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馬鈴薯茎断片培養系の塊茎形成過程における

細胞壁構成分の変化

入宇田尚樹・喜久田喜郎・岡沢養三

(北海道大学農学部作物理学教室)

(昭和 61年 9月24日受理)

Changes in Cell Wall Components During Potato Tuber Formation 

on Stem-Segments Cultured， in vitro 

Naoki IRIUDA， Yoshio KIKUTA 
and Yozo OKAZAWA 

Crop Physiology Laboratory， Department of Botany Faculty of Agricultnre， 

Hokkaido University Sapporo， 060， ]apan 

緒 言

植物の生長にあたり，植物体を構成する個個の細胞は

伸長，分化，成熟に応じて細胞壁の質的変化をきたすと考

えられている9)。この細胞壁の骨格を構成する cellulos2 

繊維は， Rhamnogalacturonane， Arabinogalactane， 

および Xyloglucaneなどの多糖類と結合し， これらは

組織の種類により若干の差異はあるが，いつれも基本的

には類似した構造を示している3，7)。

このような細胞壁組成に関する研究成果に立脚し，細

胞生長に伴う細胞壁成分，とくに多糖類の質的量的変動

に関する研究もある。軸状器官の組織細胞の長さは分裂

時の数倍以上に達する事実を考慮すると，細胞伸長は細

胞壁成分の変動に伴う壁面の硬度変化に負うところが少

くない。例えば，エンドウの上陸軸切片はオーキシン処理

により，その構成細胞の細胞壁に含まれる Xyloglucane

含量の顕著な増加が認められた2)。 またアズキの上陸軸

細胞は伸長生長に伴い，紀胞壁硬度を増すがこの細胞壁

構成の Hemicellulose分画中の Xylose含量の増大が

指摘された10)。

これらの事実より植物の生育相，齢，および生長部位

によって構成細胞の細胞壁組成の変動に差用を生ずるこ

とが充分示唆される。

パレイショの塊茎形成はその生育過程における生育相

の転換であり，伸長中の旬枝次頂部細胞の伸長生長より

肥大生長への転換によって開始される11)。塊茎細胞に関

する細胞壁組成については， HOFF and CASTRO (1969)6) 
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の報告があるが，上記のような生育相の転換時における

塊茎形成部位の細胞の細胞壁の質的，量的変動に関して

は未だ充分解明されていない。木研究においてはノミレイ

ショ塊茎形成をより精密に検討するため，高い再現性を

有する茎断片の無菌培養法により実験を行なって，塊茎

形成過程における次頂部細胞の細胞壁成分の変動につい

て追求した。

実験材料および実験方法

1) 材料および茎断片の培養

パレイショ塊茎 (Sola/lulIltuberosulIl L.品種，男爵

いも)は北海道中央馬鈴薯原々種農場より供与され種い

もを冷暗所に貯蔵し，適宜， 25
0

Cで催芽して徒長茎を作

成した3 この徒長茎の一節を含む茎断片の無菌培養は，

OKAZA W A and IRIUDA (1980)12)の方法に従った。

MURASHIGE and SKOOG (1967)8)の培地 (pH5.7)に

8.0%煎糖， 0.8%寒天を添加し加熱溶解し培養フラスコ

に30miiづっ分注，加熱滅菌したのち，節を含む茎断片

(長さ1.0cm)を無菌的に培養した。また，対照実験とし

て側校伸長区を設け，0.1mg/iiのgibberellicacid (GA) 

を上記培地に加え，塊茎形成過程と比較検討した。培養

は暗所200Cで4週間保温した。

2) 細胞壁分画の抽出と分離

培養茎断片より得た側枝先端部 (5mm  10本)を培養

フラスコより適宜採集，生重測定ののち， 80% ethanol 

中で磨砕し可溶成分を抽出残溢を再び乳鉢で磨砕した。

この操作を反復して得られた沈波物を ethanol-etherで
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脱脂した。この残澄に5msの冷水を加え200Cで5分超 各生育時期の cdluloseと3MH2S04とを 100
0

C20時

音波処理し澱粉粒を微細イじしたa この操作を5反復し， 間酸加水分解した3 これに水を加えて希釈したのち遠心

全部の上清液を集めたコまた，澱粉を完全に除去するよ 分離(3，000xg，5分)した未分解 celluloseは，anthrone-

ため， a-amylase処理 (300C，2時間)を行ない，先の 硫酸法 (VILESand SILVERMAN 1949)15)により定量

上清液を合わせて澱粉分画とした。残澄はlz-KI試薬に し処理前の cellulcse量の百分率で示した 3

より澱粉の混在が認められなかったためこれを紀胞壁分 また，酸処理の場合と同様に抽出分離した cellulose 

函とした。 を0.5msの5mM  MES (pH 5.5)に浸潰し， 0.1 ms 

この細胞壁分画は， 5msの1%修酸アンモニウムで cellulase (明治製菓， 1000単位)を添加し 37"C4時間保

800C 3g時間抽出し遠心分離 (3，000g x 5分)し，上清液 温したのち， 0.4msの80%ethanolを加え酵素反応を

をPectins分画とした3 残溢は2MCF3COOH (TFA) 停止，反応液を遠心分離 (10，000x g， 5分)して未分解

で1210C2時間加水分解したのち，遠心分離 (3，000x g， celluloseを集めた。

5分)し，上清液をHemicellulose分画，沈澱をcellulos巴

分画とした。 車吉 果

3) 単糖の AcetylationとGaschromatography 1) 茎断片培養系の塊茎形成過程

単糖類のアセチノレ誘導体は乾潤した試料を NaBH4で 塊茎形成区と側校伸長区 (0.1mgjsのGAを添加し培

2時間還元し無水酢酸を滴下し濃縮して得たシロップに 養)における仮~;伎の生育状況を Fig.1 に示した。塊茎

methanolを加え濃縮して得た無水沈澱に水を加え， 形成区は格養7日目より側校次頂部に膨大 (Swelling)

CH2C12でアセチル化した単糖を抽出乾泊した。 が起き，11日目に膨大部の肥大が進み4週間目休日民芽を

単糖類のアセチノレ誘導体のアセトンに溶解液(5ps)を 有する完熟塊茎となった。即ち，塊茎形成の過程はそれ

Chromosorb W (80~100 mesh)に2%Silicone OV- ぞれ側枝伸長期，膨大期，肥大期，完熟期に分けて生育

225液相を充填したガラスカラム(1.5m x4 mm)で分離 相の転換を示すことができる。また側校伸長区(対照区)

した。 Carriergasは窒素を 10msjminの流速で，分離 では発生した側校は伸長生育を続け塊茎形成は認められ

槽の温度は210
0
C，試料注入温度2150Cに保った。相対 なかった (Fig.1)。

検量値は各単糖のピークの面積を三角形法(ピーク高 x 2) 塊茎形成部組織細胞の細胞壁成分の変化

半値幅)により算出した。 細胞壁成分を3成分 (Cellulose，Hemicellulose， 

4) 細胞壁 Cel1uloseの酸加水分解，酵素分解 Pectins)に分画し定量した。塊茎形成区では側枝先端部

培養茎断片より発生した側枝先端部 (5mm)から得た 細胞の細胞壁 cellulose含量は側枝伸長期 (5日目)から

Fig. 1. Tuber formation and shoot elongation of shoot曲tipson potato 

stem segments cultured ill z'itnフwithor without gibberellic 

acid. 
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Fig. 2. Changes of cellwall constituents in shoot-tips on potato stem 

segments cultured in vitro. 

(A) Process of tuberformation， -GA. 

(B) Process of shoot elongation， +GA. 

The cellwall constituents were separated into cellulose (-0-)， hemicellulose 
(-・-)， and pectins 口)ー

膨大期 (10日目)に 2倍の増加が認められ， 肥大期から

完熟期にかけて減少した。 Hemicelluluse，Pectins含

量は Cellulo日含量の lf6~lf5 程で膨大期にわずかに

増加した (Fig.2-A))。側校伸長区では (Fig.2-B)， M 

枝先端部細胞の Celluluse含量は伸長生長に伴って垢1

力11したが，培養経過とともに一定値を示した。 Hernicel-

lulcs己含量は，似ij校発生初期に高い値(1.2~1.8ρgfrng

生重)を示したが，そののち減少した。 Pectins含量は

培養期間中 0.45f1gfrng生霊で変化しなかった。 Fig.2

に示すように両実験区とも指養開始後 5~1O日目の cel­

lulose含量の増加が著しく生育相の転換に伴う側校先

端部の細胞構築の変動を示唆している。

3) lIenaicellulose分酒の中性糖成分の変動

Hernicelluloseを構成する糖としては， Rhamnose， 

Arabinose， Xylose， Mannose， Galactose および

Glucuseを検出した (Fig.3)0 Tabl巴1は塊艇形成区お

よび側校伸長区の HemicelluJose構成糖成分の変動を

百分率で示した。塊茎形成区では膨大期，肥大期にかけて

GlucoseとXyJoseが主成分で，完熟期にはArabinose

の顕著な増加があった。これに対し側校伸長区では，全

培養期聞を通じ GJucose(40~54%)， Xylos巴 (12~22%)，

Galactose (1l~16%) の 3 種類の糖が主成分を占めた。

この区では側校の伸長生長という単ーな変動であり，

J-Iernicelluloseを構成する糖の種類にも目立った増減

はなかった。しかし塊茎形成区では倶ij枝次頂部の伸長生

長から塊茎形成への生育相の転換に伴い， Hemicel-

luloseを構成する単糠の顕著な変動が観祭された。

4) 細胞壁 celluloseの特性

側枝の伸長生長区では側枝先端部5mmの組織より分

離した celluluse の 37~49% は酸処理によって加水分

然されなかった。しかしながら塊茎形成区では，伸長生

長区にくらべて酸耐性 cellulose の含量が低い (29~

37%)が，膨大期にその割合が高い{直を示した (Table2)。

吏に上記の Celluloseを CeJlulose処理した場合も，

側校の伸長生長区では未分解 cellulose含量がほぼ一定

値 (56~68%) を示したが，塊茎形成区では一般に低い

値 (22~35%) を示した (Table 3)。特に膨大期には酸耐

性 Cellulose含量， Cellulase耐性 Cellulose含量と

も高七生育相の転換に細胞壁 celluloseの結晶化と

融解が相互に進むと示唆される。またこの膨大期の側枝

先端部組織細胞壁より分離した Cellulose標品を25μm

の筒iで分別したところ 25μm以下の粒子は酸耐性の

celluloseが38%で 25μm以上の粒子では23%が酸

耐性であった。これらの結果は膨大期に細胞壁の Cel-

lulos己が大量に合成され，短かし、結品化した Cellulose

による細胞壁の再構築が進むと示唆される。
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Fig. 3. Gas chromatogram of neutrla sugars from hemicellulose. 

Rha: rhamnose， Ara: arabinose， xyl: xylose， Man: mannose， 
Gal: galactose， Glu: glucose. 

Table 1. Sugars constituting hemicellulose fractions isolated from the 

apical 5司mmpart of shoot-tips developed on potato stem-

segments cultured in 'vitro with or without gibberel1ic acid 
The data are expressed as per cent of total sugar consti-

tuents in hemicellulose fraction isolated 

Culture day Glucose Galactose Mannose Xylose Arabinose 

A. (-GA T山 erization)

4. (Stolon) 38.4 3.4 11.0 26.0 11.4 

7. (Swel1ing) 28.8 3，2 4.4 37.8 9.8 

14. (Developing) 45.4 4.5 4.3 26.4 12.5 

28. (Maturing tuber) 28.9 5.3 3.8 24.9 27.7 

B. (+GA Shoot-elongation) 

5. (Shoot-tip appeared) 54.3 15.6 10.8 11.5 3.8 

10. (Developing) 43.5 10.9 9目2 21.8 5.9 

16. (Elongating) 38.4 13.2 10.8 21.0 7.9 

20. (Lateral shoot) 39.6 13.7 8.8 21.5 9.7 

Rhamnose 

9.8 

16.0 

6.9 

9.4 

4.0 

8.7 

8.7 

6.7 
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Table 2. The resistance to acid hydrolysis of cellulose fractions isolated 

from the apical 5-l1lJl1 part of shoot-tips developed on stem-

segments cultured in vitru with or without gibberellic acid 

The data are expressed as per cent of celllllose contents before 

and after acid hydrolysis of celllllose fractions isolated 

A. (Tuber formation) 

Culture day Percent of cellulose left 

B. (Elongation growth) 

ClIltllre day Percent of cellulose left 
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Table 3. The residllal amollnts of celllllose after celllllase digestion of 

cellulose fractions isolated from the apicalふmmpart of shoot司

tips developed on potato stem-segments cllltllred in 1Jitro with 

or without gibberellic acid 

The data are expressed as per cent of celllllose contents before 

and after cellulase digestion of celllllose fractions isolated 

A. (Tuber formation， -GA) 

ClIlture day Per cent of celllllose left 

B. (Elongation growth，十GA)

ClIlture day Per cent of celllllose left 
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考 察

パレイショの塊茎形成は，仲長生長中の旬校次頂部組

織細胞が膨大し肥大生長へと転換することで，形成した

塊茎は形態的あるいは機能的に茎の特性を維持しつつ，

機能的には主として貯蔵探官としての役¥';1]を果して

いる。

しかしながら，塊茎形成は生長点細胞の分化が伴わな

いが，生長率の変化による生育相の転換である。よって，

パレイショの茎断片を無菌的に培養し，その塊茎形成過

程における側枝先端部組織細胞の細胞壁多糖類を抽出し

てPectins，Hemicelllllose， Cellllloseに分画し分析を

試みた。本実験では，培養期聞を通してこの紀胞壁は

Cellllloseが主成分で Pectins，I-lemicellllloseは極め

て少なかった。

HOFF and CASTRO (1969)はバレイショ境茎の細

胞壁は Pectins'55%， Hemicelllllose 7%， Celllllose 

28%，蛋白質10%を含むと報告している。

OKAZA W A and TRIUDA (1980)による培養小塊茎の

場合， メークインでは Pectins，I-lemicelllllose Cel-

lllloseはそれぞれ6%，6%，88%で，男爵ではそれぞれ

8%，5%，87%であった。 これらの報告と比較すると木

実験でーは細胞壁に多量の Celllllose含量を示したが，

これらは品種および実験条件の相異に由来するものであ

る。木実験の結果より塊茎形成過程における細胞壁の変

化を考察すると， Celllllose含量とその特性の変動を重

視する必要がある。

培養茎断片より発生した側校先端部組織細胞の Cel-

h山 s含量は塊茎形成過程の側校伸長期から膨大期にか

けて増加し，そののち肥大期に至って減少した。また量

的に少ない Pectins，HemiceJ11110se含量についても伸

長期から膨大期にわずかながら増加を示した。

BURSTROM (1974)は生長中のエンドウの茎節問細胞

の細胞壁 Pectins，I-lemicelllllose， Cellllloseの含量

を検討し， Pectinsの増加は細胞分裂期と一致するが，

Cellllloseの増加は節間伸長の活発な時期と一致すると

報告し細胞壁成分と生長との関係を述べている。

側枝先端部組織細胞由来の Cellllloseの酸加水分解

処理の結果は膨大期の側枝先端部の Celluloseが他の生

育時期の Cellllloseよりその Polymerizationの低下
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があると推測できる。更に，この膨大jVJの~lIJ校先端部の

Celluloseを Cellulase処理した場合も，他の生育H寺

期の Celluloseより強い耐性を示した。また，エンドウ

の側校細胞の膨大の際に Cellulaseが関与すると言う報

告4)があるが，本実験においても側校膨大期にCeJlulase

活性の増加が推察できるが，伸長期から膨大期の Ceト

lulose含量の著しい増加や， Cellulaseの基質になり難

いCelluloseの合成を考慮すると明確な結論は，今後の

研究に委ねたい。

ジベレリン (GA)の倍地への添加は倣ij枝次頂部の塊茎

化を阻害する。培養開始後の数日聞は，似IJ枝先端部は形

態的に荷実験区とも差異は認められないが (Fig.1)， 

Hemicellulose分画の構成単糖の種類，およびCellulose

分画の耐酸性など物理，化学的差異が明瞭である。本実

験から茎断片の培養開始と同時に側校生長の質的変動が

決定づけられていると推察される。 SHIBAOKA(1974)14) 

によれば， GA処理により伸長生長を促進するアスキ下

駐軸表皮細胞の Cellulosemicro五brilは細胞の縦軸に

対し直角方向に配列しているので伸長生長の抵抗とはな

らないが， Cytokinin処理によれば細胞縦軸と平行して

配列し伸長生長に対して大きな障害となり，細胞横軸方

的jへ膨大すると述べている。パレイショの塊茎形成で

は，側枝先端部の肥大が次頂部組織細胞の膨大に始ま

る1)。 しかしこの塊茎形成過程における細胞壁と植物ホ

ルモンとの関連性については未だ検討されていない。本

実験の結果は，塊茎形成過程の促進によって側枝先端部

細胞の細胞壁 Celluloseは伸長生長をしている細胞の

細胞壁 Celluloseに比較して硫酸や Cellulaseに対す

る耐性が顕著に低下すること， l-Iemicelluloseを構成

する中性単糖類は塊茎形成区では Glucose，Arabin口se

と Xyloseが主成分であるが，側枝の伸長生長区では

Glucoseと Xyloseおよび Galyctoseが主成分である

ことを明らかにした。

塊茎形成の開始については 2つの概念が提出されて

いる。その 1つは WARNER (1934)16)による「塊茎形

成の過程は光合成産物量と植物体の CN比によって制

御されている。」というものである。すなわち体内に炭

水化物の過剰蓄積をきたし，これが塊茎形成の直接的要

因であるとするものである。これに対して， GREGORY 

(1956)5)は， i短日条件下で葉身中に合成されるホノレモン

が旬技へと転流されることにより塊茎形成が開始され

る。」とし， OKAZA W A (1967)11)は，旬校のシベレリン

含量の低下を観察した。 PALMER and SMITH (1969)13) 

は匂校の無菌精養を行ない培地にサイトカイニンをも~lJII

することによって擁茎形成を開始させることに成功し

た。 しかしながら，多くの詳細な研究報告があるにも

かかわらず塊茎形成の機構については依然不明な点が

多い。

培養茎断nの側校の塊茎形成は，側校先端部の組織細
胞の細胞壁に構造的あるいは物理化学的性質に変動が起

り，その性質は培養開始と同時時に方向づけが決定され

ていると結論できる。

摘要

パレイショの徒長茎の茎断片培養を用いて塊茎形成過

程の側枝先端部組織細胞の細胞壁成分とHemicellulose

分闘を構成する中性糖類の種類および Celh山seの物

理的性質を調べた。

塊茎形成区では側枝先端部組織細胞の細胞壁は Cel-

lulose含量が高く， Hemicel1ulose， Pectins含量は

Celluloseの20%程であった。 Cellulose含量の最大

値は膨大期の細胞で，この時期の Celluloseは耐酸性

であり， Celluloseの基質となり難L、結晶化した短かし、

microbibrilであると推定した。

ンベレリン (GA)添加培地で培養した側校の先端部組

織細胞は，伸長生長に伴って Cellt山田含量が増加す

るが， その後一定の値となった。 この Celluloseは塊

茎形成区のそれと比較して酸や Celluloseに極めて耐

性のある結品型繊維の性質を示した。l-Iemicellulose 

含量は培養初期に高い値を示したが，その後減少した。

Pectins含量は培養期間中ほぼ一定値(生重 19当り

0.45 mg Pectins)を示した。

Hemicellulose分闘を構成する単糖類は，塊茎形成区

では Glucose，Arabinose， Xyloseが，伸長生長区で

は Glucose，Xylose， Galactoseが主成分を占めた。

~{ij枝先端部搬織細胞の細胞壁における塊茎形成区と

GA処理による伸長生長区との構造的あるいは化学組成

的性質の差異は培養開始時期に決定づけられていること

が明らかとなった。
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Summary 

The changes in cellwall composition di任erentト

ated from subapical part of potato stolon were 

investigated during the tuberformation by means 

of potato stem segment cultures， in vitro， while 

gibberellic acid was used to promote elongation 

growth of stolon as an inhibitor of tuber forma-

tJOn. 

The isolated cell.wall preparation was separated 

into three fraciions: p巴ctins;hemicellulose; and 

cellulose. Among the cellwall constituents， the 
cellulose content increased prior to swelling in 

stolon-tips. Since the cellulose isolated from the 

stolon-tips at the swelling stage was the most 

resistant to acid hydrolysis， it could be assumed 

that the nature of the ccllulose in this stage was 

having crystallized with the minimal size of poly-

merization degree， suggesting that cellulose was 

involved in a very active turnover during tuber 

formation. 

The main hemicellulosic sugars of the cellwall 

from stolon-tips were rhamnose， arabinose， xylose， 

mannose， galactose， and glucose， al though their 

relative proportions were di妊erent from those 

found for GA-treated shoot-tips. The levels of 

arabinose， galactose and mannose were infiuenced 

by growth and differentiation of stolon司tips，

whereas those produced no signi五cant effect on 

the behaviour of xylose， rhamnose and glucose 

contents. 

1t is possible to say that the五rstsign of tuber 

formation appears to change in the cell wall con-

formation in the subapical region of potato stolon 

probably by the action of a certain signal prior 

to the swelling in the stolon-tips. 


