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論 文 の 内 容 の 要 旨

9月ydLOズ㌢1Oo1269,15脚ecadienoicad桓適地lof取払0】癒acid:XrnA)はアオウキクサの

花芽誘導促進物質として単離された化合物であり､アサガオ甲奴細山呵に対して花芽誘導を促進するこ

とが明らかにされている｡

本論文ではアサガオに内在するmに着目し､mAの同定およびアサガオの花芽諦導とⅩODA

の消長との関連性を明らかにするとともに､アサガオの花芽誘導との関連性が示唆されている内生カテコ

ールアミンの動態を追求することを目的とした｡さらに､子葉内でのKODAの奉動を追跡する目的で【l-

1q-KOmを合成し､子葉に吸収させて知見を得ようと試みたものである｡

まず､実験に使用するアサガオ子葉に対する暗処理時間と誘導される花芽の関係を再確認すること

を目的として子葉に与える時期の時間を変化させて､誘導された花芽数を計測した｡連続時期が12時間を

超えると花芽誘導が起こり､1ゝ16時間で｣一個体あたりの花芽数が78個となり飽和した｡

次に､Ⅰ一C血侶爪岱法を用いて､アサガオ子葉に内在するⅩODAの同定を試みた｡花芽誘導に十分な

16時間時期を与えたアサガオ子葉から脂溶性画分を得て､部分精製後LCIMSJMS測定した｡KODAの分

子イオン関連イオン抑臼09伊血町のマスクロマトグラム上に､KODA標準品と同脚寺間を与与るピ

ークが検出されたこのピークの〝必押(旺町イオンを親イオンとしたM即MSスペクトルを測定した

得られたM訂MSスペクトルは標晶のそれとほぼ十致し､暗処理したアサガオ子葉中に内在するKODAを

初めて同定した｡

さらに､LCESDMS(SLM)測定した結果､16時間暗処理した子葉サンプルのS叫〝諺309)クロマトグ

ラム上のKQPAのピークは､対照群と比較して13倍程度の大きかった｡そこで､暗処理時間とアサガオ

子葉に内在㌻るEODAの消長との関係を調べるために､アサガオ内生EODA定量法を検討し､KODAを

-61-



AMエステ′噸導体として､蛍光検出ヰⅣ1C分析する方法を碇立した｡

確立した分析方法を用いて､暗処理時間を変化させたアサガオ子葉中のKOmを測定した｡暗処

理開始13時間までは30叩yg血氾e程度であったEODAは､暗処理14時間目で1釦pⅡ船場由餌eまで急

激に増加した｡増加したEODAは16時間目まで高い値を維持し､16時間目に光照射を行うと､対照と同

レ～レまで急減した｡.暗処理を施さない象倉KODAの増加i溜められなかった｡また､花芽の数拙暗処理

1左道時間で暗処理時間が長くなるにしたがって増加した｡さらに､時期を光中断すると､花芽誘導は起こ

らかった｡このとき子葉中のEOmlは増加せずコントローソレと同等レ～レであり､子葉中のEODA含量

の変化と花芽誘導の間には強い相関が認めら叫たEODAが14時間暗処理後のアサガオに対して花芽誘導

を促進することも併せて考察すると､Ⅲ虹鱒が椛芽誘導に関わる化合物である可詭性が強く示唆された

一方､ⅩODAは14時間の暗処理による花芽誘導条件を与えたアサガオに対しては花芽数の増加を

促進するが､暗処理を行っていないアサガオに対しては花芽誘導活性を示さなレヽ このことは､EODA以外

にも花芽誘導に関与する物質が存在することを示唆している｡また､花芽誘導条件を与えた子葉をカテコ

ールアミン類の生合成阻害剤で処理すると､花芽が誘導されないことが報告されている｡そこで､アサガ

オ子葉に内在す畠カテコールアミン類に着目し､子葉中のカテコールアミン類の測定方法を検討後､カテ

コ→レアミン類をトリメカレシリ′噸導肘ヒ伽イb後に0〇M6(幻M)法で測虚した花芽誘導条件

(16時間時期)を与えた子葉をメタノーリレで抽出後､減圧濃縮した｡濃縮物を完全に乾燥した後に､TMS

化して､GGSM測定した｡･子葉サンプ/レ朗々1御,4蚕のSMクdマトグラフ上に､標晶ド一つぺミンと同一

保持時間を有するピークが検出されたこの子葉サンプ′レ中のドーパミンに相当するピークの昭利,426

の強度比がドーパミン標晶のそれと一致したことから､子葉中のカテコーリレアミンとして､ドーパミンを

初めて同定した｡

嘩処理中のドーソ1ミンレベルの変動について着目して､暗処理開始からq4,8,1Z鴫17,犯36時間

目に子葉を採取後､GCぷ駄目法で子葉中のドーパミンを測定･したこ暗処理した子葉の■ド一つべミンは測定し.

た全試料において0.1-02m追晦由即eで､暗処理によるドーパミンの変動は見られなかった｡また､連続

光照射条件下で培養した対照の子葉中のドーパミンもほぼ同レ′ウレで推移しており､暗処理の有無による

ド｣｢/くミンの差さま見られなかった｡したがって､暗処理16時間後に光照射することによって見られるEODA

の急激な減少時に､ドーパミンが関わっているとの証拠は得られなかった｡しかし､ドーパミンの存在が

明らかになり､さらに花芽誘導に必須であるとの過去に得られた知克を総合すると､.ドーパミン代謝プー

ルの重要性が示唆されたものと考えられる｡

アサガオ子葉において､暗処理によるEODAの量的変動と誘導される花芽の数に相関が見られる｡

そこで､子葉内でのEODAの分解あるいi剖也物質への変換に着目して､【1-14q掘ODAを合成し､それを

用いてアサガオ子葉におけるEODAの挙動を検討した｡【1-1Ⅵ-α血d飢k∝出を原料として､9-リポキシ

ゲナーゼ､アレンオキシドシンテースによる反応を行い､【1-14q《ODAを合成した｡合成した【1-14q《Om

を吸収させた子葉をこ`16時間時期後さらに1時間光条件下で培養した｡子葉を抽出後鱒陀£で分析し､30

秒ごとに分画した溶出液の放射活性を､液体シンチレーションカウンターで測定した｡子葉抽出物には

KODAと同一の保持時間に放射活性が検出されないことから子葉内でEODAI地の物質に変換されるもの

と推定した｡
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審 査 結 果 の 要 旨

9-Hydroxy-10-OXO-12の,15(句噌Ctadecadienoicacid(a-ketolofα一Iinol印icacid`:KODA)

はアオウキクサの花芽誘導促進物質として単離された化合物であり､アサガオ(助drb血乃りに
対して花芽誘導を促進する羊とが明らかにされている｡

本論文ではアサガオき宇内在するKODAに着目し､KODAの同定およびアサガオの花芽誘
導とEODAの消長との関連性を明らかにするとともに､アサガオの花芽誘導との関連性が示唆

されている内生カテコールアミンの動態を追求することを計的とした｡さらに､子葉内での

KODAの挙動を追跡する目的で【1-14c】rKODヰを合成し､子葉に吸収させて知見を得ようと試み
たものである｡

まず､実験に使用するアサガオ子葉た対する暗処理時間と誘導される花芽の関係を再確
認することを目的として子葉に与える暗期の時間を変化させて-､誘導された花芽数を計測した｡

連続暗期が12時間を超えると花芽誘導が起こり▲15-16時蘭で一個体あたりの花芽数が7-8個
となり飽和した｡

次に｣LC-MS/MS法を用いて､･アサガオ子葉に内在するKODAの同定を試みた｡花芽誘

導に十分な16時間暗期を与えたアサガオ子葉から脂溶性画分を得て､部分精製後LC-MS/MS

測定した｡KODAゐ分子イオン関連イオン仇々309(M一町のマスクロマトグラム上に､･ⅩODA療
準晶と同じ補保持時間を与えるピークが検出された｡･このピークの椚々309(M一町イオンを親イ

オンとしたMS/MSスペクトルを測定しキ｡得られたMS朋Sスペクトルは標晶のそれとほぼ一
致し､暗処理したアサガオ子葉中に内在するKODAを初めて同定した｡

さらに､LC-ESI朋S(SIM)測定した結果､16時間暗処理した子葉サンプルのSIM(mた309)

クロマトグラム上の鱒ODAのピークは､対照群と比較して13倍程度の大きかった｡そこで､

暗処理時間とアサガオ子葉に内在する甲DAの消長との関係を調べるために､アサガオ内生

KODA定量法を検討し､KODAをADA扇エステル誘導体として､蛍光検出-HPLC分析する方
法を確立した｡

確立した分析方法を用いて､暗処理時間を変化させたアサガオ子葉中のKODAを測定し

た｡暗処理開始13時間までは■30pmふVgtissue程度であったEODAは､暗処理14時間目で180

pmol/gtissueまで急激に増加した｡増加したKODAは16時間目まで高い値を維持し､16時間

目に光照射を行うと､対照と同レベルまで急減した｡暗処理を施さない場合EODAの増加は認

められなかった｡また､花芽の数は暗処理12-15一時間で暗処理時間が長くなるにしたがって増

加した｡さらに､時期を光中断すると､花芽誘導は起こらかった｡このとき子集中のEODAは

増加せずコントロールと同等レベルであり､子葉中のEODA含量の変化と花芽誘導の間には強

い相関が認められた｡KODAが14時間暗処理後のアサガオに対して花芽誘導を促進すること

も併せて考察すると､KODAが花芽誘導に関わる化合物である可能性が強く示唆された｡

一方､koDAは14時間の暗処理による花芽誘導条件を与えたアサガオに対しては花芽数
の増加を促進するが､暗処理を行っていないアサガオに対しては花芽誘導活性を示さない｡この

ことは､ⅩODA以外にも花芽誘導に関与する物質が存在することを示唆している｡また､花芽

誘導条件を与えた子葉をカテコールアミン類の生合成阻害剤で処理すると､花芽が誘導されな

いことが報告されている｡そこで､アサガオ子葉に内在するカテコールアミン類に着目し､子
葉中のカテコールアミン類の測定方法を検討後､カテコールアミン類をトリメチルシリル誘導

体化(TMS化)後にGC-MS(SIM)一法で測定■した｡花芽誘導条件(16時間暗期)を与えた子

葉をメタノールで抽出後､減圧濃縮した｡濃縮物を完全に乾煉した後に､TMS化して､GC-SIM

測定した｡子葉サンプル椚た174,426のSMクロマトグラフ上に､標晶ドーパミンと同一保持

時間を有するピークが検出された｡この子葉サンプル中のドーパミンに相当するピークめ

血z174,426の強度比がドーパミン標晶のそれと一敦したことから､子葉中のカテコールアミン

として､ドーパミンを初めて同定した｡

暗処理中のドーパミンレベルの変動について着目して､暗処理開始から0,4,8,12,16,17,

20,36時間目に子葉を採取後､GC-SIM法で子葉中のド｢バミンを測定した｡暗処理した子葉

のドーパミンは測定した全試料において0.1-0.2nmol/gtissueで､暗処理によるドーパミンの変

動は見られなかった｡また､連続光照射条件下で培養した対照の子葉中のドーパミンもほぼ向

レベルで推移しており､暗処理の有無によるドーパミンの差は見られなかった｡したがって､
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暗処理.16時間後に光照射することによって見られるEODA甲急激な減少時に､.ドーパミンと

の直接的な反応は起こっていないものと推定した｡しかし､ドーパミンの存在が明らかになり､

さらに花芽誘導時に必須であるとの過去に得られた知見を総合すると､ドパミン代謝プールの

重要性が示唆されたものと考えられる｡

アサガオ子葉において､暗処理によるEODAの量的変動と誘導される花芽の数に相関が

見られる｡そこで､子葉内でのKODAの分解あるいは他物質への変換に着目㌧て､【1-14c】-KODA

を合成し､それを用ヤ､てアサガオ子葉におけるKODAの挙動を検討した｡[1-14c】-α-1inolenicacid
を原料として､9一リポキシゲナーゼ､アレンオキシドシンテースによる反応を行い､ロー14cトⅩODA

を合成した｡合成した【1-14q-ⅩODAを吸収させた子葉左､16時間時期後さらに1時間光条件下

で培養した｡子葉を抽出後HpLCで分析し､30秒ごとに分画した溶出液の放射活性を､液体シ
ンチレーションカウンターで測定した｡子葉抽出物にはEODAと同｢の保持時間に放射活性が

検出されないことから子葉内でEODAは他の物質に変換されるものと推定した｡

上記のように本論文は暗処理したアサガオ子葉に内在するKODAを初めて同定すると共

に､光周性花芽誘導とその量的変動の間に強い相関が認められることを解明した点､さらには

光周性花芽琴導との関連が予想されたカテコールアミン類としてアサガオ子葉中のドーパミン
を初めて同定し､その量的変化に関する新たな知見を得た点において優れており､本学博士の

学位にふさわしい内容である｡

以上について､審査委員全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合農学研究科の学位論文

として十分価値あるものと認めた｡

基礎となる学術論文
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