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論 文 内 容 要 旨

有 用遺 伝 子源 の保 存 と利 用 に つい ては 、近 年 、、自然保 護 齢 よび植 物 育 種 の うえ か

ら、 世 界 的 に そ の重 要 性 が 認識 され て きてい る。 そ の ため先 進 諸 国 をは じめ国 際 機

関 で も遺 伝 子 源 の長 期保 存 を 目的 と した種 子 貯 蔵 室 が 設 け られ てい る。

種 子 を長期 間 に わ た って安 全 、 か つ 合理 的 に保 存 す るた めに は 、 そ の保 存 条件 を

確 立 す るだ け では な く、保 存 中の 種 子 の活 力が 十 分 に 高い とい う保 証 が な ければ な

らない 。 種 子 の 活 力は 、発 芽 試 験 に よって予 測 で きるが、 多数 の保 存 材 料 に つい て

発 芽試 験 を行 うこ とは 、 労 力的 に も時 間 的 に も困難 で あ る。 しか も場 合 に よって は 、

少 量 の貴 重 な材料 を発芽 試験 に よっ て費 や して しま っ た り、 い たず らに再 採 種 を く

り返 した り して材 料 の遺 伝 的構 成 が 変 わ って しま うこ とが あ れ ば、保 存 の 目的に 沿

わ ない ば か りか 、貴 重 な遺伝 子源 を失 う恐 れ す らあ る。そ こで、 で き るだ け簡便 。

迅 速 に、 しか も少 量 の試 料 で、 ある程 度正 確 に種 子 の活 力 を予 測 す る方 法 の確立 が

望 ま れ るb

本 研 究 は 、 以上 の よ うな背景 の も とで、 主 に ナ タネ種子 を材 料 と して、 発 芽 力低

下 に 伴 う種 子 の生 理 ・生 化学 的変化 を調 べ 、.簡便 な種子 活 力検 定 法 の開 発 をはか ろ

うと した もので あ る。 そ の結果 、 活 力 の低 下 した種 子 を水 に浸 漬 す る と種子 外 に糖

な どの可溶 性物 質 を溶 出す る ことが 分 か った。 この現 象 を利 用 して種子 溶 出物 中 の

糖 を簡 便 な方 法 で定:量す る こ とに よ り、 種 子 の活 力検 定 が可 能 とな り、 これ を 「種

子 溶 出物 法 」 と名 付 け た。 以 下 にそ の方 法 を提 唱 す るに至 っ た経 過 とそ の 方法 の概

要 を記 す 。

L種 子 の活力検 定に関す る既往 の研究

発芽 試 験 に よ らない 種 子 の活 力検 定 法 と して既 往 の代 表 的 な方 法 のい くつ かに つ

い て概 観 した。 現在 よ く使 われ てい る テ トラゾ リウム法 、電 気 伝 導 度 法 な どに も一

長一 短 が あ る。 と くに ア ブ ラナ科 種 子 の よ うな小粒 種 子 に適 用 で きる方 法 が 見当 た
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らない た め、 ナ タネ 種子 を材 料 と して新 しい 方 法 の確 立 を試 み る必 要 が あ る。

皿。 発芽 力低下に伴 う種子中の可溶性成分の変化

種 子 中 の可溶 性成 分 が発 芽 力 の低 下 に伴 っ て どの よ うに変 化 す る か を、 ア ミノ酸

類 と糖 類 に つい てペ ー パ ーク ロマ トグ ラ フィ ーに よって 調べ 、 さ らに糖 類 の変 化 を

ガス ク ロマ トグ ラフ ィー に よって定 量 的 に調 べ た。 そ の結 果 、1)乾 燥 種子 中 に含

まれ る これ ら成 分 と種 子 の活 力 との問 には 明 瞭 な関係 が認 め られ な か った。2)活

力 の低 下 した種 子 を水 に 浸漬 す る と、 ア ミノ酸類 や糖 類 が 種 子外 に溶 出 した(図1)。

5)活 力 の高 い種 子 では 、 吸 水後 シ ・糖 が 〔加 水 分解 酵 素(イ ンベ ル ター ゼ)に ょ

って(?)〕 加 水分 解 さ れ、 生 じた単 糖 が 直 ちに代 謝 され る ため 、 み かけ 上は 種子 中 の

シ ョ糖 の減 少 の み が 著 し ぐ、 単糖 の蓄 積 や 種 子外 へ の溶 出が ほ とん ど認 め られ な か

発芽 力の高い種子

FGSMRSt

ofli8

レ巫
i=

ぐ一 展開方向

乾燥種子

発芽力のない種 子

FGSMRSt

。 ⑨④ ・9●

レ

吸水種子
㊤㊥⑱ ・噌

i

酬 物[=亟 〔亘コ
展開方向

図1発 芽力の異 なるナタネ種子 の糖組成

乾燥種子、吸水種子お よび溶 出物中の糖 のペーパークロマ トグラム

展開溶媒:n一 ブタノール、酢酸、 水(4:1:2)、3重 展開。

検出試 薬:還 元糖 にはアンモニア性硝酸銀 、ケ トー冬にはレゾルシ ンの1%

エタ ノール溶液。

1)種 子 を滅菌後、30℃ で24時 間浸漬 した。

F:果 糖、G:ブ ドウ糖 、S:シ ョ糖、M:マ ル トース、

R:ラ フ ィノース、St:ス タ キオース。
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っ た(図2)。5)活 力 の低 下 した種 子 では 糖 の 消 費が 少 ない た め種 子 外 へ の単 糖

の溶 出が 著 しか った(図2)。4)活 力 の ない 種子 の場 合は 、 図1に み られ る よ う

に単 糖 の み で な く、 少糖 類 も多量 に溶 出 した。

この現 象 を利用 して簡 便 左種子 の活 力検 定 をす るに は 、 次 の4項 目に つい て の確

認 をす る必 要 が あ る と考 えた 。

1)種 子 を水 に 浸漬 した と き、種 子 外 に溶 出す る糖 の量 が 種子 の活 力 と負 の相 関 を

示 す か ど うか 。

2)単 糖 の溶 出に加 水 分 解酵 素が 関 一与 してい るか ど うか。 関与 してい る とすれ ば こ

の酵 素 は種 子 の活 力 とは 無 関係 に活 性 を保 持 してい るか ど うか。

3)活 力の 高 い種 子 は 、加 水 分解 に よって 生 じた単 糖 を直 ちに 代 謝 す るが 、活 力 の

低 い 種 子 は 単糖 を速 か に利 用 で きない 。

4)種 子 中 の糖 が膜(外 被組 織)の 完 全 性 の喪 失 に伴 い 種 子外 に溶 出す る。 この と

き単 糖 は 少糖 よ りも溶 出 し易 い 。

以 上 の うち4)を 除 く1)～3)に つ い ては 次 章 で検 討 す る。4)に つ い ては膜 の性

質 の変 化 に よ る と考 え られ るが、 現 段 階 で そ れ を解 明す る ことは できなかった。 しか

し、現 象 と しては 一般 的 に認 め られ てい る こ となの で、本 研 究 では これ 以上 の追 求

を しな か っ た。

皿.種 子 の発 芽 力 と糖 代謝

1)種 子 の発 芽 力 と溶 出物 中 の糖 の量

種 子 を水 に浸 漬 す る と発 芽 力 の低 い もの ほ ど多量 の糖 を溶 出 す る こ とをア ンス

ロン硫 酸 法 、 糖 試験 紙(ブ ドウ糖検 出紙)を 利用 す る方 法 で確 か め た。 浸漬 時 の

温 度 が高 い ほ ど、 澄 よび浸 漬 時 間 が長 い ほ ど多量 の糖 が溶 出 す る こ とを確 か め た

(図5)。

2)種 子 の発 芽 力 と加 水分 解酵 素

ナ タネ種 子 中 の可溶 性糖 は 主 と して シ ョ糖 な ので、 種 子 の活 力 が低 下 して も種

子 中 の加 水分 解 酵 素 の活 性 が保 持 され てい ない と、 種 子 を水 に浸 漬 した ときブ ド
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図2発 芽力 の異 なる種子 を水に浸漬 した ときの種子

中於 よび溶 出物 中 の糖組成の変 化

糖量 は19種 子当た りのμ.molesで 表 した。S:シ ョ糖 、G:ブ ドウ糖 、

F:果 糖(糖 の定量はTMS化 糖 のガスク ロマ トグ ラフィーになった。)

図 中の折線は、乾燥種子中のシ ョ糖 の分子数 を100と し、浸漬時間の経過

とともに、種子 と溶 出物 中に含 まれる全糖 の変化 をシ ョ糖 の分子数 に換算 し、

百分率 で示 した。
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溶 出物 中の糖の定量

ア ンス ロン硫酸法 によって全糖 を定量した。

各浸漬条件 での溶 出糖量 と発芽率 との相関は、 次の通 りで あった。

チサ ヤナ タネ、1℃ 、24時 間 γ=一e.85甚 芸
ノ

50℃ 、24時 間 γ=一b.ア4苦 甚

ア サ ヒ ナ タ ネ 、1℃ 、24時 間 γ=一 〇.80苦 苦

30℃ 、24時 間 γ=一 〇.96美 苦

30℃ 、6時 間 γ=一 〇.98苦 苦

ウ糖 の溶 出 が起 こ らない こ と もあ り うる。 しか し、 劣 悪 な条 件(50℃ 、 相対 湿

度87%)に18ケ 月 間お か れ、 発芽 力 が 完全 に な くな った種 子 で も、 これ を水

に浸 漬 す る と水 中に ブ ドウ糖 を溶 出す る こ とが確 か め られ た。 しか し、 種 子 を加

熱 処 理(120℃ 、5時 間)に よ って 殺 し水 に 浸漬 す る と、 ブ ドウ糖 を溶 出す る

場 合 と しない場 合 とが あ った(図4)。 これは 加熱 処 理 前 め種 子 含 水 率 に 関係 し、

含 水率 が低 い と きには 加熱 処理 に よっ て加 水 分解 酵 素 が 不活 性 化 さ れ ない ため単
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保.持 時 間 く分)

so

図4乾 燥種子お よび加熱処理(120℃ 、3時 間)

によって発芽力のな くな った種子か らの溶 出物 中

の糖組成(TMS化 糖 のガスクロマ トグラム)

加熱処理 時の種子含水率 に よって、水に浸漬(30℃ で
24時 間)し たときの溶 出物中の糖組 成に差がみ られる

。イノシ ト
ールは
、糖定量の ための内部標準である。

糖 を溶 出す るが、 含 水 率 が8%

以上 だ と加水 分 解 酵 素 が不 活 性

化 され るた め、 単 糖 は 形成 さ れ

ず シ ・糖 のみ が溶 出す る と考 え

れば 説 明で き る。

この こ とか ら単 糖 の溶 出には

加 水 分解 酵 素 が 関 一与 し、 種 子 が

極 端 な高 温 に遭遇 し左い限 り加

水 分解 酵 素 イ ンベ ル ター ゼの活

性 は保 持 され る もの と考 え た。

5)種 子 の発芽 力 と発 芽 準'備期 の

ブ ドウ糖代 謝

吸水 時に、 種 子 に14Cで ラベ

ル した ブ ドウ糖 を与 え、一 定 時

間後 に発 生 した14CO2の 量 か

ら種 子 の ブ ドウ糖 代 謝(酸 化)

速 度 を調 べ た。 活 力 の高い 種 子

は 活 力 の低い 種 子 よ り、 よ り速

くブ ド ウ糖 を酸 化 し(表1)、

そ の酸化 経 路 は 、 解 糖系 よ り も

む しろ五 炭糖 リン酸経 路 で ある

ことを確 か めた(図5)。 これ

は 、 ブ ドウ糖 の1位 の炭 素 と6

位 の炭 素 を14Cで 別 々に ラベ ル

した もの を種 子 に一与え、 一定 時

間後 に重4CO2量 の比 較(C-6/

C-1比)を す る方 法 に よっ た。
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表1活 力 の 異 な る 種 子 の 発 芽 初 期(0～18hr)に 澄 け る

ブ ド ゥ糖_u-14C→14CO2の 代 謝 著

(1970年 産:ア サ ヒ ナ タ ネ)

種子 の発芽力
全CO2放 出量

(mmoles)

14CO
2放 出

(cpm/0.59種 子)

高(91.5%)

低(490%)

な し(0%)

0.1540fO.0250

0.1795ｱ0.0095

0.0770ｱ0.0120

1666.8』 ヒ292.8

855.2172.3

134.4t3.7

芸o.59の 種子 に2認 の水 と1μCiの ブ ドウ糖一u-14Cと を一与え、30℃ で18時 間

incubateし 、 その間に放出されたCO2を0.1NKOHで 吸収 した。塩化バ リウムで沈澱

させ、濾紙上 に集めて乾燥後 ラ虹 一ションカウンター(理 研科学、RSC-2、E-4)で 測定 した。
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図5活 力 の 異 な る 種 子 の 発 芽 初 期 に 於 け る ブ ドウ糖 一1-14Cと ブ ド ウ糖

一6一 玉4Cの14CO2へ .の代 謝 速 度 とC-6/C-1比

1)1970年 産 アサヒナタネ、Aは 乾燥貯蔵種子、発芽率98.7%;Bは 老 化促進処理 によ り

発芽率82.0%と な った種子。

2)0～6時 間の予備 吸水後、19(Bで は500㎎)の 種子を2認(Bで は1π4)の 水 と1μ

Ciの ブ ドウ糖一1-14Cま た はブ ドウ糖一6-14cと ともに30℃ で3時 間振 とう。発生 し

た14CO2を20%KOHで と らえ、 液体 シンチレーシ ョンカウンターによ り測定 した。12

～24時 間予備吸水種子の場 合は
、500彫 の種子 を2磁 の水 と1μCiのRI(ブ ドウ糖)

と ともに上 と同様 に処置 した。
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以 上 の ことか ら、 活 力 の低 下 に伴 っ て種 子 の糖 代 謝 機 能 が低 下 す るた め 、吸 水後

シ ヨ糖 の加水 分 解 に よって 生 ず る単 糖 を 消費 しきれず に 種子 外 に溶 出す る こ と、 ま

た活 力 低 下 の著 しい と きは 膜 の完 全 性 の喪 失 とあい ま っ て、単 糖 のみ な らず 少糖 類

を も溶 出す る も の と判 断 され る(図6)。 溶 出物 中 の糖 の量 、 と くに ブ ドウ糖 の量

は 、 糖試 験 紙 で簡 便 に 検査 され るの で種 子活 力 の 指標 と して 有望 と考 え た。

〔活 力 の低 い種 子 〕

シ ョ糖

畢
ブ ドウ糖

と果 糖

(歳 な 葬)

(搬 黎)

〔活 力 の 高 い種 子 〕

シ ョ糖

リ
ブ ドウ糖

と果 糖

鵜 ノ
。嘉 畢

ブ ドウ糖

と果 糖

(膜 の完全性)

-
-
↓

種子 内

(糖 の 溶 出 り 撫)}…

図6吸 水 時に 澄 け る ナタ・ネ種 子 中 の糖 の動 き

M種 子溶 出物 法 に よ る種 子 の活 力検 定

前章 ま での 結果 を も とに 、 種子 活 力検 定 のた め の 『種 子溶 出物 法(seedexu-

datemethod)』 の提 唱 を行 った。 そ れは1)重 量 法(masstest)と

2)1粒 法(asingleseedtest)の い ず れ か に よる もので 、一 定 重量

(ま たは1粒)の 種 子 に 、そ の重 量 の2倍 量 の 水(ナ タネ 種子1粒 あ た りα02認)
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を加 え 、50℃ で6時 間(ま たは10～24時 間)静 置 し、 テ ス ・テ ー プ(尿 糖 試

験 紙)に よって ブ ドウ糖 の溶 出 の 多少 を検 査 す る もの で あ る(図7、8)。 テス ・

テ ー プ の呈 色 が 、例 えば 黄 ～ 黄緑 色(指 数 で0～ α5)で は 発 芽 力 あ り、 淡 緑色

(1～1.2)で は 発 芽 力 低 下 、 凄 よび 緑 ～ 暗 緑 色(1.5～4.0)で は 発 芽 力 な し と

判 定 さ れ る。

種子19

善
晶

r

翻

消毒後
水洗する

水2膨

30ｰC

5～60寺1質1

竃

一

糖試験紙

/　 一1

麟

よ く振 って

試験紙をつ ける

□匿協 翻■
0ユ234

標 準 色

標準色と比較する

図7種 子溶 出物法(重 量 法)

糖試験紙(テ ス ・テープ)の 呈色程度 によって種子の活力が分か る。

ブ ドウ糖 の溶 出が多い とテス 。テープは緑色～濃緑色(指 数t5～4)

に な り、種子は発芽力な し、 ブ ドウ糖 の溶 出が少ないとテス ・テ ープは

もとの色(黄)の ままか、黄緑色(0.2～0.5)で 、 発芽 力あ りと判定 で

で きる。 その 中間(α7～1.2)で は、発芽力が低下 している。

図8種 子溶 出物法

(ナ タネ種子 1粒 法)

径12α πのシ ャーレ㈹ の底に水 を入 れ炉紙

を敷 き、その上 に径9㎝ の プラスチ ックまた

は陶器製の検定板(B)を置 く。検定板上には小

さな穴(径5㎜ 、深 さ3伽)が ある。その 中

に滅菌 した種子1粒 と水0.02磁 を入れ、 シ

ャーレのフタをして30℃ の恒温器 に10～

24時 間お く。

テス 。テー プの小片(D)で各種子 の溶出物 中の

ブ ドウ糖の検査 をし、標準色(C)と比較 し、種

子の活力を判定す る。
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種子溶出物法 に よると、従来 のテ トラゾリウム法 や電気伝導度法に比 べて、 より

少量 の種 子で しか も簡便迅速に種子の活力検定 がで きた。また、種子溶 出物法 を実

際に農業技術研究所種子貯蔵管理 室に保 存 されてい る育種材料、 同遺伝第2研 究室

に保存 中の試験材料に適用 した ところ、ほy満 足 し うる結果 が得 られた。 とくに採

種後 の活力検定結果か ら、その後 の貯 蔵性の予測 も可能 なことが分かった。

V.種 子溶 出物法の他作物種子 への応用

種 子溶 出物 法 を数 種 の野 菜種子 澄 よ び 禾穀 類 種 子 に応用 しよ うと した が、 ア ブ ラ

ナ科 澄 よび マ メ科種 子 外 には 適 用 で き なか った。 この理 由は 不 明 で あ るが 、種 子 の

外 被 組 織 の違 い な どに よる もの と考 え られ る。

ウ リ科 、 ナ ス科 於 よび 禾穀類 種 子 を一 定時 間吸 水 させ 、胚 ま たは 胚 軸 を露 出 して

そ の部 分 の ブ ドウ糖 量 をテ ス ・テ ー プに よ り檎 査 す る と、活 力 の低 い種 子 では ブ ド

ウ糖 が よ り多 く含 まれ てい た。 これは 、 胚 に よる ブ ドウ糖 利 用 率 の低 下 に よる もの

と考 え 、 「胚 の ブ ドウ糖 検 査(embryoglucosetest)」 と称 し、 種 子 の活 力

検 定 法 として 有望 で あ ろ うと述 べ た 。

M.結 論

本 研 究 で提 唱 した 「種子 溶 出物 法 」は 、1)ナ タネ の よ うな小粒 種子 に適 用 で き、

2)糖 試 験紙 に よる簡便 な方法 で、5)短 時 間 に しか も 諮)種 子1粒 で も検 査 で

きるほ どの鋭 敏 さで、 か つ 、5)発 芽 力が低 下 し始 め る極 く初 め の兆 候(ブ ドウ糖

の溶 出)を もと らえ うる な どの特 徴 を もつ もので あ る。 種子 溶 出物 法は 、原理 的 に

は種 子 の活 力 と ぐに発 芽 準 備期 の糖 代 謝 活 性 、 澄 よび膜 の完 全性 を反映 してい る も

の と考 え られ る。本 法 は 従 来 の他 の活 力 検 定 法 の欠 点 を補 い 、 アブ ラナ科 種子 な ど

'に 十分 適 用 で きる もの で あ る
。

ま た、 遺 伝 子 源 の長 期 保 存技 術 の一 環 と して本 法 の よ うな簡 便 。迅速 な方法 が果

す役 割 につ い て 考 察 す る と、1)ま ず少 量 の試料 で保 存 前 に 活 力検 定 を 行 うこ とに

より、 そ れ以 後 の貯蔵 性(あ るい は 寿 命)の 予測 が 可能 とな る こ と、2)そ の結 果
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を基に、保存 中計画的に活 力検定 を行 い活 力低下Q兆 しが謬 め られた材料につい て

は、適宜再採種 を行い遺 伝子源 の喪 失 を未然 に防 ぐことが可能 となる。 しか も、再

採種 の回数 を最少限に止 め ることがで きるので、遺伝 的変更や人為的過誤 を も最:少

限に止 め ることが できる もの と期待 され る。
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審 査 結 果 の 要 旨

著者は,ナ タネを材料として,発 芽力の低下 した種子を水に浸漬すると種子外に糖類,ア ミノ酸類

など可溶性物質が溶出する現象を認め,こ のうち特に糖類の溶出現象について研究を進め,(1熔 出量

には温度,時 間が関係するが 、発芽力の低いものほど多量の糖を溶出すること.(2)ブ ドウ糖など単糖

の溶出にはシヨ糖を加水分解するインベルターゼの活性が保存 されていることが必要であるが,種 子

が極端な高温に遭遇しな:い限 りこの酵素の活性が保存されること,ま た加熱処理(120℃,3時 間)

による不活性化は種子含水率8%以 上で起り,含 水率が低いときには起らないこと,(3)活力の高い種

子は浸水下で速くブ ドウ糖を酸化し,そ の酸化経路は主に五炭糖 リソ酸経路であること,一 方活力の

低下に伴って糖代謝機能が低下 し単糖を消費しきれず種子外に溶出すること.な どをそれぞれ適切な

生理学的 ・生化学的手法によって確かめている。なお,膜 の性質変化の実態については追求していな

いが,著 老は糖の溶出には膜(外 被組織)の 完全性の喪失も関係していると推定している。

以上の研究結果を基に,著 者はブドウ糖の溶出量をテス ・テープ(尿 糖試験紙)で 検査して,種 子

の活力を検定する方法,著 者が 「種子溶出物法」と名づけた簡便で鋭敏な新しい種子活力検定法を開

発した。また,他 作物種子に対す る応用について も検討し,「 胚のブドウ糖検査」の可能性をも指摘

している。

近年有用遺伝子源の保存などを目的として種子の長期保存が行なわれているが,そ れに関連して少

量の試料で簡便鋭敏に種子活力低下を予測す る方法の確立が望まれている。

本論文は,種 子の活力低下と糖代謝活性の変化との関係を追究して新知見を加え,そ れに基づいて,

簡便鋭敏な新しい種子活力検定法を考案し提唱したものであり,著 者に農学博士の学位を授与してし

かるべきものと認めた。
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