
Title ニセアカシア靱皮組織のミクロゾーム膜画分のリン脂質含量のデハードニングによる変化

Author(s) 吉田, 静夫; YOSHIDA, Shizuo

Citation 低温科學. 生物篇, 33, 11-20

Issue Date 1976-03-18

Doc URL https://hdl.handle.net/2115/17817

Type departmental bulletin paper

File Information 33_p11-20.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP



Shizuo YOSHIDA 1975 Changes in Phospholipid Contents in Microsomal Membranes in 

Cortex of Black Locust Bark during Dehardening. Low Temperature Science， Ser. B， 33. 
(With English Summary p. 20) 

ニセアカシア靭皮組織のミクロゾーム膜画分の

リγ脂質含量のデハードニングによる変化*

吉田静夫

(低温科学研究所)

(昭和50年 10月受理〉

I.緒言

これまでの報告でポプラやニセアカシアの靭皮組織ではハードニングならびにデハードニ

ングの過程でリン脂質含量が変化することが明らかにされているlーの。ポプラやニセアカシア

の靭皮組織から遠心分画されたいろいろな粗細胞画分について，蛋白質あたりのリン脂質含量

を比較すると，ハードニングによりこれが増加しデハードニングにより減少することがわかっ

ている問。このように，膜のリン脂質含量が耐凍性と平行して変化する可能性が考えられる。

このことを確めるため，デハードニングの前後のニセアカシア靭皮組織からそれぞれミク

ロゾーム画分を調製し，これをショ糖密度勾配遠心によりし、くつかの膜画分とし，その各々に

ついて蛋白あたりのリン脂質合最を比較した。その結果， トノプラストラゴルジ装置および

ERなどの膜蛋白あたりのワン脂質含量がデハードニングの前後で変化することが認められた

ので報告する。

II. 材料と方法

材料 3月中旬に野外に生育しているニセアカシア (Robinia1うseudoacaciaL.)の幹(径 4cm)

を採取し， -30Cで凍結保存した。随時， -30Cから取出してデハードニングさせた。デハード

ニングは幹を 25cm の長さに切り水蒸気飽和したポリ袋に入れ室温(l8~230C) に約四日間置

いて行った。その結果，靭皮組織の耐凍度は未処理の対照の -50oCから-lOoCに低下した。

遠心分画による細胞国分の調製 -30Cに凍結保存した対照の幹とデハードニングさせた幹

よりそれぞれ靭皮組織をはぎとり細片とした。これを一定量の海砂とつぎに述べる溶液と共に

乳鉢中で2分間磨砕した。溶液は 0.75Mソノレピトール， 150mMトリス一塩酸緩衝液， pH7ム

10 mM EDTA， 5 mM DTT (ジチオスレイトーノレ)および 1%フイコールからなる。なお 19の

組織あたり 5mlの溶液， 0.3gの PolyclarAT， 0.6 gの海砂を用いた。また， 1回の実験に 15g 

の組織を用いた。以上の操作はすべて OoCで行った。磨砕液は 4枚のガーゼを通し 200xg5 

分間遠心後その上清を 1，000>くg10分， 17，000xg 20分， ついで220，000xg 40分のI1買に遠心

して得られる各沈澱画分をそれぞれプラスチド (200~ 1，000 x g)， ミトコンドリア (1，000~
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12 古閑静夫

17，000xg)およびミクロゾーム (17，000-220，000xg)とした。 ミクロゾーム画分は 0.75Mソ

ノレピトーノレ， 1mMEDTAおよび 2mMトリス一塩酸緩衡液を含む溶液に懸潟した。

不連続ショ糖密度勾配遠心による膜画分の調製 4mlのミクロゾーム懸潟液を不連続ショ糖

密度勾配にのせてスピンコ SW27ローターで27，000rpm， 2時間遠心した。不連続ショ糠密度

勾配は L巴onardらの方法的に準じ2mMトリスー塩酸緩衡液， pH7ムおよび 1mMEDTAを

含む 45，38， 34， 30， 25， 20および 16%(w/w)の各ショ糖液をそれぞれ5，4， 4， 6， 6， 4， 4 ml 

ずつ重層して作成した。遠心後，チューブの底の部分から 2mlずつ分取し分析に供した。

路震の抽出と分析および酵素活性の測定. 脂質の抽出精製およびリン脂質の定量は前報5)に

よった。

アンチマイシン A非感受性 NADHチトクロム C還元酵素の活性はチトクローム Cの還

元を 550nmにおける吸光度の増加より求めた。反応液は 100μmoleのリン酸緩衡液， pH7ム

0.5mgの酸化型チトクロム C，5μmoleのNaN3，10-3μmoleのアンチマイシン Aと50{Jlの

酵素液からなり， 全量 2mlとした。 これに 0.5μmoleの NADHを加え室温で反応させた。

NADPHチトクロム C還元酵素の活性は上記の反応液からアンチマイシン Aを除き， NAD廷

の代りに 0.5μmoleのNADPHを加えて室温で反応させ 550nmにおける吸光度の増加を測定

した。

酸性ホスファターゼ、活性は， 200μmoleの酢酸緩衡液， pH 4.8， 10μmoleのp-ニトロフェ

ニノレホスフェートを含む反応液に 50μlの酵素液を加えて全量 1mlとし， 300Cで7分間反応さ

せた。 2mlのO.lNNaOHを加え反応を停止させ， 405 nmで測定した。

酸性プロテアーゼ、活性の測定は Beeverの方法7)に準じて行った。反応液は 100μmoleの

りン酸緩衡液， pH5ム基賀として 5mgのカゼインを含み，それに酵素液を加え全量 2.0ml 

となし 300Cで20分間反応させた。なお，反応は 0.5mlの20%TCAを加え停止させ，遠心後

280nmにおける吸光度を灘定した。

チトクローム C酸化酵素活性は 550nmにおける吸光度の変化から求めた。反応液は

100μmoleのリン酸緩衡液， pH 7.2， 0.42 mgの還元型チトクロム C，0.03%のジギトニン，

0.001 mM EDT Aおよび， 20μlの酵素液からなり， 全量を 2.0mlとした。なお， 反応は室温

で行った。

イノシンクリン酸加水分解酵素の活性はRayらの方法8)により行った。反応液は1.5μmole

のイノシンジリン酸， 1.5μmoleのMgClz，50μmoleのKCl，50μmoleのトリスー塩酸緩衡液，

pH7.5，そして 0.1mlの酵素液からなり，全量を 0.5mlとし 350Cで 1時間反応させた。なお，

酵素液は OOCで3日間インキュベー卜したものを使った。 0.5mlの 10%TCAを加えて反応を

停止させ遠心後その上清の 0.5mlについて Fisl臼 -SubbaRow法的により無機リン酸を定量し

た。なお，反応停止直前に l滴の 1%牛血清アルブミンを加え上清の濁りを除いた。

NADPH-キノン還元酵素活性は羽Tassilaitand Nasonの方法10)により， NADPHの酸化

を 340nmの吸光度の減少から求めた。なお，非酵素的酸化を補正した。

蛋白質の定量は TCAで、沈澱したものについて Lowryの方法11)で行い牛血清アルブミン

を標準とした。
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III.結巣

第 l図にミクロゾームの不連続ショ糖筏度勾配遠心における蛋白質含量の分布を示した。

デハードニング後比較的密度の大きな画分において著しい蛋白質の減少がみられる。しかし，

画分1l~14 附近では蛋白質含量に殆んど変化が認められない。

NADHチトクロム C還元酵素は動物の ER(小胞体)やミトコンドリアの外膜に結合して

いるが12L高等植物ではトノプラストやミトコンドリアの内膜および外膜に結合していると云

われている 13，14)。そして， ミトコンドリア内膜由来の酵素はアンチマイシン Aに高い感受性を

示すと云われている 15)。第2関に示すように，アンチマイシン A非感受性 NADHチトクロム

C 還元酵素は画分 9~10 (25% と 30% の界面)と回分1l~13 (25%層)にふたつの活性ピーク

がみられる。画分 9~10 の活性ピークはデハードニング後減少したが国分1l~13 のそれは

あまり変化しなかった。
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第1図 不連続ショ糖密度勾配における宣言自主主の
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第2図 不連続ショ糖街度勾配におけるアンチマ

イシン A非感受性 NADHチ l クロム
C還元酵素活性と NADPHチトクロム
C還元酵素活性の分布。略号 H，Dは第
i図に悶じ。 活性は550nmにおける吸
光度変化査をで‘霊長わした

第 2図の下段に NADPHチトクロム C還元酵素の活性分布を対照の試料について示す。

この酵素は動物細胞の ERにみられるが16)，横物ではその存在部位は明らかにされていない。

不連続ショ糖密度勾配遠心においてふたつの活性ピークが認められ，それぞれ上述のアンチマ

イシン A非感受性 NADHチトクロム C還元酵素の活性ピークとほぼ一致するが，より高密度

倶IJの活性ピークは必ずしも一致しない。したがって，これらの 2種類の酵素は必ずしも同じ膜

に由来するとは云い難い。

NADPH-キノン還元酵素の活性分布を第3図に示す。 Semadeni14)によれば，この酵素は

可溶性酵素と考えられている。ニセアカシアでも殆んどの活性が可溶性画分にみられ，膜画分

にはわずかな活性が認められるがはっきりしたピークを示さない。デハードニング後の活性変
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第3図 不連続ショ糖密度勾況における酸性ホス 77!'ーゼ
活性と酸性プロテアーゼ活性の分布。酸性プロテ

アーゼ活性は 280nmでのl汲光度の増加分て、表わし

た。略号 H，Dは第 11濁に同じ

化は少ない。

植物細胞のライソゾーム，すなわち液胞の代表的

な指標酵素13，14)と考えられている酸性ホスファターゼ、

と酸性プロテアーゼの活性分布を第4図に示した。酸

性ホスファターゼ、活性の大部分は可裕性酵素として密

度勾配の最上層に分布し，沈澱画分にわずかな活性が

認められた。この沈澱画分の活性が無傷の液胞に由来
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第4図 不連続ショ糖密度勾配における

NADPH-キノン還元酵素活性
の分布。活性は 340nmでの吸

光度の減少量で表わした。略号

H， Dは第 11習に!司じ

するか，又は他の膜に由来するのか今のところわからない。いずれにせよ，活性の主要部分が

可溶性画分にみられることから大型の液胞は磨砕時においてこわれているものと考えられる o

一方，酸性プロテアーゼは上記の酵素とは分布において異った挙動を示した。すなわち，

大部分の活性は 16%ショ糖層に現れ， 比重の小さい膜断片に結合しているか， あるいは分子

量が非常に大きいかのいずれかと考えられる。酸性ホスファターゼの場合と同様に，わずかの

活性が沈澱画分にみられた。デハードニング後酸性ホスファターゼ活性は可成り低下していた

が，酸性プロテアーゼ活性は殆んど変化しなかった。

イノシンジリン酸加水分解酵素は植物では細胞化学的17)にも生化学的8)にもゴjレジ装置の

膜の指標酵素と考えられているoこの酵素は Oocで2ないし 3日間インキュベー卜すると著し

く活性化される。密度勾配遠心における活性分布を第 5図に示した。ふたつの活性ピークが認

められた。最も高い活性ピークは画分 14~15 にみられ， およそ 16%と20%の界面に相当す

る。他の比較的低い活性ピークは画分 9~10にみられ3 これはおよそ 25%と30%の界函に相

当し，前述のアンチマイシン A非感受性 NADHチトクロム C還元酵素のピークのひとつと

一致している。イノシンジリン酸加水分解酵素の活性はデハードニング後著しく低下した。こ

のことは，デハードニングの過程でゴルジ装置が分解減少したことを示すものと思われる。

樹木の靭皮組織の細胞は細胞獲が厚く硬いため細胞破砕に大きな力を要する。したがっ

て， ミトコンドリアの可成の部分は磨砕中にこわされミクロゾーム画分に移行することが予想
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不連続ショ糖密度勾配における

チトクロムC盟主化酵素活性の分
布。活性は 550nmでの吸光度

減少量で表わした。略号H，D
は第 l図に同じ

第6図
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不連続ショ糖密度勾配におけるイ

ノシンジリン酸加水分解酵素活性

(IDPase)の分布。活性は遊離し
た無機リン酸の登で、表わした。略

号H，Dは第図に問じ

第5図

される。事実，チトクロム C酸化酵素の分布からみたミトコンドリア由来の膜のミクロゾーム

画分への混入率は約 30%であった。第 6閣にミクロゾーム中のチトクロム C酸化酵素活性の

分布を示した。図から明らかなように，ふたつの活性

ピークが認められ，ひとつは間分 5~7 にかけて，他は

回分 9に現れた。別の実験では，比較的無傷と考えら

れるミトコンドリアは 38%と45%の界面(j国分 30こ

相当)にみられ， 上記のふたつの活性ピークはいずれ

も無傷のミトコンドリアよりも比重が小さい。国分 9

における活性ピークは前述のアンチマイシンA非感
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受性NADHチトクロム C還元酵素の活性ピークのひ

ミクロゾーム中のチトクとつと見掛上一致している。

ロムC酸化酵素の活性はデハードニングにより著しく

低下した。

以上の結果から， ミクロゾームの膜画分の分離は

十分とは云い難し、が，酵素の分布からみて画分1l~13

及び 14~15 はそれぞれトノプラストの断片及びゴノレ

ジ装置の膜断片が比較的純粋に分離されたと考えられ

る。画分 9~10 はアンチマイシン A 非感受性 NADH

8 10 12 14 16 18 

Fraclion number 

不連続ショ糖密度勾配における

リン脂質の分布。 A:全リン脂

質含量， B:蛋自主主 (mg)あた
りのリン脂質含量(f1mole)。略

号H，Dは第 l図に同じ

o 

第7図

チトクロム C還元酵素の活性が高く，動物細胞におけ

るその活性分布から類推16)して ERが多く集っている

ものと考えられる。しかし，チトクロム C酸化酵素や

イノシンジリン酸加水分解酵素の活性分布からみて，

この画分はミトコンドリア内膜やゴJレジ装置由来の膜

間分 3~8 の密度断片の混入が大きいと考えられる。
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の大きな画分には原形質膜， ミトコンドワァその他の膜が混入しているものと思われるが，今

のところ明らかでない。

ショ糖密度勾配における全リン脂費含量の分布を第 7図Aに示した。比較的密震の小さ

い膜回分に多量のリン脂質が含まれている。すなわち，国分 9~10 に最も多量に存在し，つい

で回分 12および 7の11頃となっている。 デハードニング後すベの画分において著しいリン脂質

の減少が認められた。第 l図に示した蛋白質合最の分布とリン脂質の分布との間には必ずしも

平行関係は認められない。第 7sI B V，こ蛋白量 (mg)あたりのリン脂質含量 (μmole)の分布を示

した。図から明らかなように，随l分 11~13 は最もリン脂質に富む膜画分と考えられる。デ

ハードニング後全画分において蛋白量当りのリン脂質が低下した。このことから，まえに報告

したように粗ミクロゾーム画分でみられたデ、ハードニンク台後の蛋白量あたりのリン脂質含量の

減少は， ミクロゾーム回分に含まれる特定の膜における現象ではなく，広範囲の膜系において

起っていることが考えられる。

IV. 考察

ポプラやニセアカシアのように耐凍性の高い樹木について，耐凍性の変動と平行してリン

脂質含量が変化することが知られているl九ポプラではリン脂質の増減は生理的状態ならび

に環境温度に依存し，低温下ではトリグリセリドを消費してリン脂質を合成することを示唆す

るような実験データが得られている 2)。

季節的な耐凍性の変動につれ，ニセアカシアやクワの皮層柔細胞の微細構造が著しく変化

することが知られている 18，19)。 また耐凍性の増大と平行して細胞は大型の液胞の後退と細胞質

の増大が進み，小胞状の膜構造の発達，原形質膜のくびれ込みが起り，より小型化した液胞が

細胞内に分散する傾向を示す。また耐凍性が低下するときはこの逆の経過をたどる。ワン脂質

の増減はこのような細胞の膜構造の発達あるいは減退を定性的に反映していると考えられる。

しかし，これまでのポプラやニセアカシアに関する実験デー夕日)から，細胞の形態変化と平行

して膜がリン脂質の少い状態から多い状態あるいはこの逆方向への変化が耐凍性の変化と平行

して起ることが予想された。このことを明らかにするには，分離精製された膜画分について，

その膜組成を耐凍性の変化の前後について比較検討する必要があった。

これまでの予備的な実験で，ニセアカシアの靭皮組織からのミクロゾーム回分は KClで

促進される Mg2+依存の ATPas巴， NADHチトクロム C還元酵素およびイノシンジリン酸加

水分解酵素に富むことがわかっていた。不連続ショ糖密度勾配におけるいろいろな醗素の分布

からみて， i) 卜ノプラストの断片(画分 11~13，アンチマイシン A非感受性 NADH チトクロ

ム C 還元酵素活性を有する)および ii) ゴノレジ装置由来の膜断片(画分 14~15， イノシンジリ

ン酸加水分解酵素活性を有する)のふたつの膜間分が比較的純粋な状態で分離されたように思

われる。酸性プロテアーゼ活性の高い商分 16は， 膜であるかどうかについては更に検討の余

地がある。

NADHチトクロム C還元酵素は純物ではトノプラスト 13)やミトコンドリアの内膜および

外膜14)に存在すると云われている。植物のミトコンドリア内膜由来の酵素はアンチマイシンA
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に感受性であるから14)P 間分 11~13 および回分 9~10 にみられるアンチマイシン非感受性の酵

素はミトコンドリア内膜に由来するものではない。 また，植物では膜の起源からみて， ERと

トノプラストは相互に密接な関連を持っていると云われ2o，21)，両者は形態的にも膜組成的にも

可成り似通ったものと考えられる。したがって，アンチマイシン A非感受性NADHチトクロ

ムC還元酵素は ERとトノプラストの両者にまたがって存在する可能性がある。

KClで促進されるアルカリ性 Mg2+-ATPaseが植物のミクロゾーム中の卜ノプラストと思

われる膜画分に存在することが Rungl巴andWiskich22)や Leigh，Wyn Jones and Williamson 

ら23)によって報告されている。彼らはこの ATPaseが K+よりもむしろ Cl-で促進され，オキ

ザロ酢酸， リンゴ酸，酒石酸など通常液胞内に蓄積される有機アニオンによって著しく捉進さ

れることを明らかにした22，23)。このことから，彼らはアニオンの能動的膜輸送に関連している

と考えている。また，このトノプラストと思われる膜画分には NADHチトクロム C還元酵素

の活性が認められている 22)。これらの ATPaseの性質は， Hodgesら24)によって明らかにされ

た槌物の原形質膜の ATPaseとは極めて性質を異にする。今回，同時に行った別の実験によれ

ば，アンチマイシン A非感受性 NADH チトクロム C 還元酵素活性のある画分 11~13 に KCl

で促進される Mg2+-ATPaseが存在し， 至適 pHが 9近辺で全活性も比活性も他の画分に比べ

て極めて高いことがわかったお)。さらに，この ATPaseはリンゴ椴，フマ…Jレ酸およびオキザ

ロ酢酸により著しく促進されることがわかった。以上のことから， 回分 11~13 にはトノプラ

ストの断片が多く存在するものと考えられる。アンチマイシンA非感受性 NADHチトクロム

C 還元騨索活性のみられる回分 9~lO も J二述の ATPase の全活性は高いが比活性は低い。した

がって，この画分にもトノプラスト断片が含まれていると考えられるが，チトクロム C酸化酵

素， イノシンクリン酸加水分解醇素の分布から考えて ER， ミトコンドリア内膜， およびゴノレ

ジ装置由来の膜などの混入が多いものと推定される。

イノシンジリン酸加水分解酵素は植物のゴ、ノレジ装置の膜に特異性の高い指様酵素と考えら

れている 8)。不連続ショ糖密度勾配におけるこの酵素活性の分布からみて， ゴJレジ由来の膜は

比重の小さい膜断片(画分 14~15) と比重の比較的大きな膜断片(回分 8~10) とに分離してい

るものと思われる。画分 14~15 は他の酵素の活性が低いので， ゴルジ装置の膜断片の一部が

比較的純粋に集っているものと推定される。

今回の実験では，原形質膜の所在を明らかにできなかった。 Leonard，Hansen and 

Hodges6)によれば，コムギの板端の原形質膜は不連続ショ糠密度勾配において 38%と48%の

界面ないしは 34%と38%の界聞に集ると報告している。至適 pHが 6.0-6.5のK+で促進さ

れる Mg2+-A TPaseは植物の原形質膜の指標酵素のひとつと考えられている。ニセアカシアの

靭皮組織では，その細胞の機能から考えて，このような ATPaseの活性が高いとは考えられな

い。今回行った別の実験結果によれば， 画分 3~7 にかけて弱し、ながら K+ で促進される至適

pHが6近くの Mg2+-A TPase の活性が認められた25)。しかし，個分 3~7 は同時に他の膜の

混入が多いと考えられ，原形質膜がどの程度含まれているか形態的な観察を待たねば何も云え

ない。

デハードニング後著しいリン脂質の減少がほとんどすべての画分において観察された。デ、



18 吉田静夫

ハードニングによるミクロゾーム全体のリン脂質含量の低下は，この細胞画分のある特定の膿

の動向によるのではないように思われる。蛋白量あたりのリン脂質含量はトノプラストの断片

が多く集っていると考えられる画分 11~13 において最も多い。 デハードニング後蛋白量あた

りのリン脂質含量は画分3を例外としてトノプラストやゴルジ装置の膜断片を含むすべての膜

画分において顕著に減少している。このように，これまでに知られている耐凍性の変動に伴っ

てみられた組細胞画分の蛋白あたりのワン脂質含量の変化3，5)は，リン脂質を多く含む特定の膜

系の動向によるのでなく，可成り広い範囲の膜系におけるワン脂質含量の変化に基くものと推

察される。

ポプラやニセアカシアの靭皮組織にはきわめて強い活性を有するホスホリバーゼ Dが存

在するが2，25)，各膜画分のホスファチジン酸の含量はいずれも 10%以下であり，操作の全過程

(およそ 5時間)を通じてこの酵素の活性は可成り低く仰えられていたと思われる。また，遊離

脂肪酸やジグリセリドは検出されなかったので，膜のリン脂質含量に直接影響を与えるホスホ

リパーゼ、 A，B，Cおよびホスファチジン酸ホスファターゼの働いた形跡は認められない。した

がって，デハードニングの前後でみられた膜のリン脂質含量の変化は処理の前後におけるホス

ホリバーゼ、活性の差具による影響とは考えられない。

まえに報告したように，ステローノレ類の量はワン脂質の場合とちがってデハードニング後

あまり変化しないことがわかっている5)。 このように，脂質の種類によってデハードニングの

過程でその消長がかなり臭っている。デハードニングによる膜のリン脂質含量の低下を補うよ

うな別の種類の脂質が変化するかどうかについては今後検討の余地があるように思われる。

すでに報告した結果1-5)と今回の実験結果から，膜系におけるリン脂質合量と脂質組成は

一定不変のものではなく，細胞の生理的な状態や細胞の環境への適応の過程で可成り変化する

ことが考えられる。このような脂質の面からみた膜組成の変化は，膜の物理化学的性質，殊に

凍結時の膜の安定性に影響をおよぼしているのではなし、かと思われる。

v.摘要

植物細胞の膜系のリン脂質合量が耐凍性の変化に伴って変るかどうかを明らかにするた

め，デハードニングの前後のニセアカシア靭皮組織からそれぞれミクロゾーム画分を調製し，

これらを不連続ショ糖密度勾配によりいくつかの膜画分に分け，その各々について蛋白量あた

りのリン脂質含量について比較検討した。

不連続ショ糖密度勾配におけるいろいろな酵素活性の分布から， 卜ノプラスの断片および

ゴノレジ装置の膜断片と思われる膜画分がそれぞれ比較的純粋に分離された。

デハードニング後いずれの膜画分においても，蛋白量あたりのリン脂質含量が可成り減少

した。このことから，細胞の膜系はデハードニングにより， リン脂質の多い状態から少い状態

へ変化すると考えられる。
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Summary 

Upon d巴hardeningof stem bark of black locust， a signi五cantdecrease in phos司

pholipid cont巴nton milligram protein basis was observ巴din th巴 microsomalfraction・

To ascertain this with a difined membrane， the microsomal preparations were further 

separated into several membrane fractions on discontinuous sucros巴 gradient. Based 

on the distributions of various enzymes on the gradient， Golgi apparatus membranes 

and tonoplast fragments were succ巴ssful1yseparated with less contamination by the 

other membranes. The subfraction 1l ~13 on the gradient， apparent density of 1.10 

grams cubic centimeter， which was assumed to be巴nrichedwith fragm巴ntedtonoplast， 

was observed to be most enrich巴d with phospholipid on milligram protein basis. 

Dehardening resulted in significant reductions in the contents of protein and phos-

pholipid in the submicrosomal fractions. Signi五cantdecreases in phospholipid cont巴nt

on milligram prot巴inbasis were observed during dehard巴ningin fragm巴ntedtonoplast， 

Golgi apparatus membranes and the other unidentified membrane fractions. 

Thus， it seems apparent that the transition of cel1 membranes from phospholipid 

巴nrichedstate to phospholipid depleted state be involved in the dehardening process. 


