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岡農高教諭),江 口弘美氏(久 留米園芸試験場),村 井正文氏(九 大大学院学生),野 上寛

五郎氏(九 大教官)

また放射線照射に際しては,放 射線育種場の大庭喜八郎博士に多大のご援助をいただい

た。さらに可溶性蛋 白質の抽出に対しては菅原淳博士(九 大理学部)に 多大のご援助,ご

指導を賜わったので,こ こにあわせてお礼 を申し上げる。

第1部 蛋 白質 の血 清学 的種 属特 異性 とその応 用

1.血 清 学 的 方 法

動物または人間に その生体に外来のある物質(た とえば 異種生物由来の蛋白質,細 菌,

ウイルス)を 注射すると,生 体の血清中には投与された材料と特異的に結合する能力のあ

る一種の血清 グロブ リンすなわち抗体が産生 される。この抗体の産生を促 し,あ るいは こ

の抗体と特異的に反応する性質を有する物質を抗原 とよぶ。

(1)抗 原

抗原(antigen)と は,抗 体(antibody)が 作られる 「きっかけ」とな り,そ してこれと

特異的に反応する物質のことをいう。 この抗原を血清学的性質から分類すると次のように

なる169)。

完全抗原

不完全抗原{
ハプテン

単純ハプテン

この うち完全抗原は,抗 原として完全な働 きを発揮する。すなわち生体内では抗体の形

成を うながし,試 験管内では抗体と反応を呈する。ハプテンとは,こ の物質単独では抗体

を作 る能力がな く,抗 体と抗原抗体反応を呈するが,単 独では抗体を作 りえないもの。単

純ハプテンとは,ハ プテンよりは更に抗原としての物質を欠き,単 独では抗体 と普通にい

われる抗原抗体反応を呈することがない。多 くは比較的簡単な化合物で,完 全抗原の性能

を有する物質(蛋 白質)と 結びつ くと,こ の単純ハプテンと特異的に結びつ く抗体ができ

るようになる。

ある物質の投与が,抗 体の産生をうなが し,い わゆる抗原の免疫原性が示 されるために

は,次 のような条件が必要である。第1に,腸 管外の体内(た とえば家兎などの)に もち

こまれ うること,第2に 溶解性であること,第3に 当該動物に対 して異種のものであるこ

と,す なわち類縁関係の遠いものであること,第4に,主 として生物由来の高分子性物質

であること。分子量が大 きいものであること。すなわち蛋白質はその分子がしだいに分解

されて分子量が小 さくなるにしたがって抗原性を失 ってゆ くものであるからである。分子

量10,000～15,000以 上が好都合であること。第5に,抗 原の投与は非経口的であること

などの条件をあげることができる。これらの条件を満足するような次のものがいわゆる抗

原としてみとめられることになる143)。



完 全 抗 原

a.単 純 蛋 白質(singleprotein)

アル ブ ミ ン(albumin)

グ ロ プ リ ン(globulin)

グル テ リン(glutelin)

プ ロ ラ ミン(prolamin)

硬 蛋 白質(albuminoid,scleroprotein)

ヒス トン(histon)

プ ロ タ ミ ン(protamin)

b.複 合 蛋 白質(conjugatedprotein)

核 蛋 白質(nucleoprotein)

糖 蛋 白質(glycoprotein)

燐 蛋 白質(phosphoprotein)

色 素 蛋 白質(chromoprotein)

原 形 質,細 胞 膜 蛋 白質(1ecithoprotein)

c.細 菌 蛋 白質

d.誘 導 蛋 白質(derivedprotein)

ハ プ テ ン

a.類 脂 肪

b.含 水 炭 素(多 糖 類)

肺 炎 球 菌 の 多糖 類

これ ら の抗 原 で免 疫 す る場 合,抗 原 物 質 を 単 独 で な しに,あ る物 質 を加 え て あ る種 の混

合 物 と して注 射 す る と抗 体 の産 生 が い ち じ る し く促 進 され る こと が あ る169)こ の よ うに抗

原 と混 合 させ て免 疫 せ しめ た と きに 抗 体 産 生 な どの免 疫 反応(immunologicresponse)を

増 大 せ しめ る効 果 の あ る物 質 を免 疫 助 成 剤(immunologicadjuvant)と よび,抗 原 を単

独 で免 疫 した場 合 に比 べ て,こ の ア ジ ュバ ン ト免 疫 法 を お こな う と,同 じ抗 原 に対 して,

と きに 抗 体 の産 生 量 は数 百,数 千 倍 に もお よ ぶ こ と もあ る とい わ れ る。従 来,抗 体 の 産 生

の み られ なか った も のが ア ジ ュバ ン ト免 疫 法 に よ り立 派 な抗 体 の産 生 を み,そ の 他 の免 疫

現 象 の成 立 を証 明 しえた 例 は 多 い。 これ が いわ ゆ る 「ア ジ ュバ ン トに よ る抗 体 産 生 の促 進 」

といわ れ る もの で あ る。 な お,免 疫 助 成 剤 を加 え る と抗 体 の産 生 期 間 が 長 くな る とい わ れ

る。 す なわ ち,血 清 の抗 体 価 は か な りの レベ ル を保 っ て比 較 的長 期 間 存 続 す る。

よ っ て ア ジ ュバ ン トに よ る抗 体 の産 生 は,抗 体 産 生 量 の 増 加 を きた した り,抗 体 産 生 期

間 を延 長 した り,抗 原 の量 が 少 な くて よ い こと な ど,ま た 免 疫 回 数 が 少 な くて よい こ とな

ど,い ろ い ろ の利 点 が あ る。 それ で,単 に抗 体 産 生 の効 率 を上 げ る とい うよ うな 目的 の場

合 に は,よ く用 い られ る。

この ア ジ ュバ ン トの種 類 に は,い ろい ろ あ るが,一 般 に は 油 中 水 エ マル ジ ョ ン(water

inoilemulsion)で,油 成 分 と して 流 動 パ ラ フ ィ ン(BayolF),表 面 活 性 剤 にArlacel

A.こ れ に 抗 原 液 を 加 え て 油 中 水 エ マル ジ ョ ンとす る。この型 式 の もの は,い わ ゆ るFreund

の不 完 全 ア ジ ュバ ン ト(incompleteadjuvant)と よば れ る も ので あ る。 なお,こ れ に 結

核 菌(死 菌 で十 分 の効 果 が あ る)を 加 え る と,ア ジ ュバ ン トの効 果 は一 層 強 ま る と され て



いる。

なお,こ こで蛋白質一般の特徴ある反応 として,変 性15)4)が あるので十分な注意が必

要である。変性によって,可 溶性蛋白は不溶性 と化する。 これは,高 温(40～75℃),強

酸,強 アル カリ,紫 外線,重 金属イオンによる沈殿等によっておこるもので,普 通はその

酵素的性質 とか免疫学的特異性 といった生物学的機能の消失をともなう。 また蛋白分子の

形および配置の変化を生ずる。 したがって この変性回避のために低温で抽出操作をすみや

かにおこなわなければならない。変性は,分 子のペプチッド鎖の結晶学的配位の変化,そ

して変性以前には存在 しなかった遊離一SH基 の出現をともなうといわれる。また蛋 白質

は等電点ではすこぶる不安定 とな り,変 性が容易とな り,そ の速 さも最大で溶解度は最少

となることなど,十 分にこれ らのことを考慮 した上で実験することが肝要 となる。

(2)抗 体

抗体 とは,抗 原 と特異的に反応する物質の総称であって,そ の抗体の由来によって次の

2種 のものがある。

免疫抗体(immuneantibody)

生体にはいった抗原がきっかけとなって作 られる抗体

正常抗体(normalantibody)

生体が生まれながらに有 している抗体

また,抗 体と結合する抗原の由来によ り次のものがある。

異種抗体(heteroantibody)

抗体を有する動物の種(species)と 異なるものに由来 した抗原 と作用するもの

異好抗体(heterophileantibody)

抗体が作られるきっかけとなった抗原と全 く由来のことなる抗原 と結合する抗体

同種抗体(isoantibody)

抗体を有する動物の種 と同じものに由来 した抗原 と作用するもの

自己抗体(autoantibody)

抗体を保有する動物 自身に由来する抗原と作用するもの

などさまざまのものがある。

一般に正常家兎血清は,電 気泳動による実験によってその陽極への泳動のすみやかなも

のから列記すると,ア ルブ ミン,α グロブリン,β グロブリン,γ グロブ リンとなるが,

それが抗血清のものとなると,こ の γグロブリンの分画が正常血清より一段と多 くなる。

また,抗 原によって吸収させたのちには,正 常血清のそれのようになるといわれる。すな

わちこれによってあきらかなように,抗 体は抗原により一定の修飾を うけたグロブリン自

身であるとされている。抗体 γ一グロブ リンの産生,あ るいは抗体分子の特異的構造の決

定 とい うことが,ど のような生物学ないし生化学的過程でおこなわれるかは,諸 説のある

ところで,ま だ十分あきらかではない。しかし一般に,抗 体は細網内皮細胞系か ら作 り出

されるグロブリンが,抗 原の極性原子団の作用によってア ミノ酸の配列に変化を受けて生

ずる。

抗体は,一 般に物理的化学的性状か らみて,正 常 γ一グロブ リンと区別することはむず

か しく,対 応抗原に対する反応,す なわち抗原 との特異結合部をもつ ことによ り特質ずけ



られる3)。

免疫化学的研究の応用に際 して注意を要する点 として次のことがあげられる。一種の均
一な蛋白質を抗原 として用いた場合にも,産 生 される抗体は決 して均一ではない33)147)。

これは,免 疫期間にもよるが,同 一血清中で,あ るいは異なる血清間で抗体 グロブリンの

溶解度,電 気泳動,超 遠心的性状など物理化学的性質に差があった り,抗 原 との沈降能な

どの免疫学的性状に差がみとめられることもある。 したがって抗体 とは.抗 原に対する特

異的作用の点で共通の反応を示す一群のグロブ リン分子であって,通 常われわれの扱 う免

疫血清は,厳 密には,性 状のちが う抗体群を種々の割合に含むものであると解すべきであ

る3)。

最近の報告(1965)148》 によると,ア ゾ化蛋白などのように構造式のあきらかな人工抗原

を作 り,こ れで免疫すると,そ の免疫血清はどの種類の蛋 白質のアゾ化 したものとも沈降

反応を呈する。すなわち,抗 原が特異的に抗体 と結合する部位は,蛋 白質の部分ではなく

て,導 入 されたアゾ原子団で,こ れを特異原子団(決 定基)と よばれる。アゾ化合物のほ

かにハロゲン原子,ア ルキル基,ア シル基にも類似現象があ り,ま た決定基の蛋 白質た導

入される部位によっても反応に特異性があらわれるとい う。

G.NossAL(1965)25)は,細 胞が抗体を作る過程を詳細にのべている。 実際に抗体を

産生するのは原形質細胞(plasmacell)と よばれる分化 した細胞であ り,実 験動物に静

脈注射すると,2・3日 後にその動物の脾(白 血球の源)に 形質芽細胞(Plasmablast)が

出現する。 この若い形質細胞はすみやかに分裂 し,数 日後にはその子孫は一層分化 したも

のにな り,細 胞内の核は縮少 し,ま わ りの細胞質にひろが る。 この形質細胞が蛋白合成を

支配するリボ核酸(RNA)に 富んでいるとい う事実は,形 質細胞が抗体蛋白を積極的に産

生 してセ・る強力な指標であるという。 この 形質細胞には 実際に抗体が 保有 されている。

G.NOSS肌 は,こ れらの細胞が実際に抗体を産生 していることを確実に証明した25)。単

個の形質細胞の懸滴培養法によって,こ の抗体産生過程を追跡 した。 これによって生細胞

にある抗体産生を測定 し,産 生された抗体の質,純 度,化 学的性状をレ學べることが可能

となる。

原形質細胞の特異性については,あ る一つの形質細胞は一一種類の抗体をつ くるように制

限されている。すなわち同時に二種類の抗体をつ くること炉な く,分 業性であ り,一 細胞
一抗体の原則によっているとい う25)。

哺乳動物では,免疫反応の進行中に若平性質の異なった特異抗体が産生される。動物は,

反応の初期に各細胞で分子量約100万 の抗体分子(=19S)を 産生するが,そ ののち約16

万の分子量の同じ特異性を有する抗体分子(=7S)を つ くるように切 り代わるとい う。こ

の小さい抗体(7Sガ ンマグロブリン)の 分子は4つ の部分に分解でき,こ の鎖の4つ の

部分はSS結 合 と水素結合によって連結 されて,一 つの完全分子を構成する。 これらは二

っの対 とな り,す なわち分子量50,000か ら60,000の 二つの鎖(A鎖)か らなる重い鎖

の1対 と,分 子量20,000の 二つの鎖(B鎖)か らなる軽い方の1対 である。 ともか くも

抗体が抗原に くっつ くとその抗原は中和されるが,そ れではこの4部 分の構造のどこに抗

原をはめこむ活性な結合部分があるかといえば,A鎖 とい う説 と,AとB鎖 の間にまたが

るという説 とがある。



従来,免 疫についての学説に2つ あ り,1つ は,鋳 型説で,抗 原が形質細胞に入 り込む

と,そ れ自身を鋳型 として相補的に抗体がつ くられるという説,い ま1つ は,ク ロー ン選

択説で一定の抗原はそれに対応する特定の形質細胞に単に接するだけで,細 胞核内のDN

Aに 抗体産生の指令を出されるとい う説で,後 者の説があらゆる現象 と矛盾がないといわ

れる。

つぎに,免 疫学的記憶 という現象があるが,こ れは感染後回復 した患者は,同 一抗原の

二度目の侵入に対 して非常に早 く抗体を多量に放出することをいう。よ り多数の形質細胞

が出現 し,各 細胞あた りの抗体産生量も多 くなるとい う。

(3)抗 原抗体反応

以上のような抗原粒子 と抗体分子とが出合 うとき,抗 原粒子の表面へ抗体分子が附着す

る。そしてこのいわゆる抗原抗体複合体は抗原粒子単独のものとは異なる物理化学的並び

に血清学的性質を示すに至る。

この複合体の水 との親和性は少な く,疎 水性であって,互 いに附著 してより大きな集合

物 となる。 このとき,集 合体のどこかにまだ抗体 と結びつ く部分(抗 体の表面に結びつ く

部分)が のこっていると,別 の複合体に結合 している抗体の活性な部分がそこにつ くこと

となる。すなわち格子状 となる。 この場合,抗 原 と抗体の量的関係の差によって種々の構

造の 「格子」を生じ,こ の性状によって沈殿物を生じた り,生 じなかった りするといわれ

る。 さらに,特異性を決定する物質(分 子群)を 血清学的には 「決定群」といっているが,

いわゆるここで言 うところの抗原抗体反応の特異性は,こ の抗原の決定群と抗体の反応群

との間の分子構造的な結びつきによるものである。

この免疫反応の特異性については,LANDSTEINERに より,あ きらかにされたものであ

る82)。そ こで自然抗原の示す特徴ある特異性には次のようなものがある。

a.種 特異性(種 属特異性,近 親反応)

同一の動物種属に由来する異なった蛋白質が共通の特異性を有する場合

b.臓 器特異性(生 体構造成分)

種に関係な く,あ る臓器にのみ共通な特異性'

c.型 特異性(群 特異性)

同一種の一定の個体群の同名の構成分にのみ共通な特異性。血液型など。

d.異 原系統

種属にも,臓 器にも関係なく,共 通抗原の不規則な分布による特異性。

以上,簡 単に抗原,抗 体そ して 抗原抗体反応の概略をかいつまんで のべたのであるが,

これらを要約すると次のようになる。 すなわち異種蛋白質溶液を動物体内に注射すると,

動物体免疫の原理により これ と特異的に反応する物質 すなわち抗体が産生されるに至る。

この抗体は高度の血清学的特異性を有するものであって,類 縁関係の近い抗原に対しては

より強い反応 を有するものであり,遠 いものに対 してはより弱 く反応する。この抗体は単

に動物体内においてその独得の作用を呈するのみではな く,これを動物体外にとり出して,

その免疫原(抗 原)に 作用させるときも,よ くその作用を発揮 し,抗 原 とそれに対応する

抗体 との間に生ずる特異的な結合反応は,凝 集反応(agglutination)(細 菌,赤 血球など

の細胞性抗原の凝集),沈 降反応(precipitation)(蛋 白質のような可溶性抗原と抗体の溶



液を適当にまぜると可視的沈降物をつ くる),溶 血反応(hemolysis),溶 菌反応(bacteri・

01ysis)な ど,諸 免疫反応を現わす。また抗原と抗体との結合反応にもとつ くものとして,

毒素やウイルス活性の中和,病 原細菌に対する感染防御,あ るいはアナフイラキシーなど

の医学生物学的に重要な諸反応がある。

この抗体を含む血清,す なわち抗血清と各種抗原とを反応させて生ずるパターンにより,

それぞれの抗原分析をお こなって生物の親疎関係を推定 しうる理である。 これがわれわれ

の初期の目的,す なわち蛋白質並びに生物の類縁関係を研究するに際しての基本となるも

のである。

ただ,抗 原用,免 疫原用蛋白質液には,植 物の各組織の蛋白質が用いられるが,植 物体

の抽 出物,す なわち抗原は,常 に複雑な構成をなすものであるから,上 記の特異性がいつ

もあきらかにとらえられるとはかぎらない。換言すると,植 物体からの抽 出液には,抗 原

性ある物質のほかに,非特異的な反応をおこす物質が含まれているものがある。ときには,

抗原抗体反応そのものを阻害するような物質 まで含まれていることもある。 したがって,

この抗原抗体反応を一般の高等植物,栽 培植物にまで応用しようとする場合に,そ れはそ

のままではおこないえないものがある。

結局のところ,蛋 白質の抽出の段階,精 製の段階においていろいろな困難な点が内在す

ることであって,こ れが解決 されれば,結 合反応にもとついて抗原あるいは抗体の同定,

その微量の検出,定 量(免 疫化学分析)な どその他いろいろな実験に広 く活用が期待され

ることになる。

2.植 物 の 系 統 分 化 に 関す る 血 清 学 的 研 究 とそ の 歴 史 的 背 景

(1)沈 降 法(precipitationtest)

1879年 にKRAus79)に よ っ て,沈 降 反 応 が 報 告 され て の ち,血 清 学 的手 法 を植 物 分 類 学

に応 用 した(高 等 植 物 の い ろ い ろ な 「種 」 を 分 類 した り,ま た は そ の 生 成 物 の異 同 を究 明

す る た め に血 清 学 的 手 法,す なわ ち 抗 原 抗 体 反 応 を 応 用 す る こ と)の は 決 して新 しい もの

では な く,こ の研 究 は 古 くKowARsKI(1901)を も って そ の 最 初 と され る77》。 の ち,こ

の研 究 は1910年 代 か ら1930年 代 にわ た っ て ひ ろ く世 界 各地 で試 み られ て きた 。

そ の理 論 的 根 拠 とされ る も の は,ま ず 第1に,蛋 白質 の種 属 特 異 性(species-specificity)

に 求 め る と され た 。 す なわ ち,近 縁 種 ほ ど お た が い に強 い反 応 を呈 す るの で あ るが,他 の

遠 い関 係 に あ る も の とは弱 い反 応 を呈 す る に す ぎ な い か,あ る い は ま っ た く反 応 が マ イ ナ

ス で あ る と い う性 質 に よ っ て い る。 第2に は,生 物 学 上 一 般 に近 縁 の 関 係 に あ る 「種 」に

属 す る個 体 の諸 成 分 は,そ の抗 原 性 か らい っ て も,や は りお た が い に 親 近 の 関 係 を示 し,

これ を近 縁 反 応 ま た は類 属 反 応 とよ ぶ。 この二 つ が根 拠 とな って い る。

KowARsKI(1901)は,小 麦 粉 の生 理 的 食 塩 水抽 出 液 を,温 浴 法 に よ りアル ブ ミ ンを凝

固 沈 殿 させ た あ と の濾 過 液 を アル ブ ミン溶 液 と して家 兎 の 耳静 脈 に8～10ccず つ3～4日

お き に6～8時 間 の注 射 を お こな い,抗 血 清 を生 ぜ しめ,コ ムギ,オ オ ム ギ,エ ン ドウな

どい ろ い ろ な抗 原 と反 応 させ た(沈 降法 で)と こ ろが,す べ て の抗 原 と大 な り小 な りの 反

応 を み る に至 っ た。 よ っ て彼 は,植 物 性蛋 白 質 は そ れ ほ ど種 属 特 異 性 が 明 瞭 で は な い と結

論 した77)。



BERTARE肌1(1904)は,マ メ類(シ ロ ダ イ ズ,エ ン ドウ そ の他)の 類 縁 関係 を究 明,

判 別 が可 能 で あ る と した13)。

次 い でMAGNus,FRIEDENTHAL(1906)は,酵 母,松 露 菌 お よび ハ ラ タケ の 類 縁 関 係

を研 究,酵 母 は ハ ラ タケ よ りも松 露 菌 に近 縁 で あ る と した 。 また 同氏 らは,KOWARSKIの

研 究 を 綿 密 に 追試 した 。 そ の 結 果,そ の 特 異 性 を 立 証 し,彼 は,植 物 性 蛋 白質 の一 層 特 異

的 で あ る ことを 主 張 して い る84)。

RENDER(1907)127)も2種 の エ ン ドウ と8種 の オ オ ムギ の亜 種 に つ い て.GAsls(1908)21)

は,ハ ダ カ ムギ,マ メ,コ メ種 子 に つ い て,WEDELsTADT,F肌LMER(1910)164)も マ メ類

に つ い て,そ れ ぞ れ そ の種 属 特 異 性 を あ き らか に す るに 至 った 。

MAGNus,FRIEDENTHAL(1907)85)は,植 物 の組 織 特 異 性 に つ い て検 した が,差 異 は み

とめ られ な か った 。 しか し,DUNBAR(1910)は,高 等 植 物 の花 粉 蛋 白質 は 他 の 組 織 の蛋

白 質 とそ の 性 質 を 異 に す る もの で あ る ことを み とめ た19)。 しか る の ち,MAGNus,FRIED・

ENTH肌 は,こ の研 究 を繰 り返 す こ とに よ っ てDUNBARの 結 果 の正 しい こ とを み とめ る

に 至 った 。

K.STRUM(1910)は,AdoxaとSαmbucusと の類 縁 関 係 を証 明 しよ う と したが,失 敗

に 終 って い る145)。LAKE,OsBoRN,W肌Ls(1906)は,家 兎 に長 時 間 か つ 何 回 も免 疫 さ

せ る ほ ど強 い抗 血 清 を うる と した80)。UHLENHuTH,JtiNG(1905)は,ケ シ,ア サ お よ び

ハ タ ンキ ョウ の種 子 蛋 白 で,そ の類 縁 関 係 を し らべ た156)。AzuMA,T.(1910)は,胚 蛋

白 か ら沈 降 素 を産 生 せ しめ た9)。MEZ,GOHLKE(1913)は,裸 子 植 物 の類 縁 関 係 を検 し

た19)。GOHLKE(1915)は,沈 降 反 応,補 体 結 合 反 応,過 敏 症 反 応 に よ っ て,こ れ を追

証 してい る26)。ZADE(1914)は,マ メ科 植 物 お よび コ ムギ の 種 間 差 異 を あ き ら か に した。

そ れ は 当時 の分 類 学 者 の た て た形 態 学 的分 類 概 念 と も よ く一 致 を み た うえ,罹 病 性 の難 易

に も とつ く分 類 結 果 と も,よ く符 合 す る こ とを 示 した171)。TH6NI,THysEN(1915)は,

ハ ダ カ ムギ,オ オ ムギ に つ い て,そ の蛋 白質 の一 部 硫 安 分画 物 に よ る抗 体 のす ぐれ て い る

こ とを み とめ た149)。 纐 纈(1917)は,裸 子,被 子 植 物 に つ い て73),小 島(1921)は,裸

子,双 子葉 植 物 に つ い て 研 究 し,植 物 分 類 学 の 所 説 とほ ぽ 一 致 す る こと をみ と め た72)。 比

企(1922)は,TH6NI,THAysEN両 氏 の方 法 を追 試 した35)。

BALDwlN,FRED,HAsTINGs(1927)11),小 松 原(1922)?4)は,マ メ科 植 物 に つ い て,そ

の血 清 学 的 類 縁 関 係 は根 瘤 菌 の寄 生 力 と一 致 す る こ とを み た 。RIVES(1923)は,ブ ドウ

の 多 数 品 種 につ い て,そ の ツ ギ キ の難 易 性 と血 清 学 的類 縁 性 との 間 に 高 い 相 関 の あ る こ と

を あ き らか に した 。GREEN(1926)も,ミ カ ン類,バ ラ科,ナ ス 科 植 物 に つ い て 同様 の結

果 を み とめ た。

一 方,MoscHMEIER(1927)は,バ レ イ シ ョの 品種 分 類 を試 み て,失 敗 に終 っ て い る。

当時 は,品 種 間 の よ うに い ち じ る しい 近 縁 の 関 係 に あ る品 種 相 互 間 の血 清 学 的 区分 は,む

しろ む ず か しい とい うの が 通 説 で あ った 。 しか しなが ら,例 外 的 な ケ ー ス も決 して な くは

な か っ た の で あ る。 わ が 国 の加 藤,丸 山(1928)の 研 究62)は,そ の1例 と して あ げ る こ

とが で きる。 氏 らは,い わ ゆ る吸 収 法 を 採 用 して,あ る程 度 ま で の成 功 を お さめ るに 至 っ

た。 こ こに い う吸収 法 とは,A抗 原 とB抗 原 とを 比 較 す るた めに,ま ず 抗A血 清 とB抗 原

とを働 か せ て,抗A血 清 中 か らあ らか じ めB抗 原 と作 用 す る抗 体 区 分 を沈 殿 除 去 して の ち,



この吸 収A血 清 とA抗 原 とを作 用 させ て,A抗 原 特 有 の抗 原(B抗 原 とは共 通 的 で な い抗

原)の 強 さ を判 定 す る方 法 で あ る。 福 島,丸 山(1929)も,こ の 吸収 法 を用 い て ア ブ ラナ

属 作 物8「 種 」 の血 清 学 的 分 類 を 試 み,血 清 学 的a伍nityの 強 弱 に よっ て8「 種 」 を次 の4

群 に分 類 し うる こ とを あ き らか に した38)。 第1群(B.joPonica,B.rαpα,B.Peleinens・

is,B.chinensisの10染 色 体 群),第2群(B.nαPellα,n=19),第3群(B.ブ 〃ηoα,n=

=18),第4群(B.olerαcea,n=19)が そ れ で,核 遺 伝 学 的 研 究 の 成 果 と も よ く符 合 す る

ことを 示 した 。 な お,そ の 際,福 島,丸 山 両 氏 は,B.chinensis×A.nePellα のF■ 種

間 雑 種 が 血 清 学 的 に もあ た か も両 親 の 中 間 に位 す る もの で あ る こ とを あ き らか に した 。

N肌soNお よ びDwoRAK(1926)は,ア マ品 種 の青 枯 病 の耐 病 性 の優 劣 を血 清 学 的 に

分 析 し うる と した 。NELsoN,BIRKELAND(1929)お よ びEDGEcoMBE(1931)は,コ ム

ギ 品 種 のstemrust耐 病 性 や生 産 力 の遺 伝 的優 劣 との相 関 を み た。

MoRITz(1929108),31109),32110》,33111),34112)113),35114))は,血 清 遺 伝 学 的問

題 を詳 細 に の べ,BerberisStenoPhyllα,Aegilotricum,Triticαle,Linswickeの 血 清

学 的 雑 種 分 析 をお こない,血 清 学 的 方 法 で両 親 の 区別 が で きる と した。

増 田(1930)87),尾 山(1932)125)は ウル チ マ イ とモ チ ゴメ とは 血 清 学 的 に 判 別 で きな

い と した 。 しか し北 条(1931)37)は,疏 菜 類 の葉 の圧 搾 液 を 用 い て 血 清 学 的類 別 に 成 功

した。 青 木(1941)5)は,樹 木 お よび 草 木 の花 粉 の 加 重 曹 食 塩 水 抽 出液 に よ り,過 敏 症 反

応 を検 した 。 さ らに,ハ ン ノキ,ア カ マ ツの 花 粉 抽 出液 に よ り沈 降 素 を え た。0.MORITZ

(1957)は,モ ル モ ッ トの メ ス の腹體 中 に 注射 す る と,約3～4週 間後 に は,抗 原 と して

用 い た材 料 に感 作 性 が あ るが,こ の感 作 性 に よっ てLαrixcurilensisとLarixlePtole-

pisが 血 清 学 的 に 区 別 で き る こ とを 証 明,ムleptolepisは,ムcurilensisと 抗 原 の特 徴

が一 部 共 通 して お り,な お ムcurilensisに は な く ムlePtolepisだ け に属 す る抗 原 物 質

を もっ て い る こと,雑 種 はL.lePtolepisと は 血 清 学 的 に区 別 され え な い こ と,そ して

BerberisemPetrifoliaと ・B.dαrviniiと の雑 種Fiを そ の両 親 よ り区 別 した107)。 今 井

(1932)は,ギ ンナ ン種 子 に つ い て,そ の抗 体 を産 生 せ しめ た52)。 ま た,足 立(1936)1)は,

マ メ科,イ ネ科 そ の他 の植 物 の種 子 蛋 白 質 に よ って 類 縁 関 係 を検 した と ころ,植 物 分 類 学

上 の所 説 と一 致 す る こ とを み た 。

玄 信 圭(1949)23)は,Quercus属 お よびCastαnea属 樹 木 の種 子 蛋 白質 の生 理 的食 塩

水 抽 出液 に よっ て家 兎 の 耳静 脈 注 射 を お こな い,抗 体 を 産 生 せ しめ,沈 降 法 に よ り各 相 互

間 の類 縁 関係 を検 し,そ の植 物 分 類 学 上 の分 類 結 果 とほ ぼ一 致 す る こ とを み とめ た 。LEWIS

(1952)は,Oenotherαorganensisの い ろい ろ の品 種 に関 連 あ る少 数 の対 立 因子 で も区

別 す る血 清 学 的 識 別 を研 究 した83)。 またCHEsTER(1937)は,近 縁植 物 の 血 清 学 的 判 別

に関 す る研 究 を総 括 して報 告 して い る17)。

浦 野(1955)は,沈 降 反 応 に よる トウ モ ロ コ シ類 縁 関 係判 別 法 に関 す る研 究 と題 し,ト

ウ モ ロ コシ 自殖 系 統 に お け る沈 降 反 応 に つ い て検 した 。 材 料 は 花 粉 で,抗 原 液 の 調 整 は,

花 粉59に0.85%生 理 的 食 塩 水 を50cc加 え,95～96℃ の湯 煎 に50分 間 浸 し沸 騰,3000

回 で20分 間 遠 沈,そ の 上 澄 液 に0.5%の 石 炭 酸 を含 有 させ て い る。 これ に よ り,ト ウ モ ロ

コ シ 自殖 世 代10年 位 に 分 離 され た系 統 問 に は,と くに あ き らか な沈 降 反 応 を示 した が
,自

殖 世 代 の比 較 的早 期 に分 離 され た 系統 間 で は,あ る程 度 の 沈 降 反応 を 示 す 場 合 と,示 さ な



い 場 合 とが あ る こ とを み とめ た157)158)。

浦 野,荒 井(1956)は,ト ウモ ロ コ シの花 粉 を用 い て,そ の 自殖 系統 問 に お け るヘ テ ロ

シス と沈 降 反 応 の程 度 に つ い て検 し,ト ウモ ロ コ シは,従 来,両 親 の遠 縁 な ほ ど,ヘ テ ロ

シス の程 度 が 高 い とされ る こ とか ら,そ れ を花 粉 蛋 白質 に よ っ て追 究 し,沈 降 反 応 法 に よ

っ て,雑 種 強 勢 の予 察 を お こな い うる と して い る161)159)160)。

この よ うに,各 国 の 多 くの研 究 者 に よ っ て,各 種 植 物 の類 縁 関係 の研 究,そ の 他植 物 体

や そ の生 成 物 の検 定,植 物 性 諸 毒 の分 析,植 物 性 病 原 体 や 有 毒 物 に関 す る医 学 上 の諸 検 討,

植 物 体 内 に お け る蛋 白質 の代 謝,雑 種 植 物 の構 成 成 分,ウ イル ス の検 定 並 び に分 類 な どが

血 清 学 的方 法 を 用 い て研 究 され て きた 。 この 間 の こ とは,CHESTER(1937)に よっ て,く

わ し くの べ ら れ て い る と ころ で あ る17)。

(2)寒 天 ゲ ル 内 抗 原 抗 体 反 応 法

この よ うに 世 界 各 地 で 広 く,か つ 広 範 囲 な研 究 が 重 ね られ,高 等 植 物 の み で な く,菌 類

や ビー ル ス 等 を も含 め た 多 数 の 「種 」 に つ い て,品 種,系 統 に 関 す る血 清 学 的 分 類 の 仕 事
'は

,1930年 代 まで は 多方 面 に わ た っ て きわ め て盛 ん な実 施 を み て きた の で あ る。 しか しな

が ら,当 時 の テ クニ ッ クは,抗 血 清 に抗 原(抽 出 蛋 白質 懸 濁 液)を 重 層 す る とい う沈 降 法

で,ま だ まだ 多 くの 欠 点 を 伴 っ てい た60)16)17》103)104)。 す な わ ち そ の 方 法 は 反 応 の強 弱 の

み に よっ て そ の判 定 の基 準 とす る もの で あ っ た か ら,非 特 異 的 反 応 を 含 む ほか,反 応 の 強

弱 の み に よ って そ の 親 疎 を判 定 す るか ら そ の抗 原 蛋 白質 の分 析 は不 可 能 で あ った153)。

この非 特 異 的 反応 を の ぞ くた め に,各 種 の方 法 が お こなわ れ た が17),か な らず し もそ の

除去 が 容 易 で な く,大 きな成 果 は 期 待 で きな か っ た の で あ る。 した が っ て,や が て は この

研 究 も衰 退 の 一 途 をた ど るに 至 った 。LANDsTEINER(1947)は,動 物 ほ ど植 物 は容 易 で

な い との べ,植 物 に お い て は アナ フ イ ラキ シー を 用 い る ことを す す め て い るが,抗 原 分析

は む ず か しい よ うで あ る81)。

も っ と も,HEIDERBERGER一 派(1939)に よ り沈 降 反 応 の定 量 的分 析 の方 法 と理 論 が

提 出 され34),抗 原 の均 一 性,2つ 以上 の 抗原 の 異 同 な どを か な り精 密 に解 析 で き る よ うに

な った が,そ の 解 析 は 相 当 な手 間 を必 要 と した の で あ る。

この よ うな 事 情 の なか で,抗 原 と抗 体 が ゼ ラチ ンや 寒 天 の よ うな ゲ ル の 中 で も反 応 す る

ことは,古 くBECHHOLD(1905)に よ って み とめ られ て い た が32),当 時 は抗 原 抗 体 反 応

に 関 す る基 礎 的 知 見 が 不 十 分 で あ った だ め に,正 しい解 釈 が な され ず,か つ 一 般 の 注 目 を

ひ くに は至 ら なか った よ うで あ る59)142)。

と ころが,そ れ か ら約40年 後 の 近 年 に 至 り,1946年 に フ ラ ンス のOuDIN122)123)が は じ

め て彼 の 寒 天 ゲル 内 抗 原 抗 体 反 応 を発 表 し,翌1947年 に はOucHTERLoNY法 が 紹 介 され

るに お よん で,こ こに 数 段 の 方 法 論 上 に お け る進 歩 を とげ,新 活 路 を開 くに至 っ た。 この

ことに 関 す る概 説 は,福 島,松 井(1960)39)に よ っ て詳 し くのべ られ て い る。

こ こに い うOUDIN法 とは 一 名 「寒 天 試 験 管 法 」 また は 「一 元 拡 散 法 」 と も いわ れ る も

の で,小 試 験 管 内 に抗 血 清 を まぜ た寒 天 ゲル を入 れ て 固 ま らせ た あ と,そ の上 に抗 原 液 を

重 層 せ しめ る方 法 で あ る。 す る と,反 応 帯 が 血 清 ゲ ル の 中 に形 成 され,時 間 の経 過 す るに

つ れ て それ は 寒 天 中 を しだい に 下 降 移 動 す る。 第1図 は,OUDINの 方 法 を模 式 的 に示 し

た も の で あ る。



第1図OUDIN法 の 模 式 図

Fig. 1. Diagramatic representation of the  OUDIN'S method

Immunodiffusionの 原則は,第1に,単 一の抗原抗体系では1本 の沈降帯を生じること,

第2に は互いに交叉反応のない多元系の場合には抗原抗体系の数に応 じた数の沈降帯がえ

られること(各 系の抗原,抗 原の濃度,当 量比,抗 原の拡散速度 のいずれかの相異によ り

沈降帯が分離する),第3に 交叉反応のみとめられる系では,抗 原の濃度,拡 散速度が沈

降帯の数に変化を与えることなどである。ただし,ゲ ル内沈降反応で生ずる沈降帯の数は

その反応系に含まれる沈降系の最少の数を示すものであることに注意を要する。

これによる類縁関係の判別は,非 特異的反応の発現による妨害 もはるかに少な く,ま た

容易にのぞきうるという利点がある。 また,必 要とする試料の微量化,操 作の簡易さ,分

析の感度や精度などの点です ぐれた方法として,抗 原の同定や均一性の判定に広 く利用さ

れるようになった。

つぎに,OucHTERLoNY119)120)121)117)118)法 は,一 名二重拡散法(doublediffusion

gradienttest),平 板法(platetest)と もいわれ,シ ャーレ中の寒天層に四角のクボミを

3個 作 り,適 当な濃度の抗原や抗血清をみたす と,し だいに拡散 し,そ の中間に反応帯

(いわゆる抗原抗体反応の反応帯)を 形成する。 この方法は,ク ボ ミの数だけの異種抗原を
一つの抗血清に同時に反応 させることによって,異 種抗原相互間の類縁関係を知 りうると

い う特徴を有している。この方法を模式的に示 したのが・第2図 である。1は2種 の抗原

相 同 反 応 非 相 同 反 応 部分相同の反応

a reaction 
 of identity

a reaction of 
 nonidentity

a reaction of 
 partial identity

第2図OUCHTER]LONY法 に よ る沈 降 線 の模 式 図

Fig. 2. Diagramatic representation of the precipitate 

patterns resulted from the  OQCHTERLONY'S method

がまった く同じ場合であり

 

, interference phenomenon, looping ま た は,coalescence



な ど と よば れ る。2は2種 の抗 原 が ま った く異 な る抗 原 の 場 合 で あ って,3は 両 者 の抗 原

成 分 の 間 に共 通 的 な成 分 の存 在 が あ る場 合 で あ る と され る。spurを 生 じ て い る。 す なわ

ち抗 原 の部 分相 同 の場 合 で あ る。 これ らの方 法,理 論 お よび応 用 に 関 し ては,す ぐれ た 総

説 や著 書 が あ る124)12)167)29)18)。

しか しな が ら,こ れ ら新 しい テ クニ ッ クを用 い て も必 ず し もそ の抗 原 の分 析 が 容 易 で あ

る とい うの で は な く,吸 収 法 の併 用,電 気 泳 動 に よ るそ の援 用 を試 み る な どの い ろい ろな

手 段 も必 要 な部 分 が あ る。

この方 法 に よ っ て,福 島,松 井(1959)は,は じめ て イ ンゲ ン類,カ ボチ ャ類,柑 キ ツ

類 の種 間並 び に種 内差 異 の血 清 学 的定 義 づ け に成 功 し39),松 井(1959)は,こ のOCHTE-

RLONY法 の改 良 を 試 み,彼 の い わ ゆ る松 井 の 変 法 を 発表 し153)154),こ れ に よ り抗 原 蛋 白

質 の相 対 的定 量 を も可 能 な ら しめ る に至 っ た。 また,電 気 泳 動(zone-electrophoresis)の

作 用 と二 重 拡 散 法 とを組 み 合 わ せ た 方 法(immuno-electrophoresis)に よ って,分 析 能 の

一 層 の 向上 を は か っ て い る。 こ こに お よん で,各 種 抗 原 相 互 間 の 類 縁 関 係 の判 別 は,よ り

一 層 容 易 な もの とな っ た の で あ る。

完全相同 の反応 不完全相同の反応 非相同の反応 部 分相 同の反応

a reaction of 

perfect identity

a reaction of 
imperfect identity

a reaction of 
nonidentity

a reaction of 
partial identity

第3図 松 井の変法に よる沈降線 の模式図

Fig. 3. Diagramatic representation of the precipitate patterns according to the T. 

Matsui's method (modified Ouchterlony's)

松井の変法(第3図)は,シ ャー レ中の寒天ゲル層のクボ ミの数を4個 にし,相 同を完

全相同 と不完全相同 とに分けている。第3図 は,上 部に各抗原A,B,下 部にそのいずれ

かの抗血清を入れた場合の松井の変法の模式図である。1は,二 重の沈降線が一つに合 し

ている。 したがって質量共に相等 しい場合で,相 同を示す。2は 沈降線が曲っている場合

であって,成 分の量的差異を意味 し,不 完全相同の場合である。3は お互いに交叉 した場

合で,質 的に ことなることを意味 し,非 相同の場合である。4は 一方の反応帯に他が入 り

込むような場合で,両 者に共通の成分があることを意味 し,部 分相同の場合である。松井

は,こ の4つ の判別法を基本として,各 種抗原抗体反応による類縁関係の判別をおこなっ

ている。か くして この二種拡散法は,す べて,あ まりその分析能の感度や精度を落 とす こ

とな く小型化されるに至 り,微 量の試料で分析ができるようにな り,そ の応用はますます

広められた169)。

以上,寒 天ゲル内拡散法には,い ろいろのものがあることをのべたが,こ れ らを次のよ



うに 分 類 す る こと が で き る よ うで あ る。

まず,拡 散 す る 因子 が幾 つ か とい う立 場 か らす る と,

単純拡散法 (simple diffusion)

抗原か抗体のどちらかがゲルと共存 しているところへ他の因子が拡散 してゆ く場合

二重拡散法 (double diffusion)

抗原と抗体が共にこれ らの反応因子を含 まないゲル内を拡散 していって反応する形

式

反応因子が直線的(一 次元的)に 拡散するか,平 面的(二 次元的)に 拡散するかで,

一次元拡散

二次元拡散

(diffusion in one dimension) 

(diffusion in two dimension)

拡 散 容 器 の種 類 に よ る と,

試 験 管 法(一 次 元 拡 散)

平 板 法

とな る。 した が って,OuDIN法 は,一 次 元 単 純 拡 散 法(試 験 管 法),OucHTERLoNY法 は

二 次 元 あ る いは 一 次 元 二 重 拡 散 法(平 板 法)と な り,松 井 の 変 法 は,二 次 元 二 重拡 散 法(平

板 法)と い うこ とに な る。

伊 藤,福 島,松 井(1959)55)は,松 井 の 変 法 を 用 い て,Phaseαlusveclgarisム の 各

品 種,異 種 のP.chrysanthosSavi.異 属 のArαchishyPogαeaム,viciafabα ム を

用 い て 品種 分 化 の検 討 を お こな った 。抗 原 は 各 脱 脂 種 子 粉 末 の生 理 的食 塩 水 抽 出 液 を用 い,

そ の蛋 白質 濃度 は 一定,抗 血 清 は 家 兎 耳 静 脈 注 射 に よ っ て い る。 そ の結 果,抗P.vulgα 一

risム 家 兎 血 清 に対 す るP.vulgarisム,P.chrysαnthos各 抗 原 の沈 降 線 図 は,種 特

有 のmajorlineを 現 わ さな い が,か す か に2本 のminorlineを 共 有 す る。 す な わ ち

1),vulgarisム の 抗 原 とP.chrysanthOSSα 以 の 抗 原 は,majorlineを 生 じる蛋 白質

(majorcomponent)を 共 有 しない で,属 の こ と な る もの との 比 較 にお い て も同 様 の こ と

をみ とめ て い る。『

ま た,伊 藤,福 島,松 井(1959)56)は,抗 金 時 家 兎 血 清 を用 い て,金 時(P.vulgaris

var."Kintolei")抗 原 とア メ リカ(P.vulgαrisvar."Americα")抗 原 の松 井 の変 法 に

よ る実 験 を お こない,金 時 抗 原 とア メ リカ抗 原 は そ の種 に 特 有 なmajorlineを 共 有 し,

minorlineも 共 有 して い る が,3本 のminorlineの うち の1本 の沈 降 線 が 不 完 全 相 同

の反 応 を あ き らか に 示 して,こ の沈 降 線 を生 じ る蛋 白質 を アメ リカ抗 原 が 金 時 抗 原 よ りも

多 く含 ん で い る こ とをみ とめ た。 そ の他 の品 種 間 の比 較 に お い て も同様 に,majorcom-

ponent(種 特 有 のmajorlineを 現 は す 蛋 白質)を 共 有 し,minorc.(minorlineを 現

わ す 蛋 白質)も 共 有 す るが,量 的 差 異 が み とめ られ た。 よ っ て,こ の変 法 を用 い る こ とに

よ り,こ れ らの各 品 種 を識 別 す る こ とが 可 能 で あ る とい う。

こ こに至 っ て,は じ め て種 間 差 異 と種 内差 異 との血 清 学 的差 異 を あ き らか に す る こ とが

で き た の で あ る。

次 い で,福 島,松 井,宮 崎(1960)40)は,こ の松 井 の 変 法,定 義 の追 試 を カボ チ ャの

CucurbitαPePo,C.moschatα,C.mαximα の3種 とC.PePoの3品 種 を用 い て お こ

な い,彼 の説 の正 しい こ とを み とめ る に至 っ て い る。



さ らに,福 島,松 井,宮 崎(1965)は,CucurbitaPePo,C.moschataお よびC.mα ・

xi㎝aの 脱 脂 種 子 粉 末 のpH8.5リ ン酸 緩 衝 液 抽 出液 を免 疫 原 と し て,ア ジ ュバ ン ト法 に

よ り これ ら3種 の家 兎抗 血 清 を 作 り,抗 原 に は ウ リ科 作 物 の 各 属Benincasahispida,

Citrullusvulgaris,Cucumismelo,C.sαtivus,Legenαriαvulgαris,Luffacylindr-

icα,MomordicaCharantiα の お の お の の脱 脂種 子 粉末 のpH8.5リ ン酸 緩 衝 液 の抽 出 液

を 用 い て 松 井 の 変 法 に よ り寒 天 ゲル 内 沈 降 反 応 を お こな い,カ ボチ ャ属 に 対 す る ウ リ科 各

属 の 類 縁 関 係 を しらべ た45)。 そ の結 果,カ ボチ ャ属 種 子 の蛋 白質 組 成 に は ウ リ科 の 他 属 に

見 い だ され ない 特 有 の蛋 白質 成 分 の存 在 を み とめ て い る。 また属 が異 な れ ば,蛋 白 質 組 成

に あ き らか な質 的 差 異 をみ とめ て い る。

福 島,松 井,森 本(1963)41)は,ミ カ ン類 に お い て実 験 をお こな い,こ れ らの 類 縁 関 係

を あ き らか に した 。 この ミカ ン類 は,各 属 共 に 自由 に交 配 す る こ とか ら,林 学 に お け る マ

ツ類 の場 合 と同様,む ず か しい 問題 が 内 在 す る。

福 島,松 井,江 口(1963)は,分 化 の様 相 を あ き らか に す る一 段 階 と してF・ 雑 種 植 物

に お け る種 子 の蛋 白質 組 成 が両 親 に比 し,い か に 変 化 す るか を血 清 学 的 に しらべ た44)。 材

料 は,キ ュ ウ リの品 種,山 東 ×落 合1号 のF、 で,そ の脱 脂 種 子 粉 末 の リ ン酸 緩 衝 液(pH

8.51/30M)の 抽 出液 を濃 縮,凍 結 乾 燥 した もの を抗 原 と し,F1抗 血 清 を作 り検 した 。 そ

の結 果,F、 抗 原 の蛋 白質 組 成 は 両親 の 抗 原 の 蛋 白質 組 成 と比 較 して,あ る蛋 白成 分 に関

して か な りの量 的差 異 が生 じて い る こ とを み とめ た。 なお,吸 収 法 を用 い て,F1抗 原 に

は新 しい蛋 白成 分 が 生 じ て い な い こ とを もみ とめ て い る。

さ らに,福 島,松 井,江 口(1963)は,免 疫 電 気 泳 動 法 を用 い て上 記 の結 果 を た しか め

た42)。 す なわ ち,山 東 抗 原,F1抗 原,落 合 抗 原 を 並 べ て 泳 動 し,泳 動 後 各溝 に 抗F1家

兎 血 清 を入 れ て反 応 させ る と,沈 降線 を 生 じて,両 親 の抗 原 とF1の 抗 原 との 間 に,あ る

蛋 白成 分 に 関 して 量 的 差 異 が 存 在 す る ことが あ き らか に な っ た。 ま た,吸 収 法 を用 い てF1

抗 原 に新 しい蛋 白成 分 が 生 じ てい ない こと をみ と め た。 以 上,彼 らは雑 種(種 内)F1に

お い て は,両 親 と種 子 の蛋 白質 の組 成 が,あ る蛋 白質 成 分 に 関 して量 的 に ことな る ことを

み とめ て い るが,一 方,IRWINら(1936)51)は,ハ トの種 間雑 種 を 用 い て,雑 種F1に

両 親 に は 存 在 し ないHybridsubstanceと 称 す る抗 原 成 分 の生 じ る こ とを報 告 し てい る。

以 上 の こ とに つ い て の詳 述 は,福 島(1965)49)お よび松 井(1963)154)の 報 告 が あ る。

G.A.H.ELToNとJ.A.D.EwART(1963)は,次 の よ うな 各 種 殻 類 の粉 末 の蛋 白抽 出

液 を比 較 して い る20)。

Wheat (Triticum vulgare) 

 Bison, Conley, Jufy, Red Chief, Rescue, Wichta, Manitoba No. 2,  durum 

Barley 

Maize 

Oat 

Rye

まず,粉 末 を0.1%塩 化 ナ トリ ウ ム液 で こね,高 速 撹 搾 器 で10分,0.01N酢 酸 で離 散,

遠 心 分 離,上 澄 を一 夜 放 置,そ の の ち20,0009で1時 間 遠 沈,再 び23,0009で 遠 沈,凍

結 乾 燥 とい う過 程 を 経 て グル テ リ ンを用 意 し,抗 血 清 はManitobaNo.2の グル テ ンに



対 して産 生 され た。'これ に よ り,

お よ びManitobaNo。2そ し てTritiCZtmdurumに は そ れ ぞ れ 少 な

く と も4種 類 の免 疫 学 的 に類 似 した グ ル テ ン蛋 白質 を有 す る こと。Ryeに は少 な くと も3

種 類 と,よ り小 さな グ ル テ ン成 分 が 含 まれて い る こ と。Barleyに は 二 つ の 蛋 白成 分 が あ

る こ と。MaizeとOatに は,'あ るWheat蛋 白 と共 通 の 構 造 上 の特 徴 を有 す る一 つ の蛋

白質 を有 し,な お 反 応 は す る が,そ の程 度 は低 く,こ れ は 構 造 的 に小 さい た め の よ うで,

焼 きに くい こ と と関 係 が あ る よ うだ とい う。

福 島,松 井,江 口,宮 崎(1964)は,ア ブ ラ ナ属 の 各 「種 」 の葉 蛋 白質 を血 清 学 的 方 法

に よ っ て比 較 し,基 本 ゲ ノムa,bお よ びcの 間 で は,bゲ ノム 「種 」(Brαssicanigrα)

はaゲ ノ ム 「種 」 お よ びcゲ ノ ム 「種 」に 比 較 して,蛋 白質 成 分 が 異 な っ て い る こと をみ

とめ て い る。 ゲ ノ ム構 成 が とも にaabbで あ るB.伽 ηoθα とB.cernuα の間 に は蛋 白

質 組 成 に量 的 差 異 が あ り,B.cαrinαtα(bbcc)・ の蛋 白組 成 はbゲ ノ ム 「種 」 のB.城9勉

よ りもcゲ ノ ム 「種 」 のB.olerαcealz近 く;B.carinatα の構 成 ゲ ノ ムのbはB.疹gプ α

のbゲ ノ ム とは か な りζ とな って い る よ うで あ り,B.tournefortiiはaゲ ノ ム の も の に

含 まれ な い蛋 白 質 成 分 を 含 ん で い る ことを み とめ てい る43)。

金 子,阿 部,細 田(1964)は;鶏 血 清 蛋 白質 と卵 黄 蛋 白質 をOucHTERLoNY法 の寒 天

拡 散 法 に よ り比 較 検 討 し,産 卵 鶏 血 清 お よ び エ ス トロジ ェ ン処 理 鶏 の血 清 中 に は 雄 鶏 血 清

中 に 存 在 しな い 少 な くと も2種 の 抗 原 性 成 分 が 含 まれ て い る と とを あ き らか に し,産 卵 鶏

血 清 中 の 特 異 成 分 は 卵 黄 中 に も含 まれ る こと を あ き らか に した61)。

坂 口進(1965)は,次 の よ うな報 告 を して い る。 ア ジ ュバ ン ト法 に よ り,ト ウ モ ロ コシ

の抗 血 清 を得,ア ー ル当 り子 実 量 は 戻 し交 雑 が 進 む につ れ て減 少 し,一 方 抗 原 抗 体 反 応 の

沈 殿 物 量 は,戻 し交 雑 が 進 む ほ ど増 加 す る傾 向 に あ り,こ れ は戻 し交 雑 が進 む ほ ど,そ の

交 雑 に用 い られ た親 の 因 子 が 多 くな り,系 統 間 の 類 縁 関 係 が 近 くな っ て,・アー ル 当 り子 実

量 は減 少 す る が,抗 原 抗 体 反 応 の沈 殿 物 量 は 増 加 す る ことを 示 し,こ の場 合 アー ル 当 り子

実 量 の減 少程 度 は雑 種 強 勢 度 の 減 少 程 度 を 示 す もの で あ っ て,抗 原 抗 体 反 応 の沈 殿 量 の 測

定 に よ っ て雑 種 強 勢 度 を推 定 し うる こ との可 能 性 を 示 す も ので あ る とい う。 これ は,浦 野

に よ っ て もた しか め られ て い る。 な お,ま た 彼 はOucHTERLoNY法 に よ って抗 原 分析 を

お こな っ てい る。 す なわ ち 材 料 は 母 親 と して系 統191,父 親 と して系 統189,そ のF1.B2.

B3.Bsの6種 類 で,そ の 各種 組 み合 わ ・せに よ って,次 の よ うな抗 原 分 析 を して い る。

Rescue, Wichita

Triticum vulgare Bison, Conley, Jufy, Red chief,

191 ABCEF ABC ABC 

F1 ABCEF ABCH  ABCJK 

B2 ABC ABCHI ABCL 

B3 ABC ABCH ABCLM 

B5 ABCDG ABC ABCL 

189 ABCDG ABC ABCLJK

す なわ ち,DG(L)は189系 統 に 特 有 の もの で あ り,E(J),F(K)は191に 特 有 の もの

で あ る と し,Mは 両 親 に み られ な い新 しい線 で あ る と考 え られ る と して い る133)。

以 上 の事 実 に よ って,従 来 非 特 異 的反 応 を も含 む ほ か,反 応 の強 弱 の み に よっ て そ の親



疎 を判 別 し,抗 原 分 析 な ど ま った く不 可 能 で あ った も のが 可 能 と な り,実 用 の域 に ま で発

展 を み る に至 っ て い る。

この新 しいテクニック の活 用,援 用 に よ り,従 来 不 明 と され て い た,あ るい は単 な る推

定 の域 を 出 な か っ た 多数 の農 林 作 物 に つ い て も,そ の 系統 類 縁 関 係 を解 明 す る こ とが 期 待

され る。 これ か らは,育 種 学 的 にみ て,新 品 種 造 成 の うえ に,近 縁 野 生 種 の有 す る有 用 遺

伝 子 の導 入 が活 濃 に実 施 せ られ るで あ ろ うし,生 産 性 の飛 躍 的 な増 大 が 期 待 され,そ の改

良 を 通 じて,こ の 研 究 の成 果 が 期 待 され て い る。

な お こ こで注 意 を要 す る点 と して,木 村(1964)は,二 重 拡 散 法 に よ る反 応 に 及 ぼ す 各

種 の 因子 の影 響 に つ い て 論 じて い る65)。

a.ク ボ ミ間 の距 離 に つ い て

短 い と感 度 は よい が,複 雑 な系 で は 不 鮮 明 とな る の で,10～15mmが 普 通 で あ る。

b.寒 天 濃 度,pH,抗 原 と抗 血 清 の 濃 度,温 度 に つ い て

抗 原 のpH,塩 濃 度 が い ち じ る し くこ とな る と,反 応 の結 果 が乱 れ た り,非 特 異 的 な 輪

状 の 白線 を ク ボ ミの周 囲 に 作 る ので,こ の場 合 は,抗 原 を あ らか じめ透 析 す るか,緩 衝 液

に寒 天 を とか した もの を用 い る。著 者 の実 験 に お い て も輪 状 の 白 線 を ク ボ ミの周 囲 に作 り,

これ が や は り抗 原 のpH,塩 濃 度 の ちが い に よ る もので あ るか を検 した と ころ,こ れ に よ

る も ので は なか った 。

C.緩 衝 液 の種 類

リ ン酸 緩 衝 液 が と くにす ぐれ て い る。 鮮 明 で あ り,分 離 能 が よい 。 緩 衝 液 が ちが えば,

沈 降 線 の パ ター ン もち が っ て くる。

d.Cd2+,Ni2+,La3+.

これ らを 約1/1000M寒 天 中 に 加 え るか,反 応 後 これ ら の液 に寒 天 層 を5～10分 浸 す と

抗 原 と抗 体 の結 合 が 促 進 され,感 度 は4倍 上 が る。 この イオ ンは 抗 体 側 に 作 用 す る とい わ

れ る。

実 験 に際 して は,以 上 の点 を 考慮 す る必 要 が あ る。

(3)免 疫 電 気 泳 動3)60)4)169)(immuno・electrophoresis)

溶 液 中 に存 在 す る荷 電 粒 子 に 電 場 を か け る と,そ の 泳 動 が お こる とい う基 礎 的観 察 か ら,

蛋 白質 そ の他 の特 徴 を つ か む の に 有 力 な手 段 が 発 達 し,ま た蛋 白質 の 純 度 を 決 め る物 理 化

学 的 な基 準 の一 つ が 生 まれ る に至 っ た。 す なわ ち,1937年 にTlsELIusが 彼 の新 しい電 気

泳 動 装 置 を完 成 し,血 清 が ア ル ブ ミ ン,α グ ロブ リン,β グ ロ ブ リン,γ グ ロ ブ リンか ら

な る ことを 示 した 。 わ が 国 で は,戦 後1947年 頃 よ り このTIS肌lusの 装 置 が 作 られ,商

品 化 をみ るに 至 っ てい る。 このTIS肌lusの 装 置 そ の 他 に 関 す る解 説 書 は 多数 あ り,R.A.

ALBERTY(ed.H.NEuRATH,K.BAILEy)(1953)126),M.BIER(1959)90),渡 辺,宇 井

(1954)162),平 井,島 尾(1955)36)等 そ の他 が あ る 。

電 気 泳 動 に は,次 の三 通 りの ものが あ る 。

 a  . Schlieren optical system を利用する移動界面法, moving boundary method.

 b  . microscopic electrophoresis. 

c . zone electrophoresis

これ らの うち,TIS肌Iusの も のは,aに 相 当 し,cは そ の 支持 媒 質 が 濾 紙,デ ンプ ンゲ



ル,デ ン プ ン粒,寒 天 ゲ ル,セ ル ロー ス ア セ テー ト膜 等 さ ま ざ まで あ る。 血 清 学 的研 究 に

用 い られ るの は,こ の うち寒 天 ゲ ル,セ ル ロー ス ア セ テー トの二 種 類 が そ の主 体 とな っ て

い る。

特 定 の 酵 素 蛋 白質 に 注 目 して 電 気 泳 動 的 に解 析 を お こな った 報 告46)47)48)が あ るが,

これ に つ い て の詳 述 は,福 島(1965)49)の 報 告 が あ る。 そ れ に よ る と,pH7.0の リ ン酸

緩 衝 液(0.05μ)お よびP.V.P.を 含 む寒 天 ゲ ル を支 持 媒 質 とす る方 法105)で,20V/cmの

定 電 圧 で120分 間泳 動 して い る。

前 述 した拡 散 法 で は,各 沈 降 線 間 の距 離 が非 常 に 接 近 して い る場 合 には,そ の多 数 の抗

原 性 物質 を 同 定 す る こ とが 比 較 的 む ず か しい 。 そ こで,GRABAR,WILLIAMs(1953)27)28)

が,GoRDoN(1949)2)が 考 え 出 した ゲ ル の 中 で お こな うzoneelectrophoresisとOuc-

HTERLONYな ど あい つ い で 発 表 され た 寒 天 平 板 法 で お こな う沈 降 反 応 とを組 み合 わ せ た方

法,す な わ ち 免 疫 電 気 泳 動 を 導 入 してか ら,そ の解 析 の精 度 は い ち じ る し く高 め られ るに

至 っ て い る。 各 種 蛋 白質 の 異 同 を た しか め る手 段 と して用 い られ,い ろ い ろ の分 野 で実 験

が重 ね られ て い る89)。 この 免 疫 電 気 泳 動 に 関 す る詳 述 は,青 木(1964)7),木 村(1964)65),

八 木(1960)167),山 口(1963)168),電 気 泳 動 実 験 法(学 会 編),松 橋,臼 井(1964)88),

SABCOJournal130)129)128)の 各 刊 等 そ の他 が あ る 。

以 上,電 気 泳 動 に つ い て,そ の概 略 を 記 した が,こ れ は 松 井 の変 法 に よ る抗 原 抗 体 反 応

に お い て鮮 明 な観 察 の で き え な か っ た もの に これ を適 用 す る こ とに よ って,よ り一 層 明 瞭

な判 別 を うる こ とが で き る と考 え られ る 。

3.主 要 林 木 の 系統 分 化 に 関 す る血 清 学 的 研 究

(1)育 林 学 的 意 義

前 述 した よ うに,血 清 学 的 手 法 の 林 学 の領 域 へ の導 入 は,沈 降 法 に よ ったMez,GOHLKE

(1913)91)の 研 究 を もっ て最 初 と され る よ うで,の ち 纐 纈(1917)73),青 木(1941)5)6),

MoRITz,今 井(1932)52),足 立(1936)1),玄(1949)23)等 の 研 究 を あ げ る こ とが で き る

が,こ れ らはす べ て従 来 の沈 降 法 に よっ た もの で あ っ た 。

寒 天 ゲ ル 内抗 原 抗 体 反 応 に よ る研 究 は,ま だ林 学 の 領 域 で は み あた ら な い。 そ こで著 者

は,松 井 の変 法 に よ り,マ ツ類 の種 子 蛋 白 質 を 材料 と して,そ の 生 理 的 食 塩 水 抽 出蛋 白質

液 の 家 兎 耳 静 脈 注 射 に よ り抗 体 をつ く り,各 種 抗 原,す なわ ち各 種 系 統 間 の類 縁 関 係 の 判

別 を試 み て み た131)。 そ の 結 果,あ き らか に ア カ マ ツ とク ロマ ツ,お よび ア イ ノ コ マ ツは

血 清 学 的 に異 な る もの で あ り,各 種 有 名松 の うち,茂 道 松 が ク ロ マ ツ の最 右 翼 で あ り,滑

松 が ア カ マ ツの最 左 翼 で あ る ことを 知 った 。 これ に よ り,寒 天 法 の導 入 の きわ め て有 益 か

つ便 利 な もの で あ る とい う結 論 を えた の で あ る。

林 業 に お い て は,主 要 林 木(ス ギ,マ ツ類)に は,多 くの ク ロー ンや 地 方 品 種 と称 せ ら

れ る も のが 知 られ て い るが,そ れ らの類 縁 関係,こ とに相 互 の 系 統 関 係 につ い て は,ほ と

ん ど知 られ て い な い状 態 で あ る。 した が っ て,著 者 は この 主 要 林 木 た る ス ギ,マ ツ に つ い

て松 井 の変 法,電 気 泳 動 の活 用 に よ り,そ の類 縁 関 係 を あ き らか に す る と共 に,各 樹 種 内

に お け る品 種(気 候 品 種.雑 種 を含 む)相 互 間 の 関 係 を 究 明 して 分 化 の様 相 を知 り,あ わ

せ て林 木 育 種 上 の諸 問 題 追 究 の 際 の 参 考 に 供 した い とい うのが 初 期 の 目 的 で あ る。

(2)歴 史 的研 究 と応 用 の 可 能 性



林木の場合には,他 のソサイ類 と比べて,そ の材料の面からいうならば,こ とにスギの

葉 の場合,そ の組織に多量に含まれているポリフェノール類酸化酵素のために蛋白質の抽

出がむずかしいこと,ま たマツ種子中にはその種子粉末食塩水抽 出液中に低分子物質が多

量に含まれており,こ れは透析によってとりのぞくことに成功はしたものの,一 方透析に

よって蛋白質の変性を招来した り,そ こに非常な困難な点が内在することを知った。しか

しながら,蛋 白質の抽 出の段階で,こ れらの問題すなわち変性の回避,濃 縮などのむずか

しい問題が加わるが,こ れ らを解決することができれば,各種林業樹種の場合においても,

この寒天ゲル内抗原抗体反応の応用は可能であるといってよいようである。

林木の領域においては,上 記のようないろいろなむずかしい問題のほかに,各 組織に油

脂分が多 く含 まれていること,さ らには材料 とする組織,た とえば葉,種 子,根 端細胞 な

ど各組織においてそれぞれその油脂分および他の成分,水 分含量などにおいて ことなるも

のであるし,お のず と組織ごとに蛋白質の抽出の過程でことなった方法を採用しなければ

ならない。すなわち一様な操作では蛋白質の抽出が不可能であることなどを考慮 しなけれ

ばならない。 したがって,こ の血清学的手法を樹木類に応用する際には,そ の材料 とする

蛋白質の所属する組織の面からすれば,そ の応用の可能性にもいろいろのものがあるわけ

で,そ の組織 ごとの応用限界,応 用の可否といったものについて著者の予備実験を通 して

少 しふれてみたい。

a.花 粉を用いる場合

MAGNus,FRIEDENTHAL(1907)85),DuNBAR,W.P.(1910)19),青 木(1941)5)6)な

どの研究がある。マツ類の花粉を用いて,そ の加重曹食塩水による抽出液によって抗体を

産生させた例がある。

著者は,ア カマツ,ア イアカマツ,ア イマツ,ア イグロマツ,ク ロマツといった一連の

マツ類の花粉をあつめ,そ の花粉採集木の外部形態並びに顕微鏡による識別と血清学的手

法による判別とが,は たして相関性の高いものであるのかどうかを検 しよ うとし,考 えら

れるあらゆる方法をもって,そ の蛋白質の抽出につ とめたが,親 木一本からえられる花粉

から抽出された蛋白質の量は非常に少なく,実 験をおこないえなかった。そこで,実 際に

花粉にはどの程度の窒素量が含 まれているかをしらべたところ,花 粉1gあ たり,窒 素量

19.4mgも の多量の窒素を含んでいることがわかった。すなわち 著者の実験においては,

これらのうち一部 しか抽出できなかったことになる。 ことにマツ類の花粉はスギのそれに

比べて,そ の破砕がむずかしく,著 者は花粉を生理的食塩水に一夜浸 し,凍 結融解を3回

繰 り返 し,さ らに海砂と共に乳鉢で破砕 して,濾 過抽出をした り,ま た リン酸緩衝液(pH

8.0,1/10～1/30M)に よるホモギナイザー,乳 鉢,凍 結融解の援用による抽 出をおこな

った りしてみたが,破 砕の段階でまだ十分に磨砕 されていないことがみとめられ,所 期の

1/2～1/3量 の蛋白質の抽出しか可能でなかった。マツは,1本 の木からの花粉の量には限

りがあり,当 然,花 粉を材料 とするならば多数の親木からあつめた花粉を合 して供試する

しかない ことになり,む しろ種子蛋白質の抽出容易であるところから,花 粉を材料 として

の実験を中止するに至った。

b.葉 を用いる場合

ソサイ類に関しては,北 条氏(1931)37)そ の他多数の報告があるが,林 木の葉の蛋白質



に関 す る研 究 は皆 無 で あ る。 林 木 の葉,こ とに 針葉 樹 の葉 組 織 は,周 知 の とお り油 脂 分 が

多 量 に含 まれ,そ の他 多数 の蛋 白質 以外 の高 分 子 物 質 が 内在 す る。 一 般 に 葉 蛋 白質 に は 細

胞 質 蛋 白質(cytoplasmicprotein)と 葉 緑 体 蛋 白質(chloroplasmicprotein)と 核 蛋 白

質(Nucleoprotein)と が あ り,こ の うち 葉 緑 体 蛋 白質 は,リ ピ ドと結 合 してい て,色 素

(ク ロ ロ フ ィル)と も強 く結 合 して い る。 したが っ て,こ の蛋 白 質 は リ ピ ドと色 素 との 結 合

を切 っ て と り出 す こ とはむ ず か しい もの とさ れ て い る。 しか しな が ら,窒 素 の定 量 は で き

る(ア ル カ リ性 エ タ ノー ル で煮 沸 して可 溶 に した もの)。 したが っ て,著 者 は この 細 胞 質

蛋 白質 の抽 出 に 目的 を お き諸 種 の実 験 を試 み て み た が,葉 組 織 か らの蛋 白質 の抽 出 は 不 可

能 で あ る。

まず 第 一 に 考 え られ る の は,葉 組 織 中 に 多量 に存 在 す る ポ リフ ェ ノー ル 類 酸 化 酵 素 が 試

料 の調 整 の 当初 に お い て酸 化 作 用 を お こ し,組 織 が褐 色 化 あ る い は 黒 変 化 す る現 象 が み と

め られ る。 これ は,リ ン ゴの果 実 とか ジ ャガ イモ な どに もみ とめ られ る もの で あ っ て,こ

れ が 可 溶 性 蛋 白質 の抽 出 を 困難 な もの に して い る とい え る よ うで あ る 。蛋 白質 の変 性 の 原

因 と も な り,ま た酵 素 活 性 の低 下 を き たす 原 因 とも な る143)。

この酸 化酵 素 の 作 用 を阻 害 す る た め に,試 料 の調 製 の過 程 で,Cyanide,thiourea,dit・

hiocarbamateと い っ た ポ リフ ェノ ー ル酸 化酵 素 阻害 剤 を 加 え た り,ア ス コル ビ ン酸 を加

え た りす るが,こ れ は蛋 白質 の 変 性 を招 来 す る こ とが あ る とい わ れ る143)。

近 年,タ バ コ葉 中 の蛋 白質 を窒 素 気 流 中 で嫌 気 的 に処 理 して 分 離 す る報 告 が 出 され てい

る?1)。 ま た,葉 中 の セ ン イソ,珪 酸 質 そ の他 の高 分 子 物 質 は蛋 白 質 の抽 出 自体 を い ち じ る

し く困難 に す る とい わ れ る。

これ らの こ とか ら,葉 組 織中 の蛋 白質 の抽 出 は,そ の抽 出操 作 を す べ て嫌 気 的 に お こな

うな らば,あ るい は の ぞみ が あ る の か も しれ な い。 しか し実 際 問題 と して,最 後 まで嫌 気

的 に お こな うこ とは で きな い こ とで あ っ て,蛋 白質 の抽 出 は 断念 せ ざ るを え な か っ た 。

マ ツ,ス ギの葉 組 織 で な く,他 の広 葉 樹 類 の葉 組 織 の蛋 白 質 な ら抽 出 は 割 合 に 容 易 で あ

ろ うと考 え られ る。

c.根 を 用 い る場 合

葉 組織 に 対 し て お こな っ た諸 種 の予 備 実 験 を,根 端 細 胞(ス ギ の)の 細胞 質 蛋 白質 を抽

出 す る 目的 で,同 じ よ うに 実 験 を お こな っ て み た。 しか し葉 と同様,蛋 白 質 の抽 出 は 不 可

能 で あ った 。 む し ろ,蛋 白質 の検 出が で き なか っ た とい う こ とで あ る 。

一 般 に,根 に は蛋 白質 は わ ず か しか 含 まれ て い な い もの と考 え られ る
。

な お,GELLら(1960)22)は,バ レイ シ ョの根 茎 ジ ュー ス を抗 原 と して,メ キ シ コお よ

び南 ア メ リカ産 バ レイ シ ョの 多 数 の種 の分 類 に寒 天 ゲ ル を用 い,あ る蛋 白成 分 は,同 じ属

内 の す べ て の種 に共 通 で あ り,あ る蛋 白成 分 は 一 つ の 種,あ るい は ご く近 縁 な種 の み に共

通 で あ る こ とを報 告 して い る 。 これ は,根 茎 ジ ュー スの 蛋 白組 成 の比 較 で あ る 。

d.形 成 層 を 用 い る場 合

これ に つ い て は実 験 を お こな って い な い 。

な お,木 材 の蛋 白質 を 直 接 定 量 した報 告 はみ られ な い し,ま して酵 素 量 な ど を測 定 した

もの は み あ た らな い よ うで あ る。 一 般 に は,材 中 の窒 素 を定 量 し,こ れ に一 定 の係 数 を掛



け て総 蛋 白量 と して推 定 され て い るに す ぎな い 。 これ に よ って,マ ツ につ い て測 定 され た

報 告76)に よ る と,そ の横 断 面 に おけ る蛋 白質 の分 布 は,呼 吸 作 用 の旺 盛 な形 成 層 附 近 で

蛋 白質 の含 量 が高 く,心 材 に 向 か って 減少 し,心 材 中 央 で また若 干 の増 加 をみ てい る。 同

様 な傾 向 をNICK肌 も認 め て い る よ うで あ る144)。

した が っ て,形 成 層 に お い て は あ る い は可 能 性 が あ るの か も しれ な い 。

な お,近 藤76)に よ る と,有 機 物 質 抽 出時 の そ の不 溶 性 化 の原 因 に つ い て推 論 し,こ れ

は可 溶 性蛋 白質 が処 理 時 に不 溶 化 す る と共 に,も と も と細 胞 壁 に固 着 した酵 素 蛋 白 の た め

と考 え られ る と して い る。見 い だ され る ア ミノ酸 は,そ の ほ とん どが す べ て蛋 白質 の構 成

ア ミノ酸 で あ る とい わ れ る。

e.種 子 蛋 白質 を 材 料 とす る場 合

MEz,C.(1913)91),GoHLKE,纐 纈(1917)73),小 島(1921)72),MoRITz,今 井(1932)52);

玄(1949)23)138)な ど,沈 降法 そ の 他 に よ った 研 究 が あ る。 玄 信 圭(1949)は,日 本 に お

け る ク リの 栽 培 大 果 種 品 種(CαstαneacrenatαS.etZ.formαgigαntea)た る バ ンセ

キ お よび シ モ カ ツ ギ の2種,野 生 シバ グ リ(Cαstαneαcrenatαvar.KusαleuriNaleai)

お よび シ ナ グ リ(().BungeαnαBl.)の4種 を免 疫 原 用 と して,そ の果 実 の生 理 的 食 塩 水

抽 出 液 を も って 家 兎 の耳 静 脈 注 射 に よ り抗 体 を 産 生 させ,そ の え られ た 抗 血 清 につ い て,

上記4種 の ほか,オ サ ヤ,ギ ン ヨセ,ケ ナ ガ,カ ノ ツ メ,ガ ンネ,ス ズ ナ リ,チ ョウ コ ウ

ジ等 の大 果 種 ク リ品 種 お よ び カ ンジ ュ ウグ リ(().BecngeαnαBl.)並 びに チ ョウ セ ング リ

(C.crenαtavαr.dulcisNakαi)の 合 計13種 の果 実 の生 理 的食 塩 水 抽 出液 を抗 原 と し

て反 応 させ,沈 降 法 お よ び抗 血 清 の試 験 管 内飽 和 吸 収 法 に よ る沈 降 試 験 に よ り,そ れ ら相

互 間 の類 縁 関係 を研 究 した。 そ の結 果,沈 降 試 験 で は 判 然 た る区 別 が なか っ たが,試 験 用

抽 出液 の稀 釈 度 を細 分 して試 験 す る こ とに よ りや や類 縁 反応 に 差 異 を 生 じ,さ らに 抗 血 清

に飽 和 吸収 処 理 を施 す こ とに よっ て,そ の 特 異 性 を 増 し,よ って 品 種 間 の識 別 を あ る程 度

あ き らか にす る こ とが で きた 。

元 来,種 子 に あ って は,他 の 組 織 た と えば 葉 な ど と比 べ て,そ の蛋 白質 の含 量 は 非 常 に

多 く,か つ可 溶 性 蛋 白 質 の 抽 出 も比 較 的 容 易 で あ るわ け で,こ とに ク リ とか マ ツ に お い て

は,そ の サ イ ズ も大 で あ る こ とか ら便 利 で あ る。

こ こで,マ ツ類 種 子 の 蛋 白質 に 関 す る研 究 は,従 来 ほ とん ど み あ た らな い。 勝 田(1959)

に よっ て,マ ツ類 種 子 の 成 熟 な らび に 発 芽 過 程 に関 す る生 理 学 的研 究 と題 す る種 子蛋 白質

の変 遷 に つ い て の報 告63)が あ る。

材料 はP.ThunbergiiとP.densiflorα の 種 子 で,種 子 の成 熟 過 程 に お け る 蛋 白質

の 変 遷 と発 芽 過 程 に おけ る蛋 白質 の変 遷 とに分 け て,そ の両 者 に つ い て の べ て あ る。

イ.マ ツ類 の種 子 蛋 白質 につ い て

ク ロ マ ツ,ア カ マ ツの 成 熟 した種 子 の蛋 白質 構 成 は,両 者 と も きわ め て似 て い る。 そ の

共 通 の 特 色 は,ま ず グル テ リ ンの含 量 が大 で あ る こ と,プ ロラ ミ ンは ほ とん ど な い こ と。

グル テ リ ンの含 量 は アル ブ ミンの そ れ よ りも大 き く,グ ル テ リンの 総 蛋 白質 乾 重 あ た りの

重 量 パ ー セ ン ト23.7%(ア カ マ ツ),18.3%(ク ロ マ ツ)に 対 して,ア ル ブ ミ ンは8.1%

(ア カ マ ツ),5.1%(ク ロ マ ツ)と な って い る。 グ ロ ブ リ ンは5.7%(ア カ マ ツ),3.4%

(ク ロマ ツ)で あ り,ア カ マ ツ,ク ロマ ツ共 に そ の 胚 乳 の蛋 白質 構 成 をみ る と,グ ル テ リ



ン,グ ロブリンの大部分が胚乳に存在 している(発 芽の初期において)。

一方,ア ルブミンは胚の全蛋白質の80%以 一ヒを占めている。 ただし,種 子全体に含 ま

れるアルブミンの28%強 で,胚 乳にももちろん相当量含まれている。

ロ.発 芽過程における蛋白質の変遷について

(胚の蛋白質)

総蛋白質

発芽と共にいちじるしく増大す る。乾物量に対する比率は,発 芽過程を通じて,ほ ぼ一

定 の値(25～30%)を とる。

アルブミン

発芽過程の種子の胚では,ア ルブ ミンがその主要蛋白質である。発芽過程を通 じて増大

する。

グルテリン

成熟種子の胚で,微 量だったものが,幼 植物となると急に形成 される。 これは,蛋 白質

の再合成が,ま ずグルテリンの形をとるのであろ う。

(胚乳の蛋白質)

総蛋白質

発芽後,急 に減少分解 される。

アルブミン

発芽後,減 少をみる。

グロブリン

ほぼ一定であるが,終 期に大部分が分解をみるに至 る。

グルテリン

総蛋 白質の68%弱 を占めるが,発 芽後急に減少をきたすようにな り,そ の96%強 が分解

されるようになる。

(種子全体の総蛋白質)

初期に一定,発 芽後減少(胚 乳の分解 と,胚 における再合成のともなわない ことによる),

のち再び一定(分 解,合 成の平行)と なるといわれる。

これによって,マ ツ類種子は,グ ルテリン,ア ルブ ミン,グ ロブリンを完全に共有 し,

そのおのおのの含有量は,ア カマツ,ク ロマツにおいて大差がみとめられない ことがわか

る。 ことに抗体産生の立場からすれば,ア ルブ ミン,グ ロブ リンを含んでいることで満足

されることになる。

裸子植物では,胚 乳ではな く胚だけがその雑種の特性を有す るので,交 雑でとれた種子

全体では,雑 種の特性を表わすことが比較的弱まる。すなわち,雑 種々子は,母 親の形質

をより多 く有 していることに注意を要するが,マ ツ類のように,種 子の比較的小さいもの

においては,胚 と胚乳の分離がむずかしい。 したがって本実験では,胚 と胚乳との区別は

していない。雑種性の検討をしたいときには,発 芽処理種子を材料とするのが合理的かつ

必要条件であると考えられる。MoRITz(1957)も このことをみとめ107)て いるし,ま た

佐藤136)もみとめている。

あるいは雑種性の問題を追究するには,そ のF1を 育苗育成することによって,F2種



子を用いて遺伝学的に検討するのも一法である。すなわち,こ の際には発芽処理 といった

手間は必要でない。

以上,い ろいろな歴史的研究並びに著者の予備実験を通して,血 清学的研究の応用の可

能性についてその材料の点からのべてきたが,マ ツ等にあってはその種子が材料 としてす

ぐれているようである。

第2部 種子の貯蔵,発 芽過程ならびに放射線照射における

蛋白質の質的量的変化 に関する研究

1.育 林 学 的意 義

休眠中の種子でも,わ ずかながら絶えず呼吸がお こなわれてお り,そ のために常に種子

内では化学変化と物質の消耗が おこなわれている。 消耗 と変質とがある限界に達すると,

ついには全 く発芽力を失 うようになる。その限界が種子の寿命である。種子の貯蔵条件は

発芽力に影響を与えるもので,一般に高温多湿は種子の呼吸消耗を早める。周知のように,

林業においては,普 通採種後翌春までのタネの貯蔵が必要であるし,ま た多 くの樹種は毎

年同じように品質の良いタネが生産されるとい うわけのものでもないこと,豊 作年に採種

したタネを貯蔵 してその後数年間における需要にそなえる要があることなどによ り貯蔵の

必要性がある。貯蔵すると発芽率の低下を招来するが,そ れが蛋白質的にはどうなのか。

また,種 子に水分が与えられると,種 子の胚内部や胚乳組織内または子葉内の栄養物質

が動 き出すようになる。 この吸水によって起 こる種子内の化学反応は,酵 素の関与すると

ころの諸物質の分解 と再合成 とであるとされ,膨 潤による吸水の結果,各 種の酵素が活性

化 し,増 加をきたし,殿 粉,蛋 白質,脂 肪,セ ンイ素などの分解が起 こることとなる。た

とえば,蛋 白質はプロテアーゼ類によって分解され,発 芽に用いられるに至る。 マツは,

置床後1～2日 間にいちじるしい重量の増加をきたす。 これと同時に,諸 種の蛋白質の変

遷がおこるが,それがどの成分においてもっともすみやかに起 こるのか。かつ量的な変化,

質的な変化など,生 理学的に興味のある問題である。

次に,種 子にCo60か ら出る強いガンマー線を照射すると,そ の種子は発芽率の低下を

きたすことが従来多 くの研究者によってみとめられてきた。このCo60の 照射によってい

かなる変化が種子蛋白質におこるものか。これに関する研究はまだみあたらないようだ。

こういったさまざまなマツ種子に関する問題を,そ の蛋白質のレベルで究明してみた。

2.貯 蔵に関する研究

(1)貯 蔵種子の特性

小山(1920)は,ス ギ,ア カマツなどのタネを冷蔵庫(2℃ 内外)並 びに室内貯蔵 して,

かつ密封し たものと綿栓 したものとに分けて,種 子発芽力保存年限を 比較 し,低 温貯蔵

(2℃内外)が 有効であ り,密 封貯蔵が有利であることを報告 している78)。

近藤(1936)は,種 子を布袋に入れて室内につるしておき,毎 年定期的に発芽試験をお

こない,し だいに発芽率は低下をしなが らも,5年 後にもなお若干の発芽率を示すことを

みとめ,ま たガラスビンに入れて密封し た場合には,さ らに寿命の伸ば しうることをあき

らかにしている75)。

小山は,種 子の乾燥度も種子の寿命に影響 し,4～7%の 水分を除去する程度が最適で


