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粕 屋 演 習 林

A林 木 の 育 種 に 関 す る 研 究

パー オ キ シダ ー ゼ ・ア イ ソザ イ ム の 新 しい呈 色 反 応 法 に つ い て

宮 崎 安 貞

ここ 哩o数 年の問に、植 物酵 素の観究はたいへん 進展 したが、 と くに植物酵素の多型性

(po1ymorphism)に 関す る研 究は遺伝 。育種 。樹病 など多方面 にわたつ て応用的研究の有効

な武器 のひ とつ になつて きた。

林木には きわめて多数の種類 の酵 素が 含まれてい ると考え られるが、現在 の ところバーオ キ

シダーゼ酵 素は個体の遺伝子型 を示す のに充分 な多型性 を示す こと、安緬 にできることなどか

ら林木のア イソザイムの研究 に用い られ る ことが多い。 パーオ キシダーゼの呈 色反応では、従

来 は酢i酸ベ ンジジンを使 つて きたoし か しベ ン ジジンはぼ うこう癌 の発癌物質 である疑いが き

わめて濃い ことか ら、 これが使用はで きるだけ避け る ことが望まれている。実際、 ペンジジン

はすでにア メijカ な どでは製造禁止 となっ て㎏ るo

筆 者は、以下に述ぺ る ような新 しいパーオキ シダーゼの呈 色法 を使つて試薬 の最適濃度 を調

べた。 その結果 は良好 だつたので報告する登

実 験 方 法

ス ター チ 。ゲル6本 に用 いる呈色液は15Cmiと す れば、 まずG…-Dianisidine75ngと 、

,8-RaplRhcl45御 を秤量 し5C8m蓋 ビー カーに入 れ るoAceton15mlを 加 えて前記の 両

粉末 を とかす。 これ らはす ぐとける。つ ぎにa1MTris'・ ・aceticacidbuffer,pb4.0を

15麟 とつて ビーカーに加 え、蒸溜水 劉a5搬1で これ を薄 める05%のH2砺 液 璽.5mlを さ

らに加 えてス ターラーで よ く撹 はん してゲル上に注 ぐ。 トリス緩衝液 と5%H202は あ らかじめ

調製 して詮いた方が便利 であるo実 験法 を要約 して示せぱ?able1.の と訟 夢である。

       Table 1. New peroxidase staining method 

Stok  solution 

         1. 0.111I Tris-acetic acid buffer, 4.0 of p1-1. 

        2. 3%H202( 1% containing Acetic acid)



 Procedure(  1  50m1 solution) 

        1. o -Dianisidin 2m1M1..................7 3mq 

      2. /2-naphthol ...........................4 3in$ 

    3. Acetone .................................1 5m1 

       4. 0.11\1 Tris - HAc .....................1 5m1 

    5. H2O .......................................1 1 8.5 ml 

    6. 3~H2O2 .................................1.5ml 

Tris-buffer, pH4.0 • 

    1. Tris .......................................6. 0 5 9 

2. CH30O0H ..............................3 0 ml 

       3. H2O (added to) .....................5 0 0 ml 

11202 solution 

     1. 30d%H202 ..............................10m1 

    2. CH3C0OH (1 0 0% )1 ml 

   3. H2O .......................................89ml

なお、呈色反応は下記の ように進行する。

2鳥 取オキ ノヤマ天然 スギ の外部形質 におけ る変異

宮 崎 安 貞

オキノヤマ天然スギは古 くから地元人工林用のアカざしあるいはアオざし苗木の給源 として活

用されてきたが、それとともに林木育種の母本材料 として脚光を浴び、例えば関西林木育種場で

はそのために約400系 統が確保されている。九大粕屋演習林林木育種試験地では、昭和45年


