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開葉期のポプラのグリセリン代謝*

吉田静夫

(低視科学研究所)

(昭和45年9月受理)

I.緒言

ニセアカシア 1，2)やポプラ 3)では，グリセリンを骨格とする脂質が秋から冬にかけて活発に

合成され，春先はそれが分解され減少することが定量的な実験から明らかとなった。このよう

な脂質代謝の季節的な変化とともに，楠物のグリセロール代謝が大きく変化することが予想さ

れる。

本報では開業期のポプラにおけるグリセリンの代謝を明らかにするため 14Cでラベルし

たグリセロールを校に与えていろいろな物質への 14Cのとりこみをしらべた4)。 開業期にはグ

リセリンは解糖系を経て活発に代謝されるが，一部は脂質合成に再動員されることが判明した。

また 14Cのとりこまれた脂質を分析した結果関葉期に進行する脂質合成の特徴が切らかと

なった。

II. 材料と方法

材料: 鉢植えにした一年生のポプラ Populusgelrica L.の校を使った。 ポプラは冬からどC

の部屋におかれ冬芽は実験開始時 (6月25臼)にわずかに動き始めていた。 6月20日に一部を

屋外に出して開葉させた。所定時期に校を採取しただちに実験に供した。使った校の大きさは

およそ直径 8mm，長さ 35mmであった。

方法: グザセロールーl-14Cは第一化学 KKから入手した。比放射能は 10mCi/mMで， 2.5x 

105 cpm/μiとなるように水を加えた。その 10μiを上記のポプラの校の下端から材部を通じて

吸わせた4)。校の両端をパラフィルムで封じさらに全体をアルミホイルにつつんで 200Cの恒温

箱に入れて 3.5時間インキュベートした。

(1) インキュベート後校を材と皮の部分に分け，それぞれ細く刻んで 1%グリセリンを含

む O.lN過塩素酸5mlを加えてどCにおいてただちに磨伴した。 3，000xgで 10分間違沈し，

沈澱を霊炭酸カリで中和し 10mlの水で2回洗った。えられた水溶性画分は重炭酸カリで中和

して pH7.5とし， 1x2 cmの Dowex-50H型カラムを通して糖，糖燐酸エステル画分および

アミノ酸iei分を分離した。アミノ酸は 2Nアンモニアで溶出した。

(2) 糖および糖燐酸エステル画分は水酸化カリで中和して pH7.2とし，酢酸バリウム，つ

いで4倍量のエタノールを加え糖燐酸エステルを沈澱させた九沈澱はエタノーノレ，ついでエー
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テルで、洗って乾燥させ酢酸に溶かした。酢酸バリウムとエタノールで、沈澱しないものを糖画分

とした。糖燐酸エステルは酸性ホスファターゼにより分解5) して糖の放射能分布を検討した。

遊離の糖および糖燐酸エステルの酸性ホスファターゼ分解後の糖は WhatmanNo. 1治、紙を用

いてブタノールー酢酸一水 (120:30・50v/v)で下降法で 16時間展開し放射能の分布をしらベた。

(3) 脂質の抽出と分析はつぎのように行なった。 O.lN過塩素酸抽出残i査をメタノールで

抽出し， ついでlOmlのク口ロホルムーメタノール (2・1v/v)で3回常温で抽出し粗脂質画分

を得た。粗脂質問分は Folchの方法で非脂質成分を除いた。こうして得られた脂質は佳酸カラ

ムを用いて分画した。珪酸は Merck 製の 70~321 メッシュで使用前に 1000C で 1 時間活性化

した。カラムは 1x6cmで第2図に示したように順次溶出した。溶出液は 5mlずつ集めその

一定量について放射能を測定した。

(4) ポプラのグリセロキナーゼ活性はつぎ、の方法10)により測定した。生重量で 19の材と

皮をそれぞれ2mlの0.5M琉糖， O.OOlM EDTA， 0.05M トリスー塩酸緩衝液 (pH7.6)とともに

どCで磨砕しガーゼで液、過し粗抽出液を得た。粗抽出液は0.5M煎糖， 0.05Mトリス塩酸緩衝

液 (pH7.2)に対して透折した。 反応液の組成は， 5.5μmol日グリセローノレー1-14C (比放射能

1.8 X 104 cpm/ ，umole)， 10μmole ATP， 1μmole MgClz， 2.5μmole KF， 25μmole トリス一塩酸

緩衝液 (pH7.2)， 10μmoleシステイン，酵素液O.lmlと水を加えて全容1.0mlとした。 300C

で40分間インキュベー卜してから過塩素酸を加えて反応を停止し，遠沈後上清を苛性カリで中

和して pH7.2とし酢酸バリウムーエタノ

ールで、燐酸エステルを分離し放射能を測

定した。

(4) 放射能の1Jl1J定は窓なしのガスフ

ローカウンターで行なった。なお，糖の

ペーパークロマトグ、ラムの一部はラヂォ

ペーパークロマトグラフ(JPC-102型，

日本無線 KK製)によって測定した。

III.結果

グリセロール 1-14Cを与えてインキ

ュベートしたのち，皮と材における総脂

質，糖，糖燐酸ェステル，アミノ酸およ

び不溶性残澄について放射能分布をしら

ベ第 l図に総括して示した。

1. 脂質への 14Cのとりこみ。 総脂質へ

のとりこみは，皮の部分では開葉後しだ

いに減少したが材ではこれとは対称的に

増加した。このことは春先におけるポプ

ラの脂質代謝の特徴と考えられ，開葉と
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第1図 グリセローノレ 1-14Cのいろいろな

画分へのとりこみ

A~D は時期を表わし， A:開業直前 (6月 25日
40C の部屋のもの)， B:開業後新梢が 3cm伸長
(6月25日屋外)， C: Bとおなじく新梢 10cm (7 
月 3日屋外)， D: B と C におなじく新檎 15cm 
(7月 14日屋外1

LIPID，脂質 F.S，糖;S.P.E，糖燐酸エ九テノレフ

A.A，アミノ駿;INSOL，不溶性残溢の各商分



ともに材部においてあたらしい細

胞の形成が活発になることと関連

しているものと思われる。

つぎに，脂質を珪酸カラムで

分闘しどの画分に 14Cがとりこま

'" れたのかしらベた。第2閣に開葉 。
直前の皮の部分からえられた脂質

についての分析結果を代表例とし

て示した。|翠の下に示したように

石油エーテルヰ!のエーテルの量お

よびクロロホルム中のメタノール

の濃度を段階的に変えながら溶出

す』ると， トリグリセライド，ジグ

リセライド，ホスファチジルグリ

セロール，ホスブァチジノレエタノ

ールアミン，ホスファチジルコリ

ン，そしてメタノール溶出@i分の

順に現われた。各ピークは前報2)

のクロマトグラムを参考にして，

アルカリ水解物中のグリセロール
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第2図脂質の碇酸カラムタロマトクラム

材料. グリセローノレ 1_14Cを与えた開業直前のポプラの皮

図中の略号はつぎの通り， ES，エステノレ型ステローノレ TG，

トリグリセライド DG，ジグリセライド MG，モノグリセ

ライト、 PA，ホ λ ブアチジン酸 PG，ホスプアチジノレグリ

セローノレ PE， ホスファチジノレエタノーノレアミン PC，ホ

ス 7，チジノレコリン UK，メタノーノレ溶出(未同定)の各商
分 ;EEjPEは石油エーテノレ中のエーテノレの量，MjCはクロ
ロホノレム中のメタノーノレの量を意味する

の分布， Lμle出b巴町rm工na叩n.旬-B

戸マ卜クグやラフイ一により同定した。なお，ホスファチジン酸とホスファチジルエタノールアミ

ンへのとりこみは全実験期間中非常に少なかったので，以下の実験は中性脂質を溶出したあと，

クロロホノレム中のメタノールのi農度を 5，50および 100%の}I領に場して溶出し，それぞれホスフ

ァチジルグリセロール，ホスファチジルコリンおよびメタノール溶出画分とした。なお，メタ

ノール溶出画分はまだ同定していない。

第 3図からも明らかなように，全脂質中で燐脂質にとりこまれる量が極めて多く中性脂質

へのとりこみは少なかった。これは開葉期のポプラにおける脂質代謝の特徴と云える。皮では

開業直前にはトリグリセライドへのとりこみが相当大きいが開葉後はしだL、に減少した。この

傾向はジグリセライドでも同様であった。しかし，材ではトリグリセライド，ジグリセライド

へのとりこみは全実験期間を通じて変化なく常に一定値を示した。そして，材ではジグリセラ

イドへのとりこみがトリグリセライドへのとりこみよりも多いのが特徴的であった。このよう

に，開業期の中性脂質代謝は皮と材ではかなり異なっていることが明らかとなった。

一方，燐脂質についてみると，ホスファチジノレエタノーノレアミンへのとりこみは全実験期

間を通じてきわめて少なく，ホスファチジルコリンへのとりこみにくらべて無視しうるほどで

あった。しかし，第4図に示したように，ホスファチジノレエタノールアミンは開業前には多量
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第 3図 脂質各簡分への 14Cのとりこみ

闘中 A-Dは時j(Jjを表わし第 l
閣とおなじ，そのほかの記号は第

2 IZJとおなじ
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第 4図 開業前(冬の校)と開業後のポプラの
燐脂質(段駿カラムグロマトグラム)

材料: 乾重量で 500mgの皮

溶出液は 5mlずつ集め，その lmlについて分

解後無機燐を定量， 縦科1は燐の量を 100mμ に

おけるl汲光度で表わす。実線は開業前， 点線は

開業後を表わす。図中の略号は第 2閣とおなじ。

詳細は本文参照

含まれていて開業後ホスファチジルコリンとともに

減少する。したがって，開業期にはこうした燐脂質

の分解の進行とともに，一方ではホスファチジルコ

リンの特異的な生合成が活発に進行しているものと

推祭される。また，皮ではホスプァチジルコリンへのとりこみが開業につれてしだいに減少し

たが材では逆に増加した。したがって，燐脂質の生合成の場は開業につれて皮から材の方に移

行するものと考えられる。

メタノール溶出回分へのとりこみはホスファルチジコリンについで大きく，開業とともに

皮，材ともに増加した(第3図)。この両分の燐脂質量は通常非常に少ないので，これが燐脂質

C、あるとすればその比放射能はきわめて高いことが考えられる。

あとでのべるように 14Cは解糖系の基質にもとりこまれていたのでアセチル CoAを経て

脂肪酸，あるいはセリンからコリンへとりこまれる可能性が考えられる。そこで，おもな脂質

l頂分を 0.5N苛性カリーメタノール中で、 300C30分加水分解し脂質中の 14Cの分布について検

討した。第1表から明らかなように，各脂質画分とも大部分の放射能はアルカリ水解物の水層

に分布していて脂肪酸(酸性・エーテル層)へのとりこみは非常に少ない。 トリグリセライド，

ジグリセライド画分にはステロールが混在するが，アルカリーエーテル層(不ケン化物)への

14Cの分布は極めて少ない。また，ホスファチジルコリンのアルカリ水解物の水層をさらにl.ON

4塩酸で 1000C20分間封管中で加水分解し，コリンをキャリアーとして加えてライネッケアンモ

ニウムによりコリンを分離6)した。そして， コリン画分と非コリン画分について放射能分布を

しらべるとコリンにはまったくとりこまれていないことがわかった。以上のように，開業期の

ポプラではグリセロールー1-14Cから脂肪酸およびコリンへのとりこみが不活発であることが明
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第1表 脂質中の 14C分布

脂質問l 分
アノレカリ・エーテノレj議 酸性・エーテノレ 7J<;. }百 7K 層

(cpmX 10-3) コ リ γ 手下コ甘ン

i リグリセライド 0.4 0.9 22.1 

ジグリセライ i、 0.7 1.4 11.2 

ホス 7iチジノレコリン 1.5 1.0 44.5 0.1 37.3 

メタノーノレi容出商分 0.6 2.1 18.2 

材料: 開業後新梢が 10cm伸長したものの皮から得られた脂質

らかである。

2. 解糖系へのとりこみ。糖へのとりこみは皮と材で大差なし開葉後新梢の生長が旺盛とな

るにつれて急激に減少した(第 1図)。これは，開葉後も比較的高い糖濃度を保持していること

によって 14Cがとりこまれた糖がうすめられる結果と考えられる。しかし，糠のペーパークロ

マトグラム上の放射能分布をしらべたところ，開葉直前ではフラクトースとグルコースにとり

こまれたが，開業後 (7月3日屋外)は，庶糖へのとりこみが著しく増した。したがって，この

頃を契機として細胞内の糖の組成が大きく変わることがわかった。

なお，糖画分に含まれる未反応のグリセロールは開葉直前にはかなり残っていたが(糖画

分全体の 20-40%)開業につれて未反応として回収されるグワセリンの量は著しく減少した。

これはあとでのべるようにグリセロキナーゼの活性変化によるものと推定される。

糖燐酸ェステルへのとりこみは，皮では開葉とともに直線的に減少し，材では皮よりもい

くぶん遅れて減少した。これは，皮および材において開業につれて解糖系の代謝が活発となる

が，皮と材でその時期に差のあることを示している。糖燐酸ェステルの酸性ホスファターゼに

よる分解物をペーパークロマトグラフでしらべたところ，開業直前にはフラクトースおよびグ

ルコースの燐酸エステルへのとりこみがみられたが開業後 (7月3日)にはこれらの糖燐酸エス

テルへのとりこみは殆んどなかった。なお，開葉の前後ともグリセロ燐酸へのとりこみは顕著

であった。

3. 不溶性残涯へのとりこみ。皮の部分では筒葉とともに減少したが材で、は逆に増加がみられ

た(第1悶)。これは脂質へのとりこみと傾向的に一致し，あたらしい細胞形成にともなってグ

リセリンから細胞の構成成分(蛋由貿，細胞壁成分)への流れが活発となることを示している。

4. アミノ酸へのとりこみ。 アミノ酸へのとりこみは他の画分へのとりこみとはちがったパタ

ーンがみられた。すなわち，皮および材ともに開業につれてとりこみの量が増した。しかし，

新梢がかなり伸長した段階 (7月14日)では逆に減少した。 このことは蛋白質の合成が開葉の

後期の状態になると非常に活発となるためと考えられる。グリセリンを出発点としてどのよう

な径路でアミノ酸へとりこまれるのかについては，アミノ酸の分析を行なっていないのでわか

らない。

5. 14Cのとりこみの時間的経過。第2表に示したように，脂質へのとりこみは 200C3.5時間で

およそ平衡に達することがわかる。そして， 16.5時間インキュベートしでも脂質へのとりこみ

は減少しない。したがって，いったんとりこまれた脂質の代謝回転は少なくとも 16.5時間以内
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第2表各国分への 14Cのとりこみの時間経過

インキュベー
脂質 糖 燐酸エステノレ アミノ磁 不溶性残i澄 全体 皮と材の

シ 2γの長さ 日七 率
(時間)

皮 28.8 27.3 10.9 9.1 7.7 83.8 56.1 
3.5 

材 10.7 34.5 9.7 7.8 2.8 65.5 43.9 

皮 31.4 21.4 6.1 5.0 20.4 84.3 62.8 
16.5 

材 17.4 14.5 4.8 3.4 9.8 49.9 37.2 

材料・ 開業直前の校

では起らないものと云える。一方，糖，燐酸ェステルおよびアミノ酸へのとりこみは，時間経

過とともにし、ずれも約半分まで減少し不溶残澄へのとりこみが逆に3倍近くまで増加した。し

たがって，これらの画分は細胞の構成成分にとりこまれていくものと考えられる。

全放射能の皮と材についての分布をみると， 3.5時間でも皮の方が材よりも 10%多く， 16.5 

時間の場合はこの差はさらに大きく 25%に達した。このことは，開葉期のポプラではグリセロ

ーノレの材から皮への動きが極めて早いことを示している。

IV.考察

春先のポプラは間葉とともにあたらしい細胞の形成が活発化する。また，細胞頼粒の消失

もこの時期に極めて顕著となる7)。 第4国に示したように開業期には燐脂質の著しい減少がみ

られる。しかし，これまでの実験では燐脂質の生合成と分解の差ヲ|し、た結果しかとらえられな

かった。グリセロール 1-14Cの脂質へのとりこみをしらべることにより今まで明らかにされて

いなかった開葉期の脂質合成の特徴をとらえることができた。 その特徴としてつぎの 1-3の

3点があげられる。

1. 開業期の脂質代謝の第 1の特徴として，中性脂質の合成が不活発で、ある反面燐脂質の合成

が特に材において活発なことがあげられる。しかも，合成される燐脂質はホスファチジルコリ

ンとメタノール溶出画分が主で，ホスファチジルグリセロールやホスファチジルエタノールア

ミンの合成は不活発である点が特に注目される。これは，秋から冬にかけての燐脂質の増加の

様式日)と著しく異なることが予想される。 燐脂質は原形質膜あるいは細胞内頼粒の膜成分と

して存在するであろうから，開業期のこうした燐脂質代謝の特徴はこの時期の生体膜合成の特

徴の反映とみられ注目される。皮においては脂質への 14Cのとりこみが開業とともに減少して

いくので脂質合成の場は実質的に皮から材の方に移行するものと思われる。

2. 第2の特徴として，この時期にはメタノーノレ溶出画分への 14Cのとりこみが皮，材ともに

増すことがあげられる。この画分には通常燐脂質の量が少ないのでその比放射能は極めて高い

と考えられる。したがって，その代謝回転の速いことが予想され憐脂質代謝上重要な位置を占

めている可能性が考えられる。

3. 第 3の特徴としてグリセリンから脂肪酸およびコリンへのとりこみのないことがあげられ

る。したがって，この時期には解糖系から脂肪酸およびコリンへの代謝がほとんど進行してい
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ないものと推察される。この時期に合成されるグリセライドや燐指質の合成素材としての脂肪

酸やコリンは冬の間蓄積していた脂質の分解産物を利用しているものと思われる。そのような

意味から， 細胞あるいは組織間の脂質の分解と合成の調節機構(脂肪酸の細胞間の運搬の機構

も含む)は興味がもたれる。また， グリセリンの脂質へのとりこみも含めて細胞の構成要素の

解体と再構成は極めて効率よく働いていることが推察される。

燐故エステノレ中グリセロ燐菌室へのとりこみが顕著であることから，グリセリンから脂質あ

るいは解糖系への代謝の初期的段階はグリセロキナーゼで触媒されるつぎの反応であると考え

られる。
Mg2十

グリセリン十ATP~一一一→グリセロ燐酸十ADP

第3表に示したように，ポプラの組織ホモジネートに Mg2+の存在のもとで ATPとグリセロ

ールー1-14Cを加えて反応させると

グリセロ燐酸画分に放射能が検出

され，グリセロキナーゼ活性が証

明された。グリセロキナーゼは材

部では開葉後ますます活性の高ま

ることが考えられ，開業とともに

未反応のグリセロールート14Cが減

少することもこれで、説明できるか

も知れない。

第3表 組織抽出液によるグリセロキナーゼ活性

材料

開葉直前の校*

開業後の枝料

活性 (cpmx10-3/総抽出液/60分)

38.2 (皮)

31.3 (材)

29.9 (皮)

54.7 (材)

* 冬から 40Cの部屋におかれ，冬芽が少し動き始めたもの
紳 7月 15日野外で採取した 2年生の枚。 この時檎は 15cm

ほど伸長していた

植物のグリセロールから解糖系への代謝は Stumpf8)Be巴vers9)および YamadalO)らによって

しらべられ，いずれもグリセロキナーゼがその初期的段階で働いていることを示した。さらに，

Yamada10)はヒマ種子の発芽の初期に

(1) .. j ，.， _ --'--'-.""" ，_ ， " (2) 
グリセロールー→ジハイトロオキゾアセト/ー→ジハイド口オキシアセトン燐酸

を径由するいわゆる“Alternativepathway"の存在を確認し， (1)はグリセロール脱水素酵素，

(2)の段階はグリセロキナーゼで触媒されることを明らかにした。そして彼は

グリセロ燐酸一→ジハイドロオキシアセトン燐酸+2H+

の反応が DPN依存のいわゆる Baranowskiグリセロ燐酸脱水素酵素によることを明らかにし

たが，一方， Stumpf8)はピーナッツの芽生えでミトコンドリアのチトクローム Cに依存する脱

水素酵素によることを明らかにしている。チトクローム C依存のグリセロ燐酸脱水素酵素の作

用は不可逆的であるが， DPN依存のそれは可逆的であり，細胞内では平衡がグリセロ燐酸の方

に片寄っているので脂質合成が活発となるときの活性変化が予想される。しかし，以上のよう

な代謝径路についてポプラではまだ明らかにされていない。

以上のような開業期におけるポプラのグリセリン代謝は，秋から冬にかけて脂質合成が特

に活発となる時期と比較検討することによってその特徴が一層切らかになるものと思われる。

この報告にあたり，御指導いただいた酒井昭教授と匂坂勝之助助教授に感謝の意を表し

ます。
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v.摘要

開葉期のポプラのグリセリン代謝をグリセロールーlー14Cを使ってしらベた。

1. 14Cの脂質へのとりこみは回収された全放射能の 15-40%におよび、皮で、は開葉につれて減

少したが材で、は逆に増加した。この時期の特徴として，中性脂質へのとりこみが少なく大部分

が燐脂質画分にとりこまれた。しかし，ホスファチジルグリセロールとホスファチジルエタノ

ーノレアミンへのとりこみは少なく大部分はホスファチジルコリンとメタノール溶出画分にとり

こまれた。このことは秋から冬にかけての燐脂質増加の様式と著しく異なることが予想され，

脂質中の 14Cの分布がグリセリン部分に局限されていることとあわせ開業期の脂質代謝の特徴

をなしているものと考えられる。

2. グリセリンから解糖系への代謝は開葉とともに活発となり，その一部は細胞の構成部分に

とりこまれた。その傾向は開葉が進むにつれてますます活発となることがわかった。
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Summary 

The metabolism of glycerol in unfolding poplar trees was studied using glycerol-1-14C. 

Glycerol-1-14C was actively metabolized by intact twigs and the radioactivity was 

found in the following fractions; lipid， sugar， sugarphosphate， amino司acid，and insoluble 

fraction of cell debris. In the xylem， the incorporation of radioactivity into th巴 lipid

fractions increas巴das the unfolding of th巴 treeproceeded， while the opposite was true 

in bark. By means of silicic acid column， the majority of the radioactivity found in the 

lipid fraction was found in the phospholipid fraction especially in phosphatidylcholin巴
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and an unknown fraction. The incorporation into phosphatidylglycerol and phosphatidyl-

ethanolamine was very small， regardless of the twigs used. Th巴 incorporationinto tri司

and diglycerides was also small in the twigs， except for the bark immediately before 

unfolding. After mild hydrolysis of th巴 lipid，the radioactivity was found in the glycerol 

moiety and little was found in fatty acid and the choline moiety. The incorporation 

into sugar， sugarphosphate and amino acid fractions also varied as the unfolding of the 

tree proc巴巴ded. From these results it seems likely that the metabolism of glycerol by 

way of the glycolyticpathway via triosephosphate becomes active at the time of unfold-

ing of the tree. 


