5M塩化ナトリウム 1

10mM庖化マグネシウム]とメタノールの 1 9混液中で，超高速ホモジナイザー

(ポリトロン)を用いて破砕，懸濁。極皮は乳鉢で破砕した後，同混放に懸濁した。

ー晩振量ました後，遠心して上清を得た。沈澱に同混液を加えさらに抽出した。遠

心して得た 2度の上澄をまとめて凍結乾燥 してメタノールを郷発させた。乾化物

をTBS緩衝液に溶かし. A B A抽出液と した。

ABAの定量は Walker-Simmons(1987)に従い，固相化抗原を用いる間接競

合型の酵素免疫測定法によって定量した。概要のみを記す。① Wailer(1980)の方

法で，し)-2シス.4 トランス AB A(東レ社)とチ ロシルヒドラゾンとの複合体

と • p-アミノ馬尿酸のウシ血清アルブミン置換体とを合成し，この二つを結合さ

せ. ABA-C，ウシ血清アルフミン復合体を作製した。②過剰量の抗ABAの

マウス・モノクローン抗体Cldetek社)溶液[0.0015%抗体と 0.2%ウシJfll清アルブ

ミンを TBS緩衝液に加えたもの]と試料の ABA抽出液とを混合し 4T暗所で

23時間反応させた。同時に①で作製した ABA-C.ウシ血清アルブミン複合体

をマイクロプレートに注入し吸着させる。 ③マイク ロプレートを洗浄液[TB S 

緩衝液に0.05%ツイーン20.0.1%ウシ血清アルブミンを加えたもの]で洗浄した

後，②の抗体，試料混液を注入し. 211寺間室温暗所で反応させた。この時.マイ

クロプレート上に固相化された ABAと試料中の遊離の ABAとが抗ABA抗体

によって競合的に捕捉される。③洗浄液で洗浄後，マイクロプレートに抗マウス

免疫クロプリンのアルカリホスファターゼ標識ウサギ抗体溶液を注入し. 2時間

室温暗所で反応させた。この時，国相化 ABAを捕捉した抗ABA抗体をさらに

アルカリホスファタ ゼで糠識した抗体が捕捉する。④洗浄液で洗浄後，アルカ

リホスファターゼの基質である O.I%pニトロフェニルリン酸-2-ナトリウムの

O. 05~炭椴ナトリウム (p Il 9 . 6 )溶液を注入し，室混で30分~ 111寺1l'iJ反応させた。⑤

マイクロプレートリーダーを斤lし、て，目手素反応で生じたp-ニトロフェノールによ

る405nmのl吸光度を測定した。⑥ABA波度の対数とl投光度との用量反応関係が

直線関係にあると仮定して，日!t知濃度の(十)-2-シス.4-トランスーABAを同総に

処型して求めた検ili線から試料中の ABAを定i!lした。

11 -5・ 2 (実験 01-1>RNA量



低温湿層処理中のチョウセンゴヨウの肱および妊乳で生じる変化の候補として

全RN A:I立を測定した。 日一2では標識前駆体の取り込み実験によりクロマツl庄

の処理中に rR:¥Aが生合成されることが示されたのが，ここでは個体毎の全

RNAを求めるために，抽出は SD Sフェノールお11lHのみとし{立を裕被の

A260から求めた。

RNAは!距乳と旺とのいずれからも検出された。生重あたりの RNA量をみる

と脹乳より!圧に多く含まれていたt図1Il13)。しか しながら，処理による RNA量

の明らかな変化はみられなかった。乾燥種子を 4日間25'(におくと減少する傾向

があるようだが，低温湿層処理をした後250

Cに移 した種子でも同 じ傾向がみられ

た。

0-5-3 <実験 日1)A BA量

種皮と!伍乳， J怪それぞれの 5個体ずつのAsA含量を測定したところL図皿14)，

種皮に極めて多く ， J症で最も少なかった。組織毎の順番は乾燥種子でも低混湿層

処理種子でも変わらなかったが， 6カ月低濡l湿層処理した種子では種皮の含量が

115以下に少なくなっていた。妊の含量は変化なく，Jjf乳ではやや増加してい

た。

250Cで吸水させた種子の阪と JJ壬乳からはAsAが検出できなかった。種皮の含

量も他の 2処理と比べて極めて低かった。

n -5 -4 実験結果のまとめと考察

1¥ 13八の定註法には，いくつかの方法がある。古くからJfjいられているのはア

オウキクサ Lemnaやコムギ子葉抑jの成長あるいはワタ外航体の法伎をみる生物

検定法で '¥ R .'¥の成長抑制作用や孫伎作用を利用する。この方法による検出限

界はアオウキクサで 3pg/ml，コムギで200ng/ml程度である。光化学的な性質を

利則するものとしては旋光分散法と紫外線分光光度法があり検出限界はどちらも

μg規模である。その他 質託分析言|や水素炎イオン化検山.6*， '1益子1IIi狼型倹:J:l

誌をfjl川するガスクロマ卜クラフィー r'ob圧液体クロマトグラフィーがあり

IOOng切校の検出限界をもっ。現在j品も信頼性の;'.'5l、方法はガスクロマ卜クラフ

ィー/1~1 hl~分析法といわれているが，極子の内生 A I3八を iJ!lJ るには多数の fll.f休を
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試料としなければ検出限界を下回ると考えられる。本研究では個体差がなるべく

反映されるように，さらに検出限界の低い標識免疫測定法を用いた。この方法は

抗原と抗体が特異的に結合することを利用するもので，様々な研究で用いられて

いる(Weil巴r，1984)。標識免疫測定法は抗原の標識方法により，さらに放射線免

疫測定法と醇素免疫測定法に分けられる。本研究では放射線を利用することによ

る特殊な施設の必要性や危険性を鑑みて.後者を選んだ。標識免疫測定法;ま，他

の方法と比べ，感度・検出能や再現性，必要な機器 ・試薬の価格，迅速・簡便さ

等の点で同程度あるいは優れている。但し，抗原による認識部位以外の部分が置

換された抗原の誘導体は，異なるものとは認識できず交差反応を起こしてしまう

ため，標識免疫測定法を用いるには対象とする試料中にこのような免疫学的相似

体がないことが前提とされる。本実験でチョウセンゴヨウのABAを測定する場

合にもガスクロマトグラフィー/質量分析法を用いてこの点を検定しなければな

らないが，用いたIdetek社の抗体についてはいくつかの植物種あるいは合成誘導

体を用いた研究で反応特異性が検証されているので，チョウセンゴヨウにおいて

も免疫学的相似体はないものとして検定を省いた。 Id巴tek社からは酵素免疫測定

法による ABA定量用のキットが販売されているが，本実験では同社の抗体だけ

を用いて Walk巴r-Simmons(1987)に従って，回相化抗原・間接競合型の醇素免疫

測定法によって定量した。彼らの方法は比較的高価な抗体の使用量がキァトと比

べ1/100で済み検出能も高いとされている。

外生ABAの施与が非休眠種子の休眠を誘導したり，またジベレリンによる発

芽促進効果を打ち消したりすることから，種子休眠はジベレリンと ABAの均衡

によって左右されるという説が議論されてきた。発芽抑制作用をもつことが知ら

れている ABAの低混湿層処理にともなう減少が.Acer plaranoides (Pinfiミldand 

Davies， 1978)や A.saccharum (Enu-Kwesi and Dumbro任 1978)・ Frax;即日 (So凶hcimcr

er a/.， 1968)で報告されている。リンゴ種子についてもいくつかのグループの報

告があるが (Rudnicki，1969; Lee and Looncy. 1978; Balboa-Zavala回 dDerulli. 1977; 

Barthe and Bulard， 1978). それぞれ値が異なっており，また常温汲水させた対照

が示されていないものが多L、。 Subbaiahand Powell (1992)は詳維な定量そ石こな

い.温度に関わらず種皮の ABAは減少するがJl壬では変化がないことを示した。

温度に関わらず吸水に伴い種皮の AB八が減少する一方守 JJEのABA減ンはみら

れない。 Acerplatanoides 種子は低焔温陪処理中に ABAが減少するも¢の 発

芽がみられない17'C吸水でも減少する (Tillbergand Pinfield， 1982; Pinficlj目。L，



1987)。キノ、タ属 Phellodendronwilsonuでもl吸水にともないABAが減少するもの

の低温でなくても減少することが認められている(Linel al叶 1994)。

ABAは乾燥に対する耐性に関与するホルモンとしても多くの研究がある。乾

燥ストレスにさらされた総官や組織で内生ABA含量が増加したり，外生ABA

の施与によって乾燥耐位二や乾燥耐性に寄与すると考えられる物質，さらにその物

質生成に関与する逃伝子の発現が誘導されることが知られている。休眠種子には

他の組織より極めて含水率の低い状態にあるものが多く，乾燥に対する耐性が高

い組織からなっているといえる。休眠種子に多く含まれる ABAは休眠に直接関

与するだけでなく，休眠に伴う乾燥に対する耐性を各組織に付与する機能を持っ

ているとも考えれる。

本研究でもチョウセンゴヨウマツの休眠種子の種皮に多量のABAが含まれて

いた。乾燥状態での休H民になんらかの役割を果たしていると考えられる。

登熟期の ABA量の増加が休眠を誘導することや発芽処理によって内生 ABA

量が減少することが多くの植物種で示されており，内的休眠はABAが主要因と

なっているという考えは古くからあるが， A B Aの減少によって必ずしも休眠が

打破されるとは限らない。例えば，休眠打破に変温処理を要する Phellodendron

wilsoniiでは低温処理期間中に ABAが減少するがそれだけでは発芽しない(Lin

el al.， 1994)。これらの結果は内生ABAの低下だけでは休眠が打破されないこ

とを示している。内生 ABAの減少のみによって説明できない休眠打破の機構に

関して，A B Aに対する佐の感受性の低下が最近コムギなどで研究されている

(Waker-Simmons， 1987など)。

本実験でもリンコの場合 (Subbaiahand Powell， 1992)と同様に，程度に関わら

ずチョウセンゴヨウ種皮の ABA は l吸水に伴い減少するものの低温混 !~i処理をし

た種子の!I壬乳や!I壬の AI3Aは減少しなかった。 しかしながら，吸水前のlIi点での

阪の含泣を他のh1i物の場合と比べると 1/10から 1/100程度と少なかった。本研究

では発芽した碍子あるいは必ず発芽するに速いない純子の ABA含量というもの

を測定していないが，乾燥椛子のH

を仰;出制制b初川|リlするに十分ではないと考えられる。 25'Cでl放水した!Iモやl圧乳に ABAがな

かったことからも示唆されるように， ，伍自身がもっ内的な発芽抑制要因として，

チョウセンゴヨウにおいては， A B Aが関与している可能性は低いと考えられる。

極皮の AI3Aの減少は発芽床への浸出によるものであろう。水分が豊富な環境

に置かれた時に， A B Aなどの発芽抑制物質が浸出することによって発芽が誘導



されるという考えが一般に認められている(Yambeet al.， 1992やそこに引用され

ている文献等)

低温湿層処理!に伴う ABA量以外の変化として Ri¥A量の定量を試みたが，温

度に関わらず吸水に伴う量の変化はみられなかった。 日 2-5で述べたように本

実験でおこなった様な方法では RNA量の変化を正確に追えない可能性がある。

実験日 Bで用し、たような取り込み実験をすればRNAの変化も検出できたかも知

れなし、。定量性はないものの乾燥種子の阪にも妊乳にも RNAが存在することは

確かである。

II-6 マツの低温湿層処理についての考察

本研究では，いままで様々な穫で知られている低温湿層処理にともなう生理的

変化の内，どのような変化がマツ属 2穏の穂子において生じているかを調べた。

妊の成長には温度〔常温)と水分(湿潤)，酸素，光の 4条例が必要であるのが一般

である。マツでは乾燥種子時に光照射を受ければ発芽時は暗黒下でもかまわない。

残る 3条件が揃えば，マツの複維管束類の多くの種子は発芽するが，単純主管束類

では，常温にさらされる前に湿潤条件と低混条件とが発芽のために必要である。

前者の種， {91)えばクロマツの種子でも発芽促進のために低温湿層処理をすること

があるが，処理中には湿潤条件によって誘導される変化が起きていると考えられ

る。一方，単品j~管束類に属するチョウセンゴヨウでは低担条flI:で誘導される変化

と湿潤条件で誘導される変化の両方が休11民打破に必要であると考えられる。この

ことは低混湿層処理のみよりも変調処理の方が発芽率が高いことからも推察され

る。

実験 nAの結果， クロマツでは低温湿!音処理!の発芽促進対J主任が篠かめ られ.休

眠状態から発芽までの変化の内，低温でも進行し得る変化が低組i~~層処理!中に生

じていることが示唆された。 処理中にiffi'，皮条件が i'~dたされなくても混 i1'1)条例ニ さえ

満たされればそのような反応が進み，あとは'品温によって誘導される反応だけが

抑制された状態になり ，温度条件が満たされたときには常潟で誘導される反応だ

けが進めばよく ，発芽までに要する時間が短くて済む。低111Tlでも進行し得る変化

の候補として，R ¥へ生合成について実験 11ß で調べた。 I~ N A I}.合成は常温で

促進され，かっ発芽に必須の変化である。実験の結果，低混下で混i1¥U条例にさら



した場合に RNAが生合成されることがわかった。さらに低温下で生合成される

R¥JAには rR¥"!-¥が多く含まれていることも確かめられた。クロマツ乾燥種子

中にもリボソームが存在するがCill章参照)，低温M層処理中にさらに合成される

ことによって発芽に必要な変化，タンパク質の合成が促進されるのであろう。

一方，チョウセンゴヨウ種子の発芽には，常損にする前に低温下で湿潤条件を

経験しなければならないことと，駿素が必須であることとが笑験[1C， Dで確か

められた。さらに種皮を除去すると低温にさらさなくても発芽する場合があるこ

とが確認された。発芽には常温と湿潤条件で誘導される変化の他に低温湿潤条件

で誘導される変化が必要であるが.低温湿潤条件で誘導される変化は種皮を除い

た場合に要らないことを示している。発芽に必要な変化をすなわち発芽を抑制し

ている要因の解除と考えれば，種皮には発芽抑制する要因があり，それが低溜か

っ湿潤条件によって解除されるのだと考えられる。実験 日 E~G では種皮による

発芽抑制の機備として，援械的障壁，不透水性，酸素不透過性の 3点を検討した。

機械的障壁については，抑制している可能性が示されたが，その解除には低温条

件は不要で，湿潤条件だけで充分であった。透水性はほとんと発芽の抑制要因に

なっていなかった。内種皮がやや疎水性を示し吸水を遅らせているが，温度条件

に関わらず湿潤条件さえ満たされれば，発芽に充分な吸水がおこなわれた。低視

条件下でのみ生じる変化/;酸素の透過性に関してみられた。常混でも酸素は種皮

を透過しているようであったが，低温で吸水させた場合に透過性が梢大すること

があった。

種皮に関しては実験 日IでAB.'¥の定量もおこなった。吸水した穂子の種皮で

含量が大幅に減少していた。この減少はI音地への漏出によるものと考えられ，湿

il~j条件というより水分が周 りに十分にあることによる変化といえるが，いずれに

せよ低潟条例二は関与しない変化であった e むしろ 1 低温でl放水した紹子より常温

吸水したf章子の方がより減少しており.低温条件は ，A.R八の減少に|対して抑制的

であ ったといえるc

2たー験 LICの結果 種皮を除去した場合でも発芽しないものがあり， また純Jえを

除去した種子の発3f- )t~が伝混湿層処理によっておくなる傾向があった。 このこと

は碕皮より内側Ijにも低潟ilt.Wi処芝の条件によって何か変化が生じることを示して

l、る。院とIJ壬乳でも変化の候補 ζ して八 sAとlc¥ーへのii11Y:J変化を実験 LI11， 1 

で剥べた。しかしながら とちらもほとんど変化がみられなかった。チョウセン

ゴヨウの場合， ，A. B Aは発芽抑制要因になっていないようである。 11-4 7でも



述べたように RNAについてははっきりしたことはいえないが，休日民打破直後の

成長に量的に必要なだけのRNA.特に rRNAが休11良種子に含まれていると考

えることカ可できる。

種皮より内側IJで生じる変化として，低温条件と湿潤条件によって誘導されるも

のを見い出すことができなかった。可能性としては，種皮だけではなく佐乳の機

械的強度も発芽を抑制していることが考えられるが，実験日 Cで観察されたよう

にl距乳の物理性が発芽の阻害要因になっているとは考えにくい。そのほかABA

以外の発芽阻害物質の減少ある L、はジベレリン等の発芽促進物質の増加が挙げら

れる。また，法伝子の発現に関して RNAの量的な変化はなくても，転写活性や

翻訳活性が変化することによる，質的な変化が考えられる。次章ではRNAの内，

mRNAについて質的な変化を考究する。



E クロマツの貯蔵型mRNA

1II-1 貯蔵型mRNA

生物個体の巡伝情報はその個体の全ての細胞の DNAに記録されている。それ

らの逃伝情報の全てが無秩序に発現するのではなく，綿密な発現制御をうけて個

々の細胞が必要な遺伝情報が随時発現してくる。真核生物の巡伝子の発現は転写，

mRl¥Aの化学修飾，翻訳，ポリペプチドの翻訳後修飾等の段階で制御される。

生物体内の物質とエネルギーの経済を考えると，最初Jの転写制御が主要な段階で

あると思われる。 一般にmRNAは不安定で翻訳された後崩媛していく。核内の

O:¥A上の遺伝情報を，細胞質内でのタ ンパク質合成の場であるリボソームまで

運ぶという mRメAの役割を考えれば，これは当然のことである。細胞の恒常性

を維持するためには翻訳後の用無しになったmRNAは速やかに消失すべきであ

るといえる。しかし翻訳されていないmRNAが細胞質中に存在することがあり，

このmR¥lAは翻訳段階の制御を受けているといえる。湖訳段階での逃伝子の発

現制御に関する研究が近年盛んになってきている。制訳段階の発現市IJ街l機構を研

究する上で，翻訳されずに存在する mR:¥Aの動態や存在形態を調べることは重

要である。

l吸水開始直後から種子内でタンパク質と Rr¥八が盛んに生合成されることは多

くの他物で知られていた。この時期にタンパク質合成阻;t[.斉IJを与えると発芽しな

くなることから タンパク質生合成が発芽に必要であることがわかる。ところが

1< :¥ベ合成阻害斉IJを与えてもタンパク質生今成が完全にm';与されない。このこと

から先立=初期に必要なタンパク質の情報を犯う mRNAの少なくとも ←{fIiがl放水

前の休11民股チに存花していることが示唆された。このように Fめ合成され休眠移

Fに存在していると考えられる mR:¥八は prclurm以1mRNAあるいは slorcd

mRNAとよばれるようになった。 しかしながらこのH初日jの実験に対して Barkcr 

et a/. (1971)は1'111:斉IJの「作ドj用骨がU依在定していない等の邸型11山HでJt似I'i行i

のZ託I1正EIψ明リ列lにはならないとしている。その後，1!![細胞タンパク質合成系の係立に伴い，
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いくつかの植物で休日民種子中に翻訳活性をもっmRNAが存在することの証が立

てられた (Payne，1976に総説)。

さらに休日民種子から抽出したmRNAを無細胞タンパク質合成系で反応させた

時の翻訳産物の解析の結果，貯蔵タンパク質と同じものが見いだされた。登熟期

に機能したmRNAが休眠開始後も残存しているという意味でこのようなmRNA

はrenmantmRNAあるL、は residualmRNA C ，、う場合もあった。

タンパク質合成が長期間にわたり休止している休眠状態の種子にmRNAが存

在することが1 現在多くの植物で知られている (Payne，1976に総説 )。本論文で

はその機能に関わらず休日民種子内に存在する mRNAと同じ情報をもっmRNA

の総称として貯蔵型mRNAと記述する。貯蔵型mRNAについての研究の多く

は上記の研究の延長で発芽期に機能するものであるのか，あるいは登熟期に機能

したものの残余物であるのか，といった観点からおこなわれてきた。近年の分子

生物学の技術的な進歩によって，個々の情報を担う mRNA種の cDNAが作製

できるようになった結果，それぞれのmRNA検出できるようになり，また塩基

配列からその情報が解読できるようになったため，貯蔵型mRNAの機能が明ら

かになりつつある。

クロマツについても休眠状態にある乾燥種子の佐内に貯蔵型mRNAが存在す

ることが知られており(Yamamoto，1982)， その cDNAライブラリーが作製され

ている。本章では， c DN Aクローンを用いてーまず長期間休眠状態にある種子

にも貯蔵型mRNAが存在しているか否かを調べた(m-2 )。 その結果，貯蔵型

mR;-..，rAは乾燥種子内で安定に維持されていることがわかったので，次にとの様

な形態で貯蔵型mRNAが乾燥種子内で存在しているかを調べた(m-3)。さら

に貯蔵型mR:¥Aの発芽過程での消長を調べ(m-4 )，その存在意義を考察する

(四一S)。

ill-2 貯蔵型mRNAの cDNAクローン

出ー2-1 cDNAクロ ーン

本章の研究では，クロマツの貯蔵型mRN八を枚出する方法として， mRi¥A 

と相補的当証基配列を持つ DNA[cDi¥A]を合成し，大腸菌のプラスミド〔小さ



な環状 2本鎖 DN A)に組み込んで作製した cDNAクローンを用いた。大腸菌

Escherichia co/iは無性生殖によって増殖するので，逃伝的に均一な大腸菌[クロー

ン]を大量に得ることができる。ある lつの情報を担った貯蔵型 mRNAの C

o i¥ .'¥を組み込んだ大腸菌を培養して，そこから cDNAを抽出すれば，不安定

なmR¥TAに代わって，相:fi目的境基配列を持つ ιDNAが大量に得られる。さら

に，相側i的混基配列を持つ絞酸どう しが特異的に水素結合することを利用した手

法Lハイブリダイゼーション]を用いて解析をおこなった。大腸菌から抽出した 2

本鎖 cDNAは，初めの貯蔵型mRNAと同じ取基配列を持つmR N A(あるい

はそのじ of¥' A)と特異的に対合するので，あらかじめ放射性同位元素32pでど

ちらかの核酸:プロープ]を標識しておけば放射能写真法[オー トラジオグラフィー]

によって相補的塩基配列を持つ核酸の存在が調べられる。こういった手法を用い

れば，様々な mRNAの中から特定の配列のmRNAだけを検出することができ

るので，従来のように貯蔵型mRNAを全体として級うのではなく，それぞれの

機能を担った個々の mRNAについて調べることができる。 Haradael al. (1988) 

は，同様な手法を用い，アブラナの cD¥TAライブラリーのうち 15クローンを

用いて，対応する mRi¥Aの濃度変化を版発生から発芽 6日目までについて調べ

ている。

クロマツの cDNAクローンは乾燥粒子と芽生えに含まれる mRNAについて

作製したものを利用した。これらの cDNAクローンは Gublerand Hoffman法

(1983)により次のようにして作製された。元の鋳型になる mRNAは乾燥穂子の

妊と矯種後 14日間l現所で発芽させた芽生えの子葉から抽出し，オリゴ(dT)セ

ルロ ス・アフィニティー・クロマトグラフィーによって生成したポリ (A)'RNA

である 〔後述の実験方法参照)。真核生物の mR¥Aは転写後に 3'末端にポリア

デニル殴鎖が付加された Ri'¥ A ポリ (A)'Ri¥ベ 『となって細胞質中に存在する。

逆転写静索で合成させた二本鎖 D¥Aをプラスミド pVC8の PSll切断部位に組み

込み 大l助l萄に感染させてクローン化した。

クロマツの乾燥種子佐の貯蔵型mR¥ベ，および発芽 2週間自の芽生えの子柴

のmR¥八から作製した ιDi¥'Aクロ ンを，それぞれIJ壬のクローン，子葉のク

ローンと呼ぶ。個々のクローン名は， pμla剖S叩ml凶dの pを冠し， J佐佐のクロ一ンでは

p刊l旧n問cs児巴cωdti'の1)，ζ立亡立tで"1'内S

ラリ l司中|ドjのi通昌し番号によつて1命育命I名しfたこ。

本節では， 1庄のクローンのうちの 122クローンと，子葉のクローンのうちの 100



の涯と発芽の 2週間目とではどのように変化しているかを，各々の時期の全mRNA

のcDNAをプロープとして，まずコロニー・ハイプリダイゼーションおよびサ

ザン・プロット ・ハイブリダイザーションによって調べた。さらにその結果を元に

以降の実験に用いる cDNAクローンの選抜をおこなった。

日-2 -2 <実験皿 A>の材料および方法

種子および発芽

茨城県林業試験場のクロマツ精英樹採種園で1987年10月に採穏したクロマツ

Pinus thunbergii Parlのクローン北相馬 2号の種子を用いた。採取した球果を温室

で乾燥し種鱗を開かせ，種子を集めた。翼を取り除いた後，密閉容器に入れ.実

験に供するまで冷蔵庫(4OC)に貯蔵した。

室温の0.5%べンレート懸濁液中で 1時間撹祥した後， 1時間水道水で水洗し

た。プラスチック容器内の0.8%寒天培地上に播種した後，植物育成チャンパー

内(25'C，18時間明 5，OOOlx/ 6時間暗〕で発芽させた。チャンパーに入れた日を

発芽に適した環境に移した日の意味で発芽 O日目とする。以降この日から起算し

て発芽幾日 目と表記する。低温湿層処理をする種子については，培地に矯種後，

乾燥しないよう容器に蓋をして冷蔵庫(4 OC)に一定期間おいてから発芽させた。

乾燥種子の稜皮をピンセットで割って匪乳を取り出し，)Jf乳を剃万で刺l方向に

切開して中の阪を摘出した。発芽14日目の芽生えは子葉と!圧軸に分けそれぞれを

供試した。各器官は直ちに液体窒素で凍結させ，実験に供するまで-80'Cに保存

した。

RNAの調製

RNAは向井ら (1987)のS0 S-フェノール/塩化セゾウム法によって抽出し

た。①怪100個体を].5mlのRNA抽出用緩衝液[0.1Mトリスー塩酸(pH9.0)， 1 % 

SDS， 1%アスコルビン酸ナトリウム， 5 %メルカプトエタノール]および

1. 5mlフェノール・クロロホルム混液中で 超高速ホモジナイザー(ポリトロン〉を

用いて破砕，懸泊。②遠心分離した後，水キ目を等容量のフェノールでさらに 2回

tlll出した。最後の水相を 57M塩化セシウム(ρ'=;]. 70)に童相し， 目立SPR-28ロ

ーターを用い可 27，000rpmで，10'C， 24時間，遠心をおこなった。③生じた沈澱

を20mMトリスー塩酸(pH7.5)， 1 mME D T Aに溶解し， D N Aと低分子RNAを|徐



20mMトリス出酸(pI17.5)， 1 mM E D T Aに溶解 し，D i¥ Aと低分子 RNAを除く

ため， 2 M.Ifn化リチウムによる復析をおこない， -20"(のエタノールで RNAを

沈澱させた。この操作を 21支繰り返し RN A(主にリボソーム RNAとmR N A) 

を精製した。

ポリ(A)+RNAの調製と翻訳

オリゴ(dT)セルロース(Sigma社およびPharmacia社)のカラムに，全 RNAを

結合用緩衝液[0.5M.Ifn化ナトリウム， 10mMトリス続酸(pll7.6)， 1 mM E D T A ]と

共に通してポリ (A)+RNAだけを結合させ，ポ 1)(A)-R N Aを流出させた後，

溶出用緩衝液[IOmM卜リス塩酸(pH7.6)， 1 m ~ E D T A :でポ 1)(A)' R N Aを溶

出させた[1回目溶出液]。初めにポリ (A)-RNAとして流出した液を再びカラ

ムに通しポリ (A)+RNAを完全に抽出した[2回目溶出放]。エタノール沈殿に

よりポリ (A)'RNAとポリ (AγRi¥Aをそれぞれ回収した。

精製したポリ (A)'RNA1μgを，レ[35S :メチオニンの存在下でタンパク質

の試験管内合成に供した。翻訳はウサギ網状赤血球ラ イセート (Amersham社，

Pelham and Jackson， 1976)と.コムギ脹抽出被 (Watanabeand Price， 1982)の2つの

無細胞タンパク質合成系でおこなった。対照として，マツのポリ (A)-RNAと，

ホウレンソウのポリ (A)+RNAも翻訳した。

80分間， 30
0Cで反応させた後， 2μl をガラス減、紙に点滴。秘紙を氷冷 した

5%トリクロロ酢酸に 10分間浸しタンパク質を沈澱させた後，370Cの0.3M水酸

化ナトリウムに 10分間浸しアミノアシル tR ¥' Aを分解。さらに 5%卜リクロロ

酢酸で 1分間 2回洗浄し，タンパク質に取り込まれなかったアミノ酸を除いた。

順次エタノールとエチルエーテルに浸し f 風乾した後，液体シンチレーション計

数器で波紙との， 5おの放射能を測定した。

制訳産物は Laemmli(1970)の方法に従って SDS ポリアクリルアミドゲルf11

気泳動により分回し，フルオロクラフィーにより，糊訳産物の比絞をおこなった。

1本鎖 cDNAプロ ープの合成

ポリ (A)'I(¥，八を鋳型とし，逆転写酵素をJllいて5・ " p ]デオキンシチジン

三リン自主 [dCTI)]の存紅下でファーストストランドのみを合成した。反応放

のMIJ茨は，印刷卜 1)スー続酸(pll8.3). IOOmMJ語化カリウム.10mMJ1'¥化マクネシウ

ム. I Om~ ジチオトレイ卜ール， 1 mMデオキシアデノシン三 リン椴， J mMデオキシ



グアノシン三 リン酸， 1 mMデオキシチミジン三リン酸，オリゴ(dT)プライマー，

ヒ卜Jl台雄 RNアーゼ阻害剤， O.lunit/μl逆転写酵素(宝酒造)にポリ (A)-RNA

および5'_[32PJdC1' p，非標識 dCTPを加えたものとした。

1 OmM E 0 T Aを加えて反応を止めた後， 2μlをガラス秘紙に点滴。波紙を氷

冷した 5%卜リク ロロ酢般に10分間浸し合成された cDNAをit殺させた後，順

次エタノールとエチルエーテルに浸し，風乾した後，液体シンチレーション計数

器で鴻紙上の 35Pの放射能を測定した。

じDNAに取り込まれなかった dCTPを除かずに，反応液を cDNAクロー

ンのスクリーニングの際の cDNAプロープ溶液として用いた。

コロニー・ハイフリダイゼーション

① cDNAライブラ リーの大腸菌を拾い，培地上にコロニーを形成させた。②

コロニーをニトロセルロース ・フィルターに移しとり ，フィルターを順次 10%

S 0 S， O. 5M水酸化ナト リウム 1 M塩化ナトリウ ム， 2M塩化ナトリウム ー 1¥! 

卜リス旗酸(p1l5)に浸して溶菌， 0:¥1 Aの変性，中和した後きフィルターを

800Cに熱して ONAを定着 した。③前述の I本鎖の標識 cOl¥Aプローブtおよ

そ10'cpm)とハイブリダイゼー ションをおこなった。ハイブリダイゼーションは

硫酸デキストランを加えない点を除いて， Wahl el al. (1979)の方法に従った。す

なわち，プレハイブ リダイゼーション溶液の組成は， 50%ホルムアミド 5x 

SSC， 5xデンハルト溶液，印刷リ ン酸ーナトリウム 25011g/m 1サケ精子

Ol¥A。ハイブリダイゼーション溶液の組成は 50%ホルムアミド 5λSSC

1 xデンハルト溶液， 20mMリン酸ナトリウムー 100μg/mlサケ精子 0:¥1¥とし

た。④対合していない標識 cDl¥引を除去するため， 2 x S S C， O. 1 ~'o S 0 S 

溶液中宮 室潟で 15分間ずつ 2回，さらに O.1λS S C， O. 1 % S !) S 溶液中で1j 

分|問2回娠滋しながら洗浄した。③風乾後?エックス線フィルム(FlJ1 ~\ ) に密

活させ，オートラジオグラフィーをおこなった。

サザン・フロット・ノ、イフリダイゼーション

CG各クローンの大腸菌を培養しプラスミド DNAを小規枚めるいは中規僕な

方法で抗II/!jした。②プラスミド !):-;Aを制限酵素 EcoRIおよび Hilld川 あるいは

PS1I単独で切断して 2本鎖じ Dl¥Aを切り離し アガロースゲル逗気泳動で分画

した後， ③アガロースゲルをO.25¥1忠臣t0.5¥1水酸化ナトリウム 1. 5¥1塩化ナ卜
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リウム， 2M境化ナト リウム 1 Mトリスー寝殿(pll5)， 20 x S S Cで順次処理 し

て， 0 N Aの脱プリン化，変tt中平iJをおこない，ニト ロセルロース・フィルター

へ転移させた。④コロニー・ハイブリダイセーションと同じ条件で，標識 cDNA

プロ ブ(およそ 10'cpm)とハイブリタイゼーションをおこなった。⑤ 2xSSC，

0.1% S D S裕液中， 42
0

Cで15分間ずつ 2回振滋しながら洗浄した。⑥風乾後，

コロニー・ハイブリダイゼーションと同様にオー トラジオグラフィーをおこなっ

fこ。

なお，プラスミド DNAの抽出は中規模と小規模との 2通りで行なった。小規

模抽出は従来の方法である。すなわち， ①大腸菌を 卜5皿1L-broth培地で培養後，

15，000rpmで， 15秒間遠心分離 し ②沈澱した大腸菌を500μg/lOOμlリゾチーム

で溶菌，タンパク質を 200μlの0.2N水酸化ナ トリ ウム -1% S 0 Sで変性，

150μiの 5M酢酸カリウムで思析させ， 15.000rpmでー 10分間遠心分離した。③上

清を，フェノールとフェノール/クロロホルム混液で l回ずつ抽出をおこなった

後，エタノール沈殿をおこなった。

プラスミド DI¥Aの中規模抽出法は次の手順でおこなった。①大腸菌を40ml

TB培地で培養後，目立 RPR20ロータ で 5000 rpm， 10分間遠心分離し， ②沈

澱した大腸菌を 10mg/mlリゾチームで溶菌.タンパク質を 4m 1のO.2N7l<般化ナト

リウム l%SDSで変性， 3 mlの5M酢酸カリウムで塩桁させ，]， 5000rpm(目立

RPR20ローター)，10分間遠心分縦した。(主上清をとり， 0.6容量(5.4ml)のイソプ

ロパノールを加え， 日立 RPR20ローター 1J. OOOrpuで， 20分間遠心分間tした。④

沈殿を 2.3mlの純水に溶き， 2. 5gJiイヒセシウム ρ与 ].58になる )と50μlの

10mg/ml 臭化エチジウム溶液を加えた。主 目立 RPR20ローター 15町 000rpmで，

10分間遠心分離して不純物を取り除いた後， BECK¥lA'i TLA 100. 2ローター

100.000rpmで， 24時間遠心した。⑤遠心によって生じた密度勾配1-1"のプラスミド

D¥'Aの照を抜き取り， 20 x S S Cに飽和させたイソプヨパノ ールによっ て臭化

エチジウムを除去 透析をしてプラスミド Di¥ .'¥を情製 したコ

市IJ限酵素切断地図

①プラスミドJ)¥， Aを 5つの制限醇素 BamHI. EcoRI. Hind川 Psrl， Rsal 

の一つあるいは後数の酵素の組み合わせで包f!gし D ¥' .'¥を切断した。②切断後9

アカ、ロース電気泳動あるいはポリアクリルマミドゲ ツ電気泳動によ って分1""した。

③央化エチジウム染色により可視化した D¥'A断片の泳動距離から断)t長をJiI'.定
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し，醇素の組み合わせによる長さの違いや，プラスミド中の既知の切断部位から，

プラスミドに何人されている cDNAの各酵素による切断部位を決定した。

111-2-3 <実験lIIA> cDNAクロー ンの選妓

ポリ CA)'RN Aの翻訳

各コロニーと対合させる標識 cDNAプロープを合成するためには良質の

mR:¥Aが必要なので，まず乾燥穂子のl距および発芽2週間目の子葉と幼般のそ

れぞれからポリ (A)+RNAを精製した。このポリ (A)+RNAの純度を見るため

試験管内でタンパク質合成をおこない，翻訳生成物を電気泳動て‘分離した後，フ

ルオログラフィーをおこなった(図皿 1)。タンパク質に取り込まれた:35 S]メチ

オニンの割合(表1111 )および図 III1を見ると，佐および子葉から精製したポ 1)

(A)+R:¥Aは，対照として供試したホウレンソウのポリ (A)+RNAよりは低い

ものの充分な鋳型活性があることがわかり， c D N Aを合成する|擦の鋳型として

も充分であると考えた。しかし，幼根から精製したポリ (A)+RNAには鋳型活

性がほとんど見られなかった。

図1lI1で肢のポリ (A)+RNAと子葉のポリ (A)+RNAとの翻訳産物の分子量

を較べると，どちらもさまざまな分子量のものがあるが，妊の方がその分布が広

く翻訳産物の種類が多い。子葉の方には， 55kDaおよひ'25kDa付近に特に多く存在

しているタンパク質が見られた。

1 :本銭 cDNAプローフの合成

コロニー・ハイブリダイゼーションに供する標識 cDNAプロープを合成する

前に 合成反応液中のi"P:dCTPと非標識 dCTPの濃度が，プローブとし

て適当な標識 cDi¥へを合成するためには，とれくらいがよし、かの検討をおこなっ

た 。 反応 f夜中の，鋳型とするポリ ( A) +I~NA と : '2P ] dCTP の濃度をそれぞ

れ 25:1gμ1. 0.083μ Mに定め，非際識 dC T Pの狼l交を 100μ 札 10μMおよび

()μ日の3つの条件で合成をおこなった。ンンチレーションカウンターによ って

il!IJ定したそれぞれの傑識 dCγPの取り込みIr:，から cDNAの収訟を鉱山し j@ 

当な非係議 dC T r i~l支を検討した (表 lU 2，図l!l2 )。

」左官濃度として非t;;i識dCTPの波皮が雨iいほど， じJ)i'¥八のめ〈誌は[，1]くな っ

た。全 dC T P iJ2il支が低いと ιD¥Aの合成が進まず，特に長いじJ)¥/¥が合成
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匹 幼根 ヲザ
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図IIIJ各組織から油出したRNAの翻訳産物乾燥積子の脹(l ~ 3)と発芽2週間

日の幼似(4~ 6)， -f-菜(7-9)から抽出した全R¥JAをオリコ(dT)セルロース・アフ

ィニティー・クロマトクラフィ に供した。ポリ (.'¥γRNA因分の l回目(1 . 4， 7)と

2回目(2，5.8)の流出放，およびポリ(ベ)-R:¥.'¥回分(3，6.9)から精製した R[¥A

lμgをウサギ網状赤rfll涼ライセ 卜(上1あるいはコムギj伍tlll/H波(下)に加え翻訳回芯を

させた後?反応液の4/5平千五IをSDSポリアクリルアミドゲルfE気泳!fVJで分した。対照

としてホウレンソウのポリ(久γR¥久lμgを反応させたもの(S)とRN八を1111えずに

反応させたものLー)も同隊に分間した。



表IIIJ抽出 したポリ (A)+RNAの鋳型活性 乾燥種子のJl壬と発芽 2週間目の子葉と

幼根とから拍出した R:'¥Aをオリゴ(dT)セルロース・アフ ィニティー・クロ マ トグラフ

ィーによってポリ (A)+RNAとポリ (A)-RN Aに分画し，それぞれをコムギ!妊l圧壬摘出液

あるいはウサキ

後' トリク ロロ酢酸沈澱物の放射能を測定した。

Vi型と したRNA ["S Jメチオニンの取り込み率

コムギ隆抽出液 ウサギ網状赤血球ライセート

クロマツ目玉 ポリ (At 5 0 x 1 0 'cpmlμgRNA 4. 3 % 4 4 x 1 0' cpm/μgRKA五 8%
ポリ(A)- 8xl0' 0.6 16xl0' 2.1 

子葉ポ リ(A)-

ポリ (A)-

Y，JJ恨ポリ (A)-

ポリ (A)ー

ホウレ/ソウポリ(A)

R'¥ A!!ll添加対照

日x1 0' 
自x1 0' 

56 x 10' 
4 x 1 0' 

12~ x l0 3 

0.5 
O. 5 

4. 5 
O. 4 

1 0.4 

0.3 

ー 11 -

10 x 1 0' 1.3 

1 1 x 1 0' 1.4 

20xl0' 2. 6 

l1xl03 1.2 

1. 4 



、，.....--

表町 2 c 0 N Aの合成 反応溶液中の非放射性dCTP濃度を変え。合成された C

DNAの比放射能と収益を測定した。

非放身、I性dCTP濃度 ["P]dCTP/全dCTP cDNAの比放射能 合成じ Df¥A収lJI

100μM 

1 0 

0 

8.3 x 1 0-' 

8.3xlO-' 

。
2.5 x 1 O'cpm/μg ~5. 3 ng 

2.4xl07 22.6 

3.1xlO' 0.5日

A B C 
kb A壬子葉

ahu k
 

1.6 
-.1.6 
-0.5 

0.5 

図1lI2反応液中の非標識 dCTP濃 図皿 3 プロ ーフに用いる cDNA

度を変えて合成させた 1本鎖 cDNA 乾燥経子!伍および発芽 2週間目の子葉

JI'標識 dC T P 滋l支を 100μ M(A)， から抽出したポリ (八)-R ¥ A Iμgを鋳

10μ則的， 0μ 明(C)の3条件下，乾燥程 翠lにして非標識じ oT Pを加えずに

子IIfから仙IUしたポリ (AγR¥AIμg cD'JAを合成させた。 反応波の

を鈎型にして じ0¥八を合成させた。 I/2500容量からフェノールfIlllllとエタ

¥.1 x 10'じpm分の反応液からフェノール ノ ル沈澱により紡製した cD¥Aをア

111111:とエタノール沈澱により粕製した c ルカリアカ♂ロース屯主.¥iiJ<動で分l回しオ-

D¥Aをアルカリアガロ ス泣気泳動で 卜ラジオクラフィーで可視化した。

分幽しオートラジオグラフィーでnJ視化

した。



され葉j!l、と考えられる。そのため，図 1112で， レーン Cよりレーン Bのほうが全

体の黒化度の差に比べ高分子。Ulでの差が少なくなっているが，長い cDNAも存

在はしている。プローブに用いる標識 cDl¥'Aとしては，比放射能が高いことが

重要なので，実際に用いる標識 cDNAプロープの合成は非標識 dCTPは加え

ず，ポリ (A)'R¥"Aを200ng/μ1.[32P]dCTPをO.67μMとした(図IJ[3 )。

コロニー・ハイブリダイゼーション

乾燥穂子のl!Iから抽出した全ポリ (A)'RNAを鋳型と して合成した標識 c

D '¥ A ~妊の全 cDNA l， および発芽 2 週間目の子葉から抽出した全ポリ (A )+ 

R'¥Aを鋳型として合成した綴識 cDN A[子葉の全 cD N A]をプローブとして，

各 cD¥Aクローンについて，コロニー・ハイブリ夕、イゼーションをおこない

オートラジオグラフィーによってとのクローンがどの程度プローブと対合したか

を見た。

図HJ4にその結果の一部を示す。オートラジオグラム上に比較的はっきりと黒

化している斑:シグナル]が見られたコロニーの数を表皿3に示す。妊のクローン

のうち 44クローンがl庄の全 cDNAと対合し，それより多い 63クローンが子

葉の全 cD'¥Aと対合した。子葉のクローンでは 7クローンが妊の全 cDNAと，

子葉の全 cD ¥".'¥とは 21クローンが対合した。

サザン ・フロット・ハイフリダイゼーシ ョン

オートラジオグラム上のシグナルの濃度は，当該クローンと相同の塩基配列を

持つmR '¥.'1の 量的な違いを反映すると考えられる。しかし，コロニーの大き

さが不均ーだったことや，ハイブリ夕、イゼーション ・洗浄の条件がフィルター毎

に微妙に異なってしまった可能性もあるため，黒化度によって定量的に判断する

ことはj;ilしL、c 三たコロニー・ノ、イフリダイゼーションでは，標識 cD¥"Aプロー

フ刀、 プラスミ、に何人されているマツの cDメAとだけでなく，プラスミドの

他の部分:へクター)や大腸的自身の染色体[)，¥Aとも非4'ii呉的に対合してしまい，

偽のシクナル刀、三じる可能性も考えられる。そこで，少なくともシグナルが生じ

ていたクローンのうちJj壬のクロ ンから 42クローン，子葉のクローンから 11 

クロー/を任意に選び，同じじ D'¥Aプローブをmいてサザン・ブロット ・ハイブ

リタイゼーショノをおこなうことに した。このT法をJTJl、ればiifi人部分を切|析し

てからハイフリダイゼーションをおこなうので，染色体 D 1\へやベクターと ~Iô特
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図m4 コロニー・ハイフリ ダイゼーションのオートラ ジオグラム(一部)

粧の全じ I)i¥'Aあるいは子葉の全 cl)，¥AをプローフとしてJI壬のクローンあるい

は子柴のクローンの大腸菌コロニーとハイブリタイゼーションをおこなった。矢

印はpPSI3(←)とp1'C27(→)のコロニーを示す。
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表1113コロニー・ハイブリダイゼーションで対合したクローンの数院のクローンあるい

は子葉のクローンの大腸菌コ ロニーを用い，標識した妊および子葉の cDNAをプロープとしたコロ

ニー・ノ、イブリダイゼーションをおこ ない，オートグラム上に明殴な黒化斑がみられたクローノを選

抜した。

供試したクローン 全クローン数 対合したクローン数

日壬の cDNAとだけ 阪と子葉の両方 子葉の cDI¥'Aとだけ

目玉のクローン 1 2 2 3 1 1 3 50 

子~のクローン 1 0 0 4 3 1 8 
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典的に対合したものかどうか確かめることができる。

小規模抽出法によって得たプラスミドを制限酵素 EcoRIとHind川 で処理して

マツの cDNAを切り離し，電気泳部Jで分画した後，標識したl怪および子葉の全

cDNAプロープ(コ ロニー ・ハイブリ夕、イゼーションに用いたのと同じ標識 C

o N A)を用いてハイブリダイゼーションをおこなった。オートラジオグラフィー

によってどの程度対合したかを見た(図 IU5 )。

cDNA断片が少しでもプロープと対合していたクローンの数を表阻4に示す。

選んだ 42のl距のクローンのうち 18クローンはコロニー・ハイ リダイゼーシ ョ

ンの際に子葉の全 cDNAプロープとだけ対合したが，サザン・プロット ・ハイプ

リ夕、イゼーションの結果では，子葉の全 cDNAプロープとだけ対合した庇のク

ローンはなかった。一方の子葉のクローンでも， 1 1クローンのうち妊の全 C

D]¥'Aプローブとだけ対合したものはなかった。

予想したとおりコロニー・ハイフリダイゼーションのオートラジオグラムには，

偽のシクナルがかなり含まれていると推察される。

中規模抽出;去によって cDNAを得た場合

挿入部分との対合が確認できたクローンのうち，任意に選んだ 25クローンに

ついてさらに定量的な分析をするために，脹および子葉の全 cDNAをプロープ

として再びサザン・プロット ・ノ、イブリ夕、イゼーションをおこなうことにした。定

呈性を却1すためには， RNAなどの混入が無い，精製j支の高い cDNAが必要な

ので， j盆化セシウム密度勾自己遠心法を用いた中規模抽出をおこなった。

得られた各クローンの cD:¥AプラスミドをA拙から定量し ー定量(0.2μg)

ずつを PstIで切断した後，サザン・プロットハイフリダイゼーションをおこなっ

た。用いる係議 cl)]¥'Aを合成する|務に，反応液中のポリ (A)'J(i¥八および

5g ← α 口 P d C T P の ~!Jl度をそれぞれ 100ng/μ1 ， o. 66μMとし， ~n::~識 dCTP

は加lえなかった。

オートラジオクラフィーの結果を凶1II6に，文I合が確認できたクローンを

ぷ111;:;にぷす。JJ士のクローンの 17クローンのうち 7クローンが佐の標識じ D¥久

プロ フと対合した。特にpPSI3は多i止に対合した。子葉の際議 cDi¥Aプロ ー

プと対介したものはなかった。 一万，子葉のクローンの 8クローンのうち 5クロー

ンは子葉の原誠 cDNAプローブだけと対合した。特にpPC82とpPC86は多量に対

介した。pPC29とpl'C32はJJ壬と子業のとちらの楳識じ υ¥Aプロープとも対合して
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1 2 3 4 5 6 7 8 91011121314151617 

1 2 34567891011121314151617 

図皿 5 小規模抽出;去で得た cDNAを用いたサザン・フロット・ハイフリタイ

ゼーション(一部) 肢のクローンおよび子葉のクロ ンから小規模抽出法で

抽出したプラスミドのじ O:¥Alili入断守を切り出しアガロース逗気泳動で分阿し

た後， 11壬の全 cO，，"久(上)あるいは子葉の全亡 0:¥.'¥ cnをプローフーとしてハイ

ブリダイゼーションをおこなった。矢完はイ可も;軍人させていないolC8プラスミド

のサイス(2.7kb)を示す。各レーンの数字はクローン名の政後の数字を表す。
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表日14 サザン・フロット・ハイフリダイゼーションで対合したクローンの数 小規模1111

:11法で調製したプラスミドを用いて. t票殺したl凶および子葉の cDI¥Aをプローフーとしたサザン・

プロット ・ハイブ リダイゼーションをおこない，オートグラム上で，挿入 cDNA断片の部分が泉

化していたクローンを選抜した。

供試したクローン全クローン数 対合したクローン数

阪の cDi¥Aとだけ 匪と子葉の両方子葉の cDi¥Aとだけ

1 4 6 0 

02 6 

表1115 サザン・フロット・ハイフリダイゼーションで対合したクローン 中規筏

法で調製したプラスミ ドを用いて，筏殺したJjfおよび子葉の cD):Aをプロープとしたコロ

ニー・ノ、イブリダイゼーションをおこない，オートグラム上で，婦人 cDNA断片の部分がお

化していたクローンを選抜した。以化の程度が弱L、ものを二，強いものを+.特に強いもの

を一一て'表すc

4 2 

1 1 

!庄のクローン

子葉のクロ-./

プロープとした cD:v.A 

!佳 子高5

++ 
+ 

? 

+ 

+ 

+ 

++ 

++ 
++ 

± 
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子葉のクローン pPC27

pPC29 

pPC32 

pPC33 

pPC35 

pPC82 

pPC84 

pPC86 

プロープとした cDNA

峰 子葉

+ 

+ 

+ 
++ 

+ 
+ 

++ 
士

+

±

+

±

 

II1のクローン pPS 1 

pPS 2 

pPS ~ 

pPSI3 

pPSI4 

pPSI6 

pPS68 

plち73



1 6 14 16 18 19 21 35 68 73 74 76 79 82 84 86 

1 G 14 16 18 19 21 35 68 73 74 76 79 82 84 8G 

図阻 6 中規模抽出法でf得尋7たこ cDNAを用いたササeン.フ口ツト.ハイフリダイ

ゼ一シヨン(一音日) s否のクロ一ンおよび子3業主のクロ一ンから'1ド1規模計制仙11山f法去で

羽拙II凶出したプラスミドの cDNA符抑1入断片を切り出しアガロ一ス屯気泳E到動リ泊jて

た後 1妊距の全 cD N A(A川)あるいは子1葉主の全じ DN A(1lω)をプロ一フブ，としてハイフ

リダイゼ一シヨンをおこなつfたこ。矢印→←は何も姉入させていないpUC8プラスミ

ドのサイズ(2.7kb)を示す。各レーンの数字はクローン名の)1立後の数子を表す。



いることが確認できたが，子葉の標識じ DNAとはわずかしか見られなかった。

cDNAの州l出を小規僕法でおこなった時のサザン・プロッ ト・ハイブリダイゼー

ションで対合した量が比較的少なかったクローンは，対合していることが確認で

きなかった。

制限酵素切断地図

サザン・ブロ y 卜・ハイブリ夕、イゼーションの結果，多量に対合し，かつ比較的

長い cDKAが姉入されている 7クローンについて，互いに異なる逃伝子のクロー

ンであることを確かめるために，制限酵素切断地図を作製したL図III7 )。

一意的に定められない筒所があったがpPC35を|徐けば，それぞれのクローンが

異なる泣伝子の転写産物を鋳型にして作られた cDNAから成っていることが確

かめられた。 pPC35の cDNAは用いたどの制限酵素でも切断されなかったので，

pPC27あるいはpPC29と同じmRNAの一部分を鋳型として合成されたものである

可能性がある。

UI-2-4 実験結果のまとめ

クロマツの怪内には，様々な塩基配列を持つmRNAが含まれており，その貯

蔵型mR¥"Aは除タンパク質を伴う方法で抽出した場合，鋳型活性を持っている

ことが確かめられた(図1111 )。

芽生えの幼根からは鋳型活性のあるポリ CA)'RNAが抽出できなかった。原

因として 幼般にはmR¥"Aが含まれていないことが考えられる。しかしながら，

Y，)J恨は活発に分化・成長している組織であり，遺伝子が発現していないとは考え

にくい。もう 一つの "I能性として活性のある RNAがJlIiI1lできていないことが考

えられる。一般に木本植物の組織は，草本に比べ，細胞!!&が強固であることのみ

ならず 液胞の発i主が著しく核酸分解酵素活性が高いこと，ポリフェノール類

(島11]・樋11.1974)やテルペンがl.多桁類が多く含まれていることにより，核酸の

仙出が|本!燥であるとされている。これらの物質は核般と非特異的に飯合体を形成

しフェノ ル111111lの|擦の水相lへのllJrtfJを妨げ，さらに抽出後の酵素反応をも阻害

する。本実験でJnl、た方法は，主主本促i物mに1m発された SDS フェノール法と

沼化センウムy去を組み合わせて，純度の高い RNAを材製しようというものだが

(1，，111二ら守 19t17)。それでも階索反応を阻害する物質の混入を阻止しきれなかった
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クローンサイズ

kb 
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主pPSl Q. 8 
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pPS5 Q.7 
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尋

ー
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且
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亙
HP PE 
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晶

主
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図田 7 需IJ限酵素切断地図 各クローンのプラスミドを制限静業で処理した際の切

断片から惟定した切断部位を T \l印で示した。利用した制限iW~1ま B仰， HI C IJ ) .

EωRI，El， Hil1dlllCII) 尺sa l C I<)。 マ印の 1 11~~IIJの断片は相互の位位関係がìkíiできな

かったので両断片が入れ仔わっている可能性もある。クロマツの cD¥".'¥は pUCS

プラスミドのんr l で切断される ::f別立に姉入させており，その lil~ わきにそれぞれ

EcoRIとHindlllで切断されるmlj立がある。



可能性がある。

貯蔵型mR'¥への多くは 発芽 2週間目の子葉では減少あるいは消失している

ことがわかった。 i芝に子葉に多く含まれる mRNAは乾燥穂子妊にほとんと含ま

れていなかった。これらの結果は発芽後に機能する mRNAが貯蔵型mRNAに

含まれていないことを示唆しているが，このことは ill-5で詳細に調べる。

貯蔵型mR¥'Aのc01¥.'¥ク ローンが得られたので 次節以後の実験では，貯

蔵型mR'¥Aの検出にこの cDNAクローンを用いて 個 h のmRNAについて

調べる。

蓄積量の多いmR¥lAは.重要な機能を持っているため、たくさん転写されて

いるものと考えられる。特に子葉あるいは佐のみに含まれている mR1¥Aは，そ

の時期の成長に必須の情報を但っていることが予想され，貯蔵型mRl¥'Aの中で

も妊に多量に存在するものl二貯蔵型mR1¥Aの諸性質を代表していると考えら

れる。実験をする上で多量に含まれているものほど検出が容易であり，またノ、ィ

ブリダイゼーションをおこなう際に.プロープにする cD'¥Aは長い方が対合の

特異性が高くなり，より高感度に同じ情報を持っているものだけを検出できる。

そこで，上記のサザン・プロット ・ハイブリタイゼーションの結果と制限酵素地

図から，比較的サイスが長く 多量に対合が確認され かっ互いに異なる cDNA

が婦人されている 4クローンを選んだ。貯蔵型mR'¥Aを代表するものとして

pPS 1， pPS5. pPS 13の3クローン? 子会EのmR河Aを代表するものとしてpPC27を，

実験凹C-Iで用いることにした。

l[-3 古種子の RNA

111 -3 -1 貯蔵型mRNAの寿命

;Q骸生物の R'¥ベは原核三物の R'¥へに比べ安定で長命であるとされ 例えば

核を失った後の制lk赤r(ll球三〉ヘモクロビンのill伝情報をf旦う mR'¥八は数日|自の

寿命を持つ (Sin旦crand Pcnm辺n，197e)o数年間にわたって新たな転与がおこなわ

れていないと考えられる休宗状態の乾燥種子に存在する mR '¥ .-¥ははるかに長命

といえよう。休|眠状態の乾長碍子に存白:する mR'¥へそ本論文では貯政相日1R '¥へ

と記すが 論文によって slahlemR"Aあるいは長寿会 mR'¥引 long-livcd mRNA 



と記述することがあるのは， 一般的に知られる mJ< N Aより安定で長命だと与え

られるからであろう。

しかし，貯蔵型mRNAが実際にどれくらい安定であるか， どれくらい長命で

あるのかについての研究は見当らない。貯蔵型mRNAのほとんとの研究は係穏

したばかりの種子を用いておこなわれている。わずかに Maherchandaniand Naylor 

(1971)が探種してから 4年経過したカラスムギAvenaJatuaの種子で m1< :¥ Aの

存在を示唆する結果を得ている。

もし，貯蔵型mR'JAが発芽に必須なものであるならば，長期|削貯成した種子

でも発芽)]があるかぎり貯蔵型mR:--J八を合んでいるはずである。もし貯蔵型

mRNAが発芽に不必要なものであるならば，貯蔵型mRNAが貯員長rl-'に消失し

ていてもまだ発芽力を維持している極子の存イ工が考えられる。本節では，長期間

l汁成してあったクロマツ経子の中にRfi能型mR:--.;Aが存在するかどうかを剥べた。

多くの場合，種子は低温に保存すると長く J~'歳できるとされるが，積子の寿命

は種によって異なり.さらに貯蔵条例によっても変わる。クロマツの郁子は他の

針業樹と共に比較的長命とされており ，具体的に何年間発芽力を維持できるかと

いうことについては 様々なi行2成条件と絞々な発芽条件での結果が報告されてい

る。しかしながらクロマツに関するほとんどの報告は 4年以内の低視貯成で70%

以上の発芽率が得られるというもので 5年以 t貯蔵したもの あるいは全ての

種子が発芽カを失うまでの年数について調べた例は少ない。 ili翠・小山 (1918)に

よると，硝子瓶に密径をして冷成FII(I-3"C)に貯蔵し 5年後に20-24"(の発芽

床に矯積， 4週間後の発芽i与が43-3%であった。 SchubcrI(1954)によれば，密封

した縦に 5'Cで貯蔵 601:1の低制混Jf'i処f!1l1灸10:24'C夜 13'Cで発)i'， 12i1!<i 1/1)後の発

芽ギは 日-20年貯蔵の種子で 8%. 2111二Jtr政で 0%であった。

イ丈夫験では， まずクロマツの，ITH!f-の'itJ.j:)Jを調べた上で， )行政型mR:¥へが

ffまれているか活かを調べた。

なお，白i事・小IIJ(1918)は保J[i(後 2， 3旬以上経過した砲子を市磁 f-，それよ

り新しいFEfを新種子と記しているが?本節は l 年、I~Jtî'磁したものを$1ft聖子 7 

1!'- 1/リおよび 14年間低温室に町一成したものを~，-Hi [-と記す。

111 -3 -2 (実験 11111. C)の材料と方法

種子および発芽
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茨域県立林業試験場のクロマツ精英樹採種繭で 1988年10月に採集 したクロマツ

Pinus lhunbergii Parl.の母樹クローン，高萩 l号と，古施子として，同試験場で 19

83年に採怒した双葉 I号，および1976年に採種した穂子(ク ローン名不明)を用い

た。古種子は密閉容器に入れ，冷蔵庫に貯蔵されていた。採種後の処理や発芽条

件は実験 lIfA(凹 2 -2 )と同じである。

RNAの調製

Rl¥AはS0 S/フェノール法によって抽出した。①庇100個体を 1.5mlのRNA

抽出用緩衝液[0.1 M卜リスー境酸(pIl9.0). 1 % S 0 S， 1 %アスコルビン酸ナト

リウム， 5 %メルカプトエタノール:および1.5mlフェノール・クロロホルム混液

中で，超高速ホモジナイザー(ポリ卜ロン)を用いて破砕，懸濁。②遠心分離した

後，水相を等容量のフェノールでさらに 2回抽出した。③最後に得られた水相か

らD"¥Aと低分子 RNAを|徐くため， 2M底化リチウムによる塩析をおこない，

200Cのエタノールで RNAを沈澱させた。この操作を 2度繰り返し RNA(主

に rR:-!AとmRN A)を精製した。

ノーザン・フロ ット・ハイフリ ダイゼー ション

①中規模抽出法(m-2-2)により得たプラスミド DNAに姉入されているクロ

マツの cD:¥Aを曹制限解素Pstlによって切り出した。②熱を加えて 1本鎖にし

た cD:--JAを鋳型として，クレノウ醇素(Amersham社マルチプライム DNAラベ

リングシステム)を用い、 5'ー[3 2P]dCTPの存在下でプロープとする DNAを

合成した。③全RNAを Fourncyet al. (1988)の方法に従ってホルマリン・アガロー

スゲル屯気泳動で分回し，ナイロン股(PAL:fI:日IODYi'¥EA)に転移さ せ 2時間

800Cに熱して定着させた。 ④ナイロン股を50%ホルムアミド， 5xSSPE

O. 2 .~ リン F俊 一ナトリウム， 3 MJ-，¥;>;化ナトリウム.20rn~ E 0 T A _， O. 1 % S D S， 

O. 1 mg 1m!サケ精子I)¥'A， 5xデ ンハルト依放にち2して 2 減圧し脱気した。 ④

42Tで数 H与問 I~ìffit した後， (訟で際識した υi¥Aをさらに加え， 42'(でナイロン股

l二の R¥'Aとの対合をおこなわせた。⑤ 6x S S C. O. 1 % S 1) S i森被で 2回短

11手間洗浄した後， 2 x S S C. O. 1 % S J) S溶液中で50分↑LH室調 さらに42Tの

O. 1 x S S C. O. 1 % S D S総液中で20分間 2同振盟主しながら洗j争した。⑥風乾後 1

エックス線フィルム(I'UJIRX)に;必着させオートラジオグラフィーをおこなった。



111-3-3 (実験mB)古種子の発芽率

実験の14年前(1976年)および 7年前(1 983i]o)に採種し乾燥後，憾に容れが]4 "C 

の低温室にWj'蔵されていたクロマツ積子(およそ 100粒ずつ)の発芽ブJを調べた。

全ての紐子はべンレートで殺菌してから発芽させたが，多くの碩子から幽が発生

し，.Y)J{裂が出現してもその後の成長を止めてしまうものもあった。

低温湿l冒処理をしなかった種子の組物育成チャンパーにいれて21日後の発芽4:¥

は， 7年前のもので 17%，14年前のもので15%であった(表 則6)0 3週間の低温

湿j百処理をしても，植物育成チャンパーに移して16日後の発芽率は， 71手]IIiのも

ので12%，14年前のもので17%であった(表1116 )。

111 -3 -4 (実験IIIC)古種子中のmRNA

実験日IBで用いた古種子および実験の l年半前(1988年)に採種貯蔵してあった

クロマツ極子から RNAを抽出した。得られたRNAを活気泳動して分画した結

果を図1u8上に示す。RNAの抽出収率が安定していないので量的な判断はでき

ないが，古種子からの RNAと新種子からのRNAとの泳動パターンに述いは見

られない。泳動度と量比から判断して明らかにリボソーム R¥"Aと考えられる

R¥"八のバンドが見られた。

次にこれら古種子の RNAに貯蔵型mRNAが含まれるか否かを調べるために，

貯蔵型mRNAの cDNA(pPSI， pPS5， pPSI3)とのノーザン・プロット ・ハイブ

リタイゼーションをおこない，オートラジオクラフィーによって対合したかどう

かを凡たL図1118下)。 その結果， 3クローンの ιDNAとも，1行=政)9JII1Jの長短に

関わらずほぼ同特j支に対合した。また，それぞれの cD:¥'Aが対合したmR¥"!¥

の泳動皮 も貯蔵!切1mの長短によ って見ならなかった。

111 -3 -4 実験結果の考察

I'}j I草lに川いたべンレートは組織以透性の殺前方IJであるのでE 積 f去百11だけでな

く純子 I)~ :'¥Ilに潜んでいる菌も殺すと考えたが， I17純子をベンレ 卜で処耳1'，してか

ら刷物ff成チャンバーに入れたところ，仰が組子のmlりに純明u:した。新経 fでも，

希にダ在来t11地にl'Eiが地舶してしまうことがあるが，空気中のIBが浪人したものと
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表JJI6 古種子の発芽数 7年1mあるいは14年間冷暗所に貯蔵されてい

た鶴子を，低混湿層処理!後あるいは処理せずに純物育成チャンバー内で

発芽させた。

U'j蔵期間 低温湿J[ij処理 全燭極君主植物育成チャンバーに拶してからの日数

4 1 3 1 6 2 1 

711'- 0日間 1 02 。1 5 1 7 

2 1 1 04 1 2 

1 4年 。 1 1 0 3 I 4 1 6 

2 1 1 0 1 1 7 



pPS1 

7 14 

1 7 14勾貯政

pPS5 

7 14 

コ28523S

コ18516S

pPS13 

7 14 年貯蔵

--28S 
--23S 

・-18S

回目 8 古種子の RNA 1年間半および7年1m，14年間貯蔵してあった積子か

ら抗11/J¥した全R:¥八を 2μ日ずつホルマリン・アガロースゲルi11気泳到Jによって分

耐iしo化エチジウムで染色，可視化したり二)。 分画した RNAをフィルタ一政に

転移させ，貯蔵型mR:-JAのじ D:¥Aをプローフとしたノーザン・プロット ・ノ、ィ

ブリタイゼーションをおこなったぐn。矢印は分子量標準用の RN八の泳動(立山

を示す。
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思われ，また芽生えの成長に影響を及ぼしているようには見えない。肯種子の場

合は， 1 n寺間のべンレート処理では充分に殺菌しきれない積子内部にまで菌が侵

入しており，それが増殖したと考えられる。

本実験の場合，菌の増殖が古積寸この発~':;IJ低下にかなり影響したと考えられる。

本研究では，外積皮が書IJけ幼般が出現した時点で発芽したとし，その後，菌に裂

われて成長を止めてしまった個体は発芽数に入れている。しかし，歯は碩子内部

にも増地していて，幼綴出現以前に成長を止めてしまった似体も多くあると考え

られる。種子自身の発芽力は本実験で得られた値より高いのに，菌が戸、l告uに佼入

してしまっていたために発芽が抑えられた可能性がある。ただ，貯蔵期IilJが長い

ために占種子に限り菌が内部まで侵入していたのか，あるいは新種子でも菌は侵

入しているが種子の抗菌能力が高く菌の明殖が抑えられて発芽成長に影響が出な

いのか，本実験の結果からは明らかでない。

発'J，j'.)J;を維持している種子と発芽力を失った種子との RNAを分けて解析でき

ず，また種子)怪からの RNA抽出の収率が不安定で，さらに上述したように発芽

力の他も積子自身の能力を表わしていない可能性があるので，穏一子の発芽力と

R:¥八合むとの関係は詳細に考察することができない。しかしながら，発芽カを

ある程度維持している古種子には貯蔵型mRNAやリボソーム RNAが存在して

いることが明らかになった(図 IU8)。

令 R:¥Aむを備えて電気泳動し，貯蔵型mRNAの cDNAと対合させた結果

から，令 RN八呈に対する貯蔵型mRNAの比率は 3つのmRNAともJrf蔵期間

の長短によってあまり変化がなかった (H~1 1II 8 ) 。 貯蔵型 mRNA の電気泳動j支が

古椛子でも新碍子と同じであることは，貯蔵期間中に断片化や部分的分解による

分子ld:の低下も起きていないことを示している。

本研究では， 14年以上 rlï~ 、クロマツ積子が下に入らなかったため，発茅力を完

全に失うのと貯蔵型mR:¥八が消失するのとどちらが先に起きるのかが調べられ

なかったが 本実験で調べた範凶では.財政)1~mR:\A が消失しでも発~':;IJがあ

る すなわち発非には貯成型 mR:\ 八は不安であるという結栄は1~f. られなかった。

山間 fにおいても 全R:¥Aに対する'，lflJ合と分子量に関して新開子と|司じように

Iti'政 )I~m I ~:\ 八が維持されているという車内栄から，発芽に必史な mR i\ A がJm説

明m I~ :¥八として乾燥極チの'iJにJti一政されている可能性が考えられる。

Iti'必されている mR:¥A分子が全てHifの合熟j切に合成されてそのまま維刊さ

れているのか.あるいは分解と生合成が同時に起きていて総量として縦持されて



いるように見えるだけなのかは切らかでない。しかし 含水量が極めて少なく，

呼吸もほとんどなく (Hat叩 0，1963)，エネルギー源である ATPもほとんとない

(Mori， 1979)という乾燥種子内で， R N Aがたとえわずかずっとはいえ生合成さ

れているとは考え難い。おそらく，主主熟期jに生合成された RNA分子が長期間分

解されることなく保持されているのであろう。

種チの貯蔵型ml毛沢 Aは長命であるといわれながらも，本実験で明らかになっ

たように 14年間にもわたり貯蔵されていることは今まで示されていなかった。

クロマツ滋子だけが特別に長期間mRNAが貯蔵しているのか，あるいは他の槌

物騒でも積子が長期間保存できるものであれば，同様に長く貯蔵されている

mRNAが存在するのかはわからない。次節では，化学的に極めて安定な状態に

保持されているといわざるをえないクロマツのl行2蔵型mRNAの， I貯蔵形態につ

いて述べる。

ill-4 貯蔵型mRNAの貯蔵形態

[[1-4-1 リポ核タンパク質

ょH亥生物のmRi¥'!¥は， ヒストンmRNA等の特殊な例を除き，まず hnRl¥'A

(異質核内 R:'¥A)として核内で生合成される。 hnR¥Aは核内でタンパク質と

結合して hnR¥Pと呼ばれリボ絞タンパク質複合体を形成していると考えられ

ている。 hnR¥'Aはポリアデニル化や選択的破断なとの修飾を受け， m R N A 

となって緩から細胞質に出てくる。このlI!jも線の R1¥!¥鎖ではなくタンパク質と

結合してメッセンジャー ・リボ骸タンパク質複合体[mRNP:を形成していると

~えられている 。 mR\ 八にはタンパク質を合成するために複数のリボソームが

結合しポリソームとよばれる複合体を形成する。ポリソームも 磁のmR¥P

であるが 本論文ではリボソーム以外のタンパク'i'lとの複合体のみを m!<¥Pと

記すことにする。また ml<¥， Pのことを informosomeとよぶ研究おもいたが，近

年ではこのよび)jは一般的でないようだ (Spirinand Ajtkhozhin， 1985) 0 

m 1< :'¥ l'は初め卜、ジョウの阪で発凡され，続いてバフンウニの阪でも依認され

た。 まだリボソーム I~ 1¥八が合成されていない胞JI日切ないし議任期で生成される

m 1<:'¥ Aの沈降係数をショ総符j支勾配遠心法で調べたところ， リボソーム(80S ) 



より小さい値(20-70S)を持っていた。庖イヒセシウム勾配遠心法によりその

mR¥'Aの浮遊?をi度を調べたところ， リボソームのサプユニ y トの 1.52g/cm 3に

対し， ト42卜45g/cm3
と小さい値を示し，その他からタンパク質 :RNAの比が

約3 1とリボソームよりタンパク質の書1)合が大きい RNA タンパク質複合体

を形1iX:していることが明らかになった (Pcrryand Kclley， 1966; Spirin and Memer， 

1965)。

その後，様々な動物でmRi¥Pの存在が報告された (Dreyfu器‘ 1986)0 m R N P 

の乙t降係数は後々であるが浮遊密度がいずれもリボソームより小さい値を持つこ

とがmR¥'Pの証拠となる。ポリソームに組み込まれている mRNPはウサギ網

状赤血球(LebJeuel al.， 1971)やラット))干細胞 (Henshow，1968)などで知られている。

この場合ポリソームを EDTAで処理することによって，ポリソームを形成して

いるリボソームを解離させた後の浮進一密度が脱タンパク質したmRNAより 小さ

いfI立を持つことから mRNPの存在がわかった。 EDTA処理の他にもピユーロ

マイシンで処理する方法 (BJobeJand Sabatini， 1971)，細胞を飢餓状態にする方法

(Lec el al.， 1971)などによってポリソームからリボソームを解離させた報告もあ

る。

ホウ不ンエビモドキ科Ar{四 niasalinaは陰蔽状態の休眠!症に mRNPが貯蔵さ

れており 1吸水に伴う代謝の再開と同時に直ちにポリソ ムに組み込まれ翻訳さ

れることが示唆されている (GrosfeJdand Lettaucr， 1975)。このようにタンパク質

合成のための鋳型活性を持つmRNAが休眠状態の細胞の中で m I~ N Pを形成

して貯蔵されている例はウニでも知られている (Spirinand Memer， 1965)。

フェノールによってタンパク質を除かれた状態で抽出すると鋳型祈性を持つ

mlL¥八がクロマツの乾燥種子にも仔復しており (Yamamoto，1982)， しかもそれ

か1-¥年1:¥)も貯政されていることが実験 JJJCで示された。そこで本館Iではこの貯蔵

笠mI~:\ 八がどの様な形態で細胞質に ιイ1: しているのかを調べた。

i;U~ の mR:\P の研究では，放射性|司 1立元ぷで棋識した I~ :¥久のIItr駆体を 1"1的

の組織や細胞に取り込ませて R:¥八をM:識した後，細胞の分l函などをおこない放

射能の分布を調べることによってm I~ .\ Pの解析をするという方法がー般的であっ

た会しかしクロマツ桔チの場合 休眠状態のHirl人lのmRi¥'Aを際識することは

不可能であり，また堅い球主Ii:の'1'にあるそ}:!~\Jg)の純子に傑識 Ijíj朝日体を lf~ り込ませ

ることもきわめて凶まIlである。人 I~的な水総i皮の'1.'でも比較的ヨ半島;に TI二 'i;:; な成長

をさせることができる動物の細胞に比べ 航物細胞の口l l~ N Pの研究が少ないの



は. R;-.J Aの僚識が困難であることが一つの大きな要因であろう 。本実験では

mR:--iAを検出するために，従来のように直後mRNAを標識するのではなく，

ノーザン・ブロット ・ハイブリダイゼーション法を用いた。それによって，乾燥種

子11壬内のmRN八についてその存在形態を調べることができ，また側々のmR¥'A

について調べることが可能となる。

1If-4-2 (実験lfJD~ H >の材料と方法

種子および発芽

実験には.記長妓県立林業試験場のクロマツ精英樹採種薗で1988年 10月に採集し

たクロマツ Pinusllzunbergii Parl. の母樹クローン高萩 1 号の種子をm~、た。採取

後の処理!と発芽条件は実験 IJA(日 2 -1 )と同じである。

リホ!ソーム画分の調整

リボソーム画分の調整は Yamamotoel al. (1975)の方法を若干改変しておこなっ

た。①j匹を約40倍量のO.25Mショ糖+低塩濃度緩衝液[20mMH e p e s 水酸化カ

リウム(pIl7.8).24州塩化カリウム. 3 mM底化マクネシウム. J mMD T Tから成

る低塩濃度緩衝液に O.25Mのショ穏を加えたもの]中で，テフロン・ホモジナイザー

を用いて破砕。②懸濁被を 12.000 x g. 15分間. OOCで遠心し 脂肪分や破砕さ

れなかった組織等を除去した。 ③符られた水相を 1mlずつの !.5Mショ紡および

0.5Mショ糠+低頃濃度緩衝液の不述続問の上に重陪し，目立RPR-651、ローターで

41. OOOrpm( 147.000 x g). 2.511手間. 4 Tで迫心して，核やミトコンドリア，小11包

14:. J1免等を除いた。生 じた沈殿をリボソーム阿分とする。調発中の Ri¥ .'¥分解ITlf.

Aの活性をjQJえるために，全ての作業は低混宅内あるいは氷上でおこなった。

ショ糖密度勾配遠心法および RNAの回収

(1) 1足取滋j支緩衝液あるいは I '，~j版政皮緩衝液 [ 2 0 m M ト1 e p c s水門主化カリウム

<.pIl9. 0). 500m~ J]，;(化カリウム. 50rnMJ]，，(化マグネシウム]に波皮を数段階に変えて

利権したショ批ii溶液を，ニトロセルロース泌心包・内に重庖し一晩11下位することに

よって[1'(線的な密度勾配を作製した。 4.81111の1560%密度勾自己は 60% 0.8ml. 

45% !. 61111. 30% !. 6ml. 15% 0.8mlのショ批，lj溶液の重肘によって作製した。

4.8mlの10-30%硲皮勾配は30%-0.6ml. 25% 1.2m!. 20% 卜2ml. 15% 1.2nd. 



10 % 0.6ml のショ糖溶液の重層によって作製した。②適当 な緩衝液に懸諮~したリ

ボソーム両分を 2分間12.000xgで遠心し，緩衝液に懸濁されなかったものを沈

殿除去した。上消を密度勾配の上に重Wiし， 目立~PS - 55T - 2 ロ ーターで42. 600rpm 

あるいは ~PS - 50で45 、 OOOrpm( いずれも 22 1. 000 xg). 4 'Cで遠心した。③i必心後，

ISCO社のフラクションコ レクターと分光光度計を用いて遠心管内の254nmのl吸光

の分布を調べた。 254nmはリボソームと RNAの特異的吸光波長である。 @RNA

の回収は③で用いたものとは別の遠心管で遠心したものを用いた。遠心ゲiの底に

注射針で穴を穿け，そ こから試料を含んだショ 結溶液を滴下させ 0.5mlずつ10本

の試験管に分画回収した。⑤各画分からショ 糖を除くと同時に Ri'JAに結合して

いるタンパク質を除くため， 5.7M塩化セシウム0.9mlに重層しBECKMANTLA-IOO. 2 

ローターで100.000rpm(435， 700 x g)， 20時間， 20Cで遠心。⑥生じた沈殿を 10mM

卜リスーj気敵(pIl8.0)， lmMEDTAにi容かし，エタノール沈殿を 2回繰り返し

RNAを粕製した。

回収したR:¥Aを用い，実験mC(1lI 3-2)と同様の方法でノーザン・プロッ

ト・ハイブ リダイゼーシ ョンをおこ なった。プロープには 皿 2で選抜したpPSI，

pPS5， pPSI3， pPC27の他，クロマツのリ ボソ ーム D:¥A=rD:¥A-のクローン

pKS25Sも用いた。 rD:¥Aは. リボソームを権成する rR'¥Aに対応するプロー

プで，これを用いることによって分画およびR¥'A回収の実験傑作に関する正の

対照とした。

ポリソーム画分の翻訳活性

① ショ糖筏度勾配によって分画したポリソーム画分からショ慌を除くために，

日立~P~6 5T ロ ーターで 4 1. OOOrpm， 2.5時間 i主心をおこない.主じたと.(:肢を低邸

波j支緩衝液に懸濁した。②この;f-リソーム画分O.17A:，ユニット 12μlに20μlウ

サギ網状亦rUl球ライセート 1m細胞タンパク 'i'l合成系dmershamj:J:).3. 51t I L 

"S メチオニンを加え v.jJ~活性を調べた。 阻言実昼食では さらにO.Im¥!オー

リントリカルポン円安を加えたo ~i) 8 0 分li\J. 30'Cで反応させた後 2μlをガラス

泌紙に点摘。1唐紙をij(冷した 5%卜リクロロ除般に 10分間浸しタンパク伎をちt澱

させたlf;:， 37 'C の 0.3~水般化ナトリウムに 10分間以しアミノアシル L 1と¥八 を分

断'。さらに 5~6 卜リクロロ酢般で ] 分 I i\ J 2 Ji'I洗浄し タンパク'I1にJ収り込まれな

かったアミノ般を除いた。④順次エタノールとエチルエーテルに反し， }of!¥乾した

後 液体シンチレ ション百|数{.liで泌紙上の 35Sの政射能を測定した。
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111-4-3 <実験皿 D>低塩;農度緩衝液中の貯蔵型mRNAの沈降係数

まず，貯蔵型mRNAが細胞質中でどのよう な沈降係数をもっ物質として仔復

しているかを調べた。

乾燥種子，およびべンレー トによる防的と 3週間の低温湿層処理をしたl放水種

子，さらに低温~照処理!の後， Y，iJ板出現まで他物育成チ ャンパー内においた発芽

種子から各々リボソーム函分を調整し，低極濃度緩衝液に懸法iした。これをJ5 

60%ショ秘密度勾配にのせ， 1時間遠心し分画 した。 リボソームの副分を知るた

めに254nmの吸光の分布を調べた。 10の画分に分取し，各函分から全 RNAを

JjllLllし貯蔵型 mRNAの cDNA(pPSl，pPS5， pPSJ3)および r0 N A 

(pKS25S)とのノーザン・プロッ 卜・ノ、ィブリダイゼーションをおこなった。ハイブ

リダイゼーションに供した RNAのiliは， 抽出さ れた RNA量の各回分1mの比率

をそのままにして，総]]1:が20μEとなるように した。それぞれの cDNAに対応

する mR:¥ _....によって最も多く含まれる画分は異なっ たが，いずれの種子の場合

でも 3つの貯蔵型mRNAともモノソーム(70S )よりはるかに大きい沈降係数を

もっ函分:ポリソーム画分]に存在した(図山9)。

乾燥穂子や吸水種子と異なり，発芽種子ではポ リソーム画分に254nmの吸収の

山が見られ 明らかにポリソームが形成されていることがわかった(1五]1119 )。発

茅に伴l、出哀し培加する mRl'¥Aの c0 N A (pPC27)は，おそらく発芽!日jに必2!!

な情報を担てているため発芽種子内ではポリソームに組み込まれていると考えマ

貯蔵型mR¥Aの分布と比較した。発芽種子での貯蔵型mRNAとほぼ]n]じよう

なl四分に分有しており (図IU9 )。 貯成型mRNAもポリソームを形成しているこ

とが示唆さ土た。

ノーザン・プロット ・ノ、イフリタイゼーションによる電気泳動皮から(1'<]111 8 ) 

pPS 1やpPS~. pPS 1 3に対応する mR:\ 八の分チ量は 1 6S rl~\' 八よりもはるか

に小さいことがわかり，いずれのmR:¥Aも沈降係数はモノソームより小さいと

r怨されるぞそれにも関わらず，ポリソーム阿分に検出されたということは何か

が紡介してlるためであると考えられる。このポ リソーム画分にみられる複合体

の:kltを巧察するために実験 111E-C;をおこなった。

111 -4 -4 (実験 111E>高塩濃度緩衝液中での貯蔵型mRNAの沈降係数
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乾燥種子 吸水種子 発芳一種子

n: 
J~ --- 'v 

、、 r

1サ NO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 2 3 斗 5 6 7 8 9 10 1 2 3 ~ 5 6 7 8 9 10 

pKS25S 

pPS1 ー暗ー・・・ー •• -
pPS5 • 

pPS13 .• -_. • 

pPC27 

図旧 9貯蔵型庁 RNAの沈降乾燥純子および|放J.K極子 発芽種 fのリボソー

ム 1~lí分を f!l:既設定緩衝液 rl' で 1 5 - 60% ショ羽'h '1色、 j支勾自己遠心法により分阿した。 i卓

心11引mは1.5時間 矢印は沈降の))ln1を夫総は遠心管内の254nmの'!及光の分布をノjミ

す。分J[~した 10ê分から R:\ 人を桁製し， 1貯蔵塑mR i¥ _'¥の c0 N A (pl冷13‘P

PS5， pPS 1 3)および子葉のmI ~:\ A の ι[)~ 八 (pPS21)および r1) :--J八(pKS25S)を

プロープと したノ ザン・ブロット ・ノ、ィブリタイゼーションをおこなった。ハイ

ブリ夕、イゼーシ三ンに供した各|凶分の IH.;八読を体クラフで表す。
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リボソームは，ポリソームを形成している場合は高塩濃度緩衝液中でも解厳し

ないが，モノソームの場合は高犠濃度緩衝液中で 5分間30"Cに温めることによっ

て 2つのサブユニットに解離する (Yamamotoand Sasaki， 1979)。 貯蔵型mR'¥A

の沈降係数を大きくしている物質が高塩濃度処理によって解離するものかどうか

を調べた。

リボソーム阿分を高短波皮緩衝液に懸濁し， 5分間30"Cの加l慌の後に低塩浪度

緩衝液中の 15-60%ショ精密度勾配遠心法によって分画した。実験 凹Dと同様に

して貯蔵型mRNAの分布を調べたところ，モノソームより沈降係数の大きいポ

リソーム凶分に分布していたが，高滋濃度処理をしない場合よりは沈降係数が小

さくなっていた(図 皿10)。

貯蔵型mRNAに結合している物質の一部は高塩濃度処理によって解離するこ

とが示された。しかしながら，高温濃度処理をしでもなお枕降係数がモノソーム

より大きいことは，乾燥種子内のポ リソーム函分に存在する mRNAはポリソー

ムを形成している可能性を示唆している。

阻 -4 -5 <実験llfF>発芽種子のポリソームのピユーロ マイシンによる解離

リボソームをmRN ACあるいはmRNP)から解離させるには， E DTAによっ

て溶液の 2何li陽イオン濃度を低下させる方法と高指濃度下でピユーロマイシンを

加え加湿する方法が知られているが，前者の方法ではリボソーム以外の物質も解

離する可能性がある。そこで本実験ではピユーロマイシン処]!Ilをおこなうことに

した。まずクロマツのポ リソームに対するピユ ーロマシンの作用条件を調べた。

発芽有fJこはポリソームに包むため，このリボソーム画分をHJl、れば， ショ糖也、

度勾自己i卓心分続をした後の254nmの吸光の分布からポリソームの存在を容易に知

ることができる。発芽積子から調整したリボソーム画分を下に示した諸条件でピ

ュ ロマイシン処fll!した後， ショ事I~t常皮勾配i主心分離をおこな L 、254nmのl目立光を

£貧しポリソームの有1!!lを訓べた。ラットIH臓のポリソームの場合，担化マク不

シウム波伎が 2m¥1以下. 1M.化カリウム濃度が500m~ ， 10分|日d3i'Cにするとリボソー

ムがm I~ '¥八から離れ，サブユニ y 卜に分かれる (Bloheland Sahatini， 1971)。ウ

サギ制状亦1{J1球 (Blobcl，1971)およびマウスのガン化細胞 L細胞 (Blohcl，1973)の

ポリソームもほぼ同じ条件で解離する。 ーブJ，クロマツの発芽恒子のモノソーム

は500m¥1昨;化カリウム， 50mM応化マグネシウムの尚I盆濃度緩衝液中で30CCに温め
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乾燥種子 吸水種子 発主p重子
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pKS25S 

pPS1 ・・・・・M・・p・ • 
pPS5 

pPS13 

pPC27 

図m10高塩濃度処理後の貯蔵型mRNAの沈降 乾燥殺チおよびl放水積子

7UFHi f-の リボソームl何分を尚庖段位処理した後，高塩濃度緩衝液中で1560% 

ショ 総統j支勾配遠心法により分同した。 ~心時1m は1. 511寺|問。矢印は沈降の方向

を:k ~j(はi主心管内の254nmの I!投光の分イfîをぷす。 分J[~した 10回分から R N 八を精
製し，lt;成型mR:¥Aの cDN八(pPSI3，pPS5， pPSI3)と子葉のmRN八の cJ)'¥八

(pI'S27)および rD N A(pKS25S)をプロープとしたノーザン・プロット ・ハイブリ

ダイゼーションをおこなった。ハイブリダイゼーションに供した各回分の R'¥ .'¥ 

:11を体クラフで表す。
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ると 2つのサブユニッ トに分かれることが分か っているので (Yamamotoand 

Sasaki， 1979)， 本実験では上主化カ リウムの滋度は500田町二固定し，，Iffi;化マグネシウ

ムの波度と反応の視度を変えた。すなわち，次の 6つの条件を設定した。

処理 ビューロマイシン 題化マグネシウム 反応温度 ショ糖密度勾配

弘、 1 mM 2 mM o 'C 高血濃度

日 1 mM 2 mM 3TC 高血濃度

C 1 mM 50mM o 'C 高塩濃度。 1 mM 50mM 37'C 高温滋皮

E 1 m ~ 50mM 37'C 低湿滋皮

o mM 50mM 3TC 高塩濃度

370Cの加砲の有無に関わらず，準化マグネシウム濃度が 2m~でも 50m~の場合と

同じようにti1体のリボソームが大小2つのサプユニ ットに解離したL図III11)。た

だし低取濃度緩衝液中に作製したショ糖密度勾配で遠心分離すると，サブユニッ

トの一部は再び会合し単体のリ ボソームとなる。ピユーロマイシンを添加し 2mM 

筏化マグネシウム存在下， 37'Cで加温した場合にポ リソームが消失した(図 III11)。

クロマツのポリソームにおいても 他の生物種で匁]られるように， 500mM底化

カリウム， 2 m ~ ~盆化マグネシウム存在下でビュー ロマイシンを加え 37'Cで反応さ

せると リボソームがmR¥;.'¥から 2つのサブユニットに解離することが明らか

になった。

1lI-4-6 <実験 1lIG>乾燥種子のポリソーム画分のビュ ーロマイ シン処理

乾燥恒子のポリソーム回分に存在する復合体がピユーロマイシン処:agによって

解縦するかどうかを調べたと乾燥種子の リボソーム画分を次の 3条件で処理した

後 !日iJIj.jの実験と同線にンョ糖密度勾配法心分割tをおこない 254nmの~投光の分

イ'，ïを調べた。 なおI孟化カリワム I程度;二すべてjOOm ~ とした。

処Bli ピユーロマイン J 極化マクネシウム 反応温度 ショ糖?何度勾配

，¥ 1 m¥f 2 mM 3i'C r'，':i.!iKiO皮
J3 o m .~ :2 mM 3i-C [":1出 it:~皮

C () mM 50mM 3i'C r'，':i Jfn i;:~ Jfr 

2 m¥f出化マクネシウム中でも50酬の場合と関係にリボソ ムはサブユニットに
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図皿 11発芽種子のポリソームのピユ ーロマイシンによる解離 発芽積子の リ

ボソーム函分を A~F の 6 条件で処到!し(本文参wn. 15-60%ショ籾j密度勾配遠

心法により分画した。 A~C は ]. 511手IiJJ，Fのみ [1時1111の遠心をおこなった。矢

印は沈降の方向を笑線は遠心管内の254nmの Iy})~の分布を示す。 M ‘ L， S， P 

は.それぞれ単体のリボソーム， リボソームの大ザフユニッ ト，小サフ'ユニット，

ポリソームによる吸光の極大を示す。
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図Ill12乾燥種子の リボソーム画分に対するビューロ マイシ ンの影響乾燥種

子のリボソーム画分をA~C の 3 条件で処:illl し(本文参!!世 ) ， 15-60%ショ秘密度

勾配i卓心法により分間した。遠心"寺1mは1時間15分。矢印は沈降の方向を実線は

遠心管内の254nmの1'&光の分布を示す。しと Sは，それぞれリボソームの大サブ

ユニァト 小サフユニットによるl吸光の極大を示す。
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1謀総した。ピユーロマイシンを加えない場令にはポ リソーム画分に相当する函分

に254nmの吸光が見られたが， ピユーロマイシンで、処理するとこの吸光がなくなっ

たt図11112)。

乾燥粁i-Jこのリボソーム回分を上記八の条f'I".でピユー ロマイシン処座した後，15 

60%ショ総統皮勾配遠心分縦法で分間，各回分から回収 ・拙出した Rl¥Aと貯蔵

型mRNAの c0 N A (pPSJ， pPS5， pPSI3)とのノーザン・プロット ・ハイブリダ

イゼーションをおこなった。但し，ショ事In符'.'&勾配は実験lllDに合わせて低濃度

緩衝液中に作製した。貯蔵型mRNAはピユーロマイシン処理をしない場合に比

べではるかに小さい沈降係数を持つ画分に存在した(図田13左)。このことは乾燥

紐チ内の貯蔵型mRNAにはリポソームが結合 してポリソームを形成しており ，

そのリボソームはピユーロマイシン処理によって解離することを示している。

次に貯蔵型mRNAがピユーロマイシン処理によって移行した画分の沈降係数

をより詳細に調べた。沈降係数の小さい部分の分離能を高めるために，シ ョ総密

度勾配を 10-30%に変え，高原濃度緩衝液に作製し，遠心分離の時間も 2.5時間

に長くして，同様の解析をおこなった。pPSI，pPS5， pPSI3のいずれの cD"IA

に対応する mRNAとも リボ ソームの大サブユニッ ト(60S )と小サブユニ ット

(40 S)の悶およそ45Sの沈降速度をもっ阿分に存在した(図 1lI13右)。乾燥種子の

ポリソームにはリポソーム以外のものも結合しているため，ピユー ロマイシン処

理後も貯蔵型mRNAの沈降速度が大きくなっていると考えられる。

111 -3 -7 (実験1lI11>ポリソーム画分の翻訳活性

実験 111Gで俗在をIリ1らかにした。;吃燥純 子のポリソームについて翻訳活性の有i1!!¥

を調べた。乾燥種子のリボソーム阿分を低取泌l皮緩衝液に懸溺し 低庖濃度緩衝

液中に作製した 1560%ショ椋浴皮勾配i主心法により 5つに分画し 沈降係数の

大きい)jの 3つの画分を遠心分脱してショ私ijを除いた。得られたポリソーム両分

には アミノ椴や転移 R'¥八， A T Pなど 1 タンパク質合成に必姿な物質が含ま

れていないと考えられるのでー 1!!t細胞タンパク質合成系Lウサギ網状赤Ull球ライ

セー ト)をIJIIえて 15S メチオニン作イJ-.トで反応させた。タンパ 7'i'1を明らかに

11=.介成していると与えられる発注純 fも対照として，同十ょに処Jlnしポリソーム匝i

分の制沢市性を調べた。

乾燥符 f-，1t'!:f純寸土いずれのポリソ ーム11111分をIJIIえた場介でも タンパク'i'lへ
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図1lI13貯蔵型mRNAのピユーロマイシン処理後の沈降 乾燥極チのリボソー

ム両分をピユー ロマイシンで処理した後，低血濃度緩衝液中の 1060%ショ総密

度勾配(左)で ]時Iml5分あるいは的思波l支緩衝液中の1030%ショ物密度勾配(右)

で 211!il/'，j30分遠心分画 した。矢印{二乙t降の方向iを来線{立法心管内の254nmのl目立光

の分布を示す。分取した10阿分から R¥"八をr，;製し 貯蔵型 m R ~ 八のじ DNA

(pPS 1 . pl冷5.pl'S 13)をプロープとしたノーザン・ブロ y卜・ノ、ィブリダイゼーシ

ョンをおこなった。ハイブリダイゼーションに{)I，した各lllii分の RN Aj，tを体ク‘ラ
フでムーす。 しと Sは，それぞれリボソームの大サブユニットー小サフユニッ トが

含まれる画分を示す。



のメチオニンの取り込みが，ライセート内在のmR:'¥Aによる取り込みの 2-3

f&に明加した(表s17)。

そのl絞り込みが既に mRNAに結合していたクロマツのリボソームに依るもの

か，反応を始めてから結合したライセート 'l'のリボソームに依るものかを I!.iJらか

にするために，反応放にオーリントリカルボン酸を加えて反応させた。オーリン

トリカルボン酸はmRNAの40Sリボソームサブユニットへの結合を阻害し，

o. ImM以下の低濃度て‘ペプチドの延長反応に影響なく翻訳開始反応をほぼ完全に

阻1tする (Frcsnc】andVazquez， 1980)。

発芽躯子の沈降係数の一番大きい画分のメチオニンの取り込みはオーリントリ

カルポン酸を加えても低下しなかったt表III7 )。その他の画分では取り込みが低

下し，乾燥種子では 3つのポリソーム函分とも阻害されメチオニンが取り込まれ

なかったt表1II7 )。

乾燥種子のポリソームに組み込まれている mRNA自身には鋳型活性があるが，

そこに結合していたリボソームに依つてはタンパク質の生合成が進まないことが

明らかになった。

1II-4-8 実験結果のま とめと考察

mR'¥Pの検出法の一つに，予め標設前駆体を取り込ませて mR'¥Aを標識し

ておき その沈降係数と浮遊密度を求めるという方法がある。動物の場合は，水

相中でも休11民を誘導したり組織培益することが可能なので，容易に際識!III!刷本を

取り込ませることができるが，植物で(;!t.yに経子!庄の場合， m， il~j状態でf* 1I1f:させ

ることはイミuJ能であり 正常な機能を保ったまま組織を培養することもrtl難であ

る。コムギ Triticu11l vulgare純子のmR¥Pについて Ajtkhozhinらが研究しており，

発芽過向で転写される mR'¥へがmR'¥Pを形成すること (Ajtkhozhinel al.， 1973， 

1971i) Hl fの成熟に伴い mR'¥九が泊 R'¥ Pに変化することを報告している

(Ajtkhozhin and Akhanov， 197-1)コ!日し r，.X:!(，!¥に伴うといっても，彼らの実験は〈白色

!PJ の開[-から摘 /H した院に I~ \への快ぷlÌÍi耳~í平を取り込ませた後に人為的に位;燥

させたものであり，自然に乾燥した降 f の '11~ と同線に発芽するとはいうものの.

:X!殺 の結栄は実際の乾燥利l 子!伍戸、!の状態を反映しているとは限らない。

Silvcrstein (1973)もコムギ係子の mR¥Pを調べているが彼の研究は発丸一lI!iに431

識 Ij~駆体を取り込ませたもので休 11民ゅの mR\ 引についてではない。 ライムギ
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表1lI7ポリソーム画分の翻訳活性 乾燥種子と発芽穂子のリボソー

ム函分を低塩濃度緩衝液中に作成した15-60%ショ椋密度勾配遠心法に

より分画した。画分の番号は図 凹13の函分に対応する。各画分をウサ

ギ網状赤I飢球ライセートに加え. [3 5 S Jメチオニン存在下で反応さ

せた。ライセートに含まれるリボソームの活性を抑えるため. O. ImMオー

リントリカルボン殻 (AT A)を加えた。反応後トリクロ口問酸沈毅

物の放射能を測定した。

積子 画分 [" S 1メチオニンの取り込み [xIO'cpm/2Sμl反応液]

乾燥種子 5 & 6 
7 & 8 

8 & 1 0 

発芽種子 5 & 6 

7 & 8 

9 & 10 

R¥/A無添加対照

ATA無添加 ATA添加

O. 6 3 O. 75 

2. 7 5 1. 0 0 

4. 0 2 O. 79 

3. 3 0 1. 1 9 

4. 1 0 2. 0 4 

2. 4 1 2. 4 7 

1. 4 1 O. 89 

103 



Secole cr，ωleについても同様に摘出粧を標識した研究がある (Peumansel 01.， 1979)。

他物のmR'¥Pの解析には，分画後の各函分の鋳型活性の分布によってmR"iA

を検山するという方法も採られている。ダイス Gかcinemox (Mori and Malsushila， 

1970)やコムギ (Peumansel 01.， 1978)などの種子の研究をは じめ，いくつかの報告

がある。しかしながら，この場合も mRNPが必ずしも鋳型活性をもっていない

という恐れがある。

本研究では貯蔵型mRNAの検出に傍識 cDNAを用いて，球果の中で無傷の

まま乾燥した種子中のmRNAがどのよう な状態にあるかを調べた。 Pramanikel 

01. (1992)は同様な cDi'¥Aを用いたノーザン・プロット ・ハイブリダイゼーショ

ンによってムラセキウマゴヤシ MedicogosOlivo種子の登熟期の mRN久が

mRNPを形成していることを報告している。本実験の結来，クロマツにおいて

もコムギなとで報告されているのと同様に，遊離したmRNA分子や単体のリボ

ソームより沈降係数の大きいポリソーム画分にmRNAは存在したL図 凹 9)。

このポリソーム画分に存在する複合体がポリソームであるかどうかを調べるた

めに一連の笑験をおこなったところ，復合体を形成しているものの一部はリボソー

ムであるが，他にも何かが結合していることが明らかになった(実験 111E， lli G)。

その物質がタンパク質であるかどうかは明らかにできなかったが， m R N Pを形

成している可能性がある。

m I~ "i Pが存在することを証明するには， mR NAが遊離のものより沈降係数

が大きく，さらに浮遊密度が小さいことを示す必要がある (Spirinand Memer， 

1965)。本研究にあたり，浮遊密度の測定も試みたが，浮遊詐;皮を調べるにはそ

の飯合体をホルムアルデヒドで固定しなければならず (Spirinel 01. 1965)， そう

するとその後mR'¥A回収 ・抽出が凶難となり，ノーザン・フロット ・ノ、イブリタ

イゼーションでの検出ができなかった。複合体の固定}i法やmR¥への1111以}j法

を改良する必要がある。

sallimorc and Huang (1970)によると 非特災的に mR:'¥Aに結合しているタン

パク質はt~ J1fti箆皮 ( 0 目指化ナトリウム )液中で WI~離してしまう 。 本九九:のJ..i~史 mG

でO.5~J抗化カリウム溶液中で Irî'政相 mR i\八はおよそ 4 5 Sの沈降係数をもつこ

とがゆlらかになった。このことは貯蔵理mR:¥Aが形成している複合体はリボソー

ム111可分の羽11/1:中などに生じた )1，村民的結令ではなく，実|療の乾燥裕子の'1'で村 y~

(I'~ に形成されたものであると J5 えられる。

]II)i!fしたように mRバPにリボソームが結合した状態のものは他の生物砲で



も知られているがリボソームをはずした後のそれらのmRNPの沈降係数は，マ

ウス肉腫細胞(Lceel al.， 1971)では30-150S，ラッ ト肝細胞(Hcnshow，1968)では

20-1003と広い範囲にわたっている。これは一つのmRNA分 fに結合するタ

ンパク質が多様であるため，あるいは結合するタンパク質の数が不均一であるた

めであろう。 一方クロマツ乾燥極子のポリソーム画分に存在する複合体のリボソー

ムをはずした後の沈降係数は，少なくとも本研究で調べた 3つのmRNA種では

すべて453付近の値をもっていた。このことから，クロマツ乾燥種子の貯蔵型

mR'IAの各分子に40Sぐらいの沈降係数をもつものが結合していると A管えられ

る。その物質は一つで40Sの沈降係数をもつものなのか，あるいは沈降係数のよ

り小さい物質が一定の数だけ個々のmRNA分子に結合して総計で403になるの

かは不明である。

複合体を形成している物質が40Sの沈降係数をもっ一つのものだとすると，そ

の候補としてリボソームの40Sサブユニッ トが考えられる。タンパク質合成の際，

mRNAの捌訳開始部位を認識するのはいくつかの間始因子と結合した40Sサブ

ユニットであり，その後60Sサブユニットが結合して活性型80Sリボソームを形

成するとされている。ク ロマツ乾燥穂子内の貯蔵型mRNAではmRNAの翻訳

開始部位に一つの40Sサプユニットが強固に結合した状態で止められており .タ

ンパク質の生合成が抑制されていると考えるこ とも可能である。mRi¥/¥を含む

複合体で453の沈降係数を もつものは動物の細胞で存在しているこ とがJt!.い出さ

れている (Spirin，1969や Iskakovand Madin， 1994の引用文献)。そのうちいくつか

は浮遊密度などから403サプユニットとの複合体であると考えられている。他物

での研究は少ないが，コムギの)庄の鋳型前性が40S付近の回分で J'，追いことが報告

されており (Schu1tzel al" 1972)， 近年では Iskakovand Madin (1994)がコムギの

阪のmR¥ベが45Sの絞合体を形成していることを示し， 40 Sサブユニットや開

始困 fとの絞合体であろうと舵祭している。

綾子干体を形成してるものを明らかにするためには，タンパク質が結介している

と仮定して，ピユーロマイシン処理後に分間し， 各画分のタンパク質をH.L ~\i水到J

法で分l何して45s両分に特集日サなタンノぞク1'[を調べるという刀法が考えられるが，

リボソームl'町分に多量に含まれるリボソームのタンパク'l:'lの混入は避けられず，

リボソームタンパク質に比べ少はであるとJ5えられる結合タンパク1'1を'1'11別する

ことは|村正jlであろう 。

飯合体を形成している物質はmRi'¥八の情報のタンパク質への翻訳をJIllrJtして
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いる可能性がある。ビューロマイシンはアミノアシル転移 Rl¥Aの類似体として

機能し，翻訳をおこ なっているリボソームをサフeユニ ットに解離させる という作

用をもつものであるが，貯蔵型mRl¥Aに結合している リボソームがピユーロマ

イシンによって解緩するということから，乾燥腫チ中の貯蔵型mRNAは制訳さ

れるときと同じ形態でリボソームが結合してると考えられる。しかしながら，実

験 mHの結果， mR ¥ A自身は鋳型活性があるが，そこに結合しているリボソー

ムに依ってはタンパク質が生合成されないことが明らかになった。このことから，

リボソームのペプチド延長反応を阻害する物質がmR ~ AJこに結合している可能

性が考えられる。このよう なタンパク質合成を阻害する RNPの俗在はブライン

シュリンプ (P旧 tet al.， 1984)などで知られている。

分子生物学の興隆に伴い逃伝子の発現制御に関する研究が盛んにおこなわれた。

その結果， DN A上に設計図が記録されている酵素の量は，多くの場合その静索

のmRN八丞に対応しており ，m RN Aの生合成すなわち転写段階での11m街lが重

要であることが示された。転写段階での研究が集中的になされその i~IJ御機燐がか

なり解明されている。しかしながら転写後の制御，特に翻訳段階での制御l機構も

近年注目されはじめた。 t伊例担列lえば官静干宇ε母5拘acα乙cl加l

ぺプチド延長反応ではなく翻訳閲始図子が帯如制IJ街御]を司つていることがl明捌 らかにされ

た (Mu凶lIerand T悶 chs剖εel，1ω990町)。高等植物での翻訳段階の遺伝子発現制御lはまだ研

究例が少ない。例えばヒユ属バmarant!Jusの光合成関連泣伝子 rbcSの翻訳産物で

ある ð~煮は明所から暗所に移された l直後 2 時間以内に生合成されなくなるが，

mRNAは6時間以上存在する。この時mR¥Aはポリソームに組み込まれてい

ることから (Berryet a l.， 1988)，延長因子が翻訳制御をおこな っているとJitiJIIJさ

れる (Bcπyet al.， 1990) 0 rhcS以外でも:葉緑体など色素体の泣伝子発現は転写段

階よりそれ以降の段階での制御を強く受けていることが認められている (Dcng

and Grui日 cm，1987: '.lullct and Klcin， 1987)。

転写以降の段階の発現制御lにはmR¥Aの安定化機構の解明が主裂な謀総であ

り いくつかの機構が探求されている (Atwateret al.， 1990に総説 )。 微小物では

ペプチドの延長を抑える制訳阻:i{-方IJを施与すると mR:'¥.'¥が分解され主任くなるこ

とが分かっている(例えば Lundbcr呂 etal.， 19日8) 。 その機備はfiJ!1~ 1リlされていない

が mR~ へに紘一合したリボソームが I~ \八分解醇素の作mを ~H脱しているとい

う説がある。 リボ ソーム以外でも， m I~:\ 八のポリアデニル鎖に 4-!i _)IQ的に結介し

mJ<父八の分解を抑制する働きのある， m I~ ¥八安定化タンパク質とよばれるタ
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ンパク質が知られている (Bemsteinand Ros.~， 1989) 0 m R :¥ A安定化タンパク質

はmRNA一分子に復数結合してはじめて機能するので， i:t降係数は45Sよりは

るかに大きくまた不均一になる。クロマツ乾燥種子で見い出された mRNP様複

合体はmR1¥'A安定化タンパク質ではないであろう。

しかしながら，クロマツ乾燥種子中の mRNAもmRNP様飯合体を形成する

ことによってペプチド延長反応が阻害され，そのためリポソームが結合したまま

になり， mR¥lAが安定化されていると考えるこ とができる。

III-5 発芽に伴う貯蔵型mRNAの消長

旧 5 -1 発芽前後の遺伝子発現

休IIRj切から発芽期にかけて物質代謝の面で大きな転換が生 じ，それを反映して

この時期には種子に含まれる物質の構成が変化する。

Dure e/ al. (1981)はワタの種子の研究から，休眼前後に生合成されるタンパク

質を，登熟期までに合成されるもの，登熟期と発芽初期に合成されるもの，登熟

知jから発芽j羽にわたり恒常的に合成されるものなどのタイプ分けをおこなってい

る。mR:¥Aについても Dur巴(1985)は設熟期から発芽期にかけての喜宇都ii1の

変化に基づいていくつかの組にわけた校式区|を示している c 休日民j切に存犯するも

のとしては，アクチンやチュープリン，カ jレモジュ リンの mRNAなと恒常的に

発現しているもの，まだ機能不詳のし巴 aタンパク質のmR:¥A，主主熟後，19]から

ゴe;i;f!羽まで仔夜する mR I¥':¥の 3組を挙げている。登熟期に豊富にある mRNA

は休日民椛子にほとんど含まれていないことがダイズを級った Goldbergel al. (1981) 

によ って示されているが，伊lえばイネ Olyzasalivaのレクチン ml<¥'Aは役熟後

期jに減少するもののわずかに仔布する (Wilkinsand Raikhel， 19H9)。 エンドウ

PiSUJ11 SOlil'UJIlでも貯蔵型 mR:¥Aの約0.1%がレクチンのr:1R¥'八であると報告

されている (Pcumansel al.， 1980)0 1， c aタンパク質は笠熟後期]に詩的するタン

パク '1'1でそのm1< .¥九は休11民191に11}{も多くイfイjーすることがL、くつかの純でま[[られ

ている ((01えば AlmlH!UCraand lord出10. 1992)。その機能はまだ解明されていない

が八 B^ (Galau e/ al.， 1986)や純子以外でも両以透圧ストレスによって誘導され

ることがわかっている (Marじottcel al.， 19H9に総説)。アブラナ srassicaIlapus精子
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を材料として cυNAを用いた実験からイソクエン酸リアーゼやリンゴ般合成務

索をはじめ (Comaiel 01.， 1989)，他にも機能はま ったく未明だが発芽j切に機能す

ると考えられるいくつかのmRNAがな熟後期lから発芽JPlにかけて蓄積されるこ

とが明らかになっている (Haradael 01.， 1988)。さ らに Haradael al. (1988)は14の

cDNA クローンを用いた実験でアブラナの種子発芽前後の mR N 八の tì~ 長を器

官毎に調べ，発芽後任刺lに多く蓄積する mRNAは登熟期初期にも多く，子楽に

多いmRNAは登熟期後期に蓄積するという， 2つの発現制御ノぞターンを見いだ

している。発芽後の器官別に増加するということは，これらのmRNAが発芽期

にもそれぞれの器官で機能していることを示唆している。

クロマツの貯蔵型mRNAは，転写活性がほとんどないと考えられる乾燥種子

に含まれていることから，休II!i;J切に入る前に生合成されたものであると考えられ

る。そして登熟期に生合成されたmRNAのうち少なくとも一部は分解されず休

IIUJ問中にも維持されているのであろ う。このよ うな貯蔵型mRNAは盗熟期以

降もなんらかの機能をはたしていると考えられる。休眠矧には翻訳活性はなく，

その期間にmRNAが機能しているとは考えにくい。では発芽JVJに機能している

のだろうか。このことを考察するために，本節では実験即 Aで選抜した cDNl¥

クローンをもちいて，貯蔵型mRNAを代表する 3つのmRNAの発芽!日]の消長

をノーザン・プロット ・ハイブリダイゼーションによって調べた。

JIl 5 -2 (実験 Iil1 )の材料と方法

種子と発芽

J部;峡県立林業試験場のクロマツキltzi::;樹採郡図で 1987年10月に保廠したクロマツ

Pil1us 1/lUl1ber，;u Parl のnm クローン」凶 l J.j~ 2号の種子をJljl、た。球見H%J収後の処

到!と発芽条件は実験 IUA (.111 2 2)とf，i1じである。

Hf r-を刷物行成チャンパーに移してから 2rJおきに発芽 101111までの先生えと

乾燥締 f から試料を摘 /IJ した。 先牙~ rlllまでは11壬全体を 発茅41111からは千

栄のみを fJ~ l，i\した 。 l立ちに液体京ぷで泌紡させ， 実験に供するまで 80
0

Cに保仔

した。

RNAの抽出とノーザン・フロット・ハイフリダイゼーション

I~ ぶ八の抽出は尖(!験 II C ( II 2 2)と!日H1iの方法 (Yamamotoel 01.， 199J)によ っ



ておこなった。ノーザン ・プロット ・ハイプ リダイゼーションは実験 UIC 

(1Il 3-2)と同じである。

1lI-5-3 (実験III1 >発芽 10日目までの貯蔵型mRNAの消長

休眠打破後の娘植物体内での貯蔵型mR:¥Aの蓄積量をノーザン・プロット・ハ

イブリダイゼーションによって調べた。実験IlIAで幼根からポリ (A)・R'¥ .'¥が

抽出できなかったのは，幼根に含まれているポ リフェノール類や多総額が活性の

ある R¥"Aの抽出を阻害した可能性を示唆している。そこで， 手作業で子葉とY))

根とを容易に分けられるほどに成長している発芽4目白からは，Y))根を除き子葉

のみを試料とした。但し， 2日目と 4日目との閥でmRNAの著 しい量的変化が

見られた場合，そのmRNAが子葉あるいは幼根に局在しているためなのか，芽

生え全体で急激な変化がその時期に起きるためなのかを確かめるために， 4日目

は芽生え全体(子葉+幼恨)をも試料とした。

発芽O日目から 10日目までの， J任ないし子葉，および乾燥種子の脹から全R'¥A

を抗11出し，それぞれの全RNAを lμgにそろえ，各ク ロー ンの標識 cD'¥Aを

プロープとしてノーザン・プロット ・ハイブリダイゼーションをおこなった。

それぞれのクローンに対応する mR:¥Aの各時期の全Ri¥Aに含まれる濃度変

化をオートラジオグラムの黒化皮から判断した(図皿14)0pPSIの相当する mR¥A

は， 3週間の低温湿層処理中(乾燥種子~発芽O日目)に減少 し，その後も滅りつ

づけて発芽 6日目に消失している。4円日には子葉のみに見られる c pl'S5はf!l:ifui

iill'，居処f1H中に楠加し発芽 8n I司まで徐々に減少している。発芽4日目の!応全体と

先芽 611円にはほとんど比られない。pl'SI3は低温湿層処理中に増加した後減少

し守 4 11 Ilにtr'i失している。 )j. p1'C271;;:発芽 O日日からわずかに見られるが.

611Flから尚濃度に仔イ「する。

111 -5 -3 実験結果の考察

もしl汁Jt.JUI1m 1ミ¥八が純子のぞ?然!9Jに機能したmR'¥Aの残余物であるならば，

休11民打破後にはjj，lされ消失していくであろう 。発3fに必要であるため]ユめJTJ.\!~ さ

れたものならば，休日比打破後に消火することなく，そのまま維持されるか ある

いはいlじ機能を持つmR:¥八が新しく介成されて幼加するであろう c そのように
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図皿 14発芽に伴う m RNAの蓄積量の変化 貯蔵型 mR'¥i¥のじlJi¥i¥

(pPS 1， pPS 5， pl'S 13)および H:;のmR'¥.'¥の cD '¥ 1¥ (pPS27)をプロープとし

て乾燥純 [-(D)および発芽o~ I Ollll の低から抽出した全 RN i\とのノーザン ・ ブ

ロット ・ハイフリタイゼーションをおこなった。発芽4口日以降は子葉のみを試

キトとした(c)。



考え，本館IではイII;J々のmRNAについてその消長を調べた。

pPS 5およびpPSI3に対応する mRN八は低獄湿層処理中に増加lしていることが

示唆された(図 III14)。低温湿府処思については 日章で考察 したが，クロマツでは，

低混混層処理中には外見上の変化はなく， 処理!を 3週間以上おこなっても幼恨の

出現は見られず，この期間には著しい代議|は起きていないと考えられる。本実験

では種子の調整および防腐処理はり1mでおこなったので，低温湿JIYi処理中はl宿所

に置かれていたが種子は既に光を受けている。 mRNAの少なくとも一部は光あ

るいは吸水が引き金となって転写が開始され，その後温度や明暗に関わらず転写

は進められるのだろう。 25"(では一度光を照射すればその後暗所におかれてもポ

リソームを形成するが (Yamamotoel al.， 1975)， ポリソームの形成は温度にも制

限されており，低il，¥I湿層処理中にmRNAが転写されたとしても，そのmRNA

が同時にタンパク質に翻訳されているとは考えられない。

本実験では個々の m R~Aの量的変化を全 RNA に対する濃度変化として調べ

たが，絶対量は全RNAについても調べなかった。 RNA抽出の収率が安定しな

いためである。発芽直後から R1¥Aが合成され1ft!'加することは一般的に認められ

ており，例えば Sasakiand Brown (1969)によれば Pinusresinosaの!径の全 Rl¥A

量も発芽に伴い漸次増加してし、く。もし，クロマツの全 RNA最も同様に附加す

るとすれば， pPS 1および pPS5に対応する mRNAは，絶対量でみると発芽初

期にかえって増加していることになるL図1Il14)。これらの mRNAがどのような

機能を但っているのかは 本実験の結果だけでは分からないが，発芽の初期に機

能しているものなのであろう。 pPS5に対応する mRNAは発芽 8口nまで維持

されているが，本実験で見ているのは合成量と分解最との差の積算である務初日

であり，必ずしも乾燥種子中にあった分子そのものが存在しているとは限らなl、。

Oel日nyel al. (1977)によれば，発:wが始まってからの貯蔵型 mRNAの下減j羽は

2時11¥1である。 pPS5 m R :'-.! Aも 同じ分子が保持されているのではなく この

時!91にも転写がおこなわれているものと考えられる。

pPSI3に対応する mR¥へは，低縦i¥7，Jf"i処理1"1'に明力11し，発庄が始まると色、速

に減少している〔図 III14)。このmR¥!¥はずと先のlJil始に関する機能を但っている

か あるいは発芽に関する機能は111っていない tj1なる残余物のどちらかであろう。

後将だとすると，この貯蔵塑mJと¥八は施「形成の期間に転'J_-Iされ，機能を来た

していたが?乾燥に伴い昭子の代謝1.fil'J:.が低トーした|擦に，ほiされることなく保持

されたものであると考えられる。実験 IIB(1I 24)では桜識前駆体を取り込み



によって貯蔵型mRNAが低損湿層処理中に生合成するか否かを確かめることが

できなかったが，本実験ではpPS13のmRNAが処理中に.少なくとも全RNA

盆に対する蓄積量が増加しているのが確認された。実験 日Bの方法では検出でき

ない程度の生合成があったと考えられる。

pPC27に対応する mRNAは，子葉の緑化に伴って増加することや， 4日目の

j荏全体と子葉のみとで含まれる量を比べると子葉に多いことから(図 mI4)，光合

成に関与する機能を担っている可能性が高い。アブラナでは子葉に偏在するmRNA

で，JlI形成の初期に転写され乾燥種子に貯蔵されているものもあるが(Haradael 

al.， 1988)，本研究で調べたmR N A (pPC27)は乾燥種子の匪からは検出できなかっ

た。 pPC27mR N Aの場合は発芽後にはじめて転写され同時に機能しているので

あろう。

以上要するに，実験mAのサザン・プロット ・ハイブリダイゼーションではー多

くの貯蔵型mRNAが発芽 2週間自には減少あるいは消失していたが，その消長

を詳細にみると消失時期は個々のmRNA程によって異なっていることが明らか

になっ fこ。

III-6 貯蔵型mRNAについてのまとめ

ls-6-1 存在意義

一般にmRNAは短命なものであるので，転写活性のみられない休11民種子内で

長期間存在している mRNAは特殊なものであると考えられてきた。そのため，

この mRNA分子群は特に貯蔵型 mR ;¥ A stored mRNAあるいは long-lived

mRNAなどと命名され.あたかも国有の機能・情報を担っているかのように扱わ

れたようである。また休日民の前後には物質の代謝が大きく転換するので.その過

渡期に当たるともいえる休眠期に存証する mRi'JAが.主主熟知lに機能するものな

のかι 発芽期に機能するものなのかを追究する研究が多くおこなわれてきた。

たしかにマツの貯蔵型mRNAは他の純物組織では考えられないほど長寿命で

あることがU1-3で示された。特殊な住HIIJがあって保持されていると考えられる。

貯縦型mRNAには多数のmRNAfili.が含まれており それらすべてが保持され

ている。 しかしながら，発芽J9Jの消長をみると必ずしも一律にその干存続が制御lさ



れているのではなく，個々の mR:¥八極で奥なる消長を示すことが1Il-5でIY1ら

かになった。他の槌物種の最近の研究でもJti'蔵型mRl¥Aには主主熟期に機能した

ものと発芽JlJJに必要なものとが混イ王していると考えられている。

貯成組織における代謝は休11民の前後で養分の蓄積から分解へと劇的な転換がお

こなわれる。!怪でも常に成長するための代謝がおこなわれているとはいえ休眠時

の成長停止や乾燥に伴う変化は大き L、。また設熟途上のま だ発芽能のない未熟種

子を人工的に乾燥させると発芽能が獲得することがク ロマツでも知られており

L山本・析出.1979)，発芽に向けての転換が乾燥休眠によって誘導されることが考

えられる。 しかしながら，必ずしも転換 ・変化は突然生じるのではな く特に艇で

は瞥時的に生じると考えられる。その転換 ・変化の途上で休眠したため，貯蔵型

mRNAの中には様々な段階で機能する mRNAが存在しているのだろう。本研

究では11壬の貯蔵型mRNAを扱ったので泣伝子発現の変化の過渡期のmRNAが

含まれていると考えられる。 mRi¥A分子は糊訳に供されないと安定性を増すこ

とが知られているが，穂子の休眠に伴い翻訳活性が低下して，受熟期に機能した

mRNAも分解されずに休眠穏子に残ってしまったとも考えられる。

1Il-6-2 存在形態

休眠鶴子では過酷な環境下でも生命を維持するために様々な機精が存復してい

ると考えられる。 111-4では逃伝子発現の途中の段階である mRi¥Aが，不必要

であると考えられる休日民種子中に存布していることに注目し， I行z成型mRNAが

どのような機構で崩壊せずに維持されているかを研究した。

今まで貯蔵型mR'¥Aの存在やそのな義については比較的多くの研究が報告さ

れてきたが1 その存在形態については研究はあまりなされていなかった。本研究

によ って。Jfト成型mR '¥ ，̂，はmR '¥ Iラ般の形態をとっていることがりiらかにな っ

た。乾燥などの内的環境の変化に対応したなんらかの綴情が働いて， m I~ :¥へが

長!日1ll¥J{呆 J寺さ üている 。 ml~'\P の j診 frÆをとることにJ_って制訳ヵ、阻l~与さ~'1 ると

同11寺に分解されにくくなることが他の'1:，物約でも知lられている。クロマツのJti'蔵

JiリmI~ '¥へについても，おそらく mI ~ N Pの形態をとっていることによ って，羽

以もされず分解もされないのだろう 。ただし，允五三に必要なものだけがWj'脱され

ているのでなく発芽j切に機能していないとみられる mR¥AもJtj')bf<されており

安定化の機椛は m I~ '¥ A Hfに特災的な機構ではないようである。



W 総括

以上の実験研究で得られた結果を今一度まとめてみる。

チョウセンゴヨウを用いた実験では，まず無傷穂子の場合は低温湿1~処理が発

芽に必須であること，種皮を除去すると処理なしでも一部発芽することを統認し

た(0-3-1)。低温湿層処理によって解除される休日民要因が種皮とその内側の両

方にあることを示めしている。また外程皮はj庄乳の構造を支え，また内部の腐敗

を抑えていることが示唆された。

種皮の要因を明らかにするために，穂子が大きいことを利用して，まず外種皮

の機械的強度を測定した。その結果，温度に関わらず吸水によって減少すること

が明らかになった。低温湿層処理によってもたらされる水分条件と低温条件の内，

機滅的強度は少なくとも水分条件だけによって解除され，低温条件は無関係であ

ることが示された(日一 4-3 )。

次に，種皮の水分不透過性が発芽を抑制lしている可能性を検討したが，吸水に

は低温条件は必要でないことが示された(0-4-4)。

発芽には酸素が必要であることを確認した上で(日 3 -4 )，種皮の酸素透過性

についても検討した。その結果，休眠穂子内が還元状態になっていることを示唆

する結果がえられた(0-4-5)。また低温条件が満たされた時に外種皮の酸素透

過性が増加することが明らかになった(日一4-6 )。

外的要因としては，外種皮が酸素不透過性の点で発芽を抑制しており，低出湿

回処理を施すとそれが解除されることによって発芽するようになると考察した。

|人j的要因としては，発芽抑制物質八 sAについて量的変化を調べた。積皮の八

sA合止はl汲水にともない大きく減少するが，八 sAが直緩機能すると考えられ

るl任内の含1立はほとんど変化しなかった(11 5 3)。チョウセンコヨウにおいて?

I人l't八sAは発芽を抑制している可能性は低いと考えられる。

低 1鼠混J~処理中の造伝子発現についてもクロマツ鹿子をJlJ いて倹討した。その

~h ;:Jι{段 l1J， iJi'，層処理中に遺伝子の転写所uが復爪ーしており，特に r RNA が主t合

成されることが示された(n-2 4)。少なくともクロマツでは低温似府処理中に

泣伝子の翻訳装置が準備されることによって.発;!;i'が促進されると考えられる。



クロマツについては，休眠種子の佐内に存在するmRNA(貯蔵型mRN A)に

ついても研究した。

まず，貯蔵型mRNAの検出に用いる cDNAクローンの選抜をおこなった

(111-2-3)。選抜した貯蔵型mRl¥八の cDNAを用い，古穂子内のmRNAを

検出したところ. 14年間保存してあった種子内でも貯蔵型mRNAが貯蔵されて

いることカく明らカ、になった(111-3-4)。

次に. 14年もの悶安定的に貯蔵されている mRNAの形態を調べた。その結果，

貯蔵型mRNAにはリボソームとその他の何かが結合して，沈降速度が大きくなっ

ていることが明らかになった(1lI-4)0 m R N P綴の形態をとることによって安

定化が図られていると考えられる。

最後に，貯蔵型mRNAの発芽期のEi:的変化を追ったところ，発芽と共に減少

していくが，消失時期は個々のmRNA程によって異なることがわかった。貯蔵

型mRNAの蓄積は単一の因子によって制御されているのではなく. mRNA穏

によって異なる制御要因が存在していると考えられる。

チョウセンゴヨウの外種皮はその機械的強度により佐乳の構造を支え，内部の

腐敗を抑えていることが示唆された。また酸素の透過を抑えており，さらに低温

を感知する機構をもっていることが示唆された。内稜皮は水分の浸透を抑えてい

る。クロマツを用いた実験ではmRNAの維持機構が存在することが示唆された。

本研究により明らかにされたこれらの機構を今後さらに詳細に調べ，その機作

を解明することは，劣悪な環境に対する植物の耐性をま日る上で重要な情報となる

であろう 。造林上種子の貯蔵は重要な問題であるが 貯蔵が困難であるとされる

種子の貯蔵法の開発のためにも有用な情報を与えるものである。また，酸素や水

分に対する種皮の不透過性をもたらしてる機構ならびに水分や低祖を検知する機

構は，低協や乾燥などの過酷な条件下でも長期問機能するものであり その解明

は工業的にも期待される。

有[-(-の発芽前後は生理的に劇的な変化が起きてお り 遺伝子発現の制御機構の

研究材料としても興味深い。転写段階での泣伝子発現の制御機構はかなり解明さ

れたが，転写以後の制御機構の解明はまだ絡についたばかりであるといえる。休

日民純子の中に存在している mRNAは転写以後の11;1)街]を受けている といえ 1 植物

に|浪らず生物の遺伝子の発現制御機構を剥べる上で有用な対象であろう 。このよ

うな研究は造林学のみならず，生物学の発展に資するものである。
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導を受けた。実際の ABAの定量に際しては?同学部俊芸化学科食糧化学研究室

の中弁士ft治氏の協)Jのもと 同研究室のマイクロプレートリー夕、ーを仙川した。

伺学部林学科森林植物学講座助教授の賓月岱造 t<~土と同学科造林学講座助手の

小島克己博士には? しばしば示唆に包む助言をいただいた。
+ム ，~:.- .f' 

同 ift林学~iW8fJJ)J'fの丹 F世Hg.土や金坂基羽毛71t(~土をはじめ，同講座の諸氏に

は，論文の作成にあたって 係々な迷惑をおかけした。

ここに記 し I\~淡なる謝意を表する 。
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