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第一章	序論  

第一節	 高度栽培技術の発展 

世界的に進む人口増加や飢餓・貧困問題の拡大を背景に食料自給率や食料生産性の向

上が求められている。さらに先進国をはじめとした国々においても、近年、食の安全や

安心が強く求められ、農産物生産の品質に関心が寄せられている。 

完全人工型植物工場や太陽光併用型植物工場などは、天候に左右されることがなく、

高度な環境制御と生育予測を行うことができる栽培技術システムである。植物工場には

大きく分け７つの利点が存在する。１つ目は、季節に左右されないため周年栽培が可能

である。２つ目は、人工光型では太陽光を利用しないため、建物内や地下等農地以外で

の設置が可能である。３つ目は、空間を立体的に利用した多段栽培を行うことで、小ス

ペースでも高い生産性を確保することができる。４つ目は、同一環境での栽培が可能な

ため農産物の品質や形、大きさなどの品質及び規格の統一化ができる。５つ目に、栽培

時に農薬を使用しないため、安全安心な農産物が生産可能である。６つ目に、肥料や養

液量を変えることで、農産物の高品質が期待出来る。７つ目に、ロボットによる作業補

助などにより労働作業が軽易になる点である。 

これら栽培技術の発展は、植物生産に必要な必須投入資源である光や温度、湿度、肥

料、CO2ガス等の環境条件を工学的に制御できる技術の進歩が大きい（Watanabe, 2009）。

とりわけ土耕栽培から水耕栽培への転換は、作物の生育や品質制御の簡便化と、土壌病

害虫や塩類集積による連作障害の回避を可能にすることによって安定多収かつ高品質

生産を実現することが可能となった。また、作物の品質向上の技術として、ストレス処

理による栽培方法は広く認知されてきたが、これも水耕栽培への移行によってストレス

栽培技術は大きく発展した。液体としての水が有する物理的（流動性 etc.）、化学的特

性（化合物の溶解能 etc.）の高さを利用できることにより、塩や温度、乾燥等の環境ス

トレス制御が容易になったのである（Kitano et al., 2008）。 

 

第二節	 水耕栽培が抱える問題点とその解決に関するアプローチ 

一方で、水耕栽培では新たな問題点が浮上した。水耕栽培では病原菌が循環する培養

液により急速に蔓延し、固形培地耕では、病原菌が培地に蓄積して被害をもたらす（Song 

et al., 2004）。日本で報告される病原菌としては、Pythium属菌が多く見られる。この傾

向は海外においても同様で、Pythium aphanidermatum, P. sp. group F等による根腐病の被

害が多く報告されている。病害発生の特徴は、病原菌の伝染方式、感染能力、および養

液栽培方式や根域の微生物環境などが影響している。根腐病や疫病は、わずか 1.0-10.0 
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cfu/ml の遊走子密度で発病し、感染が 2 時間以内で成立し、作物は 2-3 日で枯死する。

作物根部周辺の微生物密度は、水耕では固形培地耕の 1/100程度で、これら水耕におけ

る根腐病菌の被害を大きしている原因の 1つと考えられている。 

	 しかし、日本では水耕養液への農薬等の添加が規制されており、農薬を用いない培養

液の殺菌・除菌技術の検討がなされている（Shimizu et al., 2007）。その一つの手法とし

て注目されているのが、オゾンや過酸化水素（H2O2）等の活性酸素を用いた殺菌である。

オゾン殺菌では、培養液中にオゾンガスを曝気する方法とオゾンが溶解したオゾン水を

培養液として用いる方法がある。活性酸素による殺菌は、活性酸素濃度と処理時間の積

によって決まり、濃度が低ければ殺菌に長時間を要する。活性酸素はその特性上、酸素

と水に分解され有害な副産物を生成しないことが利点の一つとして挙げられる。オゾン

はウイルスや細菌、真菌を酸化し、不活性化させ、過酸化水素は緑藻の光合成活性の低

下ひいては増殖率の低下を促すことが示され（Burleson et al., 1975; Rice et al., 1981; 

Drábková et al., 2007）、加えて栽培装置内での藻の発生を抑えることが可能である（図 1）。 

 

第三節	 活性酸素種（ROS：Reactive oxygen species） 

活性酸素は、一般的にフリーラジカルのスーパーオキシドラジカル（O2
-）とヒドロ

キシラジカル（OH-）とフリーラジカルではない H2O2と一重項酸素（
1O2）の 4 種類と

される。広義としては、一酸化窒素（NO）、二酸化窒素（NO2）、オゾン（O3）も含ま

れる。活性酸素は、酸素分子が不対電子を捕獲することによって O2
-、OH-、H2O2とい

う順に生成される。活性酸素の中でも OH-はきわめて反応性が高いラジカルであり、活

性酸素による多くの生体損傷は OH-によるものとされている。 

活性酸素は、高濃度では植物の生育に悪影響をもたらす。活性酸素種（ROS：Reactive 

oxygen species）は、葉や根から吸収される酸素や水が酵素等で分解されることで生じ植

物体中に存在する。好気性生物にとって酸素はエネルギー生産に不可欠であるが、細胞

内の酸素濃度が非常に高い高等植物は、ROSを容易に生成してしまう（Asada, 2000）。 

	 植物細胞内で O2
-や H2O2等の ROS は、おもに葉緑体やミトコンドリアの電子伝達系

や種々の酸化酵素反応により生成する。酸素発生型の光合成を行う高等植物は、他生物

に比べ細胞内酸素濃度が非常に高く、特に葉緑体内では水の酸素飽和濃度にほぼ等しい

250 µMにも達する。したがって、葉緑体は植物細胞内で最大の ROS発生源となる。 

葉緑体では、光化学系Ⅰにおける酸素への 1電子還元により O2
-が生成する（Asada, K. 

1999）。電子伝達系により生成した O2
-は、不均化反応もしくはスーパーオキシドジスム

ターゼ（SOD）の触媒により H2O2へと変換される。NADP＋-グリセルアルデヒド-3-リ

ン酸デヒドロゲナーゼ、フルクトース 1,6-ビスホスファターゼ、セドヘプツロース-1,7-  
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図1　NFT方式の養液栽培装置上の藻の発生抑制 
（H19年オゾン水高度化研究報告より抜粋） 

 
 ウレタン培地のNFT栽培装置に3 mg/Lのオゾン水を供給（3回 / 日，20分 / 
日）し、定植カバー（栽培板）を外した状態での約3ヶ月経過後の栽培装
置の比較。オゾン水の殺菌効果により藻の発生が抑制されている（引用
URL : http://h2o-f.jp/ozon_nogyo.html：2016年12月15日）。 
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ビスホスファターゼなど分子内に SH 基をもつカルビン回路構成酵素（チオール酵素）

は、H2O2に対して非常に不安定であるため ROSの標的分子となる。チオール酵素の酸

化失活や環境ストレス時の気孔閉鎖による CO2供給不足は、連鎖的に NADP＋や ADP

の光合成電子伝達系への供給不足を引き起こし、余剰な還元力が酵素の還元に作用する

ことで葉緑体内の ROS はさらに増大することになる。加えて、他の細胞内小器官、ミ

トコンドリアやペルオキシソームやグリオキシソームなどのミクロボディーでも ROS

生成がみられる（Foyer and Noctor, 2003）。 

 

第四節	 環境ストレスに伴う酸化ストレスとその防御機構 

	 移動の自由のない植物は、いったん根付くとその環境に適応して生存していかなくて

はならない。植物は強（弱）光、乾燥、塩、低（高）温などさまざまな複合的な環境ス

トレスにさらされている。しかし、生育時の環境条件（光、温度、塩など）の変化は前

節で述べたように、葉緑体中や他の細胞小器官に ROS の急激な合成を導く。この急激

な ROS 生成が消去系を凌駕すると、酸化ストレスとなり細胞膜の脂質酸化など細胞機

能障害や細胞死を引き起こしてしまう。そのため、アスコルビン酸／グルタチオン

（AsA/GSH）回路をはじめとする巧妙な ROS消去系を発達させ、生成される ROSを消

去し、細胞内の ROS濃度を低く抑えている（図 2）。 

AsA/GSH 回路には、AsA、GSH、NADPH 等の抗酸化物質が含まれており、H2O2は

カタラーゼ（CAT）やペルオキシダーゼにより分解される（Noctor and Foyer, 1998）。

CAT には、電子供与体を消費しないで済むという利点があるが、H2O2に対する親和性

が低いため H2O2の定常濃度をそれほど低く保つことは出来ない。これに対し、ペルオ

キシダーゼは H2O2親和性が高いので細胞内 H2O2濃度を低く保つことが出来るが、電子

供与体を必要とする。緑葉では一般にアスコルビン酸ペルオキシダーゼ（APX）、チオ

レドキシンペルオキシダーゼが電子供与体として機能していると言われている。AsAは、

APXによって酸化され MDAになる。MDAは、還元型フェレドキシンまたは NAD(P)H

によって AsAに再還元される。前述の系とは別に、MDAの 2分子が非酵素的に反応し

て AsAとデヒドロアスコルビン酸（DHA）になる経路も存在している。DHAは、グル

タチオン（GSH）により還元され、酸化されたグルタチオンジスルフィド（GSSG）は

NADPHによって再還元される（Well and Xu, 1994; Whitbread et al., 2005）。  

 

第五節	 ROSを介したシグナル伝達 

レドックスとは還元（reduction）と酸化（oxidation）の合成語で、酸化還元反応は 2

つの物質間に電子の授受が起こる反応だが、レドックス制御とは分子の酸化還元反応に  
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図2　アスコルビン酸/グルタチオン回路 
 

　アスコルビン酸（AsA）は、アスコルビン酸ペルオキシダーゼ（APX）によっ
て酸化されモノデヒドロアスコルビン酸（MDA）になる。MDAは、還元型フェ
レドキシンまたはNAD(P)HによってAsAに再還元される。前述の系とは別に、
MDA2分子が非酵素的に反応してAsAとデヒドロアスコルビン酸（DHA）になる
経路も存在している。DHAは、グルタチオン（GSH）により還元され、酸化さ
れたグルタチオンジスルフィド（GSSG）はNADPHによって再還元される。  
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よる細胞機能の調節、つまり遺伝子の転写や発現、タンパク質の局在や合成、分解、細

胞分化などが制御される現象の総称である。ROS が生体内に生成されると細胞内が酸

化状態になり、それを解消するために抗酸化系が働くことで還元状態に戻される。スト

レス時には、これらの酸化還元応答が細胞内で活発に働いていることになる。既往研究

から ROS には傷害特性だけでなく、細胞分化や伸長など植物中で重要な生理学的役割

を果たし、その時の酸化還元反応は種々遺伝子発現やタンパク質合成を誘導することで

様々な生理応答を誘導することが報告されている（Mittler et al., 2004）。ROSは、それ

が生成したその場で直ちに消去されなければ細胞成分が酸化され、酸化障害を引き起こ

すことから、シグナル作用を示す ROS は細胞全体に生ずるのではなく、シグナルの標

的分子がある近くでのみ生じると考えられている（Galvez-Valdivieso and Mullineaux, 

2010）。つまり、植物の局所において生理応答には差異があることが報告されている。 

種子発芽において ROS の重要性が示され、発芽メカニズムにおいては Oxidative 

windowsと呼ばれる概念が生まれた（Bailly et al., 2008）。その概念は、吸水後の種子内

における酸化還元状態により発芽が制御されるというものであり、応答に適切な閾値が

あることが示されている。 

葉緑体由来の H2O2 に応答する候補遺伝子群として、774 個の Responsive to tAPX 

Silencing（RTS）遺伝子群が同定されている。RTS 遺伝子群には種々のストレス応答に

関与する遺伝子が多く含まれていたが、既知の ROS 応答のマーカー遺伝子がほとんど

含まれていなかった。このことは葉緑体由来の H2O2は他の ROS とは異なる経路を介

してストレス応答に関与することを示唆している（Murata et al., 2012）。 

根端のメリステム領域の細胞数とサイズは通常一定に保たれているが、細胞伸長領域

の細胞は長軸方向へ急激に肥大して根が伸長する。この過程はメリステム領域と細胞伸

長領域との境界に存在する位置情報により制御されているものと考えられ、植物ホルモ

ンであるオーキシンとサイトカイニンを介した転写因子によるこの境界領域における

急激な細胞の機能転換の重要性が報告されている（Dunald et al., 2007; Ioio et al., 2008）。

しかし、植物ホルモンによる制御のみが細胞の機能転換に重要であるかどうかについて

は不明な点が多く、植物ホルモンとは異なる制御機構のひとつとしてレドックスシグナ

ルがメリステム領域の活性を保つことも報告されている（Owusu-Ansah and Banerjee, 

2009）。 

以上のように、ROS は植物の様々な応答に関与しており、これによる生理応答を調

査し、その遺伝子発現やそれを上位で制御する転写因子の同定、その機構を解明するこ

とで植物器官のかたちづくりの制御機構の解明や、ひいては、植物バイオマスの効率的

な生産にも貢献できると考えられている。 
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第六節	 目的 

既往研究において、ROS が植物の生理応答や形態形成に与える影響については多く

の知見が報告されているものの、その多くは種子発芽から子葉展開後の生育段階での研

究が多く、栄養成長の後期に対する外因性 ROS の処理濃度や処理期間が、植物成長曲

線や形態形成、物質代謝に与える影響について包括的に調べられた知見はない。 

本研究では、ROSの一種である H2O2を用いて、酸化ストレスがリーフレタスの生育

と形態形成に与える影響を調査した。加えて、異なる酸化ストレス強度下におけるレド

ックス応答の違いを調べることにより、酸化ストレス強度別に分岐される反応の閾値を

指標化することを試みた。 

H2O2 処理条件を均一化するために、存在量をトレースしやすい水耕液に添加する形

で栽培試験を行った。H2O2 含有水耕液で栽培したリーフレタスの生育調査および成長

解析を行い、葉身の内部構造や根の形態などの解剖学的解析を行った。さらに形態変化

に伴う基質獲得性の変化を植物個体中の有機物の同化量や無機塩の吸収量、クロロフィ

ル含有量や根活性等も分析することで考察した。H2O2 処理後に引き起こされる各器官

のレドックス応答の変化を見るために、ROS 含有量や抗酸化酵素活性、抗酸化物質の

酸化還元状態の挙動を分析した。これらの包括的調査に基づき、異なる濃度の外因性

H2O2 が植物の生理応答に与える影響を評価し、生育促進や抑制に何が要因となるのか

検討した。また、それらの結果から ROS 付与が作物の効率的生産に有効となるか検討

した。 
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第二章	H2O2がリーフレタスの成長および形態形成に与える影響  

第一節	 緒論および目的 

1. 成長と ROS 

環境ストレスにより、カルビンサイクルの炭素固定系が阻害されると、光合成色素に

過剰に吸収された光エネルギーが酸素に渡り、ROS の H2O2 が生成される。H2O2 は、

D1タンパク質合成の翻訳段階を阻害し、光損傷を受けた PSIIの修復を阻害する。それ

により、光損傷速度が修復速度を上回り、光阻害が起こる。また Inada ら（2008）は、

オゾン曝気は光合成を行なうために重要な色素であるクロロフィル、重要な酵素である

Rubisco（Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxuge-base）の含量や活性などを低下させ

ることにより純光合成速度の低下が引き起こされることを報告している。以上のことが

示すように植物個体内で ROS がある一定容量まで増加すると、光合成関連タンパク質

が損傷し、光利用効率や炭素同化効率が下がることにより同化産物量が減り、植物の成

長や収量も減少する。 

しかし一方で、低濃度オゾン水をコマツナおよびトマトに葉面散布すると、新鮮重や

茎長、葉長、SPAD 値の増加等、生育促進を示した報告も出ている（尾上ら., 2012）。

Ohashi-Kaneko ら (2009) は、1.5mg L-1オゾン水で調製した栽培養液で育てたトマトの

初期生育は、0 mg L-1オゾン水で調製した栽培養液で育てた個体よりも有意に大きくな

ったことを報告した。 

以上の報告は、外因性 ROS が植物の生育に与える影響は品種および生育ステージ、

処理方法で異なることを示している。 

 

2. 葉身系とストレス 

葉は、光合成や呼吸を行う代表器官であり、その内部構造を表皮組織、柵状組織、海

綿状組織と分化させることで光の受光効率を高めている。柵状組織は陽葉型の葉緑体を

持ち、海綿状組織は陰葉型の葉緑体を持つことが知られている（Terashima and Inoue, 

1984）。柵状組織葉緑体の方が、単位クロロフィルあたりの反応中心の含量や、電子伝

達系構成要素、Rubisco などの含量が海綿状組葉緑体よりも高いことが報告されている

（Terashima and Inoue, 1985）。しかし、これらの違いは柵状組織と海綿状組織で二分的

ではなく、連続的であることが示されており、光の受光と葉身内部構造は非常に密接し

た関係を持っている（Terashima and Inoue, 1985）。 

柵状組織は、強光や低温などの環境ストレスにさらされることで形態を変化させるこ

とが報告されている（Pino et al., 2008; Dumlao et al., 2012）。低光量環境に適応した植物
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体への部分強光処理は、遠位の葉など他器官にも順化応答を誘導する全身獲得抵抗性を

もたらすことが示されている（Karpinski et al., 1999）。制御因子の一つである転写因子

は、標的遺伝子のプロモーター中にある特異的なシス配列を認識して結合することで、

それらの遺伝子の転写を調節する。環境ストレス誘導性の転写因子ファミリーとして、

zinc-fingerや MYB/MYC等が報告されている（Nakashima et al., 2009）。シロイヌナズナ

の C2H2 型 zinc-finger タンパク質である ZAT10 および ZAT12 は、強光や低温ストレス

応答時に発現し、柵状組織の発達に関与することが知られている（Iida et al., 2000; 

Rizhsky et al., 2004）。また、転写因子 ZAT10、ZAT12が ROSによって発現が上昇するこ

とが報告された（Davletova et al., 2005; Mittler et al., 2006; Rossel et al., 2007）。 

 

3. 根圏領域と ROS 

根系の発達には、地上部の栄養状態すなわち炭水化物や窒素量が強く影響している。

根は、植物体の支持や養水分吸収する役割の他に、同化養分の貯蔵や植物ホルモンの合

成などの役割を持っている。根端成長点の下層は、細胞分裂が減少し細胞伸長が行われ

る伸長領域となり、内皮と呼ばれる環状細胞層群を分化する。内皮細胞の細胞壁にはカ

スパリー線が見られ、養水分吸収に重要な役割を果たす（Peterson et al., 1993）。伸長域

のさらに基部には成熟領域があり、成熟領域の根の表皮には根毛が形成される。根毛は

単一細胞で形成され、活発な原形質流動を行っている。根毛の細胞壁はペクチン質が多

く、水和性が高いため水の吸収が活発となると共に、土壌粒子を包むように粒子間を伸

長するため、根と土壌の接触面積が大きく、各種イオンの吸収の場となる。以上に挙げ

たように養水分吸収は、根の先端および根毛が重要な役割を担っていることが分かって

いる（Peterson and Steudle, 1993）。 

根端のメリステム領域の細胞数とサイズは、通常一定に保たれているが、細胞伸長領

域の細胞は長軸方向へ急激に肥大して根が伸長する。この過程はメリステム領域と細胞

伸長領域との境界に存在する位置情報により制御されているものと考えられ、植物ホル

モンであるオーキシンとサイトカイニンを介した転写因子によるこの境界領域におけ

る急激な細胞の機能転換の重要性が報告されている（Dunald et al., 2007; Ioio et al., 2008）。

しかし、植物ホルモンによる制御のみが細胞の機能転換に重要であるかどうかについて

は不明な点が多く、植物ホルモンとは異なる制御機構のひとつとしてレドックスシグナ

ルがメリステム領域の活性を保つことも報告されている（Owusu-Ansah and Banerjee, 

2009）。2つの領域の境界に特異的に発現する転写因子 UPBEAT1（UPB1）が発見され、

UPB1 はペルオキシダーゼを負に制御することで、根内部の ROS 恒常性に関与してい

る。また UPB1による転写ネットワークは、サイトカイニンやオーキシンなどの植物ホ
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ルモンの影響を受けず、サイトカイニン、オーキシンといった植物ホルモンによる根端

のメリステム領域のサイズ決定の機構とは独立していることが強く示唆された

（Tukagoshi et al., 2010）。 

 

4. 目的 

以上のように、ROS は植物成長における基質獲得器官として重要な葉や根の細胞分

裂及び細胞分化応答の制御に密接に関係するシグナル因子であることが示唆されてい

る。また、各器官の変化は基質獲得量や利用効率に影響し生育にも影響することが考え

られる。しかし、序論で論じたようにこれらのストレス応答には閾値があり、品種間で

その範囲も応答性も異なるであろうことが第 2章第一節 1からも示唆される。そこで、

本章では各生育ステージにおいて ROSの一種である H2O2を、異なる濃度、期間で処理

した時、どのような生育を示すのか包括的な調査を行った。 
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第二節	 方法 

1. 供試植物および栽培方法 

1-1.  至適 H2O2濃度の探索 

リーフレタス Lactuca sativa L.‘Red Fire’（Takii, Co., Ltd., Kyoto, Japan）を、水道水

を十分に吸水させたウレタンキューブ（23 mm×23 mm×27 mm：Flat-type, thickness 28 

mm. Tomiyamass Co., Ltd., Tokyo, Japan）に播種し、保水用ペーパーで被覆し温度 24oC、

相対湿度 60%下で 24時間暗処理を行った。発芽した種子を白色蛍光灯下（FHF32EX-N-H. 

Iwasaki Electric Co., Ltd., Tokyo, Japan）で 2日間静置し子葉展開後、植物体をウレタン

キューブごと、発泡スチロール製定植マット（Tokyo Reikaki Kogyo Co., Ltd., Tokyo, 

Japan）へ移植し、ボックスタイプコンテナ（PM-76. Sekisui Chemical Co., Ltd., Tokyo, 

Japan）に定植マットを設置し、循環式 Deep flow technique（DFT）による 15日間の育

苗を行った。育苗条件は、光合成有効光量子束密度（PPFD）150 µmol m-2 s-1、明暗周期

を明期 16時間／暗期 8時間、温度 24oC、相対湿度 60%とした。栽培養液は、OATハウ

ス A処方（OAT Agrio Co., Ltd., Japan）を用い、電気伝導率（EC） 1.2 dS m-1、pH 6.0

とした。 

	 18日齢の苗（本葉の第 6葉展開時）より、葉長および葉幅、最大根長の差が 5%以内

の個体を選抜し、非循環式 DFT 栽培装置に定植し、20 日間 H2O2含有水耕液で栽培し

た（図 3）。光、温度および湿度条件は育苗時と同様で、水耕液条件は EC 1.2 dS m-1、

pH 6.0で行った。栽培空間にはサーキュレーター（KJ-D994W. Twinbird Co., Niigata, Japan）

による送風を行った。非循環式 DFT水耕栽培では、養液中の溶存酸素量（DO）が著し

く減少する。そのため、エアーポンプ（W-1000. Japan Pet Design Co., Ltd., Tokyo, Japan）

を使用し、水耕液中の DO 値が 8 ppm となるように連続通気した。H2O2を添加しない

処理区を 0 mM（control）とし、0.03、0.1、0.3、1.0、3.0 mM H2O2含有水耕液の試験区、

計 6処理区で栽培を行った。1日毎に H2O2を各水耕液へ添加し、水耕液中の H2O2濃度

の変化を図 4に示した。栽培養液の組成が変化するため、水耕液の更新は 5日毎に行っ

た。H2O2処理 20日後に、地上部の新鮮重と乾物重、含水率、総葉面積、根乾物重、相

対葉緑素量（SPAD値）を測定した。 
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図4　24時間毎にH2O2を添加した栽培溶液中のH2O2濃度 



 

 15 

1-2. 経日変化調査 

リーフレタス苗の育苗および H2O2処理栽培時の環境条件は、第二章第二節 1-1. に準

じた。18日齢の苗（第 6本葉展開時）より、葉長および葉幅、最大根長の差が 5%以内

の個体を選抜し、非循環式 DFT 栽培装置に定植し、20 日間 H2O2含有水耕液で栽培し

た。H2O2を添加しない処理区を 0 mM（control）とし、0.1、1.0mM H2O2含有水耕液で

栽培を行った。1日毎に H2O2を各水耕液へ添加した。 

 

2. サンプリングおよび成長解析（Radford, 1967; Peterson and Neofotis, 2004） 

サンプリングは、規定時間（午前 10から 5時間以内）に行った。サンプリングした

植物個体は、全葉身、茎、根に分けて、新鮮重、葉面積、最大根長、総根長を測定し、

乾燥後に乾物重を測定した。乾物重は 80oC の乾燥機内に 2 日間放置した後、計量し、

再度乾燥機内に入れ、65oCで 24時間放置し、再度測定した値が前回値と誤差が無かっ

た段階の値を正値とした。前回値より減少した場合はさらに 65oCで 24時間乾燥機に放

置し測定。この工程を繰り返し行った。葉面積はスキャナーにて画像をパソコンに取り

込んだ後、画像解析ソフトウェア Image J ver.1.47v（National institutes of health, USA）を

用いて計測した。ここで測定した葉面積と乾物重の値を用いて成長解析を行った。 

 

RGR（reactive growth rate；相対成長速度） 

RGR は、植物個体の乾物重増加を単位時間、単位乾物重あたりで表わしたもので、

植物体の乾物重の増加を相対的増加率で求めたものである。すなわち、 
  

RGR＝（l / W）・（dW / dt） 
 

ここで、W は植物体全乾物重、t は時間を指す。実際の計算は、時期 t1、t2における

乾物重 W1、W2の自然対数をとり、 
 

RGR＝(ln W2－ln W1 ) / (t2－t1) 
 

で求めた (単位；g g-1 d-1)。 
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NAR（net assimilation rate；純同化率） 

NARは、植物個体の乾物重の増加を単位時間、単位葉面積あたりで表わしたもので、

おおよそみかけの光合成速度を示すものと考えてよく、次式で表わされる。 

NAR＝(1 / L)・(dW / dt) 
	  
この式で、L は葉面積を表わす。計算は時期 t1、t2における L1、L2および W1、W2を

用いて、 
 

NAR＝{(W2－W1)・(ln L2－ln L1)} / {(t2－t1)・(L2－L1)} 
 

として求めた (単位；g m-2 d-1)。 

 

LAR（leaf area ratio；葉面積比） 

LAR は、植物個体の乾物重に対する葉面の広がり程度を表したものであり、次式で

表わされる。 
 

LAR＝L / W 

	 	 ={(L2－L1)・(ln W2－ln W1)} / {(ln L2－ln L1)・(W2－W1)} 

	 	 =(L1 / W1＋L2 / W2) / 2	 (単位；m2 g-1) 
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3. 葉および根の解剖学的解析（形態形成） 

3-1.  葉身内部構造解析 

(1). 葉身の固定処理 

H2O2処理 20日後に、H2O2処理開始前に展開していた第 4葉と処理後に展開した第 9

葉を採取し、FAA固定液（ホルマリン：酢酸：50%エタノール＝5 : 5 : 90）を用い、サ

ンプルを固定した。細胞固定の効率を上げるために、葉から切片（4 mm × 2 mm）を剃

刀（青箱両刃，フェザー）を用いて切り出し、FAA固定液 2 mLが入ったバイアル瓶（3 

mL容）に入れた。バイアル瓶の蓋を開けた解放状態で、真空デシケータ（VDR-30G, Jeio 

Tech Co., LTd., Korea）にいれ、真空ポンプ（OM, Oriental Motor Co., Ltd., Japan）によっ

て 20分間の脱気を行った。一度脱気を行った後に、ピンセットで葉を裏返し再度 10分

間脱気を行った。気泡の発生がみられる場合は、さらに 10分間の脱気を行った。 

 

(2). 葉の横断切片作成（低温重合樹脂固定） 

	 切片作成は Takechiら（1999）の改変法を用いて行った。第二章第二節 3-1.で固定し

たサンプルを、100%アセトンを用いて 4oC で 1 時間、組織の脱水を行った（最初の 5

分間は、溶液が透明に保たれるまで何度も交換）。アセトンを取り除き、テクノビット

8100浸漬液（Okenshoji Co., Ltd., Japan）を添加し、4oC下で 12時間、振とう浸漬を行

った。振とう後、包埋フォーム（Murazumi-ind., Co., Ltd., Japan）に包埋液を流し込み、

標本をその中にいれ、カバーフィルムで包埋フォームを覆い、4oCで 6時間重合させた。

カバーフィルムを剥がし、その上にヒストブロック（Frame green, Murazumi-ind., Co., Ltd., 

Japan）を置き、固定樹脂テクノビット 3040（Okenshoji Co., Ltd., Japan）を流し込みヒ

ストブロックを固定した。ヒストブロックを万力で固定し、サンプルを傷つけないよう

に硬化樹脂を糸鋸（Free way coping saw, Tiyoseiko, Co., Ltd., Japan）を用いて切り出した。

切り出した硬化樹脂中を切片作成時に切り出したい面が上部になるようにパラフィン

用木製ブロック（Asone, Co., Ltd）にテクノビット 3040を用いて固定した（この時、接

着およびミクロトームを用いて切片が切れやすくなるように、ヤスリで切り出し面を平

らにした）。小型回転式ミクロトーム（PR50, Yamato kohki industrial Co., Ltd., Japan）で

横断切片（厚さ 8 µm）を作製した。切片をスライドグラスに乗せ、100 oCのホットプ

レート上で加熱し、接着した。切片を倒立顕微鏡（ECLIPSE Ti-U, Nikon Co., Ltd, Japan）

を用いて観察し、撮影画像を画像解析ソフトウェア Image J ver.1.47vを用いて計測した。 
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 (3). 葉の横断切片作成（生葉および凍結固定） 

滑走式ミクロトーム（REM-710, Yamato Kohki Industrial Co., Ltd., Japan）と電子冷却式

の凍結ユニット ELECTRO FREEZE（MCR802A，KELK Ltd., Japan）を用いて、葉の横

断切片を作製した。ミクロトームの試料台の温度は-20oCに設定した。第二章第二節 3-1.

で固定したサンプルを FAA固定液から取り出し、純水を用いて FAA固定液を洗い流し

た。その後、葉の表面についた水分をキムワイプで除いた。切り出した葉片を試料凍結

用のゲル（Tissue-Tek OCT compound 4583，Sakura Finetechnical）で完全に包埋し、試料

台上に凍結・固定した。替刃ホルダーにミクロトーム替刃 C35（フェザー）を取り付け、

横断切片（厚さ 10 µm）を作製した。得られた切片を 50%エタノールを入れた 10 mL

スクリュー瓶に入れ、顕鏡するまで保存した。切片の観察は第二章二節 3-1.（2）に準

じた。 

 

3-2. 根の形態解析 

総根長の測定には格子法を用いた（Tennant, 1975）。格子法とは、格子状に直角に配

列された等間隔の直線と、測定しようとする根との交差頻度から根長を求める方法であ

り、Newman法を簡略化したものである。縦 30 cm × 横 40 cmのバットに水を張り、3-4 

cm に切った根を浮かべ、底面に配置した白いプラバンを持ち上げる。白いプラバンの

上から、1 cm × 1 cmの格子が入った塩ビ板を乗せ、その格子との交点数を測定した。

以下の式に代入し、総根長を算出した。 

根長（R）＝交差点の数（N）×格子定数（0.786） 

格子定数は、測定するサンプルの根長に合わせて、格子の大きさや格子定数が変動する。 

 

3-3.  根毛および側根形成観察 

(1). 培地作成法および培地組成 

本研究では、組織からの根毛の脱落や根系の変形を避けるためインビトロ条件でゲル

化培地を用いて供試植物の栽培を行った。1/2濃度の Murashige and Skoog (1962) 培地

（以下 1/2MS培地）にグルコースを 10 g L-1、ジェランガム 3 g L-1を添加し、緩衝剤と

して MES を 0.5 g L-1加え、KOH 溶液を用いて pH5.8 に調整後、オートクレーブ滅菌

（120oC、15 分）した。滅菌後、あらかじめ高圧蒸気滅菌しておいた培養試験管（Φ26

×118 mm）に、80 mmの高さになるようにクリーンベンチ内で分注した。培養試験管

は滅菌アルミホイル栓をした。 
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(2). 種子滅菌および無菌播種 

リーフレタス種子を培地に無菌播種するにあたり、種子滅菌を行った。マイクロチュ

ーブ 1.5 mL容に種子を入れ、1%次亜塩素酸ナトリウム 1 mLを添加し、種皮が取れな

い程度に Vortexし、10分間静置した。卓上遠心機で遠心後、アンチホルミンを取り除

いた。滅菌水 1 mLで洗浄を 3回繰り返した。洗浄後の種子に滅菌水 1 mLを加えて、

24 時間 4oC で暗処理および低温処理した（操作はすべてクリーンベンチ内における無

菌操作で行った。マイクロピペット用チップやビーカーなどの実験器具はオートクレー

ブ滅菌済みを使用し、次亜塩素酸ナトリウムはクリーンベンチ内でのみ開封されたもの

を用いた。また、器具および手の消毒は 70%エタノールを用いた）。 

	 滅菌後のリーフレタス種子を 1/2MS 培地にマイクロピペット用チップを用いて 1 粒

ずつ無菌播種し、アルミホイルで閉栓した。 

 

(3). 栽培法 

	 無菌播種を行った培養試験管を光および温度制御環境下に移し、5 日間生育させた。

培養試験管を静置した環境条件は、昼白色蛍光灯、PPFD150 µmol m-2 s-1、明期 16時間

暗期 8時間とし、温度は 20 oCとした。5日齢の側根未形成苗に、0、1、10、100 mM H2O2

（+ 0.01 % ダイン（Sumitomo Chemical Garden Product, Inc.））20 µLを葉面滴下処理し、

10日間栽培し主根長、側根数および根毛形成密度を測定した。 

 

(4). 根毛観察 

	 デジタルマイクロスコープ（VHX-1000, Keyence Co., Ltd., Japan）を用いて、根毛をデ

ジタル画像として撮影、記録した。撮影時には根端領域と分化領域の 2領域を観察した。 
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4. 養水分吸収 

4-1.  サンプリングおよび前処理 

(1). 植物サンプリング 

サンプリングは、0、0.1および 1.0 mM H2O2処理 10、20日後のリーレタスを地上部

（葉および茎）と根に分け、規定時間（午前 10から 5時間以内）に行った。試料は、

第二章、第二節 2 に準じ乾燥させ、粉砕機（ワンダーブレンダー：WB-1）で粉砕し、

粉砕乾物試料とした。 

 

(2). 養液サンプリング 

栽培養液のサンプリングは、H2O2処理 10-20日後の期間、毎日規定時間（17時）に 1

処理区 6ポットずつ採取した。ポット内の養液を十分に撹拌後 5 mL採取した。 

 

(3). 湿式灰化 

有機物は着色、錯化、緩衝、沈殿などさまざまな現象で、無機成分定量の妨害となり

やすい。したがって、無機成分定量の定量にあたり、事前に完全に有機物を分解する必

要がある。本試験では、湿式灰化を用いて試料中の有機物を分解した。分解には硝酸-

塩酸-過酸化水素法を用いた。10 mgの乾燥粉末試料をテフロンビーカーに秤取した。硝

酸 5 mL、塩酸 5 mLを加えて 24時間放置した。その後、30%過酸化水素水 5mLを加え、

時計皿でおおい 80oCで 45分加熱した。時計皿を取り除き、温度を上げながら加熱を続

け蒸発乾固させた（最終到達温度は 200oC）。残さに超純水を加え 1 時間煮沸し、過酸

化水素を完全分解した。テフロンビーカー内の無機塩残さに対して 5%硝酸を用いて 10 

mLにフィルアップした。 

 

4-2.  アンモニア態窒素 

アンモニア態窒素の測定はインドフェノール法により行なった。アンモニウムイオン

は次亜塩素酸ナトリウムと反応し、クロロアミンを生じる。このクロロアミンはフェノ

ールと反応すると濃度と比例して鮮やかなインドフェノールブルーを生成するため、比

色法によって定量した。本研究では、検液 200 µLに脱イオン水 2 mLを加えて希釈し、

次亜塩素酸ナトリウム試薬（次亜塩素酸ナトリウム 1.25 mLと水酸化ナトリウム 0.6 g

を脱イオン水 50 mlに溶解）とフェノール試薬（フェノール 1.25 gとペンタシアノニト

ロシル鉄(Ⅲ)酸二ナトリウム・二水和物（ニトロプルシドナトリウム）6 mgを脱イオン

水 50 mLに溶解）を各 100 µLずつ添加し、35oCで 3時間加温した後、分光光度計で 630 

nmの吸光度（UV-1800, Shimazu Co., Ltd, Japan）を測定した。  
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4-3.  硝酸態窒素 

硝酸態窒素の測定は、Cataldo ら（1975）のスルファニルアミド・ナフチルアミン法

によって行なった。硝酸態窒素は、銅存在下で硫酸ヒドラジニウムによって亜硝酸態窒

素に還元される。亜硝酸イオンは、酸性溶液中でスルファニルアミド（芳香族第一アミ

ン）と反応し、アゾ化合物を生成する。そこにナフチルエチレンジアミン（芳香族アミ

ン）を加えるとジアゾ化合物がピンク色に呈色する。本研究では、検液 20 µLに脱イオ

ン水 2 mLを加えて希釈し、銅－亜鉛溶液、水酸化ナトリウム溶液、硫酸ヒドラジン溶

液を各 50 µL加え、35oCで 1.5時間加温した。その後スルファニルアミド溶液 200 µL

を加え、室温で 15 分間放置し、さらに N-(1-ナフチル)エチレンジアミン二塩酸塩溶液

200 µLを加えた。さらに室温で 15分間放置後、分光光度計で 540 nmの吸光度（UV-1800, 

Shimazu Co., Ltd, Japan）を測定した。 

 

4-4.  無機塩分析 

植物体中の無機塩分析には ICP-OES（Agilent 700 series ICP-OES, Agilent Technologies, 

Inc）を使用した。酸分解後の液体サンプルまたは固体サンプルに含まれる微量または

少量成分の測定に使用する原子分析技術である。液体が 5500 K の誘導結合プラズマに

噴霧され、サンプル内の原子が励起/イオン化される。光学検出を使用して、放出され

る光の強度を対象元素に固有の波長で測定する。これらの測定値を標準試料と比較する

ことで、サンプル中の元素濃度を測定する。本試験では、植物体中および栽培養液中の

B、Na、Mg、P、K、Ca、Mn、Fe、Cu、Znおよび Moを分析した。 

 

4-5.  水分吸収量 

H2O2 処理期間において、栽培ポッドの養液残液量（L）をメスシリンダーで測定し、

日変化から一株当たりの推定水分吸収量を算出した。 

Water absorption = (V1-V2)/(t1-t2)/plant 

ここで、V は DFT 栽培養液量、t は時間を指す。実際の計算は、時期 t1、t2における

栽培養液量 V1、V2の差より求めた 

	 本試験系では、栽培プレートがポッドを密閉している状態にしており、かつ、ブラン

クとして設定した植物個体を植えていないポッド内水分量の日変化が認められなった

ため、蒸発量は加味しないものとした。 
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4-6. 根活性 

	 α-ナフチルアミンによる根活性の測定は、パーオキシダーゼ活性を測っており、その

活性が根の呼吸率と密接な関係を持つことを基礎としている。供試根 1.0 g FW を 100 

mL容の三角フラスコにとり、40 ppm α-ナフチルアミン溶液および 100 mMリン酸ナト

リウム緩衝液（pH 7.0）の等量混合液 50 mLを加え、振とうした。10分静置すると根に

よる α-ナフチルアミンの急速な吸着が完了するので、その時点をゼロタイムとして、ス

タートの α-ナフチルアミン濃度を測定するために、1 mLを試験管に採取した。残部は

栓をして振とう機にかけ、20oCで 5時間反応を行った。反応時間終了後、1 mLを別の

試験管に採取した。なお、α-ナフチルアミン溶液は自然酸化を行うので、根を加えない

でブランクテストを同様に操作した。 

	 採取した 1 mLの検液に 5 mLの蒸留水を加え、これに 1%スルファニル酸溶液 500 µL

および 100 ppm亜硝酸ナトリウム溶液 500 µLを加えて撹拌し、5分間室温で放置して

発色させたのち、蒸留水を加えて全容 10 mL とした。発色 20 分後から 60 分以内の間

に分光光度計で 510 nmの波長を用いて吸光度を測定した。同時に、上記の 20 ppm α-

ナフチルアミン溶液を用いて、α-ナフチルアミン 0、5、10、15、20 µg相当量を分取し

て同様の発色操作をし、標準線を作成した。以下の式により算出した。 

 

＊根活性：計算法 

	 根活性は、根 1g、1 時間当たりの α-ナフチルアミンの酸化量（µg）でもって表示す

る。α-ナフチルアミンの酸化量（N）は、反応前後の差からブランクテストの値を差し

引いて求められる。 

 

	 N＝[（最初採取した検液中の α-ナフチルアミン µg×25）－（反応終了後採取した検液

中の α-ナフチルアミン µg×25）]－[（ブランクテストの最初採取した検液中の α-ナフチ

ルアミン µg×25）－（ブランクテストの反応終了後採取した検液中の α-ナフチルアミン

µg×25）] 

根活性＝N（µg）／供試根量（g）× 反応時間（h） 
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5. クロロフィル定量 

凍結葉を新鮮重の 10倍量 50 mMリン酸緩衝液（5%(v/v)グリセロール、2 mMヨー

ド酢酸ナトリウム、0.8%(v/v)2-メルカプトエタノールを含む；pH 7.0）で摩砕抽出を行

った。クロロフィル（Chl）の定量は、摩砕抽出液 100 µLを褐色試験管に取り秤量し、

0.5 mL蒸留水、2.4 mLアセトンを加えよく撹拌した。それを氷中に 30 min放置した後、

冷却遠心分離 1,800 rpm×15 minを行い、その遠心上清を、分光光度計を用いて 663 nm

および 645 nmの吸光度（UV-1800, Shimazu Co., Ltd, Japan）を測定した。それらの吸光

度から Arnon（1949）の計算式を用いて算出した。 

 

6. 炭素窒素固定 

植物体中の C、N分析には SUMIGRAPH NC-22（Sumika Chemical Analysis Service, Ltd., 

Japan）を使用した。従来、煩雑かつ熟練を要する炭素および窒素分析を、簡便ながら

も高精度に分析できる機器である。基本原理として、微粉末にした植物体試料を高温で

完全燃焼させ、発生した燃焼ガス中の CO2、NOX、N2等のうち、窒素酸化物は還元し、

他の部分は取り除き、最終的に炭素は CO2に、窒素は N2にし、それぞれ検出する。検

出部条件設定は、1）INJ/DET REMP＝100oC、2）COL TEMP＝70oC、3）CARRIER GAS

（He）1&2≒200 kPaとした。反応部温度は、NC-H（還元炉）＝830oC、NC-L（酸化炉）

＝600oCとし、O2 FLOW＝0.3（-0.4）l/minとした。標準試薬には、アセトアニリドを使

用し、それぞれ炭素、窒素含有量を測定した。 

 

7. 統計解析 

本実験で得られたデータは、統計解析ソフト JMP ver.8.0.1（SAS Institute Inc., USA）

を用いて Tukey-Kramer法による検定を実施した。 
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第三節	 結果 

第一項	 ストレス強度別の生育変化 

本試験では、添加時濃度で 0（control）、0.03、0.1、0.3、1.0、3.0 mM H2O2の計 6処

理区を設け、毎日 H2O2の添加を継続的に行いながら栽培したリーフレタスの生育を調

査した。データは示さないが、本試験設定濃度以下 0.001、0.003、0.01 mM H2O2の 3処

理区では、新鮮重や乾物重等生育への影響は認められなかった。また、10 mM 濃度で

は処理 1日後には葉脈の色素が退色、葉が萎れて枯れた。 

H2O2処理 20日後における植物個体の地上部新鮮重、地上部乾物重、水分含有率、根

乾物重、総乾物重、Shoot/root 比、総葉面積、比葉重、SPAD 値の結果を図 5 に示す。

H2O2処理 20日後における地上部新鮮重、乾物重、葉面積、根乾物重が 0.03、0.1 mM H2O2

処理区で 0 mM H2O2処理区に比べ増加し、1.0、3.0 mM H2O2処理区において減少する傾

向を示した。各種詳細結果を以下に示す。 

地上部新鮮重は、0 mM H2O2処理区に対して 0.03 mM H2O2処理区で約 37%の増加が

認められ、0.1 mM-H2O2処理区では約 21%の増加が認められた。地上部乾物重では、0 

mM-H2O2処理区に対して 0.03 mM H2O2処理区で約 24%、0.1 mM H2O2処理区では約 32%

の増加が認められ、新鮮重は増加しなかった 0.3 mM H2O2処理区においても約 24%の増

加が認められた。水分含有率は 0 mM H2O2処理区に対して、有意な差異が認められた

のは、3.0 mM H2O2処理区だけだったものの、処理濃度依存的に低下する傾向が認めら

れた。 

根乾物重では、0 mM H2O2処理区に対して 0.03 mM H2O2処理区で約 35%、0.1 mM H2O2

処理区では約 29%増加で有意差が認められ、0.3 mM H2O2処理区においては有意差は認

められないものの増加する傾向が見られた。総乾物重は、0 mM H2O2 処理区に対して

0.03、0.1、0.3 mM H2O2処理区で有意な増加が認められた。地上部および根において、

0 mM H2O2処理区に対して 0.03-0.3 mM H2O2処理区で増加、1.0、3.0 mM H2O2処理区で

減少する応答が認められたものの、Shoot/root比は H2O2処理による影響は認められなか

った。 

総葉面積においても新鮮重と同様の傾向を示したが、0 mM H2O2処理区に対して 0.03 

mM H2O2処理区で約 16%、0.1 mM-H2O2処理区で約 17%増加と、増加率は新鮮重に比べ

低い値を示した。比葉重に関して有意な差が見られたのは、3.0 mM H2O2処理区のみだ

ったが、H2O2処理濃度依存的に増加する傾向を示した。相対葉緑素量（SPAD）は、各

処理区において有意な差は認められなかった。 
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図5　H2O2処理20日後におけるリーフレタス各器官別生育調査 
　18日齢リーフレタス苗を、20日間各H2O2処理濃度含有水耕液で栽培したリーフレタスの地上部
新鮮重（FW）、地上部乾物重（DW）、水分含有率（WCR）、根乾物重（RDW）、全乾物重
（TDW）、地上部地下部比率（Shoot/root）、総葉面積（LA）、比葉重（SLW）、SPAD値
（SPAD）。図中のバーは標準誤差（n=5）を、異なる英小文字はTukey-Kramer法により5％で有
意差を示す。 
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第二項	 成長解析 

第二章、第三節、第一項より、0.03および 0.1 mM H2O2含有水耕液において生育量が

増加し、1.0 mM H2O2以上の濃度で生育が抑制されることが示された。その結果から、

生育促進および抑制が起こる処理区間でのより詳細な生育調査を行うために、0、0.1、

1.0 mM H2O2の 3処理区において経日変化を調査し、その結果から成長解析を行った。 

0.1 mM H2O2処理区において、総乾物重や地上部乾物重、総葉面積、根乾物重が無処

理区より有意に増加し、1.0 mM H2O2処理区では抑制される傾向を第二章、第三節、第

一項と同様に示した（図 6）。地上部乾物重および総葉面積は、H2O2処理区間における

有意な差が 15日後に認められたのに対し、根乾物重は H2O2処理区間における有意な差

は 10日後に認められ、H2O2処理の影響は地上部よりも直接処理されている根圏領域で

早く現れることが明らかとなった。 

成長解析は、H2O2処理 0-5 日後および 10-15 日後に行った（図 7）。H2O2処理 0-5 日

後における RGRは、0および 0.1 mM H2O2処理区よりも 1.0 mM H2O2処理区で低くなっ

た。また、LARは各処理区間での差がなく、NARが 0および 0.1 mM H2O2処理区より

も 1.0 mM H2O2処理区で低くなった。このことは、1.0 mM H2O2処理は単葉面積あたり

の炭素同化量が下がっていることを示している。 

H2O2処理 10-15日後における RGRは、0 mM H2O2処理区よりも 0.1 mM H2O2処理区

で大となった。また、0-5日後における解析結果と同様に LARは各処理区間での差が見

られなかった。一方で、NARは 0 mM H2O2処理区よりも 0.1、1.0 mM H2O2処理区で大

となった。このことは、0.1、1.0 mM H2O2処理は単葉面積あたりの炭素同化量が高くな

っている可能性がある。1.0 mM H2O2処理において 10-15日後の NARが高くなっている

のにも関わらず、RGRが低くなっているのは、LARが有意差は無いものの 0 mM H2O2

処理区に比べて減少している傾向にあり、葉面積拡大が高強度の酸化ストレスにより阻

害されていることが考えられる。これは、第二章、第三節、第一項の結果において地上

部新鮮重や乾物重の増加割合に対し、総葉面積の増加率が低かった結果と一致した。 

 

第三項	 葉身内部構造解析 

既往研究から、ROS およびストレス環境は葉身構造の変化を促すことを第二章第一

節で述べた。H2O2処理前に出葉していた葉（第 4 葉）の完全展開時の葉身内部構造の

結果を図 8 および表 1 に示す。葉厚は、H2O2処理区間で差異は認められなかった。表

皮や海綿状組織にも H2O2処理区間で差異は認められなかった（date not shown）。柵状組

織の構造に H2O2処理期間で差異が認められた。柵状組織の縦長が、0 mM H2O2処理区 
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H2O2処理濃度F
(mM) 細胞長(µm) 細胞幅(µm) 柵状組織　縦/横比 葉厚 (µm) 細胞密度

(cells mm-2) 

0 mM H2O2 42.0±1.2b 39.0±1.2a 1.1±0.0c 151.9±11.9a 512.8±24.7b 

0.1 mM H2O2 41.4±1.4b 26.7±1.0b 1.6±0.1b 164.8±21.0a 536.4±20.9ab 

1.0 mM H2O2 46.4±1.1a 23.4±0.8b 2.1±0.1a 174.2±19.6a 555.1±32.3a 

　 　 　 　 　 　 

(A)�

(B)�

0 mM� 0.1 mM�

14: 

�8HH2O2�.�X�BQS���B:Y:>�@$? 
(A) +�.�y0zM][0.1I1.0 mM H2O2�.�XMO`sxouhg1G:Y5"C�J

FAA��(U���I��'9jelnik8100X]_��J��(X]`cxjd
obeka7 QI
4qevkxrU�%X�,a�!QI28$?X�DQWLPV
a�
<EU/=)\J�	YmxZ100 µm UK`PVa0RJ 

(B) +�.�y0zM][0.1I1.0 mM H2O2�.�XMO`sxouhg14:XMO`#
�36Y5&AJ1��N^5�,�!QI5�,Y��	a1��	VQT10fwp
t*�QSyTable 1zJ�*�	Ypvik 

;1HH2O2�.�Ysxouhg14:XMO`#�36$?M][:��
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FAA��(U���I��'9jelnik8100X]_��J��(X]`cxjd
obeka7 QI
4qevkxrU�%X�,a�!QI28$?X�DQWLPV
a�
<EU/=)\J�	YmxZ100 µm UK`PVa0RJ 

(B) +�.�y0zM][0.1I1.0 mM H2O2�.�XMO`sxouhg19:XMO`#
�36Y5&AJ1��N^5�,�!QI5�,Y��	a1��	VQT10fwp
t*�QSyTable 1zJ�*�	Ypvik 

　 　 　 　 　 　 
H2O2処理濃度F
(mM) 細胞長(µm) 細胞幅(µm) 柵状組織　縦/横比 葉厚 (µm) 細胞密度

(cells mm-2) 

0 mM H2O2 60.4±0.9b 45.6±1.0a 1.3±0.0b 204.9±14.6 523.4±19.2b 

0.1 mM H2O2 66.3±1.3a 34.3±0.9b 2.0±0.1a 207.2±15.0 600.5±26.3a 

1.0 mM H2O2 68.4±1.1a 34.7±0.6b 2.0±0.1a 216.0±26.4 625.1±19.1a 
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に対して、1.0 mM H2O2処理区で有意に増加した。また、柵状組織の横幅は 0 mM H2O2

処理区に対して、0.1および 1.0 mM H2O2処理区で有意に抑制された。これらの変化に

伴い、柵状組織の縦/横比は H2O2処理濃度依存的に高くなる傾向を示した。また、単位

面積当たりの細胞数密度も H2O2処理濃度依存的に高くなる傾向を示し、0 mM H2O2処

理区に対して、1.0 mM H2O2処理区で有意に増加した。 

	 H2O2処理後に出葉した葉（第 9 葉）の完全展開時の葉身内部構造の結果を図 9 およ

び表 2 に示す。葉厚は、H2O2処理区間で差異は認められなかった。表皮や海綿状組織

にも H2O2処理区間で差異は認められなかった（date not shown）。柵状組織の構造に H2O2

処理期間で差異が認められた。柵状組織の縦長が、0 mM H2O2処理区に対して、0.1お

よび 1.0 mM H2O2処理区で有意に増加した。また、柵状組織の横幅は 0 mM H2O2処理区

に対して、0.1および 1.0 mM H2O2処理区で有意に抑制された。これらの変化に伴い、

柵状組織の縦/横比は 0 mM H2O2処理区に対して、0.1および 1.0 mM H2O2処理区で有意

に高くなった。また、単位面積当たりの細胞数密度も、0 mM H2O2処理区に対して、0.1

および 1.0 mM H2O2処理区で有意に増加した。 

	 葉身内部構造を測定した葉（第 4葉および第 9葉）の葉長/葉幅比を見ると、第 4葉

は 0 mM H2O2処理区に対して、1.0 mM H2O2処理区で有意に高くなり、第 9葉は 0 mM 

H2O2処理区に対して、0.1および 1.0 mM H2O2処理区で高くなる傾向を示した（図 10）。

葉身内部の細胞数（細胞密度）が H2O2処理区で高くなっており、これらが葉身の縦横

比に影響を与えた可能性が示唆された。この時、葉に含まれる総クロロフィル量には

H2O2処理区間での差異は認められなかった（図 10）。 

 

第四項	 側根および根毛の形態形成 

第二章第三節第一、二項において、0 mM H2O2処理区に比べて 0.1 mM H2O2処理区で

根乾重が増加し、1.0 mM H2O2処理区で根乾物重が低下することが認められた。この時、

根姿にも顕著な差異が観察された。また、地上部に比べ生育への影響が早期に現れるこ

とから、根の変化が地上部の生育部へ影響を与える可能性が示唆された。 

H2O2 含有水耕液で栽培したリーフレタスの根の形態解析結果を図 11 に示す。H2O2

処理 10日後において、最大根長は 0 mM H2O2処理区に比べて 0.1および 1.0 mM H2O2

処理区で有意に低くなった。それに対して、分枝根端密度（側根形成数）が 0 mM H2O2

処理区に比べて 0.1 mM H2O2処理区で有意に増加した。0.1 mM H2O2処理区は 0 mM 

H2O2 処理区に比べて最大根長が短くなったが、側根形成数が増加したことで、総根長

に差は見られなかった。 

	 H2O2処理 20日後において、最大根長は 0 mM H2O2処理区に比べて 1.0 mM H2O2処理  
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116H2O2�#10, 20��G���1<MI���(��7,�1 
6 18日齢リーフレタス苗を、10および20日間各H2O2処理濃度含有水耕液で栽培したリー
フレタスの最大根長、分枝根端密度、総根長。図中のバーは標準誤差（n=10）を、異な
る英小文字はTukey-Kramer法により5％で有意差を示す。 
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�12�H2O2�������

����� ���	�� 
� 1/2MS�������5日齢のリーフレタス苗の葉面に、各処理濃度のH2O2を
20 µL添加した7日後の主根長および側根形成数。図中のバーは標準誤差
（n=20）を、異なる英小文字はTukey-Kramer法により5％で有意差を示す。 
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B - 100 mM B - 0 mM A - 0 mM 

A - 100 mM (A) 

(B) 

�� �� �� �� ��

H2O2�
���
(mM) �
�(mm) 	
	 
�� (µm/����) 
�� (µm/
���) 

0 mM 56.9±8.1a 12.4±0.8b 415.8±14.5   *n.f. 

1 mM 39.9±2.9ab 12.1±0.7b 391.9±19.5   *n.f. 

10 mM 47.7±3.5ab 14.9±0.5ab 413.9±20.0   *n.f. 

100 mM 37.6±3.5b 17.7±1.0a 376.1±14.6   290.7±13.8 
�� �� �� �� ��

'13�H2O2570 "17-+
���./�*, 
(A) 5-9������4�)5
0���100 mM-H2O2�20 µL0$�	7-+����
���4�#%8(���6!�'�����0.4 mm 
�����2�� 

(B) 5-9������4�)5
0���100 mM-H2O2�20 µL0$�	7-+����
���4������8(�&�.36!�'�����0.4 mm 
�����2�� 

表3　H2O2葉面添付処理7日後における根の形態形成（n=20） 

＊根端領域において0, 1, 10 mM処理区では、根毛の形成が認められなかった（Non-formation : 
n.f.）。平均±標準誤差。異なる英小文字はTukey法により5％で有意差を示す。 
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区で有意に短くなった。それに対して、分枝根端密度（側根形成数）は処理 10 日後と

同様に 0 mM H2O2処理区に比べて 0.1 mM H2O2処理区で有意に増加した。総根長が 0 

mM H2O2処理区に比べて 0.1 mM H2O2処理区で有意に増加した。 

	 水耕栽培処理試験において、0.1 mM H2O2処理区ではウレタンマット培地から出根し

ている分枝根の根毛形成率が 0 mM H2O2処理区よりも高くなっているように観察され

た。根毛形成ををより明確に見るために、栽培スケールを落として再試験を行った。

1/2MS 培地で栽培した 5 日齢のリーフレタス苗の葉面に、各処理濃度の H2O2を 20 µL

滴下し、さらに 10日間栽培を行った。H2O2処理を行う器官や苗齢が異なれば、応答が

変化してしまう。そこで、0.1 mM H2O2処理区で認められた主根長の伸長抑制および側

根形成数の増加が認められる処理濃度の探索を行い、その結果を図 12に示す。100 mM 

H2O2処理区は、0 mM H2O2処理区に比べて有意に主根長が抑制され、側根形成数が増

加した。 

	 根毛形成密度および根毛長に各 H2O2処理区間で、有意差は認められなかったが、形

成領域に差異が認められた（図 13および表 3）。細胞伸長領域においては、全処理区で

根毛形成が認められたが、根端領域においては 100 mM H2O2処理区のみで根毛の形成

が認められた。 

 
第五項	 植物の炭素同化および養水分吸収 

植物個体中の炭素および窒素含有量を図 14に示す。葉内炭素含有量は、処理 10およ

び 20日後において 0 mM H2O2処理区に対して、0.1 mM H2O2処理区で有意に増加した。

根内炭素含有量は、処理 10日後において 0 mM H2O2処理区に対して、1.0 mM H2O2処

理区で有意に増加し、処理 20日後において 0 mM H2O2処理区に対して、0.1 mM-H2O2

処理区で有意に増加した。葉内窒素含有量は、有意な差異は認められないものの、処理

10日後において 0 mM H2O2処理区に対して、0.1 mM H2O2処理区で増加する傾向を示し、

1.0 mM H2O2処理区で低くなる傾向を示した。一方で処理 20日後および根内窒素含有

量に有意な差異は認められなかった。 

第二章第三節第四項で、H2O2処理に伴い根の形態が変化することが認められた。根

の形態は養水分吸収に影響をもたらす可能性がある。また、根による養水分吸収が、そ

の必要なエネルギーの大部分を根の呼吸作用によって供給されることから、根の呼吸と

関連するパーオキシダーゼの活性を測定し、根の活性および DFTの養液残量の経日変

化から植物個体あたりの水分吸収量を評価した（図 15）。根活性は、処理 10日後にお

いて 0 mM H2O2処理区に対して、0.1 mM H2O2処理区で有意に増加した。処理 20日後  
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において、0 mM H2O2処理区に対して 0.1および 1.0 mM H2O2処理区で有意に増加し、

0.1 mM H2O2処理区で最大となった。植物一個体あたりの水分吸収量は、H2O2処理 10

日後において 0 mM H2O2処理区に対して、0.1 mM H2O2処理区で有意に増加し、1.0 mM 

H2O2処理区で有意に低くなった。H2O2処理 20日後において 0 mM H2O2処理区に対し

て、0.1 mM H2O2処理区で有意に増加した。 

栽培養液中の NH4
+および NO3

- 濃度は、0.1および 1.0 mM H2O2処理区で 0 mM H2O2

処理区よりも H2O2処理 19-20 日後に減少している傾向を示すものの、有意な変化は認

められなかった（図 16）。また、植物内のカリウム、リン酸、その他微量要素の内生量

を葉および根に分け、H2O2処理 10日後および 20日後に測定した（図 17）。処理 10日

後において、葉内 K+含有量が処理濃度依存的に低くなる傾向を示し、0 mM H2O2処理

区に対して 1.0 mM H2O2処理区で有意に低下した。処理 20日後において、根内 Fe2+含

有量が 0 mM H2O2処理区に対して 1.0 mM-H2O2処理区で有意に増加した。他イオンに

関しては処理区間で有意な変化は認められなかった。 

 

第四節	 考察 

	 本章では外因性 H2O2がリーフレタスの成長および形態形成に及ぼす影響に関して、

試験を行った。H2O2 処理条件を適正に評価するために、存在量をトレースしやすい水

耕液に添加してその影響を評価した。本試験条件では、3.0 mM以上のH2O2濃度下では、

表皮細胞の破壊や電解質の漏出が確認され、また根部においても細胞破壊が観察され、

枯死した（date not shown）。 

	 植物には、ストレス時に発生する ROS 防御系応答があり、抗酸化系が活性すること

により順化しようとする（Fryer et al., 2003）。また植物は、それら防御系応答にはエネ

ルギーを消費し、相対的に生育は抑制される傾向を示す（Kitano et al., 2008; Wang et al., 

2010）。しかし、その防御系応答性を超えるストレス負荷がかかると枯死してしまう

（Pellinen et al., 1999）。本試験の結果からリーフレタス‘Red fire’においては、3.0 mM

までがその防御応答性の限界値であることが示唆された。1.0および 3.0 mM H2O2処理

区では、0 mM-H2O2処理区と比べて地上部重量、総葉面積、根乾物重が有意に減少した

（図 5）。これらは、1.0 mM以上の H2O2濃度処理はリーフレタス‘Red fire’において

酸化ストレスとなることを示し、同時に、生育量が増加した 0.03 および 0.1 mM-H2O2

処理区では酸化ストレス応答が引き起こされていない可能性を示唆している。 

	 植物の成長量を増加させるためには、生育に必要な基質の同化量や吸収量の増加、利

用効率の向上、防御応答に利用される代謝物合成へのバイオマス分配の低下（ストレス

回避）が挙げられる。それらの応答の中で主エネルギー生産を担うのが光合成である。
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植物にとって光は光合成のエネルギー源である。しかし、第二章第一節 1でも述べたよ

うに過剰な光はストレスとなり、光阻害を引き起こす。これらの既往研究が示すように、

葉内 ROS 濃度が増加することで光合成効率が上昇することは考えにくい。しかし、本

研究での成長解析の結果、RGR は NAR に起因する結果が得られた（図 7）。これは葉

の広がりに伴う受光面積の拡大ではなく、単位葉面積当たりの炭素同化量もしくは光利

用効率が向上している可能性を示唆している。 

比葉重が H2O2処理濃度依存的に増加する傾向が図 5で認められ、根域への H2O2処理

が葉厚へ影響を与える可能性が示された。柵状組織は、強光や低温などの環境ストレス

にさらされることで形態を変化させ、光利用効率等を向上させるために葉厚を厚くする

ことも報告されている（Pino et al., 2008; Dumlao et al., 2012）。本試験において、葉身内

部構造を観察したところ、葉厚は H2O2処理濃度依存的に増加する傾向を示したが、有

意な差異は認められなかった。しかし柵状組織の形態および葉身内部の細胞密度には変

化が認められた（図 8、9および表 1、2）。柵状組織は、0.1および 1.0 mM H2O2試験区

で細胞幅が抑制されることによって縦横比が増加する形態を示した。 

	 第二章第一節 2で述べたように、柵状組織の発達に関与するとされる転写因子ZAT10、

ZAT12は ROSによって発現が上昇することが知られている（Davletova et al., 2005; Li et 

al., 2007）。また、H2O2処理が柵状組織の発達に関わるのかどうかを解析し、柵状組織

の発達を誘導する長距離シグナル伝達機能の分子レベルの解明を目指した研究では、

H2O2 処理により柵状組織の発達が見られた。シロイヌナズナの下位成熟葉のみの処理

や、上位未成熟葉のみに H2O2処理した場合にも、展開した葉で柵状細胞が未処理葉に

比べ縦が長く、横が短くなり縦長形態を示した（Munekage et al., 2015）。これらの既往

研究から、根域に付与した H2O2が長距離シグナル伝達され、地上部のレドックス反応

に影響を与え、柵状組織の形態変化を誘導したことが示唆された。 

バイオマスなど生育量が増加した 0.1 mM H2O2試験区では、処理 10および 20日後に

おいて 0 mM H2O2試験区に対して炭素含有量が有意に増加していた（図 14）。大気中の

CO2は大気中から気孔を通って細胞間隙に拡散し，細胞壁の水に溶け，細胞膜，葉緑体

包膜を通って葉緑体ストロマに達して Rubiscoによって固定される。葉厚や柵状組織や

海綿状組織が薄くなってしまうと葉緑体の細胞接触面積は、薄い葉で顕著に小さくなっ

てしまう。葉緑体接触面積当たりの細胞間隙から葉緑体内への CO2コンダクタンスが同

じであると仮定した時、ストロマへの CO2流入濃度は接地面積が小さいほど著しく低下

する（Terashima et al., 2006）。単位重量あたりの Chl含有量も各処理区間での差異が見

られなかったことから（図 10）、葉身内部構造の変化が光利用効率および炭素同化効率

を向上させた可能性を示した。 
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	 経時的生育変化を追った結果、地上部新鮮重や乾物重の増加は 15 日後以降に確認さ

れ、それより早い段階で根の乾物中に変化が出ていることが認められた（図 6）。0.1 mM 

H2O2処理 10日後において、根の形態は 0 mM H2O2処理に比べ側根形成数が大となった

（図 11）。根端領域は、分化領域に比べて水分吸収量やイオン吸収率が高いこと、細根

や根毛などの分化組織において水分吸収率が根系内で高いと報告されている。さらに、

0.1 mM H2O2処理区は 0 mM H2O2処理区に比べて根活性が増加し、一日あたりの一個体

の水分吸収量も増加していた（図 15）。 

	 ROS は、根の形態形成に極めて重要な役割を持つことが近年報告されている（Chen 

and Schopfer, 1999; Liszkay et al., 2004）。過酸化水素は、OH・の前駆体であり、OH・は根

毛形成に関与していることが示唆されている（Foreman et al., 2003）。根においては先端

近く細胞伸長領域に分布し、細胞分化から細胞伸長への移行に関わることが示唆されて

いる（Dunand et al.,2007; Li et al.,2007; Tsukagoshi et al., 2010）。本試験においても、外因

性 H2O2がこれら根の形態形成のシグナルとなり分化を誘導したと考えられる。 

	 根圏におけるイオン欠乏のセンシングに ROS が非常に重要な役割を果たすことが既

往の研究から示唆されている（Shin and Schachtman, 2004）。ROSは根の異なった領域に

蓄積され、そこではイオン取込とトランスロケーションが活発に起きている。また、

HAK5 等輸送タンパクの発現にも ROS 生産によるエチレン量の増加という応答が必要

であり、カリウムと窒素吸収において重要な役割を果たすことが示唆されている（Shin 

et al., 2005; Shin et al., 2007; Jung et al., 2009）。しかし、本試験においてはカリウムやリ

ン含有量に差異は認められず、養液中のイオン動態からも選択的吸収等は引き起こされ

ていないことが認められた（図 16、17）。しかし、養液吸収量が一個体あたりで大きく、

バイオマスも増加した上で g単位あたりの各イオン量に差異がないことは、取り込んだ

イオン量はバイオマスが高い 0.1 mM H2O2処理区で最も大となったことを示している。 

	 また、H2O2 を付与することで、水耕液中に褐色の析出物（酸化鉄および酸化マンガ

ン等）が少量発生するが、それに伴う植物個体中の金属イオンの減少は認められず、栽

培養液として設定されている園試処方がリーフレタスを栽培する上で十分量の無機栄

養素が供給されていることを示している。 

	 根域に処理された低濃度（0.03-0.1 mM H2O2）H2O2は、葉内柵状組織の形態や葉身内

部の細胞密度の増加を促し、それに伴い光利用効率を向上させている可能性が示された。

さらに、根の側根等の形態形成を誘導し、根活性も増加させることにより養水分吸収量

を向上させていた。これらの低濃度 H2O2に伴う形態変化誘導が成長促進を誘導したの

ではないかと考えられる。 
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第三章	異なる酸化ストレス下における植物器官別のレドックス応答  

第一節	 緒論 

2-1. 	 環境ストレス応答と ROSシグナルおよびレドックス制御機構 

ストレスによって生成される ROS の除去に、抗酸化物質・抗酸化酵素等の細胞内の

酸化還元反応が関わっている。第一章第三節でも述べたようにチラコイド膜で O2が光

還元され、H2O2が生成される。この H2O2はストロマの CO2固定に関与する酵素を失活

させてしまう。そのため活性酸素を速やかに消去させる機構として water-water サイク

ルや AsA/GSH回路を有している（Asada, 2000）。 

Water-waterサイクルでは、光化学Ⅱで H2Oから生じた 4e-が光化学系Ⅰを経て、その

半分の 2e-が O2の還元による O2
-生成に、残りの 2e-が O2

-の不均化反応で生じた H2O2還

元に使用される。AsA を持たないシアノバクテリアは、AsA の代わりにペルオキレド

キシンが H2O2を還元し、酸化されたペルオキシレドキシンはチオレドキシン、フェレ

ドキシンを介し H2Oからの電子により還元される。 

Water-water サイクルが機能するためには葉緑体構造が保持されている必要とされて

おり、ROS 消去に関与する酵素群が存在していても、構造が破壊されている場合には

H2O2を消去できないことが示されている（Asada and Badger, 1984）。CuZn-SODは光化

学系Ⅰ反応中心が存在しているストロマチラコイド膜の表面に付いている（Ogawa et al., 

1997）。この CuZn-SODをアンチセンス法で減少させると光阻害が大きくなる。効果的

に ROS を消去するためには、消去に関与する酵素のミクロな局在が非常に重要である

ことがわかっている。 

レドックスの制御機構が種々細胞応答の遺伝子発現に重要な役割を果たしているこ

とが近年の研究でわかってきている。酸化ストレス下における各オルガネラで生成した

種々の抗酸化酵素のアンチセンス発現抑制株や破壊株を用いた発現遺伝子の包括的解

析が行われており、それらの結果および生体膜透過性から H2O2がレドックスシグナル

伝達物質であると考えられている（Pnueli et al., 2003; Ishikawa et al., 2005）。酸化ストレ

ス条件下において、葉緑体内の AsA のレドックス状態の変化に伴う葉緑体型アスコル

ビン酸ペルオキシダーゼ（APX）の迅速な失活が認められる。この葉緑体型 APX の失

活は、葉緑体からの H2O2の拡散による積極的なレドックスシグナルの発信であると考

えることができる。事実、各オルガネラ-核間を繋ぐ細胞質に局在する細胞質型 APX

（cAPX）は、さまざまな酸化ストレスに対して迅速に誘導される（Yoshimura et al., 2000; 

Yabuta et al., 2004）。また、cAPXの発現抑制によって、植物細胞内の H2O2濃度の増加

およびそれに伴うさまざまな遺伝子の発現誘導／抑制が認められている（Pnueli et al., 
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2003; Ishikawa et al., 2005）。 

 

2-2. 	 目的 

ROS は、植物成長における基質獲得器官として重要な葉や根の細胞分裂及び細胞分

化応答の制御に密接に関係するシグナル因子であることが示唆されており、第二章にお

いても処理濃度間で生理応答の差異が認められた。序論で論じたようにストレス応答に

は閾値があり、品種間でその範囲も応答性も異なるであろうことが第二章第一節 1-1. 

からも示唆される。 

そこで、本章では異なる生理応答を引き起こしている H2O2処理区間で植物内の ROS

挙動やレドックス応答の変化を H2O2および O2
-、活性酸素分解酵素である CAT、APX

活性および抗酸化物質である AsA、GSH を分析することにより、評価し、リーフレタ

における酸化ストレスの閾値し評価を試みた。 
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第二節	 方法 

1. 抗酸化物質の定量 

1-1.  栽培方法およびサンプリング 

供試植物、栽培方法、H2O2処理は、第二章、第二節、1-2に記した方法に準じた。H2O2

処理は、0、0.05、0.1、0.5および 1.0 mM処理区を設定した。サンプリングは、葉およ

び根に分け行った。処理溶液から離脱後新鮮重を測定し、サンプルを 5分以内に液体窒

素で凍結し-35oCで保存し、6週間以内に測定した。 

 

1-2.  アスコルビン酸 

アスコルビン酸の測定は、Roe and Kuether（1943）の変法で分析を行った。凍結試料

1 gを乳鉢で粉砕した。粉砕後、9.0 mLの 5%メタリン酸を添加し暗所 4 oC下で一晩抽

出後、遠心分離 3,000 rpm×15 minを行い、上澄みを検液とした。検液 0.5 mLにインド

フェノール 50 µL、1 %塩化スズ（II）0.5 mL、ヒドラジン 0.25 mLを加えた後、50 oC

で 1.5時間加温した。氷冷し、85%硫酸 1.25 mLを加え、30分室温で放置した。分光光

度計で 540 nmの吸光度（UV-1800, Shimazu Co., Ltd, Japan）を測定した。 

 

1-3.  アントシアニン 

凍結試料 1 gを乳鉢で粉砕した。1 %塩酸-メタノールを 9.0 mL加え、暗所 4 oC下で

一晩抽出後、遠心分離 3,000 rpm×15 minを行い、上澄みを分光光度計で 530 nmの吸光

度（UV-1800, Shimazu Co., Ltd, Japan）を測定した。アントシアニンは複数種存在するが、

標準試料には赤系リーフレタスに多く含まれるシアニジン-3-グルコシドを用いた。 

 

1-4.  グルタチオン 

	 凍結試料を乳鉢で粉砕し、サンプルの 10倍量の 50 mMリン酸緩衝液（pH 6.8）を添

加しボルテックスで撹拌した。遠心分離 3,000 rpm×15 minを行い、上澄みをサンプル検

液とした。検液をグルタチオン測定キット（Japan institute for the control of aging, Nikken 

seil Co, Ltd）を用いて、還元型グルタチオン（GSH）および酸化型グルタチオン（GSSG）

を測定した。マイクロプレートに、キャリブレーター/サンプル検液 50 µL をウェルに

分注した。全てのウェルに DTNB試薬を 50 µL添加した。室温 20 oCでインキュベート

を行い、NADPH試薬を全てのウェルに 50 µL分注した。405 nmにおける吸光度をマイ

クロプレートリーダー（SH-1000 Lab, Corona electric Co., Ltd., Japan）を用いて 20秒間

隔、3 分間測定した。吸光度変化率（ΔA405 nm/min）を算出し、検量線から濃度を求め

た。  
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2. 活性酸素および抗酸化酵素活性の経時変化 

2-1.  サンプリング 

供試植物、栽培方法、H2O2処理は、第二章、第二節、1-2に記した方法に準じた。H2O2

処理は、0、0.05、0.1、0.5および 1.0 mM処理区を設定した。長期的応答を知るために

H2O2処理 1日目、5、10日後の経日変化サンプリングを行った。また、短時間応答を調

べるために各日で H2O2を養液へ添加後 -1、0（処理直前）、0（処理直後 10以内）、0.5、

1、3、6、12、18、24 時間後の経時変化サンプリングを行った。全葉と根に分けて FW

を測定し、液体窒素にて凍結処理をした。すべての処理を処理溶液離脱後から 3分以内

に完結させ、サンプルは-35 oC保存後 1ヵ月以内に分析した。 

 

2-2.  H2O2の定量 

H2O2の定量は、Willekensら（1997）の方法により行った。0.1 g FWサンプルを液体

窒素で磨砕後、0.2 M過塩素酸を 2 mL添加しボルテックスで攪拌した。ホモジェネー

トを遠心分離（4oC、3,000 rpm×20 min）し、その上澄みに 4M水酸化カリウムを加えて

pH 6.0に調製後、AG1-X8カラム (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)で濾過した。試料は、蒸

留水 2 mLで溶出し、これを H2O2検液とした。H2O2検液 800 µLに反応溶液 400 µL（1 mM 

ABTS : 2,2’-azino-di-	 (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid, 25 mM リン酸緩衝液（pH 

4.4））および 400 µL蒸留水、0.25 Uペルオキシダーゼを添加し、分光光度計で 412 nm

の吸光度（UV-1800, Shimazu Co., Ltd, Japan）を測定した。 

 

2-3.  粗酵素液の調製 

使用器具および緩衝液は予め低温（0-4oC）にし、以下、全ての操作は低温（4oC以下）

で行った。試料 5.0 gを 30 mMメルカプトエタノールを含む 50 mMリン酸カリウム緩

衝液（pH7.4）15 mLとともに乳鉢で磨砕した。磨砕液を 2重のナイロンガーゼでろ過

した後、ろ液を遠心分離（4oC、14,000 rpm×20 min）して、上清を得た。上清 2.5 mLを

10 mMリン酸カリウム緩衝液（pH7.4）で平衡化したセファデックス G-25カラム（1.5×5.5 

cm）に通し，10 mMリン酸カリウム緩衝液（pH 7.4）3.5 mLで 280 nmに吸収をもつタ

ンパク質画分を溶出し，粗酵素液とした． 

 

2-4.  CAT活性 

CAT活性の測定は Aebi（1984）の方法に準じた。50 mMリン酸カリウム緩衝液（pH7.2）

300 µLと粗酵素液 300 µLを混ぜ、30 mM過酸化水素水 300 µLを加え、反応させた（25oC）。

過酸化水素に由来する 240 nm の吸光度の減少を追跡し、1分間当たりの吸光度の減少
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量を算出し、240 nmにおける過酸化水素の分子吸光係数（1µmol/mL=0.036）より酵素

活性（µmol/min/g）を求めた．  

 

2-5.  APX活性 

APX活性の測定は中野ら（1988）の方法に準じた。0.2 mMリン酸カリウム緩衝液（pH 

7.2）250 µl、10 mMアスコルビン酸溶液 17 µLに粗酵素液と蒸留水を合わせて 723 µl

を加え、最後に 10 mM過酸化水素水 10 µlを入れ全量 1.0 mlで反応させた（25 oC）。ア

スコルビン酸に由来する 265 nm の吸光度の減少を追跡し、1分間当たりの吸光度の減

少を算出し、酵素活性（µmol /min/g）を求めた。 

 

3. 活性酸素の染色 

3-1.  葉内 O2
-存在量 

NBTは O2
-により還元され、青色で不溶性のホルマザンとなり、組織に沈着する。本

試験では、Fryer et al.（2002）の変法を用いて行った。測定サンプルを NBT染色液（2 mM 

NBT + 20 mM MES1（pH 6.1））に浸し、85 MPaで 20分間のインフィルトレーションを

行った。その後、蒸留水で洗浄し反応を停止させた。90% EtOHに浸し、80 oCで 15分

間脱染処理（クロロフィルの除去）を行った。その後、蒸留水で洗浄し、観察し撮影画

像を photoshop CCを用いて画像解析し、染色強度を算出した。 

 

4. マロンジアルデヒド（MDA） 

MDAは Heath and Packer（1968）の方法に準じて、50 mMリン酸緩衝液（pH 7.0）4 mL

で摩砕抽出し、2層ガーゼでろ過して 3,000 rpm×20 min遠心分離した。上清 1 mLと 0.5 % 

2-チオバルビツール酸含有のトリクロロ酢酸溶液 2 mLを混和して 90 oCで 15分インキ

ュベートし、再遠心後、上清を分光光度計で 532 nm と 600 nm の吸光度（UV-1800, 

Shimazu Co., Ltd, Japan）を測定し、吸光度の差から含有量を算出した。 

 

5. 最大光合成活性（Fv/Fm） 

	 測定には、PAM2100（Portable Chlorophyll Fluorometer, Heinz Walz GmbH）を用いた。

暗室に測定株を移動し、30分間暗処理を行い、青色 LEDを励起光として測定を行った。

葉位は最大展開葉を用いた。 
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第三節	 結果 

第一項	 ストレス応答 

生育促進が見られた 0.1 mM H2O2処理区と生育抑制が認められた 1.0 mM処理区にお

いて、ストレス強度間での生理応答の差異が認められた。H2O2 処理に対するストレス

指標として処理開始前期のステージにおいて細胞質の脂質酸化指標となるマロンジア

ルデヒド（MDA）および LI-6400を用いて、最大光合成活性（Fv/Fm）を測定し、処理

後期に酸化ストレスの防御として抗酸化物質の合成が行われているか評価するために

アスコルビン酸（AsA）およびアントシアニン含有量を測定した（図 18、19）。 

H2O2処理 1日目において、MDA含有量は各処理区間において有意な差異は認められ

なかった。しかし、処理 5日後において、MDA含有量が処理濃度依存的に高くなる傾

向を示し、0 mM H2O2処理区に対して 1.0 mM H2O2処理区で有意に増加した。処理 10

日後においては、MDA含有量は 0および 0.1 mM H2O2処理区に対して 1.0 mM H2O2処

理区で有意に増加した。 

処理 1日目において、Fv/Fmは H2O2処理濃度依存的に有意に低くなり、1.0 mM H2O2

処理区で最も低くなった。一方で生育促進が認められた 0.1 mM H2O2処理区では、処理

後 5および 10日後において 0 mM H2O2処理区との差異は認められなくなったのに対し、

生育抑制が認められた 1.0 mM H2O2処理区では、処理後 5および 10日後と継続的に減

少していた。 

H2O2処理 20日後において、AsA含有量は各処理区間において有意な差異は認められ

なかった。一方で、アントシアニン含有量は 0 mM H2O2処理区に対して 0.1および 1.0 

mM H2O2処理区で有意に増加した。 

 
第二項	 各器官別の ROSおよび抗酸化酵素の経時変化 

	 植物個体中の H2O2含有量が本試験条件時にどのような挙動を示すのか、0 mM H2O2

処理個体を分析した。明期 16時間／暗期 8時間（LD）条件と連続明期（LL）条件で試

験を行った。葉内 H2O2含有量は、LD条件において明期に対して暗期で有意に低くなっ

た。それに対して、LL条件において葉内 H2O2は約 60-70 nmol g-1FWで一定濃度に維持

された（図 20A）。明期と暗期では、光条件の他に温度が 24-26oCから 18-20oCと異なる

ことから温度条件を変更して、栽培試験も行った。LL-26oC 条件で栽培した 18 日齢リ

ーフレタスを LL-26oC 環境下および LL-20oC 環境下にそれぞれ定植し、48 時間後に分

析した。葉内 H2O2含有量は、両処理区間とも約 60 nmol g-1FWで差異は認められなかっ

た（図 20B）。本試験条件下におけるリーフレタスの H2O2含有量は、光環境に影響を受

けていることが示された。  
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	 H2O2処理 1 日目における葉内および根内 H2O2含有量の経時変化を図 21 に示す。葉

内 H2O2含有量は、H2O2処理後濃度依存的に増加する傾向を示した。0.05および 0.1 mM 

H2O2処理区では処理後 1時間程度で増加はピークに達し、処理 3-6時間後には定常状態

である 60 nmol g-1FWまで葉内 H2O2濃度は減少した。一方で 0.5および 1.0 mM H2O2処

理区では速やかな減少は見られず、1.0 mM H2O2処理区では処理後 12時間、定常状態

の約 3−4倍の濃度で維持されたいた。根内 H2O2含有量においても、H2O2処理後濃度依

存的に増加する傾向を示した。葉内 H2O2の挙動と同様に 0.05および 0.1 mM H2O2処理

区では処理 3-6時間後に速やかな減少が認められ、1.0 mM H2O2処理区は高濃度で長時

間推移した。葉内に比べて根内 H2O2濃度は、H2O2含有量の増加率は高いが減少応答は

約 3時間程度早かった。 

	 H2O2処理 5および 10日後における葉内および根内 H2O2含有量の経時変化を図 22お

よび図 23に示す。H2O2処理 5および 10日後においても、植物個体中の H2O2含有量の

経時変化は処理 0日後と大きな差異は認められなかった。1.0 mM H2O2処理区において、

根内 H2O2含有量の増加量は 1日目に比べて 5および 10日後では 50 nmol g-1FW程度減

少した。また、0.05および 0.1 mM H2O2処理区では、葉内 H2O2含有量の増加ピークが

0および 5日後で処理 1時間後にあったのに対し、処理 10日後では葉内 H2O2含有量の

増加ピークは処理 0.5時間後であった。 

	 H2O2処理 1 日目における葉内 O2
-含有量（染色強度）の経時変化を図 24 に示す。葉

内 O2
-含有量は H2O2処理濃度依存的に増加する傾向を示した。処理 6 時間後に O2

-含有

量最も大となり、その後減少する傾向を示した。 

	 H2O2 処理１日目における葉内の抗酸化酵素であるアスコルビン酸ペルオキシダーゼ

（APX）およびカタラーゼ（CAT）活性を測定した結果を図 25に示す。0 mM-H2O2処

理区で、CATおよび APX活性は定常状態を示した。0.1および 1.0 mM H2O2処理区で

は、処理後 CATおよび APXともに活性が増加し、3時間程度で活性はピークに達した。

0.1 mM H2O2処理区ではその後速やかに活性は低下し、処理 6時間で 0 mM H2O2処理区

と同様の活性となった。しかし、1.0 mM H2O2処理区では CATおよび APXともに活性

は継続的に高いレベルで維持されていることが認められた。 

 

第一項	 抗酸化物質の酸化還元状態の推移 

	 H2O2処理 1 日目の葉内グルタチオン含有量および酸化還元比を図 26 および図 27 に

示す。葉内の還元型 GSHは、処理 3時間後において H2O2処理濃度依存的に減少する傾

向を示し、0 mM H2O2処理区に対して有意に減少した。処理 6時間以降では各処理区間 

で有意な差異は認められなかった。葉内の酸化型 GSH は、処理 3 時間後において 
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H2O2処理濃度依存的に増加する傾向を示し、0 mM H2O2処理区に対して有意に増加し

た。処理 6、9、12時間後においても 0.5および 1.0 mM H2O2処理区では、酸化型 GSH

含有量は 0 mM H2O2処理区に対して有意に大となる傾向を維持した。しかし、0.05お

よび 0.1 mM H2O2処理区では処理 6時間後に 0 mM H2O2処理区と同量まで減少し、処理

9、12時間後においては 0 mM H2O2処理区に対して有意に減少した。 

	 総 GSH含有量は、H2O処理 6時間後において 0、0.05および 0.1 mM H2O2処理区に

対して 0.5および 1.0 mM H2O2処理区で有意に増加した。GSHの酸化還元比は、処理 3

時間後において H2O2処理濃度依存的に減少する傾向を示し、0 mM H2O2処理区に対し

て有意に減少した。 

	 葉内の GSH/GSSG比は、処理 3時間後において H2O2処理濃度依存的に減少する傾向

を示し、0 mM H2O2処理区に対して有意に減少した。処理 6、9、12時間後においても

0.5および 1.0 mM H2O2処理区では、GSHの酸化還元比は 0 mM H2O2処理区に対して有

意に低くなる傾向を維持した。しかし、0.05および 0.1 mM H2O2処理区では処理 6時間

後に 0 mM H2O2処理区と同レベルまで戻り、処理 9、12時間後においては 0 mM H2O2

処理区に対して有意に大となった。 

 

第四節	 考察 

	 第二章でも述べたように、植物はストレス時に発生する ROS によって細胞質等が酸

化され、光合成などの光阻害を引き起こすことが報告されている。同時に ROS に対す

る防御機構として抗酸化系を働かせ、タンパク質などの酸化を防ぎ、環境への順化を誘

導する。本試験結果では、生育が抑制された 1.0 mM H2O2処理では脂質酸化の指標であ

る MDAが増加し、最大光合成活性も著しく抑制されていることが確認された（図 18）。

一方で、生育が促進された 0.1 mM H2O2処理区では、最大光合成活性（Fv/Fm）が処理

開始３時間後においては低下することが認められたが、処理 5および 10日後において

は低下する応答は見られなかった。また脂質酸化の指標でもある MDAは、0.1 mM H2O2

処理区と 0 mM H2O2処理区の間で有意な差異は認められなかった。これは、低濃度（0.1 

mM）H2O2処理は植物個体に重度の酸化ストレス応答を引き起こしていないことを示し

ている。 

	 ホウレンソウでは、葉緑体内で O2
-が 120 µmol L-1 s-1で生成されることが報告されて

いる（Asada and Takahashi, 1987）。これは O2
-分解酵素（SOD）により、直ちに H2O2に

され、これにより生成された H2O2は CATや APXといった H2O2分解抗酸化酵素により

直ちに分解される（Fryer et al., 2003; Asada, 2006）。つまり、植物内の ROSは 0.1 mM（約

100 nmol/g fw）程度の濃度で常に植物器官内に生成されており、本試験で用いたリーフ
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レタスは無処理区で 60−70 nmol/g fwの H2O2が生成されていた。つまり、生育促進が起

きた 0.1 mM-H2O2は生体内 H2O2と極めて近い濃度であったことが示された。 

	 経時的変化を見ると、葉および根内 ROS（H2O2, O2
-）含量は、全処理区で H2O2付与

直後に濃度依存的に増加する傾向を示し、処理 0.5-1 h後にピークに達した。ROS増加

が全ストレス強度で同一傾向を示した。しかし、この時生育が抑制された高濃度（1.0 

mM）H2O2処理区では、0 mM-H2O2処理区（定常状態）の約 4-5倍程度まで増加し、そ

の後、その濃度が長時間維持されていた（図 21、22、23、24）。一方で、生育促進が見

られた低濃度（0.05 および 0.1 mM）H2O2処理区での内生 H2O2生成量は葉緑体で生成

される 120 nmol g-1と近い、120-150 nmol g-1であった。さらにこの時、速かに H2O2分解

酵素である APXおよび CAT活性が増加し、処理 6 h後には低濃度 H2O2処理区の内生

H2O2は、0 mM H2O2処理区と同レベル（定常状態）まで減少した（図 25）。この結果は、

低濃度 H2O2処理による生育促進において、酸化ストレスに対してストレス強度とレド

ックス応答の帰結時間という「速度」と「強度」もしくは「容量」が非常に重要な意味

を持つことを示している。 

	 入力となる刺激が小さい場合には、細胞の応答が確率論的な影響を受ける場合がある

ことが報告されている。出芽酵母において低強度の浸透圧ストレスを処理した時、スト

レスに応答して遺伝子を発現させた細胞と発現させなかった細胞が現れた。この時、浸

透圧ストレスに重要となる MAPキナーゼ（Hog1）の活性化はストレス強度に比例して

増加し、Hog1 により誘導される遺伝子発現量とは必ずしも相関しないことが示されて

いる（Pelet et al, 2011）。これは転写の活性に閾値があることを示している。また、低強

度ストレスあるいは高強度ストレスにより処理した出芽酵母の mRNA およびタンパク

質の量を網羅的に調べた結果では、高強度のストレス時には、多くの mRNA およびタ

ンパク質の発現量が変動し、各々の遺伝子について mRNA の変動とおよびタンパク質

の変動には相関が見られた。一方で低強度では変動の相関値がみられなかった

（Halbeisen and Gerber, 2009）。これらの既往研究が示すように、必ずしも同一の外刺激

が同様の生理応答を引き起こすわけではない。本試験においても、抗酸化物質の酸化還

元状態は、その刺激の強度（H2O2濃度）別に異なる応答を示した。 

	 本試験結果において、高濃度（1.0 mM）H2O2処理区では葉内の酸化型 GSH（GSSG）

が増加し、GSH/GSSG比が低下した（図 26、27）。一方で、低濃度（0.05、0.1 mM）H2O2

処理区では、処理 3 時間後において葉内の GSSG が増加し、GSH/GSSG 比が低下した

が、6時間以降は GSSGが減少し、GSH/GSSG比が増加した。つまり、低濃度処理区で

は、H2O2 処理後にむしろ植物体内の酸化還元状態が還元型に誘導されていることが認

められた。 
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	 高等植物の葉緑体では、光合成で生じる還元力から NADPHを生産し、炭酸固定に用

いている。この還元力の一部はフェレドキシン、フェレドキシン-チオレドキシン還元

酵素を通じて、チオレドキシン（Trx）にも受け渡される。これらの応答により GSH等

の抗酸化物質も還元される。生じた還元型 Trx や GSH は、さまざまな標的タンパク質

に還元力を供給して、ジスルフィド結合の還元を行うことで酵素の活性制御を行うほか、

酵素反応に必要な還元力（電子）そのものを供給することが知られている。 

	 さらに、葉緑体内に取り込まれた CO2は Rubisco によって固定されるが、Rubisco の

サブユニットは酸化的損傷を受けやすいことがわかっており、炭素同化系に関与する複

数のタンパク質の活性に葉緑体内のレドックス状態が非常に重要であることも報告さ

れている（Ishida et al., 1999）。加えて、Jiangら（2012）は、植物内の GSH/GSSG比が

増加した時、炭素同化量および Rubisco活性の増加、カルビンベンソン回路においてジ

スルフィド結合の還元を行うことで活性制御が行なわれている酵素 PRK（ホスホリブ

ロースキナーゼ）等の活性が増加することを報告している。本試験において、第二章第

三節（図 14）では、低濃度 H2O2処理区は葉内および根内の炭素含有量が増加していた。

これらは、低濃度 H2O2処理区においてもカルビンベンソン回路におけるレドックス制

御により活性が調節される酵素群が活性化され、炭素同化効率を向上させた可能性が示

唆された。 
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第四章	 総合考察  

第一節	 外因性 H2O2によるリーフレタスの成長とレドックス応答への影響  

本研究では、水耕栽培養液の殺菌への応用が期待される ROS が植物に対して与える

影響を長期的かつ処理濃度条件を振り分けた環境下において、リーフレタスの成長特性

とストレス応答を明確化するために、解剖学的解析とレドックス応答を分析した。各章

で得られた結果から、酸化ストレス誘導条件下におけるリーフレタスの成長の全体像を

捉えることにする。植物に致命的なストレスとならない程度の適度なストレス処理は、

糖や機能性タンパク、抗酸化物質など有益な代謝物を多く生産させる事が示されている

（Kitano et al., 2008）。しかし、ストレス処理は機能性成分などの質的要因を向上させる

が、バイオマスの炭素分配を介したトレードオフにより量的成長を抑制する（Walters et 

al., 1996）。しかし、第二章第一節で挙げたように ROS含有水耕液栽培や ROS葉面散布

による生育促進効果が複数の研究者から報告されている。しかし、「ROS処理に伴う生

育促進の反応メカニズムや植物個体での酸化ストレス閾値」に関しては未だ曖昧なまま

である。そこで、第二章および第三章では得た結果に基づいて、上記の問題について、

H2O2含有水耕下でのケースに絞り考察する。 

第二章では、H2O2含有水耕液下で 20日間リーフレタスを生育させて、リーフレタス

の成長と形態形成に関して解析した。冒頭で述べたように H2O2処理に伴う成長は、そ

の処理強度間で二分化した。低濃度処理では、リーフレタスの成長率は無処理区に比べ

て高くなる結果を得た。この時、成長率が高くなった個体では、葉身内部構造および根

の形態形成に変化が認められた。まず、葉身内部の細胞密度の増加や柵状組織の縦横比

を増加させることにより光利用効率や炭素同化効率を高める細胞配置を取っていた。根

では、側根形成や根毛形成が促進され、根活性も増加していた。この時の個体の基質同

化量を分析した結果、炭素含有量などに有意な増加が認められた。すなわち、H2O2 処

理に伴う生育促進は、ROS 応答に伴う形態変化が基質獲得効率を増加させていること

が示された。 

第三章では、第二章の結果に基づき生育応答が二分化する酸化ストレス強度間におけ

る、ストレス応答の差異を H2O2分解に関わる抗酸化系の代表であるアスコルビン酸グ

ルタチオン回路の酸化還元状態を評価した。生育が抑制された 1.0 mM H2O2処理区では、

抗酸化物質であるアスコルビン酸が増加する傾向にあり、総グルタチオン含有量は有意

に増加していた。また脂質酸化の指標となる MDA含有量が増加し、処理直後に最大光

合成活性も低下する応答を示した。一方で、生育が促進された 0.1 mM H2O2処理区では、

抗酸化物質やMDAの増加は認められなかった。内生 ROSの挙動も異なる応答を示し、
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生育抑制が引き起こされている処理区では、内生 ROS の増加が高いレベルで推移して

いるのに対し、生育促進が引き起こされている処理区では、内生 ROS の増加は一過的

かつ低濃度であった。本試験条件においてリーフレタス個体内の ROSは 60-70 nmol g-1 

fwであった。低濃度処理下で一過的に増加した内生 H2O2生成量は 120-150 nmol g-1 fw

と、既往研究で報告されている太陽光下で生育したホウレンソウ葉緑体で生成される

120 nmol g-1 fwと極めて近い値であった。この結果は、低濃度 H2O2処理による生育促進

において、酸化ストレスに対してストレス強度とレドックス応答の帰結時間という「速

度」と「強度」もしくは「容量」が非常に重要な意味を持つことを示している。さらに

この時、酸化刺激後の GSH/GSSG 比が、定常状態時よりも還元型へシフトすることが

認められた。GSH/GSSG 比が増加することで、炭素同化率が増加することが既往研究

（Jiang et al., 2012）から示唆されており、本論においても葉内の炭素含有量が増加して

いることから、0.1 mM H2O2処理が炭素同化反応に影響を与えた可能性が示唆された。 

まとめると、H2O2 含有水耕液で栽培したリーフレタスはそのストレス強度で生育応

答を二分化させ、ストレス要因であるはずの H2O2が低濃度存在下する条件下でむしろ

成長量が増加することを示した。根部領域での外因性 H2O2を介したシグナル応答は、

側根および根毛形成などの根分化応答を誘導した。また、根での酸化ストレスは内生

ROS の生成および各器官、細胞レベルでの拡散により地上部へ伝達され、葉身内部で

の柵状組織の形態変化や細胞数の増加を誘導した。ROS 拡散に伴う各器官の形態変化

は、養液吸収量の増加を促し、光利用効率や炭素同化効率にも影響を与えた可能性を示

唆した。リーフレタスの酸化ストレス容量の閾値としては、一過的に増加する H2O2含

有量が 120-150 nmol g-1 fw程度に抑えられている必要を示し、かつ、抗酸化酵素活性や

光阻害などのストレス応答が一過的であることが重要である可能性を示した。酸化スト

レスが低強度かつ一過的であることが、抗酸化物質などの防御応答物質合成へのバイオ

マス投資へのシフトを回避しているのだと考えられた。 

 
第二節	 ROSを用いた栽培養液の殺菌および栽培の効率化・高付加価値化  

土耕栽培から水耕栽培への転換は、作物の生育や品質の制御の簡便化と、土壌病害虫

や塩類集積による連作障害の回避を可能にすることによって安定多収・高品質生産を実

現した。植物は自分に合った肥料成分を選択的に吸収して育ち、根からは有機酸などを

排出する。その結果、培養液条件が不安定になりやすい。また、水耕栽培では微生物の

働きがあまりないので、肥料が直ちに効く代わりに緩衝（バッファ）作用がほとんどな

く、病原菌などの有害物が水に入ると生育障害が出やすくなるため、その防除は必須に

なる。 
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また、温室栽培においても植物工場での水耕栽培においても問題の一つとして挙げら

れるのが、水耕養液中に発生する緑藻類である。培養液中に藻が発生する最大の要因は、

培養液に対する過多の日照と肥料過多である。藻の発生は、培養液の組成を崩す原因に

もなり、栽培装置の配管等の詰まりの原因になってしまうことや施設の清潔性の確保に

影響する。作物に付着すれば、洗浄などの労力が余計にかかってしまう。水耕栽培にお

いては，これらの諸問題の解決も重要課題である。 

本研究で着目した H2O2は、工業用品として漂白剤や殺菌剤として広く使用されてい

る。活性酸素はその特性上、酸素と水に分解され有害な副産物を生成しない。Drábková 

ら（2007）は、H2O2は 0.25 mM程度の濃度でも藍藻類や緑藻類の光合成系に障害を与

え、照射照度が高くなると 0.05 mMでも毒性を示すことを報告している。 

	 本研究結果では、初期濃度 0.1 mM H2O2となるように毎日水耕液に添加することで、

収穫時新鮮重を増加させ、ポリフェノールであるアントシアニン含量を増加させた。

0.05 - 0.3 mM H2O2処理は、グリーン系リーフレタスでもバイオマスの増加を促し、か

つ、緑藻（Scenedesmus）の光阻害や増殖阻害を引き起こす濃度域と重なっていること

から、徐藻もしくは防藻を行いながら栽培効率を向上させることが出来る可能性が示唆

された（Mori et al., 2014）。 

	 また、1.0 mM H2O2処理では、収量は低下するが防御応答のために代謝物合成などを

促し機能性成分の蓄積による付加価値野菜の生産が期待される。既往研究で、極端な生

育抑制や不可逆的なストレス障害を引き起こさない程度の環境ストレスを植物体に付

与することによって、植物の有する適応機能や馴化機能を活用する栽培管理も行われて

いる。例として、苗や果菜類の水切り栽培（Adams et al., 1989）、トマトの塩ストレス栽

培（Adames et al., 1991）、寒冷地での寒締め栽培（Ehert and Ho, 1986）などは、生産対

象部位への有用物質（糖、機能性成分など）高濃度集積などによって生産物の高付加価

値化を実現している（Moriyama and Aoki, 2004）。 

	 収穫前に限定し H2O2処理を行うことで、1.0 mM処理区でも生育抑制が起こらず、抗

酸化物質含量を増加させることが明らかになっている（森ら，2013; Mori et al., 2014）。

葉菜類であるチンゲンサイやホウレンソウ、エンサイで H2O2付与栽培を行った結果、

生育促進は認められず、1.0 mM処理区で総抗酸化能（DPPH）が大となった。上記 3品

目においても、収穫前 3日間に限定し H2O2を付与した時、生育抑制は認められず、DPPH

活性が大となった。 

	 一方で、実際の栽培現場においては、栽培スケールが大きく、均一濃度の H2O2付与

をどのように行うかという点が大きな課題となることが予想される。品種間や苗齢によ

って応答性が異なると、栽培系内に起こり得る ROS 濃度のムラが与える影響に関して
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も考慮する必要がある。また今回の栽培系は非循環式 DFT であるが、基本的に栽培現

場では循環式 DFT や NFT が利用される。栽培溶液の流速なども、植物に対する ROS

の反応性が異なっていく可能性が予想される。 

	 本試験研究では、リーフレタスの H2O2を介した酸化ストレスが誘導する生育促進の

閾値を明確にした。今後の展開としては、本研究を基礎として、低容量かつ一過的な酸

化ストレスを誘導できる ROS の施与方法の開発を行っていくことで、より効率的な栽

培法の創出が期待される。 
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要旨  

	 水耕栽培養液の殺菌に過酸化水素（H2O2）やオゾン水を始めとする反応分解時に有害

な副産物を生成しない活性酸素種（ROS : reactive oxygen species）が注目されてきた。

栽培技術として ROS を用いるためには、特定条件下における植物の成長曲線や形質変

化の詳細情報が重要となり、ROS が植物個体の成長特性や生理応答に与える影響を知

る必要がある。種子発芽の段階では、吸水後の種子内における酸化還元状態により発芽

が制御されることが知られており、その反応には酸化ストレス強度に一定の至適値

（Oxidative Window）があることも示されている。一方で、初期生育後の栄養成長期に

おける生理応答に関しては詳細な情報が得られていない。 

	 本研究では、ROSの一種である H2O2を用いてストレス強度や処理時間がリーフレタ

スの成長特性と形態変化に与える影響を調査した。また、個体中の ROS および抗酸化

酵素の活性、抗酸化物質の酸化還元比などを経時的に分析することで、異なる酸化スト

レス下における器官別レドックス応答を評価した。 

 

2．H2O2がリーフレタスの成長および形態形成に与える影響 

	 リーフレタス 18日齢苗を 0.001-10 mM H2O2含有水耕液へ定植し、酸化ストレス下に

おける植物個体の成長解析および形態解析を行った。 0.1 mM H2O2（以下 H2O2略）処

理区で生育量が 0 mM処理区よりも有意に増加し、1.0 mM以上の濃度域では生育量が

抑制された。Shoot/root 比は処理区間で有意な差は認められなかったが、葉内の炭素含

有量は 0.1 mM処理区で増加し、葉の展開率や速度、根の形態形成においては処理区間

で差異が認められた。 

	 H2O2処理後に展開した葉の完全展開葉の葉身内部構造に差異が認められた。0.1およ

び 1.0 mM処理区では、0 mM処理区に対して柵状組織細胞の縦横比の増加が認められ

た。また、H2O2処理区では 0 mM処理区に対して細胞密度の増加が認められた。 

0.1 mM処理区では、処理 0-10日後おいて 0 mMに対して側根形成の促進および根端領

域での根毛形成などの分化応答の活性化が認められた。また、根乾物重および総根長が

0.1 mM処理区において 0 mM処理区よりも有意に増加し、それに伴い処理後 10-20日

後における個体あたりの養液吸収量が増加していることが認められた。  
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3．異なる酸化ストレス下における植物器官別のレドックス応答 

	 生育促進が見られた 0.1 mM処理区と生育抑制および抗酸化物質の増加が認められた

1.0 mM処理区において、ストレス強度間での生理応答の差異が認められた。この処理

区間に酸化ストレス容量を介した生理応答の閾値があると仮定し、18日齢苗に 0.05, 0.1, 

0.5, 1.0 mMを付与し、植物内ストレス応答およびレドックス応答を経時的に調査した。 

処理に対するストレス指標としてマロンジアルデヒド（MDA）および最大光合成活性

（Fv/Fm）を測定したところ、処理 3時間後においては 0.1および 1.0 mM処理区で 0 mM

処理区よりも MDA の増加、Fv/Fm の低下が認められた。1.0 mM 処理区では継続的に

ストレス反応が見られたのに対して、0.1 mM処理区では、処理 5日後より 0 mM処理

区と有意な差異は認められなかった。 

	 葉および根内 ROS（H2O2, O2
-）含量は、全処理区で H2O2付与直後に濃度依存的に増

加する傾向を示し、処理 0.5-1.0時間後でピークに達した。抗酸化酵素である APXおよ

び CAT活性も、全処理区で処理 0.5-3.0時間後に活性のピークが確認された。H2O2およ

び抗酸化酵素活性の増加が全ストレス強度で同一傾向を示した一方で、減少に関しては

異なる応答を示した。生育促進が認められた 0.05-0.1 mM H2O2処理区では、植物内 ROS

は速やかに減少し、処理 6.0時間後には無処理区と同レベルまで減少した。それに対し

て、生育抑制および抗酸化物質含量の増加が認められた 0.5-1.0 mM H2O2処理区では、

処理 6.0-12時間後まで植物内 ROSが高い濃度で維持し続けていたことが確認された。

また、この時、0.05-0.1 mM H2O2処理 6.0時間後以降において抗酸化物質であるグルタ

チオン（GSH）の酸化還元比が無処理区よりも増加した。 

 

4. 結論 

	 リーフレタスにおいて、根部領域での外因性 H2O2を介したシグナル応答は、側根お

よび根毛形成など根分化応答を誘導した。また、根での酸化ストレスは内生 ROS の生

成および拡散により、地上部へ伝達され葉身内部での柵状組織の形態変化や細胞分裂活

性を誘導した。これに伴う各器官の形態変化は、養液吸収量の増加を促し、光利用効率

にも変化をもたらす可能性を示唆した。また、ストレス強度間で個体中のレドックス応

答は異なる反応を示し、生育促進時のレドックス応答は、内生 ROS の増加が一過的も

しくは低容量であり、酸化刺激後の GSH/GSSG 比が、定常状態時よりも還元型へシフ

トすることが認められた。GSH/GSSG比が増加することで、炭素同化率が増加すること

が既往研究から示されており、本論においても葉内の炭素含有量が増加していることか

ら、0.1 mM H2O2処理が炭素同化反応に影響を与えた可能性を示唆した。  
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