
大豆植物体内におけるα一ケトグルタル酸

　　　　　　　　　含量の変化

　　土屋敏夫・白倉徳明＊

信州大学農学部　作物。育種学研究室

1　緒・ 嘗

　大豆は子三内に多量の蛋白質，脂肪などを集積する：重要な農作物の一つであり，これらの

物質の生体内における合成過程を知ることは興味ある問題である。植物体内に検出される

飴ケトグルタル酸は，これらの物質の合成に関与する代謝経路の一環であるTCA回路の

一員として，重要な役割を果たしていることは周知の事実1・9）である。この生体内における

α一ケトグルタル酸の量的変動をとらえることにより，大豆植物体内における蛋白合成解明

への手がかりを得る目的で本実験を行なった。ここでは大豆植物体の各部位：におけるα一ケ

トグルタル酸含量の生育に伴う変化について報告する。

∬　翼験材料および方濃

　材料　1965年に圃場で栽培した大豆（品種“兄”）を供試植物とし，午前9時に10～20個体

ずつ採取，子葉節以下は根部とし，それ以上を葉身，葉柄，茎，葵，子実に分け，凍結保存

（一20。C）して分析の材料とした。

　材料採取の時期および回数は，植物体各部の含量比較のために生育初期（7月17日），開

花期（8月10日），結実期（9月6日）の3回とした。また，生育に伴う含：量比較のために

葉身，葉柄，主茎皮下については伸長期（7月29日），開花期（8月11日），結実期（9月4

日）の3回，主持木部については7月15日より10月4日に至る聞に11回，子実および葵につ

いては開花日（40～50％開花日）後20～63日の間に8回とした。

　分析法　凍結保存した組織5～10gを氷冷乳鉢中で小量の石英砂とともに充分摩砕し，5

％メタ。リン酸溶液で除蛋白を行なったろ液を試料溶液とし以下の分析に供した。

　生体内のα一ケトグルタル酸の微量定量法としては，2，4一ジニトロフェニールヒドラジン

（DNPH）との反応により生成するα一ケト酸類の2，4一ジニトロフェニールヒドラゾンをク

ロマトグラフィーで分別，定量する方法鵠4・6）が一般的である。筆者らもこれらのうち2～

3の方法について比較検討した結果，いずれの方法も分析精度に問題はあるが，分析条件を

出来るだけそろえることにより，相対値として安定した結果が得られることがわかったので，

ここでは主として香川ら3）に従った。すなわち，試料溶液4mZに0．1％DNPHの2N塩酸溶

液1mZを添加し，30。　Cで30分闇反応させてヒドラゾンを形成させ，これを酢酸エチル8m♂
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で抽出，炭酸一炭酸水素ナトリウム溶液2mZに転溶し，6N塩酸0．5mZで微酸性として再

び酢酸エチルで抽出，硫酸デシケーター中で直ちに減圧乾固した。ついで，得られた2，4一

ジニトロフェニールヒドラゾンをアセトンで溶かし，あらかじめ1N炭酸水素ナトリウム溶

液に浸して乾燥したろ紙（東洋ろ紙No．50）に線状に定量的につけて，　n一ブタノール：エ

タノール：o．1N炭酸水素ナトリウム溶液（4：1：2，　v／v）で上昇法により展開した。得

られたクロマトグラム上には，大豆のいずれの部位についても，ピルビン酸，α一ケトグル

タル酸，微量のオキザロ酢酸などのケト酸類が確認されたが，α一ケトグルタル酸の分離は明

確であった。風乾した後α一ケトグルタル酸のスポット（Rfo．10～0．12）を切り取り，炭酸

一炭酸水素ナトリウム溶液で溶出して波長380mμで比色定量した。なお，以上すべての操

作は出来るだけ暗条件のもとで行なった。

皿翼　験結　果

　1　植物体の各部位に：おける含量の比較

　葉身，葉柄，茎，根，黄，子実の各部におけるα一ケトグルタル酸の含量を生育の初期，

開花期，結実期について示したのが第1表である。まず，各部位の含量の平均は乾物100g

中0．73meqであり，この値を100とした比数は葉身222，爽22！と高く，葉柄64，茎57，根

26，子実10と低い値を示し，体内のα一ケトグルタル酸含量は部位の相違によって著しく異

なることがわかった。次に時期的な含量変動を各部位についてみると，いずれの部位も生育

初期には含：量が高いが，開花期から結実期にかけて減退する。しかし葉身では他の部位にく

らべて変動は少ない。

第1表　植物体各部位におけるα一ケトグルタル酸含量

生育初期
（7月17日）

開花　期
（8月10目）

繕実期
（9月6日） 平　　均

身
柄
　
　
茎
根

葉
葉

子 実

植物全体

2．60

．83

．88

，28

1．20
（138）

1．53

．42

．32

．26

．84
（97）

1．31

．16

．07

．04

．93

．06

．57
（65）

1．63

．47

．42

．19

1．62＊

．07＊

．73＊＊

．87

（100）

（222）

（64）

（57）

（26）

（221）

（10）

（100）

単位：meq／乾物100g，＊：成熟経過中8回の平均（第1図より），＊＊：植物体各部位の平均，

（）：平均値を100とした場合の比数

　2　葉の着生順位（葉齢）による含量の変化

　主茎葉について，子葉節より2節ごとに頂端に向って工～皿に区分し，さらにそれぞれを

葉身と葉柄に分け，着生順位すなわち葉齢によるα一ケトグルタル酸含量の比較を行ない，そ
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第2表　葉身の着生順位（撃茎）によるα一ケトグルタル酸含量の変化

伸　長　期
（7月29日）

開　花　期
（8月11日）

結　実期
（9月4日）

I
H
皿
W
V

基根

頂　端

葉身全体

3．80

3．23

1．78

．91

．34

1．66

（229）

（194）

（107）

（55）

（25）

（100）

4．26　　（266）

2，92　　（182）

1．88　　（104）

1．10　　（　69）

．61（38）

，12（12）

1．60　（100）

1．49　　（102）

1．71　（109）

1．39　　（　95）

1．37　　（　94）

1，39　　（　95）

1。47　　（100）

単位：meq／乾物100g，　（）：葉身全体の値を100とした場合の比数

年3表　葉柄の着生順位（主ii蓬）によるα一ケトグルタル酸含量の変化

伸　長　期
（7月29日）

開花　期
（8月11日） 結実期

（9月4日）

根　基

頂　端

葉柄全体

I
H
皿
W
V
W
孤
噸

96

W6

V8

T0

W3

27
．

（133）

（119）

（110）

（69）

（115）

（100）

．33　（80）

．45　　（110）

．49　　（120）

．33（80）

．29（71）

．56　　（137）

．41　（100）

．24　　（109）

．24　　（109）

．24　　（109）

．19（86）

．16（73）

．22　　（100）

単位：meq／乾物100g，　（）；葉柄全体の値を100とした場合の難読

の結果を第2，3表に示す。葉身の場合全葉の値では生育に伴いわずかながら低下の傾向さえ

みえるが，干葉では上位の三葉における含量は比較的低く，下位へと着生順位の早い老葉に

なるにしたがい著しく高まる。しかしながら結実期にはこのような葉齢による差はほとんど

みられなくなり，各葉とも高い含量を示すに至る。また，葉柄についてみると第3表のよう

に，着生順位による含量の差はあまり著しくないが，生育経過に伴って低下する傾向がある。

　3　一三の節位による含量の変化

　主茎を前記の葉の場合と同様に2節ごとに工～圃に区分し，さらに皮部と木部に分け，節

三間の含量の比較を行なった。第4表は主高高部についてしらべたものである。皮部は一般

に木部に比べて含量値は1／2以下であり，開花期に至るまでは上位の若い部分において比較

的高い値を示し，その他の叙景ではほとんど差がみられない。

　主茎木部について7月15日から10月4日までの含量の変化を示したのが第5表である。木

部全体では生育経過に伴い含量は漸減し，とくに結実期に入るとその程度は著しくなる。節

位による含量変化の様相には8月10日前後の開花期に至るまでと，それ以後の結実期では大
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第4表　主茎皮部の節位によるα一ケトグルタル酸含量：の変化

伸　長期
（7月29日）

開　花　期
（8月11日）

根　基　I

　　　　H

　　　　皿

　　　　IV

　　　　V

頂　端　田

主茎皮部全体

，21

．15

．24

，26

，57

．26

（81）

（58）

（92）

（100）

（219）

（100）

．19　　（112）

．13　（76）

．12　（71）

．12（71）

，18　（106）

．13　（76）

．48　　（282）

．17　　（100）

結実期
、（9月4日）

．10

．09

．09

。08

．08

。06

．06

．06

．08

（125）

（109）

（109）

（100）

（100）

（75）

（75）

（75）

（100）

単位：meq／乾物100g，　（）：主茎皮都全体の値を100とした場合の比数

　　　　　　第5表　主茎木部の節位によるα一ケトグルタル酸含量の変化
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．45

2．21

．95　　　．72　　　．72
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，54　　．36
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．59　　．45

．．40　　．28

1．65　　．24

　　　1．65

．55　　．35

．10

．19
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．38
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．21

．19

．16
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．08

，10
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．05
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第1図　葵ならびに子実の成熟に伴うα一ケトグルタル酸含量の変化



土屋敏夫・白倉徳明：大豆植物体のα一ケトグルタル酸含量 203

きな差がみられる。すなわち，茎の伸長の盛んな栄養生長期には茎の頂端の若い部分におけ

る含量が高く，その他の下位では低い値を示し，影干による差はほとんどみられない。しか

し開花期以後の生殖生長期になると，いずれの節位とも著しく含：量が低下したが，ただ茎の

中間位にやや高い値が保持される。このように，主茎木部内のα一ケトグルタル酸の分布は

栄養生長期と生殖生長期で大きく異なることがわかった。

　4　焚および予町内含量の熟成に伴う変化

　開花日後20日から成熟に至るまでの結実期門中に，8回目わたって採取した葵と子実の含

量変化をみると，第1図のように翼と子実では変化の様相が著しく異なる。すなわち，子実

においては成熟に伴う含量変化は少なく，わずかに低下し，成熟期になるとほとんど検出さ

れなくなる。一方，爽においては発育に伴い含量が漸増し，特に爽の黄変期ごろ（開花日後

50～55日）の増加が顕著であり，その後窄実の完熟するころに急減することがわかる。

w考 察

　植物体内に存在するα一ケトグルタル酸はごく微量であるため，定：量的な資料はほとんど

ない。筆者らは大豆植物について2，4一個口トロフェニールヒドラジン法により相対的に安

定した値を得ることができ，また，α一ケトグルタル酸と同時にオキザP酢酸，ピルビン酸な

ども検出することが出来た。このことからα一ケトグルタル酸の量的変化は，生体内におけ

るα一ケトグルタル酸の代謝の一端を現わし，さらにアミノ酸合成にも関連を示すものと考

えられる。

　大豆植物各部位間のα一ケトグルタル酸含量には著しい相違があり，葉身，爽では高く，』

葉柄，茎，根，子実では低い。また，各部位の含量は生育の進むにつれそれぞれ漸減する。

しかし葉身では変動は少なく，黄では漸増する逆の変化をすることがわかった。このような

生体の部位によるα一ケトグルタル酸含量の差についてはほかにも報告例2）がある。根，子

実などの含量が生育の全期を通じほかの部位より低いのは，根，子実はいずれもアミノ酸，

蛋白の合成が盛んに行なわれている部位であり，代謝申間生成物であるα一ケトグルタル酸

が多量に消費されることが一因と考えられる。根部では根りゅう菌で固定された窒素からグ

ルタミン酸が多：量に合成され，子実における諸物質の合成，蓄積にも寄与しているであろ

う。窒素の同化に際し植物体内に存在するグルタミン酸脱水素酵素は，α一ケトグルタル四十

NH3＋還元NADニグルタミン酸十NADの反応を促進し，α一ケトグルタル酸は呼吸の中間成

生物として生ずることがわかっているが，体内含量からはこの代謝機構を推論することはで

きず，今後の問題としたい。しかし，子実の場合，成熟に至るまでグルタミン酸脱水素酵素

の活性があり，グルタミン酸形成への反応が認められている8）ことを考えると，さきの含量

の低い一因に対する推論もある程度肯定されよう。

　葉齢と含量の変化についてみると，α一ケトグルタル酸の含量は円葉では低く老葉となるほ

ど高まるが，しかし結実期に至るとこのような葉の着生順位による含量の差がなくなる。こ

のことは結実期における各葉の化学成分，光合成，呼吸などに関する報告5のより考えて，

各葉がほぼ同一な生理的胎齢にあるためとえみられる。玉葉では葉身自休の形成，充実のた

めに呼吸，蛋白合成が盛んで，α一ケトグルタル酸の消費も多いことが，含量の低い一因をな
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すものと考えられる。しかし老化の進むに伴い呼吸の減退，あるいは葉内蛋白の分解こう進

により，α一ケトグルタル酸の含量が著しく高まったものであろう。これは葉の老化に伴う

葉内代謝生理の問題として注目に値する。

　葉柄，茎でみた節位間のα一ケトグルタル酸含量にはそれぞれ特異的な変動が認められた

が，この結果から生体内での動的な転流関係について推論することは出来ない。しかし茎木

部で開花期以後含量の急減をみたことは，爽，子実形成のための転流移行と考えられる。さ

らに爽内のα一ケトグルタル酸含量の高いことはα一ケトグルタル酸が子実内の諸物質の形

成に寄与しているためであろうが，生育につれ漸増するのは茎葉よりのα一ケトグルタル酸

の転回こう進によるのか，棊自体における代謝の停滞を意味するのかは，今後の研究によら

ねばならない。

　以上，大豆植物体内各部におけるα一ケトグルタル酸の定量結果について考察を行なった

が，かかる代謝申間生成物の静的なは握からでは，体内における代謝およびアミノ酸合成へ

の関連を推論するためには残された問題が多い。しかし植物体各部位ならびに生育にともな

う含量のi変動は，少なくとも各部位におけるα一ケトグルタル酸代謝の変化を示唆し，アミ

ノ酸合成に関連する機能の時期的変動の一端について知ることが出来よう。

V　摘 記

　大豆植物体内における蛋白代謝を知る手がかりとして，α一ケトグルタル酸代謝の知見を得

るため，植物体各部のα一ケトグルタル酸含量の生育に伴う変化をしらべた。定量法は2，4一

ジニトロフェニールヒドラジン法によった。

　1）体内含量の平均値は0．73meq（乾物100g中）であり，この値を100として部位別に含

量を比数でみると，葉身222，爽221，葉柄64，茎57，根26，子実10と部位により著しい相違

があった。

　2）葉身内含量は葉の着生順位による幼葉から老葉へと顕著に増加する。主茎の木部にお

ける含量は耳順の若い部分のみが高いが，開花期以後は急滅し，ただその中間磁位で比較的

高い含量が保持された。

　3）体内含量は生育に伴い各部位とも漸滅するが，葉身ではこの変化は少ない。成熟経過

に伴い子実ではわずかに低下するが，泰では漸増しはなはだ高い含量を示した。

　以上の結果は大豆植物体内におけるα一ケトグルタル酸代謝の変化を示唆し，各部位の蛋

白合成などに関与する役割，機能についての一端を示しているものと思われる。
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        Change of α-ketoglutarie Acid Content in Soybean Plants

                By Toshio TSUCHIYA amd Noriaki SHIRAKURA

    Laboratory of Crop Science and Plant Breeding, Fac. Agric., Shinshu University

                               Sumamary

   In order to know the a-ketoglutaric acid metabolism in soybean plants,

quantitative analysis was carried out on the change of the content of cv-ketoglutaric

acid in the plant throughout its growing period using the 2,4-dinitrophenylhyd-

ragen method.

   The results obtained are summarized as follows

   1) Remarkable differences of the content of a-ketoglutaric acid are observecl

among the parts of the plant and as the index of 100 indicates the average value

of O. 73m eq. containing in 100 g dry matter, the index varies 222 in leaf blade,

221 in pod, 64 in petiole, 57 in stem, 26 in root and 10 in seed respectively.

   2) The content in the leaf blade increases progressively 'Erom Iower to upper

leaves according to their node number. The content in the xylem of main stem

is high in degree only at young portion of apex, though it decreases suddenly

after florescence and at the middle portion of main stem, it keeps comparatively

high degree.

   3) The content of ct-ketoglutaric acid in the plant decreases gradually at

various parts as growing advances, And it decreases slightly in seed as ripenning

progresses, while the content on pod increases gradually in considerably high

degree.

   From these results, it inay be suggested that the change of the content in

each portion somewhat relates to metabolic process of a4ketoglutaric acid in

soybean plants.
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