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はじめに

植物の花芽分化は、G arner & A llard  (1920)によっ 

て、 日長性に支配されていることが示され、H am ner 

& B onner(1938)によって夜の暗黒が重要な役割を果 

たしていることが明らかにされた。たとえば、アサガオ 

ゃオナモミのような典型的な短日植物の場合、発芽して 

から24時間連続照明下で育てるといつまでも花芽が分化 

することはないが、発芽後、限界暗期以上の暗期がただ 

一度与えられると、その後は24時間連続照明下で育てら 

れても花芽が分化する。結局、たった一度与えられた暗 

黒の間に花芽分化を起こすための生理的な変化が植物体 

内で起こっていることになる。 しかし、今日まで、暗黒 

中に花芽分化が誘導される機構について、ほとんど知見 

が得られていない。

この暗期中の出来事を説明するのに、 フロリゲン仮説 

(C h a i la k h ja n ,1936)がある0 これは、暗期中にフロ 

リゲンという花成ホルモンがつくられ、それが花芽分化 

を誘導するというものである。 ところが、そのように説 

明してみても、 フロリゲンという物質がどのような構造、 

性質のものであり、どのように生成されるかはまったく 

不明であり、ほんとうにそのような物質が.実在するかど 

うかさえ定かではない。 フロリゲン仮説が提唱されて以 

来、間接的ではあるが多くの実験がその考え方を支持す 

る結果を示しており、将来的には正しいものかも知れな 

い。 しかし、現時点では、 この説は、暗期中に花芽分化 

のためにおこっている出来事について、答えを与えてく 

れるものではない。

私たちは、短日性ァオゥキクサの花芽分化を長日条件 

化で誘導するいくつかの物質を見い出し、それらの物質 

の作用様式を調べてきた（田中，1986)。その結果、 こ 

れらの物質は硝酸還元酵素の活性を阻害して窒素代謝を 

抑制することにより、花芽分化を誘導していることが明

らかになった (T anaka et al.,1986) 〇そこで、 いく 

つかの短日性アオゥキクサに窒素欠乏をおこさせること 

で窒素代謝を抑制してみると、長日条件下でも花芽分化 

が誘導されることがわかった (T anaka , 1986; T anaka 

et a l .,1 9 8 8 )。窒素欠乏によって花芽分化が誘導でき 

るのなら、窒素という物質的な手がかりで、その誘導メ 

カニズムを追究できるため、私たちは窒素欠乏により誘 

導される花芽分化機構を調べてきた。 ここでは、アオゥ 

牛クサ151系統を用いて得られた結果を紹介する。

I . 無窒素処理による花成誘導 

アオゥキクサ151系統は、日長性に鈍感な短日性植物

であり、この植物の培養に一般的に使われている、 1 以 

M ベンジルアデニンを含む 1 / 1 0 濃 度 の E 培養液 

(Cleland and A ja m i ,1974)で育てられると、短日条 

件 （ 8 時間日長）下で、10日目ぐらいから花成反応を示 

す。 ところが、24時間連続光の長日条件下で育てられて 

も培養日数が14日目頃になると、花芽分化が観察され、 

その後花成率は急速に上昇する。24時間連続照明下で培 

養した植物の体内窒素含量は、培養日数の経過と共に植 

物が増殖するために低下し、培養開始後14日目に花芽を 

分化している植物の窒素含量は、培養開始時の約3 / 5  

に減少している。 また、培養液中の窒素濃度を低下させ 

ると、窒素濃度が低いほど、花芽分化が早くに誘導され 

る。逆に、培養液中の窒素濃度を高くすると、花成反応 

は消失する0 従って、 この植物は窒素欠乏によって花芽 

を分化する系を持つものと思われる (T an ak a  et a l., 

1991)。

そこで、植物を種々の長さの時間無窒素の培養液で育 

て る （以後、無窒素処理と呼ぶ） ことによって、敏速に 

花芽分化が誘導される可能性を検討した。植物に種々の 

長さの時間無窒素処理を行い、その後窒素を含む培養液
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表 1 . 無窒素処理によるアオウキクサ151系統の花芽分化の誘導

無窒素処理

時 間 (hours)

花 成率（％ * )増殖したフロンド数）

1 日目 2 日B 3 日回

48 0 (7±1) 0 (13土1) 0 (20±1)

72 0 (10±2) 6.2±3.2 (20土1) 0.4±0.4 (24 ±2)

96 0 (1〇±1) 12.7±1.9 (18±1) 7.3±1.3 (27±2)

120 0 (10±1) 25.8±2.7 (20±2) 18.9±2.5 (23±3)

窒素源を含まない培養液で種々の長さの時間培養され、その後 Im M  K N O aの窒素を含む培養 

液で培養された植物の花成反応を、日を追って示した。

に移して花芽を発育させた後、花成反応を観察した。そ 

の 結 果 （表 1 )、典型的な窒素欠乏による花成は、72時 

間以上の無窒素処理で誘導されることがわかった0 また、 

72時間以上の無窒素処理を受けてもその後に窒素を含む 

培養液で花芽を発育させない場合は、花成反応は認めら 

れないため、花芽の発育には窒素化合物が必要と思われ 

る。

n . 無窒素処理中のタンパク質の分解

72時間以上の無窒素処理によってこの植物の花芽分化 

は誘導される。 この無窒素処理中に、体内のタンパク質 

がどのように変化するかを調べた。96時間無窒素処理を 

受けた植物の体内タンパク質をSDS-PAGEで分離して 

みると、無窒素処理を受けない植物に存在する高分子の 

タンパク質が量的に減少し、低分子領域のタンパク質が 

量的に増加している傾向がみられた（図 1 )。また、120 

時間の無窒素処理を受けた植物の体内タンパク質をゲル 

濾過で分離してみると、高分子分画のタンパク質が著し 

く減少していた（図 2 )。 これらの事実は、花芽分化を 

誘導する無窒素処理中に、体内でタンパク質の分解•低 

分子化がおこっていることを示唆している。

そこで、植物体内のタンパク質を定量した。その結果、 

無窒素処理時間が長くなるにつれて、体内に含まれる夕 

ンバク質含量は減少した（図 3 )。 これらの結果より、 

無窒素処理によりプロテア_ ゼが活性化されている可能 

性が示唆されるため、アオウキクサ151系統の水抽出液 

中のタンパク質を基質として、プロテアーゼの活性を調 

ベた。その結果、無窒素処理を長時間受けた植物ほど、 

プロテアーゼ活性が高くなっていた（表 2 )。

-N  +N
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図 1 9 6 時間の無窒素処理を受けたアオウキクサ151系 

統の体内タンバク質のSDS-PA GEによる分離。

-N: 96時間の窒素源を含まない培養液で育った 

植物， +N : 96時間 .2.5mM KNO3を含む培養 

液で育った植物，M W :分子量マーカー (kD a)

瓜.プロテアーゼ阻害剤による花芽分化の抑制 

花芽分化を誘導する無窒素処理中に植物体内で起こっ

ているプ〇テアーゼ活性の上昇ゃタンバク質の分解がほ 

んとうに花芽分化に関係しているかどうかを知るために、 

プロテアーゼ阻害剤が無窒素処理による花成誘導に与え 

る影響を調べた。その結果、花芽分化を誘導する無窒素 

処理中に培養液中に加えられたエキソプロテアーゼの阻 

害剤べスタチンやエンドプロテアーゼの阻害剤エラスタ
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図 2 1 2 0時間の無窒素処理を受けたァォゥキクサ151系 

統の体内タンパク質のゲル濾過（カラム：Seph- 

a c ry lS -200 )による分離.

〇 :無窒素処理前，・：無窒素処理後

表 2 . 無窒素処理に伴うアオウキクサ151系統の 

プ□テア— ゼ活性の上昇

無窒素処理時間(hours) 残存タンパク質量（％*

0 78.2±2.0

24 62.6±4.8

48 58.1±7.8

72 55.6±6.2

96 50.7±3.6

アオウキクサ151系統の水溶性タンパク質を基質として、 

種々の長さの無窒素処理を受けた植物の抽出液を反応さ 

せた。37'C、 2 時間、インキュベートし、インキュベー 

卜前のタンバク質量を100として、 インキュベート後の 

残存タンバク質量を示した。

チナールによって、無窒素処理で起こるはずの花芽分化 

は完全に阻害された。無窒素処理終了後、花芽の発育す 

る時期にこれらの阻害剤を培養液に加えても花成反応の 

阻害はみられなかった（表 3 )。それ故、 プロテアーゼ 

阻害剤で花芽分化の誘導は抑制されるが、花芽の発育は 

阻害されないものと思われる。

ベスタチンやエラスタチナールを含んだ無窒素培養液 

で育った植物の体内タンパク質をSDS-PA GEで分離す 

ると、 これらのプロテアーゼ阻害剤によりある種のタン
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図 3 無窒素処理時間の長さに伴うアオウキクサ151系 

統の体内タンパク質含量の減少

パク質の分解が抑制されていることが示された。また、 

ゲル濾過から得たタンパク質パターンから、ベスタチン 

やエラスタチナールはある種のタンパク質の分解を抑制 

していることを示唆する結果が得られた （ T anaka et 

a l .,投稿中*。

I V . リジンの花成誘導効果

これまで述べてきた結果は、 この植物の窒素欠乏によ 

る花芽分化を誘導する無窒素処理中に、ある種のタンパ 

ク質が分解し、花芽の分化が弓Iき起こされていることを 

示唆している。 この場合、 2 つの可能性が考えられる。 

一つは、無窒素処理により分解されるタンパク質が花芽 

分化に阻害効果をもっており、 このタンパク質が分解さ 

れてなくなると花芽分化が誘導される場合であり、他の 

一つは、無窒素処理により分解するタンパク質は花芽分 

化に影響しないが、このタンパク質が分解されてできて 

くる産物が花芽分化誘導効果を持っている場合である。

私たちは、 リゾチームなどの市販されている結晶タン 

パク質を培養液に加えるとこの植物の花成が誘導される 

こ と （田中ほか、1990 ; 中山ほか、1991)、および、 ゥ 

キクサ体内に存在するタンパク質を培養液に加えると花 

成が誘導されるという結果を得ており (Takeba et 

al., 1990 ; Kozaki et a l.,1 9 9 1 )、 タンパク質の分解 

産物が花芽分化誘導効果を持っていると考えている。そ 

れ故、後者、すなわち、 タンパク質の分解産物が花芽分

- I I  —



水 草 研 会 報 Na 48 ( 1 9  9 2 )

表 3. プロテアーゼ阻害剤によるアオウキクサ151系統の花芽分化の抑制

( A ) エラスタチナールの効果

濃 度

(m g /1 )

花成率（％ * )増殖したフロンド数）

花芽の分化期に与えた場合 花芽の発育期に与えた場合

0 25.7±5.6 (19±1)

0.03 20.9±5.7 (20±2) 28.3±9.3 (20±1)

0.1 18.3±1.8 (18±1) 20.1±5.7 (19土1)

0.3 2.0±2.0 (20±1) 30 .5±6.1(18±1)

1.0 2.2±2.2 (17±1) 20.3土7.3 (18±1)

3.0 0 (17±1) 21'8±2.8 (18±1)

B ) ベスタチンの効果

濃 度 花 成 率 （％* )増殖したフロンド数）

(m g /1 ) 花芽の分化期に与えた場合 花芽の発育期に与えた場合

0 25.7±5.6 (19±1)

0.03 18.1±1.8 (20土2) 24.2土7.2 (18±1)

0.1 11.3±2.9 (18±1) 26.4±5.1(18±1)

0.3 0.7土0.7 (17±1) 21.1土6.5 (19土 1)

1.0 0 (19土1) 25.1土3.9 (18土1)

3.0 0 (16±1) 21.5±8.4 (17土2)

植物を、120時間、種々の濃度のプロテアーゼ阻害剤を含む無窒素の培養液で培養し、 KNO3を 1 

m Mになるように加え、48時間後に花成反応を観察した。

化誘導効果を持っている可能性を考え、分解産物の一つ 

として、遊離アミノ酸について調べた。植物体内に含ま 

れる遊離アミノ酸含量は、花芽分化を誘導する無窒素処 

理中に約6 分の 1 に減少した。 しかし、バリン、イソロ 

イシン、ロイシン、スレオニン、 リジンなどの含量は逆 

に増加した。そこで、窒素欠乏処理により増加した遊離 

アミノ酸の花成反応に対する効果を調べた。その結果、 

塩基性アミノ酸リジンが窒素欠乏に由来する花成反応を 

きわめて低濃度で促進した（表4-A)o

なお、 リジンの花成誘導活性は、 リジン溶液の中で植 

物を磨砕すると高められる（中山ほか、1992)。そこで、 

1 0 m M リジン溶液l m lに生重lO O m gの植物を加えて 

磨砕し、その液を遠心後、上清を希釈して培養液に添加 

した0 それ故、 リジンを含む培養液は、含まれるリジン 

濃度が高いほど、多くの植物の抽出液を含んでいる（リ 

ジン濃度0 .2 5 /z m の場合、生重25/ z g の植物からの抽 

出液を含む）。表 4 ， 5 に示された結果は、その方法で 

得られたものであり、対照区の培養液には、各濃度のリ

ジンが含まれる培養液と同量の植物からの抽出液が含ま 

れている。

リジンによる花成反応の促進が花芽分化の促進による 

ものか、あるいは、花芽の発育促進に基づくものかを、 

48時間無窒素処理を行いその後48時間窒素を含む培養液 

で花芽を育てるという実験系で調べた。 この植物では48 

時間の無窒素処理では花芽分化が誘導されないが、48時 

間の無窒素処理中にリジンを培地に添加しておくと、花 

芽分化が起こった（表4-B)。 それ故、 リジンは、花芽 

の分化を促進すると考えられる。

V . プロテアーゼ阻害剤の花成抑制に対するリジンの打 

ち消し効果

窒素欠乏によってプロテアーゼが活性化され、体内に 

存在するある種のタンパク質が分解され、その産物であ 

るリジンが窒素欠乏による花芽分化を誘導している可能 

性が考えられる。 もしそうなら，窒素欠乏培養液にプロ 

テアーゼ阻害剤と同時にリジンが添加された場合、添加

- 1 2  -
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表 4 . アオウキクサ151系統の花芽分化に対するリジンの促進効果

( A ) 窒素欠乏培養液で誘導される花成反応に対する促進効果

リジン 花 成 率 )%*

濃度 100 /zM KNO 3 培養液 500 /zM KNOa 培養液

(" M ) Control Lysine C ontrol Lysine
0 0 0

0.025 0 6.4 土 1.3 0 0
0.05 0 8.3±2.7 0 0
0.1 2.4±1.1 17.7±3.8 0 0
0.25 3.9±2.3 24.8±4.3 0 6.7±3.3
0.5 8.4±3.0 37.8士3.1 0 29.0±4.4

100//M, 500/zM K N O aを含む培養液に種々の濃度のリジンを添加し、 6 日間培養した植物の花 

成反応を示した。

( B ) 無窒素処理による花芽分化の誘導に対する促進効果

リジン

濃度

花 成 率 （％*

花芽の分化期に与えた場合 花芽の発育期に与えた場合

(//M ) Control Lysine Control Lysine
0 0 0
0.01 0 3.2 ±1.6 0 0
0.025 0 3.9 ±1.8 0 0
0.05 0 8.3 ±1.5 0 0
0 .1 0 12.2±3.8 0 0
0.25 0 13.5±3.0 0 0
0.5 8.4±3.0 16.3±2.9 0 0

植物を、48時間、種々の濃度のリジンを含む無窒素の培養液で培養後、KNO3 を I m M になるよ 

うに加え、48時間後に花成反応を観察した。

表 5 . プロテアーゼ阻害剤によるアオウキクサ151系統の花成阻害に対するリジンの打ち消し効果

( A ) ヱラスタチナールによる花成阻害の打ち消し

濃度 花 成 率 （％ * )増殖したフd ンド数）

(m g /1 ) 対 照 区 2.5/zM リジン

0 33.2±5.0 (21±1) 38.9±2.7 (22土2)
0.03 24.2±5.2 (17土2) 33.0±4.1 (22±3)
0.1 23.7±5.5 (19±1) 36.7±3.7 (21 ±2)
0.3 9.6 ±2.3 (17±2) 33.5±4.5 (20±2)
1.0 6.6 ±1.7 (20±1) 29.5±3.9 (22±1)
3.0 0 (17+1) 25.8±5.9 (21土2)

( B ) ぺスタチンによる花成阻害の打ち消し

濃度 花 成 率 （％ * )増殖したフロンド数）

(m g /1 ) 対 照 区 2.5/zM リジン

0 31.7±1.9 (21±1) 32.7±3.7 (22±2)
0.03 20.2±3.7 (22±1) 28.5±3.6 (21±2)
0.1 11.5±9.7 (21 土 4) 25.4±3.4 (19 士 2)
0.3 5.2±1.2 (20±2) 13.8±4.8 (19±1)
1.0 0 (19±1) 2.1±1.3 (18±1)
3.0 0 (16±1) 0 (20±1)

植物を、120時間、種々の濃度のプロテアーゼ阻害剤を含む無窒素の培養液で培養した。 この培養 

液に2.5/zMのリジンが含まれる場合と含まれない場合の花芽分化の誘導を、K N O aを I m M にな 

るように加えた後、48時間して調べた。
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されたリジンにより共存するプロテアーゼ阻害剤の花芽 

分化阻害効果は打ち消されるはずである。そこで、その 

可能性を調べた0 その結果、 リジンはベスタチンの効果 

を部分的にしか打ち消すことはできなかった（表5-B) 

が、エラスタチナールの花成阻害効果を完全に打ち消し、 

エラスタチナールが共存する場合でもリジンにより花成 

反応がおこった（表5-A)o

次に、エラスタチナールが無窒素処理中の培養液に加 

えられた場合、無窒素処理で増加するはずの遊離のリジ 

ン含量が体内で増加していないかどうかを調べると、増 

加していなかった (T anaka et a l . ，投稿中*〇この場合 

には花成反応がおこらないが、培養液にリジンを加えれ 

ばエラスタチナールが存在する場合でも花成反応が起こ 

ることから、エラスタチナールの花芽分化阻害はある種 

のタンパク質の分解を抑制することにより体内の遊離リ 

ジン含量の増加を抑制しているためと考えられる0

V I .ま と め

以上の結果は図4 のようにまとめられる。アオゥキク 

サ151系統は、無窒素処理や窒素欠乏培養液での培養に 

より、体内の窒素含量が低下すると、プロテアーゼの活

性が上昇し、体内に存在したタンパク質の分解が始まる。 

活性化される種々のプロテアーゼの中でエラスタチナー 

ルに特異的に阻害されるプロテアーゼによりある種の夕 

ンパク質が分解されると、遊離のリジンが体内に増加す 

る0 この分解されるタンパク質はリジンを多く含むタン 

パク質であるかも知れない。体内に増加した遊離のリジ 

ンには花芽分化誘導活性があり、これによって花芽分化 

が促される。 もしエラスタチナールが培養液中に存在す 

ると遊離リジンの増加をもたらすプロテアーゼの活性が 

阻害され、体内の遊離リジンは増加せず、花芽の分化も 

起こらない。多くのタンパク質の分解によって生じた他 

の遊離アミノ酸ゃ無窒素処理後の培養液に含まれる窒素 

源に由来する窒素化合物によって、分化した花芽の発育 

が促される。ベスタチンの作用点については、 リジンに 

よってその阻害効果が解除できなかったため、今後検討 

しなければならない。

なお、図中に示されたベンジルアデニンは、実験に使 

われた培養液に含まれており、アオゥキクサ151系統の 

窒素欠乏による花芽分化に必要であることが知られてい 

る（ T anaka et a l . , 1991)〇

図 4 に示されたメカニズムが正しいなら、窒素欠乏状

N deHciency

Protease

Elastatinal

Lysine

Amino acid

no3

C Meristem )

Induction 
--------- >  11 adenine I

( Floral b u d )

Development

Flower

図 4 アオウキクサ151系統における窒素欠乏による花芽分化誘導機構のモデル
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態にない植物に対して、培養液に添加したリジンが花芽 

分化誘導効果を持つ可能性がある。それを調べてみると、 

リジンは窒素欠乏が生じていない植物に対しても花芽分 

化を誘導した（中山ほか、1992)。

体内に吸収されたリジンは、化学修飾されて強い花芽 

分化誘導活性を持つ物質に変化することを示唆する結果 

)未発表）が得られており、 リジンがどのように花芽分 

化を誘導するのかというのは、今後に残された重要な問 

題である。 もしフロリゲンと呼ばれる物質が存在するの 

なら、 リジンが花芽分化を誘導する過程に存在するのか 

も知れない。

おわりに

古来、植物の花芽分化には、 C / N 率が関与している 

と言われてきた。 これは、窒 素 （ N ) 含量が多いと栄養 

生長が盛んで生殖生長が起こりにくく、また、生殖生長 

をしている植物の体内には炭素 （ C ) 含量が多い傾向が 

みられるというものである。 この考え方に従うなら、窒 

素欠乏による花芽分化の誘導は、積極的にC / N 率を変 

えた結果であり、 この方法により多くの植物の花芽分化 

が誘導できることになる。 しかし実際に、窒素欠乏で花 

成誘導が起こるかどうかを調べるのは、多くの高等植物 

ではたやすいことではない。そのため、窒素欠乏による 

花芽分化の誘導は、花芽分化の研究によく使われてきた 

ア オ ウ キ ク サ や ア サ ガ オ （ Wada and Shinozaki, 

1985)や シ ソ （ W ada and T o ts u k a ,1982)など、 ご 

く限られた植物種でしか現在まで知られていない。花を 

咲かせるのは種子植物に共通した反応であり、種々の植 

物が他種とはまったく異なる独自の花芽分化誘導機構を 

持っているとは考えにくい。私たちが調べたアォゥキク 

サは3 系統だけであるが、培養液組成を少し調節するだ 

けで、 3 系統はすべて窒素欠乏により花芽を分化した。 

それ故、 もっと丁寧にいろんな植物を調べれば、窒素欠 

乏による花芽分化の誘導はかなり普遍的なものになる可 

能性は十分に考えられる。

アォゥキクサ151系統で花芽分化が誘導される機構は 

図 4 に示されるように考えられる。アオゥキクサでは、 

6746系統や441系統が151系統と同じように窒素欠乏によ 

り花芽を分化する。その場合、図 4 に示されたメカニズ 

ムとどこまで共通であるのかについて現在調べている。 

また、アサガォやシソが窒素欠乏で花芽を分化する機構 

についても、図 4 に示された機構とどれほど共通性があ

るかが今後に残された問題である。

一方、窒素欠乏で花芽分化が誘導されることがわかっ

ているアオウキクサ6746,441， 151系統、および、 アサガ 

才、シソなどはいずれも短日性植物である0 それ故、限 

界暗期以上の長さの暗黒が与えられれば、その暗黒中に 

花芽分化が誘導される。その過程で起こっている生理的 

反応は、はじめに述べたように、現在まったく不明であ 

る。 しかし、暗黒による花芽分化もプロテア_ゼ阻害剤 

により抑制されるという結果 (T anaka et al.,1990) 

があり、暗黒で花芽を分化させる過程は、どこかで窒素 

欠乏による過程と結びつくものと考えられる。それ故、 

図 4 に示されたメカニズムは今後日長性による花芽分化 

誘導機構を探る手がかりになるであろう。
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〇 「北海道食虫植物情報NEPENTHES」

北海道の食虫植物を精力的に調査しておられる外山雅 

寛氏が個人的に発行を開始されたミニコミ誌である。本 

誌の目的は、北海道の食虫植物の情報を正確に記録し、 

自然の保護を訴えることにあるという。各地の湿原の踏 

査に基づき、食虫植物を中心にさまざまな生物に関する 

情報が掲載されている。不定期刊で、現在10号まで出て 

おり、内容の中心は「北海道の湿原」と題する連載であ 

る。意欲的な踏査と克明な記録には敬意を表するが、ひ 

とつ危惧されることがある。それは、 このように不特定 

多数の目にふれかねなt 、刊行物で、稀産種の産地につい

てあまりにも具体的な情報を掲載することには配慮が必 

要ではないかという点である。 こういう現実は残念なの 

だが、善意が仇にならないように祈る。

なお、本誌に関する照会は、直接、外山氏（江別市向 

ヶ丘5 0 - 1 ) へ0

)角野康郎）
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