
セイヨウナシの新梢における拡散性インドール-3-酢酸(IAA)の分析
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要約　本研究は、セイヨウナシヤルゲリットマリーラ’ピルレクチゴの新梢における拡散性1蛤を測定し．

水挿し法における新梢の切断面の更新の効果を調べた。拡散性IAAは蛍光検出器を接続したHPLCにより定量し

た。新梢の拡散性IAAは季節で変化した。新梢における拡散性1AAの量は、5月30日と9月23口にそれぞれL8、
⑪．2pm醐hour／g　FWであうた。5月3⑪日の新梢当たりの流出量は、9月23日の9倍であった。対照区の新」梢、技IX、

葉区の拡散性IAAの割合は水挿し後24時間で3：2：1で、枝区＋葉区の拡散性1AA放出量の館は対照区の新梢
の拡散性IAA意に一致Lた。拡散性IAAの全流出量の約論％は、葉に由来することが示唆された．水挿しにおける

新梢の切断面の更新により流出量の低下は抑制され、切断面の更新が有効であることを示したe

キーワード：拡散tk　IAA、　IPA、　HPLC、新梢、セイヨウナシ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　緒　　　言

　木本植物における勇定は、樹木の休眠期に行なわれる17－IB・zaas，。果樹では、休眠期に行なわれる冬季抑定と新

梢琉長期に行う夏季醇定がある17・IS・ve’。冬季舅定は、樹形の整形、枝葉と結果の均衡、隔年結果を防ぐことであ

る17・・19・n）。夏季勢定は、受光の均一化・徒長枝の除去・結果枝の成長や結果の促進を目的として行なわれるlt・13’：7）e

夏季勇定は、冬季勇定に比べ樹勢衰弱効果が大きく、樹木の負担が大きい1〒’18’n’。その特性を生かし、わい化栽

培が行なわれているU）。しかし、成枝や成葉の勢定は、樹勢の衰弱を導くために慎重に行わなければならな

い17・±i・nes）。

　落葉果樹における植物ホルモンの研究は、植物成長調節物質の施与試験が精力的に行われ、特に、花芽の着

生に関する試験がなされていた9｝e以前に、リンゴ21）やニホンナシ3・4’5’f「』Vにおいて報告がなされた。しかし、

植物ホルモンと新梢成長の開係は、過去に報告が少なく、成長のメカニズムは十分には理解されていない。M

梢成長は、芽生えで得られた結果から推察される場合が多い。また、勇定技術と櫨物ホルモンに関する報告も

少ない。多くの抑定技術は、先人の試行錯誤により経験的に使われた。そのため、樹勢衰弱．枝葉と結果の不

均衡、隔年結果を引き起こす場合がある．舅定は、豊富な経験が要求され、果樹の栽培管理の中で最も重要な

技術とされているL7’ienl。

　本研究は、木本植物と植物ホルモンの璃係を明らかにすることを目的として．セイヨウナシの新梢を用いて

拡散性IA　Aを定量した。また、新梢の葉の有無と拡散性1AAの関係および切断面の更新の効果を試験した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　材料および方法

1．植物材料
　実験ユと2では新潟大学農学部圃場にて植栽されているセイヨウナシ‘マルゲリットマリーデの新梢、実験

3では知野氏噺潟県加茂市）の圃場で栽培されているセイヨウナシ’ルレクチエ‘の新梢を使用したb樹齢は・

約12～15年の樹を選抜して使用した。

2．採取方法
　｛i）実験1Cマルゲリットマリーラ’の新梢における拡散性三AAの定量）

　実験は新梢成長期である200G年5月31日に実施した。30cm以上の新梢を、4本の樹木から各1本ずっ、計4
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本を選抜した。それぞれの新梢は、葉を残したまま頂芽から20cmの位置で切断した。その後、速やかに植物材

料の新梢の重さと切断面を計測した。新梢の調整終了後、切断面の不純物を除去するために蒸留水に水挿しし

た（5分間）。その後、蒸留水を捨て、新しい蒸留水をビーカー一に50ml注ぎ、水挿しにしてインキュベーターに

入れた。インキュベーターは、温度25℃、照度は約5000Lux、24時間照明に設定した。蒸留水の採取は、24時間

後に行った。採取した蒸留水は、植物ホルモンの抽出・精製まで冷凍保存した。

　②実験2仁マルゲリットマリーデの新梢における葉の有無による拡散性IAAの分析）

　実験は新梢の第二次伸長が停止した2000年9月23日に実施したe試験区は、葉を全て取り除いた枝（Branch

区）、枝区についていた全葉（Leaf区）、対照区として葉が付いた新梢（Shoot区）の3区を設定した。30cm以

上の新梢を4本の樹から各5本ずっ計20本を無作為に選び、印を付けた。枝区は、］0本の新梢を使用し、葉を

全て取り除き、頂芽から20cmの位置で切断した（Fig．1）。葉区は、枝区で除去した全葉を利用した。文寸照区とし

て、葉を付けたままの10本の新梢を20cmに調整した。その後、速やかに枝と葉の重さと切断面を計測した。枝

の調整終了後の処理とインキュベーターの設定は、実験1と同様に行った。蒸留水の採取は、24・48・72・96

時間後に行い、分析まで冷凍保存した。

　③実験3Cルレクチエ’の新梢における切断面の更新の効果）

　実験は、新梢の第二次伸長が停止した2001年9月23日に実施したe試験区は、蒸留水の採取時に切断面を更

新した新梢とそのままの新梢の2区を設定した。30cm以上の新梢を10本の樹から各2本ずつ計20本を無作為

に選び、印を付けた。各試験区に10本の新梢を使用し、蒸散を防ぐために葉を全て取り除き、頂i芽から20cmの

位置で切断した。その後の処理は、実験1・2と同様に行った。蒸留水の採取と切断面の厚さ約2mmの切除

は、6・12・18・24時間後に行った。

3．抽出・精製

　過去に児島らによって報告されたホルモン分析の抽出・精製法を参考にした11・］ZL3・IJLLS）。各サンプルに、内部標

準として適量のインドールプロピオン酸（IPA）を添加した。0．2μrnのメンプレンフィルターでろ過後、ロータ

リーエバボレーターで50m1程度に減圧濃縮した。濃縮した蒸留水（水層）を再度ろ過し、希塩酸を使用してpH

2，8に調整した。その後、水層と等量のジエチルエーテルで分配抽出を2回した。回収したジエチルエーテル層

は、ロータリーエバボレーターで減圧濃縮したeその後、残渣を50％メタノールで3回溶かし、試験管に集めたe

4．分析

　分析は、児島ら拡散性IAAの分析の報告を参考にしたLl・lz］“・ti］。　IAAの定量は、高速液体クロマトグラフィー

（HPLC）と蛍光検出器（L－7480；HITACHI）を用いて行った。カラムは、　Inertsil　ODS－3（511　m，　6．0　1．D．　x　250

mm；GL　Sciences　lnc）を使用した。溶離液は、30％と40％メタノール（÷20mM酢酸）に設定したII・lz・1“・15］。

一／

Shoot Braneh

Fig．1．　Method　of　irnmersing　in　water

結果および考察

Leaf

　実験1で使用した切片の重さと切断面の大きさをTable　1に示す。セイヨウナシ’マルゲリットマリーラ’

の新梢における拡散性IAAの定量の結果、5月下旬の新梢の拡散性IAAの量は、24時間後に118　pmoVshootを

検出した。拡散性IAAは、時間あたりの流出量は4．9　pmeYhour／shootであり、生重量あたりの流出量は1．8

pmoVhour／g　FWであった。
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Table五．　V副ues　of　fresh　weight　and　cut　surface　of　plant　material　from

　　　　shoots　of　pear‘Marguerite　Marillat’

Fresh　weight Cut　surface　of　shoot

　　　　　　　　Diameter　　Area　size
9　　　　9／shoot
　　　　　　　（mm／sheot）（mm2／shooO

Experiment　l　Shoot

Expeliment　2　Shoot

　　　　　　Branch

　　　　　　　Leaf

11．0

88．7

52．5

42．2

2．8±O．2

8．9±0．7

5．6±e．S

4．2±O．3

4．7±0．1

5．5±O．3

5．6±0．3

68．1±3．8

95．3±9．4

99．0±92

Values　are　means±S．E（n＝4）in　Experiment　l　and±S．E（n＝10）in　Ex－

periment　2．

　実験2のセイヨウナシ’マルゲリットマリーデの新梢おける葉の有無による拡散性IAAの測定結果をTa－

ble　1、　Fig．2とFig．3に示した。新梢（20cm）あたりの葉数は、　Leaf区が9．7±05枚／切片であり、　Shoot区も

ほぼ同じであった（データなし）。拡散性IAAの流出量は、　Shoot区は陸、　Branch区は［｝、　Leaf区は▲で示し

た（Fig．2）。9月下旬の新梢おける拡散性IAAの時間あたりの流出丑は、　Contro1区（1．8　pmolAhour／shoot）、

Branch区（1．2）、　Leaf区（O．4）の順であった（Fig．2）。拡散性IAAの流出量は、　Shoot区とBranch区はO　・一　24

時間で高い値を示し、24時間後に著しく減少した。以前の報告で、芽生えにおけるIAAの輸送速度は約1

cm／hourであることが示された。木本植物の輸送速度が同程度であれば、本実験で使用した20cmの新梢の頂芽

で生合成されたIAAは、20時間後に切断面に到達することになる。また、新梢を樹上から切断し、頂部におけ

るIAAの生合成が停止した場合は、20時間後に枯渇することになる。　Leaf区は、他区に比べ放出量が少量で

あったが、72時間までほぼ同量が検出されたe枝は工AAや同化物の輸送器官であるが、葉は光合成器官であり

エネルギー源の供給が可能である。拡散性IAAの流出量の経時変化による減少は、各器官の役割の違いにより

生じたと考えられるeまた、以前に、オーキシンの生合成や輸送にエチレンが関与しているとの報告があ

り19・ee）、植物材料から生成されるエチレンにより阻害されたかもしれない］G・19）。今後、拡散性IAAの流出とエチ

レンの関係を明らかにするためにも、エチレンの測定が必要である。

　拡散性IAAの積算値をFig．3に示し、Branch区とLeaf区の積算値の和を成で表した。　Shoot区とBranch区

の拡散性工AAの積算値は、24時間後から96時間後までほほ同じ傾向を示し、増加しなかった。　Leaf区のIAA

量は、96時間後まで増加しBranch区と同程度になった。拡散性1AAの積算値の割合は、24時間後の測定結果

で約3：2：1（Shoot区：Branch区：Leaf区）であった。また、　Branch区とLeaf区の拡散性IAA量の和と

Shoot区の拡散性IAA量の積算値は、48時間後までほぼ同レベルであった（Fig．　3）。これらの結果は、拡散性

IAAの全流出量の約30％が葉で生合成されたIAAに依存することを示している。よって、新梢の成熟葉はs

IAAの重要な生合成器官であると考えられる1’M。

　5月下旬と9月下旬のセイヨウナシ’マルゲリットマリーヲの新梢を比較すると、20c狙あたりの生重量は約

8倍に成長した（Table　1）。実験1と実験2のShoot区を比較した場合、拡散性IAAの時間あたりの流出量は・

5月下旬（4．9　pmolAhour／shoot）は9月下旬（1．8）の2．7倍であった。（Table　1、　Fig・2）。24時間後の拡散性IAA

の積算値も、5月下旬（117　pmol／shoot）は9月下旬（438）の約2．7倍であり・時間あたりの流出量と同様の結果

であった。さらに、生重量あたりの拡散性1AAの流出堂は、5月下旬（1・8　pmoVhour／9　FW）は9月下旬（02）

の9倍であった。拡散性IAAの流出量の差から、新梢におけるIAAの生合成は・栄養蓄積期の9月下旬より

新梢成長期の5月下旬において活発であるとことが示唆される。

　実験3のセイヨウナシ’ルレクチエ’の新梢における切断面の更新の効果の結果をFig・　4に示した。9月下旬

の・ルレクチエ’の新梢を使用し、拡散性IAAを測定した。各区の新鮮重は・Table　2に示した。拡散性1AA

の6時間後の時間あたりの流出量は、Control区で2．O　pmo1／hour／shoot・Cut（切断面の更新）区で2・2であり・ほ

ぼ同様の結果であった。しかし、24時間後の拡散性IAAの時間あたりの流出量は・Controi区でO・5

pmol／hour／shoot、　Cut（切断面の更新）区で1．6であり、約3倍の差が生じた。拡散性IAA量の積算値はh　24時
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Fig．3．　Changes　in　accumulative　value　of　diffusible

IAA　in　shoot　of　pear‘Marguerite　Marillat’（2000，

Sep）．　Values　of’Branch＋Leaf’（囚）were　calculated　by

adding　values　of　‘Branch’to　values　of‘Leaf’．

間後にCentrol区で30pmol／shoot、　Cut区で47あり、　Cut区はControlの区1．5倍であった。この結果は、切断面

の更新が有効であることを示している。拡散性IAAの流出量は、両処理区で18時間後に減少したが、　Cut区の

拡散性IAAの流出量はControl区より高い値を示した。この原因は、切断面の老化の影響であり、更新によっ

て低減されると考えられる。しかし、12時聞後以降の切断面の更新は、拡散性IAAの流出量の減少を避けるこ

とはできない。それは、組織・器官自体の劣化や他の要因の影響かもしれない。

　今日において、拡散性IAAの報告は抽出性IAAの報告に比べて少ない。また、草本性植物を利用した拡散

性IAAの報告嘔ハよりも、木本性植物の報告7’16」が少ない。本研究は、木本性植物の新梢を利用し、新梢成長

期と養分蓄積期の新梢における拡散性IAAの動向と新梢の各器官における拡散性1AAの流出量の割合を示し

た。しかし、夏季勇定を改良するためには情報が不足している。例えば、IAAと拮抗作用を持つサイトカイニ

ンの動向、拡散性IAAと新梢成長の関係．季節変化における拡散性IAAの動向などの試験が必要である・整

枝・募定の基礎的技術は、植物ホルモンと植物生長の解明により、機構の解明や改良が可能となると考えられ

るeまた、本研究は、拡散性IAAの定量法である水挿し法を切断面の更新技術により改善した。この改善で・

より無傷植物に近い値の算出ができると考えられる。

Table　2．　Values　of　fresh　weight　and　cut　surface　of　plant

　　　　material　in　Experiment　3．

Fresh　weight Cut　surface　of　shoot

9 9／sheot
Diameter　　Area　size

（mm／sh・ot）（Mm2／sho。t）

Control　　26．5　　　2．7±⑪、2　　　4．0±0．2

　Cut　　　　25．3　　　2．5±O．1　　　3．8±0．1

492±3．9

45．4±2．4

Values　are　means±S．E（n＝10），
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知野・児島：セイヨウナシの新梢の拡散性IAA

Analysis of Diffusible Indole-3-acetic acid (IAA) in Shoots of Pear

ShujiCHINO and KiyohideKOJIMA

（Received　Dec．29，2003）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　　　ln　this　study，　diffusible　Indole－3－acetic　acid（IAA）in　shoots　of　pear’Marguerite　Marillaピand‘Le　Lectie「’wa5

measured　and　th鵯脆ct　of　renewal　of　cut　surface　of　a　shoot　iパm柚。d。f　immersing　in　water’was　examined，

Diffusible　IAA　was　estirnated　by　high－performance　liquid　chromatography（HPLC）connLicted　with　a皿uor鮎cence

detector．　Amount　of　diffusible　LAA　in　shoets　changed　in　the　season．　Amount　of　diff皿sibie　IAA　in　sho‘）ts　were

estimated　1．8　and　O2　pmol／hロurtg　FW　on　May，30　a皿d　Sep，23．　resp㏄tively．　The　amount　of　diffusible　IAA　fTom

shoots　on　May　30　was　nine　times　as　that　on　Sep　23．　Ratio　ef　Ameunts　of　diffustble　IAA　in　shoots　ef　’Shoot’，’Branch’

and’Leaf　became　3：2：1爬spectively　during　24　hour　after　immersing　in　water．　The　o凹tfiow　arneunt　of　diffusible　IAA

in　’Branch＋Leaf　was　agreed　with　that　of　outfiosv　of　diffu5ible！AA　in’Shooピ（control）．　It　is　suggested　that　at）out　30

％of　total　outflow　anユount　of　diffusib1“AA　from　20　cm　long　＄hoot　may　depend　on　］eaves．　Decline　of　out．fiow　amount

of　diffusible　IAA　in’method　of　immersing　in　water’was　supp爬ssed　by　renewal　on　cut　surface　ot　shoot，　and　il　show｛対

validity　of　the　technique．

Key　words：diffusib］e　lndole・3・acetic　acid，　lndole・prepionic　acid，　HPLc，　shoot，　pear
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