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　componcnt ，　glycine　betaine，　was 　dctermincd　by　capillary 　electrophoresis ．　Thc 　rclation
between　thc 　bctaine　levels　alld 　stress−tolerallcc 　in　the 　varicties　was 　surveyed ．　The 　salt　stress−tol−
erant 　and

−seIlsitive 　varieties 　were 　wcll 　discriminated　by　thc 　betainc　levels　in　the 　seediings 　of 　bar−
ley　cu1 〔llred 　undell 　stressed 　and 　ullstresscd 　condi 〔ions．　 Also，　the 　betainc　levels　 could 　discrimi−
nate 　betwccn　Af士ican　and 　Japanese　varietics ，　prcsumably 　due　to　the 　climate 　difference　between
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1 緒 言

　世 界の 農耕地の 約 10「／o は塩 類土 壌 と い わ れ，ま た 世 界

陸地 の 30 ％ を 占め る乾 燥 ・半 乾 燥 地 域 で は か ん が い に よ

る 土 壌 の 二 次的塩類集積 と い う新 た な 問題 も派生 し て い

る．世 界人 口 が 急増 し食糧危機が 叫 ば れ る 中で ，食糧 増 産

の た め に こ う した生 産性 の 低 い 塩 類 土 壌 や 乾 燥地 ・半乾燥

地 帯の 積 極 的 活用 とそ こ に お け る生 産性 向．．ヒが 急 務 とな っ

て い る
1｝Lb．こ の 問 題 を解 決 す る 最適な方法 の

一
つ に 品 種

選抜 が あ る．世．界に 広が る様 々 な環境 の 中で 生 育 して い る

1
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品種 （種子 ） を集 め，こ の 中か ら品種 選抜 を繰 り返 す こ と

に よ っ て塩害，か ん ばつ ，低温 な ど の 複 合 した環境 ス ト レ

ス に 強 い 耐 性 品 種 を選 抜す る こ とが で きる．た だ し，適正

品種を見い だす まで に は多大 の 労力 と長 い 年 月 を必 要 とす

る
3｝．例 え ば，オ オ ム ギ は 世 界 に 1万 種以 上 存在 し，そ れ

ぞ れ 育 っ た 環境に 応 じて 極 め て ス トレ ス に弱 い 品 種か ら強

い もの まで 様々 で ある．実 際 に，乾燥地などの 不 良耕地 で

は多 くの 品種 を 導入 し数年間 か け て 適 正 品 種 を選抜 して お

り，よ り短 時 間 で 簡 便 に 選 抜 で き る 方 法 が 求め られ て い

る
噂．

　高等植物 は 乾燥や 塩 害 な ど様 々 な環境 ス トレ ス 下 に お か

れ る と，浸透圧 調 節物 質 （適 合 溶 質） を誘導合成 し ， 細 胞

内の 水 分 を保 つ こ と に よ っ て 細 胞 内 の 恒 常性 を維持 して い

る ．グ リシ ン ベ タイ ン 1（GHs ＞sN
．ト
C］H2COO

．．
，　 GBi は植
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物中 に 最も広 く分布 して い る 適合溶質で あ る
5）．GB は 安

定な化合物 で あ り，高等植物 の 細胞 に と っ て 毒性 が な く ，

そ の 分解系 は 存 在 し な い と 言 わ れ て い る
6）．こ れ ま で GB

の 定量法 と して核磁気共鳴法 （NMR ）
7 ），高 速 液 体 ク ロ マ

トグ ラ フ 法 （HPLC ）
B）

な どが 開発 さ れ て い る が ， 多数 の

試 料 の 分 析 に は不 向きで ある ．著者 ら は高分 離能を持つ キ

ャ ピ ラ リー電 気泳動装 置 に よ る 簡 便 な 測 定法 を 開 発 し

た
9 ）1°）．ま た，GB を は じめ とす る 適 合 溶 質を誘導体化す

る こ とに よ り高感度 な分析が 可 能 と な っ た
il）．

　GB は 乾燥，低温 ，塩 害 な どス トレ ス で 誘導合成 され る

こ とか ら，著者 らは，逆 に GB の 誘導合成量 を指標 と して

植物の ス ト レ ス 耐 性 を評 価 で きない か，と考 え た．GB 量

か ら耐性種 を判別 で きれ ば 品種選抜 に お ける 省力化 と迅 速

化 を図 る こ とが で き る と考 え た．イ ネ科で は，ム ギ 類 は耐

塩性 が 高 く，GB の 蓄 積量 も多 い こ と が 分か っ て い る
12 ）．

そ こ で 生 物 学 的 に 耐 塩 性 が 明確 に さ れ て い る オ オ ム ギ 品種

と 未知 の 品 種 に つ い て キ ャ ピ ラ リ
ー

電気泳動 法 を 用 い て

GB 分 析 を 行い ，その 定量値 と品種間の 耐 性差との 関係 に

つ い て 検 討 した ．

2　実 験

　2・1 装置 と試薬

　キ ャ ピ ラ リ
ー
電気泳動装 置 は ， Waters　Quanta−400eE を

用 い ，使用 した キ ャ ピ ラ リーは 75　prn　Ld．　x 　60　cm （有 効

長 50cm ），検 出 は 254　nm で 行 っ た．測定温度 25℃ で，

サ ン プ リ ン グ は落 差 法 10cm × 10 秒 で 行 い ，印 加 電 圧 は

12kV と した．

　エ ス テ ル 化 用 の p一プ ロ モ フ ェ ナ シ ル ブ ロ ミ ド （PBB ）は

東京化 成 製 を使用 した ．標準品 の GB 及 び他 の 試薬は すべ

て 和光純 薬 製 の 試薬特級 を用 い た．脱 イ オ ン 水 は Milli−Q

（日本 ミ リポ ア 製） を使用 した．

　 2・2　 オ オム ギの 栽培及び 試料 の 採 取

　オ オ ム ギ （Horcteum 　vuig αre　L．）は 岡 山大学資源生 物科学

研 究 所 で 系統保存 され て い た 品 種の 中か ら選抜 さ れ た もの

を 用 い た．1997 年 12 月 か ら 1998 年 4 月 に か け て 無 加 温

自然光 ガ ラ ス 室 で 土 耕 栽培 し た．耐塩 性 既 知 の 品 種を 3

葉期，未知 の 品種 を 4〜5 葉期まで 生 育 させ た後，乾燥 ス

トレ ス をか けた．す な わ ち，同・一
の 種 に つ い て 引 き続 きか

ん 水 を行 っ た適湿区 （W ） とか ん水 を 行わ な か っ た 乾燥区

（D ） の 2 区 に 分けて 1 週 間 養成 し た．そ の 後地 上 部 （葉

及 び 茎） を採取 し，80℃ の 乾燥器 で 乾燥 させ，乾燥剤 と

．一
緒 に ポ リ エ チ レ ン 袋 に 入 れ 保存 した．

2・3GB の 定量及び 判 別 分 析

　分析直前 に 再度 オ オ ム ギ 試料 を 80℃，4 時 間 以 上 乾 燥

させ た．乾 燥 した 地 上部 の 全長 は 約 30crn で
，

10　cm ほ ど

の 茎 が 含まれ て い た．耐 塩性 既 知の 品 種 につ い て は，地上

部全体 （葉 と茎 ）を は さみ で 裁 断 し ，
ミ ニ ブ レ ン ダ

ー （大

阪ケ ミカ ル 製） を用 い て粉砕 した 後，ふ る い （40Mesh ）

に か けた もの を粉末試料とし た．未知 の 品種 は茎 を 除去 し

て 葉 の み を同様 に処 理 した．

　 ミ ク ロ チ ュ
ーブ （2ml ） に オ オム ギ の 粉末試料 0，lg を

取 り，水 1．．5　ml を加え恒温水槽 で 75℃，20 分 間抽 出 した．

そ の チ ュ
ーブ を IOOO × g で 10分間遠 心 し，上 澄 み を 分 取

し，PBB に よ りエ ス テ ル 化 した 後，50　mM ，　 pH 　3．5 の リ

ン 酸塩泳動液を使用 して ，キ ャ ピラ リー電 気泳動装置 に よ

り分 析 し た
UVI ）．

　適湿区 （W ）及 び 乾燥 区 （D ） で 栽培 し た オ オ ム ギ 試 料

の 分析結果 に つ い て マ イ ク ロ ソ フ ト製 の 表計算 ソ フ ト

Excel を用 い て 処 理 した
13）14）．

3　結果 と考察

　3・1　耐 塩 性 既 知 の オ オ ム ギ試料 に お け る解 析

　今回用 い た オ オ ム ギ幼植物 は，岡山大 学 資源 生物 科 学研

究 所 で系統保存 さ れ て い る 6000 品種 の 中 か ら耐 塩性 の 異

な る 品 種 を選 び ，発芽後 3 葉 を つ け る ま で 正常 に 生 育さ

せ た 後 ，
500mM 　NaGl の ス トレ ス を か け栽培 し ，4 週 間

後 の 生育状況 か ら耐性強度 を 5 群 に 分類 し，その うち耐

塩 性 の 最強の もの と最弱の もの につ い て分析を行 っ た
／S）lt’）．

　本研究 で は乾 燥 ス トレ ス をか け た．塩 ス ト レ ス 及び 乾燥

ス トレ ス は植物細胞 中の 水分 変動 に か か わ る 水 ス トレ ス で

あ り，GB の 誘導 ・合成 に 同 じ効果を持つ こ とが 知 られ て

い る こ とか ら
16 ｝，本 研 究 で は 異なる 耐塩 性 の オ オ ム ギ に対

して ，栽培操 作上，作業 しや すく均
一
性 が よい 乾燥 ス トレ

ス をか け る方法を選 ん だ．

　キ ャ ピ ラ リー電気泳動に よる オ オ ム ギ 試料の エ レ ク トロ

フ ェ ロ グ ラ ム を Fig．1 に 示す．1 検体 15 分 以 内で 高分 離

か つ 感度 よ く測定で き る こ とが 分 か っ た．こ の 方法 に よ り

耐
．
塩 性既 知 の 15 種 類 に つ い て 地 上 部 （葉 と 茎 ）に 含 ま れ

る GB を定量 した 結果 を Table　l に 示す．そ の 中 に No ．

1〜8 は 幼植物時 の 耐 塩 性 の 最も強い 品種 （耐塩 性 品 種），

No ．9〜15 は逆 に感受性を示す品種 （感受 性 品種） で ある．

GB 含 量 を 比 べ る と，い ず れ も乾燥 ス ト レ ス を か け た 区

（D 区）が 高 くな っ て い る こ とか ら GB が ス トレ ス で 誘導

され る こ とが 分か っ た．また 耐 塩 性 品種 で は正常 生 育 （W

区 ， 平均 56 μmmol ／g） 及 び 乾 燥 ス トレ ス （D 区，平 均

82 μmol ／g） の ど ち ら も感受性品種 よ り高 い 値 を 示 した ．

D ／W を GB の 誘導率 と見 なす と感受性 品 種 の ほ うが GB

の 誘 導 率 が わ ず か に 高 くな っ て い る よ うに み える が ，GB

の 絶 対 量 は 耐性種 の そ れ に 比 べ て 両 区 と も低 い （W 区 ：

平均 40 μmol 〆g，　D 区 ： 平 均 69 μmoVg ）．

　 D 区 と W 区 の GB 値 をも とに 耐塩 性 品 種 （● ） と 感受

性 品 種 （○） の 相 関 図 を作成 した と こ ろ，Fig．2 の よ うに

N 工工
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な っ た．両品種 は 線形判別 関数 z
≡0．24Xi＋ O．14x，，− 22 に

よ っ て 耐塩 性 グ ル
ープ と感受性 グ ル

ー
プ に 明 り ょ うに 分 離

で きる こ とが 分か っ た．

　3・2 地 域 既 知 の オ オ ム ギ試料 に お け る解析

　 更 に GB 量 か ら乾 燥 ス トレ ス 耐 性 に関 す る 品種 問 の 差 を

検 証す る た め ， ア フ リカ 原 産 の オ オ ム ギ 14種 類 及 び 日本

産 の 13種類 を 3・1 と同 じ条件で 栽培 して 分 析 した．そ れ

ぞ れ の GB 含量 を Table 　 2 に 示 す．そ の 結 果，ア フ リ カ 原

産 の オ オ ム ギ は 日本産 よ りW ，D 両 区 と も高 い GB 値 が

〉
日

20

IO

0O

．O 　 5，0　 　 　 　　 10．O

Migration　time　1　min
15．0

Fig・l　E【ectropherogram 　 oF 　a　leaf　exIrac 足 of 　barle
｝
・

de宣．eα ed 　aI．254　nm

GB ： glycine　betaine　 ester ．　The 　 other 　conditions 　ar
・
e

dcscribed　in　 section 　2・land 　2・3，　 Main 　peak　is　GB
es 〔er，　and しhe   thers　a 引

・
c 　esters 　of 　solnc 　amino 　acids ．

示 さ れ た．GB 値 を も と に D ，　 w 区 の 相 関 図 （Fig．3） を

作成 した と こ ろ，ア フ リカ 産 の 品種 （▲ ） と 日本 産 の 品種

（△ ） の 問 に 明 ら か な 分離が 見 ら れ た ，図 中 の ▲ BO33 を

除 くと両者 の 線形判別関数は z
＝O．27x， ＋ O．08x？

− 24 とな

っ て 前項 と極め て 類似 し た 係数 を 持つ 判 別 関 数 が 得 られ

た．こ の こ と は地域 的 に 高温，か ん ば つ の 厳 し い ア フ リ カ

大 陸 と 1 年中温暖多雨 の 日本 で は 気象的 に 明確な差 が あ

るの で ，こ れが オ オ ム ギ 品 種の GB 含量 に 反映 さ れ て い る

O
ぢ
目

忌
畠

12011010090807D6050403020

○

●

O 　 O

○

●

　 　 　 ●

cρ
（｝●

●

●

20 　　　 30 　　　40　　　50　　　60　　　70　　　80　　　90

　　　　　 W 　1　pmol 　GB 　91

Fig・2　Distinction　between　salt　tderaIlt　varie ［y （●）
and 　sensitive 　variety （○ ）of 　barley　at　the 　scedlingstage

W ； GB 　content （μmo レg　dワ weight ）of 　barley　grown
under 　a 　wet 　condition 　us　a　control ；D ： GB 　content 　of

barleγwithout 　irrigation　in　the　lasしweek 　befbre　harvcst

Table
．
【　Contentofglycine　betaine　in　salt 　tolerant 　and 　sensitive 　varieties 　of 　barley　（μmolfg 　dry　weight ）

No ． OUNo ．の Origin Row 　typeHull 　type wb 〕 D
⊂〕
　　 D ／W

Tolerant　at 　the

see’dliug　Stage

Sensi聖jv（：at 　the
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c 　 　 　 　 　 　 　 　 　53
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Table　2　Content　of 　glycine　be［ainc 　in　barley　collcctcd 　from 　Af
’
rica 　andJapan （pmol ／gdry 　weight ）

OU 　No ．a〕 Origin wb 〕 D
‘1 DfW OUNo ． Origin W D D／w

BOO8BOl5BO33BO69BSI8B327B349B369B62BB669B670E284E285E525average

　velue

Nor しh　Africa

MoroccoNQr
巴hAfrica

EgyptAlgeriaTunisiaEgyptEg

アptAlgeriaEgyptNorth

　Afhca

EthiopiaEthiopiaEthiopia

71845984053942

う

6758756665656665347482963564763875556100413121
　

　

　

111111111111

023907488930190211122211122212JOI6JO40

」044JO64Jo69JO75

」080JO87JO97J183

」326J330J334

Japall
」apanJapan

．lapanJapan

．lapan
」ap 乱n

．Iapan
」ap 乱nJapanJapanJapanJapan

6926677236754543444544433545137999602767507789897888691

85

854929779939811212111112111

．9

a ），b），c ）same ・as 　in　Tat）le　 l
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弖
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▲
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Fig．3　Distinction 　betweell　varieties 　originated 　h・om
Africa （▲ ）andJapan （△ ）

WandDaresame 　asin 　Fig．2．

こ とが 推察 され た．な お，ア フ リ カ 産の 中に も Fig．3 の

▲ BO83 の よ うに乾燥 ス ト レ ス に 弱 い 品種 も見 られ る ．詳

細 は 不 明 で あるが，同 じ地域 で も湿潤な環境もあれ ば環境

の 激 しい と こ ろ もある の で ，こ うした 気候 的 な 差 が 品 種 に

も現れ て い る の で は な い か と考え られ る．現 在，品種の 栽

培 さ れ て い る 地域 を 検定 し ， 気 候 と GB 含 量 の 関 係 を調査

中 で あ る．

　 こ れ らの こ とか ら極端な気候的な差が あ る品種間 につ い

て もGB 含量 は 相関 し て い る こ とが 推察 され た．現 在，中

国原 産 の オ オ ム ギ 19種 類 も分 析 して い る が ，分布 が 広 が

っ て お り明 り ょ うな 分離が で きない ．こ れ に つ い て も 品種

の 採取地 とそ こ で の 気象条件な どか ら オ オ ム ギ の ス トレ ス

耐性の 違 い を解析 す る必 要 が あ る．

　 こ こ で Table　1 と Table　2 に お い て，　 GB の 値 が Table

1 の ほ うが 小 さ く ， Table　 2 の ほ うが 大 き くな っ て い る ．

諸 処検討 の 結果，Table　 1 の 試料で は 葉 と茎 の 全部を用い

た こ と，Table　 2 で は 葉 の み を用 い た こ と に よ る ．　 GB は

葉で 合成 され 葉 に 蓄積 さ れ る こ と
5｝，また 実際の 塩 類 土 壌

で 栽培 され た コ ム ギの 葉，茎，穂 を分析 した 例で は，塩 ス

ト レ ス 負荷 の 違 い に よ っ て GB 含量 が 変動す る が，茎 の

GB 含量 は 葉 の GB 含 量 の お よそ 3〜5 割程 度 で あ る こ と

が 報告 さ れ て い る
17）．今回 の Tablc　1 の 試 料 で は，植 物 全

体の GB 含量 を知 る た め に 茎 を含め て 分 析 した た め，分 析

値 が 低 くな っ た と 考 え られ る．GB 含量 の 明 り ょ うな 相違

を知 る た め に は葉 の み を分析 した ほ うが よ い こ とが 分か っ

た．

　以 上 を ま と め る と，高分離能か つ 簡便 な キ ャ ピ ラ リ
ー電

気泳動法 に よ りオ オ ム ギ品種間の 耐塩性及び 地域 の 差 異 に

明 りょ うな関係 を 見い だ すこ とが で きた．今後，試料数 を

増や し，オ オ ム ギ の 形 質，栽培地 域 や 気 候 特 性 と GB 誘導

量の 関係 を精査 し，オ オ ム ギ の ス トレ ス 耐性 に か か わ る要

因 を 明 らか に して い く予 定で あ る．

　本 研 究 の
一

部 は 平 成 15 年 度 文 部 科 学 省 基 盤 研 究 B （No ．
15B80225 ） の 研 究助 成に よ り行わ れ た．
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