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数種花きにおける花弁からの糖質の簡易迅速抽出法の確立
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Abstract

For HPLC analysis of soluble carbohydrate concentration in petals, a simple and rapid extraction method using a centrifugal

filter device was developed. Rose ‘Sonia’ petals were placed in a centrifugal filter device, frozen in liquid nitrogen and

centrifuged. The resulting leached fluid was used as a soluble carbohydrate sample for HPLC analysis. The amount of leached

fluid increased with the increasing duration of centrifugation, but reached a plateau after centrifugation for 30 min. When

soluble carbohydrate composition of fluid obtained from this method was compared with that from a conventional extraction

method using hot ethanol, there was no significant difference between the two methods. When leached fluid was held at room

temperature, its sucrose concentration decreased with time, but this decrease was suppressed when the fluid was stored at 4°C.

This suggests that soluble carbohydrate samples prepared by this method should be stored at a low temperature and analyzed as

soon as possible. Soluble carbohydrate samples were extracted from rose ‘Madeleine’, ‘New Bridal’, ‘Rote Rose’, ‘Saturn’,

carnations, Eustoma and Oxypetalum petals using this method and the compositions of these samples were compared with those

obtained by the conventional method. There were no marked differences between the two methods. These results suggested that

the extraction method using a centrifugal filter device is a simple and rapid method of determining soluble carbohydrate

concentrations in the petals of various flowers.
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緒　　言

葉で光合成によって生成された糖質は植物体の各器官に

転流し，一部は花弁に蓄積する．花弁に蓄積された糖質は

呼吸基質として細胞を維持するために代謝されるだけでな

く，花弁の展開時に細胞壁合成基質や浸透圧調節物質とし

ても働いていると考えられている（Halevy・Mayak, 1979）．

また，切り花では，生け水に添加した糖質は呼吸基質や細

胞の膨圧維持に働き，老化を遅らせるだけでなく細胞の肥

大を促進し花を大きくする効果をもつ（Halevy・Mayak,

1979; Ichimuraら，2003）．したがって，花弁の糖質の消長

を分析することは，花持ちだけでなく花弁展開の機構を研

究する上でも重要である．

花弁では展開にともない細胞が肥大する過程で，浸透圧

調節物質の蓄積が必要であることが示唆されている

（Bieleski, 1993; Evans・Reid, 1988）．したがって，糖質が浸

透圧調節にどの程度寄与しているかを論議するには，花弁

中の糖質濃度を測定することが必要である．糖質の定性・

定量には高速液体クロマトグラフィー（HPLC）が重用さ

れている．また，花弁からの糖質抽出法としては熱エタノー

ルを用いる方法が一般的である（Doiら，2000; Ichimuraら，

1997; 小山ら，1995; 山根ら，1991）が，操作が煩雑で抽出

を完了するまでに長時間を必要とする．また，次の理由か

ら熱エタノールを用いる抽出法は花弁における糖質の浸透

圧調節効果を論議する場合には適当でないと考えられる．

すなわち内部標準を添加することで，精製過程の糖質の損

失を考慮せずに糖質含量を算出することができる（Ichimura

ら，1999; 山根ら，1991）が，花弁中の糖質と内部標準とし

て添加した糖質が等しく抽出されているという確証はな

い．さらに，この方法で抽出した分析結果は細胞壁など不

溶性の物質を含む新鮮重あたりの糖質含量で表示すること

になる．
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一方，細胞の浸透ポテンシャルを測定する際には，液体

窒素で組織を凍結後，遠心分離により回収した細胞液を用

いる（Sakurai・Kuraishi, 1988）．この方法で抽出された細胞

液中の糖質濃度を測定することにより，糖質が浸透圧調節

にどの程度寄与しているかを明らかにすることが可能と考

えられる．しかし，糖質組成は抽出過程で変化しやすいた

め，抽出条件を検討することが必要である．そこで数種類

の花きを用いて，花弁中の糖質をモル濃度で表示するため

の簡易かつ迅速な抽出方法の確立を試みた．

材料および方法

供試材料

バラ‘ソニア’は，外側の花弁が剣弁状になる程度に展開

した段階のもの，‘マドレーヌ’，‘ニューブライダル’，‘ロー

テローゼ’および‘サターン’はがく片がほぼ水平に開き，

花弁の着色が見られる段階のものを供試した．これらは茨城

県麻生町内の生産者より入手した．また，農研機構花き研究

所ガラス室で栽培したカーネーション‘バーバラ’，トルコギ

キョウ‘あすかの波’，オキシペタルム（Oxypetalum caeruleum

Decne.）の開花直後の小花の花弁を供試材料とした．

糖質抽出方法

花弁からの糖質の抽出には，筆者らの簡易迅速法と

Ichimuraら（1997）による方法（常法）とを用いた．簡易

迅速法は，花弁を 5 mm角程度に切り，遠心式ろ過ユニッ

ト（ウルトラフリーMC，フィルター孔径 0.45 µm，日本ミ

リポア製）に入れ液体窒素で凍結した後 12,000 × g，4°Cで

遠心分離した液を蒸留水で 1 mLに定容する抽出法である

（第 1図）．本研究では特に断らない限り，新鮮重約 0.2 gの

花弁を用いた．

バラ‘ソニア’，カーネーション，トルコギキョウおよび

オキシペタルムの花弁を供試し，遠心時間を 10～ 60分と

したときの抽出液量を調べた．この実験において，バラ以

外の花きでは新鮮重 0.1 gの花弁を供試した．また，バラ

‘ソニア’花弁を供試し，遠心時間 30分で得られた抽出液

を 4°Cおよび 20°Cで 1，2および 3時間保持したときの糖

質組成の変動を調べた．さらに，バラ‘ソニア’花弁を液

体窒素で凍結後，30分間常温で放置した試料と，冷凍庫

（−4°C）で 1時間保持した後，30分間遠心して採取した試

料の糖質組成を調べた．遠心前の花弁の保存性を検討する

ため，バラ‘ソニア’花弁をフィルターユニットに入れ液

体窒素で凍結した後，直ちに遠心した抽出液，30分間常温

に放置・解凍して遠心分離した抽出液，ならびに 1時間冷

凍庫内で保存してから遠心分離した抽出液の糖質濃度を比

較した．

常法では花弁を 80％エタノールに浸漬し 75°Cで 20分間

加熱した後，内部標準として 10％ソルビトールを 25 µL加

えホモジナイズした．3,000 × gで 5分間遠心した後，上澄

みを乾固し蒸留水 1 mLを加え，溶解した．試料によっては

試料前処理用固相抽出カラム（Sep-Pak Plus C18カートリッ

ジ，Waters製）で精製し，再度乾固した後 1 mLの蒸留水で

溶解した．溶解した試料はメンブレンフィルター（DISMIC-

13CP，0.45 µm，アドバンテック東洋製）で除塵した．

糖質分析

抽出した試料の糖質をHPLCで分析した．カラムはShodex

SUGAR SP0810，検出器は示差屈折計，移動相は蒸留水を

使用し，流量 0.8 mL・min−1，カラム温度 80°C，試料注入量

50 µLの条件で測定した．

結　　果

遠心時間と回収液量の関係

簡易迅速法の最適遠心時間を求めるため，バラ‘ソニア’

花弁を供試し，遠心時間と回収液量との関係を調べたとこ

ろ，最初の 10分間の遠心で最終的な回収液量の約 70％（新

鮮重の 44％）が回収され，遠心が長くなるほど回収液量は

増加したが，30分を越えると回収できる液量はほぼ一定と

なった．このため，以後の実験では遠心時間は 30分とした

（第 2図）．

糖質組成の比較

バラ‘ソニア’花弁より抽出した試料の糖質を HPLCで

第 1 図 花弁の糖質濃度を HPLC で分析するための簡易迅速

抽出法

第 2 図　バラ花弁における遠心時間と回収液量との関係

誤差線は標準誤差を示す
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分析したところ，簡易迅速法からは常法と同様にスクロー

ス，メチルグルコシド，グルコース，キシロース，フルク

トースおよびミオイノシトールが検出された．HPLCのク

ロマトグラムの面積値を合計が100％となる相対値で表し，

Mann-Whitneyの U検定で比較したところ，ミオイノシトー

ルを除くすべての糖質において 5％水準で二つの抽出法に

有意差はなかった（第 1表）．なお，遠心残渣には花弁全体

の 3～ 25％の糖質が存在した（データ略）．

時間経過による糖質組成の変化

簡易迅速法による抽出液の保存性を検討するため，バラ

‘ソニア’花弁の抽出液を 4°Cと 20°Cに保ち，1時間ごと

に HPLCで分析して糖質組成の変動を調べたところ，フル

クトースとグルコース濃度は保存温度 4°C，20°Cともに大

きな変動はみられなかったが，スクロース濃度は低下する

傾向にあり，その程度は 20°C で大きかった（第 3 図 A，

B）．メチルグルコシド，キシロースおよびミオイノシトー

ルの濃度には大きな変化はみられなかった（データ略）．

凍結した花弁の取り扱い

遠心前の花弁の保存方法による糖質濃度の変化を検討す

るため，バラ‘ソニア’花弁を異なる条件下で保存した後，

得られた抽出液の糖質濃度を直ちに遠心した場合と比較し

た（第 4図）．30分間常温に置いてから遠心した場合，ス

クロース濃度の著しい低下とグルコース濃度の上昇がみら

れた．また，1時間冷凍庫内で保存して遠心した場合，グ

ルコース濃度はやや上昇する傾向を示した．

バラ 4品種における糖質組成の比較

花弁から抽出した試料の糖質を HPLCで分析したとこ

ろ，すべての品種において簡易迅速法からは常法と同じ糖

質が検出された．HPLCのクロマトグラムの面積値を合計

が 100％となる相対値で表し，Mann-Whitney の U検定で

比較したところ，‘マドレーヌ’のキシロースとミオイノ

シトール，‘ニューブライダル’のフルクトース，‘サター

ン’のフルクトースとミオイノシトールを除くすべての糖

質において二つの抽出法の間に5％水準で有意差はなかっ

た（第 2表）．また，本実験では，‘ニューブライダル’と

‘サターン’ではキシロースが，‘ローテローゼ’ではメチ

ルグルコシドとキシロースが検出されなかった．

カーネーション，トルコギキョウおよびオキシペタルムに

おける遠心時間と回収液量の関係

カーネーション，トルコギキョウおよびオキシペタルム

について簡易迅速法の最適遠心時間を求めるため，遠心時

間と回収液量との関係を調べた．すべての供試材料で回収

液量は遠心時間とともに増加した．カーネーションとオキ

シペタルムでは 30分を越えると回収できる液量はほぼ一

定となったが，トルコギキョウでは 50分まで増加し続けた

（第 5図）．

カーネーション，トルコギキョウおよびオキシペタルムに

おける糖質組成の比較

花弁から抽出した試料の糖質を HPLCで分析したとこ

ろ，簡易迅速法からはすべての供試試料において常法と同

じ糖質が検出された．HPLCのクロマトグラムの面積値を

合計が 100％となる相対値で表し，Mann-Whitneyの U検定

第 1 表　バラ‘ソニア’花弁における簡易迅速法と常法で得られた抽出試料の糖質組成比較

糖質組成（％）

スクロース メチルグルコシド グルコース キシロース フルクトース ミオイノシトール

簡易迅速法 6.0 3.5 32.5 7.3 48.5 2.3

常法 7.1 3.6 31.8 6.2 49.4 1.9

有意性 z NS NS NS NS NS *

z NSおよび *はMann-Whitneyの U検定の結果，5％の水準で簡易迅速法と常法の糖質構成比に有意差がない，および有意差があ

ることを示す

第 3 図 簡易迅速法で得られたバラ花弁抽出試料を異なる温

度で保存した場合の時間経過による糖質組成の変化

誤差線は標準誤差を示す

第 4 図　遠心前のバラ花弁の保存法と糖濃度との関係

誤差線は標準誤差を示す
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で比較したところ，二つの抽出法の間で全供試試料の糖質

組成に有意差はなかった（第 3表）．

考　　察

バラ‘ソニア’を材料とした場合，新鮮重 0.2 gの花弁を

1時間遠心しても回収液量は 125 µLと新鮮重の約 64％で

あったこと（第 2図），遠心残渣には花弁全体の 3～ 25％

の糖質が存在した（データ略）ことなどから，遠心によっ

て花弁の全糖質を抽出することは不可能であることが示さ

れた．しかし，糖質濃度を調べることを目的とする場合，

抽出液の糖質組成が花弁全体の糖質組成と差がなければ，

全糖質を抽出する必要はないと考えられる．そこで，簡易

第 2 表　バラ 4品種における簡易迅速法と常法で得られた抽出試料の糖質組成比較

糖質組成（％）

スクロース グルコース フルクトース ミオイノシトール メチルグルコシド キシロース

マドレーヌ

簡易迅速法 14.2 14.9 48.3 7.0 8.9 6.7

常法 17.0 13.5 45.0 10.4 9.3 4.8

有意性 z NS NS NS * NS *

ニューブライダル

簡易迅速法 11.3 33.4 47.1 3.7 4.5 NDy

常法 10.9 31.7 49.4 3.5 4.4 ND

有意性 NS NS * NS NS —

サターン

簡易迅速法 16.8 25.6 46.2 5.1 6.2 ND

常法 17.4 23.5 42.3 8.8 7.9 ND

有意性 NS NS * * NS —

ローテローゼ

簡易迅速法 38.8 19.1 34.2 7.9 ND ND

常法 38.9 18.9 33.0 9.1 ND ND

有意性 NS NS NS NS — —

z NSおよび *はMann-Whitneyの U検定の結果，5％の水準で簡易迅速法と常法の糖質構成比に有意差がない，および有意差があ

ることを示す
y 検出限界以下を示す

第 3 表　トルコギキョウ，カーネーションおよびオキシペタルムにおける簡易迅速法と常法で得られた抽出試料の糖質組成比較

糖質組成（％）

スクロース グルコース ボルネシトール ピニトール フルクトース ミオイノシトール

トルコギキョウ

簡易迅速法 46.8 46.5 6.7  NDy ND ND

常法 48.8 43.4 7.9 ND ND ND

有意性 z NS NS NS — — —

カーネーション

簡易迅速法 10.3 33.5 ND 15.8 37.1 3.3

常法 11.4 31.6 ND 15.5 39.2 2.3

有意性 NS NS — NS NS NS

オキシペタルム

簡易迅速法 13.5 35.2 ND ND 49.1 2.3

常法 13.3 35.5 ND ND 49.0 2.3

有意性 NS NS — — NS NS

z NSはMann-Whitneyの U検定の結果，5％の水準で簡易迅速法と常法の糖質構成比に有意差がないことを示す
y検出限界以下を示す

第 5 図　花弁の遠心時間と回収液量との関係

誤差線は標準誤差を示す
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迅速法と常法の抽出液の糖質分析結果を比較した．得られ

る結果の単位が簡易迅速法では糖質濃度であるのに対して

常法では糖質含量であり，値を直接比較することが不可能

なため，二つの抽出法のクロマトグラムの面積値を合計が

100％となる相対値に変換し，Mann-Whitneyの U検定で比

較した．

バラではグルコース，フルクトース，スクロース以外に

キシロース，メチルグルコシドおよびミオイノシトールが

構成糖質であることが報告されているが（Ichimura ら，

1997），本実験では二つの抽出法の間でほとんどの糖質の構

成比率に有意差がなかった（第 1表，第 2表）．いくつかの

糖質の構成比率には簡易迅速法と常法の間に 5％水準で有

意差がみられたが，その差はわずかであった．これらのこ

とから，簡易迅速法は花弁の糖質濃度を確実に測定するた

めの試料抽出に利用できる方法であると考えられる．さら

に，本方法では糖質濃度を分析するための試料を得るのに

10分程度の遠心時間で充分と考えられるため（第 2図），花

弁の調製から HPLCに注入するまでの作業を 30分以内に

完了することが可能である．したがって，常法では 1日以

上かかっていた抽出に比べ時間を大幅に短縮できるだけで

なく，抽出作業も簡単である．

簡易迅速法で得られた抽出液の時間経過による糖質組成

の変化を調べたところ，バラ‘ソニア’花弁では保存温度

4°C，20°Cともに 3時間までは糖質濃度に大きな変動はみ

られなかったが，20°Cでは 4°Cに比べスクロース濃度の

低下が大きかった（第 3図）．バラの花弁におけるインベル

ターゼ活性は比較的高いことが報告されていることから

（Ho・Nichols, 1977），この低下はインベルターゼによるス

クロースの分解が原因と考えられる．したがって抽出液は

低温で保存し，短時間のうちに分析することが必要である

と考えられた．また，花弁をフィルターユニットに入れ液

体窒素で凍結処理した後，30分間常温に置いて花弁を解凍

し遠心したところ，スクロース濃度の著しい低下とグル

コース濃度の上昇がみられた（第 4図）．これも，インベル

ターゼによるスクロースの分解が原因と考えられる．凍結

処理直後の 10分間程度の遠心でも多くの抽出液が得られ

ることから（第 2図），花弁は遠心中に解凍されることが示

唆され，凍結処理後の花弁の解凍は不要である．これらの

結果から，凍結処理後は直ちに遠心する必要があると考え

られる．

トルコギキョウ，カーネーションおよびオキシペタルム

についても，30分間の遠心で新鮮重の 47～ 56％が，また

60分間遠心した場合の 82～ 91％が抽出できたことから

（第 5図），糖質組成を調べる実験の遠心時間は 30分間と

した．カーネーションではグルコース，フルクトース，ス

クロースおよびミオイノシトール以外にピニトールが構成

糖質であることが明らかにされている（Ichimuraら，1998）．

また，トルコギキョウではグルコースとスクロースが主要

な構成糖質で，他にボルネシトールが含まれていることが

報告されている（市村ら，1997）．本研究の結果，簡易迅速

法においてもこれらの糖質は検出され，その組成には常法

との間に有意差が認められなかった（第 3表）．オキシペタ

ルムの糖質組成を調べた報告は見当たらないが，本研究の

結果，グルコース，フルクトース，スクロースおよびミオ

イノシトールが構成糖質であることが見出され，簡易迅速

法と常法との間に糖質組成に有意差は認められなかった．

したがって，本法は花弁の構成糖質とその濃度を明らかに

できると考えられる．

細胞の浸透ポテンシャルは，液体窒素で組織を凍結後，

遠心分離により得られた細胞液をオズモメーターで測定す

ることが一般的である（Sakurai・Kuraishi, 1988）．しかし，

花弁細胞の浸透ポテンシャル測定にあたっては細胞液の抽

出方法について検討した報告は見当たらない．細胞液の常

温での保持によるスクロースの分解はその浸透ポテンシャ

ルを低下させることから，本研究で確立した抽出法は細胞

の浸透ポテンシャルを測定する際にも有用であると考えら

れる．さらに，花弁の浸透ポテンシャルと糖質濃度を本法

により定量すれば，浸透ポテンシャルへの糖質の寄与度を

簡易に評価することが可能である．多くの花きにおいて，

花弁が展開する過程で糖質濃度は上昇することから，糖質

は浸透圧調節物質として寄与していると考えられている

（van Doornら，1991）．本研究で確立した方法により，花弁

細胞の浸透ポテンシャルと糖質濃度を同時に測定すれば，

糖質が浸透圧調節にどの程度寄与しているか明らかにする

ことが可能である．したがって，本法は，少なくとも供試

した花きでは，花弁の糖質を簡易迅速に抽出できるだけで

なく，糖質の浸透圧調節物質としての機能を調べる場合に

有用な方法であると考えられる．

以上の結果から，花弁を液体窒素で凍結後，遠心分離に

より糖質分析試料を抽出できることが確認された．また，

遠心分離による抽出法と常法とで糖質の構成比率に大きな

差はみられなかった．したがって，花弁を液体窒素で凍結

後，遠心分離により糖質分析試料を採取する方法は，糖質

をモル濃度として示すための迅速かつ簡便な抽出法である

と結論づけられる．

摘　　要

花弁の糖質をモル濃度で表示するための試料の簡易迅速

抽出法の開発を試みた．バラ‘ソニア’の花弁を遠心フィル

ターユニットに入れ，液体窒素で凍結後，遠心したところ，

細胞液が抽出できることが確認された．抽出量は遠心時間

が長くなるほど多くなったが，30分間の抽出でほぼ一定と

なった．この方法で抽出した試料の糖質組成を熱エタノー

ルで抽出した場合（常法）と比較したところ，著しい差は

みられなかった．抽出した試料を常温で保持したところ，

時間の経過にともないスクロース濃度は低下した．しかし，

4°Cでの保持によりこの低下は抑制された．したがって，

抽出した試料は低温で保持し，できる限り短時間で分析す
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ることが必要であることが示された．バラ‘マドレーヌ’，

‘ニューブライダル’，‘サターン’，‘ローテローゼ’，カー

ネーション，トルコギキョウおよびオキシペタルム花弁の

糖質組成に簡易迅速法と常法との間で大きな差はみられな

かった．以上の結果から，花弁を液体窒素で凍結後，ただ

ちに遠心することにより糖質を含む細胞液を採取する方法

は糖質をモル濃度として定量するための迅速かつ簡易な方

法であると考えられた．
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