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Abstract

　 Fer　IIPLC 　anaiysis 　ofsolubLe 　carbohydrate 　cencentration 　in　petals、　a　silnple　and 　rapidextraction 　method 　using 　a　ccntrihlga 【

filter　device　was 　developcd．　Rosc ‘Sonia’petals　were 　placed　in　a　centrifugal 　nlter　dcvice，廿ozen 　in　liqujd　nitrogen 跚 d
contrifUged ．　The 　resulting 　leached　fluid　was し1sed　as　a　solublc 　carbohydrale 　sample 　fbr　H 　PLC 　analysis ．　The　alnount 　ofloached

fluid　increased　widl 　thc　increas｛ng 　duration　ofeentrifugation ，　but　reaohed 　a　platcau　after　centri 飢galjon負）r　30　min ．　When
so ］uble 　carboltydrate 　composition 　of 　fiuid　obtaincd 廿om 　thls　method 　was 　c  mpared 　with 　that丘om 　a　convcntional 　extractjon

method 　using 　hot　edlanol ，　there　was 　no 　sjgηi伽 ant　dif五erence 　between　thc 眠vo 　methods ．　When 　leached恥 id　was 　held　at 　room

temperature ，　its　sucr   se　concentration 　decreased．　with 　timc，　but　this　decrease“・as　suppressed 　when 　the　fluid　was 　stored 　at　4°C ．
This　suggests 　that　solublecarbohydrate 　samp 】es　prepared　by 血is　method 　sheuld 　be　stored 　at　a　］oW 　temperature　and 　analyzed 　as

soon 　a叩 ossible ，　Soluble　carbohydrate 　sa皿 plcs　were 　extracted 　frorn　rose ‘Madele血e
’
，
らNew 　BridaP，

‘Rotc　Rose’，
‘Satum’，

carnations ，　Eust θ ma 　and 　O．cypetalum　petals　using 血is　methed 　and 　thc　compesitions 　ofthese 　samp 】es　were 　compared 　with 　thosc

Qbtained 　by　the　conventional 　lncthod ．　There 　were 　no 　marked 　differences　between血 e　two 　methods ．　These　resu ］ts　suggestedthat

血 eextraction 　method 　usjng 　a　 centrifugal 　filter　device　is　a　simple 　and 　rapjd 　method 　of　detem］．ining　 soluble 　 carbohydratc

concentrations 血 the　petals　ofvarious 　flowers．
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緒　　言

　葉 で 光 合 成 に よ っ て 生 成 され た 糖 質 は 植物体 の 各器 官に

転 流 し，一部 は 花 弁 に 蓄 積 す る．花 弁 に 蓄 積 され た 糖質は

呼 吸 基 質 と して 細胞 を維持す る た め に 代謝 され る だ けで な

く，花 弁 の 展 開 時 に 細 胞 壁 合 成 基 質や 浸thffi調節物質 と し

て も働 い て い る と考 え られ て い る （HaleVy・Mayak ，1979）．

また，切 り花 で は，生 け水 に 添 加 した 糖質 は 呼 吸基 質や 細

胞 の 膨 圧維持 に 働 き，老 化 を遅 らせ るだ け で な く細胞 の 肥

大 を 促進 し 花 を 大 き くす る 効 果 を もつ （Halevy・Mayak ，
1979 ；Ichimura ら，2003 ）．し た が っ て，花 弁 の 糖 質 の 消長

を 分析 す る こ と は，花 持 ちだ け で な く花 弁 展 開 の 機 構 を研

究 す る Eで も重 要 で あ る．

　花弁 で は 展 開 に と も な い 細 胞 が 肥 大 す る 過程 で ，浸透 圧

2005 年 8 月 8 日　 受 1・j．2006 年 4 月 18 日　 受理．
本 報告の

一
部は 平成 17年度園芸学 会春季 k会に お い て 発表 した．

＊Corresponding　au しho鷲 E−mail ：ichimu＠ a．tftc．go、iP

調 節物質 の 蓄 積 が 必 要 で あ る こ と が 示 唆 さ れ て い る

（Bielesld，1993；Evan5 ・Reid ，　1988 ）．した が っ て ，糖 質 が 浸

透圧調節 に ど の 程度寄与 し て い る か を論 議 す る に は ，花 弁

中の 糖質濃度 を 測 定 す る こ と が 必 要で あ る．精質 の 定 性 ・

定量 に は高速液休 ク ロ マ b グ ラ 7
イ
ー （HPLC ）が 重用 さ

れて い る．ま た，花弁か ら の 糖賀抽 出法 と して は熱 エ タ ノ ー

ル を用 い る方法が一
般的で ある 〔Doi ら，2000；lchimuraら，

1997；小山ら，1995；山根ら，1991 ） が，操作 が 煩雑 で 抽 出

を 完 rす る ま で に 長時間を必 要 とす る．ま た，次の 理 巾か

ら 熱エ タ ノ
ー

ル を 用 い る 抽 出法 は 花弁 に お け る 糖 質 の 浸透

圧 調節効果 を 論議す る 場合 に は 適当で な い と 考 え られ る．

す な わ ち 内部標準を 添加す る こ と で
， 精製過程 の 糖質 の 損

失を考慮せ ず に 糖質含量を 算 出す る こ と が で きる （lchimura

ら，1999；ill根 ら，1991）が，花弁中の 糖質 と内部標準 と し

て 添加 し た 糖質が 等 し く抽出 され て い る とい う確証 は な

い ，さ らに，こ の 方法で 柚出し た 分析結果 は細胞壁 な ど不

溶性 の 物質を 含む 新鮮重あた りの 糖質含量 で 表示す る こ と

に な る．
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　一方，細胞 の 浸透 ポ テ ン シ ャ ル を 測 定 す る際 に は，液体

窒素 で 組織 を 凍結後，遠 心 分 離 に よ り回 収 した 細 胞 液 を用

い る （SakUrai　’　Kuraishi，1988 ）．こ の 方法 で 抽 出 され た 細胞

液中の 糖質濃 度 を 測 定 す る こ と に よ り，糖質 が浸透 圧 調節

に どの 程 度 寄与 して い るか を 明 らか に す る こ とが 可 能 と考

え られ る．しか し，糖 質組成 は抽 出過 程 で 変化 しや す い た

め ，抽 出 条 件 を 検討 す る こ とが 必 要で あ る．そ こ で 数種類

の 花 ぎを 用 い て ，花 弁中 の 糖質 を モ ル 濃度 で 表示 す るた め

の 簡 易 か つ 迅 速 な抽 出 方 法 の 確 立 を試 み た．

材料 および方法

供試材料

　バ ラ　
‘
ソ ニ ア

’
は，外 側 の 花 弁が剣 弁状 に な る程 度に 展 開

した段 階 の もの ，
‘
マ ド レ ーズ ，

‘
ニ ューブ ラ イダ ル

’
，
‘
ロ ー

テ ロ
ーぜ 　お よび

‘

サ タ ーゾ　は が く片が ほ ぼ水 平 に 開き，

花 弁の 着色 が 見 られ る 段階 の もの を供試 した ．こ れ らは 茨城

県 麻生 町 内 の 生産者 よ り入 手 した ．また，農研機構花き研究

所 ガ ラ ス 室 で 栽 培 した カ ーネーシ ョ ン
‘
バ ーバ デ ，トル コ ギ

キ ョ ウ
‘
あ すか の 波

’
，オ キ シ ペ タ ル ム （Ox）petalum　caeruleum

Decne．） の 開花直後の 小 花の 花弁 を供 試 材料 と した，

糖質抽出方法

　花弁 か ら の 糖質 の 抽 出 に は，筆 者 ら の 簡 易 迅 速 法 と

Ichimuraら （1997） に よ る方 法 （常法 ） とを用 い た．簡 易

迅 速 法は ，花弁 を 5mm 角程 度 に 切 り，遠 心 式 ろ過 ユ ニ
ヅ

ト （ウ ル ト ラ フ リ
ーMC ，フ ィ ル タ ー孔 径 O．45　pm ，口本 ミ

リポ ア 製）に 入 れ 液体窒 素 で 凍結 し た 後 12，00e × g，4°C で

遠 心 分 離 し た 液 を 蒸留 水 で lmL に 定 容 す る 抽 出 法 で あ る

（第 1図 ）．本 研 究 で は 特 に 断 ら ない 限 り，新 鮮 重 約 0，2g の

花弁 を用 い た．

　 バ ラ
‘
ソ ニ ア

’
，カ ーネー

シ ョ ン ，ト ル コ ギ キ ョ ウ お よ び

オ キ シ ペ タ ル ム の 花弁 を 供試 し，遠心 時間を 10〜60 分 と

し た と きの 抽出液量 を 調べ た．こ の 実験に お い て ，バ ラ 以

外 の 花きで は 新鮮重 0．lg の 花弁 を供 試 し た．ま た，バ ラ

墨

花弁を 5mm 角に切 る

↓

遠 心式ろ過ユ ニ ソトに入れ液体窒 素で 凍結

↓

12000Xg ，4℃ で 遠心 分離

↓

蒸 留水で 1ml、に定容

↓

ilPLC で分 析

第 1 図 花弁 の 糖質 濃度 を HPLC で 分 析す るた め の 簡 易 迅速

　 　 抽 出法

‘
ソ ニ プ 花弁を 供試 し，遠心 時間 30 分で 得 ら れ た 抽出液

を 4°C お よ び 20°C で 1，2 お よ び 3 時間保持 し た と きの 糖

質組成 の 変動 を 調べ た ．さ ら に ，バ ラ　
‘
ソ ニ ア

’
花弁を 液

体窒素 で 凍結後 ，
30 分間常温 で 放置 した 試料と，冷凍庫

（−4°C）で 1時間保持 した 後，30 分間遠心 して 採取 し た 試

料 の 糖質組成 を調べ た．遠心 前 の 花弁の 保存性を検討する

た め，バ ラ 　
‘
ソ ニ プ 花弁を フ ィ ル タ

ー
ユ ニ

ッ トに 入 れ液

体窒素 で 凍結 した後，直ち に 遠 心 した 抽出液，30 分間常温

に 放 置 。解凍 して 遠 心 分 離 し た 抽出 液，な ら び に 1 時間冷

凍庫内で 保存 し て か ら遠心 分離 し た 抽出 液の 糖質濃度を 比

較 した．

　常法 で は 花弁 を 80％ エ タ ノ ール に 浸漬 し 75°C で 20 分間

加 熱 した後，内部標準 と して 10％ ソ ル ビ ト
ー

ル を 25 μL 加

え ホ モ ジ ナ イ ズ した．3
，
000 ・ g で 5 分間遠心 した 後，上 澄

み を乾固 し蒸留水 lmL を 加え，溶解 した．試料 に よ っ て は

試料前処理 用固相抽出カ ラ ム （Sep −Pak 　Plus　C18 カ
ー

ト リ ッ

ジ，Waters 製）で 精製 し，再度乾固 し た 後 lmL の 蒸留水で

溶 解 した．溶 解 した 試料 は メ ン ブ レ ン フ ィ ル タ
ー

（DISMIC −

13CP ，0．45 μm ，ア ドバ ン テ ッ ク 束洋製）で 除塵 した ．

糖質分 析

　抽 出 し た 試料 の 糖質 を HPLC で 分析 した ．カ ラ ム は Shodex

SUGAR 　SPO810， 検 出器 は 示差屈折計，移動相は 蒸留水を

使用 し，流量 0，8mL ・min
−1，カ ラ ム 温度 80°C，試料注入量

50　pL の 条件 で 測 定 した．

結　　果

遠 心 時 間 と回 収 液量の 関 係

　簡 易 迅 速 法 の 最 適 遠 心 時 間 を求 め るた め，バ ラ
‘
ソ ニ ブ

花弁 を供 試 し，遠 心 時 間 と回収 液 量 と の 関係 を 調 べ た と こ

ろ，最初 の 10 分 間 の 遠 心 で 最終 的 な 回収液量 の 約 70％ （新

鮮 重 の 44％）が 回 収 され，遠心 が 長 くな る ほ ど回収液量 は

増加 した が，30分 を越 え る と回収 で きる液量 は ほ ぼ一
定 と

な っ た．こ の た め ，以 後の 実験で は 遠心 時聞は 3  分 と した

（第 2 図），

糖質組成の 比較

　 バ ラ 　
‘
ソ ニ ア

’
花 弁 よ り抽 出 した 試 料 の 糖 質を HPLC で

160

201
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40
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逕
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回
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第 2 図　バ ラ 花弁 に お け る 遠 心 時 間 と回収 液量 と の 関係

　 　 誤差 線 は標 準誤 差 を示 す
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第 1 表　バ ラ　
‘
ソ ニ デ 花 弁 に お け る 簡易迅 速 法 と常法 で 得 ら れ た 抽 出試 料 の 糖 質組 成比 較

糖 質組成 （％）

ス ク ロ ース メ チ ル グ ル コ シ ド グ ル コ
ー一

ス 　 キ シ ロ ース 　 　 フ ル ク ト ース ミ オ イ ノ シ ト
ー

ル

簡 易迅 速 法

常法

有意性
z

6．07
」

NS

3．53
，6NS

32．531
．8NS

32S乳

α

N

48．549
．4NS

2，31
．9
＊

zNS
お よび ＊ は Mann −Whitncy の U 検定 の 結果，5％ の 水 準で 簡易迅 速法 と常法 の 糖質構 成比 に 有 意 差 が ない ，お よ び 有意差 が あ

る こ とを示 す

　 　 　 A ：保存 淵度 4℃

zoo
−

．
　 ■

150

養
亜 loe

髦　 ← →
一

← →

　 　 　

　 50
　 　 　

oo
　　　 ］　　　 ヒ　　　 3

保＃時 間｛h］

2DD

150

鼕
戛 1DD

誕
50

B ；保存温 度 20℃

L

十 ：ろル クト
・．

ス

十 グル コ」・ス
ー
凸
一スク卩

」・
ス

o　i m −
0　 　 　 　 　 2　　　　 3

保 存時 問 ω

第 3 図 簡 易迅 速 法 で 得 られ た バ ラ 花弁 抽 出試 料 を異 な る温

　　 度 で保 存 し た 場合の 時間経過 に よ る 糖質 組 成 の 変化

　 　 誤 差 線 は 漂 準誤 差 を示 す

分 析 した と こ ろ，簡易迅速法 か らは 常法 と同 様に ス ク ロ ー

ス ，メ チ ル グ ル コ シ ド，グ ル コ
ー

ス ，キ シ ロ
ー

ス ，フ ル ク

トー一ス お よ び ミ オ イ ノ シ ト
ール が樹 「｝され た．HPLC の ク

ロ マ ト グ ラ ム の 面積値 を 合計が 100％ と な る 相対値で 表 し，

Mann −Whitneyの U 検定 で 比 較 し た と こ ろ ，ミ オ イ ノ シ ト ー

ル を除 くす べ て の 糖 質 に お い て 5％ 水準 で 二 つ の 抽 出法 に

有意差は なか っ た （第 1表 ）．な お，遠心 残渣 に は 花弁全 体

の 3 〜25％ の 糖 質 が 存 在 した （デ
ー．タ 略）．

時間経 過 に よ る糖 質組 成の 変 化

　簡 易迅 速 法 に よ る 抽出液 の 保存性 を検討す る た め，バ ラ

‘
ソ ニ ア

’
花 弁 の 抽 出液を 4°C と 20 °C に 保 ち，1時間 ご と

に HPLC で分 析 して 糖質組成 の 変動 を 調べ た と こ ろ，フ ル

ク トース と グ ル コ ー
ス 濃度 は 保存温度 4QC，20°C と もに 大

き な変動 は み られ なか っ た が，ス ク ロ
ー

ス 濃度 ば 低下す る

傾 向 に あ り，そ の 程 度 は 20°C で 大 きか っ た （第 3 図 A ，
B ）．メ チ ル グ ル コ シ ド，キ シ ロ

ー
ス お よ び ミ オ イ ノ シ トー

ル の 濃度 に は 大 き な変 化 は み られ なか っ た （デー
タ 略）．

凍結 した花弁 の 取 り扱 い

　遠心 前の 花 弁の 保存方 法 に よ る糖質濃度 の 変化を検討す

る た め，バ ラ
‘
ソ ニ ア

’
花弁 を異 な る 条件 ドで 保存 し た 後，

得 られ た 抽 出液 の 糖 質濃 度 を 直 ちに 遠 心 し た 場 合 と比較 し

た （第 4 図）．30分 間常温 に 置 い て か ら遠 心 し た 場合，ス

ク 卩 一ス 濃度 の 著 しい 低 ドと グ ル コ
ー

ス 濃度 の H昇が み ら

れ た，また，1 時間冷凍庫 内 で 保 存 し て 遠心 し た 場 合，グ

ル コ
ー

ス 濃度 は や や 上 昇す る傾 向 を示 した．

脚
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■ 直ちに遠心　 蠶 30分閥常淵放置 　 □⊥1寺間冷凍

第 4 図 遠 心 前 の バ ラ 花弁 の 保 存法 と糖 濃度 と の 関 係

　　 誤差 線は 漂準誤 差を 示 す

バ ラ 4 品種に お け る糖質組成 の 比較

　 花 弁 か ら抽 lllし た 試料 の 糖質 を HPLC で 分析 した と こ

ろ，す べ て の 品 種 に お い て 簡易迅 速法 か ら は 常法 と 同 じ糖

質が 検 出 さ れ た．HPLC の ク ロ マ ト グ ラ ム の 面積値 を合計

が 100 ％ と な る 相 対 値 で 表 し．Ma  
一Whitney の U 検定 で

比 較 した と こ ろ，
‘
マ ド レ ー

ヌ
’

の キ シ ロ
ー

ス と ミ オ イ ノ

シ ト ール ，
c
［一ユー一ブ ラ イ ダ ル

’
の フ ル ク ト

ー
ス ，

‘
サ タ ー

ゾ の 7 ル ク ト ース と ミ オ イ ノ シ ト
ー

ル を除 くす べ て の 糖

質に お い て 二 つ の 抽 出法 の 間 に 5％ 水準 で 有意差は なか っ

た （第 2 表）．また，本 実験 で は，
cニューブ ラ イ ダ ル

’
と

‘
サ タ ーゾ で は キ シ ロ ース が，

‘
ロ
ー

テ ロ
ー．ビ ’

で は メ チ

ル グ ル コ シ ド とキ シ ロ ー
ス が 検出 され な か っ た ．

カーネーシ ョ ン，トル コ ギキ ョ ウ お よび オ キ シ ペ タル ム に

お け る遠心 時間 と回収液量の 関係

　 カ ーネ ーシ ョ ン ，ト ル コ ギ キ ョ ウ お よ び オ キ シ ペ タ ル ム

に つ い て 簡 易迅 速 法 の 最 適 遠 心 時 間 を求 め る た め，遠心 時

問 と回収 液 量 との 関 係 を 調 べ た ．す べ て の 供 試 材料 で 回 収

液量 は 遠 心 時 間 と と もに 増加 し た ，カ
ーネー

シ ョ ン とオ キ

シ ペ タ ル ム で は 30 分 を 越 え る と回 収 で きる 液量 は ほ ぼ一

定 とな っ た が，ト ル コ ギ キ ョ ウ で は 50 分 ま で 増 加 し続けた

〔第 5 図）．

カ
ー
ネ
ー

シ ョ ン，トル コ ギキ ョ ウ お よびオ キ シペ タル ム に

お け る糖質組成 の 比較

　花弁か ら抽 出 した 試料 の 糖質 を HPLC で 分 析 した と こ

ろ．簡 易迅 速法 か らは す べ て の 供 試 試 料 に お い て 常法 と同

じ糖質 が 検出 され た．HPLC の ク ロ マ ト グ ラ ム の 面 積値 を

合言「
．
が 100％ と な る相 対 値 で 表 し，Mann −Whitney の U 検定
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一Eleotronio 　Library 　



The Japanese Society for Horticultural Science (JSHS)

NII-Electronic Library Service

The 　Japanese 　Sooiety 　for 　Hortioultural 　Soienoe 　（JSHS ｝

462 乘越　亮 ・今西 英雄 ・市村．・雄

第 2 表　 バ ラ 4 品 種に お け る簡易迅 速法 と 常法 で 得られた 抽 出試 料 の 糖 質組 成 比較

糖 質組 成 （％ ）

ス ク ロ ース グ ル コ
ー

ス フ ル ク ト
ー

ス 　 ミ オ イ ノ シ トール 　 メ チ ル グ ル コ シ ド　 キ シ ロ ース

マ ド レ
ー

ヌ

　簡 易迅速 法

　常法

　有意 性
z

14，217
．ONS

14．913
．5NS

48．345
．ONS

7．OlO
．4

　 ＊

8．99
．3NS

78　

　

＊

rD4

．

二 ．一　一一ブ ラ イ ダル

簡 易迅速 法

常法

　有意 性

ll．310
．9NS

33，431
，7NS

47．149
．4

＊

3．73
．5NS

54S44

，
N

DDNN

サ タ ーン

　簡 易迅 速法

　常法

　肩 意性

16．8
【7．4NS

25．623
．5NS

46．242
，3

＊

5．18
，8
＊

29S67N 冊

冊

ロ
ー

テ ロ
ーゼ

簡 易迅 速 法

常法

有 意 性

38．838
．9NS

19，ll8
．9NS

34．233
，0NS

91S79N m

冊

DDNN

ZNS
お よ び ＊ は Mann −Whitneyの U 検定 の 結果，5％の 水準 で 簡 易迅速 法 と常法 の 糖 質構 成 比 に 有意差 が な い ，お よび 有意 差 が あ

る こ とを 示す

y 検出限界 以 下 を 示 す

第 3 表 　ト ル コ ギキ ョ ウ ，カ ーネーシ ョ ン お よ び オ キ シ ペ タ ル ム に お け る簡易迅 速 法 と常法 で 得 られ た 抽 出試 料 の 糖質 組成 比 較

糖質 組成 （％ ）

ス ク ロ ー
ス グ ル コ ース ボル ネ シ ト

ー
ル ピ ニトール フ ル ク トース 　 ミ オ イ ノ シ トール

ト ル コ ギ キ ョ ウ

簡 易迅 速法

常 法

有意性
z

46．848
．8NS

46．543
．4NS

70
！
S

6。
乳

N

DDNN  

m

冊

m

カ ーネーシ ョ ン

簡易迅 速法

常法

有 意性

10．311ANS 33．531
．6NS

DDNN 15．815
．5NS

37、139
．2NS

3．32
，3NS

オ キ シ ペ タ ル ム

　簡 易迅 速法

　常 法

有意性

13．513
．3NS

35，235
．5NS

DDNN DDNN 49．149
．ONS

2．32
．3NS

∠NS は M   一Whitney の U 検定の 結果，5％ の 水準で 簡易迅速 法 と常 法 の 糖 鼈 成 比 t／こ有意 差 が な い こ とを 示 す

y 検 出限界 以下 を 示 す

曾
 ）
嘩
蛭
さ一
旦

：1「
…

・・ 1403D20100

　 0

≡劃

で 比 較 した と こ ろ，二 つ の 抽 出法 の 聞で 全供試 試料 の 糖 質

組 成 に 有意差 は な か っ た （第 3 表）．

Io　　　 2030 　　　　　40　　　　　50　　　　　 60

遠心 時間（mi 冂〉

第 5 図 花弁の 遠 心 時間 と回収液 屋：との 関係

　 　 　誤 差 線 は 慓準 誤 差 を 示す

　　　　　　　　　　　考　　察

　バ ラ
‘
ソ ニ ア

’
を材料 と した場合，新鮮重 0．2g の 花弁を

1 時 間 遠 心 して も回 収液量 は 125μL と新鮮重 の 約 64％ で

あ っ た こ と （第 2 図），遠心 残渣 に は 花弁全体 の 3 〜25％

の 糖 質 が 存在 した （データ 略） こ とな どか ら，遠心 に よ っ

て 花 弁 の 全 糖 質 を 抽 出 す る こ と は 不 可 能で あ る こ とが示 さ

れ た．しか し，糖 質濃度 を 調 べ る こ と を 目的 と す る 場 合，

抽 出液の 糖 質組 成 が 花弁全 体 の 糖質組成 と差 が な け れ ば，

全糖質 を抽 出す る 必 要は な い と 考え ら れ る．そ こ で，簡易
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迅 速法 と常法 の 抽 出液 の 糖質分 析結果 を比 較 した．得 られ

る結果 の 単位が 簡易迅速法 で は 糖質濃度 で ある の に 対 して

常法で は 糖質含量で あ り，値を 直接比 較す る こ とが 不 可 能

な た め ，二 つ の 抽 出 法 の ク ロ マ ト グ ラ ム の 面 積 値 を合 計 が

］00 ％ と な る 相 対 値 に 変換 し，M   一Whitney の U 検 定 で 比

較 し た．

　 バ ラ で は グ ル コ ース ，フ ル ク トース ，ス ク ロ ース 以 外 に

キ シ ロ ース ，メ チ ル グ ル コ シ ドお よび ミ オ イ ノ シ トール が

構成糖質 で あ る こ と が 報 告 され て い る が （Jchimuraら，
1997），本実験 で は 二 つ の 抽出 法の 問で ほ とん ど の 糖質 の 構

成比 率 に 有意差 が な か っ た 〔第 1 表，第 2 表）．い くつ か の

糖質 の 構成比 率 に は 簡易迅 速法 と常法 の 問 に 5％ 水 準で 有

意 差 が み られ た が，そ の 差 は わ ず か で あ っ た．こ れ ら の こ

とか ら，簡易 迅 速法 は 花 弁の 糖 質 濃度 を確 実 に 測 定 す るた

め の 試 料 抽 出 に 利 用 で き る 方法 で あ る と考 え られ る．さ ら

に ，本 方法 で は 糖 質濃度 を分 析す るた め の 試 料 を 得 るの に

10分 程 度 の 遠心 時間 で 充分 と考 え られ る た め （第 2 図），花

弁 の 調製 か ら HPLC に 注 入 す る ま で の 作業 を 30 分 以 内に

完 ∫す る こ とが 可 能 で ある．した が っ て，常法 で は 1 日以

上 か か っ て い た 抽 出 に 比 べ 時間 を大幅 に 短縮 で きる だ け で

な く，抽 出作業 も簡単で あ る．

　簡 易迅 速 法 で 得 られ た 抽 出液 の 時 間 経過 に よ る糖 質 組 成

の 変化 を 調 べ た と こ ろ，バ ラ 　
‘
ソ ニ ブ 花 弁 で は 保存温 度

4°C ，20 °C と もに 3 時間 まで は 糖 質濃 度 に 大 ぎ な変 動 は み

られ な か っ た が ，20°C で は 4°C に 比 ベ ス ク ロ ース 濃 度 の

低下 が 大 ぎか っ た （第 3 図）．バ ラ の 花 弁 に お け る イ ン ベ ル

ターゼ 活性 は 比 較的高 い こ とが 報告 され て い る こ とか ら

（Ho ・Nichols，1977），こ の 低 下 は イ ン ベ ル タ ーゼ に よる ス

ク 卩 一ス の 分解 が 原 囚 と考 え られ る．し た が っ て 抽 出液 は

低温 で 保存 し，短時間の うち に 分 析 す る こ とが 必 要 で ある

と考 k られ た．また，花 弁 を フ ィ ル タ ーユ ニ ッ ト に 入 れ 液

体窒 素 で 凍結 処 理 した 後，30 分 間 常温 に 置 い て 花 弁 を解凍

し 遠 心 し た と こ ろ，ス ク ロ ース 濃度 の 著 しい 低 ドと グ ル

コ ース 濃度 の 上 昇 が み ら れ た （第 4 図）．こ れ も，イ ン ベ ル

タ ーゼ に よ るス ク ロ ース の 分 解が 原 因 と考 え られ る，凍結

処理 直後 の 10分 間程度 の 遠心 で も 多 くの 抽 出液 が 得 られ

る こ とか ら （第 2 図 〉，花弁 は遠 心 中 に 解凍 され る こ とが 示

唆 され，凍結処理後 の 花弁 の 解凍 は 不 要 で ある，こ れ らの

結果 か ら，凍結処理後は 直 ち に 遠心 す る必 要 が ある と考 え

られ る．

　 トル コ ギ キ ョ ウ，カーネーシ ョ ン お よ び オ キ シ ペ タ ル ム

に つ い て も，30 分間 の 遠心 で 新鮮重 の 47 〜56 ％ が，ま た

60 分問遠 心 し た 場 合 の 82 〜91％ が 抽 IUで き た こ とか ら

（第 5 図 ），糖質組成 を 調べ る突験 の 遠心 時間 は 30分 間 と

した．カーネ ーシ ョ ン で は グ ル コ ース
，

フ ル ク トース
，

ス

ク ロ
ー

ス お よ び ミ オ イ ノ シ ト
ー

ル 以外 に ピ ニ トール が 構成

糖質 で あ る こ とが 明 らか に され て い る （lchimura ら，1998 ）．

ま た， ト ル コ ギ キ ョ ウ で は グ ル コ
ー

ス とス ク ロ ース が主要

な 構成糖質で，他 に ボ ル ネ シ トール が 含ま れ て い る こ とが

報告さ れ て い る （市村 ら，1997）．本 研 究 の 結 果，簡 易迅 速

法 に お い て も こ れ ら の 糖質は 検 出 され，そ の 組 成 に は 常法

との 問に 有意差が 認め られ なか っ た （第 3 表），オ キ シ ペ タ

ル ム の 糖 質 組 成 を 調 べ た 報 告 は 見 当 た ら ない が，本 研 究 の

結 果，グ ル コ ース ，フ ル ク ト ース ，ス ク ロ ース お よ び ミ オ

イ ノ シ ト ール が 構 成 糖質で あ る こ とが 見 出され，簡易迅 速

法 と常法 と の 問 に 糖 質組 成 に 有意差 は 認 め られ な か っ た．

したが っ て，本法 は 花弁の 構 成 糖質 とそ の 濃度 を 明 らか に

で き る と考 え られ る．

　細胞 の 浸透 ポ テ ン シ ャ ル は，液体 窒 素 で 組 織を 凍 結後，

遠心 分 離 に よ り得 られ た 細 胞 液 を オ ズ モ メ ータ ー
で 測 定 す

る こ とが
一

般的 で あ る （Sa  ai ・Kuraishi，1988）．し か し，

花 弁 細 胞 の 浸 透 ポ テ ン シ ャ ル 測 定 に あ た っ て は 細 胞 液 の 抽

出方 法 に つ い て 検 討 した 報 告 は 見 当 た らな い ．細 胞 液 の 常

温 で の 保 持 に よ る ス ク ロ ース の 分解 は そ の 浸透 ポ テ ン シ ャ

ル を 低 F させ る こ とか ら，本 研究 で 確立 し た 抽出法は 細胞

の 浸 透 ポ テ ン シ ャ
ル を測 定 す る際 に も 有用 で あ る と考え ら

れ る．さ らに ，花弁の 浸 透 ポ テ ン シ ャ
ル と糖 質濃 度 を 本 法

に よ り定 量 す れ ば，浸 透 ポ テ ン シ ャ ル へ の 糖 質 の 寄 与 度 を

簡 易 に 評 価 す る こ とが 可 能 で あ る．多 くの 花 き に お い て，

花弁 が 展 開す る 過 程 で 糖 質濃度は 上 昇す る こ とか ら，糖 質

は 浸 透 圧 調 節 物 質 と し て 寄 与 し て い る と考 え られ て い る

（van 　Doorn ら，1990 ．本 研 究 で 確 立 した 方 法 に よ り，花 弁

細 胞 の 浸 透 ポ テ ン シ ャ ル と糖質濃度 を 同 時 に 測 定 す れ ぽ，

糖 質 が 浸 透 圧 調 節 に どの 程 度 寄 ケ して い るか 明 ら か に す る

こ とが 可能で あ る，した が っ て ，本 法 は ，少 な く とも供 試

した花 き で ぱ，花 弁 の 糖 質を 簡易 迅 速 に 抽 出 で ぎ るだ け で

な く，糖 質 の 浸 透 圧 調 節物質と して の 機 能 を調 べ る場 合 に

有用 な方法 で あ る と考 え られ る．

　以上 ¢）結果 か ら，花弁を 液体窒 素で 凍結後，遠 心 分 離に

よ り糖 質 分 析 試 料 を抽 出 で き る こ とが 確 認 され た ．また ，

遠 心 分離 に よ る 抽 出 法 と常 法 とで 糖 質 の 構 成 比 率 に 大 きな

差 は み られ な か っ た．した が っ て ，花弁 を液体窒 素 で 凍 結

後，遠 心 分 離 に よ り糖 質 分 析 試 料 を 採取す る方法 は，糖 質

を モ ル 濃度 と して 示 す た め の 迅 速 か つ 簡便 な抽 出法 で あ る

と結 論 づ け られ る．

摘　　要

　花弁 の 糖質を モ ル 濃度で 表示 す るた め の 試料 の 簡易迅 速

抽 出法 の 開発 を試 み た，バ ラ
‘
ソ ニ ア の 花 弁 を遠 心 フ ィ ル

タ ーユ ニ
ッ ト に 入 れ，液 体 窒 素 で 凍 結 後，遠 心 した と こ ろ，

細胞 液 が 抽 出 で き る こ とが 確認 され た．拙 出量 は遠 心 時 間

が 長 くな る ほ ど多 くな っ た が ，30 分 間 の 拙 出 で ほ ぼ
一

定 と

な っ た．こ の 方法 で 抽 出 した 試料 の 糖質紺成 を熱 エ タ ノ ー

ル で 抽 出 した 場 合 〔常法 ） と比 較 した と こ ろ，著 しい 差は

み られ な か っ た，抽 旧 した 試料 を常温 で 保持 した と こ ろ，

時間の 経過 に と も ない ス ク ロ ース 濃度 は 低下 した，しか し，

4℃ で の 保持 に よ り こ の 低下 は 抑制 され た．した が っ て ，

抽 出 した試 料 は 低 温 で 保持 し，で き る限 り短 時 間 で 分 析 す
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る こ と が必要 で ある こ とが示 さ れ た ．バ ラ　
‘
マ ド レ ーズ ，

‘二t−　一一ブ ラ イ ダ ル
’
，

‘
サ タ

ーゾ ，
‘
ロ
ー

テ ロ
ーゼ

’
，カ

ー

ネ
ー

シ ョ ン ，ト ル コ ギ キ ョ ウ お よ び オ キ シ ペ タ ル ム 花弁 の

糖質組成 に 簡易迅 速法 と常法 と の 問で 大ぎな差 は み られ な

か っ た ．以 上 の 結果か ら，花弁 を 液体窒 素で 凍結後，た だ

ち に 遠心 す る こ と に よ り糖質を 含む 細胞液を 採 取す る 方法

は 糖質 を モ ル 濃度 と し て 定 量 す る た め の 迅 速 か つ 簡易 な方

法 で ある と考えられた．
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