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F字主主主

植物の運動

広辞苑では、植物は、運動や感覚の機能を持つ動物と対置され、

草や木など 、根が生えて国定的な生活をしている生物のことをいう

と書かれている。しかし、進化論で有名な C.Darwinとその息子の

F. Darwin (1880年)は彼らの著書 "The power of movement in 

plants"の中で、 300 種を越える植物の様々な運動について膨大な

実 験 を 行 い、植物が運動することを見出している。一般に、植物の

運動は主に 1)屈性 (tropism) 、 2)傾性 (nasty)、 3)走 性 (taxis) 

に分けられる。屈性は、刺激の方向に一定の運動をする現象をい

い、刺激が 光の場合、光屈性 (phototropism)といい、刺激が重力の

場合、重力屈性 (gravitropism) という。また、まきひげの運動

も屈性反応であり、接触屈性 (thigmotropism) と い う 。 こ れ に対

して、刺激の方向とは無関係に一定の運動を示す現象を傾性とい

い、就眠運動、花の開閉運動や食虫植物の運動などが挙げられる。

また 、 藻 類などが、光の方向を見分け、時には光源の方向に向かつ

てまっすぐに、逆の場合には 光源と反対方向の暗がりに向かつてま

っすぐに泳ぐ現象は走性という。これらの植物の運動の中で、最も

多くの植物学者によって精力的に研究されてきたのが、植物が光の

方向に屈曲・成長する現象である M 光屈性 H である (Fig.0-1)。

光屈性の生物学的意味につい ては、光合成のための光エネルギーを

葉で効率よ く捕捉するために、光に対して葉を垂直に位置させるべ

く，茎を光方向に屈曲させると考えられている。
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光屈性の研究史

Cholodny-Went 説

間obius(1937年 ) に よ れ ば、光屈性に関して確認される最初の記述

は、 De Varro (B. C. +100年)によるものである。当時は屈日性

(hel iotropisrn) と呼ばれたこの現象は、 17世紀からは世紀にか け

ては、温度や水分の蒸発と関係があると言われてきた(一方向から

の光刺激によって光側組織の水分量の減少が起こると考えている研

究者は現在も存在するいしかし、本格的な光屈性の研究は、前述

の Darwin父子の庁The power of movement in plants
H

に 始まった

といっても過言ではない。彼らは地中海沿岸に自生するカナリアク

サヨシの芽生えを用いて、その 先 端 に 光 が 当 た ら な い よ う に 、 先端

を切除したり、不透明な帽子 (驚烏の羽毛根)を被せた場合に光屈性

が起こらないことを見出し、
M

先端が光を感受し、何らかの因子が

先端から下部 (屈曲する部位)に移動することによって、芽生え

が屈曲する
H

と解釈した (Fig. 0-2) 0 Darwinの実験の是非につい

ては後述するが、植物の光屈性を動物の神経伝達機構と対比させて

考察したかったようである。

20世 紀 に入り光屈性の機構について、二つの相反する仮説が提唱

された D その一つは Blaauw の仮説 (1915年)である。彼は、ヒマ

ワリ芽生えを用いて光屈性が光保H組織の局部的な成長抑制によって

引き起こされることを示した 。 光 屈 性 に お い て 光 強 度 x 照射時聞が

一定であると屈曲の度合いも同じであり、光屈性は光成長反応の差

によって説明出来ると主張した口しかし、この仮説は後に必ずしも

2 



植物一般に適応出来ないことが示されたため、彼の仮説は否定的 な

方向に追いやられた 口 も う一つは Cholodηy-Wentの仮説 (Went and 

Thimann，1937 年) であ り、植物ホノレモンのオーキシンが光側組織

から影側組織に横移動することによって影側組織の成長が促進 さ

れ、同時に光側組織の成長が抑制されて光方向に屈曲するという も

のである 。 この仮説は最初の 植物ホルモン発見の端緒となったこ と

もあり、最近まで多くの研究者によって支持されてきた。 Darwinの

著書同様、 Cholodny-Went 説に重要な影響を与えた古典的な実験が

いくつかあ る 。

Paal (1919年)は ア ベナ幼葉鞘の先端と下部の間に薄い寒天 片

を差し込 んだときに観察された光屈性が、問に金属片を差し込ん だ

ときには起こらなかったことから、寒天片を通過する化学物質が 光

屈性に重要な役割を演じていると解釈した。 Boysen-Jensen ら

( 1 9 1 3、 1926年)も光屈性に関して多くの実験を行っている。その

中で、重要な実験として、 雲母片 (物質の移動を妨げる包的で使

用)を差し込んだアベナ幼葉鞘の先端部に対して水平あるいは垂直

に光を照射したとき、前者では屈曲が見られたが、後者では屈曲が

見られなかったという (Fig.0-3)。 こ れ ら の こ と か ら 、 芽 生 え の 先

端で生成された化学物質が、先端部の光側と影側組織の問で横移動

することによって、光屈性が引き起こされると解釈された。これ ら

の実験を発 展 さ せ た の が Wentである D

Went (1928年 ) は ア ベ ナ 幼葉鞘の先端部から拡散してくる物質を

寒天片に集め、その寒天片の一部を先端部を切除したアベナの芽 生

えの片側に載せたところ、載 せた側と反対方向に屈曲することを 見

出した。また、この屈曲角度は寒天片に載せたアベナ幼葉鞘の先端

3 



部の数に比例することも分かっ た 。 こ の 生 物 検 定 法 は ア ベ ナ 屈 曲試

験といわれ、今日でも植物ホノレモンのオーキシンの活性試験に用 い

られている。彼はまた、アベナ芽生えに片側から光を照射し、先端

部を切り取り、雲母片で仕切った寒天片の上に光側と影側組織に二

分されるよ う に 差 し 込 み 、 しばらくの間暗黒下に置いた。その後、

光側と影側組織の下の寒天片をそれぞれアベナ屈曲試験にかけたと

ころ、影椋jの方が光側より大きな屈曲を示したことから、成長を促

進する化学物質が光領.IJから影側組織に横移動することによって屈曲

すると解釈した (Fig.0-4)。

Wentと同じオランダの Utrecht 大学にいた有機化学者の Koglら

が、人の尿から Wentの考案し たアベナ屈曲試験で活性を示す物質を

数種類抽出した。彼らはギリシャ語の auxein (to increase)に因ん

で auxin(オーキシン)と命名し(193 1 年)、それらの化学構造を決

定した ( 1 934年、 Fig.0-5)。しかし、これらの物質のうち、

hetero-auxin (現在の indole-3-acetic acid(IAA)、 イ ン ド ー ル酢

駿 ) は 人 尿だけでなく、植物に も 存 在 す る こ と が 判 明 し た が 、 他の

auxin a 、 auxin a の lactoneや auxin b は人の尿にも植物にも全

く存在しないことが Kδgl の没後、 Vliegenthartら (1966年)や松

井と中村 (1966年)によって明らかにされ、 Koglらの報告したデー

タは疑問視された。

Wentと Thimann (1937 年)は、一方向からの光照射によって、芽

生えの先端部においてオーキシンが組織内を光但.11から影側へと横移

動し、光倶.IJ組織のオーキシン量の減少によって成長が抑制され、逆

に影側組織のオーキシン量の増加によって成長が促進されることで

光倶.11へ屈曲すると解釈した D 同様な解釈は重力屈性にも当てはまる
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v と ( 重力刺激によって上側から下側組織にオーキシンが移動する

テ と に よ って、上側組織の成 長 が 抑 制 さ れ 、 逆 に 下 側 組 織 の 成 長が

促進されることによって芽生えが上側に屈曲する)が、すでに

Cholodny (1927年)によって示されていたことから、 Wentと

Thimann は 光 屈性や重力屈性はいずれもオーキシンの偏差分布に

よ っ て 引 き起こされるという、 Cholodny-Went 説を提唱した (1937

年)。その後、 Briggs (1957年)が、 トウモロコシ幼葉鞘の光屈性

がオーキシンの光側・影側組織の偏差分布によって引き起こされる

ことをアベナ屈曲試験で明らかにし、 Cholodny-Went説を支持する

論文を発表し、以来、何の疑問もなく、広く信じられてきた。

Cholodny-Went 説への挑戦

オランダの Bruinsmaと Knegt ら(1 9 7 5 年 )は、世界に先駆けて、

植物中に微量にしか存在しないオーキシン (インドーノレ酢酸， 1 AA) 

の量を高速液体クロマトグラブイー (high performance liquid 

chromatography， HPLC)で 分離・精製した後に機器分析(インドール

酢酸を強い蛍光を発する indolo一α-pyroneに変えて、蛍光分析器

に よ っ て 測定する方法)によっ て 定 量 す る 方 法 を 考 案 し た 。 そ の結

果、ヒマワリ芽生えの光屈性に伴う光側組織と影側組織における

IAA 量は全く均等に分布していることが分かった。彼らは、向時に

光 側 組 織 で中性の成長抑制物質が増量することも明らかにした。つ

まり、光屈性はオーキシンの偏差分布によって引き起こされるとい

う Cholodηy-Went説では説明出来ず、光偵.IJ組織で成長抑制物質が生

成され、光保.11組織の成長が抑制されることによって引き起こされる

と考察し、 Blaauwの説を支持した。同時に、彼らはこの抑制物質
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を、光によってその生成が誘導されることが知られていた

xanthoxin であると報告した。 し か し 、 こ の xanthoxinを ヒ マ ワリ

芽生 え の 片側に投与した場合、投与側に屈曲させることは出来なか

った (もし、ヒマワリ芽生えの光屈性を制御する物質であったなら

ば、人為 的に濃度勾配を誘導した時、投与側に屈曲する筈である)

ことなどから、彼らの主張を認める研究者は多くなかった。しか

し、 Cholodny-Went 説に疑問 を呈したのは Bruinsmaらだけではなか

った。イギリスの Firn (1980年 ) は 例 え オ ー キ シ ン の 横 移 動 が 起こ

ったとしても、 Wentや Briggsらが示したオーキシンの光・影領Hの分

布差(光側:影側 =1: 2'"" 3) ではなく、その 10倍もの分布差がない

と 屈 曲 は 引き起こされないことを主張した。

Cholodny-Went 説の復活

Bruinsmaら、 Firnら更に Hasegawaら (後述)のグループによっ

て、 Cholodny-Went説では光屈性は説明出来ないことが、多くの証

拠を基に報告されたのに対して、 Cholodny-Went 説を修正した上で

この説の妥当性を主張したのが、 MacDonald と Hart (1987年)のグ

ノレープであった。彼らはオーキシンに感受性の高い表皮組織におけ

るオーキシン量が問題であるので、刺激側(光屈性の場合、光側に

相等する)と反対倶.IJ ( 影 側)に二分した場合は量的にその差が小さ

くとも光及 び 重 力 屈 性 は 、 Cholodny-WentW説で説明出来ると力説し

た (Fig.0-6)ロ

Cholodny-Went 説への再挑戦

MacDonald と Hart説に対抗して、二つのグループによって精密な
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研究報告がなされた。 ドイツの Weilerらのグループ (1988年)は免

疫学的手 法を用いて、光屈性刺激を与えたヒマワリ下脹軸の表皮組

織と内部組織における IAA量 を 測 定 し た 結 果 、 表 皮 組 織 で も 内 部組

織でも IAA は光領11 と影側で均等に分布していることを明らかにし

た。 Sakodaと Hasegawa (1989年)は、ダイコン下脹軸を用いて表皮

組織と内部組織における IAA 量を ECD-GCで測定した。その結果、

Weilerらと同様に、表皮組織で も 内 部 組 織 で も 光 側 と 影 側 で IAA 量

は均等に分布していることが明らかになった。つまり、 Cholodny-

Went 説 の修正説である MacDonald-Hartの説も、少なくと光屈性に

は適用されないことが判明した。

これらの論文に対して、 Cholodny-Went 説の信奉者から、 l)Went

や Briggsらが実験材料として用いたのは、ヒマワリやダイコンとい

った双子葉植物ではなく、アベナやトウモロコシといった単子葉植

物であると い う こ と 、 2)Wentや Briggsらが対象としたオーキシンは

拡散性オーキシンであり、 Weilerや Hasegawaらが測定した抽出性オ

ーキシンではないこと等から、 Cholodny-Went説 は 揺 る が な い と反

論された (Thirnann，Wentからの Bruinsmaと Hasegawaへの私信)。

Wentの古典的な実験の検証

これらの反論を受けて、 Hasegawaら (1989年)は Wentの古典的な

実験 (1928年)の検証を行った。光屈性刺激を与えたアベナ幼葉鞘

の先端から寒天片に拡散してくる光側と影側組織におけるオーキシ

ン 量 を 生物検定法と機器分析を用いて測定した。先ず、拡散物を含

む寒天片を、 Wentの実験と同様 に ア ベ ナ 屈 曲 試 験 に 供 し た と こ ろ 、

光仮Ijより影倶，IJの方がオーキシ ン活性が高いことが分かった。この結

7 



果は、 Wentの結果とよく一致した。しかし、寒天片に拡散してき た

IAA 量を機器分析 (ECD-GC) で測定したところ、光倶!と影側に含ま

れる IAA 量は等しいことが分かった。更に、その IAA 量はアベナ屈

曲試験の結果から見積もられる IAA 量を大幅に上まっており、光 屈

性刺激を与えたアベナ幼葉鞘の先端から寒天片に拡散してくる物 質

にオーキシン活性を抑制する 物質が含まれ、光側で特に多いことが

示唆された。つまり、 Wentは生物検定によって得られたオーキシン

活性をオーキシン量としたところに、大きな落とし穴があったこと

が分かった。 Cholodny-Went 説の基盤である Wentの 実 験 が 半 世 紀余

り経て、初めて検証され、その 解 釈 に 誤 り が あ っ た こ と が 判 明 した

のである。

Darwinの実験、 Boysen-Jensen らの実験の検証

単子葉植 物 の カ ナ リ ア ク サヨシの芽生えの先端を切除したり、 先

端に不透明な帽 子で 覆っ たりすると、光屈性を示さないことから

光刺激を感 受す る部 位は 先端部であり、そこから屈曲部位(下部)

に刺激が伝達されるという Darwinの 実 験 が 二 つ の グ ル ー プ に よ って

検証された o Bruinsmaの弟子 の Franssen ら (1981， 1982 年)は

アベナ(カ ナ リ ア ク サ ヨ シと同じ単子葉植物)の幼葉鞘のみなら

ず、クレスやキュウリの芽生えの先端部を切除したり、不透明な帽

子で覆ったりしても光属性が 起こることや、屈曲する部位に光が当

たらないようにすると光屈性が起こらないこと等を明らかにしたロ

また、 Kato-Noguchiと Hasegawa (1992年)はダイコン芽生えを用い

て、屈曲部位に光が当たらないようにすると光屈性が著しく低下す

ることを明らかにしている口これらの結果から、光屈性において光
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を感受する部位は先端部というより、屈曲部位であることが示唆さ

れた。 Darwinが切除した部位と不透明な帽子の被せ方といった実験

操作 に問 題があったのではないかと考えられている。

芽生えの先端部において、光側と影倶H組 織 の 間 を 化 学 物 質 ( 後の

オーキシン)が移動することによって光屈性が引き起こされるとい

う Boysen-Jenseれらの実験 (1926年)の検証は Yamadaら (2000年)

によってなされた o Yamadaらは、 Boysen-Jensen らの実験と同様

に 、 ア ベナ幼葉鞘の先端に光に対して垂直に雲母片を差し込み、光

側 と影側組織の間に化学物質の移動が起きないようにした場合、光

屈性が起こるかどうか、極めて繊細な実験を行った。その結果雲母

片を全く差し込まない芽生えと同程度の屈曲を示すことが分かっ

た。更に、 彼 ら は 粗 雑 に 雲母片を差し込んだ場合のみ、 Boysen-

Jensen らの実験結果を再現出来たという。つまり、 Boysen-Jensen

ら の 実 験はその実験操作に問 題 が あ り 、 誤 っ た 結 論 、 解 釈 を 生 んだ

ものであることが判明した白

Cholodny-Went 説の基盤とな る Darwinの実験、 Boysen-Jensen ら

の実験、 Wentの 実験共に、実験方法や解釈に誤りがあることが分か

り、 Cholodny-Went説は、少なくとも光屈性には適用されないこと

が強く示唆された。

光屈性は光側組織の成長抑制のみによって引き起こされる

Hasegawaと Noguchi ら (1986、 1987年)は、ダイコン芽生えを用

いて、光屈性 は光 仰j組織の成長抑制によってのみ引き起こされ、影

f.lt!J組織の成長促進は全く起こらない(暗黒下で生育させたものと同

じ 成 長 をする)ことを、明らかにした。このことは、光側組織の成
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長抑制と影保11組織の成長促進 が 相 ま っ て 光 屈 性 が 引 き 起 こ さ れ ると

いう Cholodny-Went 説と真っ 向から対立するものである。 Hasegawa

と Noguchiらは、この光側組織の成長抑制は光側組織において光照

射で増量する成長抑制物質(光誘導性成長抑制物質)によって引き

起こされる に違いないと考えた c

光誘導性成長抑制物質

Hasegawaら (1986年)は、ダイコン芽生えに一方向から光を照射

し、屈曲し始めた芽生えから下膝軸を切り出し、光倶H組織と影側組

織にカミソリで二分した D それぞれのサンプルをメタノール水溶液

で抽出し、酢酸エチル可溶の中性画分を取り出した。それぞれの 画

分をシリカゲルのカラムクロマトグラフィーで分離し それぞれの

溶出画分をダ イ コ ン 下 駐 軸 の成長試験に供した。光鎮.IJ組織の抽出物

と影倶IJ組織の抽出物を比較したところ、二つの画分で光側組織の方

が成長抑制活性が強い (成長抑制物質の量が多い)ことが分かっ

た。それぞれの成長抑制活性物質の化学構造を明らかにするため に

大量の光照射したダイコン芽生えから、上記の二画分から活性物質

を分離・精製し、 5 種類の成長抑制物質を単離し、種々のスベクト

ノレ解析か ら 、 そ れ ら の 化 学 構造を決定した。 4つは以前、 Hasegawa

ら (1980， 1981， 1982年)が 、ダイコン芽生えの光成長抑制制御物

質として単 離・同定した raphanusolA， Bと raphanusanins (c1s体と

trans 体) (Fig.0-7)であることが判明した。残りの一つは新規の

化合物として raphanusamide と命名された。これらのうち、

raphanusaninsと raphanusamideの化学構造は後に、 Haradaら ( 1 991 

年)、 Kosemuraら (1993 年)や Hasegawaら (2000年)によって修正
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されたが、 raphanusanins が光屈性刺激によって光側組織で増量

し、影側組織や暗黒下での組織では殆ど変動しないことが Noguchi

ら (1987 年)によって明らかにされた。更に、彼らはこれらの成長

抑制物質をダイコンの下妊軸の片側にラノリンにまぶして投与した

時、暗黒下でも投与側に屈曲 す る こ と を 見 出 し 、 ダ イ コ ン 芽 生 えの

光屈性におい て raphanusanins が重要な役割を演じていることを報

告している。その後、光屈性制御物質としての raphanusaninsに関

する研究が進み、 raphanusaninsの生合成経路 (Hasegawaら、 2000

年、 Fig.0-8)や生理作用等 CSakodaら、 1991、 1992年)が明らかに

された。一方、光屈性の研究において古くから実験材料として用い

られてきた ア ベ ナ や ヒ マ ワ リ芽生えにおける光誘導性成長抑制物質

も明らかにされている。アベナ幼葉鞘から uridine (Hasegawa et 

a1. 2001 年) シロイヌナズナ芽生えから indo1e-3-acetonitri1e

(Hasegawa et a1. 2004 年) 、 ヒ マ ワ リ 芽 生 え か ら capro1actam

(Hasegawa et a1. 1983 年)と 8-epixanthatin(Yokotani-Tomita

et a1. 1997、 1999年)などが単離・同定された (Fig.0-9)0 

本研究の目的

しかし、 Briggs等多くの研究者が光屈性の研究に用いてきたトウ

モロコシ芽生えの光屈性が、 Cholodny-Went 説に従いオーキシンの

偏差分布によって引き起こされるのか、あるいはダイコン芽生えや

ヒマワリ芽生えのようにオーキシンではなく、成長抑制物質の偏差

分布によって引き起こされるのかは明らかにされていない D また、

ダ イ コ ン芽生えやヒマワリ芽生えにおいて、前者では

raphanusanins 以外に、光成長抑制の鍵化学物質として単離・同定
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されている raphanusol A と B (Hase a口d Hasegawa 1982 年、

Hasegawa and Hase 1981 年)がダイコン芽生えの光屈性に関与し

ていないのかどうか、更にヒマ ワ リ 芽 生 え か ら 光 誘 導 性 成 長 抑 制物

質を分離・精製する過程で caprolactumや 8-epixanthatinに較べて

は る か に成長抑制活性の強い物 質 が 存 在 す る こ と が 確 認 さ れ て いる

がその本体 は明らかにされて いなしり 。そこで、本研究では、 トウ

モロコシ幼葉鞘、ダイコン下妊軸及びヒマワリ下匹斡を用いて、植

物の運動の代表的な現象である光屈性を制御する鍵化学物質の本 体

を解明する目的で研究を行った。

第 1章では、 トウモロコシ幼葉鞘の光屈性において、 Briggsの古

典的な実験の検証を通して、光屈性を制御する物質はオーキシン

(IAA) であるのか、あるいは他の物質であるのか明らかにする。第

2章では、第 l章で明らかになったトウモロコシ幼葉鞘の光屈性を制

御する鍵化学物質の候補物質を探索し、その本体を解明する。第 3

章 で は 、ダイコン下佐軸の光屈性における、光誘導性成長抑制物質

raphanusol Aと B の役割につい て 明 ら か に す る 。 第 4章では、ヒマ

ワリ下限軸に おけ る最 も活 性の強い光誘導性成長抑制物質の探索と

その化学構造を明らかにする D こ れ ら の 研 究 を 通 し て 、 植 物 の 光屈

性のメカニズムを光誘導性成長抑制物質のレベルから考察する。
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Fig.O圃 1Phototropism: Radish seedlings bending toward light from left 
side. 
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第 1章 トウモロコシ幼葉鞘の光屈性制御物質
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序 三ム
日間

高等植物の茎の光屈性に関し て 、 1975年に Bruinsmaらがヒマワリ

下膝軸の光屈性においてオーキシン (1A A)が光悦IJ .影側組織で不均

等には分布していないことを機器分析で見出して以来、ダイコン

(Hasegawa and Sakoda 1988) 、ヒマワリ (Feyerabend .and Weiler 

1988) 、アベナ (Hasegawa et a1. 1989) 、エンドウ (Hasegawa 

and Yamada 1992)等の芽生えの光屈性において、抽出性あるいは拡

散性の IAA は光板11 .影側組織で均等に分布し、 IAA に感受性の高い

表皮組織と低い内部組織問の IAA の移動も起こっていない(表皮組

織でも内部組織でも光但IJ と 影娯IJ で IAA 量は均等に分布していた)こ

と が 明 らかにされている。ま た 、 こ れ ら の 植 物 で は 、 オ ー キ シ ン活

性を抑制する物質が光側組織で増量することによって、光側組織の

成長が抑制され、光方向に屈曲すると報告されている (Hasegawa 

et a1. 1989， Bruinsma and Hasegawa 1990) 

しかし、 Briggsらは 1957年にトウモロコシ幼葉鞘を用いて、先端

から寒天片に拡散してきた物質を精製せずに直接アベナ屈曲試験に

供し 、 そ の屈曲角だけからオーキシン量を算出し、影側の方が光仮IJ

の 2 から 3 倍 で あ る と し た 。郎ち、光によってオーキシンが光側か

ら影側に横 移動 し、 その 結果、影側のオーキシン量が増加すること

で影仮!J の成長が促進されて、光方向に屈曲すると考えた。これらの

研究結果をもって、 Cholodny-Went 説でトウモロコシ幼葉鞘の光屈

性は説明出来ると主張した。

Cholodny-Went 説 は 、 実 験材料としてアベナやトウモロコシの幼

葉鞘を用い 、アベナ屈曲試験という、成長促進物質と成長抑制物質
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が混在した場合、必ずしも促進物質であるオーキシンのみの活性が

発現する とは考えられない試験法によって得られた結果に基づいた

も の で ある。従って、 トウモロコシ幼葉鞘の光屈性が Cholodny-

Went 説によって説明出来るのかどうか、 Briggsらの実験 (1957)の

検証を通して、考察する必要がある。本研究では、 トウモロコシ幼

葉鞘の光屈性に伴う IAA 量の分布について、 Briggsらと同様にアベ

ナ屈曲試験でオーキシン活性を調べると同時に、機器分析を用いて

オーキシン(1 A A) 量を定量し、 トウモロコシ幼葉鞘P の光屈性を制御

する鍵化学物質の正体を解明する。

材料と方法

実験材料

トウモロコシ (Zea mays L. cv. Golden Cross Bantam 70， 

Sakata Seed Co.， Yokohama， ]apan) の種子を、暗黒下で 24時間流

水中で浸漬し、その後蒸留水で湿らせた滅紙の上に蒔き、 25
0C 赤

色光 (0. 3μmol/m2 /s，λmax 655nm， half-band width 17 nm)下で

24時間培養した。赤色光照射は中日壬軸の成長を抑えるために行っ

た D 発芽し た 種 子 を 更 に 25
0C 暗黒下で 48時間生育させ、幼葉鞘の

長さが 2.5 から 3 cmの も の を全ての実験に用いた。光屈性刺激は

4 日令の 芽 生 え に 青 色 光 (0.8μmol/m
2
/s， λmax 448nm， half-

band width 43nm)をスリットを通して 5 秒間(一次屈曲)あるいは

連続的(二次屈曲)に照射した。

オーキシン拡散実験
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暗黒下で育成したトウモロ コシ幼葉鞘(長さ 2.5 から 3 cm) の先

端部 4mmをカミソリで切り取り 、 直 ち に カ ミ ソ リ で 仕 切 っ た 寒 天片

( 3出寒天、 2 x 2 x 26 mm3
) 上に光側・影側が二分されるように差

し込んだ。 実 験 操 作 は 薄 暗 い赤色光 (0.3μmol/m2 /s) で行い、 15

分以内で完了するようにした。その後、直ちに一方向からスリット

を通して 青色光を幼葉鞘の先端部全体に当たるように照射した。各

寒天片を二分 し、一方 (8 個のブロック)を直ちにアベナ屈曲試験

に供した。アベナ屈曲試験は、試験の 2 時間前にアベナ芽生えの幼

薬鞘の先端部 (2~ 3 mm) をカミソリで切り取り、中央にある本葉

を引き抜き、幼葉鞘の切断面から 2 mm程度突き出すようにした。 拡

散物を含んだ寒天片を、幼葉鞘の切断面の片側に載せ、 250C 暗黒

下で十分湿 度 を 保 ち 、 2 時間培養した。アベナ幼葉鞘の屈曲角

を、予め既知量の IAA を寒天片に含ませ、アベナ屈曲試験に供した

時の投与屈曲曲線から、 IAA 量に換算した D 残った寒天片は機器分

析を用いた IAA 量の測定まで、 ドライアイスで凍結後、 -200C で凍

結保存した。

機器分析による IAA の定量

トウモロコシ幼葉鞘先端の光側あるいは影側から寒天片に拡散し

てき た 物 質中に存在する IAA 量を Fig.1-1 に示された方法によって

測 定 し た 口 26本のトウモロコシ 幼 葉 鞘 の 先 端 半 分 ( 光 側 、 影 側 、暗

黒対 照) からの拡散物を含む凍結した寒天片を、 ド ラ イ ア イ ス と共

に乳鉢中で 注 意 深 く 粉 砕 し 、 80犯の冷アセトン水溶液を 70 ml 入

れ、寒天中に含まれている物 質 を 抽 出 し た 。 抽 出 物 を 滅 過 後 、 滴液

を減圧下 350C で濃縮し、 O.1 M の tartaric acid で pHを 3.5 に調
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節し、等量の石油エーテノレで 3 回振出した。水層を等量のエチルエ

ーテ/レで 3 回振出し、エチルエーテル層に等量の pH 8. 0の KzHP04で

3 自振出した 。 水 層 を 2N の HCl で pHを 3.5 に 調 節 し 、 再 び 等 量の

ヱチノレエーテノレで 3 回 振 出 した D エチルエーテル層に無 71'<.NaZS04を

加え脱水した後、減圧下で濃縮・乾回した。このサンプルを CHsCN

に溶解し、 HPLC (Wakopak C18.20 出 CHsCN in pH3.5， 20 mM 

CHsCOONa buffer， 2 ml/min) に供した。 IAAのピークは保持時間

7 . 2分に 現れた。なお、抽出 過 程 に お け る IAA の回収率を求めるた

めに、 indo1e-3-propionic acid (IPA) の一定量をサンプルの抽出

時に加えた (Akiyama et a1. 1983) 0 IPA (Rt. 15.2 min)の回収率

から 、サ ンプル中の IAAの回収率を求め、 IAAのピーク面積から IAA

量を算出した o HPLCにおいて IAA としたピークを分取し、ジアゾメ

タンでメチノレ化後、 GC-MS に供し、 IAA のメチルエステノレであるこ

とを確認した。また、分取したものを寒天片 (2 X 2 X 2 mmS
) に

付着させ、アベナ屈曲試験に 供したところ、 HPLCで定量した量にほ

ぼ匹敵する IAA の活性を示した。

結果と考察

パ ル ス あ るいは連続光照射による光屈性の経時的変化

Fig.1-2 は 5 秒間(一次屈曲)あるいは 120 分間(二次屈曲)の

光屈性刺激に伴うトウモロコシ幼葉鞘の屈曲の経時的変化を示す。

一次屈曲及 び二次屈曲共に、光照射開始後 30分で屈曲が見られ、 90

分以降では二次屈曲の方が一次屈曲より大きな屈曲を示すことが 分

かった。暗黒下では全く屈曲は 見 ら れ な か っ た 。
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光屈性に伴 う オ ー キ シ ン 量 の経時的変化

1 )生物検定によるオーキシンの定量

Fig.1-3 は一次、二次屈曲におけるトウモロコシ幼葉鞘先端部の

光侭!と影側から寒天片に拡散してきたオーキシン量の経時的変化

を 、 ア ベナ屈曲試験によって調べたものである。一次屈曲及び二次

屈曲共に、拡散してきたオーキシン量は時間経過に伴って増量し

た。影侵IJ と光領IJ に お け る オ ーキシン量の差は 30分頃から見られ、 60

分以降では明確な差が認められた。暗黒下におけるオーキシン量は

影側と光側のほぼ中間の値を示した。光屈性に伴い、影側のオーキ

シン量が増加し(暗黒下と比較して)、光仮，1J のオーキシン量は減少

するという結果は、 Briggs(1957， 1963)の 結 果 と 良 く 一 致 し 、 トウ

モロコシ幼 葉鞘の光屈性は光側 と 影 仮 . I J に お け る オ ー キ シ ン 量 の 偏差

分布によって生じるという Cholodny-Went 説で十分説明出来る。

2)機器分 析によるオーキシンの定量

ヒマワりやダイコン下脹軸の光屈性において、オーキシン量を機

器分析で定量した場合、光倶IJ と影側でオーキシン量は均等に分布し

ているこ とが報告されている CBruinsma et al. 1975， Feyerabend 

and Weiler 1988， Sakoda and Hasegawa 1989)。更に、アベナ幼葉

鞘 の 光 屈性では、光屈性刺激を与えた幼葉鞘の先端部から拡散して

くるオーキ シ ン 量 を ア ベ ナ 屈曲試験で定量した場合、影保.11 の方が光

側より多くのオーキシン量を含んでいたが、機器分析でオーキシン

量を測定した場合、オーキシン量は光、影側で均等に分布し、生物

検定による定量はオーキシン活性の度合いを示したものであり、オ
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ーキシンの 量を 示し てい ないことが示唆されている ほasegawa et 

a1. 1989) 。 トウモロコシ幼葉 鞘 の 光 屈 性 の 場 合 も 、 ア ベ ナ 幼 葉鞘

と同様な危険性が考えられることから、機器分析を用いてオーキ シ

ンの定量を行った。その結果を Table 1-1 に 示 し た 。 定 量 に 用 いた

サンプノレはいずれも屈曲が進行しつつある光屈性刺激後 50分のもの

であるが、一次屈曲、二次屈曲共に同様な結果が得られた。

寒天片に拡散してきたオーキ シ ン 量 を ア ベ ナ 屈 曲 試 験 に よ る 屈曲

角から換算 し た 場 合 、 Fig.I-3 と同様に、影仮tJのオーキシン量は光

鎮[Jのオーキ シ ン 量 の 約 2 倍 であることが分かった。しかし、中性画

分 ( オ ーキシンを含まない)を除き、酸性画分(オーキシンを含

む)中のオーキシン量をアベナ 屈 曲 試 験 に 供 し た 場 合 、 オ ー キ シン

量は光側と 影 側 で 均 等 に 分 布していることが分かった D 更 に 、 この

画分におけるオーキシン量を機器分析を用いて測定したところ、オ

ーキシン量は光側と影恨IJで均等に分布していることが明らかになっ

た。つまり、アベナ幼葉鞘の場合と同様にトウモロコシ幼葉鞘の 光

屈性においても、オーキシンの 活 性 は 影 側 の 方 が 光 仮IJ より高いが、

オーキシンの量は光・影側で均等に分布しており、オーキシンの活

性を抑制 する物質が影側より光側に多いことが示唆された。また、

寒 天 片 に拡散してきた物質を直接、アベナ屈曲試験に供した場合は

影 側 で 高いオーキシン活性を示したが、拡散物から中性画分を除い

た場合は光俊IJ ・影領IJでオーキシン活性は等しかったことから、光で

増 量 す るオーキシン活性抑制物質は中性商分に存在することも示唆

された。光誘導性の成長抑制物質については、ダイコン下降軸から

raphanusanins 説TBI (Hasegawa et a1. 1986， 2000) や

raphanusols (Hasegawa and Hase 1981， Hase and Hasegawa 1982) 
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が、アベナ幼葉鞘から uridine (Hasegawa et a1. 2001) が、ヒマ

ワリ下匹軸から capro1actam (Hasegawa et a1. 1983) と 8-

epixanthatin (Yokotani-Tomita et a1. 1999)が、シロイヌナズナ

下降軸から indo1e-3-acetonitri1e (Hasegawa et a1. 2004)が単

離・同定されている。 トウモロコシ幼葉鞘の光誘導性成長抑制物質

は上記の 物質と同様に中性物 質であることが予想される。この物質

の本体については、次の章で 述べる。

約要

光屈性刺激を与えたトウモロコシ幼葉鞘の先端部から寒天片に拡

散してくるオーキシンの光側・影倶IJ における分布が、アベナ屈曲試

験と機器分析を用いて調べられた。光屈性反応が進行中である光屈

性刺激 50分後の拡散物を含む寒天片を精製せずに直接、アベナ屈曲

試験に供した と こ ろ 、 影 側 のオーキシン活性は光俣Ijの活性の約 2 倍

であることが、一次及び二次いずれの屈曲でも確認された。しか

し、拡散 物を精製後、機器分析でオーキシン (IAA)量を測定したと

ころ、 IAA は一次・二次いずれの屈曲でも、光・影側で均等に分布

していることが判明した。 IAA が均等に分布していることは、 HPLC

で精製し、 IAA に相等するピークの活性をアベナ屈曲試験に供した

場合でも確認された。これらの結果は、 トウモロコシ幼葉鞘の光屈

性 は IAA の不均等な分布によって引き起こされるのではなく、

Cho1odny-Went 説では光屈性は説明出来ないことが示唆された。更

に、光仮.I J の オ ー キ シ ン 活性の低下はオーキシンの活性を抑制する物
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質が共存し、幼葉鞘先端部の光側から寒天片に多量に拡散してくる

ことを意味する。
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Plant materials 

Filtrate 

homogenized in 70ml of 80% cold EtOH 
added 50nmol IP A 
iltered 

Residue 
rinsed with 30ml of 80% cold EtOH 

filtered 

Residue 

concentrated in vacuo to give an aq.residue 

adjusted to pH 3.5 with O.lM tartaric acid 
P紅 titionedwith an equal vol. of petroleum etherヲ threetimes 

Petroleum e也erlaver 

partitioned with an equal vo1. of diethyl ether， three times 

Diethvl ether laver Aqueous layer 

P紅 titionedwIth an equal vol. of pH 8.0 K2HPO 4' three times 

Aqueous laver Diethvl ether laver 

adjusted to pH 3.5 with 2N HCl 

partitioned with an equal vo1. of diethyl ether， three times 

Diethvl ether laver 

dried over anhydrous N~S04 
evaporated to dryness in vacuo 

Acidic fraction 

回 LCF~ (W AKOP AK C181 

L生A

(Rt. 7.2min) 

20% acetonitrile in pH 3.5 20mM CH3COONa buffer 

2.0ml/minラexcitation280nm， emission 355nm 

IPA 

(Rt. 15.2min) 

Fig.l-1 Flow diagram for extraction， purification and quantification of IAA 
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Table 1-1 Distribution of auxin activity and of Lも生 inagar blocks after 

50 min diffusion from 1ighted and shaded half-tips .of maize coleoptiles 
unilaterally illuminated with blue light for 5 s (frrst positive curvature) or 

50 min (second positive curva加re).百leauxin activity was direct1y 

determined with the Avena curvature test without purification. The釘nount

oflAA was determined by physicochemical assay and by the Avenα 

curvature test following purification of HPLC. Each value is the mean of 5 

experiments土 SE.
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第 2章 トウモロコシ幼葉鞘の光屈性を制御する

鍵化学物質の単離と同定

35 



序論

光屈性において、オーキシ ン IAA が光側・影側組織で均等に分 布

することがヒマワリ下経軸 (Bruinsma et al. 1975， Feyerabend 

and Weilerl988)で見出されて以来、ダイコン下脹軸 (Sakoda and 

Hasegawa1989) 、アベナ幼葉鞘 (Hasegawa and Sakoda1988， 

Hasegawa， Sakoda and Bruinsma1989) 、エンドウ上座軸 (Hasegawa

and Yarnada1992) な ど で も 、種々の機器分析や免疫学的方法によっ

てオーキシ ン の 偏 差 分 布 は 見られないことが明らかにされてきた。

更に、第 1章で 明 ら か に な っ たように、 トウモロコシ幼葉鞘で IAAは

光侭iJ ・影債.11組 織 で 均 等 に 分 布することが分かった。一方、ダイコン

下駐軸の光屈性では、成長抑 制物質の raphanusanins が光側組織で

増 量し、片側投与によって投与総に屈曲することから、これらの 光

誘導性成長 抑制物質が光側で生成され、光倶.IJ組織の成長が抑制さ れ

ることによって引き起こされることが報告されている はasegawa

et al. 1986， Noguchi and Hasegawa 1987， Sakoda et al. 

1988) 。また、アベナ幼葉鞘の光屈性も光誘導性のオーキシン活性

抑制物質の偏 差分布によって引き起こされることも明らかにされて

いる (Hasegawa and Sakoda1988， Hasegawa et al.1989)。 しカ=し

ながら、光屈性の研究で古くから用いられてきた植物材料のうち、

トウモロコシ幼葉鞘においては、中性の光誘導性成長抑制物質が光

仮.IJ組織で増量することが、第 l章で示されたものの、その化学構造

は明らかでは な い 。

そこで、 第 2章ではトウモ ロ コ シ 幼 葉 鞘 に お け る 光 誘 導 性 成 長抑

制物質の探索を行い、その化学構造と生物活性の解明を行った。
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材料と方法

抽出と単離

トウモ ロコシ (2θa mays L. cv Golden Cross Bantam 70， Sakata 

Seed Co.， Yokohama， ]apan) の種子を 24時間暗黒下で流水中で膨

潤させ、蒸留水で湿らせた瀦紙上で 25oc、 赤 色 光 (0. 3μ  

mol/m2 /s， λmax 655 nm) 下で 24時 間 培 養 し た 。 赤 色 光 の 照 射 は中

脹軸の成長を抑制するためである。発芽したトウモロコシ種子を暗

黒下で更に 48時間 250C で培養した。幼葉鞘の長さが約 3cmの芽生 え

を白色光 (2 W 1mへ Natural Daylight， Toshiba Co.)下で 2 時間

25l:で培養した。約 1. 2 k gのトウモロコシ芽生えのシュート部分を

採取し、蒸留水で洗浄後、-2 0 oCで凍結した。凍結した材料をホモ

ジナイザーを用いて、 80弘冷アセトン水溶液 3.6 1 で粉砕し、抽出

した。液過 し た 抽 出 物 を ロ ータリーエパポレータを用いて、減圧下

350Cで濃縮したむ濃縮液を O.1 M リン酸で pHを 3 に調整した後、等

量の酢酸エチルで 3 回振出した。酢酸エチル層を無水硫酸ナトリウ

ムを用いて脱水した後、減圧下 35
0Cで濃縮・乾回した。濃縮物(1 0 

g) をシリ カゲノレ (Wako gel C-200， Wako Chemical Industries， 

Japan) のカラムに供した。溶出溶媒はヘキサンー酢酸エチノレの溶

媒 系 で 酢酸エチル濃度を 10先ずつ上昇させ (各溶媒共 300 ml)最後

はメタノーノレ (900 ml) で溶出 し た D

生 物 活性はアベナ屈曲試験を用いて検定した D アベナ幼葉鞘の先

端 2 mmを 切除し 2 時 間 後 、 10-SM IAA と 検 定 サ ン プ ル を 含 む 3弘寒

天片 (2X2X2 mm3
) を ア ベ ナ幼葉鞘の切除面の片側に載せた。全て
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の 実 験 操作は薄暗い赤色光の下で行った。暗黒下、 250C で 2 時間静

置した後、幼葉鞘の屈曲角を測定した D

オーキシン阻害活性は 60-100弘酢酸エチノレ溶出画分とメタノーノレ

溶出画分 で検出された口活性 問 分 を ま と め て 、 再 度 シ リ カ ゲ ル の カ

ラムクロマトグラブイー (クロロホルムーメタノーノレの溶媒系で、

メ タ ノ ール濃度を 20現ずつ上昇(各溶媒共 300 ml))に供した D 抑制

活性は 40-60出メタノール溶出歯分で検出された D 次に、この活性間

分を減圧 下 35
0Cで濃縮後、シリカゲノレのセップパックカートリッジ

カラム (Waters) に供した。溶出はヘキサンー酢酸エチル溶媒系

で、酢酸エチル濃度を 10出ずつ上昇 (10 ml) させ、最後はメタノー

ノ レで行った。活性は 60-80出 酢酸エチル溶出画分と 100弘メタノーノレ溶

出回 分 に検出された。前者の画分を減圧下 35
0C で濃縮後、濃縮物

(400 mg) を TLC (Kiesel gel 60 GF254， MeOHで前洗浄， O. 5 mm厚

さ、展開溶媒:クロロブオルムー酢酸 (19 : 1) とヘキサンー酢酸

エチル (2 : 3)) で分離し、 活 性 区 分 を メ タ ノ ー ノ レ で 溶 出 し 、 濃 縮

した。黄色の油状の活性物質 (15 mg)を最終的に封PLC (C18-100 A， 

19 mm x 15 cm， Waters，水ーメタノーノレ ( 2 : 1 )、 3 ml/min) で

分離・精製を行った。活性画分 (Rt27-30 min) を減圧下 35
0

C で

濃縮し、 3.8 mgの針状結晶を得た。

活性物質の生物検定

アベナ幼葉鞘の先端 5 mmの切片を、様々な濃度の IAA と単離した

活 性物質を含む 1 出シュークロース水溶液 (pH 5.4) に浮かべ、

250C 暗黒下で 6 時 間培 養し、アベナ幼葉鞘切片の長さを測定し

た白
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チモシ ー (Phlθum prate刀SθL.)とヒモゲイトウ (Amaranthus 

caudatus L.) の種子を、試験液 O.5 m 1を含むペトリシャーレ (3 

c m) に入れ 、 暗 黒 下 25
0

C で 3 日間培養し、それぞれのシュートと

根の長さを測定した D 実験はいずれも 2回繰り返した D

結果と考察

オーキ シン活性抑制物質を光の下で生育させたトウモロコシシュ

ートから単離した D マススペクトロメトリーから分子式は CSH7N03

であることが分かった o 1H NMRのスベクトル (Table 2-けから、

3 1置の methoxyl proton (8 3.81) 、 3 個の methine proton (8 

6.72， 6.84， 6.96) と l 個の NH proton (8 8，55) の存在が明らか

になった。 13C NMR のスベク トル (Table 2-1)から、 OMe (057，2， 

C -8) ，二CH- (098.8， C-7)， =CH- (0111.4 OT  111. 8， C-4or C-

5)， )C= (0 126.0， C-3a)， )Cニ (0 146.9， C-7a)， )C= (0 158.3 

or158.6， C-2 or C-6)の存在が明らかになった o NOE 実験におい

て、 8 3.81 (OMe) への照射 に よ っ て C-5 のプロトンの強度が

6.4 覧、 C-7 のプロトンの強度が 8.2 見 上 昇 し 、 o8.55 (NH) への

照射によって C-4 のプロトンの強度が O.53話上昇することが分かっ

た口これらのデータから、 6-methoxy-2-benzoxazolinone (MBOA、

Table2-1， Fig. 2-1) であると同定した。

この化合物は既にトウモロコシや小麦から抗菌活性物質として発

見されていた (Virtanen et al. 1956)0 更に、光の下で生育したト

ウモロコシ芽生えから小麦の根の成長を抑制する物質としても単

離・同定 され てい た (Wilkins et al. 1974)。しかし、 MBOAがトウ
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モロコシのシュートからアベナ屈曲試験でオーキシン活性抑制物質

として取り出されたのは本研究が最初である

単離・ 同 定 さ れ た MBOAの生物活性について、アベナの幼葉鞘の屈

曲試験と切片伸長試験を用い て調べた。この物質はオーキシンによ

って誘導されるアベナ幼葉鞘 の 屈 曲 を 6 X 10-7 M以上の濃度で抑制

し、 その抑制活性は極めて高いことが分かった (Fig.2-2)口この抑

制活性は 、 オ ー キ シ ン の 存 在下でのみ現れ、オーキシンが共存しな

い と 活 性を示さないことも分かった (Fig.2-3)0 Fig.2-4 は、アベ

ナ幼葉鞘切片 を IAA と MBOAの混合液あるいは IAA のみで処理した

後、 3 時間自で IAA あるいは MBOAを添加した時のアベナ幼葉鞘切片

の伸長の経時的変化を示す口 オーキシンと MBOAの共存によって引き

起こされ る 伸 長 抑 制 は オ ー キシンの添加によって回復することが分

か っ た 。更に、オーキシンによる伸長が MBOA添加によって抑制され

ることも明ら かに なっ た。 これらの結果から MBOAはアンチオーキ

シンであることが示唆され た。 Venis と Watson (1978) は、

benzoxazolinone 類がオーキシンのレセプターにオーキシンが結合

すること を阻害する可能性を報告している。更に、トウモロコシ芽

生えにおける MBOA量 が光 照射によって増量することも報告されてい

る (Wilkins et a1.1974) 。従って、 MBOAがトウモロコシ幼葉鞘の

光屈性に重要な役割を演じていることが示唆される。

一方、 benzoxazolinone 類が、菌類や昆虫に対する穀類の抵抗性

に関係していることが Klunら (1970) によって報告されている。無

傷の植物において benzoxazolinone 類は配糖体として存在し、細胞

の ダメ ージ 例えば病原菌による攻撃や損傷等によって酵素的に放

出される。 MBOAはチモシーやヒモゲイトウの成長、特に根の成長を
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抑制することも分かった (Fig.2-5)ロこれらの結果から、既BOAはト

ウモロコシ幼葉鞘の光屈性に重要な役割を演じているだけでなく

植物対微生物、植物対昆虫や植物対植物といった生物相互作用にも

関 与 し ていることが示唆される

要約

オーキシン活性抑制物質が光照射したトウモロコシのシュートか

ら単隊され 、 そ の 化 学 構 造がスペクトノレ解析から 6-methoxy-2-

benzoxazolinone(MBOA) であることが明らかになった。 MBOAはアベ

ナ屈曲試 験でオーキシンによっ て 誘 導 さ れ る 屈 曲 と 、 ア ベ ナ 切 片 伸

長試験でオーキシン誘導の伸 長 を い ず れ も 低 濃 度 で 抑 制 す る こ と が

分か っ た。オーキシン存在下で MBOAによって誘導される成長抑制は

オーキシンの添加によって回復した。これらの結果から、 MBOAは高

活性のアンチオーキシンであることが示唆された。また、 MBOAはチ

モシーやヒモゲイトウのシュートと根の成長も抑制することが分か

った。
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Table 2-1 lH and 13C N1¥侭 chemicalshifts (δvalues from TMS) 
and multiplicities of isolated growth inhibitor 

Atom 1 H (in CDCI3) 13C (in CD30D) 

2 158.3 or 158.6 

3 8.55 br s 

3a 126.0 

4 6.96 d (8.30) 111.4 or 111.8 

5 6.72 dd (8.30， 2.45) 111.8 or 111.4 

6 158.6 or 158.3 

ア 6.84 d (2.45) 98.8 

7a 146.9 

8 3.81 s 57.2 

J (Hz) in parentheses. 

MeO 
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第 3章 ダイコン下応軸の光屈性における光誘導性

成長抑制物質 raphanusol A とB の役割
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序払
ロ岡

これまで 、 ダ イ コ ン 下 脹 軸において上方からの光照射によって引

き起こされる成長抑制(光成 長抑制)に関与する成長抑制物質とし

て、 1-s ， 4 -d i -0-( 4 -h y d r 0 X Y -3) 5 -d i m e t h 0 X y c i n n a m 0 y 1 ) g e n t i 0 -

biose (raphanusol A と命名、 Fig.3-1) (Hasegawa and Miyamoto 

1980， Hase and Hasegawa 1982)， 1- s -0一(4-hydroxY-3，5-

dimethoxycinnamoyl)-D-glucose (raphanusol B と命名、 Fig.3-1)

(Hasegawa and Hase 1981)、更に raphanusanins (Hasegawa et a1. 

1982) や 4-methylthio-3-buteny1 isothiocyanate (4-MTBI) 

(Hasegawa et a1.2000) 等が単 雛 ・ 同 定 さ れ て い る 。 こ れ ら の う

ち、 raphanusanins と 4-MTBIについては、ダイコン下降軸の光成長

抑制だけ でなく、光屈性にも重要な役割を演じていることが多くの

証拠から明らかにされている (Hasegawa et a1. 1986， Noguchi et. 

a1.1986， Noguchi and Hasegawa 1987，自asegawa et a1.1987， 

Sakoda et a1. 1988， Hasegawa et a1.2000)口 し か し 、 raphanus-

anins や 4-MTBIと同じ上方からの光照射によってダイコン下経軸で

増量する 成長抑制物質である raphanuso1s の光屈性における役割に

関しては 全く報告がない D ダイコン下経軸は赤色光照射によってそ

の成長が著しく抑制されるが、その時 raphanusol A とB が増量す

る ことが Hasegawaら (1980 、 1981、 1982) によって報告され、彼ら

はこれら の成長抑制物質はブイトクローム制御の下脹軸の成長抑制

に重要な役割を演じていると考察した D

raphanusols が、青色光受容色素の phototropin や cryptochrome

制御の光屈性に関与するのかどうか明らかにすることを目的に、一
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方向からの短時間の光照射-によって誘導される一次屈曲、長時間 照

射によって 誘導される二次屈 曲及びその中間 (屈曲が見られない)

を示す様々な光屈性に伴う raphanusols の光側と影側組織における

含量を機器分析で調べた D 更に、 raphanusols をダイコン下脹軸の

片側に投与した場合、暗黒下 で も 投 与 側 に 屈 曲 す る か ど う か 、 につ

いても研究を行った。

材料と方法

植物材料

桜島ダイコン (Raphanus sativus var. hortθ刀 sis f. 

gigantissimus Makino)の 種子を、 ト レ イ に 敷 い た 湿 っ た 、 議 紙 の 上に

蒔き、 25
0C 暗黒下で 3 日間培養した。下院軸の長さが揃った芽生

え を 、 湿 ったバーミキュライ ト の 入 っ て い る 小 型 ト レ イ に 植 え 換え

た 。 こ れ らの操作は薄暗い緑色光 (0.03μmol/m2 /s) で行い、更に

25
0C 暗黒下で 1 日培養した。

光屈性刺激

4 日令のダイコン黄化芽生え(下限軸長、約 4 cm) に一方向から

青色光 (half-band width 43 nm，λrna:x_: 448 nm) を 30秒、 5 分あ る

いは 50分間 照 射 し た 。 青 色 光は青色のアクリノレ板 (Kyowalite PG， 

Kyowa Gas Chemical Industry Corp.， ]apan) と青色蛍光灯

(National High Light S， National Corp.， ]apan)を組み合わせ、 3

cmのスリッ ト を 通 し て 照 射 した。光照射は植物のレベノレで O.46μ 

mol/ポ /sの強さで芽生え全体に行った。実験には少なくとも 20本の
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芽生えを用 いた。下任軸の屈曲角と光倶j・影領.11 組織の成長率を光照

射後 60分と 90分に高感度フイノレムを用いて撮影し、そのネガフィル

ムから測定した。最大屈曲は 90分で見られた。光側と影側組織の成

長率を測定するために、イオ ン 交 換 樹 脂 ビ ー ズ (Amberlite XAD-2) 

をラノリンにまぶして、薄暗い緑色光の下で、芽生えのフックの下

Ocm と 2cm の両側 (光側と影側に相等)に付着させた。ビーズ間の

長さをネガフィルムから測定した。

raphanusol Aと B の定量

実 験 に は、光屈性刺激を加えた下脹軸 10本を光照射後 60分でサ ン

プリングした。芽生えのフックの下 0'"'-'2 c mの下脹軸切片を薄暗い

緑色光の下で、カミソリを用いて光側と影領Ijに二分した。二分した

下降軸切 片 を 直 ち に 100弘冷アセトンに入れ、切片の重量を測った

後、 -20
0C で抽出時まで保存した D

サンプノレをドライアイスの粉末と一緒に乳鉢中で粉砕し、サン プ

/レ重量の 50倍量の 70弘冷アセトンで OOC で 30分抽出した。抽出液を

Toyo No. 1 漉紙で漉過をし、 残さを 30倍 量 の 冷 ア セ ト ン で 洗 っ た 。

漉 液 を 合わせ、減圧下 30
0C で濃縮し、水溶液に 1/10量の K-

phosphate buffer (pH7.8， 1 M) を 加 え 等 量 の 酢 酸 エ チ ノ レ で 3 回振

出した。中性画分を無水 NaZS04で脱水後、減圧下 30
0
C で乾国し

た。これを 40弘のメタノーノレ水溶液 10mlに 溶 か し 、 更 に 40話メタノ

ール水溶液で前処理した C18 セップパックカートリッジカラム

(Waters) に供し、 40覧メタノール水溶液 10 ml で溶出した D 溶出

j夜を減圧下 35t で乾回し、 最 終 的 に は HPLC (Wakopak C18， Wako 

Pure Chemical Industries， ]apan， HzO : CH30 日 ;;:3:2， v/v， 1.2 
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ml/min， 333 nm detector， λrnax of raphanusol A and B: 333 

nm) で分離し、定量した o raphanusol Aと B の保持時間は 7. 5 分と

2.5 分であった。各ピークの面積を測定し、それぞれの標準曲線か

ら raphanusol Aと B 量を算出した。なお、定量時における

raphanusol A と B の損失量を計算するために、単離・同定した

raphanusol Aと B の一定量をサンプルの抽出時 (サンプノレ量は半

分)に加えた D 全体の回収率(約 70出)をもとに raphanusol Aと Bの

量を算出した。全ての実験は 3 回繰り返した。

raphanusol Aと B の片側投与

raphanusol Aと B の片側投与によって屈曲が誘導されるかど う

か、 4 日令の黄化ダイコン芽 生 え を 用 い て 実 験 を 行 っ た 。 1 、 0.3

あるいは 0μg の単離・同定された raphanusol A と B を 1 mg の

ラノリンに ま ぶ し 、 6 本の芽生えのフックの下 0 から 2 cmの片側 に

付着させた。同時にイオン交換樹脂ピーズをフックの下 0 から 2 cm 

の両側に付着させた。高感度 フィルムを用い、片側投与後、 2 時間

で撮影した。屈曲角と、投与側と反対側の上下のビーズ間の長さ を

ネガフイノレムから測定した。実験は 3 回繰り返した D

結果

Table 3-1 は 3 段階の光照射による下怪軸の屈曲角と光煩.IJ・影強)J

組 織の 成長率を示したもので あ る 。 最 大 の 屈 曲 は 光 照 射 90分で見ら

れた。 14μmol/m2 /sの青色光照射は所謂、 1 次屈曲であり、 138μ

mol/m2/sは無屈曲 (indifferent phototropic response)で、 1380
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μmol/m2 /sは二次屈曲を示した。影側の成長率はいずれの光屈性に

おいても暗黒下対照と殆ど変わらなかった。一方、光側組織の成 長

率は抑制された。屈曲と成長抑制のパターンは以前、 Sakodaら ( 

1988) によ っ て 報 告 さ れ た 結果と良く似ていた。つまり、光屈性の

程度は光側組織の成長抑制の 度合 いに よる こと が分 かっ た。

一次屈曲、無屈曲及び二次屈曲での下脹軸の光保IJ ・影銀.11組織中の

raphanusol A と B の含量を Fig.3-2 に示した。サンプリングは光

屈性刺激開始後、まだ、屈曲が進行している時間帯の 60分で行っ

た D 影側組織における含量はいずれの屈曲においても、暗黒下の含

量と殆ど同じであった口逆に、一次及び二次屈曲において光側組織

の raphanusol Aと B の含量は影側組織の含量より多く、特に二次屈

曲における光側と影倶.lJの含量の差は極めて大きかった。一方、無屈

曲では光線jと 影側 組織 にお ける raphanusol Aと B の含量は等しかっ

た D

raphanusol Aと B の内生量 の偏差分布をもたらす片側j投与が、下

駐軸の偏 差 成 長 を 引 き 起 こし、屈曲を誘導するかどうか調べた

(Table 3-2)。ラノリンのみでは全く屈曲を引き起こさなかった D

しかし、予想したように、 raphanusolAも B も、投与側の成長を 抑

制し、下経軸の投与銀Ijへの屈曲を誘導することが分かった。屈曲の

度合いは投与された濃度に依存していた。 raphanusol Aはモノレレベ

ル では raphanusol Bとほぼ同じ活性を示した。投与濃度が高い時に

限って投与倶!1と反対側の成長 も抑制されたが、低濃度では殆ど成長

は抑制されなかった。

考察
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高等植物の光屈性は、光誘 導性の成長抑制物質の局部的な蓄積に

よって引き起こされ、オーキシン量が均等に分布していることは、

多くの研究者によって示されて き た 。 ヒ マ ワ リ の 緑 化 下 区 、 軸 で は 、

オーキシンの偏差分布は起こらないことが Bruinsmaら (1975) や

Feyerabend and Wei1er (1988)によって明らかにされている。逆

に、光屈性刺激によって、光側組織で中性の成長抑制物質が増量 す

ることが報告されている (Thompson and Bruinsma 1977， Franssen 

and Bruinsma 1981， Shen-Mil1er et a1. 1982， Hasegawa et a1. 

1983) 。

黄化及び緑化したダイコン下 腔 軸 に お い て 、 一 方 向 か ら の 青 色光

によって誘導される一次屈曲、無屈曲、二次屈曲が成長抑制物質

問 phanusaninsの偏差分布によ っ て 引 き 起 こ さ れ る こ と が 示 さ れて

い る (Hasegawa et a1. 1986， Noguchi et a1. 1986， Noguchi and 

Hasegawa 1987， Hasegawa et a1.1987， Sakoda et a1. 1988， 

Bruinsma and Hasegawa 1989， Bruinsma et a1. 1989， Hasegawa et 

a1. 2000) 。オーキシンは一次屈曲でも二次屈曲でも、光仮Hと影仮11

組 織 で 均等に分布し、更に表皮組織と内部組織との間でオーキシン

が移動するということも全く起こらないことが、 Sakoda and 

Hasegawa (1989) によって報告されている。

アベナ幼 葉 鞘 に お い て は 、抽出性の IAA も拡散性の IAA も光仮!lと

影 但 . I J組織で均等に分布し、光側組織で成長抑制物質が増量すること

も分かって いる (Hasegawa and Sakoda 

Hasegawa 1989， Bruinsma et a1. 1989， 

1989) 。
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本研究の結果 (Tables 3-1 and 3-2， and Fig. 3-2)から、光屈性

刺激を受けた下脹軸における raphanusol Aと B の偏差分布が下脹軸

の偏差成長と良く一致し、更に raphanusol Aと B はフィトクローム

介在の光成長抑制だけでなく、フォトトロピンやクリプトクローム

制御の光屈性においても重要な役割を演じていることが結論付けら

れる。

従って、ダイコン下脹軸の光屈性は raphanusanins に加えて

は phanusol Aと Bの偏差分布によっても引き起こされることが示唆

された。

要約

機器分析 を用いて、光屈性刺激を 60分与えたダイコン下怪軸の光

側と影側組織における成長抑制物質 raphanusol Aと B の分布を調べ

た。光屈性 期i激 60分 で は 、 一次屈曲でも二次屈曲でも光屈性は進行

中である 。一次屈曲と二次屈曲いずれの場合も、 raphanusol Aと B

は光側組織で増量し、無屈曲では僅かな増量が見られただけであっ

た D 一 方 、影側組織における raphanusol Aと B は 一 次 及 び 二 次 屈曲

いずれも暗 黒 下 と ほ ぼ 同 じ 含量を示した。 raphanusol Aと B を下経

軸の片側に投 与 し た 場 合 、 投与仮.IIの 成 長 が 反 対 側 の 成 長 よ り 顕 著に

成 長 を 抑制することにより、投与側に屈曲させることも明らかにな

った。
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Table3-1百lebending degrees and the growth rates of the dark control and 
unilateral1y illuminated radish hypocotyls. Elongation was determined 60 
min after出estぽ tof phototropic， stimulation. Each value is the mean of 10 
observations + SE. 

Phototropl sm Curvature (0) E1ongatlon increment (mm) 

(fl uence) 60 mln 90 mln Llghted slde Shaded slde 

Dark control 0士i i士i 0.95土0.05 0.98 i= 0.04 

Fi rst pos i三ve
(14μmol・m-L

)
7 :t 2 15 i: 3 0.70 i 0.06 0.91 ::t 0.04 

Indl fferent 
038 }Jmol. m-2) 3 :t 1 8士i 0，89士0.07 1.00 :t 0.07 

Second POS 1 t i ye 
0380メJmo1. m-2) 17 :t 2 31 :t 2 0，32 :t 0.10 0.99 :t 0.11 
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Table3-2 Effects ofraphanusol A and Bラ appliedto one side of etiolated 

radish hypocotyls， on hypocotyls curvature and the growth rates of applied 

and opposite sides. The curvature and the growth rates were measured 2 h 

after unilateral applications of 1.0， 0.3 or 0μg inhibitor per seedling. 

Average values of 6 seedlings. 

Curvature 
Inhlbitor 

Elongation increment (mm) 

(deg ree) Applled slde Opposite side 

Ploln lanolin 0.8 =:t 1，0 1.25士0.15 1.29 i 0.17 

Raphanuso 1 A (0. 3μg) 5.0:t 2.8 1.0与士 0，05 1.212=0.13 

( 1 .0μg) 8.8士0，8 0.62士0，0与 0.89+0.11 

Raphanuso 1 B (0.3μg) 6.8 i 1.2 0.89 + 0.16 1 . 06 ::t 0， 17 

( 1.0μg) 11.5 I1.6 o . 60 ::t O. 11 0.89 + 0‘04 

59 



第 4 章 ヒマワリ下脹軸の光屈性鍵化学物質の探索
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序 き:6、
白間

ヒマワリ (Helianthus a刀nuus L.) 芽生えは古くから光屈性の研

究に用いられてきた (Shibaoka 1961， Gillespie-Pickard and 

Thimann 1964， Leopo1d 1966， Bruinsma et a1. 1975， Franssen 

et a1. 1981， Yokotani-Tomita et a1. 1997)0 Hθjianthusの 語源

は、 he1io が太陽で、 anthosは花を意味し 太 陽 に 似 た 花 が 太 陽に

向かつて開くからであるといわれている。 Wentはアベナ屈曲試験を

用いて、光側より影側でより多くのオーキシンが拡散することを見

出し、光屈性は影側においてオーキシンが蓄積することによって光

担IJ に屈曲 するという Cholodny- Went 説を提唱した CWent and 

Thimann 1937) 。それ以来、この説が広く信じられてきた。しか

し、蛍光分析法や免疫学的方法を用いて、二つのグノレ一プがヒマワ

リ下駐車由の光屈性において抽出性及び拡散性のオーキシンが光側と

影側で均等に分布していること を 報 告 し た (Bruinsma et a1. 1975， 

Feyerabend and Wei1er 1988)。更に、 Bruinsmaのグループはオー

キシンではなく、光誘導性の成長抑制物質の偏差分布が光屈性に重

要であることを指摘した (Bruinsma et a1. 1975)。それ以来、光

誘導性の成長抑制物質の探索研究が盛んに行われるようになった。

ヒマワリ下膝軸の光誘導性成長抑制物質として、 capro1actam

(Hasegawa et a1. 1983) と 8-epixanthatin(Yokotani-Tomita et 

a1. 1997)が光照射したヒマワリの芽生えから単離・同定された。

これらの成長抑制物質の探索において、 capro1actam や 8-

epixanthatinより活性の高い未 知 の 物 質 が 存 在 す る こ と が 明 ら かに

されていた 。 そ こ で 、 本 研 究では青色光照射したヒマワリ下怪軸か
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ら青色光 で増量する成長抑制物質を取り出し、更にヒマワリ下舷軸

の光屈性における役割を調べた

材料と方法

光 屈 性 刺 激

ヒマワリ (HθjIanthus a刀 nuus L.)の種子を蒸留水で湿らせたパー

¥キュライトの入ったトレイに蒔き 250C 暗黒下で 3 日 間 培 養し

た。発芽種子を薄暗い緑色光 (0.0 1μmol/m2 /s) 下で、湿らせたパ

ー ミキ ュライトの入った小さ な ト レ イ (6.4 x 14.5 x 3.5 cm)に移

し替え、 250C 暗黒下で 2 日間 培 養 し た 。 光 屈 性 刺 激 は 、 一 列 に並

べた長さの揃った黄化芽生え に青色光 (λmax448 nm) を 100 分照

射した。光強度は植物レベノレで O.05μmol/m2/sで あ っ た 。 光 照 射は

芽生え全体 に 行 っ た 。 下 脹 軸の屈曲は赤外線イメージング系で 10分

間隔で撮影した。芽生えのイメージングはリアノレタイムでモニター

し、記録した。実験操作は薄暗い緑色光の下で行った。光屈性刺激

開始後、 0 、 20， 30、 60分 で光屈性刺激を受けた下怪軸 65本をサン

プ リ ン グ した。フックの下 0 から 1. 5 c rnの 下 妊 軸 切 片 を 切 り 取 り 、

薄暗い緑色 光の 下で 光側 と影仮IJ組織にカミソリを使って二分した。

二分した下降軸を直ちに液体窒素で凍結し、次の実験まで -400

C で

凍結保存 し た 。 凍 結 し た サ ンプルをホモジナイザーを用いて 50 ml 

の 80見アセトン水溶液で粉砕 し 、 抽 出 し た 。 漉 過 後 、 抽 出 液 を 減圧

下 400C で 濃 縮 ・ 乾 回 し た 。サンプルをメタノールに溶解し、 HPLC

(TSK gel， ODS-IOOV， Tosoh， Japan， 4.6 x 150 mrn， 35話 CH3CN in 

HzO， 1 ml/min， detector at 205 nm)に供した。一方向から連続し
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て青色光をヒマワリの芽生えに照射し、 20分後、下匹軸の光側と影

側組織、及 び暗黒対照における物質量の分布パターンをそれぞれの

ピークの面積から算出し、比較した。全ての実験は 3 回繰り返し

た。

青色光誘導 性 成 長 抑 制 物 質 の単離

5 日令の黄化芽生え (下駐軸の長さが約 3.5'"'-'4 cm) に青色光

(λmax 448 nm， 0.05μmol/m2/s) を 30分間照射した。青色光を照

射したヒマワ リ 下 降 軸 (3.2 kg fresh weight)をサ ンプ リン グし 、

液体窒素で凍結し、 -40
0C で保存した。凍結したサンプルをホモジ

ナイザーを用 い て 5倍量の 80部アセトンで抽出し、抽出液を癒過した

後、減圧下 40
0C で濃縮・乾 回 し た 。 濃 縮 物 を C18 セップパックカ ー

トリッジカラム (Waters) に供した。溶出は蒸留水中のメタノール

濃度を O見から 100弘まで、 20出 (40 ml) ずつ上げて行った。光側と影

領.IJ組織の抽出物の HPLCクロマトグラムで明確な量的差が見られたピ

ーク 3 本 (Fig.4-2)が含まれる 60犯と 80明溶出区分 (5.84g)をまと

め、 C18セップパックカートリッジカラムで分離・精製を繰り返し

た。クレ ス根成長試験(成長抑制活性物質の簡便な生物試験法とし

て広範に使用されている)で最も高い成長抑制活性を示した 60覧溶

出区分 (147.4 mg) を HPLC (ODS-120A， Tosoh， ]apan， 7.8 x 300 

mm， 37出 CH3CN in HzO， 2 ml/min， detector at 205 nm)に供 し

た。成長抑制活性を示した溶出物 (Rt.20-22 min， 11 mg)を更に

HPLC (ODS-120A， Tosoh， ]apan， 7.7 x 300 mm， 0-10min; 37弘

CH3CN in HzO， 10-20 min; linear gradient from 37覧 t0 60覧
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CH3CN in H20， 2 ml/min， detector at 205 nm) に供した。最も成

長抑制活性の高 い ピ ー ク C の 保持時間は 19-22 分であった。このピ

ーク (2.5mg) を最終的に HPLC (ODS-120A， Tosoh， ]apan， 7.8 x 

300 mm， 35出 CH3CN in H20， 2ml/min， detector at 205 nrn) で分

離・精製を行った。保持時間 27.6-28.2分の溶出区分を減圧下 40
0

C

で濃縮・乾固し、 1.1 m gの物 質を得た 。

スペクトル解析

1H and 13C NMR スベクトノレは Varian Unity INOVA 600 

spectrorneter (in CD30D at a H 3.35 ppm and a c 49.8 ppm)で

分析した。 FABMS は JMS-SXI02/GCG spectrometerで 分 析 し た o 8-

epixanthatin は Yokotani-Tornitaらの論文 (1997)を参考にして単離

し、 lH and 13C NMR スペクトルデータから 8-epixanthatinである

ことを確認した。

新たに単離・同定した成長抑制物質と 8-epixanthatin の生物活性

試験

一枚の癒紙を敷き、そこに O.5 m 1の試験液が入っているペトリシ

ャーレにクレス (Lepidium sativum L.)の種子を 10個人れ、 250C

暗黒下で 26時間培養し、校の長さを測定した。

結果と考察
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光屈性刺激は一方向から青色光を連続して与えた。 Fig.4-1 から

屈性刺激の開始後 20分からヒマワリ下佐軸が光方向に屈曲し始めた

ことが分か る。 Fig.4-2 は光屈性刺激 20分後における下脹軸の光側

と影頓，1]組 織の抽出物の HPLCクロマトグラムを示す。光側と影仮Ijでい

くつかのピークで差が認められた。その中で、少なくとも 3 本のピ

ーク (ピーク A，B， C)がクレス根成長試験で成長抑制活性を示した D

それらのうち、最も極性の低いピーク (ピーク C， Rt. 7. 7 min)が最

も強い成 長 抑 制 活 性 を 示 し た。そこで、ピーク C (1.1 mg)を青色光

照 射 し た ヒマワリ下匹軸 (3.2 kg fresh weigh けから単離した。

分子式は CZIHzs07であることが、 HRFAMS (pos.)[m/z 415.1717 

calcd. for CZIHzs07Na， 415.1732Jによって決定された。 13C NMR 

から、 4 個 の acetylenic carbons at 0 c 80.2 (C-7)， 76.5 (C-

5)， 75.8 (C-4)， and 69.9 (C-6)、 6 偲の disubstituted olefins 

at 8 c 139.7 (C-14)， 138.0 (C-1)， 135.1 (C-10)， 127.5 CC-

9)， 116.7 (C-2) and 115.2 (C-15)、 1 個 の acetal carboηa t 0 

c 100.9 (C-1')、 6 {I闘の oxymethines at 0 c 78.2 (C-4')， 78.1 

(C-3')， 74.9 (C-2')， 71.6 (C-5')， 64.3 (C-8)， and 63.8 (C-

3)、 l 個の oxymethylene carbon at a c 62.8 (C-6') と 3 簡の

methylenes at 0 c 38.8 (C-12)， 34.3 (C-13)， and 28.2 (C-11) 

(Table 4-1) の存在が明らかになった口更に、 lH NMRスベクトルか

ら 8 個の olefinic protons の存在も確認された (Table 4-1) 

重結合 (C-9，10) の Z-geometry は H-9 と H-10問の lH-1H カップリ

ング コ ンスタント ( J g ， 1 0 ご 7. 8 H z) と、 H-9 と H-IO問の NOESY

correlation か ら類推された。 lH-1H COSYスペクトルは C-1 to C-

3， C-8 to C-15， C-1' to C-6' connectivitiesを示した。糖成分
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は H-l' to H-3' and H-5' and H-4' to H-3' and H-5' の NOESY

correlationsと 1H-1H カップリングコンスタントから s-glucoseで

あることが分かった o anomeric proton (H-l')と C-8 ( (5 c 64.3) 

間の H剖BC correlationは、 glucose moietyが 0-8と結合しているこ

とを示した。これらのスベク ト ル デ ー タ か ら 、 新 た に 単 離 し た 成長

抑制物質は 8一( s -D-glucopyranosyloxy) -3-hydroxy-l， 9，14-

pentadecatrieηe-4，6-diyne (ヒマワリの学名に因んで helianと命

名)と向定された (Fig.4-3)

helianと 8-epixanthatinの生物活性をクレス根成長試験で比較し

た。 helianが 2.6 X 10-6 mol/1以上の濃度で成長抑制活性を示した

のに対して、 8-epixanthatinは 1.2 X 10-4 mo1/1以上の濃度でしか

活性を示さなかった。クレス根成長試験で 50出抑制活性を示す ECso

をそれぞれ の投与反応曲線から算出した。 Table 4-2 から明らかな

ように、 helianの活性は 8-epixanthatinの 38倍もの高活性を示し

た。 capro1actam の ECsoは文献 (Hasegawa et a1.1983) から算出

したが、 helianや 8-epixanthatinより低く、その ECsoは 3.3 X 10-3 

mol/lであっ た 。

光屈性刺激後 20分でのヒマワリ下膝軸の光側と影側組織における

h e 1 i aロの内生量を機器分析で調べた (Table 4-3)。光偵.IJの helian量

は影側や暗黒対照の約 1. 6 倍であった。これらの結果から、新たに

単離・同定した青色光で誘導される helianはヒマワリ下匹軸の光屈

性で重要な役割を演じている可能性が高いことが示唆された。この

ことは、光屈性がオーキシンではなく、光側と影担11組織における光

誘導性のオーキシン活性抑制物質の偏差分布によって引き起こされ

るという、 Bruinsma-Hasegawa 説を支持するものである。なお、ヒ。
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ーク A と B の単離と構造解析は 今 後 の 問 題 で あ る 。

要約

新規の青色光誘導性成長抑制物質を青色光照射したヒマワリ下脹

軸から単離し、 1Hと1.3C NMR スベクトル及び HRFABMS から 8一 (s -

D-glucopyranosyloxy) -3-hydroxy-l， 9， 14-pentadecatriene-4， 6-

diyne(ヒマワリの学名 Hθ ]Ianthus に因んで helianと命名)と 同

定した。 helianはクレス根成長 試 験 で 2X 10-6 mol/l 以上の濃度

で成長抑制活性を示した。 helianは、光屈性刺激を与えたヒマワリ

下匹軸の光倶，11組織で影組.l1組織より高い含量を示した。これらの結果

から、新規の成長抑制物質 helianはヒマワリ下駐軸の光屈性に重要

な役割を演じていることが示唆された。

67 



30-

25-

20-

15-

10-

5-

(
ω
g
m一ω℃
)ω
」
コ
お
と
コ
O

。。 100 80 

Time (min) 
60 40 20 

Fig.牛l.T出lecourse of phototropic response of etiolated 

sunf10wer hypocotyls to continuous， unilateral blue 

il1umination. Va1ues訂 erneans of 20 seedlings土 SE.

68 



5 10 

。 5 10 

Rt (min) 

Fig. 4-2. HPLC chromatograms ex仕actsfrom illuminated and the shaded. halves of 
sunf10wer hypocotyls at 20 min after onset of continuousヲ unilateralblue illumination， and 
in the other halves of dark contro1. The experiments were repωed three times. 

69 



HO 15 

3 4 6 

9 

Fig. 4-3. Chemical structure of Compound 1. 

70 



T
lム
i

125 -

100 -

Y 
10-∞ 1 0-6 1 0-5 1 0-4 1 0-3 

Concentration， 109 (M) 

T 

75 -

25 -

50 -

(
3
b
c
o
o
ト

0

ポ
〉
£
ocω
一
日

0
0」

ωωω
」

O

Fig. 4-4. Effects of the isolated 1 and 8-epixanthatin on the cress 
root growth. A: isolated 1ラ B:8-epixanthatin， Control (open 
triangle). Each value is也emean of 10 seedlings + SE. These 
experiments were repeated three tirnes and the results 

similar. 

1ヘrere

71 



Table 4-1. 13C and lH NMR chemical shifts (values from TMS) and 

multiplicities of compound 1. 

Atom 13C (in CD30D， 150 MHz) 1 H (in CD30D， 600 MHz) 

1(a) 

(b) 
2 

3 

4 
5 

6 

7 
8 

9 

10 

11 

12 
13 

14 

15(a) 

(b) 

2' 

3' 

4' 

5' 

ぢ(a)

(b) 

116.7 

138.0 

63.8 

75.8 

76.5 
69.9 

80.2 

64.3 

127.5 

135.1 

28.2 

38.8 

34.3 
139.7 

115.2 

100.9 

74.9 

78.1 

78.2 

71.6 

62.8 

5.44 (1H， dd， J = 17.4 and 1.2 Hz) 
5.24(1 H， dd， Jこ 10.2and 1.2 Hz) 
5.95 (1 H， ddd， Jご 15.6，10.2 and 5.4 Hz) 

4.88 (1H， m) 

5.58 (1H， d， J = 8.4 Hz) 
5.59 (1 H， dd， J = 8.4 and 7.8) 

5.67 (1 H， dt， J = 7.8 and 7.2 Hz) 
2.22 (2H， m) 

2.19 (2H， m) 

2.13(2H，m) 
5.87 (1 H， ddt， J = 17.4， 10.8 and 7.2 Hz) 

5.06 (1 H， dd， J = 17.4 and 1.8 Hz) 

4.99(1H，dd，Jご 10.2and 1.8 Hz) 

4.64 (1H， d， J = 7.8 Hz) 

3.24 (1 H， dd， J = 8.4 and 7.8 Hz) 

3.43 (1 H， dd， J = 10.8 and 8.4 Hz) 

3.32(1H，m) 

3.30 (1H， m) 

3.93 (1H， dd， J = 11.7 and 1.8 Hz) 
3.71 (1H， dd， J = 11.7 and 6.0 Hz) 
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Table 4-2. Inhibitory activity of the isolated 1， 8-epixanthatin and 
caprolactam. 

Compounds ECso/M 

Isolated 1 1.2 X 10-5 
a) 

8-Epixanthatin 4.6 X 10-4 
a) 

Caprolactam 3.3 X 10-3 
b) 

a) ECso represents the concentration of samplesフwhichcause 50% inhibition of 

the root growth of cress seedlings. 

b) The ECso of caprolactam is estimated from the dose-response curve against 

cress hypocotyl growth test， obtained by Hasegawa et al. (1983). 
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Table ι3. The content of endogenous 1 in the illuminated and the shaded 

halves of sunf10wer hypocotyls unilaterally exposed to blue light for 20 
min， and the content in the halves of dark control. A verage data企omthree 

indeoendent exoeriments in duolicate. 

llluminated half Shaded half Control half 

1 (ng/half-hypocotyl) 10.4 :t 0.8 6.5 :!: 0.1 6.4土0.1
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総合考察

植物の運動のうち、最も代表的な現象である光屈性は、 Darwin

(1880) の著書 "The power of movement in p1ants"以来、多くの

生物学者とりわけ植物生理学者によって研究がなされてきた D 光屈

性の生物学的意味は、光合成のための光エネルギーを効率良く捕捉

するために、葉を光方向に垂直に位置させるべく茎を光保11に屈曲さ

せ るの であろうと考えられて い る 。

光屈性は 影側組織の成長促 進と影倶Ij組織の成長抑制によって引き

起こされるといわれている。 光側から影側組織に植物ホノレモンのオ

ーキシンが横移動する結果、影供!のオーキシン量が増加し、反対に

光側のオー キ シ ン 量 が 減 少 するために影倶IJ組織の成長が促進され、

光 側 組 織の成長が抑制されるというものである (Cholodny-Went 

説、 Went and Thimann 1937)白この考えは、官ent (1928) や Briggs

(1957，1963)の実験結果によって強く支持される。しかし、 Wentや

Briggsらに よる オー キシ ンの定量は、アベナ屈曲試験によってのみ

行われ、その屈曲角からオーキシン量に換算したものである。も

し、サンプノレ中にオーキシンの他に、オーキシンの活性を抑える物

質が混在した場合は、屈曲角からオーキシン量を換算することは出

来ない。これまで、ヒマワリ下膝軸、アベナ幼葉鞘やダイコン下怪

軸 の 光 屈 性において、拡散性及び抽出性のオーキシンは光側と影側

で全く等しいことが報告さ れている (Bruinsma et a1. 1975， 

Feye-rabend and Weiler 1988， Sakoda and Hasegawa 1989， 

Hasegawa et a1. 1989) 。しかし、古くから光屈性の研究で実験材

料として用いられてきたトウモロコシ幼葉鞘の光屈性に伴うオーキ
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シン (IAA)の分布を機器分析 によって調べた研究はない D 一方、ダ

イコン下匹軸やシロイヌナズナ下駐軸等の光屈性において、光側 と

影側組織の成長率が精密に調べられ 暗黒対照の成長率と影側組織

の成長率は 殆ど 変わ らず 、光仮)j組織の成長抑制のみによって光屈性

が引き起こされることが分かっている (Noguchi and Hasegawa 

1987， Hasegawa et a1. 1987， Hasegawa et a1. 2004)。 従って、

オーキシンが光側から影側に横移動するという Cho1odny-Went 説に

基づく、影側組織の成長促進については全く根拠はない。これらの

報告から、 トウモロコシ幼葉鞘を用いた Briggsの実験 (1957，1963)

を検証す ることは、光屈性がオーキシンの光側から影側への横移動

によって生じるという、 Cholodny-Went 設の妥当性を考察する上で

極めて重要である。

そこ で、第 1 章では、 トウモロコシ幼葉鞘を用いて Briggs

(1957， 1963) の古典的な実験を検証した。光屈性に伴うオーキ シ

ンの挙動を調べるのに、 Briggsと同様にアベナ屈曲試験を用いると

同時に、 機器分析を用いてオーキシン (IAA)の定量を行った 。 その

結果、生物検定でオーキシンの活性を調べ、更にその活性からオー

キシンの量を換算した場合、影側のオーキシン量は光仮!Jのそれの約

2倍 であった (Fig.1-2， Table 1-1) 。この結果は Briggsの実験結

果と良く 一致した。しかし、機器分析でオーキシン量の分布を測定

した場合、オーキシンは光仮!lと影側で均等に分布していることが分

かった (Table 1-1)。更に、中性画分を除いた酸性画分(オーキ シ

ンが 含 まれる)のオーキシン活性を生物検定で調べたところ、オー

キシン活性は光狽Ijと影側で等しかった (Table 1-1)。つまり、 トウ

モロコシ幼葉鞘の光屈性は光側と影側におけるオーキシンの不均等
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な分布によってではなく、中性画分におけるオーキシン活性抑制物

質が光保11 で増量することによ って引き起こされることが強く示唆さ

れ た 。 従 って、 トウモロコシ幼葉鞘の光屈性も、ヒマワリやダイコ

ンの下区、軸やアベナ幼葉鞘等の光屈性と同様に、 Cholodny-Went 説

では説明出来ず、光側で生成される成長抑制物質によって光側組 織

の成長が抑制され、光方向に 屈曲するという Bruinsma-Hasegawa 説

(1990) に よって説明出来ることが示唆された。

第 1章で トウモロコシ幼葉鞘の光屈性において、光側組織で生成

さ れ る 中性の成長抑制物質が重要な役割を演じていることが示唆さ

れた。そこで、第 2 章では、その光誘導性成長抑制物質の本体を 解

明する目的で、単離と同定を行った。光照射した大量のトウモロ コ

シ幼葉鞘を有機溶媒で抽出し、酢酸エチノレ可溶の中性画分を得、

種 々 の ク ロマトグラブイーを駆使して単離することに成功した。こ

の 物 質 の 1H及び 13C NMR のスベクトノレから、 6-methoxy-2-

benzoxazolinone (MBOA)と同 定した (Fig.2-1)0 この物質は抗菌活

性物質 (Virtanen et a1. 1956)や植物成長抑制物質 (Wi1kins et 

a1. 1974)と し て ト ウ モ ロ コシ等から単離・同定されていた。しか

し、光照射によってトウモロコシ幼葉鞘で増量することや、光屈性

に関与する物質としては、初め て の 知 見 で あ る 。 更 に 、 こ の 物 質は

アベナ幼葉鞘切片の成長試験に お い て 、 オ ー キ シ ン と 桔 抗 す る 活性

を 有 し ていることも新たに明らかになった (Fig.2-2， 3， 4)。また

こ の 光 誘 導性成長抑制物質の探索において、 MBOAの他に強い成長抑

制 活性物質の存在が確認された。この物質は後に、 Hasegawa et 

a1. (2004) によって、 2，4 -d i h y d r 0 X Y -7 -m e t h 0 X y -2 (H) 1 ， 4-

benzoxazin-3-4(H)-one (DI拡BOA)で あ る こ と が 明 ら か に さ れ 、 更に
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MBOAと共 に DIMBOAもトウモロコシ幼葉鞘の光屈性において光側組織

で増量し、光倶Ijの成長抑制に寄与していることも明らかにされた。

また、彼らはこれらの物質をトウモロコシ幼葉鞘の片側に投与した

場合、投与側 に 屈 曲 す る こ とや、 s-glucosidaseの活性の上昇やこ

の遺伝子 発 現 が 青 色 光 照 射によって高まり、 DIMBOAの前駆物質

(DIMBOA-glc， 不 活 性 型 ) から活性型の DIMBOA次いで MBOAが生成さ

れることも明らかにした (Hasegawa et a1. 2004， Jabeen et a1. 

2006) 。従って、 トウモロコシ幼葉鞘の光屈性はオーキシンが影側

で増量することによって引き 起 こ さ れ る の で は な く 、 光 側 組 織で

DIMBOAや MBOAが増量することによって光側組織の成長が抑制され、

光倶.IJに屈曲することが強く示唆された。

第 3章 では、ダイコン下降車 出 の 光 屈 性 を 制 御 す る 生 理 活 性 物 質に

ついて研究を行った。ダイコ ン芽生えに上方から光照射した場合、

その下怪軸の成長は著しく抑制される (Hasegawa and Miyamoto 

197針。この下 妊 軸 の 光 成 長抑制に関与する成長抑制物質として、

raphanuso1s (Hasegawa and Hase 1981， Hase and Hasegawa 1982， 

Fig.3-1) や raphanusanins (Hasegawa et a1. 1982) 4-

methy1thio-3-buteny1 isothiocyanate (4-MTBI) (Hasegawa et 

a1.2000) が単離・同定されている口このうち、 raphanusanins と

4-MTBIについては、光屈性に伴う光側・影側組織における分布、こ

れらの片側投与実験、更にこれらの物質の生成経路等について研究

され 、 これらの物質がダイコン下膝軸の光屈性に重要な役割を演じ

ているこ とが報告されている (Hasegawa et a1. 2000. Yamada et 

a1. 2002)。しかし、 raphanusanins 等と同様に、ダイコン下経軸

の光成長抑制を制御する成長 抑制物質 raphanuso1s については、光
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屈性に関与するのかどうか、全く明らかにされていない。そこで、

ダイ コ ン 下臨軸の光屈性に伴う raphanusols の光仮.11と影側組織にお

ける分布と 活 性 に つ い て 調 べた D 片側から照射する青色光の強度を

変え、一次屈曲、無屈曲 (indifferent) 二次屈曲において光側と

影倶.IJ組織中の raphanusol Aと B の量を機器分析で測定したところ、

屈曲のみられる一次と二次屈曲において光領IJ 組織で rapha口usol A， 

B 共に暗黒や影側組織に比 較して高い値を示した (Fig.3-2)。ま

た、一次及 び二次屈曲におけ る光側と影側組織の成長率を調べたと

ころ、いず れ も 光 側 組 織 ー の成長抑制のみが認められた (Table 3-

1 )。更に、 raphanusol Aと B を そ れ ぞ れ 内 生 量 レ ベ ル で ダ イ コ ン下

脹軸の片側 に 投 与 し た 場 合 、投与側の成長が抑制されて、投与倶Ijに

屈曲することも分かった (Table 3-2)。従って、これらの結果か

ら、ダイコン下脹軸の光屈性は raphanusanins や 4一括 TBIだけでな

く、 raphanusols が光側組織で増量し、その結果、光側組織の成長

が抑制され、屈曲するということが強く示唆された。

Bruinsma et a1. (1975) が、光屈性は Cho1odny-Went 説では説明

出 来 な い ということを初めて機器分析を用いて報告した。彼らが実

験材料として用いたのがヒマワリ下限軸であった。ヒマワリ下匪軸

の光屈性において、オーキシ ンは光側と影側組織で均等に分布し、

更に光仮11 組 織で成長抑制物質 が増量することで光側組織の成長が抑

制され、屈曲するというものであった。その後、その光側紐織で増

量する成長 抑 制 物 質 の 探 索 が行われ、 caprolactam (Hasegawa et 

a1. 1983) と 8-epixanthatin (Yokotani-Tomita et a1. 

1997，1999) が単離・同定された。しかし、これらの物質の精製過

程でより強い成長抑制活性を示 す 物 質 が 存 在 す る こ と が 確 認 さ れて
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いたものの、その本体は不明で あ っ た 。 そ こ で 、 第 4 章では、その

高い成長抑制活性を有する物質の単離・間定することを目的に研究

を行った。青色光を照射した大量のヒマワリ下月五軸を有機溶媒で抽

出し、拍出物を種々のクロマトグラブイーを駆使して、高活性の成

長抑制物質 を 単 離 す る こ とに成功した o 1 H及び 13C NMR や HRFAMS

のスベクトル解析から、 8-(s -D-glucopyranosyloxy)-3-hydroxyー

し 9，14-pentadecatriene-4， 6-diyneと同定した (Hasegawa et a1. 

2006) 。この新規化合物 (ヒマワリの学名 Hθ lIanthusに因んで

h e 1 i aη と命名)は以前、ヒマワリから単離・同定した caprolactam

や 8-epixanthatinよりはるかにその成長抑制活性が高いことと、光

屈性刺激で光仮，11組織で増量すること等が明らかになった D 従って、

ヒマワリ下脹軸の光屈性は helianを中心に、 caprolactam や 8-

epixanthatin等 が 一 方 向 か らの光刺激によって、光側組織で増量す

ることによって引き起こされることが示唆された G

本研究によって、 トウモロコシ幼葉鞘、ダイコン下膝軸更にヒマ

ワリ下脹軸の光屈性もオーキシンの偏差分布ではなく、光悦j組織に

おける光誘導性成長抑制物質の増量によって引き起こされることが

明らかになり、 Cholodny-官ent説ではなく、 Bruinsma-Hasegawa 説

によって光屈性が説明出来ることが示唆された。また、本研究によ

っ て 明 ら かにされた成長抑制 物 質 を 初 め 、 こ れ ま で に 発 見 さ れ た光

誘導性成長 抑制物質は、アベナ幼葉鞘 (uridine)を除いて植物の種

類によって異なることが明らかにされた。高等植物一般に見られる

光屈性が植物の種類によって異なる成長抑制物質によって制御され

ることに、疑問を感じる向きがあるかも知れないが、植物の穏類に

よって形が異なったり、生活環を異にすることから、最終的に偏差
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成 長をもたらす物質が植物に 固 有 で あ る と し て も 不 思 議 で は な いの

ではないか 。 また、これまで 発見されてきた光誘導性成長抑制物 質

の 多 く が 、抗菌活性をもつことから、一方向からの光をストレスと

して感応してこのような物質を生成しているのではないだろうか 。

もし、そうであるとしたら、これらの光誘導性成長抑制物質をベー

スとした農薬 や 医 薬 と し て の応用展開が期待される 。
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