
Title アカビートの耐凍性とフォスフォリラーゼ

Author(s) 照本, 勲; TERUMOTO, Isao

Citation 低温科學. 生物篇, 15, 31-38

Issue Date 1957-11-05

Doc URL https://hdl.handle.net/2115/17595

Type departmental bulletin paper

File Information 15_p31-38.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP



Isao TERUMOTO 1957 The Relation between the Activi七yof Phosphorylase and the Frost-

Hardiness in Table Beet. Low Tm犯peγatuγeScience， Ser. B，l/$. (With English resume 
p.37) 

アカピートの耐凍性とフォスフォリラーゼ長

日程 本 重力

(f，即位科学研究所生物学部門)

く昭和 32if-(j )1長恨7

1.緒言

植物は秋に生長を止め，晩秋の毎夜の低温によってしだいに hardyな状態になり，やがて

到来するさMびしい来さにもmHえるようになる。 hardyな状態になった細胞はたとえ凍っても細
胞外凍結をおこしやすく細胞内部は凍りにくい。このように耐凍性の高い状態にあるかないか

で凍結線式もまったく変り，その結果凍結i山織の型も変ってくることが既にわれわれによって

明らかにされている九

植物が自然に hardyになるにつれて細胞の渉透浪度は高くなるが， 人工的にifIlJ'i州生を増

強する処理をしても間様に高まる。アカピ{トの柴柄の茶話IH胞の渉透濃度はIn付徒出の状態で約

1M(庶:tJg)，鮒{l~~性のない時ではその約半分に減少する。 しかし根では両者とも変化がなく大

体同じ渉透濃度をも、っている~)

植物体が低温によって渉透濃度を高め，また凍結様式を変えるようになるためには，植物

体内においての物質代謝，すなわち様々の酵素の作川が関係してると考えられる。このように

考えると細胞の耐凍性の強さが変るにつれて，酵~~毛の活性度ó'X;は分布も変ってくるとFが予想さ

れる。

このような予想でまず耐凍性とブォスブォリラーゼ，酸性ブォスブァタ{ゼの活性震との

関l併を明らかにするため， アカピ{トを材料として以下報告するような 2，3の実駄を行っ

た。

u.方法

材料としてアカど{ト (Betavulgaris L. var. Raρa Dumort) の~-~， 葉柄及びHlをHJいた。

実験は前回:nの如く 11J~ 上旬より下旬にわたって行った。中L脱でのl1 FJ の気温は中旬になる

と氷点ドを前後するようになるため誌に|鵡場のアカど{トは自然にかなり hardyな状態に

なっている。 このプカピ{トを鉢組えとして一部を QOCに，一部を250Cの恒温箱 ctqこ7-14

日間おいて，それぞれ harden及び dehardenした。
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32 j尽本勲

なお比較の怠19¥(-C‘ノミレイ ν宮城芸， タマネギ鱗茎，ヰ、ギ鱗茎を使用した。

検出し?と酵京ならびに代謝産物は次の通りである。ブォスブォリラ{ゼ，酸性ブォスブァ

ターゼ， 1敗粉還元締及び油)j日である。

l. プォスブォリラーゼの証明。 反応液 (2%ブドワ純一1-;燐酸 (G-1-P)1 CC， 0.1 M錯酸

絞{lltj法 pH5.9・1cc)に試料切片を入れ， 25υ で2011守山]培養したのち蒸湘水でよく洗い， ヨー

ドヨードカリ溶液で澱粉の生~J点を検出する。 iM{;恰の生成があればブォスブォリラーゼの活l生が

あった証拠である(悶!祝日 1-2関)。

ブr スブォリラーゼ

ブドク糖 1-燐酸ミ二三11投tiH燐酸

2. 酸性ブォスブァタ{ゼの ~lEr問。 前日7)と|司じ方法であるが以J，S液は次の紺J&である。

O.IM Acetate buffer (pH 5.1) 4 cc 

O.IM Lead nitrate i巴巴

O.IM Sodium (トglycerophospha七日 0.4 c巴

蒸溜水 0.6c巴

二品イ式柴をim合したi守生ずる沈澱は， {恥紙マ池過するかまたは述心分自ffiで除去する。 J古託:は
37
0
Cで21時間行った。 培養後蒸溜水でよくì'jG~燥し充分に基質を洗い去り，次に 2% 錯酸に約

3分間以し， 蒸溜水で洗い 1~{; X!~色硫化アジモ γ溶液に 2~3 分[加えした後再び蒸溜水で洗lfl保

する。阪性ブォスブァタ{ゼ活性の部分には PbSの足、結色tl:澱が現われる。

3. 澱粉の検出。 Iodine-potassiumIodideテス?を月Jいた。

4. 還元加の検出 Fehling'ssolution テストを旧いた。切片は 2~3 細胞悶の隠さにつ

くる。始めスライドにA液 (Coppersulphate 79.28 g+蒸溜水 1.e)をとり， この中に切片を入

れ数分放置し硫酸銅が五分市IIlJJ包内に人ったのち， 述に水洗し予め 1~2 il首の B液 (Sodium

potassium tartrate 346 g+Sodium hydroxide 100 g+蒸溜水 1.e)をスライドグラスに取って沸

)Jおさせてあるτ]，に移し，カパ{グラスをかけて史に数秒沸n色させる。還元fr.1fが存和すればilli酸
佑制の控色又は赤ぬ色の沈澱を虫ず。

5. il1lJJ旨の証明。 SudanIII又は Sudanblack Bs)の染色院で，ij.'jべた。

lI.u.結果

l. ブォスプォージラーゼ 人工的に 4~14 IIIIJJ hardening， dehardeningを行ったも

の，及び -20~_40C で同じく 4-14 LI fDJ凍結させたものについてブォスブォリラ{ゼの活性

を調べた。その結果は銘 1表にまとめてある。 dehardenされた組織では完全にブォスプォリ

ラ{ゼの反応は現われない。大体処JIJl.2日で反応が失われる。葉においては 2411日iij処理で活

性が尖われる。 harden されたものではブォスブォリラーゼの反応は葉柄の柔~;I日Jjigでは制粒状

に現われ(図版第7-8凶)， 長5の糾胞では細胞/主体が強くヨード反応を呈示する。また柴柄に縦

走する前官も孔辺部1111包もブォスブォリラ{ゼのj吉川住宅ピ示す。 凍結状態 (-20~-40C)で保存さ
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第1表 フオスフオワラ{ゼの活性

測定 11月51ヨー11月19日

主5 根

B 数

o 十

4 

7 

9 

14 ー、 十十 肘 叶

対照は畑より採取前後のものである oZf42， 3， 4表における対照も同機である。
.)f 処E田中 l乙 ~~iJ)かれた。処理中 p::新しく出てきた色素(アントチアン)をもたない茶での反応は(ー)である。

れた後もフォスプォリラ{ぞの活性のftrlJ大が認められる。荒では 14fl日わずかに活性が低く

なった。また注目されることは，実験された総ての場合釈においては全くブォスブォリラ Pーゼ

の反応が認められなかった事である。

2. 椴性ブォスブァターゼ ブォスブォリラーゼの Jj~合と同僚の条 {Ll 下で醗'I"l:ブォス

ブァタ{ゼの市'1"1:肢の変化を;jJT~べたところ，第 2 去の結果を件た。

第2表 椴性フオスフアターゼの活性

測定 11月5EI-11月 19日

円
U

7

t

口ノ

?

ι

λ
守

l

i

 

日数

教処JJ]下I~ \己主.~7J) かれた。

dehardening処理されたものでは隈性フォスファタ{ゼの活性が他のものにくらべて幾分

減少することがわかる。 hardening及び凍結処理のものは共に反応は強くなっている。ブォス

ブォリラ{ゼと呉なり，酸性ブォスファターゼの活性~1:1、良にも認められるが，現柄，慌にくら

べると，やや弱いように忠われる。

3. 還元和Jf hardening，凍結処躍のものでは葉柄において還元桝が幾分前方iJする

が，根においては余り奈は認められなかった。 dehardeningのものでは葉柄で般加はみられな

かった。架の還元私jfは，検11¥の処即'l:r合まれている市総ヨザ1f¥小.f;j(状に分散し，反応結果の解釈

を~t~ るので♂jべなかった。
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第3表還元糖の検出

測定 11月5日-11月 19日

0

7

9

4

 
ー

根

日数

土

+千

4. 殿粉 前述の各処理を行ったもの及び対'Im、のもののあらゆる部分において，澱

粉は全くf;jt出されなかった。

5. パレイ νョl鬼茎 アカピ{ト日制凍性をもっ植物であり，人工130な低温処理によ

っても容易に惨透濃度はJ曽 j]~l し，その凍結様式も変るのであるa パレイ ν ョ塊茎!主ユミ之さにあえ

ば還元l'f1iが著しく増加して， i参透濃度が高まることが知られているが，附{~[性はない。この点

でアカビ ~l とは対照的のパレイ ν ョについて調べることは興味あることと思われるので，次

の実験を行つ71こc

温度処理の方法は，パレイ νョ塊茎の一部を 250Cに， -~{tß'を QOC の抱jaFiJ中に 7~28 日

開放註した。実験に使用した切)4命は酸性ブォスプァタ{ゼ及び還元粕の検出の場合，皮Fti部と

中心部の柔組織の両方を使用した。その他の場合は柔組織(髄在日)の切jTのみを用いた。検出の

方法はTiiiと閉じであったι

第4表 パレイショにおける検出

測定 1月29日-2月26日

れ11脂

ト!

+H 

計十十

十件

Pr.=フオスフオリラ{ゼ， 酸P.=敵性フオスフアタ{ゼ

パレイ ν ョ皮陪部では，如何なる場合もブォスブォリラーゼの反応はすた色の~則的犬となっ

ておlifl包内にあらわれる。澱粉粒の存干1:'する柔組織部の*111胞では細胞ー聞にヨード反応をL立する

が，澱粉粒とは明Ilhf tt:. ß別!l l来る。また縦横に走る {i~~; !~! &I~分にほ皮!日部で見られると同じく願

粒状となってプォスブォリラーゼの反応が認められる。策4去に示すとおりフォスブォリラ{



アカビートの耐凍性とフォスフォリラーゼ 35 

ゼの活性には， 250C処理及び QOC処盟のものの両者の間で差は認められなかった。機性ブォス

ブァターゼは 250C処理の皮層部においてのみ活性が認められないが， 柔組織では明かに活性

を示し，しかもその強さは処理日数に無関係に等しい。 QOC処理の場合は皮層部，柔組織にお

ける活性度は全く変化を示さない。

澱粉(澱粉粒)の分布又は量的な変化は認められなかった。還元相のjえJ;G1土，パレイ νョで

は非常に顕著に現われるが高j誌にしておくと，つまり dehardenされると始め皮間部から糖が

なくなり 4週間日では柔組織の部分にも反応が見られなくなる。それにはして低温処既で1土

特に皮府の部分に糖の諸積することが認められた。油脂の検出ではかC処理の方が幾分増加す

るように見えるが余り両者のi豆別は明瞭で・ない。

6. タマネギ鱗茎 タマネギはある程度低温処現を受けるとIflHi束性を増すが的， その

程度はアカヒ{トに比べてかなり低いので比較する意味で調べてみた。その結果を第5表にま

とめた。材料には鱗Jt葉の外側表皮，内側表皮及びその院に存在する采組織をHlいた6

第5表 タマネギにおける検出

測定 3月4日-3月25日

日数

Pr.= 7/rスフィリラーゼ， 酸 P.=般性フォスファターゼ 0=外側表皮 P=柔組織 1=内

側表皮

ブォスブォリラ{ゼの活性は，タマネギのi!投粉合成田.害剤によつで阻!とされることが

Eysterl)によって被告されたが， この実験においてもブォスプォジラ{ゼの反応は全く認めら

れない。酸性フォスブァタ{ゼは両者の問に顕著な差はなかった。澱粉は総ての実験で全n，ll織
に1如uできなかった。還元桁，油脂共に250C，QOC 処理の問fC~2は認められない。即ち har­

dening， dehardening処即け、タマネギではこれ等の検出自:にめんど何??の影響をも及ぼさない

ということになる。

7. ォ、ギ鱗茎 タマネギと向様に dehardening，hardening処理を'支けてもブ才スフ

ォリラ{ゼ，酸性フォスブァタ{ゼの反応，及び澱粉，還元的，油脂の呈には変化が認められ

なかった。その結果を第6表にまとめた。来さにあって植物が耐りf[性をえる機脱に関しては，

非常にたくさんの研究がなされてをたが，米だ不明のJえが多い。最も一般に認められているこ

とはIfiHi束性が高い細胞の渉透価は高いということである。また詰Hi，止を|生のある布j'l物は人工作:'H乙侭

組処理することで必ず渉透何が増す。然し，パレイる/ョの場合のように低温にあうと渉透価が
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第:'6表 ヰギにおける検 1=1=¥

dtU定 3月6日-3月27日

日数

Pr.=フヂスフゲリラーゼ， i'i主P.口殴性フペ「スファタ{セ¥ 0=外側表皮， P=柔組織 1 内

側表皮

高まるにかかわらずi揺れ州生をもすごないものもある。~I'[物 7)'1両j" ìf~H'\: の 1t]jい状態でに還元'N:lf ，

及び非選JG1J1fの合 t~t ~ ，~，.，多く従って活 11Tliも高い。同州'[物でt:，ってもの合ヰifí.U主 1~1J引に少な

く冬j切に多く， まずこ も ~JI~{令にさらすことによって制の町立加がふり~;:主仰が高まるおう

{出品によって還元開， :;W還元iHij';増す機構について川")2， 3の研究がなされてまたが，まだ不

明瞭な /J~が多い。イ民jEiによる i参透疫の階大に関係する酵訟として近年特にプラiースブォリラ{

ゼがあげられてきた。 この酵素が関係するとすれば harden されるにつれて ì~l!Z ì:分→の)む以外1

進んで，今まで渉';¥主的に作用主どもたなか丹たi!投*5iから渉透活性の和Jf傾が多日に生ずることn一

応了J!JII;できる。アカビートを hardeningした場合，故も間:汗なことはブャスプォリラ{ゼの活

↑t ì')\J:\~~l 力ilすることで， dehardenした，nlf:ij~ ~é" ~ "tこの酵黙の1&'1"1:が全く認められなくなることて了

ある。

一方これと平行[ド]に， hardeningによって信仰の制胞の渉;EH;:~ JJ).~はまし旦If!H ì点仰が増大す

るが， dehard巴nすると丁度これと以対の結果となる。 しかも将釈4におい、てiは土 hardenしても渉

透訟!皮主もi前耐耐h雨削H川沫咋!'怜|

Jバf5大lにこl代そブ 4オ叩スブオリラ一ゼが民問l'i係糸してい之る〉ものと忠忠、われる。

摘要

アカビートな人Tit'Jに hardenした.u:i合と dehardenL i':叫合にハいて， 年n 純化う::(t~にブ

ォスブォりラ{ゼと般1" 1:ブォスブァタ{ゼの ìi'i'l'tを ~mベ，間 n寺にJな元l)if. ì殿1すの険11: を行つ ~l:...o

プォスブォリラ{ゼの活'1"1:[工hardenされたもので大きく dehardenされた組織では全く

検11:でぎなかった。刊をヤ1:ブォスファターゼの活性も dehardenされると次fおに悦下するが，

hardenされてもほとんどWi強されない。 ブォメプォリラ{ゼれ:珂処却とも1'11においてはjえ応

は認められない。この畔おはアカビ ~ì、の惨遺伝lìを向めることに特にmlf系すると足、われる。な

お比絞のなIq，;でパレイシ~ ， タマネギJ!<.ぴヰ、ギのf宇都i椛についても実験を行った。

政後に，この研究に勺いて;，;qJ指導下さった古木市教投，ならびに訂誌な í~[J助?守をいただい
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た朝比奈助教授に深く感謝する。
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Resume 

Using the leaf， petiole and root of table beet， histochemical studies were conducted 

on how the activity of phosphorylase and acid-phosphatase is influenced by the grade of 

the frost田hardiness. Further， in paral1el， the changes of reduced sugar-and starch-

content also were measured 

Phosphorylase activity in leaf and petiole， excepting root， was distinctly increased 

by the hardening treatment (at OOC for 7 ~ 14 days)， by which table beet had suf五ciently

become frost-hardy. All tissues of table beet having lost thei1' frost-hardiness by the 

dehardening treatment (at 250C f01" 7 ~ 14 days)， showed no phospho1'ylase reaction. In 

contrast with the leaf and petiole， the root never showed phosphorylase activity inde-

pendently of the grade of the f1'ost-hardiness. Kept in f1'ozen state (at _20 ~_40C fo1' 7 ~ 

14 days)， the phosphorylase activity of the le旦fand p巴tioledid not decrease， but rathe1' 

became stronger. The activity of acid phosphatase found gene1'al1y in al1 tissues of table 

beet was also increased by the artificial hardening， but was not completely lost， when 

dehardencd， as was that of phospho1'ylase. In the root tissues， however， acid phosphatase 

activity seems to be somewhat weake1' than in the leaf and petiole. According as the 

cells become f1'ost-resistant， the increase of the osmotic concent1'ation of the cel1s and 

that of the activity of phosphorylase distinctly change in parallel. From these facts it 

seems that phosphorylase piays an important role to increase the osmotic concentration 

and the frost-resistance in table beet. For comparison with table beet， 011 potato tuber， 

scale leaf of o11ion and welsh onion， the activities of phosphorylase and acid-phosphatase 

we1'e also studiecl. 
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間版説明

第 1図 アカピートの楽の綴断切片。

フォスフ4"リラーゼ反応←)。

(基質・ G-I-Pの添加なし)。

第 2図 向上。フォスフォリラーゼ反応例。

8日間 hardenした組織。

第 3図 向上。酸性フ才スファターセ、反応(:!:)。

11日間 dehardenした組織。

第 4図 向上。酸性フォスファターゼ反応刷。

11日間 hardenした組織。

第 5図 向上。酸性フ t スファターゼ反応ト)。

(室長質・ 0ーヴリセロ燐敵の添加なし)。

第 6図 アカビートの葉柄の柔組織。

フιスフォリラ{ゼ反応付。

2日間 dehardenした組織。

第 7図 岡と。フォスフォリラーゼ反応(Htl。

10日間 hardenした組織。 (X360)

第 8図 向上。フホスフ庁リラーゼ反応刷。

開場の雪の下から掘りだした組織。

( 1月8日)。

第 9国 向上。酸性フォスファタ{ゼ反応(+)。

2週間 dehardenした組織。

第10図 向上。酸性フォスファタ{セ、反応(制。

2週間 hardenした組織。

第11図 同上。酸性フォスファタ{ゼ反応(ー)‘

(法質・ 0ーグリセロ燐青空の添加なし)。

(策7図を除き各 X100) 
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