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学位論文内容の要旨

  温 帯 以 北 や 標 高 の 高 い 地 域 に生 息す る植 物 は、 冬季 の気 温が 氷 点下 とな る寒 冷な 季 節を

過 ご す 。 こ の と き 、 多 く の 草 本植 物や 木本 植 物の 皮層 柔細 胞で は 、細 胞外 の水 が凍 結 する

こ と に 平 衡 し て 細 胞 が 脱 水 す るこ とで 、致 死 的な 傷害 をも たら す 細胞 内凍 結の 発生 を 防ぐ

（ 細胞 外凍 結） 。 一方 、木 化し た厚 い 細胞 壁を 有す る樹 木 の木 部柔 細胞の多くは、細胞外の

水 が 凍 結 し て も ほ と ん ど 脱 水 しな いた め、 厳 しい 凍結 温度 下で も 細胞 内の 水を 過冷 却 状態

に 保つ こと で細 胞 内凍 結を 回避 する （ 深過 冷却 ）。 木部 柔 細胞 の深 過冷却機構では、従来、

木 部 柔 細 胞 の 原 形 質 が 細 胞 壁 の構 造特 性に よ って 細胞 外氷 晶か ら 隔離 され てい るこ と が重

要 と さ れ て い た が 、 近 年 、 こ れ に 加 え て 細 胞 内 で 氷 核 形 成 阻 害 物 質 （ 過 冷 却 促進 物 質、

supercooling-facilitating substances: SCF物質）が過冷却の維持に関与する可能性を提唱してい

る 。広 葉樹 ・針 葉 樹を 含む 複数 の樹 木 の木 部か ら得 られ た メタ ノー ル粗抽出液に含まれる細

胞 内 成 分 が 、 水 溶 液 の 氷 核 形 成温 度（ 凍結 温 度） に与 える 影響 を ドロ ップ レッ 卜凍 結 法に

て 調 べ た と こ ろ 、 い ず れ の 樹 種か らも 水溶 液 の過 冷却 を促 進す る 効果 が検 出さ れた 。 中で

も 最も 高い 過冷 却 促進 効果 を示 した カ ツラ (Cercidiphyllum japonicum)木部の粗抽出液から

SCF物質 の 単離 とそ の構 造解 析 をお こな った 。 その 精製 過程 にて 、 シリ カゲ ルカ ラム ク ロマ

ト グ ラ フ イ ー で 分 画 さ れ た ほ ば全 ての 画分 で 過冷 却活 性が 検出 さ れ、 等濃 度あ たり 最 も高

い 過 冷 却 活 性 を 示 し た 画 分 か ら 4種 類 の フ ラ ボ ノ ー ル 配糖 体が 新 規過 冷却 促進 活性 物 質と

して同定された。

  そ こ で 本 研 究 で は 、 広 く 過 冷却 活性 を示 し たシ リカ ゲル 画分 の うち 、未 同定 の活 性 ピー

ク を 対 象 に 新 た に 過 冷 却 促 進 活性 物質 の単 離 ・同 定を 試み た。 活 性画 分を セフ ァデ ッ クス

LH-20カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ イ ー に て 分 離 を 繰 り 返 す こと で4種類 のSCF物 質を 単離 し た。

単 離 し た 4種 の 過 冷 却 促 進 物 質 の 構 造 を 特 定 す る た め に、 UVス ペ クト ル測 定や 質量 分 析、

NMRスペクトル 分析をおこなったところ、 それぞれ2，2t，5-tri- O-galloyl-a,p-D-hamamelose

  (trigalloyl Ham： C2-,H24018)、1，2，6-tri-O-galloyi-p- D-glucopyranose (trigalloyl Glc： C27H240i8)、

1， 2， 3， 6-tetra-〇 -galloyi-p- D-glucopyranose  (tetragalloyl Glc： C34H28022)、

1，2，3，4，6-penta-O-galloyl-f3－D-glucopyranose (pentagalloyIGlc： C41H32026)と、いずれも加水

分 解性 タン ニン で ある こと が明 らか と なっ た。 氷核 細菌 の 一種 であ るErwinia ananasを氷核

物 質 に 用 い 、 各 試 料 濃 度 が 1 mg/mLで の 過 冷 却 活 性 を ドロ ップ レ ッ卜 凍結 法に よっ て 調べ

た と こ ろ 、 水 溶 液 の INTso（ 試 料 の 半 数 が 凍 結 す る 温 度で 、凍 結 温度 の指 標） をそ れ ぞれ
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trigalloyl Hamは2.3°C、trigalloyl Glcは1.5°C、tetragalloyl Glcは2.9°C、pentagalloyl Glcは

2.1°C低下させることがわかり、既存のものと比べて同程度かやや高い活性を示した。これ

らはいずれも2 mM以下の低濃度で 得られたものであり、全てが新規のSCF物質であった。

したがって、カツラ木部組織には フラボノール配糖体と加水分解性タンニンの少なくとも

2つのタイプのSCF物質がそれぞれ複数種類ずつ存在することが判明した。

  次に、単離したこれらの加水分 解性タンニンについて、いくっかの既存の氷核物質を含

む水溶液における過冷却活性をド ロップレット凍結法で調べたところ、E ananasのみなら

ず、 ヨウ 化 銀(AgI)や氷核細菌のXanthomonas campestris、1，3，5-trihydroxybenzene

  (phloroglucinol)を含む水溶液でも過冷却活性を示すことが判明した。しかし、過冷却活性

の程 度は 、 SCF物質の種類や濃度、氷核 物質の種類によってもそれぞれ異なっており、E

ananasやAglに比べてXcampestrisやphloroglucinol存在下での過冷却活性はいずれの化合

物でも低い傾向であった。なかでもphloroglucinolを用いた場合、0.05ならびに0.1 mg/mL

のtetragalloyl Glcとpentagalloyl Glcには過冷却活性とは逆の弱い氷核活性が検出されたが、

これより高濃度では過冷却活性を 示した。この傾向fま、既存のSCF物質を添加しない純水

  (milliQ水）を用いて過冷却活性を測定した場合でより顕著に見出された。同様の性質を示

した研究例も報告されているが、本件も含め、この複雑な作用機構は現在も未解明である。

また、空気中に浮遊する微小な塵 芥や土壌成分などの未同定物質が氷核となりうるため、

これらが混入する可能性を極力排 除するために、直径10 Um以 下のごく微小な液滴をエマ

ルジョン法によって形成して過冷却能を調べたところ、純水の過冷却限度温度に近い-390C

前後までmilliQ水の微小液滴の過 冷却を維持できたものの、いずれの加水分解性タンニン

を添加しても-39°Cよりも過冷却限度温度を下げる効果がみられなかった。このことから、

4種類 の加水分解性タンニンは純水ではなく氷核物質が存在す る条件下で過冷却を維持・

促進することが示唆された。

  さらに、木部における4種類の加水分解性タンニン含有量の 季節変動を調べたところ、

trigalloyl Hamとtetragalloyl Glcが4種類の総量の90％近くを占め、特にtrigalloyl Hamの含

有量が春夏よりも秋冬の方が高か ったため、総量は夏季よりも冬季の方が高い傾向を示し

た。しかし、カツラ木部のフラボ ノール配糖体含量の季節変動や加水分解性タンニンの季

節変動では木部柔細胞の深過冷却 能の顕著な季節変動と十分な相関性が得られないため、

こ れ ら 以 外 の 要 因 が 深 過 冷 却 能 の 季 節 変 動 に 関 与 す る 可 能 性 も 考 え ら れ た 。

  本研究では、深過冷却能を有す るカツラ木部柔細胞の抽出液から新規の過冷却促進物質

として4種類の加水分解性タンニンを同定した。これにより、 樹木木部柔細胞では、複数

種類の異なる性質を持つ化合物が 深過冷却の維持に寄与していることが強く示唆された。

また、これらの活性について種々 の実験をおこなった結果、様々な氷核物質に対する過冷

却促進活性を示したものの、濃度 によっては氷核活性を示したことから、両者の複雑な相

互作用による過冷却活性機構の存 在が予想された。今後もこれらの過冷却促進物質の機能

評価等を継続して基礎的知見を蓄 積することにより、深過冷却する樹木の木部柔細胞に特

徴的な水の凍結制御機構の解明やその有効利用が期待される。
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学 位 論文 題 名

Identification and characterization of supercooling-facilitating hydrolyzable

    tannins isolated from xylem tissues of Cercidiphyllumノr捌と‖m

（カツラ木部から単離した新規過冷却促進活性物質の加水分解性夕ンニンに関する研究）

  本 論 文 は 、 5章 か ら な り 、 図 28、 表4、引 用 文 献 66編 か ら なる 総 頁 90頁 の 英 文 論文 で あ

る。この他に参考論文2編が添えられている。

  樹 木 の 木 部 柔 細 胞 は 厳 し い 凍 結温 度 下 で も脱 水 せ ず 、細 胞 内 の 水を 過 冷 却 状態 に 保 つ

こ と で 細 胞 内 凍 結 を 回 避 す る 。 こ の 深過 冷 却 機 構に 関 す る 研究 に お い て、 近 年 、 カツ ラ

(Cercidiphyllum japonicum)木 部 の粗 抽 出 液 から 新 規 の 氷核 形 成 阻 害物 質 （ 過 冷却 促 進

物 質、supercooling-facilitating substances: SCF物質 ）とし て4種類のフラボノイド配糖体

を 同 定 し て 細 胞 内 に て 過 冷 却 の 維 持 に関 与 す る こと を 示 唆 した 。 一 方 で、 そ の 精 製過 程

に お い て 未 同 定 の 活 性 画 分 が い く っ も 存 在 し た こ と か ら 、 複 数 のSCF物 質 の 存在 が 考 え

ら れ た 。 そ こ で 本 研 究 で は 、 広 く 過 冷却 活 性 が 分布 し た シ リカ グ ル カ ラム ク ロ マ トグ ラ

フ ィ ー の 画 分 の う ち 、 未 同 定 の 活 性 ピー ク を 対 象に 新 た に 過冷 却 促 進 活性 物 質 の 同定 を

試みた。

  上 記 の 未 同 定 の 活 性 画 分 を 用 い、 セ フ ァ デッ ク ス LH― 20カ ラム ク ロ マ トグ ラ フ ィ ーに

よ る 分 離 に よ っ て 新 た に 4種 類 の SCF物 質 を 単 離 し た 。 こ れ ら の 物 質 の 構 造 解 析 を 、 UV

スペク卜ル測定や質量分析、NMRスペクトル分析にておこなったところ、

2，2．，5ーtri-〇-galloyl-a,P―D－hamamelose (trigalloyl Ham)、1，2，6―tri―〇-galloyi-p-D－glucopyranose

  （trigalloyl Glc）、  1，2，3，6-tetra―O-galloyi-p－D―glucopyranose（tetragalloyl Glc）、

1，2，3，4，6-penta-〇-galloyi-p- D-glucopyranose (pentagalloyl Glc)といずれも加水分解性タン

ニ ン で あ り、 全 て が 新規 の SCF物 質で あ っ た 。氷 核 細 菌 の一 種 で あ るErwinia ananasを 氷

核物質に用い、lmg/mL濃度でのSCF活性をドロップレット凍結法によって調べたとこ

ろ、trigalloyl Ham、trigalloyl Glc、tetragalloyl Glc、pentagalloyl Glcは水溶液の凍結温度

(INTso： 試 料 の 半 数 が 凍 結 す る 温 度 ） を そ れ ぞ れ 2.3、 1.5、2.9、 2.1゚ C低 下 させ た 。

― 1045―



  次 に、単 離したこ れらの加 水分解 性タンニンについて、既存の氷核物質を含む水溶液

を 用 い てSCF活性 を ド ロッ プ レ ッ ト凍 結 法 で調 べ た とこ ろ 、 Eananasの みならず 、ヨ

ウ化銀（Agl）や氷核細菌の一種のXanthomonas campestris、1，3，5-trihydroxybenzene

  (phloroglucinol)を含 む水溶 液でもSCF活性 を示すこ とが判明 した。 しかし、 SCF活

性 の 程 度は、SCF物質 の種類や 濃度、 氷核物質 の種類 によって も異なり 、Xcampestris

や phloroglucinolに 比べ て Eananasや AgI存 在 下 での SCF活 性 は いず れ も 高 い傾 向 で

あった。さらに、phloroglucinolを用いた場合、ある濃度域のtetragalloyl Glcとpentagalloyl

Glcでは 過冷却 活性と は逆の弱 い氷核 活性が検 出され たことか ら、SCF物質と 氷核物質

と の複雑な 相互作 用が予想 された 。また、空気中に浮遊する微小な塵芥なども氷核とな

り うるため 、これ らの混入 を極力 排除するため、直径10 p,m以下の微小な油中水滴エマ

ル ションを 形成し て過冷却 能を調 べたところ、純水の過冷却限度温度に近い-39゚ C前後

ま でmilli-Q水のエマ ルショ ンは過冷 却を維持 できた が、いず れの加水分解性タンニン

（ 終濃度： l mg/mL） も過冷 却限度温 度を‐39゚ Cよりも下げる効果はみられなかった。

こ のことか ら、4種類の 加水分 解性タン ニンは氷 核物質 が存在す る条件下で溶液の過冷

却 を維持・ 促進す ることが 示唆さ れた。さ らに、 木部にお ける4種類の加水分解性タン

ニ ン含有量 の季節 変動を調 べたと ころ、カツラ木部の深過冷却能と加水分解性タンニン

含 量との問 で十分 な相関性 が得ら れなかったため、他の要因も深過冷却能の季節変動に

関与する可能性も考えられた。

    本 研究で は、樹木 の木部 抽出液か ら新規過 冷却促 進物質と して4種類の加水分解性

タ ンニンを 同定し 、これら が木部 柔細胞内にて深過冷却の維持に関わる可能性を示唆し

た 。今後も これら と氷核物 質由来 の氷核形成との相互作用の研究等を継続することで、

樹 木 の 耐寒性や 水の凍 結制御機 構の理 解やその 応用研 究に対し て有用な 知見を 提供で

きるものと考えられる。

  よ って、 審査員一 同は、王 東暉が 博士（農学）の学位を受けるのに十分な資格を有す

るものと認めた。
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