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研究成果の概要：

ミクロとセミミクロカラム用の液体クロマトグラフ（HPLC）システムで、確立した精製法で、

つぎの標品を使用して LC-MS システムにより網羅的な分析を行った。対象は、内部標準とし

て必須の安定同位体ラベルの標品が入手可能なホルモンである；アブシジン酸（ABA）、イン

ドール酢酸（IAA）、ジベレリン類（GAs）は GA1・GA4・GA19・GA20・GA53、サイトカ

イニン類（CKs）はゼアチン（Z）・リボシルゼアチン（ZR）・イソペンテニルアデニン（iP）・

イソペンテニルアデノシン（iPR）、ジャスモン酸類（JAs）はジャスモン酸（JA）・メチルジ

ャスモン酸（MJA）。特に JAs は、揮発性が高いので工夫を要した。キュウリ果実を材料とし

て、アルカリの加水分解処理により配糖体からフリーのホルモンを遊離させて、抽出・精製後

に LC-MS で定量する方法で、ABA・IAA・GAs・CKs の配糖体を定量した。キュウリ果実を

細かく組織に分けて、アポプラスト(AP)液とシンプラスト(SP)液を遠心法で採取した。これら

の画分に安定同位体標識試薬を内部標準として加えて、確立した分析法で、植物ホルモンおよ

びそれらの配糖体の局在性および消長を解析した。内生ホルモンの合成部位や貯蔵器官の特定

のため、免疫組織化学染色法により、植物ホルモンの IAA， ABA およびサイトカイニンのイ

メージング（可視化）技術を確立して、キュウリのつぼみから幼果までの解析を行った
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１．研究開始当初の背景

果実生長の研究は、理学系では材料の栽培の

技術がないためほとんど取り組みがなく、園

芸の分野が基礎的研究も担ってきたが生理

的研究は遅れている。そこで園芸のモデル植

物での集中的な研究が必要である。

・植物ホルモンの分析は、古くから生物検定

で調べられてきたが、前駆物質や阻害物質に

影響されるので信頼性が極めて低い。免疫学

的手法も同様である。最も信頼性の高い内部

標準を使う機器分析の研究は少なく、１〜２

種類のホルモンの分析の報告がほとんどで、

特にサイトカイニン（CKs）は分析されてな

い。植物ホルモンは複合的に植物生長を制御

するので、植物ホルモンの網羅的な一斉分析

が必須である。

・オーキシンは、植物の根元的で最重要な制

御ホルモンであり、特異的な極性移動の特性

を持つ。栽培環境からの刺激、遺伝子の内的

プログラムおよび器官間の情報の伝達の主

役はホルモンであるので、特にオーキシンの

移動・代謝の状況の解明は重要である。

２．研究の目的

キュウリとズッキーニの果実および木本性

の果樹の枝における５種類のホルモン｛アブ

シジン酸(ABA)・オーキシン (IAA)・ジベレリ

ン類(GAs)・サイトカイニン類(CKs)・ジャス

モン酸類(JAs)｝｝の高い分離能の HPLC によ

る植物ホルモンの精製法を確立する。

・LC-MS によるキュウリ果実の内生ホルモ

ンの配糖体の定量法を確立する。

・キュウリとズッキーニの果実のアポプラ

スト (AP)とシンプラスト (SP)液の５種類の

ホルモンの分布と消長 (経時的変化)を明らか

にする。

・キュウリの流れ果の内生ホルモンの分布・

消長の解析により結実生理を解明する。・ 園

芸作物(キュウリとズッキーニ果実)でオーキ

シンの移動特性 (基部方向および茎頂方向へ

の移動活性、移動速度、輸送部位など)と代謝

特性(代謝速度、代謝産物、代謝経路)の解析

方法を確立して解析し、さらに IAA 関連の植

物化学調節剤の外的施与で生理機構を解明

しする。

・つる性植物のモデル系として、キュウリの

茎（つる）での IAA の移動特性を解明する。

・キュウリの曲がり果とオーキシンの分布

と移動・代謝特性との関係を明らかにする。

・木本性の和ナシで発生する徒長枝におけ

る IAA の移動と代謝の特性を解明する。

３．研究の方法

ミクロとセミミクロカラム用の液体クロ

マトグラフ（HPLC）システム（備品で購入）

で、精製法を確立する。対象は、内部標準と

して必須の安定同位体ラベルの標品が入手

可能なホルモンである；アブシジン酸（ABA）、

インドール酢酸（IAA）、ジベレリン類（GAs）

は GA1・GA4・GA19・GA20・GA53、サイトカイ

ニン類（CKs）はゼアチン（Z）・リボシルゼ

アチン（ZR）・イソペンテニルアデニン（iP）・

イソペンテニルアデノシン（iPR）、ジャスモ

ン酸類（JAs）はジャスモン酸（JA）・メチル



ジャスモン酸（MJA）。

これらの標品を使用して液体クロマトグ

ラフ質量分析計（LC-MS）システム(現有)に

より網羅的な分析を行う。特に JAs は、揮発

性が高いので工夫を要する。

キュウリ果実を材料として、アルカリの加

水分解処理により配糖体からフリーのホル

モン（アグリコン）を遊離させて、抽出・精

製後にLC-MSで定量する方法および簡便な精

製後に HPLC で配糖体を分取して直接的に

LC-MS で定量する方法を比較・検討して、

ABA・IAA・GAs・CKs の配糖体の定量法を確立

する。

キュウリ果実を細かく組織に分けて、アポ

プラスト(AP)液とシンプラスト(SP)液を遠

心法で採取する。それらの画分に安定同位体

標識試薬(消耗品で購入)を内部標準として

加えて、確立した分析法で、植物ホルモンお

よびそれらの配糖体の局在性および消長を

解析する。

IAA の移動特性(基部方向および茎頂方向

への移動活性、移動速度、輸送部位など)を

解析するために、草本性の材料で放射性ラベ

ルの IAA(消耗品で購入)を使用して緻密な実

験技術を応用する。曲がり果の切片で重力の

短軸(オーキシンの極性移動と直交)方向の

移動への影響を調べる。

IAA の代謝特性(代謝産物、代謝経路、代

謝速度など)を解析するために、放射性ラベ

ルのIAAを使用して緻密な実験技術を確立す

る。放射性標識の IAA(消耗品で購入)を使用

する。続く全ての実験を本学の RI 施設にお

いて行う。放射性標識の IAA を施与後に組織

を摩砕して、エタノール抽出する。この濃縮

溶液を、HPLC システムで 500 程度の画分に分

画する。それぞれの画分の放射能量を液体シ

ンチレーションカウンター(現有)で測定す

る。

キュウリの曲がり果の機構の仮説を検

証するために、IAA の移動特性と代謝特性を

解析し、内生ホルモンを網羅的に分析する。

４．研究成果

１、キュウリの果実における４種類のホルモ

ン｛アブシジン酸(ABA)・オーキシン(IAA)・

ジベレリン類(GAs)・サイトカイニン類

(CKs)｝の高い分離能の HPLC による植物ホル

モンの精製法を確立し、液体クロマトグラフ

質量分析計（LC-MS）によるキュウリ果実の

内生ホルモンの定量法を確立した。

２、キュウリ果実を細かく組織に分けて、ア

ポプラスト(AP)液とシンプラスト(SP)液を

遠心法で採取した。それらの画分に安定同位

体標識試薬を内部標準として加えて、確立し

た分析法で、植物ホルモンおよびそれらの配

糖体の局在性および消長を解析した。

３、たんぱく質の免疫組織化学染色法（免疫

局在法）を用いて植物ホルモンのイメージン

グ（可視化）を行なった。果実の成長とホル

モンの関係を解明するため，キュウリの子房

内の植物ホルモンの可視化を免疫局在法を

用いて行った．子房内の染色レベルは，

IAA>ABA= ZR= iPR であった。胚珠、維管束

周辺および果皮が他の部位に比べて強く染

色された。胚珠は発達段階で染色部位が変化

し、発達初期では細胞壁部が細胞内よりも高

いレベルで染色され、発達が進むにつれ細胞

壁部は染色されなかった。したがって、発達

段階で合成部位の変化が起こると示唆され

た。維管束は師部組織が染色された。表皮で

は、表皮組織との境が染色された。他の細胞

では、細胞壁に弱い染色が示された。したが

って，これらの染色により染色された部位が、

合成、貯蔵および輸送器官であると示唆され

た。
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