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摘 要

本研究は,マ ツ属の種子蛋白質の種属特異性による系統類縁関係その他に関 して,血 清

学的手法で検討 したもので,5部 にわけて論じた。

第1部 蛋白質の血清学的種属特異性とその応用

血清学的手法を植物分類学に応用 したのは決 して新 しいものではなく,古 くKOWARSKI

(1901)を もってその最初 とされ,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。

しかしながら,当 時のテクニック は,抗血清に抗原を重層するとい ういわゆる沈降法で,

まだまだ多 くの欠点を有 していたためにやがてはこの研究も衰退の一途をたどるに至った。

このような事情のなかで,それから約40年 後の近年になって,1946年 にフランスのOuDIN

がはじめて彼の寒天ゲル内拡散法を発表 し,翌1947年 にはOucHTERLoNYの 二重拡散法

が紹介されるに及んで,こ こに数段の方法論上の進歩をとげ,新 活路を開 くに至った。

さらに,松 井は1959年 に,こ のOucHTERLoNY法 の改良を試み,彼 のいわゆる松井の

変法を発表 し,こ れによって抗原蛋白質の相対的定量をも可能ならしめるに至 った。各種

抗原相互間の類縁関係の判別は,よ りいっそう容易なものとなった。そののち,こ の松井

の変法は,植 物の系統類縁関係に関する研究に適 していることが多 くの研究者によってた

しかめられている。

なお,OuCHTERLONY法 など,あ いついで発表された 寒天ゲル平板法でおこな う反応

(doublediffusion)と,電 気泳動 とを組み合わせたいわゆる免疫電気泳動法の活用によっ

て,蛋 白質の量的質的差異の検定は,よ りいっそう明瞭にできるようになった。

こうい う寒天ゲル内抗原抗体反応法の発展のなかで,主 要林木の系統類縁関係に関する

研究は,従 来の沈降法によったMEz,GoHLKE(1913)の 研究をもってその最初 とされる

が,寒 天ゲル内抗原抗体反応による研究は,ま だみあたらない。そこで,著 者は,こ の改

良 されたテクニックを,マ ツ属の系統類縁関係の判別の目的に採用した。

著者はさきの報告において,こ の改良 されたテクニックが,日 本産有名松類の系統類縁

関係に関する研究に適 してお り,か つ種子蛋白質がその研究材料としてふさわしい ことを

認めるに至 った。

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貯 蔵に関する研究

種子の貯蔵によって,種 子内では常に化学変化と物質の消耗がお こる。 この消耗 と変化

とがある限界に達するとまった く発芽力は失われる。その際どの蛋 白質成分から消耗がは

じまるものかを検 し,血 清学的手法に採用される材料 としての資格の有無についてしらべ

た。

材料は茂道松の種子で,1963年 度結実種子を1965年5月 まで貯蔵 したもの,1964年 度

結実種子を1965年2月 まで貯蔵 した もの,1965年 度結実種子を直ちに供試 したものの3

種類である。

各種子を ミンチで細断,乳 鉢で破砕,石 油エーテル で12時 間脱脂後,エ ーテルを除去,



粉 末 状 と し,こ の一 定 量 の粉 末 に リン酸 緩 衝 液(pH7.51/30M)を 加 え て 一 夜 抽 出濾

過,そ の濾 液 を硫 安 に よ り逆 透 析,し か る の ち上 記 抽 出 に 用 い た もの と同 じ緩 衝 液 を外 液

に して48時 間Viskingtubeに よ り透 析 を お こな い,凍 結 乾 燥 した 。 この場 合 常 に全 操 作

は冷 所 で お こな った 。この 乾 燥 粉 末 に一 定 量 の蒸 留 水 を加 え て これ を抗 原 液 と して 用 い た 。

各抗 原 液 の 総 窒 素 量 は,Micro・Kjeldahl法 に よ って 測 定 され,各 抗 原 液 の総 蛋 白質 量 が

決 定 され,供 試 され る際 に 二 つ の抗 原 液 は お た が い に そ の蛋 白 質 量 を 等 し くされ た 。

抗 体 産 生 用動 物 は 家 兎 で,体 重2kgを 越 え る家 兎5匹 を用 意 した。 免 疫 原 は,上 記 材

料 の うち,1964年 度 結 実 種 子 の蛋 白 質 と した 。 抗 体 の 産 生 は,FREUNDの ア ジ ュバ ン ト法

に よ って お こな った 。 す な わ ち 油 中 水 エ マ ル ジ ョンの大 腿 部 筋 肉 内 注 射 に よ って お こな っ

た 。1回 の注 射 で,そ の蛋 白質 量 に して50mgと し,第1回 の注 射 後,14日 後 に も注 射

し,第2回 の注 射 後28日 後 に さ らに1回 の注 射 を お こな い,そ れ か ら10日 後 に 全 採 血 を お

こな った 。1回 の注 射 液 の 量 は2ccに お さ えた 。全 採 血 を し てか ら,そ の血 液 は凝 固 さ

れ,遠 心 分 離 され,純 化 され た 。 血 清 は非 動 化 され,1%窒 化 ソー ダ液 を0.1%濃 度 に な

る よ うに加 え られ,冷 所 に貯 え られ た 。 これ が 供 試 抗 血 清 で あ る。

用 い られ た血 清 学 的手 法 は,松 井 の変 法 に よ る寒 天 ゲ ル 内抗 原 抗体 反応 法 で あ る。 抗 原

は すべ て クボ ミに蛋 白質 量3mgの 液0.2m1を あ て,下 の抗 体 用 の クボ ミに は抗 血 清0・2

m1を 入 れ て反 応 を お こなわ せ た 。37℃ 下 に お かれ た 。寒 天 プ レー トに セ ッ トして か ら19

日後 に調 査 し検 討 した 。

寒 天 ゲル 内抗 原 抗 体 反 応 の パ ター ンは,第4図 に 示 す とお りで,貯 蔵 期 間 の長 い 方 の材

料 に お い て は,ま ずminorlineに お い て量 的 に減 少 を きた し,次 い でmajorlineに 相

当 す る成 分 の量 的減 少 を伴 な うこ とが 認 め られ た 。

2.発 芽 過 程 に 関 す る研 究

供 試 材 料 は茂 道 松 種 子 で,播 種 後2日 目,4日 目,8日 目に1部 ず つ 回 収 し,そ れ ぞ れ

抗 原 液 の 作 成 を お こな った 。2日 目 と4日 目 の 回収 分 は,前 実 験 と同様 の操 作 で抗 原 液 の

作 成 を お こな った が,8日 目の もの は す で に子 葉 の 展 開 が み られ た ので 次 の よ うに して抗

原 液 の作 成 を試 み た 。 回収 後 直 ち に洗 諜,凍 結 させ,破 砕 させ,リ ン酸 緩 衝 液(pH7.5

1/30M)を 加 え な が ら磨 砕,抽 出,濾 過,そ の濾 液 を超 遠 心 分離(25000g)し,そ の残 基

を 捨 て 去 り,そ の 上 澄 液 を 凍 結 乾 燥 して抗 原 と した 。

抗 血 清 は,前 実 験 に お い て 用 い た も のを 使 用 した 。

この抗 原 液 と抗 血 清 に よ る寒 天 ゲ ル 内抗 原 抗 体 反 応 の パ ター ンは,第5図 に示 す とお り

で,2日 目 と4日 目 にお い て は,無 処 理 と比 較 して,majorlineは お た が い に 共 有 す る

が,minorlineは 量 的 に 少 な くな る もの が あ り,一 方 増 加 の認 め られ る もの も あ った 。

8日 目 に な る と,majorline,minorlineと もに 量 的 には 少 な くな り,質 的 には 異 な る

も の とな る こ とが み とめ られ た 。 一 方,minorlineに お い て そ の本 数 が増 加 を きた した 。

これ に よ り,種 子 に水 分 が 与 え られ る と,膨 潤 に よ る吸 水 の結 果,胚 乳 の蛋 白質 は酵 素 に

よ り分解 を うけ るが,そ の順 序 は いわ ゆ るminelineに 相 当す る蛋 白質 成 分 が まず 分 解

消 化 され,次 いでmajorlineを 形 づ くる蛋 白質 成 分 が 分 解 され る こ とが わ か った 。 た だ

し,胚 に お い て は,寒 天 ゲ ル 内 反応 でminorlineに 相 当 す る もの が急 に 増 加 を きた す こ

とが わ か った 。



3.放 射 線 照 射 に関 す る研 究

休 眠 マ ツ種 子 に つ い て,そ の 放 射 線 照 射 が,発 芽 率 を 低 下 させ る事 実 を,蛋 白質 の レベ

ル で 検 した 。

材 料 は茂 道 松 の 種 子 で,放 射 線 の 照 射 は,30KR,18KR,12KR,6KR,2KRの5段 階

と した 。 照 射 時 の 含 水 率 は11.2～12.8%で あ った 。

これ らの 各 抗 原 液 は,前 述 の 実 験 と同 様 な 操 作 法 に よ って 作 成 され た 。 抗 血 清 は,す で

に 得 られ た 茂 道 松 の 抗 血 清 を 用 い た 。

これ らの 抗 原 液 と抗 血 清 に よ る寒 天 ゲル 中 で の抗 原 抗 体 反 応 の各 種 パ ター ンは,第7図

に 示 した とお りで あ る。 す な わ ち2KR,6KRに お い ては 無 照 射 の もの と比 べ る とき蛋 白

質 成 分 に量 的 質 的 差 異 は み とめ られ な か った 。12KR,18KRに お い て はminorlineの

量 的 増 加 を きた す もの が 認め られ,30KRに な る と,minorlineに お い ては 無 照 射 の も

の と類 似 した パ ター ンに も ど り,majorlineに お い て1部 量 的 差 異 を きた す こ とが 認 め

られ た 。 この こ とか ら,18KRま で は このminorlineに お け る特 異 的 成 分 の量 的 増 加 と

発 芽 率 とは 逆 相 関 の あ る こ とが 認 め られ た 。

第3部 マツ 属 の 種 間 差 異 に 関 す る研 究

1.種 間 雑 種 に 関 す る研 究

韓 国 の玄 信 圭 は,PinUSrigida×P.tαedaで,リ ギ ダ マ ツ の耐 寒 性 と テ ー ダ マ ツ の生

長 旺盛 とを と り入 れ たF1を 作 り出 し,こ れ をP.rigitaedaと 名 づ け た が,こ れ を材 料

と して と りあ げ,雑 種 種 子 の蛋 白 質 の 特 異 性 に よ って,雑 種 強 勢 の 特 異 性 に つ い て 検 した 。

材 料 と した もの は,

P.rigitαeda:産 地Osan,Kyunggido,Korea

採 種1965年9月24日

母 樹10年 生

P.tαeda:産 地SouthCarolina,U.S.A.

採 種1964年9月

P.rigida:産 地Osan,Kyunggido,Korea

採 種1965年9月25日

母 樹10年 生

の種 子 で あ る。

抗 原 液 の作 成 お よび 抗 血 清 の 産 生 は,す べ て前 実 験 の操 作 に した が って お こな った。 な

お抗 血 清 はP.rigidα の抗 血 清 が用 意 され た 。

これ ら抗 原 液 と抗 血 清 に よ る寒 天 ゲ ル 内 抗原 抗 体反 応 の パ ター ンは,第11図 に示 した 。

これ に よ る と,PinusrigitaedαilztSV・ て は,そ のmajorlineはP.tαedaと す こぶ る類

似 した もの で あ り,P.f'igidaと は量 的 な増 加 を きた した よ うな様 相 を示 し,P.rigitaeda

に は,そ の両 親 に は な い特 異 的 な成 分 の存 在 が み とめ られ た 。

この こ とか ら,P.rigitaedaは そ の父 親 で あ るP.tαedaと 蛋 白質 の レベ ル で 相 同性

の高 い もの で あ っ て,比 較 的父 親 の形 質 を 受 け つ い で い る こ とが わ か った 。

2.マ ツ属 の種 間 差 異 に 関 す る研 究

こ こで は,マ ツ類 の うち す べ て そ の 種 を 異 に す る もの の み を あ つ め,実 験 に 供 し,そ の



血 清 学 的類 縁 関 係 の うち,種 間 差 異 を み るた め に 実 験 を お こな った 。

材 料 は,5葉 松 か ら6種,2葉 松 か ら12種 を え らび,こ の うち 抗 血 清 の 作 成 を お こな っ

た の は,2葉 松 の な か でPinusPonderosa,P.Bαnksiana,P.sylvestris,P.densiflora,

P.Thunbergiiの5種,5葉 松 の な か でP.㎝onticola,P.Pumilaの2種 で あ った 。

これ ら各 種 の種 子蛋 白質 に よ る抗 原 液,抗 血 清 の作 成 は,す べ て前 述 の とお りと した 。

各 種 抗 原 と抗 血 清 とを 松 井 の 変 法 に した が って,寒 天 プ レー トに セ ッ トした と ころ,第

14～20図 に 示 した よ うな パ ター ンが 得 られ た 。 これ らの パ ター ンを 解 析 した 結 果 は,第1

表 に示 す とお りで あ った 。

マ ツ類 の外 部 形 態 並 び に 内部 形 態 の識 別 に よ る分 類 方 式 は種 々 あ るが,そ の なか で特 に

W.DA肌IMoRE,A.B.JAcKsoNに よ る分類 方式,ま たW.M.Harlowに よ る分 類 方

式 とよ く一 致 す る結 果 を えた 。 なか で もJAMEs,W.HARDIN等 に よ るSoftpineとHard

pineの 分 類 とよ く一 致 を み,血 清 学 的 種 属 特 異 性 に よ る類 縁 関 係 は,そ の材 質 と高 い 相 関

が あ る こ とが 認 め られ た 。

総 じ て2針 葉 類,3針 葉 類,5針 葉 類 とい った グ ル ー フ。分 け は,血 清 学 的 に も これ と類

似 の現 象 が み とめ られ た が,P.Banksianα の よ うな例 外 もあ った 。

接 木 親 和 性 との相 関 もあ る程 度 認 め られ た 。

第4部 邦 産2葉 松 の 種 間 差 異 に 関 す る研 究

1.ア カ マ ツ,ア イ マ ツ,ク ロマ ツ に つ い て

材 料 は,1963年 の 秋 に長 崎 県 の 島 原 半 島 一 帯 で,個 樹 ご とに採 種 し・ そ の種 子 蛋 白 質 の

種 属 特 異 性 と外 部 形 態 と の相 関 を検 した 。 これ ら採 種 され た 母 樹 の形 態 学 的判 定 は ・第9

表 の とお りで あ った 。 この うち4番 目 の ア カ マ ツ,5番 目 の ア イ マ ツ・19番 目 の ク ロマ ツ

を え ら んで 供 試 した 。

抗 原 液 の作 成 法 は,前 述 の とお りで,抗 血 清 の作 成 は,ク ロマ ツ と して の茂 道 松,ア カ

マ ツ と し ての 侍 浜 松 の2種 類 に つ い て,や は り同 じ操 作 に よ っ て作 成 した 。

各 種 抗 原 抗 体 反 応 の パ ター ンは,第24～27図 の よ うに な った 。第24図 の1～3図 は 茂 道

松 の抗 血 清 に対 す る反 応 図 で あ り,第26図 の1～3図 は ・侍 浜 松 の抗 血 清 に対 す る反 応 図

で あ る。 第24図 に お い て,茂 道 松 と ア イ マ ツの 反 応 の 比 較 で1本 のspurが み とめ られ ・

茂 道 松 とア カ マ ツ の比 較 に お い て,2本 のspurを 生 じ た 。第26図 に お い て は な ん ら差 異

は認 め られ な か っ た 。

この結 果,各 種 マ ツ類 の血 清学 的 種 属 特 異 性 に よ る判 別 は,ク ロマ ツ に対 す る血 清 学 的

類 縁 性 は,そ の形 態 との相 関 が高 く,ア カマ ツに 対 す る もの は,相 関 性 の 低 い こ とが わ か

った 。

2.種 と環 境 の 差 に つい て

供試 材 料 は,村 井 らに よ って 提 唱 され た ミヤ マ ア カ マ ツで あ っ て,む つ川 内営 林 署 管 内

矢 立 山 国 有林,35か 林 分(海 抜 高180m)よ り採 集 した も のを 用 いた 。 そ の母 樹 の外 部 形

態 的 判 定 は ア カ マ ツで あ った 。 佐 藤 らの判 定 法 に よ る と2に 相 当 し,比 較 に用 い た 侍 浜 松

は5,東 山松 は4,津 島 松 は3,滑 松 は0,茂 道 松 は23で あ っ た 。

抗 原 液 の作 成 は,前 述 の実 験 に お け る もの と同 じ方 法 で お こない,抗 血 清 は前 述 の実 験

に お い て 用 い られ た 茂 道 松 と侍 浜 松 の抗 血 清 を 用 い た 。



これらの抗原液と抗血清による寒天ゲル内抗原抗体反応のパターンは,第28図 に示す と

お りとなった。 すなわち1図 の茂道松とミヤマアカマツとの比較において,majorline

を共有 し,minorlineに 量的質的差異のあることが認められた。 これは後述の日本産有

名松類の類縁関係に関する実験での各種パターンと比較して,日 向松,東 山松等の示すパ

ターンと非常に似た形をとるものであることがわかった。したがって血清学的に純粋アカ

マツとは区別さるべきものである。

第5部 邦産2葉 松の品種間差異に関する研究

以上の実験によって,マ ツ類 の血清学的種属特異性による類縁関係と外部形態 とは,比

較的相関のあることがわかったので,こ こでは,日 本産有名松類(地 方品種)の 類縁関係

について検 した。

1.実 験その1

材料は,日 本産有名松類13種 類,そ れに韓国産2葉 松2種 類を用いた。

抗原液の作成は前述のとおりであり,抗 血清は,前 実験において得 られた茂道松と侍浜

松の抗血清を用いた。

これ ら各種抗原液 と抗血清によって,第30～31図 に示 したような抗原抗体反応のパター

ンが得 られた。その分析結果は第13表 のとお りである。

2.実 験その]1

材料は,日 本産有名松類のほかに,酒 田産のクロマツ,福 岡産のクロマツ,大 曲産のア

カマツ,朝 鮮5葉 松等を用意 した。このうち抗体産生をえたのは,酒 田産のクロマツ,大

曲産のアカマツ等であった。

抗原液の作成法・抗血清の作成法は,こ れ まで述ぺてきた実験のものと異な り,種 子粉

末の脱脂はエチルエーテルでおこない,抽 出は0.9%生 理的食塩水によっておこなった。

免疫法は・上記食塩水抽出液の家兎の耳静脈注射によりおこなった。 各抗原液は,0.9%

生理的食塩水を外液にして72時 間,Viskingtubeに よって透析 された。

この方法によった抗原液 と抗血清 との反応のパター ンは,第32～33図 に示 したとお りで

あった。 これらのパター ンの解析結果は第15表 のとお りであった。

以上の二つの実験結果によって,抗 体産生方式のちがいによっては,そ の結果になんら

ちがいがみとめられず,両 者ともお互いにほぼ一致 した結果がえられた。すなわち クロマ

ツに近いものとして茂道松,穆 佐松,日 向松など,ア カマツに近いものとして滑松 ,侍 浜

松,大 道松などをあげることができることがわかった。 また,品 種間差異などのように,

す こぶる近縁関係にあるもの相互の類縁関係を検するには,耳 静脈注射方式による方が有

利であるようである。


