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コムギ区手しにおけるアミラーゼアイソザイム

小野 -・永吉明、人・望月 日月

Amy lase 1 sozymes in Wheat Endosperm 

立aiimeO~O 、 Teruto NAGA YOS H 1 and --Akira MuCH 1 ZLTK I 

籍 言

近年植物組織中のタン白質或は酵素タン岳震を分割す

るために，デンプンゲル又はアクリルアミドゲルを担掠

とした電気泳動法が盛んに用いられ，多くの研究者が組

識の違い又は品種の違いなどによってタン自質の泳動ノf

ターンが明瞭に異なることを観察した。その結果，この

方法カf植物の発生分化や系統類縁関係などの研究に極め

て有用であることが認められてきた。

コムギ属においても，すでに JυH:'¥SO¥&社主LL (19 

65) ， J OH~δo ¥i ( 196 7 a， b). B H A T 1 A (1968) ら

が経乳タン白質， Esterase， A lcohol dehydrogenase 

などの電気泳動ノfターンとゲノムとの関係について報告

し，更に SHEPHE!-{D (1968)， BARBEF{ et al (1968) 

らは異数性コムギを用いて旺乳タン良質と Esteraseの

ザイモクラムが染色味の欠失或辻添加によって変化する

ことを観察した。

筆者らもコムギ麗植物の染色掠の開祖関認やザイモグ

ラムの遺伝的支配に関する知見を得るために，従来コム

ギでは報告のみられなしミアミラーゼの電気持働による分

析を行なったのでその結果の概要を報告する。

材料及び方法

イ共試材料 この実験iこ用いた材料は次にあげる 21音種

4倍種，及ぴ6倍種コムギの未発芽種子(貯蔵種子)と

発芽精子である c

2倍種 Triticum monococαm  var. vulgare AA 

4倍種 T. timopheevi AAGG 

T. durum var Stewαrt AABB 

6倍種 T.αestIlノumvar.αinese SpriηgAABBDD 

これらの種子は1967年春吉殖によって得た。

種子発芽iこはしめった漏紙を敷いたベトリー血を用い

f欝章後3日弓まで24時間おきに発芽状態の捕った種子を

選んで凍結し，使用時まで-20
0

Cで貯議した。未発芽種

子は粉末として健用した。
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酵素抽出法酵素の抽出に辻各時期とも種子味立(粉

末の場合はー粒相当量)の経乳が用いられた。即ち荘乳

をトリスグ 1)シン緩衝液(p H • 8. 6) O. 2 m 1と共i二乳

鉢にとり，すl;fゃくすりつぶし，直ちに 5∞orpmで5
分鴎遠沈L，得られた上澄譲を粗酵素液として閉いた。

電気泳動法 アクリルアミドを担体とするディスク電

電泳動法 (OR1':STEI"， &DAVIS， 19(2)を用いたが

2-3の点で原、法と異なっている。1!pち下層ゲルにおけ

るアクリルアミドの護度は原法の 7.5%に対し5.63%と

し.これに最終準度が0.25おになるようにデンブン※を

加えた。また組酵素液には等差の 1モル庶糖譲を加え上

署ゲル土に静かに注入した。泳動は 40Cの定j孟器内で

行い，最初の25分間はカラム当り1.5mAを，その後の約

50分間(指示イオン， BPB，が最下段に達するまで)

は3mAを通電した。

呈色泳動を終えたゲルはカラムから取Hiしたのち，

3TCで1時間楳温L，K三-K 1 液に浸して染色した。

この方法でアミラーゼ不活性部{立は青色に染色きれるが，

活性部位は淡繋色又は無色のバンドとして示きれる。

※市販ノ〈レイショデンプン 1kgにアセトン 99似Jと護

塩酸l併dを加え， 50
0

Cて'90分間処理したものを用いた。

実験結果及び考案

発芽iこ伴なうアミラーゼアイソザイムの消長 アミラ

ーセーはその分解生産物の旋光性からαーアミラーぞと β

ーアミラーセ!こ大別きれる。 fネ科植物の発芽種子はア

ミラーぞの最も良い給源ときれているが，その大部分は

αーアミラーゼであるC 休眠中の種子或は貯蔵中の種子

にはα アミラーぞは検出きれない{西身本ら.1958)。

BER~FELD (1951)及ぴ K;-.JEDJ& S A!¥JDSTEDT (1941) 

の方法により 4種の供試材料のα一及びβーアミラーぞ

の消長を調査した結果をまとめると第1表の通りである。

オオムギの場合{西毒本ら， 1958) と同様に.コムギに

おいても未発芽種子には αーアミラーセ、、は検出できなか

った。発芽と共にアミラーセ守活性が急敢にたかまるが，
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Table 1 .α-and β-amylase activity m endosperm of dry and germinating 

wheat seeds (Activity/Grain) 

Tritic1i m Dry seed 

Germina ting seed 

1 day after 

soaking 

3 days after 

soaking 

α β 

1. T. monococcum 6. 5 

2. T. ti mopheevl 12.3 

3. T. durum 16.4 

4. T. aestivum 6.0 

α β α β 

8. Omg 115.78 9.8mg 

13.6 26. 28 19.5 

17.5 127. 13 23.2 

13.0 230. 78 18.0 

3. 65mg 

0.80 

れている。

それは主としてαーアミラーセ守によることが明瞭に示き

第l図I及び第2国左;まそれぞれ未発芽種子の抽出液

からf号られたザイモグラムである n これらの留に見られ

る様に，種子中のアミラーゼ活性の高かったT.ti仰 pheevi

とT. durumのザイモグラムには，それぞれ1本の弱い

活性部位がある。これに長し種子中のアミラーゼ活性の

{正ぃ T. monOCOccum とT. aestivumにおいて辻，

全く活性部位は認められない。前述したように，未発芽

種子にαーアミラーゼは検出きれないので，ここでみら

れた T. timopheeviとT.durumのバンドはいずれも

βーアミラーゼによるものと考えられる。またこれらの

10 

8 
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I 
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H 

バンドはお互いに易動度が異なるので，それぞれ弱種の

アイソザイムと考えることができる。

第1罰II.mはそれぞれ播種後1日巨と 2B自におけ

るザイモグラムで，第1図N及び第2毘右は掻種後3B 

呂におけるザイモグラムである。発芽によるアミラーゼ

の急増に伴なって，ザイモグラムにおいても未発芽種子

中には認められなかった新しいバンドが漸次増加する。

掻種後;)B自の陸乳から，全部で9本の互いに易動度の

異なるバンドを竣出した。これらの中には極く活性の弱

い不鮮民耳なバンドで持には検出できないものも含まれて

いるが， 1更宜上易動慶の小きいものから)1頭にA，B， C， 

¥ Iと呼ぶことにする。 A，B， G，耳 1の5つ

I 

F
 

E

D

C

B

A

 

1 2 3 4 
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Fig. 1. Diagramatic representation of the amylase zymograms from seeds of 2 X， 4 X and 6 X wheats 
by the acrylamid gel disc electrophoresis. Solid black areas represent dense amylase activity and 

dotted Iines show faint amylase activity. 1. dry seed. 1， 11， and 耳i.germinating seeds at 1. 
2. and 3 days after soaking， respectiuely. 1. 1'. monococcum、 2.T. timopheet.i， 3. 1'. durum， 

4. T. aesti1Jum. 
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Fig. 2 Zymograms for amylase in ¥vheat cndo 

sperm. 

1. T. monococcum. 2. T. timoρhl!l!7.守、
3. T. durulll‘ 4. T.μ円 til'Um. 

Left : dry seed. まight:疋erminating s~cd 

at 3 days afterきoaking.

のバンドは活性の高い太い鮮明な主ノ〈ンドである。 C，

D‘ E， F、の 4つは比較的活1'"初当争、不鮮明なベンド

でー時として識別できない場合もある c

熟およびethylendiami n tetraacetate ( E 0 τA) 

処理 ー般にαーアミラーセ、!土熱に安定であるがβーア

ミラーゼ辻熱に不安定で失活する。またα一アミラ一セ守:'-'

EDTAtに二よつてj活吉舌Pイ特，特内性:を失うカか通またはi言青'1芹竿カf刊f氏一干子下-するカ
' 

β一アミラ一セゼず:は土影響をう;け?ない (巾K¥乞訂日子玄:¥et al， 1943， 

MOMOT.¥¥1 0;. K¥Tu， 1966)。この 2つの性質を初用して

汗~~類のアミラーぞを分離することができる。

j永動を終え保j孟する前のゲYしを70
0

Cで1出子関加熱処理

を行うか又は O.OlMのNaOHを含むO.OlME DT A液

( p H 5.7)に30
0

Cで1時間浸漬したのち，所定の方法

で染色し，各ノぐンドの変化を観察しだっ

A，立ぴBの対)jノぐンドは熱に対Lて安定であったが. E 

DTA処理によって失活した。一方GとHは逆に熱処理

に討して不安定で消失したが， EDTAに対しては安定

であった。 従うて， A， Bの2つのノぐンドは恐らく αー

アミラーぞアイソザイムであり， C. Hの両ノ tンドはβ

ーアミラーぞアイソザイムと考えられる。もう 1つの王

バンド Iは前述したように T. timopheeむiの未発芽種

子から検出できることから司 s-アミラーぞと推定きれ
るふ C，D， E， F，の生ノ〈ンドはもともと j舌'性カf羽く

L 、ずれの処理;こようても活性を失って確認がむづ、かしく

第 8巻第 2号

なるので，いずれともおj到しがた l'0 しかしこれらのう

ちでは上ヒ車交自守活'件ーの5皇ぃC，Dのrr!liノ〈ンドはα アミラ

ーぞの急に増加する 2B日以降に現われること，バンド

の位置或いは染色性などからαーアミラーぞの可能性が

高いと考えられる。

ザイモグラムの種間変異以上述べた 9つのアイソサ、

イムについて，各{共試材料における構或を示せば次の通

りであるの

1. T. monococcum ABC FC  

2. T. t imoρheevi AB  HI 

3. T. durum A B C D E G H 

4. T. a e s t i vu m A B C D G H 

t!oち. A. B日ijノ〈ンドは生掲のコムギに共通;二認められ，

またCとGの両ノ〈ンドは T. timopheeviを除く 3樟

のコムギに共通に認められたc このことから，少くとも

Aゲノムがこれら 4つのアイソサ、イムの形成に関与するで

あろうことが推察きれる。 T. timopheeviにC，C雨

バンドが検出きtLないのは，T. timopheeviのもつA

ゲノムが他の 3種ーのもつAゲノムと多少異っているため

か或は T. t imopheevi のもつもう 1つのゲノム (C

ゲノム}がこの 2つのアイソザイムの形成;二伺等かの影

響を与えるためと考えることができるC またノ〈ンド日は

T. monococcum にだけ認められなかった。従って

このアイソザイムはAゲノム以梓のゲノムによって彰成

きれると推察きれる。バンド Iは T. timopheeviにf固

有めバンドでf患の 3種には存荘しない。s:n 1'¥( 1968)は

EsteraseとAlcoholdehydrogenaseでもT.timoPheevi 

i土偶有のザイモグラムを持っと報告しているが，今回のア

ミラーぞの場合も加えて，T. timopheeviが地の 4f吾

種とは明らかに異なることを示すものである。

更に， Dは主 durumと主 aestivum に共存するノ〈ン

ドであり.EとFはそれぞれ，工 durumとT.monococcum 

に偶有のバンドである c これらのアイソザイムは活性が

弱し時に発見できない場合があるが，先に述べた主バ

ンドと共に，いずれも供試コムギ4袴のザ‘イモグラムを

特設づけている。

コムギ4群からそれぞれ l種のみを選んで行った今屈

の予備的な分析からも，この方法がコムギ屠の類縁関係

を知る上に掻めて有効で、あることがわかった。ヲi続きコ

ムギ近縁植物を含めた多類の種について分析を行ないつ

つあるので改めて報告したい。

摘 要

1 )アクリルアミドを担体としたディスク電気泳動を

黒いて，コムギの腔乳に含まれるアミラーぞの分析
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を千二?なったc

2 )供試材料は Triticummonococcum var vulgar， 

T. timoρheev i， T. durum var St ewa rt，およ

びT. aest ivum var Chinese Springの4filであ

る。

3 )貯蔵種子のアミラーゼ含量はf氏く ，T. timopheevi 

とT.durumにおいて，理かに l本の活性部f立を検

出できた。

4 )発芽後時開と共にアミラーセー活性は急にたかま

る。発芽後3日自の経手しのザ千モグラムから合計号

つのアミラーゼアイソザイムを検出した。それらに

易動震の小さいものからA，B， C，・…・・ 1と符

号をつけた。

5) A， B， C， D はαーアミラーセ¥G，H， 1は

βーアミラーゼと推定した。

6) A， B，バンドはf共試4種のコムギに共通の:主パ

ンドで，各種が共通にもつAゲノムがこの形成に関

与すると推察きれた。一方 Iは T. timopheevi，二
偶有の主バンドで恐らく Gゲノムに由来すると考え

た。(妨疫遺伝学講謹昭和43.8.31受理)
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Summary 

1. The isozyme analysis of amylase in endosperm of wheat weτe undertaken by the method of acrilamid 

εel disc electrophoresis. 

2. Triticum monococcum var. 'l.'ulgare， T. timophee'l.'i， T. durum var. Stewart and T. aestiτ'Ul1l var 

Chillese Sprillg were examined as the representative species of four groups of genus Triticum. 

3. Only a very s1ight amylase activity was observed as a faint bョndin dry seeds of T.・timopheez"Iand 
T. durum. No bands were found in T. monOCOCCllm and T. aesti'uum. 
4. After the seeds were wetted on blotting paper， the amylase activity increased with time. The samples 

obtained from 3 days plot showed nine bands in all four species. It was assum~d that the bands A， B， 
C and D were marked as a-amylase and the bands G， H and 1 as ，3-amylase by means of heat and 
EDT A treatments. 

5. The bands A and B were observed distinctly and common to a11 four species. The A genome which 

is common to a11 four spscies presumably contribute to produce these bands. The b竺nd1 which appeared 

only in T. timophee7.'i may be of the G genome origin. 

(Laboratory of Genetics. Received Aug. 31. 1968) 
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