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研究成果の概要（和文）： 
大気汚染物質（オゾン、硫酸、多環芳香族炭化水素）を、様々な高等植物（アカマツ、ペチュ
ニア、トマト、イチゴ、ナス、インゲンマメ）に単独及び複合暴露する実験を数か月間温室内
で実施し、暴露前後の光合成活性、可視障害、生長量の測定を行った。その際、マンニトール
などの活性酸素消去剤を併せて暴露する実験を行い、これらの汚染物質の負の影響を予防・抑
制するかを検証した。その結果、マンニトールにより前処理した植物は、汚染物質の負の影響
をいずれも有意に抑制することが明らかになった。したがって、マンニトールを用いる方法は、
大気汚染物質から高等植物を保護するのに有用な技術であると思われる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Air pollutants such as ozone, sulfuric acid, nitrous acid and polycyclic aromatic 
hydrocarbons were exposed to Japanese red pine, petunia, tomato, strawberry, 
eggplant and kidney bean for 1-3 months. Single or multiple pollutants were exposed 
on the plants in open top chambers or greenhouse. Photosynthetic activities, visual 
injuries and growth rates of the plant samples were measured before and after the 
treatments with these pollutants. Pre-treatment with sprays of scavengers of reactive 
oxygen species such as mannitol has significantly mitigated negative effects of 
abovementioned air pollutants on plants. The use of mannitol may be a promising 
technique to protect higher plants from air pollutants. 
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１．研究開始当初の背景 
 

大気汚染や酸性雨／霧は、森林の衰退や農
作物の収量低下、生態系の破壊等、様々な植
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物影響を及ぼすことが知られている。中国地
方ではアカマツ（Pinus densiflora）やナラ
類の立ち枯れがみられており、その要因の 1
つに大気汚染物質による影響が示唆されて
いる。植物被害をもたらす代表的物質として、
オゾン、二酸化硫黄、窒素酸化物、硫酸や硝
酸などの酸性物質、そして微細粒子や多環芳
香族炭化水素（PAH）などの自動車排ガス成
分などがある。特に、オゾンは、地球規模で
の濃度上昇が 20 世紀以降続いており、その
影響が今後ますます顕著になることが懸念
されている。アジア地域などで日中平均オゾ
ン濃度が 20 から 40ppb へ増加することによ
り、イネ、コムギ、ダイズ等の主要穀物の収
量が 5－20％低下することが見積もられてお
り(小林和彦,資源環境対策,6,2007)、地球温暖
化と同様に深刻な問題である。これらの汚染
物質の植物影響を防止する研究は今日まで
多く行われているが、有効な解決策を見いだ
せない状況にある。汚染物質に耐性をもつ遺
伝子組換え植物の開発は、有効策の一つであ
るが、病虫害の影響、収量の低下、生態系の
撹乱等の懸念がある。 
一般に植物は、オゾンなどの酸化ストレス

以外にも、様々な環境ストレス、たとえば、
水ストレス、塩類ストレス、低温ストレス、
重金属ストレスなどにおいて活性酸素(O2-、
1O2、H2O2、OH ラジカルなど)を発生させる
ことが知られている。発生した活性酸素は、
植物細胞内の標的分子の酸化分解に関与す
ることで様々な傷害が発生するとされる(浅
田、蛋白質核酸酵素 44,2230,1999)。したが
って、活性酸素を除去する抗酸化能力の有無
が植物の環境ストレスへの耐性に特に重要
である。このことから、活性酸素消去剤を植
物に投与することで、環境ストレスを人為的
に緩和、抑制する方法が考えられる。たとえ
ば、アスコルビン酸などの活性酸素消去剤を
あらかじめ投与することで、イネの塩類スト
レスによる葉緑体の傷害を緩和できること
が報告されている（Yamane et al., Plant 
Prod. Sci.7,292,2004）。 

報告者は、オゾンなどの大気汚染物質の植
物影響に関する研究を行っており、その過程
で活性酸素消去剤の一つであるマンニトー
ル(糖アルコール、C6H14O6)を投与することで
大気汚染物質の酸化ストレスを緩和するこ
とが可能であることを発見した。オゾン以外
にも、亜硝酸のように液相中で光化学的に
OH ラジカルを生成する汚染物質にも、さら
に PAH にも、マンニトールは有効であるこ
とが明らかにされた。マンニトールは、アス
コルビン酸などと同様に、代表的な OH ラジ
カル消去剤である。このマンニトールの１ｍ
M 溶液を植物葉面に週 3－6 回噴霧すること
で、オゾン暴露（120ppb）によるアカマツや
トマトの光合成活性低下や生長量減少を抑

制することが可能であった。 
さらに、重要な発見として、マンニトール

のみでなく、他の活性酸素消去剤、たとえば
スーパーオキシドジスムターゼ（SOD）（O2-

消去剤）やカタラーゼ（H2O2 消去剤）など
の活性酸素消去系酵素でも、植物葉面に同様
に暴露することにより、その抑制が可能であ
ったことである。したがって、植物細胞にお
ける活性酸素発生系（汚染物質暴露→O2-発生
→H2O2発生→OH 発生）の一つの経路のみで
も遮断することで、オゾンなどの酸化ストレ
スを緩和することが可能であると推察され
る。応募者のこれまでの研究を発展させて、
様々な植物種（針葉樹、広葉樹、草本植物な
ど）においても、大気汚染物質による酸化ス
トレスを緩和できるかを実証することは大
きな意義があると考える。使用する活性酸素
消去剤の経済性、安全性、操作性などについ
ても検討する必要がある。さらに、オゾン以
外の様々な大気汚染物質や水ストレスなど
の環境ストレスが存在する実際の現場環境
においても、活性酸素消去剤の有効性が保持
されるかを検証する必要がある。 
亜硝酸は主な窒素酸化物の不均一反応あ

るいは燃焼機関からの直接排出といった人
為起源由来の大気汚染物質である。大気中の
亜硝酸濃度は 0.1－10 ppb、郊外で 0.01－1.0 
ppb である（Lammel and Cape, Chemical 
Society Review, 25, 361,1996）。亜硝酸ガス
はヘンリー定数が高い（49 M atm-1）ために
気相中から露などの液相中へと移動する。例
えば、松枯れがみられた広島県廿日市市極楽
寺山におけるアカマツ針葉上の露水中では
0.6－7.7 μM であった（Nakatani et al., 
Water, Air and Soil Pollution, 130, 397, 
2001）。液相中では亜硝酸は光化学反応によ
って分解されOHラジカルおよび一酸化窒素
ラジカル（以降 NO ラジカル）を生成する。
OH ラジカルの植物影響に関しては多くの知
見が得られているのに対し、NO ラジカルの
影響についての知見はほとんど得られてい
ない。NO は高濃度条件で細胞膜の破壊、低
濃度条件でストレス耐性の上昇・葉の成長促
進といった影響があることが報告されてい
る（Qiao and Fan, Journal of Integrative 
Plant Biology, 50, 1238, 2008）。一方、亜硝
酸イオン自体は気孔から植物に吸収される
と窒素源として利用されることはよく知ら
れている（Rennenberg and Gessler, Water, 
Air and Soil Pollution, 147, 532, 1999）。し
たがって、亜硝酸の植物影響評価を行うには、
上記の異なる作用がどのように影響するの
かを考える必要がある。本研究ではラジカル
消去剤を用いることによって，亜硝酸による
作用を分離し，アカマツおよびイチゴへの
NO ラジカルの影響についての総合的な評価
を試みた。 



 

 

 
２．研究の目的 
 
本研究の目的は、１）オゾンなどの大気汚

染物質による酸化ストレスを緩和する方策
として、大気汚染物質に暴露された植物種に、
活性酸素消去剤の投与を行い、その有効性を
検証することである。２）また、複数の大気
汚染物質を同時に植物に暴露することで、実
際の大気環境下でも活性酸素消去剤の有効
性が損なわれないかを確認することも目的
とする。３）NO ラジカルの植物影響につい
て暴露実験により解明する。 
 
３．研究の方法 
 
試薬：溶液や試薬の調整には超純水(Milli-Q
水)を用いた。フェナンスレンおよびフルオ
ランテン(ナカライテスク㈱)、D-(-)マンニ
トール(東京化成工業㈱)の試薬を使用した。
フェナンスレンおよびフルオランテンはア
セトン(シグマアルドリッチジャパン㈱)に
溶解させ、超純水で希釈し、10μM に調整し
た(アセトン濃度 0.5％)。マンニトールは超
純水で希釈し、1mM に調整した。硫酸（片山
化学工業、有害金属測定用）0.562 ｍL を超
純水溶解して 200 mL とし、0.05 M 硫酸溶液 
を作成した。亜硝酸イオン溶液(数百 µM)は、
市販の亜硝酸ナトリウム(特級)を超純水に
溶解させて作成した。オゾンはオゾン発生器
(ED-OG-S5、エコデザイン㈱)を使用して発生
させ、オープントップチェンバー内濃度を
120ppb (12 時間/日)に調整した。 
試料：試料にはポット植えの二年生アカマツ
(福岡産)を用いた。アカマツ苗木は樹脂製ポ
ット（容量約 28 L）に定植した。ポット内に
はマサ土，ホワイトローム（東邦レオ），イ
ソライト（イソライト工業），および腐植土
（緑産業）を体積比 11：2：2：4で混合した
土壌 21 L を充填した。土壌表面には広島大
学構内のアカマツ林のリター 50 g を敷き詰
めた。イチゴ（Fragaria L., 品種名：さち
のか）は，購入した苗を 8.0 L ポットにマサ
土（5 mm メッシュ）と市販の土（アイリスオ
ーヤマ社，組成：バーク堆肥，ピートモス，
ボラ，炭，肥料）１：１に，元肥（JOY アグ
リス社，組成：N 4%，P 7%，K 4%，Mg 1%，
Ca 9%）約 12 g/pot を直接根に触れないよう
に与えた。アカマツおよびイチゴを植えたポ
ットは日当たりの良い圃場の紫外線を透過
するフィルム（AGC グリーンテック社、エフ
クリーン®）で覆ったハウス内に設置し毎朝水
道水を与えた。 

ペチュニア(Impatiens spp.)、トマト 
(Lycopersicon esculentum Mill)、ナス 
(Solanum melongena)苗を購入し、樹脂製ポ
ット(菊鉢 10号)に定植した。ポット内には、

土(ゴールデン粒状培養土、アイリスオーヤ
マ㈱)を 12Ｌ充填した。圃場にて約 1か月生
育させ、暴露開始前にハウスもしくはオープ
ントップチェンバー内に移動した。 
インゲンマメ(Phaseolus vulgaris L.)苗

木を購入し、樹脂製ポット(菊鉢 9号)に定植
した。ポット内には、土(ゴールデン粒状培
養土、アイリスオーヤマ㈱)を 1Ｌ充填した。
圃場にて約 50 日生育させ、暴露開始前にオ
ープントップチェンバー内に移動した。 
暴露実験： 暴露実験は、広島大学総合科学
部圃場に設置したオープントップチャンバ
ー(6 基、活性炭フィルムにより清浄空気のみ
をチャンバー内に導入)もしくはビニルハウ
ス内(4 基)で行った。両者の装置とも、UV 透
過型フィルム（AGC グリーンテック社、エフ
クリーン）で装置の外側を覆った。暴露実験
においては処理区を以下のように設定した。
硫酸(pH3)、オゾン、PAH（フェナンスレンも
しくはフルオランテン）、マンニトールなど
の単独で暴露する処理区、コントロール（高
純水）、上記の汚染物質を複数個組み合わせ
て暴露(複合暴露)する処理区であった。オゾ
ンを除く汚染物質の植物苗木への暴露は週 3
～5回，午前 7：00～9：00 に行った。各試料
へは溶液が土にかからないようにカバーを
掛け，噴霧器を用いて葉面に散布した。散布
量は 1 個体につき 25 もしくは 50mL とした。
暴露は 2009 年から 2011 年の春季から秋季に
かけてそれぞれ 1～3か月間行った。 
亜硝酸暴露は上記の期間に 3回行った。実

験 1ではアカマツに 100μM 亜硝酸溶液に
1mM マンニトールおよび 20μM ヘモグロビン
を加えたラジカル除去区，さらに窒素源とし
て亜硝酸の代わりに 100μM 硫酸アンモニウ
ムまたは 100μM 硝酸ナトリウムを噴霧した
処理区を用意した。またコントロール（超純
水）を含むすべての噴霧溶液は pH 5.5 に硫
酸を用いて調節した。噴霧は週 3回の頻度で
行なった。実験 2ではアカマツおよびイチゴ
に、亜硝酸濃度を 200μM に変更し，1mM マン
ニトールあるいは 10μMヘモグロビンを含む
ラジカル除去区を加えた。pH は 7.0 である。
週 5回の頻度で実験 1と同様に溶液噴霧を行
なった。実験3では亜硝酸処理区を0から100
μM まで（0, 25, 50, 100μM）とし、25μM
亜硝酸に 1mMマンニトールを加えた処理区を
用意した。溶液の pH は 3.5 に設定した。週 5
回の頻度で実験 1と同様の方法で噴霧を行な
った。 
測定項目と測定装置：植物苗個体葉のガス交
換速度、最大光量子収率、葉内元素量は、そ
れぞれ解放系携帯型光合成蒸散測定装置
（Li-6400、Licor 社)、クロロフィル蛍光測
定器（MINI-PAM、Heinz-Walz 社)、ICP 発光
分光分析装置（Optima 7300 DV、Perkin Elmer
社)を用いて測定した。クロロフィル a,b 濃



 

 

度は吸光光度法で測定した。葉緑素量は簡易
葉緑素計（SPAD，コニカミノルタ社）を用い
て測定した。炭素・窒素元素測定は C/H コー
ダー（CHNS/0 2400II、Perkin Elmer 社）を
用いて測定した。また、各器官乾燥重量を測
定することにより成長量を見積もり、さらに
目視による葉面の可視傷害の観察を行った。
いずれも暴露終了後に測定を行い、各測定項
目について統計ソフト SPSS13 を用いて、一
元分散分析を行った後、Tukey 法を用いて平
均の差の検定を行った。 
 
４．研究成果 
 

アカマツ、ペチュニア、トマト、イチゴ、
ナス、インゲンマメなどの植物葉への暴露開
始から 1～3 か月後の測定項目について、葉
の最大光合成速度、気孔コンダクタンス、細
胞内二酸化炭素濃度、クロロフィル a 濃度、
クロロフィル b濃度、カリウム、マグネシウ
ム濃度を測定した結果、ほとんどの植物葉に
おいて処理区間に有意な差が認められた。最
大光量子収率、各器官乾燥重量には差が認め
られなかった。有意差が認められた測定項目
では、コントロールに比べて、オゾン、硫酸、
多環芳香族炭化水素、オゾンのそれぞれの処
理区、複合処理区で平均値の低下がみられ、
単独影響および複合影響が考えられた。特に、
最大光合成速度、クロロフィル濃度について、
オゾン処理区と複合処理区の平均値が著し
く低下しており、クロロフィルの減少が光合
成速度の低下の一因と考えられた。また、葉
内元素の項目では、カリウムもしくはマグネ
シウム濃度に有意差がみられ、最大光合成速
度と同様の傾向であった。気孔コンダクタン
スの平均値も減少していることから、葉から
栄養元素が溶脱し、気孔開閉機能に影響を及
ぼしたのではないかと考えられる。 

可視障害の観察ではオゾン処理区におい
て、全ての植物葉の脱色、茶色斑点が観察さ
れた。硫酸処理区においては、落葉、茶褐色
斑点が、またフェナンスレンやフルオランテ
ン処理区では、特徴的な褐色斑点が観察され
た。複合処理区では葉の脱色、茶色斑点、褐
色斑点が観察され、オゾン、フェナンスレン、
フルオランテンのそれぞれの影響が表れた。
マンニトール処理区では、添加しない処理区
より全ての測定項目の平均値が高くなって
おり、さらに可視障害の範囲が減少し、影響
が軽減された。このことから、植物葉面付近
で活性酸素種が発生し、光合成機能を中心と
した生理生態的機能に影響を与えていると
考えられる。 

図 1に、大気汚染物質をナス葉に 1か月暴
露した後の、葉面における可視傷害の有無
(写真)を示す。オゾン、フェナンスレンのそ
れぞれ単独暴露及びこれらの汚染物質の複

合暴露により、特有の可視傷害が顕著に見ら
れた。これらの可視傷害は、マンニトールを
暴露することにより顕著に減少することが
確認された。 
 

図１ ナス葉可視傷害(1 か月暴露後) 
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インゲンマメ葉の最大光合成速度、気孔コ
ンダクタンス、葉緑素量について、暴露期間
の測定の結果、平均値が徐々に低下する推移
が見られた。暴露終了後の測定では、最大光
合成速度、気孔コンダクタンス、細胞内二酸
化炭素濃度、最大光量子収率、葉緑素量で処
理区間に有意な差が認められた。しかし、ク
ロロフィル濃度、葉内元素量、各器官乾燥重
量では有意差はなかった。処理区間での平均
値の低下は、オゾン、フェナンスレンそれぞ
れで単独影響、複合処理区では複合影響がみ
られ、マンニトール添加によって影響が軽減
した。オゾン処理区では、複合処理区と同様
に平均値が著しく低下しており、インゲンマ
メはオゾンに対する感受性が高い可能性が
ある。また、最大光合成速度の項目では、14
日後の結果で既に処理区間に有意差があっ
たことから、2 週間程度の短い期間でも光合
成機能に影響を及ぼすことが考えられる。可
視障害についても、オゾンに特徴的な茶色斑
点、フェナンスレンに特徴的な褐色斑点が観
察され、マンニトール処理区では可視障害の
範囲が減少した。これらのことから、大気汚
染物質が植物に与える影響には、OH ラジカル
などの活性酸素種が関わっていることが考
えられる。 

亜硝酸暴露実験は 3回行ったが、実験 1か
ら3において、ガス交換速度、SPAD値，Fv/Fm、
C/N 比のいずれにおいても、コントロールと
各処理区間に有意な差はみられなかった。硝
酸およびアンモニウムの噴霧でも、亜硝酸と
同様ガス交換速度、SPAD 値、Fv/Fm において
コントロールとの違いはみられなかった。ま
た、暴露期間後において、どの処理区の葉に
も可視傷害は認められなかった。 

アカマツへの亜硝酸溶液噴霧実験では，亜
硝酸溶液を数カ月間噴霧したが，光合成活性
への影響はほとんどみられなかった。植物は
取り込んだ窒素をアンモニウム態窒素に還
元して利用する。おそらく根からの窒素供給
が十分であったことを示している。一方，光
合成機能の低下がみられなかったことから，
亜硝酸から発生する OH ラジカルの影響は小
さい。これは亜硝酸自体が OH ラジカルの消
去剤となるため、フェントン反応にくらべて
定常状態濃度が小さくなるためと考えられ
る。結果として NO ラジカルの効果は確認で
きなかった。イチゴについて、亜硝酸溶液暴
露による光合成機能の阻害はみられず、 む
しろ光合成速度は増加する傾向がみられた。
これは亜硝酸が OH ラジカル生成源として働
くより、 むしろ取り込まれて窒素源として
作用したかもしれない。しかし C/N 比が処理
区間で変わらないことから、葉からの窒素取
り込みは少なかったと思われる。アカマツの
場合と同様に亜硝酸から生成する OH ラジカ
ルおよび NO ラジカルの影響はみられなかっ

た。 
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