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パレイショ塊茎内 RNA結合型
サイトカイニンの変動について

高橋宣光・幸田泰則

喜久田嘉郎・岡津養三

(北海道大学長学部)

(昭和 57年4月30日受理)

Changes in RNA-cytokinin Activity of Potato Tubers 

Nobumitsu TAKAHASHI， Yasunori KODA， Yoshio KIKUTA 
and Y ozo OKAZA W A 

(Faculty of Agriculture， Hokkaido University， 
Sapporo， ]apan) 

緒 言

植物ホルモンのーって‘あるサイトカイニンは，ゼアチ

ンや，ゼアチンリボシドのような遊離型と，修飾塩基の

一要素として tRNA中に存在することが報告されてい

るし2，3)。

そこで，遊離型サイトカイニンが， tRNAの分解によ

って生成するという， tRNA経由合成説が提示された4，

5)。一方，これに対し，根端で遊離型サイトカイニンは，

RNA結合型の27倍も存在すること6)，tRNA代謝回転

速度が非常に遅いこと7)，遊離型の中に， tRNAには存

在しない新しい種類のサイトカイニンが発見されたこ

と8)，など，de novo合成を支持する事実も次々と明ら

かにされている。 しかし，現在のところ， RNA結合型

と遊離型の関連性は全く不明である。

パレイショにおいては，塊茎内遊離型サイトカイニン

含量は，休眠覚醒時と，新たに形成された塊茎の肥大生

長期に，顕著な増加を示すことが知られており9，10)，ま

た，剥皮の傷害効果により， 24時間以内に顕著な増加が

確認されている11)。このように，遊離型サイトカイニン

活性の大きな変動は，それが，生理的に重要な役割を演

じているものと推察されるが，他方， RNA結合型サイ

トカイニンの変動については研究がなされていない。

本研究では，パレイショ塊茎を実験材料に用い，塊茎

の生育及び貯蔵過程，並びに，剥皮処理による塊茎内

RNA結合型サイトカイニン含量の変動について追求
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し，遊離型サイトカイニンとの相互関係について検討

した。

材料および方法

1) 実験材料

1980年5月9日に，北大附属農場の園場に播種し，

9月5日収穫したパレイショ塊茎，品種“男爵いも"

(Solanum tuberosuln L. cv. lrish Cobbler)を実験材

料として使用した。

生育，及び，貯蔵過程における RNA結合型サイトカ

イニン含量の変化を調べた際には，生育段階に応じて親

いも及び生育中の塊茎を採取し，抽出材料とした。採

取時期における外部形態は， Table 1に示すとうりで

ある。

剥皮処理による変動を調べた際には， 4
0
Cに貯蔵した

休眠塊茎を， 250Cに移し， 5時間後剥皮処理を行い，こ

れを， 250Cの暗所湿室中に静置し，その皮層部を抽出材

料とした。

II) 実験方法

1) RNA抽出

5個体の塊茎より計 100gの組織片を採取し， これを

冷室中で， 20% naphthalene 1.5・disulfonate(w/v)を

含む 0.1M トリス緩衝液 (pH7劫 50ml!及び， 0.1% 8-

hydroxyquinolin (w/v)を含むフェノーノレ60ml!の中に

入れ， 5分間ポリトロンで、摩砕した。 これを，室温で

30分間撹梓し， 2000xg 5分間遠心し上清を回収した。
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Table 1. Sampling time and shape 

growth stage days after 
planted 

o I tubers planted 

description 

planted seed 
tuber 

25 foliage was well developecl and started to elongate stolon. 
planted tuber sampled 

42 I stolon tip began to swell. plantecl tuber sampled 

47 I stolon procluced young tuber of 5 g and cliameter 2 cm 
developmental 
period 56 a young tuber of 14 g and diameter 3 cm 

67 I a tuber was 64 g 

rest period 
85 

150 

a mature tuber was 120 g ancl harvestecl 

clormant tuber 

sprout elongated sproutmg 
period 

185 

220 sprout was 2 cm long. tuber planted 

この操作を2回繰り返し，得られた水層に， 10分の 1量

の20%酢酸カリウム (w/v)(pH 6.0)と 2倍量のエタ

ノールを加え，冷凍保存した。 これを 5000X g 10分間

遠心し，沈澱物を回収し， 20mM NaClを含む 20mM

トリス緩衝液 15mOで溶解した。 さらに， 5000xg 10 

分間の遠心で不純物を取除き，上清に再度2倍量のエタ

ノーノレを加え，冷凍沈澱させた。遠心により沈澱を回収

した後， 10mMトリス緩衝液10mOと，プロナーゼ1mg

を加え， 37
0

C 1時間保温し，残存蛋白質を分解した。こ

れに，等量のクロロホルムを添加し，酵素を除去し，そ

の水層を回収した。さらにエタノールを加え沈澱させた

ものを， RNA分画とした。

2) 核酸定量

RNA分闘を，分光光度計(目立356型)を用し、，波

長260nmの吸光度0.022を，核酸1μg/mOとして定量

し7こ。

3) RNA分解

RNAに0.3NKOH溶液 20mOを加え， 16時間，

37
0

Cで‘分解を行った。その後，過塩素酸で中和し，さら

にエタノールを加え冷凍沈澱させ，この鴻液を蒸発乾固

させた。 これを 1mM酢酸マグネシウム及び， 1mM塩

化亜鉛を含む50mMトリス緩衝液 (pH8.8) 2 mOで務

解し 10μgアルカリ性ホスファターゼにより， 370C 

6時間作用させ， リン酸を除去し，等量のブタノールで

3回振還抽出し，ヌクレオシドを回収した。

4) サイトカイニン定量

塊茎生霊 20gに含まれる量のヌクレオシドを Toyo

50漉紙に添加し， 16待問， 200C展開溶媒イソプロパノ

ール:アンモニア:水 (10:1 : 1)でペーパークロマトグ

ラフィー法により分画した。展開後， Rf {I直に応じ鴻紙

を10等分した。これを用い， Miller大豆子葉カルス生

物検定法13)でサイトカイニン活性の測定を行った。こ

れより得られた。サイトカイニン活性は，ゼアチン標準

曲線より，ゼアチン当量 (ZE)として表示した。

実験結果

的生育および貯蔵過程における RNA結合型

サイトカイニンの変動

Table 1に示す時期に応じてそれぞれ採取した，塊茎

内生重当りの RNA含量， RNA結合型サイトカイニン

含量，および， RNA当りの RNA結合型サイトカイニ

ン含量を， Fig. 2に示した。

塊茎生霊当りの RNA含量は，親いもに関しては，萌

芽後，地上部の生育に伴って減少した。他方，新塊茎

は，その肥大開始直後の含量が最大で，その後，成熟に

伴い，徐々に減少した。完熟後は，貯蔵期聞から萌芽期

にかけ，ほぼ一定の値を保った。

一方，生重当りの RNA結合型サイトカイニン含量

も， RNA含量の変動と同様に，肥大開始直後に最大の

活性を示した。その後，塊茎の成熟に伴い，最大時の半

量 (0.06pg/kg)まで減少を続けた。この値は，貯蔵期間

ほぼ一定で，萌芽時も顕著な変動はなかった。これに反

し， RNA当りの RNA結合型サイトカイニン量は萌芽

直後の僅かな増加以外は，全生育，および貯蔵期聞を通

じて，ほぼ一定値を示した。
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パレイショのサイl トカイエンについて

2) 蜘j皮処理による変動

Fig.lに示したように，皮膚部における， RNA含量

は，生重 kg 当り 220~250 mgを示し，剥皮処理による

顕著な変化は，みられなかった。 また， RNA結合型サ

イトカイニン含量は，生重kg当り， 0.026μg (ゼアチン

当量)を示し，変化はなかった。したがって， RNAlmg 

中の， RNA結合型サイトカイニン量も 0.11ngで，剥j

皮処理による影響は認められなかった。

高橋・幸田・喜久田・岡津:

300 

(
~
¥
言
、
』
司
セ
¥
h
E
」
て
ミ
民

日

U

H

U

日

υ

o

U

什
/
ι

，，，

__.J.コ¥、、‘

。‘てコ..............、てコ

OKAZAWA9)は，生育中のパレイショの遊離型サイ

トカイニン含量は，塊茎形成直後著しい増加を示し，そ

の後，肥大生長と共に減少し始め，暫時一定値を保った

が，完熟期に至って再び減少すると報告した。また，休

眠中に低下した遊離型サイトカイニンは，休眠終了時に

増加することが知られており 10)，その増加は，休眠中の

約40倍に達した12)。 このように，遊離型サイトカイニ

ンの，生育過程における変動は大きいが，これに対し，

生重当りの RNA結合型サイトカイニンは，肥大開始直

後に最大値を示し，その後，生育と共に，一定の割合で

減少を示した。さらに完熟後は，休眠期を通じて，ほぼ

一定値を保つことが確認された。また， RNA含量も，

類似した変動を示し， RNA当りの RNA結合型サイト

カイニン含量は，全期間通じて，一定値を示した。塊茎
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形成直後にみられる生重当りの RNA含量の減少は，塊

茎の体積増加と一致することから，これは，細胞の分裂

活性の低下と，塊茎の個々の構成細胞の体積増加による

ものと考えられる。一方，播種後の親しいもの RNA含

量の低下は， RNAが分解され，萌芽部に供給されたた

めと思われる。これらの結果より，遊離型サイトカイニ

ンと RNA結合型サイトカイニンとの量的変動の相互関

係はみられず， RNA当りの RNA結合型サイトカイニ

ン量も，塊茎の肥大，休眠萌芽の各時期を通じて一定で

あることから， RNAが，遊離型サイトカイニンと結合

し，一時的なサイトカイニン貯蔵体とし働ていている可

能性は考えられない。

塊茎に傷害を与えると，遊離型サイトカイニンの一時

的増加が報告されている11，14) 。しかし，本実験では，生

重当りの RNA結合型サイトカイニン含量， および，

RNA当りの RNA結合型サイトカイニン含量は，共に

変化は認められなかった。また， RNA結合型サイトカ

イニンの存在量も，遊離型と比べきわめて少く，後者の

10分の 1にすぎなし RNAは代謝回転速度が遅いこと

を考慮すると7)，遊離型サイトカイニンの急激な増加は，

RNAの分解にもとずくものとは考えられない。

このように本研究の成果から， RNA結合型サイトカ

イニンと，遊離型サイトカイニンは，これらの変動量に

相互関係がみられず，また， RNA結合型サイトカイニ

ン量が，僅少な点から，遊離型サイトカイニンは， RNA 

分解に由来するものではなく，むしろ，de novo合成に

よる可能性が強い。 しかし， sRNA半減期は， 生育相

によって著しく異なるのみならず15)，休眠中のサイトカ

イニン活性の最低時で、は，遊離型と， RNA結合型，そ

れぞれのサイトカイニン含量はほぼ一致することから，

RNAが，体内のホルモンレベルの調節に関与している

可能性も否定できなし、。

摘 要

パレイショ塊茎を用い，遊離型サイトカイニンの顕著

な変動を示す実験系を用い， RNA結合型サイトカイニ

ンの変化を調べた。

生育各期のパレイショ塊茎では，生霊当りの RNA結

合型サイトカイニン含量は，肥大開始直後に最大値を示

し，その後，塊茎の生育とともに漸減し，完熟後，休眠

覚醒時にわたって，ほぼ一定値を示した。一方， RNA 

当りの RNA結合型サイトカイニン含量は，全期間通じ

て変動は認められなかった。

また，塊茎剥j皮処理によると，生重当りの RNA結合

型サイトカイニン含量，および， RNA当りの RNA結

合型サイトカイニ、ノ含量は，いずれも，顕著な変化は認

められず，ほぼ一定値を保った。

これより， RNA結合型サイトカイニンは，遊離型に

みられるような大きな変動は認められなかった。したが

って RNAが，遊離型サイトカイニンと結合して，一時

的な貯蔵体として(動いている可能性は少い。同時に，遊

離型サイトカイニンが， RNA結合型サイトカイニンよ

り由来する可能性も少く，遊離型サイトカイニンは，de 

novo合成によるものと考えられる。
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Summary 

It was generallyァ knownthat the levels of free 

cytokinin in potato tuber change dramatically 

under physiological conditions. 1n this experi-

ments， the RNA-cytokinin activity in potato tubers 

was examined during their growth period and by 

peeling stress treatment. 

During the growth period， the amount of RNA-

cytokinin in fresh weight reached the maximum 

when stolon started to swell. As tubers develo-

ped， the activity decreased gradually before ma-

turation. After that， the level of cytokinin acti-

vity remained constant during rest period until 

sprouting. On the contrary， the amounts of cyto-

kinin in RNA were eonstant under the present 

analytical conditions. On the other hand， under 

the peeling treatment， which was known to change 
the free cytokinin content largely， there were no 

conspicuous increases in the amount of RNA-cyto-

kinin in potato tuber. 

These results showed that there were neither 

dramatic changes in RNA-cytokinin content nor 

correlation between free cytokinin and RNA-cyto司

kinin levels. Th us， a physiological signi五canceof 

the RNA as a cytokinin source， if any， looks 

exceedingly remote. 


