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研究成果の概要（和文）：近年では、植物の必須微量元素であるホウ素の主な機能は、細胞壁ペクチンのホウ酸架橋に
よる細胞壁構造の安定化であることが広く認められている。このホウ酸架橋率を指標とする、迅速・的確な作物のホウ
素欠乏診断法の開発を試みた。まず、ホウ素欠乏により黒変障害が起きた鹿児島県農家圃場のソラマメ莢を対象試料と
して用いて、本診断法が現場作物に適用可能であることを示した。そして、外観症状からホウ素欠乏が疑われる各種作
物に対して、本診断法を適用し、ホウ素欠乏判定基準を取りまとめた。

研究成果の概要（英文）：The function of boron in plants is nowadays well established to be the 
stabilization of cell walls by borate cross-linking of wall pectin. We attempted to develop a diagnostic 
method for boron deficiency in plants using the borate cross-linking ratio of pectin as an index. 
Recently, blackening disorder of broad bean pods caused by boron deficiency was observed in farmers’ 
fields in Kagoshima prefecture, Japan. We used the affected broad bean plants as samples to demonstrate 
the usefulness of the method of diagnosis for boron deficiency occurred in fields. Then we applied the 
diagnostic method to several crops on which boron deficiency was suspected from the symptom, and finally 
proposed diagnostic criteria for boron deficiency.

研究分野： 土壌肥料学

キーワード： ホウ素欠乏診断　ホウ酸架橋率　植物細胞壁　ペクチン　ラムノガラクツロナンⅡ
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) ホウ素は、植物の必須微量元素の一つで
あり、作物のホウ素欠乏は、世界的には砂質
土壌やアルカリ性土壌で起こりやすい。わが
国では、土壌中のホウ酸が降水により溶脱し
やすいことから、降水量の多い西南暖地でホ
ウ素欠乏症の発生が多く報告されている。 
 
(2) ホウ素欠乏の作物栄養診断法としては、
これまで①外観症状による診断、および②葉
などのホウ素含量分析による診断が知られ
ている。①は、既知のホウ素欠乏症状と比較
する方法だが、他の原因による類似症状との
見分けが難しく、また症状が現れない潜在的
欠乏には対応できない。②は、欠乏が疑われ
る植物体のホウ素含量を分析し、予め求めて
おいた欠乏限界ホウ素含量あるいは健全な
植物体のホウ素含量と比較する方法である。
しかし、作物種や部位ごとに大きく異なる欠
乏限界ホウ素含量を求めておくことは容易
ではないし、また健全な植物体よりホウ素含
量が少ないからといってホウ素欠乏とは限
らない。このように、これまでのホウ素欠乏
診断法には、不十分な面が多く残されている。 
 
(3) 一方、一部の必須元素については、①と
②の他に、その元素の生化学的機能にもとづ
く診断法が知られている。この生化学的診断
は、植物体内における必須元素の分子レベル
での機能や動態にもとづく診断であり、精確
性が高い。例えば鉄では、イネ葉身中の２価
鉄含量分析による鉄欠乏クロロシス診断が
報告されている（Katyal and Sharma, 1980）。
しかし、ホウ素に関しては、長らく植物体内
での分子レベルでの機能が知られていなか
ったため、生化学的診断法は開発されていな
かった。 
 
２．研究の目的 
(1) 2005 年頃までに、ホウ素の植物体内での
主な機能は、細胞壁ペクチンのラムノガラク
ツロナンⅡ（RG-II）部分を架橋することに
より、細胞壁構造を安定化することであるこ
とが明らかにされた（例えば、松永･石井, 
2005 の総説）。その成果をもとに、我々は、
ホウ酸による細胞壁ペクチンの架橋率（ホウ
酸架橋率）がホウ素欠乏の診断指標になるの
ではないかと考えた。すなわち、ホウ素十分
から欠乏限界の場合、ホウ素はペクチン架橋
部位の全てと結合しホウ酸架橋率は 1.0とな
り、余分なホウ素は水溶性として蓄積する。
それに対して、ホウ素欠乏の場合は、ホウ素
は架橋部位の一部としか結合できず、その分、
ホウ酸架橋率は 0.5など 1より小さな値をと
る。したがって、ホウ酸架橋率の値からホウ
素欠乏の有無や欠乏度合を診断できるとい
うものである。 
 
(2) 実際に、カボチャ幼植物を培地中ホウ素
濃度を変えて水耕栽培し、ホウ酸架橋率を求

めた結果、ホウ酸架橋率は、ホウ素十分条件
では 0.9 程度であったのに対して、ホウ素欠
乏条件では 0.4 以下となり、ホウ素欠乏の診
断指標としてのホウ酸架橋率の可能性が示
された（Matsunaga and Ishii, 2006）。しか
しながら、ホウ酸架橋率を指標とするホウ素
欠乏診断法が、実際に農家圃場で栽培されて
いる作物に対して、適用可能であるかについ
ての検証は、未だ行われていなかった。 
 そこで、以下の点を目的として、本研究を
行った。 
① ホウ酸架橋率を指標とするホウ素欠乏診
断法について、農業現場でホウ素欠乏により
発生した黒変障害ソラマメへの適用性を検
証する。さらに、本診断法が、外観症状から
ホウ素欠乏が疑われる各種作物のホウ素欠
乏診断に適用可能であるかどうかを調べ、作
物のホウ素欠乏を精確に判定できる診断法
を開発する。 
② 各種の作物試料を対象にしてホウ酸架橋
率分析を行っていく中で見出される分析上
の問題点を解決していくことを通じて、より
簡便なホウ酸架橋率の分析プロトコールを
作成する。 
 
３．研究の方法 
(1) 作物体試料 

ソラマメの黒変障害が発生する鹿児島県
阿久根地域で、障害発生 5圃場から健全、軽
症および重症莢試料、障害無発生 2 圃場から
健全莢試料を各 3点採取した。また、障害が
発生しない指宿 2圃場から健全試料を採取し
た。凍結乾燥後、各莢ごとに、生育が比較的
よい子実 1 粒を微粉砕し、分析試料とした。
また、外観症状からホウ素欠乏が疑われた各
種作物（ハクサイ、スナップエンドウ、サツ
マイモなど）について、分析試料とした。 
 
(2) 全ホウ素、水溶性ホウ素およびホウ酸架
橋率の分析 

作物体を硝酸分解し、全ホウ素分析試料と
し、また、作物体試料を水抽出し、上清を水
溶性ホウ素分析試料とし、それら試料のホウ
素濃度を、ICP質量分析により定量した。 

水抽出残渣をエタノール (99.5)：水
（4:1,v/v）(2 回)、エタノール(99.5)、クロ
ロホルム:メタノール（1:1,v/v），アセトン，
水（2 回）の順で遠心洗浄して、粗細胞壁試
料とした。その試料を 0.1M NaOH でケン化後、
エンドポリガラクツロナーゼ（EPG）処理し
て、得られたホウ酸架橋された RG-II（分子
量 10x103）と単量体の RG-II（分子量 5 x103）
をサイズ排除 HPLC により分離分析した。 
 
(3) ホウ酸架橋率分析法の簡便化 
 作物体乾燥法などの分析操作条件につい
て、より簡便な手順に変更して、ホウ酸架橋
率を分析し従来の手順による分析結果と比
較した。また、細胞壁標準試料の候補として、
市販のアップルファイバーについて検討し



た。そして、得られた結果をもとに、「ホウ
酸架橋率分析法プロトコール」を取りまとめ
た。 
 
４．研究成果 
(1) 現地圃場から採取した黒変障害ソラマ
メ子実の細胞壁をペクチン分解酵素 EPGで処
理し、得られたホウ酸架橋 RG-II と非架橋
RG-II をサイズ排除高速液体クロマトグラフ
ィーにより分離分析し、架橋率を求めた。そ
の結果、ソラマメ子実のホウ酸架橋率は、障
害無発生圃の健全試料で 0.96±0.01、障害発
生圃の障害無し試料で 0.93±0.05、軽症試料
で 0.73±0.18、重症試料で 0.49±0.09 であ
った（図 1）。すなわち架橋率は、ホウ素十分
ではほぼ 1.0であったが、ホウ素欠乏により
小さくなり、欠乏程度が大きくなるにつれて
0.5 程度まで低下した。この結果は，ホウ酸
架橋率が 0.9程度の値より小さい場合はホウ
素欠乏であること、およびその値が小さいほ
どホウ素欠乏の程度が大きいことを示して
いる。このように、黒変障害ソラマメを対象
試料として、ホウ酸架橋率を指標とするホウ
素欠乏診断法の現場適用性を実証すること
ができた。 
 なお、この成果の詳細については、松永・
樗木(2014）を参照されたい。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 黒変障害ソラマメ子実のホウ酸架橋率 
（松永, 2015） 
 
 
(2) 外観症状からホウ素欠乏が疑われた各
種作物に、ホウ酸架橋率を指標とするホウ素
欠乏診断法を適用した。その一例を表 1に示
したが、ハクサイでは、障害葉と健全葉とで、
全ホウ素含量に差は見られず、かつどちらに
も水溶性ホウ素含量は一定量含まれ、ホウ酸
架橋率は 0.9以上であった。したがって、こ
の生理障害ハクサイはホウ素欠乏ではなく、
生理障害の原因はそれ以外と診断できた。一
方、スナップエンドウでは、障害葉の全ホウ
素含量は健全葉に比べて少なく、水溶性ホウ

素含量は 0 に近く、ホウ酸架橋率は 0.45 と
小さかった。したがって、この生理障害スナ
ップエンドウはホウ素欠乏であると診断で
きた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 このように、ホウ素欠乏が疑われた様々な
現場作物のホウ酸架橋率は、健全試料ではほ
ぼ 1.0であった。一方、障害試料では 0.5 程
度まで低下している場合と、ほぼ 1.0 の場合
があり、前者はホウ素欠乏であり、後者はホ
ウ素欠乏ではないと診断した。 
 これらの結果をもとに、表 2にホウ素欠乏
診断基準を取りまとめた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) ホウ酸架橋率分析手順を、より簡便化す
るために、作物乾燥操作について、凍結乾燥
と 70℃通風乾燥とを比較した結果、ホウ酸架
橋率分析値に差はなかった。また、特別管理
物質、劇物の使用を避けるために、細胞壁調
製時のクロロホルム：メタノール抽出の省略、
および廃液処理をより簡単にするために、
HPLC溶離液の 0.2M ギ酸アンモニウムの 0.2M
塩化ナトリウムへの変更を行っても、ホウ酸
架橋率分析値に差はなかった。 
 市販のアップルファイバーは、そのまま細
胞壁試料として用いることで、ホウ酸架橋
RG-II の標準として使用可能であった。また
塩酸処理することにより単量体 RG-IIの標準
として、使用可能であった（図 2）。 

これらの結果をもとに、以下に「ホウ酸架
橋率分析法プロトコール」を取りまとめた。 
 
「ホウ酸架橋率分析法プロトコール」 
① 細胞壁試料 
①-1 細胞壁調製 
a) 植物体を凍結乾燥または通風乾燥（70℃
程度）後、微粉砕する。 

表2　ホウ素（B）欠乏診断基準

ホウ酸架橋率 水溶性B含量 診断結果

0.9 - 1.0 ~1mg/kg以上 十分

0.9 - 1.0 ~1mg/kg以下 欠乏限界

~0.8 ~1mg/kg以下 軽い欠乏

⇕      ⇕

~0.3 重い欠乏

表1　ホウ素（B）欠乏が疑われた作物のホウ素欠乏診断

作物 症状 全B 水溶性B ホウ酸 診断結果
含量 含量 架橋率

mg/kg mg/kg

ハクサイ 葉の縮れ 19.7 5.5 0.94 B十分

なし 20.5 7.5 0.95 B十分

スナップ
エンドウ

花振るい
で無着莢

4.2 0.2 0.45 B欠乏

なし 12.2 6.2 0.89 B十分

* 分析部位は葉



b) 試料約 20mg を精秤し 1.5 mL チューブに
入れ、水1000 µLを加え 1時間往復振とう後、
遠心分離する。上清 700 µL を 15mL 遠沈管に
とり、上清の残りは捨てる。15mL遠沈管に水
6.3mL を加えて 10 倍希釈して、冷蔵保存し、
水溶性 B 含量分析用の試料溶液とする。水溶
性 B含量を分析しない場合は、水抽出操作は
省略可能である。 
c) 水抽出残渣に、エタノール(99.5)：水
（4:1,v/v）800 µL を加え往復振とう（20分）
後、遠心分離して上清を捨て、残渣を得る。
この操作をさらにエタノール(99.5)：水
（4:1,v/v）、エタノール(99.5)、アセトン、
水（2 回）の順で繰り返して（水処理では、
往復振とうは不要）、粗細胞壁とし、冷蔵ま
たは冷凍保存する。 
 
①-2 細胞壁の標準試料 
a) 健康食品として市販されている「アップ
ルファイバー」は、ほぼ細胞壁からなり、標
準試料として使用できる。 
b) ホウ酸架橋された RG-II の標準： アッ
プルファイバー20mg 程度を 1.5 mL チューブ
に入れ、以下の EPG処理を行う。 
c) 単量体の RG-II の標準： アップルファ
イバー20mg 程度を 1.5 mL チューブに入れ、
0.1M HCl を 1000µL 加え 30℃1 時間処理し、
ホウ酸架橋された RG-IIを加水分解する。次
に、遠心分離して上清を捨て、残渣に冷 0.1M
水酸化ナトリウム 1000 µL を加え撹拌後、直
ちに遠心分離し、上清を捨てる。この残渣に、
以下の EPG処理を行う。 
 
②EPG 処理 
②-1 ストック EPG 溶液の調製 
a) endo-Polygalacturonanase（Megazyme 社）
を、マイクロピペットで透析チューブに移し
入れ、残りを冷水で透析チューブに洗いこむ。
4℃で 50mM 酢酸ナトリウムバッファー
(pH5.0)1L に対して、一昼夜、透析する。途
中で、バッファーを 1回交換する。なお、こ
の透析は、EPG 試薬溶液中の硫安を除くため
である。 
b) 透析後、透析チューブ内の EPG 溶液を適
当な容器に洗いこみ、およその液量を求めた
後、0.5mLチューブに 100µL程度ずつ分注し、
冷凍保存する（-25℃で数年以上保存可）。EPG
試薬の活性含量が 5,000 Units で、EPG 溶液
量が 6mL となった場合の活性は 0.83U/µL と
なる。 
 
②-2 細胞壁の EPG 処理 
a) 粗細胞壁試料が入っている 1.5 mLチュー
ブに、冷 0.1M 水酸化ナトリウム 1000 µL を
加え、撹拌後、冷蔵庫内で（～4 ℃）、4時間
ケン化処理を行う。 
b) 処理後、酢酸：水（1:9,v/v）70 µL を加
えて中和し、遠心分離して上清を捨て残渣を
得る。酢酸緩衝液（4℃、0.1M 水酸化ナトリ

ウムと酢酸：水（1:9,v/v）を 100:7 の割合
で混合）800µL を加え撹拌する。 
c) 解凍したストック EPG 溶液を 2.5U 程度
（0.8U/µL の場合 3 µL）加え、5 ℃で（35℃
等ではホウ酸架橋された RG-IIの一部が分解
する場合がある）、一晩、インキュベートす
る。EPG 溶液は、解凍後１カ月は使用可能で
ある。 
d) EPG 処理後、遠心分離し、上清を 0.45µm
フィルタ―でろ過して、HPLC 試料管に入れる。 
 
③ HPLC 測定 
a) ホウ酸架橋された RG-II（分子量 10x103）
と単量体の RG-II（分子量 5x103）をサイズ排
除 HPLC により分離分析する。サイズ排除カ
ラムには、充填剤によりシリカ系、ポリマー
系、多糖系（アガロース、デキストラン等）
があり、これらカラムは、これまで RG-II の
分離分析に用いられている。我々は、高分離
能で測定時間が短く、かつ比較的安価で使い
やすい YMC Diol-120（シリカゲル系、8×300 
mm）を用いている。溶離液は 0.2M NaCl、流
速は 1.0 mL min-1 で、試料注入量は 100 µL
程度（適宜増減）である。 
b) 検出には、示差屈折率計を用いる。ホウ
酸架橋率は、架橋された RG-IIのピーク面積
の全 RG-II（架橋 RG-II と単量体 RG-II）の
ピーク面積に対する比として計算して求め
る。架橋 RG-IIと単量体 RG-IIのピークがベ
ースライン分離しない場合は、垂直分割など
して各ピーク面積を求める。 
 図 2に、例として、アップルファイバー試
料のサイズ排除クロマトグラムを示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) 以上を要約すると、近年では、植物の必
須微量元素であるホウ素の主な機能は、細胞
壁ペクチンのホウ酸架橋による細胞壁構造
の安定化であることが広く認められている。
そこで、本研究では、このホウ酸架橋率を指
標とする、簡便・精確な作物のホウ素欠乏診
断法の開発を試みた。 

その結果、まず、ホウ素欠乏により黒変障
害が起きた鹿児島県農家圃場のソラマメ莢
を対象試料として用いて、本診断法が現場作

図 2 アップルファイバーの EPG処理液の
サイズ排除 HPLC クロマトグラム 



物に適用可能であることを示した。そして、
外観症状からホウ素欠乏が疑われる各種作
物に対して、本診断法を適用し、ホウ素欠乏
判定基準を取りまとめた。さらに、よりてき
なホウ酸架橋率の分析プロトコールを作成
した。 

農業現場では、様々な作物生理障害が発生
するが、内部黒変など何らかの外観症状があ
る場合は、ホウ素欠乏が疑われることが多い。
そのような作物に本診断法を適用すること
で、ホウ素欠乏であることが判明すれば、ホ
ウ素肥料の葉面散布・施用など適切な対策を
とればよい。一方、ホウ素欠乏でないことが
判明すれば、他の原因を探ればよい。 

また、本研究で開発した診断法は、細胞壁
ペクチンのホウ酸架橋による細胞壁の構造
安定化という、植物におけるホウ素の普遍的
な機能にもとづいている。そのため、本診断
法は、作物種や栽培地域を問わず広く世界的
に適用可能であり、今後の普及を期待したい。 
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