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トドマツの休眠*

柴草良悦柿
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By 
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1.緒言

温帯や亜寒帯に分布する樹木は，冬季の厳寒期には低温や乾燥にさらされるので，それに

耐えられなければ生存していくことはできない。これらの樹木は，休眠によって劣悪な条件に

本 1984年4月30日受理 Received April 30， 1984. 
料 北海道大学農学部造林学研究室

料L aboratoryof Silviculture， Faculty of Agriculture， Hokkaido University. 
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耐えて環境に適応してきた。すなわち，厳しい低温や乾燥に耐えるためにより一層休眠が，不

可欠のものとして生活史の中に組み込まれている。これに対して好環境下に生育する熱帯植物

の多くは 1年間の生育リズムは有するが，明らかな休眠期を持たず，環境条件が適当であれ

ば，生長はある程度連続的に進行するといわれている。

温帯や亜寒帯の樹木は，休眠に入ったのち生長期とは異なった代謝が少しずつ進行して，

それによって春の生長のためエネルギーや植物体の構成素材を用意するとともに，低温や乾燥

に耐えられるよう耐凍性を高めている。また，細胞の水分を減少させたり，細胞膜等を強化さ

せている。

休眠とは，適当な温度や水分が与えられても生長しない状態をいい，次の 2つに大別され

る。まず，温度環境や光環境などの外的要因が生育に不適当な場合にのみひきおこされるもの

で，強制休眠 (imposeddormancy)とよばれ，夏の一時的な休眠や次に述べる自発休眠の前後

にある浅い休眠である。他の 1つは，冬芽あるいはタネなどの休眠器官それ自体に原因がある

ものと考えられ，自発休眠 (innatedormancy)とよばれている。樹木の休眠は，タネと芽で顕

著であり， 温帯や亜寒帯の樹木のこれらの自発休眠は， 自然条件下で低温 (O-7
0

C)を一定期

間受けて打破される。

休眠と耐凍性とは，密接に関連しており，樹木は，まず自発休眠へ導入しそれが浅くな

るにしたがって次第に耐凍性を高める。また，凍結温度によって一層耐凍性を増大する。一方，

亜熱帯性のヤナギのように，自発休眠はないが一定の低温を与えることによって (hardening)，

耐凍性を高める樹木もある13)。

自発休眠が破れていく過程で，樹木は耐凍性を次第に高めていくが，多くの植物で一般的

に認められる物質代謝の変化を以下箇条がきで述べる。

a. 生長抑制物質(とくにアブサイシン酸 (ABA))の減少5，8)

b. リボ核酸 (RNA)(とくに可溶性 RNA)の合成9)

c. 可溶性蛋白質の合成22)

d. アルギニン，プロリンなどの特定アミノ酸の増加13，14)

e. でんぷんの糖化13，14)

f. 中性脂質の減少とリン脂質の増加お)

g. 解糖系からベントースリン酸回路への呼吸系の転換12)

これらの一連の物質代謝にみられるように，樹木は秋から厳冬に向けて，浸透圧を高め細

胞質を増加させ，膜を新生ずるなどのために重要な代謝が活発化し，耐凍性を高めていく。す

なわち，厳冬期に一定時間の低温 (O-70C)を受けた樹木は，ゆっくり生長抑制物質を減少

し，生長促進物質の働きうる素地を作り，酵素・核酸代謝が進み，耐凍性を高め，翌春の開芽・

伸長の準備がおこなわれる。

トドマツの芽の休眠や耐凍性については，いまだ不明のことが多いが，明らかになったこ
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とを以下に述べる。

札幌付近では， トドマツは 5月上旬に開芽し 6月下旬には冬芽を形成するが，上長生長

は7月下旬頃まで続く。冬芽を形成したのちは，冬芽の中で、翌春のための葉原基を作っていて，

それが終了して 9月下旬頃自発休眠に入る20，21)。また，その頃，芽の原基体の下部にクラウン

組織が発達する21)。

トドマツの冬芽形成や上長生長の停止は，前述のように 1年の中で早い時期におこるので，

これらの現象には日長(短日)や気温が直接関連しているのではなく，樹木自体の性質として，

枝条が前年に用意した葉原基を展開し終えたら，自然に冬芽形成すると考えられる。しかし，

極端な気温や土壌水分の変化は，生長を停止させ冬芽を形成させることもある。

いったん休眠に入ったトドマツは，低温 (0~70C) や長日条件によって休眠から覚醒す

る4)。長日は，葉に感応して葉の生長抑制物質を減少させ6)， それが送られる冬芽では， 結果

的に生長抑制物質が減少すると考えられる。低温は冬芽で直接感応し，この場合も生長抑制物

質が減少すると考えられる。休眠が打破されたかどうかは，樹木を温室に持ち込んで適当な

温度と水分を与えて開芽するかどうかで判断する。 トドマツの休眠の深さは，樹齢によって異

なり，若い苗木ほど休眠は浅い。

生長抑制物質の中で最も抑制作用の強いのは， アブサイシン酸 (ABA)であるとされ，他

にフェノール類も多く， その中の 1つに Dーカテキンがあり， 両者は休眠期のトドマツ葉に存

在する15，16)。

芽の休眠を詳しく調べる目的で，冬芽の芽の原基体を取り出し，無菌培養して生長物質の反

応をみた。オーキシンの αーナフタレン酢酸 (NAA)は， 1.0μg/msでやや生長を抑制した21)。

ジベレリン A3(GA3)とエスレル(植物体内に入ってエチレンを発生する)は，生長に影響

を与えなかったが，培養中に発生するエチレン (C2H4)を除去すると生長を抑制した19)。また，

自発休眠中と他発休眠中の芽の原基体を取り出し C2H4発生量を調べたところ，後者の方が

より多く C2H4を発生した19)。一方，サイトカイニンの 6ーベンジルアデニン (BA)は，芽の原

基体の生長を著しく抑制した19)。

トドマツの耐凍性を調べた実験によると，苗木では， 9月下旬および 10月上旬の耐凍度は

-30Cであったが， 12 月上旬に -20~-250C と最大となり，その後，積雪下の苗木は，次第

に耐凍性を低下させ， 5月上旬に -30Cとなった3)。

また，植栽後 18~20 年生のトドマツの当年生枝の耐凍度は， 9月下旬で -50C，2月下旬

で -300Cとなり，その後減少し 4月下旬には -30Cとなった2)0 

本研究では，自発休眠から他発休眠，さらに開芽期における冬芽の生長物質の変化，培養

した芽の原基体の生長に与える RNA合成血害剤の ActinomycinD (Act. D)，蛋白質合成阻

害剤の Cycloheximide(Ch)および ABAの影響，休眠期の芽の原基体および生長期の枝条で

の核酸合成，蛋白質合成を調べた。
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本研究を進めるに際し，終始懇切なご指導を頂いた北海道大学農学部造林学教室故武藤憲

由教授に深甚な謝意を表する。核酸および蛋白質の実験について絶えず有益なご助言を頂いた

北海道大学理学部生物学科谷藤茂行教授に深謝する。また，多くの助言や援助を頂いた造林学

教室の皆さんに感謝する。

2. 実験材料および方法

実験材料として，生長物質の抽出，精製および生物検定には，北海道大学苫小牧地方演習

林幌内事業区 40林班に造林されたトドマツを用い，それ以外の実験には演習林実験苗畑に植栽

されたトドマツ造林木を用いた。

(1) 生長物質の抽出，精製および生物検定

22年生トドマツから冬芽を 1978年 10月15日， 1979年 1月22日， 3月8日， 5月4日お

よび6月1日に採取し，芽の原基体，芽りんおよび芽の基部の枝に分離した。遊離の生長物質

の抽出，精製方法は，すでに報告した通りである17，18)。

結合体の生長物質の抽出，精製方法は以下の通りである。遊離の生長物質を酢酸エチルで、

抽出した残りの水層を 1NNaOHでpH11.0とし， 650C， 2時間加水分解したのち，水溶液を

再び pH3.0まで下げて，酢酸エチルで、抽出した。その後は，遊離の生長物質の場合と同様に

精製した。生長物質の生物検定は，アベナ伸長試験によった17)。

(2) 芽の原基体の培養

実験には，苗木の枝の頂芽を用いた。

Act. D とChの実験では， 1979年 10月21日， 1980年 1月21日および 3月20日に枝を

採取した。 ABA実験では， 1979年 10月14日と 1980年 1月20日に枝を採取した。

芽りんを取り除いた枝の頂芽を 1%の次亜塩素酸ソーダ (0.05%の展着剤を含む)で 10分

間殺菌したのち，数回無菌水で洗った。無菌的に芽りんを取り除き， クラウン組織から下を切

り離し，芽の原基体を取り出した。芽の原基体の切断面を下に， 25 mOの寒天培地の入った

100 mOエーレンマイヤーフラスコに 2個ずつ植えた。

生長物質を加えた培地あるいは基本培地は， 1N HClあるいは NaOHで pH5.5に調整し

たのち， 120oC/kgfcm2のオートクレイプで 15分間殺菌した。 トドマツの芽の原基体を培養す

る場合の基本培地は， RrssER & WHITE's培地が適していた19)。

ABA の実験では，培地に 0.1μg/mØ~100μg/mØ の濃度になるように ABA を加えた。

Act. D の実験では，濃度 1μg/mØ~200μg/mØ， Ch の実験では，濃度 0.1μg/mØ~100μg/mØ

の水溶液を作成し，芽の原基体を 3時間浸した。処理した芽の原基体を培地に植えたのち，

1，000ルクスの照度， 12時間日長， 250C下で42臼間培養した。

(3) 核酸および蛋白質合成

休眠期の芽の原基体と生長期の枝条の核酸および蛋白質合成を調べた。冬芽および枝条の
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採取は， 1983年 5月25日， 10月22日， 1984年 1月28日および 3月25日におこなった。 RNA

合成を調べるために 3H-uridineを用い，蛋白質合成を調べるために 3H-leucineを用いた。

1) 3H -uridineおよび 3H-Ieucineの芽の原基体およびトリクロル

酢酸 (TCA}ー不溶成分へのとり込み

芽の原基体への取り込みを調べるために， 3H・uridine(100μCi/mt)および 3H-Ieucine(25 

μCi/mt')をそれぞれ含む 5mMトリスー塩酸緩衝液 (pH7刷に，芽の原基体を 200C，2"'-'10時間

おいた。その後，芽の原基体を 0.5%のラウリル硫酸ナトリウム (SLS)で30秒間洗い，さらに

無菌水で数回洗った。それらを上記の緩衝液でホモジナイズし，一部を取って NCSゲル可溶

化剤を加えて 2時間加熱し，さらに 10m/!のシンチレイター(1&のトルエン+4gのPPO+100

mgのPOPOP)を加えて，液体シンチレーションスペクトロメーターで放射能を計測した。

TCA-不溶成分への 3H-uridineの取り込みを調べるために，前述のように処理した芽の

原基体をそれぞれ1-0%の冷 TCA液でホモジナイズした。 3H-Ieucineの場合は， 900Cで10

分間処理し， tRNA-アミノ酸を取り除いた。これらの溶液を glass五berfilter (Whatman 

GFJC)上で，吸引しながら 5%の冷 TCAで洗った。さらに冷エタノールーエーテル液で洗

ったのち，フィルターを 800Cで30分間乾燥し，上記のシンチレイターを加えて放射能を測

定した。

2) 核酸 の 抽 出

核酸抽出の方法は， TAKAIWAとTANIFU]l23)の用いた方法によっている。芽の原基体を

3H・uridine(100μCi/m/!)の5mMトリス一塩酸緩衝液 (pH7.0)で8時間無菌的にラベルした

のち， 0.5% SLSと無菌水で、洗った。その後，芽の原基体を 0.1Mトリス塩酸緩衝液 (pH9.0)

に 1%SLS， polyvinyl sulfuric acid K salt (100μg/m/!)， 0.2%の diethy1 pyrocar bona teを

含んだ水溶液とクロロフォルムーフェノール液との 1:1の混合液でホモジナイズした。 クロ

ロフォルムーフェノール液は， グロロフォルムとフェノール液 (500gフェノール +70m/!の

m・クレゾール +0.5gの8-hydroxyquinoline十55mtの水)の 1:1の混合液である。遠心分離

(11，000 x g， 15分間， OOC)ののち，水層をパスツールピペットで集めて，クロロフォルムーフェ

ノール液で、3回蛋白質を除去した。水溶液に 0.1Mになるように NaClを加え， 2.5倍のエチ

ルアルコールを加えて， -20oCで核酸を沈搬させた。沈澱物を 2，900xg，10分間， OOCの遠心

分離で集めた。

得られた核酸の一部を用いて， poly A (一)RNAとpolyA (+) RNAを分離した。すなわ

ち， oligo dT・cellulos巴により， 0.5 M KClのO.01Mトリス一塩酸緩衝液 (pH7.5)で， poly A 

(一)RNAを溶出した。 さらに， 同緩衝液で十分洗ったのち， O.01Mのトリス一塩酸緩衝液

で polyA (+) RNAを溶出した。得られた polyA (一)RNAおよび polyA (+) RNAをuv
260nmの吸収により定量し，さらに (3)-1)に述べた方法で、 TCAにより沈離させ，放射能を測

定した。
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Fig. 1パ1)-{5). The change of growth substances in buds sepa-
rated into embryonic shoots (Es)， bud scales (Bs) and 
woody bud bases (Wb)， and in shoots in the growing 
period were investigated by Avena straight growth 
test. The collection dates were Oct. 15(1)， Jan. 22(II)， 
Mar. 8(1II)， May 4(1V) and June l(V). 

仁コ Authentic indoleacetic acid 

• Authentic absci批 acid

(柴草)トドマツの休眠

核酸のポリアクリルアミドゲJf，電気泳動3) 

ヰ一…

ポリアクリルアミドゲル電気泳動は， LOENINGの方法的

核酸を 10%のしょ糖を含む電気泳動すなわち，

緩衝液に溶解し， 5%のビスアグリルアミド(アセトンで再結

晶)を含む 2.5%および7.5%のアグリルアミド(クロロフォ

によった。• 
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ルムで再結晶)で9.5cm x 0.5 cmのアクリル合成樹脂管によ

り分離した。電気泳動は， 30mMの NaH2P04および 1mM

の Na・EDTAを含んだ 36mMのトリスー塩酸緩衝液 (pH
• ロ-s 

7.8)で， 20分間， 2 mA/tube+40~90 分間， 5mA/tubeでお

こなった。
Fig.1ー-(5)

展開したゲルを Cosmodensitometer (重水素ランプ付)によって 260nmの波長で吸収を

スライサーによ展開したゲルをアルミニウムフオイル上で -200Cで凍結し，

1切片に 0.6mtの 90%NCSゲル可溶化剤を加え，

また，調べた。

600C， 2.5時間り2mm間隔で切断した。

前述のシンチレイターを加えて放射能を測定した。

物合イヒ

加熱し，

4) 

[5_3H] uridine (25~30 Ci/mmol)と L-[4，5-3H]leucine (45~70 Ci/mmol)を日本アイソト

ープ協会から購入した。電気泳動における分子量のマーカーとして bakeryeast transfer RNA 

(4 S tRNA)， E. coli 5S ribosomal RNA (rRNA)， E. coli 23 S+16 S rRNAを Boehringer

Mannheimから購入した。

実験結果3. 

休眠期の芽および生長期の枝条の生長物質の変化

冬芽を芽の原基体 (Es)，芽りん (Bs)および芽の基部の枝 (Wb)にわけて，

遊離および結合体の生長物質の変化を調べた結果を図で示すと

10月15日， 1月22日の芽の原基体，芽りんおよび芽の基部の枝では多量の遊離の growth

それらにある

Fig.1一(1)~(5) となる。

(1) 

inhibitorsがあり， 3月8日から開芽期の 5月4日にかけて，それらは著しく減少する。生長最

growth promotersは芽の遊離の growthinhibitorsは非常に少なく，盛期の 6月1日では，

基部の枝にみられる。
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結合体の growthinhibitorsは， 10月15日から 1月22日にかけていずれの部分でも減

少し 3月8日ではほとんどみられなくなる。 6月1日の芽の原基体ではかなりの結合体の

growth promotersがみられる。また markerの ABAにより，最も強い growthinhibitor 

は ABAと考えられた。

(2) リボ核酸合成図書剤および蛋白質合成阻害剤が培養した芽の原基体の生長に与える影響

Act. D は，低濃度で rRNA合成，高濃度で他の RNA合成も阻害し， Chは蛋白質合成

を阻害するとされている。 10月21日 1月21日および 3月20日に採取した芽の原基体の生

長に対する Act.D および Chの影響の試験結果を示すと Tables1~3 となる。

Table 1. E妊ectsof Actinomycin D (Act. D) and Cyclo-
heximide (Ch) on the growth of embryonic 

shoots collected on Oct. 21 

Axis length Fresh weight of needle f a :{S Browning uvelopmnt|C111 
primordia I rormauon 

(mm) (mg) (50) (50) (50) 

Original embryonic 1.9土0.3 4.1土1.7

shoots 

Control 4.5土1.0 37.7土14.1 95 48 

Act. D 1μg/ms 4.4:t 1. 0 38.5:t15.2 91 74 

10 5.4:t1. 9 44.2:t19.2 95 65 

100 4.5:t1.0 40.3土16.5 96 48 

200 4.7土0.9 39.6土12.1 100 62 

Ch 0.1 5.1土2.0 40.8:t16.5 95 63 

1 4.7土1.2 42.7:t13.2 100 57 

10 4.1:t0.8 32.6:t13.4 75 31 

100 3.9:t0.9 33.3:t12.。 78 。

Table 2. E妊ectsof Act. D and Ch on the growth of 

embryonic shoots collected on Jan. 21 

DeOvI enloe pment Callus Axis length Fresh weight of needle formation primordia 
(mm) (mg) (50) (50) 

Original embryonic 2.4:t0.2 6.2:t 1.4 

shoots 

Control 6.1土1.8 79.1土31.9 100 83 

Act. D 1μg/ms 6.1土1.7 73.2土30.4 100 91 

100 6.3:t1.5 84.2:t35.0 100 65 

200 6.3士2.0 72.3:t25.。 96 78 

Ch 0.1 6.2:t1. 9 73.3:t29.6 100 83 

1 6.8土2.2 85.0土39.7 100 78 

10 6.1:t2.5 67.0土37.6 91 39 

1∞ 3.6土1.4 30.4:t16.8 50 。

10 

4 

5 

。
。
。
10 

19 

33 

Browning 

(50) 

。
。
O 

4 

。
O 

9 

30 
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Table 3. Effects of Act. D and Ch on the growth of 

embryonic shoots collected on Mar. 20 

Original embryonic 

shoots 

Control 

Act. D 1/1g/ms 

10 

100 

200 

Ch 0.1 

1 

10 

100 

Axis le 
Development 

Callus of needle 
formation primordia 

(mm) (mg) (%) (%) 

1.9土0.3 4.8土1.6

4.9土1.2 58.2土15.9 1∞ 87 

5.4:t1.1 62.8土17.7 100 92 

5.1土1.2 66.8土20.9 96 91 

4.8土1.5 58.6土21.0 95 60 

4.0:t1.0 35.8:t16.4 90 25 

5.0土1.1 67.7土16.0 100 87 

4.8土1.2 61.6土17.2 100 88 

3.7土0.8 31.8土 9.4 64 59 

Table 4. E妊ectsof abscisic acid (ABA) on the 
growth of embryonic shoots collected 

on Oct. 14 and Jan. 20 

1) Collected on Oct.14¥  

|AXIS Iengt1I1|hFres'I1welgh nt of. need，~e I f 
pnmoraぃia I t ormatlOn 

(mm) (mg) (%)-!{%) 

Original embryonic l.u:t0.2 2.9:t 0.6 

shoots 

ABA 0μg/ms 4.2士1.0 38.9土17.2 100 68 

0.1 3.6土0.8 27.3土11.8 91 36 

1 3.4土0.5 22.8土 5.7 50 36 

10 2.6土0.4 13.3:t 3.9 O 18 

1∞ 2.3:t0.3 1O.0:t 2.1 。 。

2) Collected on Jan. 20 

Development 
Callus Axis length Fresh weight 。fneedle 

formation primordia 
(mm) (mg) (%) (%) 

Original embryonic 2.0土0.3 4.8土1.5

shoots 

ABA Opg/ms 5.1土2.0 60.1土26.9 100 100 

0.1 5.1土1.7 55.1:t25.2 100 88 

1 3.9土0.8 31.4土13.9 64 86 

10 3.6:t0.5 20.6土 4.6 11 61 

100 2.9:t0.6 15.2土 5.0 10 30 
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Browning Withered 

(%) (%) 

。 。
9 4 

。 o 
20 13 

50 13 

。 4 

O 。
23 4 

96 

Erowning Withered 

(%) (%) 

。 。
O 8 

5 。
16 。
55 48 

Browning Withered 

(%) (%) 

。 。
。 。
18 4 

11 25 

70 58 
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10月21日の芽の原基体においては， Act.D の 1~200μgJmß で処理した区では，対照区に

比較して差は認められない。 Ch の 0.1~1μgJmß で処理した区では差は認められないが， 1O~ 

1∞μgJmsで処理した区では，生長(軸長，生重量，葉原基の発達)はやや抑制されている。

1月21日の芽の原基体においては 10月21日と同様の傾向が認められ， とくに Ch100 

μgJmsでの生長抑制が， 10月21日のものより著しい。 3月20日の芽の原基体では， Act.Dの

200μgJmsでもかなり生長抑制が認められ， Chでは 10μgJmsでも生長抑制が著しく， 100μgJ 

msではまったく生長が認められずほとんど枯死した。

10月14日および 1月20日採取の芽の原基体に与える ABAの影響の試験結果を示すと

Table 4となる。 10月14日および 1月20日の芽の原基体の生長は， ABAの濃度が 0.1μgJms

から 100μgJmsと増すにつれ，著しく軸長，生重量，葉原基の発達が抑制された。

叫 ιE ， E In 

2時

5玉. 

6 6 100 2 4 6 8 100 4 e 8 tci'o 
INCUBATION TIME(HRSl 

Fig.2. The uptake (・)of radioactive precursors into embryonic shoots 

(100 mg fresh weight) and incorporation (0) of radioactive pre-

cursors into TCA・insolublematerials of embryonic shoots (100 

mg f. w.) in the incubation time of 2-10 hrs， were investigated. 
The collection dates were Oct. 22 (1)， Jan. 28 (II) and Mar. 25 (II1). 
As radioactive precursors， 3H・uridine(-) were used for RNA 

synthesis and 3H・leucine(…) were used for protein synthesis. 

Collected 
dates 

Oct. 22 

Jan. 2渇

Mar. 25 

Table 5. The ratio of incorporation per uptake 

。fradioactive precursors 

bい
1ncubation time (hrs) 

precursors 2 4 6 8 

3H・uridine 0.010 0.014 0.016 0.016 

3H・leucine 0.041 0.029 0.037 0.037 

3H・uridine 0.012 0.018 0.022 0.027 

3H-leucine 0.033 0.033 0.043 0.037 

3H・uridine 0.023 0.027 0.022 0.033 

3H-leucine 0.045 0.044 0.037 0.032 

10 1 Av吋 e

0.015 0.014 

0.036 0.036 

0.021 0.020 

0.039 0.037 

0.036 0.028 

0.031 0.038 
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芽の原基体および枝条における核霞および蛋由貿合成(3) 

3H・町idineおよび 3H-leueineの芽の原基体およびTCA-不調書成分へのとり込み

1月28日および3月25日に採取した芽の原基体への 3H-uridineおよび 3H_

1) 

10月22日，

leucineのとり込み (uptake)および TCA-不溶成分へのとり込み (incorporation)の結果を図

この試験結果から， uptakeに対する incorporationの割合を

算出して表示すると Table5となる。

芽の原基体への 3H・uridineの uptakeとTCA-不溶成分への incorporationは，

また，示すると Fig.2となる。

incuba-

採取月日ごとにみると 10月22日から 1月28日にかけてtionの時聞が長いほど増加するが，

3月25日では芽の原基体への uptakeはやや少なくなるが， TCA-不溶成分への in-増大し，

corporationは， 1月28日とほとんど変らない。

芽の原基体への 3H-leucineの uptakeとTCA-不溶成分への incorporationは，

しかし， uptakeに対する incor-

10月22

日で大きく， 1月28日， 3月25日になるにつれて漸減した。

porationの割合は， 3H-uridineで、は， 10月22日が平均0.014，1月28日が平均 0.020，3月25

日が平均0.028と漸増した。 3H-leucineでは，平均0.036""0.038で採取月日によって差は認め

られなかった。

核酸および蛋由貿合成2) 

休眠期 (10月22日， 1月28日および 3月25日)に採取した芽の原基体に 3H-uridineを8

2mA/ 20分間，時間とり込ませ，抽出した核酸を 2.5%の濃度のポリアクリルアミドゲルで，

9 

II z 

a 

e 

a
-
-
a喝
噌

品

切

-NI--x-z色
白 側A

IN¥ 

V; • V，¥A1随

i 九今t¥
01234 51178  

D隠TANCE(CMj

The gel electrophoresis of nucleic acids from embryonic shoots 
labeled with 3H・uridinefor 8 hrs on polyacrylamide gels (2.5%) 
for 20 min at 2 mA/tube and for 90 min at 5 mA/tube were under-
taken. The collection dates were Oct. 22 (1)， Jan. 28日1)and Mar. 
25 (II1). The dotted lines show the absorbance at 260 nm and solid 
lines show the radio叫 tivityas dpm/2 mm gel slices. 

円い

さ:Ykj.15
i)t.λ/ト

().6 

Fig. 3. 
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tube+90分間. 5mA/tubeで電気泳動した結果を図示すると Fig.3となる。また. 5月25日

の芽の原基体からの核酸について. 20分間.2 mA/tube+90分間.5 mA/tubeおよび 20分間，

2 mA/tube+40分間.5mA/tubeで電気泳動した結果は. Fig.4である。休眠期の芽の原基体

4-55 
¥J  

o!-" 目 φ 、， .0.0 。12345678012345678

DISTANCE(CM) 

Fig. 4. The gel electrophoresis of nucleic acids from shoots collected on May 
25 on polyacrylamide gels (2.5%) for 20 min at 2 mA/tube and 90 min at 
5 mA/tube (1)， and for 20 min at 2 mA/tube and 40 min at 5 mAJtube (II) 
were undertaken. The explanation is indicated in Fig. 3. 
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6 

5 
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句

。
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。px
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墨
色
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ー
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場
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2
8
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E m 
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061234s- 十s b j2345e  7 0{4445ー十占-

D陪T刷 CE(CM)

Fig. S. The gel electrophoresis of nucleic acids from embryonic shoots col-
lected on Oct. 22(1)， Jan. 28(II) and Mar. 25(III) on polyacrylamide 
gels (7.5%) for 20 min at 2 mAJtube and for 60 min at 5 mA/tube 
were undertaken. The positions of E. coli 5S rRNA and 4S tRNA 
from baker yeast in gels were indicated by arrows. The explana-

tion is indicated in Fig. 3. 
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からの核酸を 7.5%のゲル濃度で， 20分間， 2 mA/tube+60分間， 5 mA/tube電気泳動した結

果を示すと Fig.5となる。

10月22日から 1月28日採取の芽の原基体では， 25S， 18Sおよび 5SrRNAや 4StRNA 

tRNAより低分子の化合物に 3H-uridineのとり込しカミし，の合成は認められない (Fig.3)。

みが認められ， 10月22日から 1月28日にかけて非常に増加する (Fig.5)0 3月25日の芽の

また，高分子の核原基体では， 25S， 18Sおよび 5Sの rRNA合成が認められる (Figs.3， 5)。

これらは， rRNAの酸すなわち， 2.4 X 106， 2.0 X 106 daltonの核酸合成が認められる (Fig.3)。

前駆体と考えられる。また， tRNAの合成も認められた (Fig.5)0 3月25日の芽の原基体に

おいても，低分子の化合物への 3H-uridineとり込みが認められた。

5月25日の芽の原基体では， 25Sおよび 18Sの rRNAの合成が著しく， 4-5S RNAの合

成は，低分子化合物の放射能と重なって判然としなかった (Fig.4)0 1月28日の芽の原基体の

poly A (一)RNAおよび polyA (+) RNAの電気泳動の結果を示すと Fig.6となる。 tRNA

poly A (+) poly A (一)区分に溶出する。より低分子で 3H・uridineのとり込みがある物質は，

II 

RNAは，高分子から低分子へかけてみられた。
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z
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守

宅
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DISTANCE(CM) 

The gel electrophoresis of poly A (ー)RNA (1) and poly A (+) RNA 
(11) separated by oligo dT-cellulose in RNAs from embryonic shoots 
collected on Jan. 28 on polyacrylamide gels (2.5%) for 20 min 1:¥t 
2 mA/tube and 40 min at 5 mA/tube (1) and for 20 min at 2 mA/tube 
and 90 min at 5 mA/tube (11) were undertaken. The explanation is 
indicated in Fig. 3. 

Fig. 6. 

ポリアクリルアミドゲルによって核酸を分離し， UV吸収から，デオキシリボ核酸 (DNA)，

全核酸に対する百分率で示すと Table6 25Sおよび 18SrRNA， 4-5S RNAの量を算出し，

10月22日から 3月 25日にかけては，芽の原基体で細胞分裂は停止しているので，となる。

DNA合成はおこなわれていないと考えられる。秋に合成された DNAが，休眠期の芽の原基

体の細胞に多量に存在していると考えられる。一方， 5月25日では活発な核酸合成が認められ
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るが， DNAより RNAの割合が多いのは， DNAより RNAの合成が盛んであることを示し

ていると考えられる。

Table 6. The percentage of nucleic acids from the UV absorption 
in the polyacrylamide gels in Figs. 3 and 4. 

RNA 
Collected dates DNA Total 

258 188 4-58 

Oct. 22 52.6 21.2 13.8 12.4 1∞ 
Jan. 28 53.2 19.2 14.4 13.2 100 

Mar. 25 56.0 21.8 11.8 10.4 100 

May 25 26.3 38.7 19.9 15.0 100 

Oligo dT-cel1uloseによって分離した PolyA (ー)RNAとpolyA (+) RNAを TCAに

より沈濃させ，放射能を測定し採取月日ごとに芽の原基体および枝条の生重量 19あたりとし

て示すと Table7となる。

Collected dates 

Oct. 22 

Jan. 28 

Mar. 25 

May 25 

Table 7. The rates of RNA synthesis in the embryonic 
shoots (1 g f. w.) 

(Poly A(ー)RsyNnAth+esPiozelyd A(+)RNA) Poly A (+) RNA synthesized 

domx 肘 18p戸抑e伐c仙 radioactivity pmx.l.U-. I • dp~X10-3/mg domxド 8p吋 cradioactivity 
pm x .l.U-. I • dp~ x 10-3/mg 

130.9 108.8 49.3 519.6 

594.1 261.5 225.0 1648.6 

478.8 270.0 30.7 545.2 

196.3 196.0 39.3 352.7 

全 RNA(poly A(ー)RNA+polyA(+)RNA)の合成は 10月22日の 130.9dpm x 10-3か

ら，1月28日では 594.1dpm x 10-3と増加し，3月25日では 478.8dpm x 10-3とやや減少した

が，比放射能 (dpm/mgRNA)は10月22日から 1月28日へかけて増加し， 3月25日では 1月

28日と変らない。 5月25日の枝条では，全 RNA合成は 196.3dpm x 10-3，比放射能は 196.0

dpm x 10-3と減少している。 5月25日の枝条は，生長最盛期で含水率が非常に大きくなってい

るため，重量あたりの核酸が減少していると考えられた。

poly A(+)RNAの合成は， 10月22日が49.3dpm x 10-3， 3月25日が 30.7dpm x 10-3で，

これらに比較して 1月28日では 225.0dpm x 10-3と非常に高い。また，比放射能は 10月22日

の519.6dpm x 10-3， 3月25日の 545.2dpm x 10-3に対して 1月28日では 1648.6dpm x 10-3 

と非常に高くなっている。この理由は不明である。 5月25日の polyA (+) RNA合成は， 39.3 

dpmxlO-3，比放射能は352.7dpm x 10-3であった。 休眠期のトドマツの芽の原基体における

poly A (+) RNA合成については，不明のことが多く今後も実験を重ねたい。
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4. 考察

自発休眠 (9月下旬から 11月下旬)から他発休眠にかけては， 多くの遊離の growth

inhibitorsが芽の原基体に存在して休眠期の芽の活動を抑制していると考えられる。また，芽

りんや芽の基部の枝にも，多量の遊離の growthinhibitorsが認められ，これらが芽の原基体

へ移動して芽の休眠を調整していることも考えられる。このような現象は，はしぼみの種子の

匹，種皮において認められている7)。遊離の growthinhibitorsは，他発休眠から開芽・伸長

にかけて次第に減少する。一方，結合体の growthinhibitorsは， 10月15日と 1月22日でか

なり認められ， 3月8日ではほとんど認められなくなる。

以上の事実から， 自発休眠はもちろん他発休眠においても， 芽の原基体の休眠に growth

inhibitorsが深く係わっていることは疑いない。

ところで，生長を抑制された芽の原基体の中で休眠期独自の代謝が少しずつ進行してい

る。すなわち，その代謝によって生ずるエネルギーや物質が，本来，春の開芽，伸長のための

デネルギーとなり素材となると考えられるが，厳冬期を休眠して過ごす温帯や亜寒帯の樹木

は，同時に，それによって著しく耐凍性を高めている。このような細胞の充実は，次のような

環境条件によってもたらされる。すなわち，厳冬期に一定時間の低温 (0~70C)を受けた樹木

は，ゆっくり growthinhibitorsを減少して， growth promotersの働きうる素地を作り，

代謝を進行させてやがて開芽・伸長のための積極的な活動が開始されると考えられる。

培養した芽の原基体に与える Act.Dおよび Chの影響をみると，自発休眠の 10月21日，

1月21日では Act.Dは生長を抑制しなかった。しかし， 3月初日では 200μg/m/;でやや抑制

作用が認められた。 Act.Dは主に rRNA合成を抑制するので， 10月21日， 1月21日では生

長のための rRNAなどの合成がほとんど認められず，一方， 3月20日には rRNAなどの RNA

合成がおこなわれていると推定された。 Chでは， 10月21日， 1月21日および 3月20日では

10~100μg/mi で生長抑制作用があり，次第に抑制作用は著しくなる。この事実は，蛋白質合

成が休眠中の芽の原基体でおこなわれており，次第に盛んになることを示している。

ABAの芽の原基体の生長に対する影響は， 自発休眠および他発休眠ともに抑制作用があ

り，その作用は濃度が増すにつれて著しく，また Chの生長抑制作用に類似しているので， ABA

は，すくなくとも蛋白質合成を阻害していると考えられる。また， ABAが RNA合成阻害に

働いているかどうかはこの実験から不明である。

10月22日から 1月28日にかけて， tRNAより低分子の化合物の合成は著しく増大する

が， rRNA， tRNAのはっきりした合成は認められない。 tRNAより低分子の化合物は，

nuc1eotideと考えられ，低温下での代謝のエネルギー源や核酸合成の素材になるとされてい

る1.11)。

3月25日から 5月25日にかけては， 25S， 18S， 5S rRNA， 4S tRNAおよび rRNAの
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前駆体主推定される高分子核酸などの合成が認められた。

以上の実験結果から 2つの問題点が提起される。 1つの問題点は 10月22日から 1月

28日にかけて rRNA，tRNAの明瞭な合成は認められないが，蛋白質合成はおこなわれてい

ることである。既存の rRNA，tRNAが蛋白質合成に用いられている可能性がある。

他の問題点は， 3月25日から 5月25日において， rRNA， tRNA， poly A (+) RNAの明

瞭な合成である。

最初の問題点では，休眠期の樹木の耐凍性を高める段階で可溶性蛋白質の増加m，糖類の

増加納が認められ，これらの物質が細胞内の浸透圧を高めるのに役立つている。本実験でみら

れた蛋白質合成が可溶性蛋白質で、あるかどうかは今後の研究課題である。低温下の初期のでん

ぷんの糖化は，酵素の活性化(フォスフォリラーゼ)が考えられM)，この過程には蛋白質(酵素)

合成は，直接に関係しないのかもしれない。

2つめの問題点は， 3月25日から 5月25日にかけての rRNA，tRNA， poly A (+) RNA 

の合成である。 3月25日の冬芽は，耐凍性を次第に減少している時期であり，上記の核酸合成

は開芽・伸長のための蛋白質(酵素)合成に関係すると考えられる。培養した芽の原基体の生

長に与える Act.Dや Chの抑制作用からもこの事実は推定される。

5. 摘要

自発休眠 (9月下旬から 11月下旬)，他発休眠 (12月上旬から 4月下旬)と生長期 (5月上旬

から 7月上旬)に，採取したトドマツの冬芽と枝条の生長物質の変化，無菌培養した芽の原基体

の生長に対する生長物質の影響および採取した芽の原基体における核酸，蛋白質合成を調べ

た。得られた結果をまとめると次のようになる。

1) アベナ伸長試験により，芽の原基体，芽りんおよび芽の基部の校に分けた休眠期の芽

および生長期の枝条の生長物質の変化を調べた。休眠期の芽の原基体の遊離の growthinhibi-

torsは，多量に認められ開芽までに次第に減少した。また，休眠期の芽りんや芽の基部の枝に

も多量の growthinhibitorsが認められた。結合体の growthinhibitorsは，休眠期に認めら

れたが 3月上旬には認められなくなる(Fig.1-(1)--(5))。遊離の growthinhibitorsの中で最

も強い抑制作用をもっ物質は， abscisic acid (ABA)と考えられた。

2) 休眠期の芽の原基体を採取して，無菌的に培養し，その生長に対する RNA合成阻害剤

の ActinomycinD (Act. D)，蛋白質合成阻害剤の Cycloheximide(Ch)，生長抑制物質の ABA

の影響を調べた (Tables1 "-'4)。 自発休眠および他発休眠前半にかけて， Act. Dの影響はなか

ったが，他発休眠後半の 3月20日では 200μg/msで芽の原基体の生長を抑制した。一方， Ch 

は10--100μg/msですべての採取月日において生長抑制し， 3月20日で最も著しく抑制した。

培養した自発休眠中採取の芽の原基体では， 蛋白質合成がおこなわれ， さらに 3月20日の芽

の原基体では，かなりの RNA合成や蛋白質合成がおこなわれていると推定された。
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ABAは，すべての採取月日の芽の原基体の生長を著しく抑制した。 ABAの抑制作用は，

Chの抑制作用に類似しているので， ABAは少なくとも蛋白質合成を抑制していると考えら

れた。

3) 芽の原基体および枝条の核酸合成と蛋白質 (TCA-不溶成分)合成を [5_3H]uridineと

し[4，5-3H]leucineを用いて調べた (Figs.2-6， Tables 5-7)。 自発休眠から他発休眠にかけ

て，芽の原基体での ribosomalRNA (rRNA)とtransferRNA (tRNA)の明瞭な合成は認め

られない。しかし， tRNAより低分子の化合物合成は非常に増大した。また，この化合物は，

polyA(一)typeであった (Fig.6)。一方， 3月25日から 5月25日にかけては， 25S rRNA， 

18S rRNA， 5S rRNA， 4S tRNAの合成が次第に盛んになった。

4) 自発休眠から他発休眠にかけて，蛋白質合成が認められた (Fig.2，Table 5)。この蛋

白質合成と自発休眠から他発休眠へかけての冬芽の耐凍性の増大とは密接な関連があると推定

された。また，他発休眠から生長期の冬芽および枝条の RNA合成および蛋白質合成と開芽・

伸長との聞には，明らかに関係があるが，詳細は不明で，今後の研究課題である。
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Summary 

ln buds of Abies sachalinensis MASTERS in the innate dormancy (from the end of Sep-

tember to the end of November)， and in the imposed dormancy (from the beginning of 

December to the end of April) and in shoots of the growing period (from the beginning of 

May to the beginning of July)， the change of growth substances in collected embryonic 

shoots， the influence of growth substances on the growth of aseptically cultured embryonic 

shoots， and the synthesis of nucleic acids and proteins in collected embryonic shoots， were 
studied. The results were summarized as follows. 

1) The change of growth substances in buds separated into embryonic shoots， bud scales 
and woody bud bases， and in shoots were investigated by Avena straight growth test. 

There were a large amount of free growth inhibitors in bud scales and woody bud bases 

as well as in embryonic shoots in the dormant period (the innate dormancy and imposed dor-

mancy)， and they decreased gradually from the imposed dormancy to the growing period. The 

bound growth inhibitors of buds in the innate dormancy entirely disappeared in the beginning 

of March (Fig. 1-(1)-(5)). The most active substance in free growth inhibitors was thought 

to be abscisic acid (ABA). 

2) The influence of Actinomycin D (Act. D) (the inhibitor of ribonucleic acid (RNA) 

synthesis)， Cycloheximide (Ch) (the inhibitor of protein synthesis) and ABA on the growth of 

cultured embryonic shoots were investigated (Tables 1-4). Act. D had no influence on the 

growth of embryonic shoots from the innate dormancy. to the beginning of the imposed 

dormancy， but 200 pgfml of Act. D inhibited them collected on March 20 in the end of the 

imposed dormancy. 10-100μgfml of Ch inhibited them coUected on all dates， and inhibited 

remarkably them coUected on March 20. From these results， it seemed that the protein 

synthesis occurred in cultured embryonic shoots collected in the innate dormancy， and the 
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synthesis of RNA and protein occurred in cultured embryonic shoots collected in the end of 

the imposed dormancy. ABA inhibited the growth of embryonic shoots in the dormant 

period. ABA appeared to inhibit， at least， the protein synthesis judging from its similar 

action to Ch. 

3) The synthesis of RNA and protein (trichloro acetic acid (TCA)・insolublematerial) in 

embryonic shoots of buds and shoots were investigated by the radioactive precursors of [5-SH] 

uridine and L-[4，5-1H] leucine (Figs. 2-6， Tables 5-7). 
From the innate dormancy to the imposed dormancy， the distinct synthesis of ribosomal 

RNA (rRNA) and transfer RNA (tRNA) were not recognized. The lower molecular weight 

compounds to be poly A (一)typethan 4S tRNA (Fig. 6)， increased remarkably from the 
innate dormancy to the imposed dormancy. The synthesis of 25S rRNA， 18S rRNA， 5S 

rRNA and 4S tRNA increased gradually from March 25 to May 25. 

4) The protein synthesis were recognized in embryonic shoots from the innate dor-

mancy to the imposed dormancy (Fig. 2， Table 5). The relationship between these protein 

synthesis and th巴 increaseof the freezing tolerance were presumed to be close. The rela-

tionship between the synthesis of RNA and protein from the imposed dormancy to the 

growth period and the active preparations of bud break or shoot elongation were clear， but 
they required further study. 


