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Abstract

　To　discussしhe　sampling 　method 　fbr　quanti臼cation 　ofsesquiterpene 　lactones（SLs）in　breeding　oflettuce （Lactuca　sαtiva　L．）
varieties 　with 　high　SL　concentrations ，　differences　ill　SL　concentrations 　in　di丘erent ］eaf 　parts 跏 d　head　fbrmation　stages 　were

investigated王n　thエee　lettuce　cultivars 　using 　HPLC ，　Signiflcant　diffeTences　hl　SL　concentrations 　among 　the　outer 　leaves，　outer
hcad−leaves，　inner　head−leaves　andste 皿 were 　obscrved ，　A 　higll　correlatjon 　cocf 五cient　was 　observed 　betwccn　SL　concentrat 至  n

in廿延e　Quter 　leaves　and 　that　in　the　whQlc 　head．　Excision　of 　outer 皿eaves 　f（）r　sampling 　does　not 　af龍ct　progeny　seed 　preduction，
therefore　outer 　leaves　are　available 　as　tbe　sample 　for　rough 　estimate 　ofthe 　SL　concentration 　in　the　lettuce　head．　Differences　in

SLs　concentratjons 　wer ¢ signiflcant 　arnong 　three 　stages 　ot
’
head　f｛〕mlati 〔川 ；beginnjng　ofheading ，　optimal 　harvestillg　and 　over −

ripening ．　Varietal　difTerences　 of　SLs　 concentration 　 were 　 observcd 　frorn　the　beginni皿g　stago 　 of 　heading　and 　 a　sigr ）ilfica皿t

correlation 　between　SL　conccn 賞 ation 　at　thc　beginning　stagc 　alld 出at　at　tho　optimal 　haエycsting 　stage 　was 　obse エved ．　This　means
that　an 　earlier　s艮mpling 　at 血e　beg血ni且g　stage 　 Qf　heading　is　a、

・ailable 　for　an 　estimate 　of 　SL　conce 傭 ation 　at　the　 optimal

harvesting　stage ．

Key　Word51component　bree〔ling，　functional　component ，　HPLC ，　sampling 　method ，　screening
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　　　　　　　　　　 緒　 　言

　 レ タ ス （Lactuca　sativa 　L．）お ，装び近縁の チ コ リ（Cichorium

inりybzas　L ．），エ ン ダ イ ブ （C 　endivia 　L．）な ど は さ わ や か な

味わ い と独特な苫味を持ち，生食を始 め と し て炒 め物，煮

物 として 眇界各地 で 栽培利用 され て い る （秋庭，1995）．こ

の 舌味は 主成分 で あ る lactUcopic血 とそ の 類似化合物 の
一

団 か らな り （Peters・Van　Amerongen，　1998；Priceら， 1990；
Pyrek，1985；　Rees・Harbo皿 e，1985；Vall　Beek ら，1990；Wu ら，

2007），こ れ ま で に 多数 の 同族体 が 報告 され （Hance ら，

2007；Kisicl・Michalska，2008；Malarz ら，2002；Michalska　’

1（isie1，2007；Priceら，199 ），セ ス キ テ ル ペ ン ラ ク ト ン 類

（scsquiterpene 　lactones，　SLs） と して 知 られて い る ．

　ま た，レ タ ス とチ コ P は古 くか ら薬用 植物 と し て利 用 さ
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れ て き た歴史 を持ち （Bais・Ravishankar，2001；Grieve，1971；

Kisiel・Micha］ska ，2006，2008；Schmidtら，20 7；Wu ら，2007），
レ タ ス や チ コ リな ど に 含 ま れ る SLsに つ い て は，抗 マ ラ リ

ア 作用 （Bischoffら，
2004），抗炎症作用 （Cavinら，2005），

利尿作用 （Bais・Ravishankar，　2001）鎮痛作用，鎮咳作用

（Kisiel・　Michalska，　2008）などの 薬理効果 お よ び 食欲増進

と消化促進作用 （Bais　’　Ravishankar，2001；Kisiel・Michalska，

2006）が報告され，さ らに 鎮静効果 （Bais・Ravishanlcar，2001；

Kisie】・Michalska
，

2008）が あ る こ と か ら不 眠症 の 改善

（Wesolowska ら，2006） な どの 機能性も期待 され て い る．

　近年 ， 野菜 に 含 まれ る機能性成分 の 種類 と効果が 注 日 さ

れ，新 た な付加価値 と し て 機能性成分含量 に 着 日した 栽培

技術 お よ び 品種開発の 重要 性 が認識 さ れ て お り 〔網本 ら，

1996），抗 胃潰瘍性 を もつ キ ャ ベ ツ の ビ タ ミ ン U （瀧川 ・石

井，1996），代謝亢進作用をもつ ト ウ ガ ラ シ の カ プ サ イ シ ノ

イ ド （南 ら，1998），発癌抑制作用 や 血 栓 予 防作用 を もつ ワ

サ ビ の ア リ ル イ ソ チ オ シ ア ネート 〔荒川 ら，2001） な ど，
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多 くの 野菜 にっ い て
， そ の 品種間差異や部位 お よび生育に

伴 う含量 の 変化 が 報告され て い る．

　 レ タ ス な どに 含 ま れ る S正s に つ い て は 上 記 の よ うに 多 く

の 薬理作用が 報告されて い る こ とか ら，機能性野菜 と して

注 日さ れ始め て い る，しか し，レ タ ス の SLs に 関す る育種

学的研 究 は，ほ とん ど され て い な い ，そ こ で ，筆者 ら は，

こ れ ま で に Priceら （1990）の SLs 定量方法 を改良 し，大

量 の 分析を 必 要とす る 育種餠究 の 現場 に お い て も有効な

HPLC 分析用 試料調製方法 を 開発 した （荒 川 ら，2007），さ

ら に 開発した 方法を 用 い て， レ タ ス （L．　 sativa ）22 品種 ・

35系統 Cichorium　maの 2種の 野菜お よび 五ασ’μ cα 属の 野生

種 3種 に つ い て SLsを定量 分析した．そ の 結果，属問，種

間お よび レ タ ス の 品種お よ び系統間で SLs含量 に 差異が み

られ，SLs含量が高い コ ス タ イ プの 数系統 お よ び レ タ ス と

交雑可 能 な野生種 五．saligna 　L．（長 37  ） 1 系統 を見 い だ し

た 〔荒川ら，
2008）、今後，

これ らを交配母本と して
，

一
般

的 に 消費量 の 多い ク リ ス プ ヘ
ヅ ドタ イ プお よ び バ タ

ー
ヘ ッ

ドタ イ プ の レ タ ス に SLs高含量形質を導 入 し た 品種 の 開発

を進 め る こ ととし て い る，こ の 際 ，
SLs 含最 の 的確 な評価

に よ る選抜 が 必要 で あるが，植物に 含 まれ る成分の 含量 は

部位 お よ び生育 ス テ
ージ に よ り変化 し

一
定 で は ない た め ，

SLs 含量 に よ る選抜 を 的確 に 行 うた め に は
， 分析用試料 の

採取方法を確立 して お くこ とが 必 要 で ある，

　そ こ で 本研究で は，3 つ の タ イ プ の 異 な っ た レ タ ス 品種

を 用 い て ，SLs 含 量 の 部位 に よ る差 異 と生 育 ス テ
ージ に よ

る変化を明 らか に し，最適な SLs 分析用試料 の 採取方法を

検討す る こ と を 目的と し た．

　　　　　　　　　材料および方法

1．供試品種と栽培方法

　市 販 の レ タ ス 3 品種，す なわ ち，ク リス プ ヘ
ッ ドタ イ プ

の
‘
サ ウザー’

，バ タ ーヘ
ッ ド タ イ プ の

‘
岡山サ ラ ダ菜

’
お

よび こ れまで の 研究 （荒川 ら，2008） に よ り SLs含量 が 高

い こ とが 分 か っ て い る コ ス タ イ プ の
‘
コ ス レ タ ス

’
を供試

した （すべ て タ キ イ種苗）．

　2004年 4 月 15 目に 市販 の 培養土 （セ ル 培土 TM −1，タ キ

イ 種苗）をつ め た 20  穴 セ ル ト レ イ に 播種 し，無加温 の プ

ラ ス チ ッ ク ハ ウ ス で 約 1 か月育苗 した，そ の 後，タ キ イ 種

苗の 試験農場 （塩尻 市，標高 75  m ） に お い て，くみ あ い

野菜専用 N553 （N ：P ：K ＝15 ：15 ：3）8kg ・a
−1

と BM 重硝

燐 （P ＝35）4kg ・a
−1

を 混合 し た もの を全量元肥 と し て 施

用 し，自黒 マ ル チ を 全面被覆 し た 高畝 （条問 45cm ，株間

30cm） に本葉 3〜4 枚展開 した株 を定植 した，

2，調査方法

1）材料の 調製

　 （1）部位 に よ る SLs含量の 差異

　各品種 の 収穫適期 に 地上 部 を 収穫 し た （第 1表）．まず外

葉と結球部 （外葉を除 い た 地 上 部）に 分 け，次 に 結球部 を

縦断 し て，芯 （茎） と結球葉 に 分けた．さ らに 結球葉 を芯

の 中間 よ り上部 の 結球葉 （内） と下部 の 結球葉 （外） に 区

分 し，合計 4 部位に 調製 し た．

　 （2）生育 ス テ ージ に よる SLs 含量 の 変化

　以下の 判断基準 （塚田，1986）に よ り，3 つ の 生育 ス テ
ー

ジ を判断し た．これ ら の 生育ス テ
ージ に 結球部を収穫し，

結球部全体 を試料 と し た （第 1表），

結球開始期 ：最初に 立 ち Eが りの 認 め られ た葉か ら数え て，

4，5 枚巨の葉が 内側に 湾曲して球を形成した時期，

収穫適期 ：球が充実 して 弾力性 と光沢 が あ る 時期，

過熟期 ：球の 葉色が退色 し始め た時期．

　両試験に お い て，各品種 3個体を混合して液体窒素で凍

結 した．凍結乾燥機 （EYELA 　FDU −2000，東京）で 乾燥し，

電動 ミル を 用 い て 2 分間粉砕した もの を分析用 レ タ ス 粉末

試料 と した．

2） HPLC 分析用 試料の 調製 お よび HPLC 分析

　 レ タ ス 粉末試料 か らの HPLC 分析用試料 の 抽出，精製お

よ び HPLC に よ る SLs の 定量分析 は荒川ら （2007） の 方法

で 行 い ，3 反復測定 した，分析装置お よ び 測定条件を第 2

表 に 示す．

　　　　　　　　　結果お よび考察

　 レ タ ス に 含 ま れ る 主 要 な SLs と し て iactucin
，

8−deoxy

lactUcin，お よ び 1actucopicrinが 報告され て い る （Priceら，

1990）．今回供試 し た 3 品種に お い て，すべ て の 部位お よ び

生 育 ス テ
ージで lactUcepierinの み が検 lllされ た が，8−deoxy

］actucin は
一．
部 の 部位お よ び生育 ス テ

ージで の み 検出され，

lactucinは 全 く検出され なか っ た （第3 表，第5 表），以前

の 筆名 らの 報告 （荒川 ら，2008）や，Priceら （1990）に よ

第 1表 生 育 ス テ
ージ別収穫 HZ

生　育
ス ア

ー
シ

eie，　 種

　　　　　　 サ ウ ザ
ー

　　 岡rl」サ ラ ダ菜　　 コ ス レ タ ス

結 球 開始期 6刀 11凵 （3G 日）y
　6月 4LJ（23 凵）　6月 11日 〔30 日）

収穫適 期　 6 月 25 日（44H ） 6 月 11日 （30 日）　6 月 30　Ll〔49 日）

過熱期 　　 7月 9LI（58 日） 6月 25日 （44 口） 7 刀 9 日（58 日）

z

播種 ：2004 年 4 月 15H ，定植 ：5 月 12 日，栽培地 ：塩 尻 市

　 （標高 750m ）
y定 植後 口数

第 2 表　HPLC 分析装置 と条件

装置

分析 シ ス テ ム

移動相 A

移動相 B

グ ラ ジ ェ ン ト

カ ラ ム

試料注入 量

カ ラ ム オ
ーブ ン 温度

流量

検 出波 長

SHIMADZU 　LC −201 C
SHIMADZUCLASS 　VP
H20

ア セ トニト リル

B ： 10→45％
，
35min

SHIMADZU 　Shi皿 一pack
FC −ODS 　l50 × 4．6　mm

spL40
°Cl
．OmL ・

min
−1

262nm
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第 3 表 　レ タ ス の 部位別セ ス キ テ ル ペ ン ラ ク ト ン 含量
z

吊　 種 部 　位

セ ス キ テ ル ペ ン ラ ク ト ン 含量 （μg 。g
『IDW

）
y

8−deoxy　Iactしlcin lactucopicrin 合　計

サ ウ ザ
ー

岡山 サ ラ ダ 菜

コ ス レ タ ス

外葉

結球葉 （外）

結球葉 （IJ）i）
芯

結球 部
K

外葉
結球葉 （外）

結球葉 （内）

芯

結 球部

外葉

結 球葉 （外）

結球葉 （内）

芯

結球部

0．000
．000
．59 ± 0．13

423 ± 0．39
1．81 士 0．31
0．000
．000
．000
，69＝0．1ユ
0．000
．000
．000
、000
．000
、00

2．91± 0．08
3．54± 0．29
2．40 ± 0．38

35、48 ± 0，94
13．65 士 0、52
2．92土 0、31
2．91土 0，35
 ．86土 0．09
32，45 ：」 1．70
19．01土 1．68
8．70± 0．ll
l6．86士 0．81
4、00± 0．38

35．38± 0．27
24，43 ヨ＝1，21

2．91士  ．08
3．54土 0．29
2．99± 051
39．71 土 9．96
15．46 ± 0．21
2．92± O．31
2．91 ± 0，35
e．86 士 O．09
33．14± ］．58
19，01士 1．68
8．70 士 0，1｝
16．86 ± 0．81
4．00 ± 0．38

35．38 ± 0．27
24．43 土 1．21

認

訟

訟

M
帆

訟

訟

出

田

出

娼

協

」c
膃

託

∠
収穫適期 に 各品種 3個体を収穫 し，部位別に 混合 し た 試料を 3 反復測定 し た

y
平均値 ± 慓準偏差，lactucinは 全く検出され なか った

A

外葉 を除 い た 地 ヒ部 全体
WTukey

の 多重検定に よ il　，異なる英小文宇間は 品種内で 部位問に 5％ 水準で 有意差あ り
’Tukeyの 多重 検定に よ り，異な る 英大文字間ば 同 じ部位 で 品種問に 5％ 水準で 有意差 あ り

第 4 表 レ タ ス 部位別 SL8 含量間の 単相関係数 （収穫適期）

部位 外葉　　結球葉 〔外）　結球葉 （内）　 芯

結球葉 （外）　　 0．999＊ン

結球葉　　（Ptl）　　　　0．746　　　　　 ．774
芯　　　　　　　　　　　　

一〇」83　　　　
−
〔Ll41

糸占球部
丁，
　　　　　　　0．920　　　　　0．903

0．5180
，426　　　　

−0．553

z
結球 部 は 外葉 を除 い た 地 L 部全 体

y ＊
は 5％水準で・自意 （n ＝3）

る と，
レ タ ス に 含 まれ る lactucin含量 は 少 な く， また ， 含

ま ない 系統も多 い こ とが報告され て い る．本研究 に お い て

供試 した 3 品種 で も，これ ら の 結果 と一
致 した ，

　 ま た，品種問 の み ならず供試部位 お よ び生育 ス テ
ージ の

違い に よ り SLs の 成分組成 に 差異が み られ た．　 Wesolowska

ら （2006）は，8−deoxy　lactucinと lactucopicrinは 同様 の 機

能件を有す る と報告して い る こ とか ら，本論文 で は，こ れ

ら 2成分を合計した もの を SLs含最 と し て考察した．

1．部位に よ る SLs含量の 差異

　収穫適期 の 3 晶種 の 部位別 の SLs 含量 を第 3表に 示 す．
‘
サ ウ ザー’

と　
‘
岡山 サ ラ ダ 菜

’
で は，外葉 と結球葉 〔外）

お よ び 〔内）の 問 に 有意な差 は 認め られなか っ た．しか し，

芯 と外葉 お よ び結球葉 と の 間に は 有意 な差 が 認め られ，芯

の SLs含量 が 高か っ た．
‘
コ ス レ タ ズ に つ い て は，す べ

て の 部位問で 有意な差が 認 め られ，芯 の SLs 含量が 最も高

く，結球葉 （外），外葉お よ び結球葉 （内）の 順 とな っ た ，

加藤 （1977 ）は レ タ ス の 苦味成分で ある SLs は根で 牛成さ

れ，茎に 移行す る と述べ て い る．本研究 の 結果，供試 した

す べ て の 品種 で 芯が最も高い SLs含量 を示 した こ とは食経

験 と して 芯 が 苦い こ とを裏付 けた，

　部位 ご と に 3 品種 を 比較す る と，す べ て の 部位 で有意な

品種問差 異 が 認 め られ た．外葉 と結球葉 （外） で は
‘
コ ス

レ タ ズ が
‘
サ ウザ ー♪

お よ び
t

岡山 サ ラダ菜
’

よ り高く，
‘
サ ウ ザ ー’

と
‘
岡山サ ラ ダ菜

’
の 問 に 差 は 認め られなか っ

た，絆球葉 （内）で は 3 品種間で 差 が 認め られ，
‘
コ ス レ タ

ズ が 最 も高 か っ た．芯 で は
‘
サ ウ ザー’

が 有意 に 高 く，

亀
岡由 サ ラ ダ 菜

’
と

‘
コ ス レ タ ス

’
間 に 有意差は 認 め られな

か っ た ．以上 の よ うに 冶 ス レ タ ズ は，芯以外 の 部位に

お い て 他 の 2 品種 よ りも有意 に 高 い 含量を示 し た，芯 の 部

位 は 利用され ず廃棄され る場合 もある こ とか ら，今回結球

葉 の SLs 含量が低 か っ た ク リ ス プ ヘ ッ ドタ イ プ や バ タ ー

ヘ
ッ ド タ イ プ の レ タ ス に お い て も，今後の 育種に 際し て は

‘
コ ス レ タ ズ 　と 同様に 結球葉の SLs含量 が 高い 品種を選

抜，育成 して い くこ とが望 ま しい と考えられ る，

　部位別 SLs 含量問 の 単相関係数を 第 4 表に 示す．有意な

相関が 得 られ た の は 外葉 と結球葉 （外）問 の み で あ っ た

（r＝O．999＊

）．本研究で は 供試品種数 が 少なか っ た の で 有意

と な ら な か っ た が
， 収穫対象 とな る 結球部 と外葉 の 間 で 高

い 相関が 得られ た （r　一・　O．920），外葉を採取 し て も，その 後

の 個体の 抽苔開花に 影響 を与えずに 種子 を得 る こ と が で き

る．今後，供試品種数 を増や し て 外葉と結球部 の SLs 含量

の 相 関関係を 確認 す る こ と で，SLs 含 量 に よ る選抜 の た め

の 分析用試料 と し て 外葉を利用 で ぎる と考えられた．

2，生育ス テージ に よ る SLs含量の 変化

　 結球開始期，収穫適期お よ び 過熟期 と生育 ス テ ージ が 進

むに つ れ て 3 品種 ともに SLs 含量 が 有意 に 増加 した （第 5

表）．結球開始期か ら収穫適期に か け て は 3品種 と も約 9　p．g
・

g
．1DW

の 増加を示 し，吊種 に よ る増加量 の 差 は なか っ た．

し か し，収穫適期 か ら過熟期 に か け て の 増加 に は 品種 に よ
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第 5 表 　レ タ ス の 生 育 ス テ ージ に よ るセ ス キ テ ル ペ ン ラ ク ト ン 含量 の 変化
z

品　種 生育ス テ ージ

セ ス キ テ ル ペ ン ラ ク ト ン 含量 （μg 。g
−iDW

）y

8−deexy　lactucin lactUcopjcrin 合 　計

サ ウ ザ ー

岡山サ ラ ダ菜

コ ス レ タ ス

結球 開 始期

収穫適期

過熟期

結球開始期

収穫適期

過熟期

結球開始期

収穫適期

過熟期

0．86± 0．04
1．81± 0．31
3．08± 0．06
0．000
．000
．02：ヒ0，01

0．000
．000
，Ie± 0．13

　5．62± 0，25
13．65± 0．52
14．97士 0．54

　9．85ヨ＝1．55
19．0［土 L68
39．96± 1．70
15．79± 0．57
24．43± 1．21
1L8．82± 2．92

　 6，48 土 030 　　　 aAxw

I5．46 土 0．21　　　 bA
18．05± 0．49　　 cA

　9．85± 1．55　　　 aA

l9．Ol± L68　　　bB
39．98± 1，71　　　cB

l5．79± O．57　　　aB

24．43士 1．21　　　 bC

⊥18、92 士 2．79　　　　cC

z

各品種 3 個体の 結球部を混合 した 試料を 3 反復測定 し た

y 平均 値 ± 標準偏 差，lactUcinは 全 く検 出 され なか っ た

XTukey
の 多重検定 に よ り，異な る英小文字間は品種内で 生育 ス テージ 間に 5％ 水準で 有意差あ り

w
　Tukey の 多重検定 に よ り．異 な る 英大文 字間は 同 じ 生育 ス テ

ー
ジ の 品種問に 5％水準で 有意差あ り

る顕著な差異 が認め られ ，
‘

コ ス レ タ ズ の 増加 量 が著し く

大 きか っ た．

　SLs含量の 晶種間差異は結球始期か ら認め られ，生育ス

テージが 進む に つ れ て 品種間差異 が 拡大 した，結球開始期

と収穫適期 の SLs含 量 に は r＝0．999＊ で有意 な相関関係が

認め られた．した が っ て
， 結球開始期に 分析用試料 を 採取

して，早期検定す る こ とが 可 能 と考えられた．…
方，過熱

期 と収穫適期 の 間 に も有意 で は ない が r＝O．981 の 高い 相関

係数 が 得られ た．過熟期 に ぽ 品種間差異が 拡大 した こ とか

ら，含量 の 変異幅が 小 さい と予想 され る集団 に お い て 明1縻
な 差異 を得 る た め に は ，過熟期 に お け る 試料採取 が有効 で

あ る と推察 し た ．

　木研究で は，供試品種が少なか っ た た め，明確 な結論を

出せ な か っ た が，SLs 含量評価の た め の 分析用試料と し て

外葉 を利用 で き る こ と，結球 開 始期 の 試料採取 に よ る早 期

検定が可 能で ある こ とを推察した．現在そ の 有効性 に つ い

て 多数品種を用 い て 確認中 で あ り，今後 の レ タ ス SLs高含

量品種 の 選抜 に利用 で きる と考 え られ る．

摘　　要

　 レ タ ス に 含ま れ る 機能性成分で ある セ ス キ テ ル ペ ン ラ ク

ト ン 類 （SLs）高含量品種の 開発 に お い て，的確 に SLs 含

量 を 評価し，選抜す るた め の 分析用試料採取方法 の 確立 を

目的 と し て， レ タ ス 3 品種 を供試 して，部位お よび 生育 ス

テ ージ に よ る SLs 含量 の 差異を HPLC を用 い て 調査 し た．

外葉，結球葉 （外），（内），芯 の 4 部位聞で SLs 含量 に 有

意 な差 が 認め られ た ．SLs含量 の 部位間 の 相関関係 を 見 る

と，外葉 と収穫対象 で あ る 結球部全体 の 間 で 有意 で は な い

が 高い 相関係数が 得られ た．外葉は採取 し て も抽苔開花 に

影響せ ず， 種子を得 られ る こ とか ら， 分析用試料 とし て利

用 で きる と考 え られ た ．結球開始期，収穫適期，過熟期 に

お け る結球部 の SLs 含量 は，生育 ス テ
ージ が進 む ほ ど有意

に 増加 し た ．結球開始期 か ら有意 な 晶種問差 が 認 め ら れ ，

収穫適期 の 含量 と有意 な 柑関関係 が 認 め られ た こ とか ら，

結球開始期 の 試料 に よ る早期検定が 可能と考えられた，

　謝 辞 本研究 の 実施 に あた り，実験材料を提供 し て い

た だ い た タ キ イ種苗 の 石 田 了氏 な らび に 六角啓
一
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