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　The 　e 「fects　of　light　a ［ld　tempera 重ure （15，25　and 　35℃ ）condi 亡ions　on 　thc　ger1nination 　ratc 　and 　the

development　 of 　 embryo 　 of 　 Bupieurttm　fatcatum　 were 　 sヒudied ．　 Thcir 　 effects 〔）n 　tlle　 cQl ［しen ヒs　 of

saikosaponins 　a，¢ and 　d （sa ，　sc　and 　sd ！in　the　seeds ．　The 　highest　germination　rate 　was 　Qbservecl　at

l5℃．At 　25℃，emergencc 　of　the　I
’
adicle 　roet 　aL　the　sしage 　of （：omplete 　eml 〕ryo 　 was 　inhibite（｛and 　the

germination　rate 　wa ＄ very 　low．　At　35℃，the　ernbryo 　developed　only 　untll 　the　terpedo　stage ，　and 　tlle
get

』
lnhlati 〔｝ll　I

』
a しe 　was 　ILil．　r）uring 　genluillatien　the　sd 　con しent 　in　seeds 　increased　rapidly 　frorn

original 〔［．〔〕9％　tエ｝ 0．6　0 ．9％　併 ユ 芝he　4th　day，　 and 　thep　decreased 　to　origillal 　level　 o π1 山 e　8th　day．
The 　sd 　content 　decreased　as 　the　sc 　content 　increased　and 　increased　as 　the　s（： content 　decreased、
The 　 sa 　was 　n けt　d〔沈ected 　during　germinating ．　Under　the　light　condi しion，　the　sc　and 　sd 　c 〔》ntents 　in
the　 seeds 　 were 　 apparen しly　 not 　 significantly 　 affected 　by　teluperatur −e，　 However ，　 ulユder　 1he　 dal−k
c 〔｝11dition ，　 the　sd 　c（》tlterlt　on 　しhe　2nd　し〔｝　4th　day　tended 　［o 　decrease　when 　incubated　at 　higher
tempera しure ．

Key 　w 〔，rds
− 一一BitP！eu ηu ηn ／kτtcatum；seeds ；gerrninat．ir）1ユ；saik 〔♪saP ‘）nin

　 ミ シ マ サ イ コ の 種 子 は，播 種 後 出 芽 ま で に 約 1 か 月以 L

を 要す る
2a・h｝．こ の 原 因 は，種 fは 母植 物 か ら落 ドし た 段 階

で は ， 胚 は ま だ米 熟 で 発芽能力 が な く， 後 熟 性 で あ る た め

で あ る
3｝．そ の た め 発芽 に 至 る ま で の 柿 ∫

・
中の 胚 の 分 化，成

長様式 に つ い て 明 らか に す る 必 要が あ る と思 わ れ る が ，い

まだ 報   は ない ．また，saikosap （阻 in類 は，主に 根 部に 含

有 され て い るが，種 r−T’liに も約 0．47 （％ DW ）程 度 含 まれ

て い る こ とは 既 に 報 告 さ れ て い る
4〕．しか し，本 ＊三薬 用 部位：

と して 用 い られ な い 種 了 中の saikosaponin 類 に つ い て の

関心 度 は 低 く．詳 細 な検 討 及 び 轍 告 は され て い な い ．．降 蒼

らは 発芽過租 中の 種 子 中の saikosaPOnin 類 の 〜｝
［i長を把握

して お く こ と は，今後種 ・
予 の 発 芽 特 性 や saikogaponin 類

の ミ シ マ サ イコ に 対す る役割 を考えて い くヒで の 手掛か り

に な る と
．
考えた．そ こ で，本実 験 で は発 芽 過 程 中の 胚 の 分

化，成 長様式 境 び種 子 中の saikOsapon ｛11類 の 消 長 に ，光，

温 度が どの よ うに影響す る か に つ い て 2因 f・要 因実 験 を行

っ た．ま た，こ れ らの 結呆 よ り 発芽過程 中の 胚 の 分 化及 び

成 i”” と saikosaponin 類 の 消 長 に 何 らか の 関 連 が あ るか に

つ い て も合 わせ て検 討 した．

実験材料 及 び方法

　L 　供試種子 　近畿大学農学諦 （奈良市〉実験圃場 で 栽

培 され て い る兵 庫 系統 か ら 1990年11月 に採 種 し， そ の 後 室

温 で 風 乾 保 存 した もの ．

　2．選 種 均
一一

な 大 き さ （長 径 3mm 前後 ）の もの を選 種

し，種 子 1〔〕0粒 分 の 風 乾重 （以降，種 r一重） を秤景した ．

　3．発芽実験用培地　脱 イオ ン 水 を 用 い て 1％寒 N 培 地

を作 製 し，9cm シ ャ
ーレ に 充 填 した もの を発 芽 実 験 用 培

地 と した．

　4． 置床 　寒 天 培 地 上 に，種 rを等 閊 隔 に 種 枕 が 寒天 培

地．L と接 す る よ うに 1シ ャ
ー

レ 当 た り 10〔1粒 ずつ i肯床 した ．

　5．　光 ， 温 度条件　種 子の 置床後，シ ャ
ー

レ は 3 っ の 温

（4〔D
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度 （15， 25， 35℃） に 設 定 され た グ ロ
ー

ス キ ャ ビ ネッ ト（20

W 蛍光 ラ ン プ，12本）内に 1 温度区当た り6 シ
・
ヤ
ー

レ ずっ

設 置 した．それ らの 光条件 を変える た め ，3 シ ャ
ー

レ は 光

（約50  1x） が 当 た る ように サ ラ ン 樹脂
5）

で 包 み （以 降，　 L

区），残 り3 シ ャ
ー

レ は 完全暗然 とな る よ うに ア ル ミ ニ ウム

箔で 包 み 似 降，D 区），計 6 試験 区 の 光，温 度 条 件 を変 え

た 2 因子要 因実験 を設定 した （TABLE 　1）（以 降 ，
　 TABLE 　Iの

実験 区 名 を使 用 した ）．

　 6．発 芽 測 定 　置 床 後， 2 ，3 日毎 に 発 芽 し た種 子 を カ

ウ ン トし た．こ の 際，幼根 が 種 子 か ら 突出 して い る の が 肉

眼で 観察 さ れ た もの を発芽 と 定義 した ．発 芽数 をカ ウ ン ト

後，各試 験区毎 に 累積発 芽率 （％，以 降，発 芽率）を 算出

した．なお 各 試 験 区 と もに 発 芽 締 め 切 りは 置 床 後 2週 間 と

した．

　7． 胚 の 分 化 ， 成 長 の 観察　発芽 数 を カ ウ ン トした 後の

種 子 を，各 試 験 区 よ り任 意 に 5粒 ずつ 選 び 出 し，凍結 ミ ク

ロ トーム （有 限会朴清 和光 器 商会） で約 35 μ m の 切 片を作

製 した．観 察 は，サ フ ラ ＝ ン で染色後，全 自動顕微鏡写真

撮 影 装 置 （PM −10AD ，　 Olympus）を装備 し た 実体 顕 微 鏡

（JM ・TR
，
　Olympus） で 観察，写真撮影 した．

　 胚 の 成長程度を評価す る方法 と して ， 胚 成 長 比 （EmbryQ

Growth　Rate，　EGR ）（＝胚 の 長軸 方 向の 長 さ／胚 乳 グ）艮軸

方向の 長 さ） を算出 した （Fig．1）．た だ し ， 各試 験 区 共 に

発芽 が 最初 に 観 察 さ れ た 日を も っ て，胚 の 観察 及 び 胚成長

TABI．E 　 I，Two −Factoria】Design　（Light　 and 　Temperature
Conditio11）ar】d　Experimentai　Plot

比 の 算出を終了 した．

　8． Saikosaponin　a ，
　c 及 び dの 定量 　発芽数 をカ ウ ン ト

した後 の 種 子 を，各試 験 区 よ り任 意 に50粒ずっ ，3反復選 び

出 し， 乾燥 （60℃ ，24h ）後，50粒重 を秤 量 し，乳 鉢 で 粉 砕

した．各粉末試料をO．2％ KOH ・MeOH （30　ml ＞を抽出溶

媒 と し，還 流抽出 （80℃， 2 回，各 1 時間）した ．抽 出 溶

液 を減圧 乾 固 した 後，残 渣 を0．2％ KOH ・MeOH で 20　ml

に メ ス ア ッ プ し，メン ブ ラ ン フ ィ ル ター（Millex−GV 　Filter

unit ，　pore 　size　O．22 μm ）で 濾過 し た．濾 液20μ 1を標準品

（saikOsaponin 　a，　c 及 び d，和 光純 薬工 業 （株〉製，生 薬試

験 用 標 準 品） との 比較 に よ り，絶対検量法 で 定量 した ．

　測 定機器 ：pump ，　 Shimadzu　 LC ・6AD 　（Shimadzu）；

column ，　 Shim −pack 　 CLC −ODS （0．15× 6．0 φ）（室 温 ）

（Shimadzu）；移動相，　MeCN ：H ，O ； ・ 2 ： 3 （v／v）；流 速 ，

1．8ml ／min ；検出器，　 Shimadzu　SPD −6AV （Shimadzu）；

UV2 〔〕4　nm ，0．08AUFS ；computl   integrater，　 Shimadzu

C −R5A （Shimadzu）4）．

Telnperature

結 果 及 び 考 察

Light
15℃ 25℃ 35℃

LightDark LD55ー

工

LD匚
」

522

LD
一
b533

Fig．亅．Cross−Section　 of　 Seed　 and 　 MethQd 〔｝f　Length　 of

Embrvo 　 and 　Albumell
Embryo 　grQwth 　 rate ，　EGR ＝］ength 　 of 　embryo ÷

length（，f　 albumen ．　 sd ：seed 　 coat ，　 cc ：caruIlcle ，
alb ：albumen ，　hyp ：hypocotyl，　 cot ：cotyledon ．　bar，
正mm ．

（41＞

　1 ） 光 が 発 芽 に 及 ぼ す影響 に つ い て （Fig．2＞

　 ミシ マ サ イ コ 種子 は 光発芽性種子
2a・b｝ とさ れ て き た が ，

本実験 で は 各温 度区共 に L 区 と D 区 間 に 有意 な差 は な か っ

た （p〈 O．05，two ．way 　analysis 　of、variance ）．ミシ マ サ イ

コ 種子の 発芽 は，採 種 直 後 は光 に よ る発 芽 促進効果が 認 め

ら れ る．こ の 原 因 に つ い て は，種 子 中の 発芽抑制物質 が 光

に よ っ て 失 活 され る た め と推 測 さ れ て い る
3｝．しか し，こ の

抑 制物質 は 貯 蔵 期間の 延 長 に 伴 い 失 活 さ れ る た め，6 か 月

以．上貯蔵 さ れた もの で は 光発芽 性 は 失 わ れ る と報告 さ れ て

い る
u）．本実験 で も 6 か 月 以 ヒ貯 蔵 され て い た種 子 の た め，

発 芽 抑 制 物 質 が 失 活 し， L ，　 D 区 間 で発芽 率 に 差が なか っ

た もの と推 測 され た．

　 2）温 度が 発芽 に 及 ぼ す影響 に つ い て （Fig．2）

　発 芽 率 （以 降，特別 の こ と わ りが な い 限 り発 芽 締切 日の

発芽率 を示す）が 高 か っ た の は，光 の 有 無 に 関係 な く

15℃ で，25℃ で は極 端 に低 くな っ た．35℃ で は ， 光条件 に

関係 な く本実 験 中発 芽 は観察 されなか っ た ．

　 3 ）胚 の 分 化 ・成長 様式 （Fig．3）

　 置床前 の 胚 は ほ ぼ 球状〜楕円形状胚 段階 で EGR は 0，15

前後 と，ほ と ん ど の 胚 で 器 官分 化 は起 こ っ て い な か っ た

（Fig．3a）。そ の 後，球 状 胚 の 上 端 両側 よ り左 右 対 称 に 2枚

の 幼子葉が 分 化 し，心 臓型 胚 の 段 階 （Fig．3b）に な っ た ．

ま た，幼 子 葉 の 間 に は幼 芽 の 原 基が 分 化 して い た．幼子 葉

の 伸 長 に 伴 い ，胚 軸，幼 根 が 分 化 し，EGR が 約 0．5 稈 度 に

な っ た 時魚雷 型 胚 の 段 階 （Fig．3c）に 達 した ．胚 は 更 に 胚

乳 の 長 軸方向に成長 し，完全胚段階 （EGR 約0．6，　Fig．3d）

とな り，種 枕 よ り幼根 が 突出し，発芽 が 完了した ．ま た，

幼子 葉は 種 皮 よ り完 全 に 抜 け 出す ま で ，胚 の 緑 化 は 観 察 さ
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　　0己ys 　efter 　sowing 　　　　　　　　　　　　　　　　D
’
dys 　after 　sewing

Effects　of 　Ligllt　and 　Temperature 　on 　Gen’ninati り n　Ratio　of 　Seed
Experimental　design　anCl 　plot　 see 　in　TABLE　I．　EGR 　is　explained 　in
Fig．ユ，

Fig．3，1）cvelopment 　and 　GrQwth 　Pattern　of 　Embryo 　in　Seed

　　　 a ＞ sphaeroidal 　embryo 　stage ，　b） heart　stage ，　 c） torped〔｝ stage ，　d） complete 　embryo 　stage ．　sd ：seed　 coat ，　cc ：

　　　 carunCle ，　alb ：albumen ，　hyp ：hypoc‘）ty1，　cot ： c 〔〕tyledon ，　em ： elnbryo ，　plm ： plllmule，　rad 　l　radicle 　root ．　bar，1mm ．

れ なか っ た ．

　 4） 光 が 胚の 分 化 ・成 長 に 及ぼ す影響 に つ い て （Fig．4＞

　各温 度 区 共 に胚 の 分 化 ・成 長は 光条件 に 左 右 され なか っ

た ． E記の 発 芽率が 光 条件 に 影 饗 さ れ なか っ た の は ，こ の

よ うに 胚 が 光 条件 に 関 係 な く分 化，成 長 した た め で あ っ た ．

　5 ）温度が 胚の 分化 ・成長 に 及 ぼ す 影 響 につ い て （Fig．

　 　 　4）

　15，25℃ 共 に，発 芽 直前の EGR は 約 0．6 で，有意 な差 は

なか っ た （pく 0．05，two −way 　analysis 　of 　variance ）．そ れ

に もか か わ らず，25℃ で 発芽率 が 低 くな っ た の は，完全胚

以 降 の 幼 根 の 成 長 が 抑 え られ．，結 果 と して 種 皮か らの 幼根

の 突 出 が 起 こ ら な か っ た た め で あ っ た．一
方，35℃ で は

EGR は O．4〜O．5程 度 に しか な らず， 分 化 も魚 雷 型胚 の 殺 階

で 停 ［ヒした ．こ の こ とか ら，35℃ で 未発芽 だ っ た の は，魚

雷 型 胚 以 降の 完 全 胚 段 階 へ の 分 化
・
成
．
長が 抑制 さ れ た た め

で あ る こ とが 明 らか とな ・った．

（42＞
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Fig．5．　 Effects　 of 　Light　 and 　Temperature 　 on 　Saikosaponin　 a，　 c　 and 　d

　 　 　 Content （％ DW ）in　Seed

　　　 ● ：sa ，　 saikosaponin 　a，▲ ： sc ，　 saikosaponin 　c．■ ：sd ，　 saiko −

　　　 saponin 　d．　Experimental　design　and 　plot　see 　in　TAIsLE　I．

　6 ） 光 ， 温 度が saikosaponin 　a，　c 及 び d （sa ，
　sc 及 び sd）

　　 の 含有率 （％ DW ）の 消長 に 及ぼ す 影 響 につ い て

　　　〔Fig．5）

　L 区 で は，sa は 置 床 前 は 末 検 出 で，その 後 も発 芽 締切 目

ま で
一．渡 も検 出 さ れ なか っ た．sc は 置 床前は 0．22（％ DW ）

で ， 置 床後
一

旦 は 減少 した が，15L ，25L で は 4 日 目以降，

ま た 351、で は 6 日 目以 降増加 し，そ の 後 ほ ぽ
一

定 と な っ た

が，い ず れ も有 意 な消 長 で は な か っ た （p＜ 0，05，Friedman

test）．　 sd は 置 床前は 0．09 （％ DW ）と sc に比べ る と低 くな

っ た が，置床後 4 日 目まで 急激 か つ 有意 に 増加 し ゆ く

0．  5，t−test，以 降同様），0、7〜0、9 （％ DW ） と な り発 芽

試験中で 最 も高 くな っ た．こ の 時 の 含有率 は，い ずれ も根

部中の sd に 匹敵す る ほ ど で あ っ た が
6》，その 後急激 に 減 少

し，嚴 床 後 8H 口に は有意に 低 くな っ た．そ の 後 再 び増 加
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す るが 有意な も の で は な く，発 芽 締切 日に は ほ ぼ 置 床 前 の

レ ベ ル に戻 っ た．

　 D 区 の sa ，　sc の 消長は，　 L 区 とほ ぼ 同 じ傾向を示 した．

sd は 置 床後急激 か つ 有意 に 増加 し，2 もしくは 4 日 目に は

実 験 中で 最 も高 くな っ た が ，こ の 時期の 含有率 は，L 区 と

異な り　15， 25， 35℃ と温 度 が 高 くな るに つ れ て有意に 低 く

な っ た．置床後 4 日 目以降 は，L 区同様 sd は有意に 低 くな

っ た ．

結 論

　本発芽 実 験 で 設定 さ れ た 光，温 度条件下 で は，発芽率 は

光の 有無 に 関係 な く工5℃ が 高 く，25℃ で は 著 しく低下 し，

35℃ で は全 く発 芽 しな か っ た．こ の こ と と胚 の 顕微解剖的

観 察 結 果 よ り，球 状 胚 〜魚 雷 型 胚 ま で の 分 化 ・成 長 は

15〜35℃ の 範囲 内な ら可 能 で あ るが
， そ れ 以 降 の 発 根 ま で

の 過程 は 25，35℃ で は抑制 さ れ，胚 の 分化 ・成長 が 可 能 な

温 度 は ，球状 胚
〜
心臓型 胚 ，魚雷型 胚 及 び 完全胚 段 階以 降

の 幼 根 の 成 長 と各段 階毎 に 異 な る こ と が 明 ら か と な っ た．

　 発 芽 過 程 中最 も変動 した の は sd で ，胚 の 分化
・
成長の 開

始 とほ ぽ 同調 して 含有率 は 有意 に 増 加 し，その 後 置 床前の

含 有 率 （％ DW ）に 戻 っ た 頃 に は ， 胚 の 分 化 ・成 長 もほ ぼ

停 止 して い た．こ の sd の 消 長 は光 存在 下 で は 温 度 に 左 右 さ

れ なか っ た が ， 光が な い 条件下 で は 温 度 に左 右 され る現 象

で あっ た．現象論的 な推測 で は あ るが，胚 の 分 化 ・成長 と

saikosaponin 類 の 含有率 （％ DW ）の 消 長 は ，同時期 に 岡

じ種子内で 起 こ る現象 で は あ る が ，こ れら 2 つ の 現象 に は

直接的 な 関連は な い もの と推 測 され た．
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