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研究成果の概要（和文）：灌漑水中には様々な物質が含まれ、植物栽培へのリスクを評価することは非常に難しい。本
研究では、ほ乳類の酸化損傷の指標のひとつである8-ヒドロキシルデオキシグアノシン(8-OHdG)を、イネの指標として
利用するため、臭素酸濃度と8-OHdGの関係について水耕栽培で検討した。臭素酸によるイネの成長阻害作用は、地上部
にも地下部にも観察され、濃度の上昇に連れて大きくなった。HPLCによる8-OHdGとdGの同時分析法を可能にしたが、未
知のピークが55分にあり分析間隔は60分とした。イネの根の8-OHdGのレベルと臭素酸の濃度に明確な相関関係はみられ
ないが、収穫日に補正した数値は濃度につれて上昇した。

研究成果の概要（英文）：Irrigation water contains various harmful materials, so it is very difficult to es
timate its risk for plant cultivation. The level of 8-hydroxy-2-deoxyguanosine(8-OHdG) in DNA is one of bi
omarker for oxidative damage for mammalian. In this study, the availability as an indicator for rice plant
 was investigated by examining the relation between 8-OHdG level and bromate exposure using water culture.
 Growth inhibition of rice induced by bromate was observed in both shoot and root, getting stronger with i
ts concentration. Simultaneously analysis method of HPLC for both 8-OHdG and dG(2-deoxyguanosine) was esta
blished detecting by ECD and UV absorption, respectively. Root sample injection interval was decided to 60
 minutes, because unknown peak was detected in 55 minutes in ECD. It was not clearly found that 8-OHdG lev
el in rice root was correlated with bromate concentration of irrigation water. Its value altered at harves
t day increased with bromate concentration.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
遺伝子の構成成分であるデオキシグアノシ

ン（dG）は体内で発生するラジカル類や化学
物質によって酸化され8-ヒドロキシルデオキ
シグアノシン(8-OH-dG)に変化する損傷をうけ
る。ほ乳動物では酸素による代謝が活発であ
ることから、遺伝子の酸化損傷が生じやすく
老化の指標として利用されている。植物につ
いては、尿のような代謝排泄機構と排泄物が
ないこと、細胞壁があり動物細胞より破壊し
にくいことから、8-OH-dGの遺伝子の酸化損傷
指標としての利用が遅れていた。一方、灌漑
水については多様な物質が溶解しており、植
物体内での動態は物質ごとに複雑でありその
リスク評価は困難である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、灌漑水中に含まれる物質が

遺伝子を損傷させる程度を8-OH-dGとdGの
比として評価し、リスク検知のための指標
としての利用可能性を検討する。分析は、
dG(紫外線検出器)と8-OH-dG(電気化学検出
器)を液体クロマトグラフ（HPLC）で同時測
定するシステムの確立を試みる。 
 遺伝子に酸化損傷を引き起こすモデル有
害物質には、臭素酸を用い灌漑水中の濃度を
変化させて植物の栽培実験を行い、栽培実験
方法を確立する。また、イネ細胞遺伝子中の
8-OH-dG を遺伝子の酸化損傷指標とすること
で、灌漑水の異常を評価する可能性について
検討する。 
 
３．研究の方法 

(1)分析システムの構築 
高速液体クロマトグラフ（HPLC）によ

る dG、8-OH-dG の同時測定システムを構築す
る。dG の測定には、紫外吸光検出器が必要で
あり、また 8-OH-dG を高感度に検出する ECD
（電気化学検出器）が必要である。これら２
成分を分離カラムで分離し、直列につないだ
2 つの検出器で同時に検出する。分析には、
カラムの種類、移動相、流速などの条件検討
が必要である。dG と 8-OH-dG の標準品を用い
て、同時測定システムを確立することをめざ
す。検量線を作成し定量限界を考察する。 

(２)分析条件の最適化 
臭素酸に曝露させた農作物の植物細胞か

ら遺伝子を抽出し、加水分解を行った実サン
プルに、(1)で構築した分析システムを適用
する場合、共存物質の影響を受ける。実サン
プル中の共存物質の影響を受けない 8-OH-dG
と dG の分析条件を決定する必要がある。サ
ンプルの保存温度、分析時間が分析値に及ぼ
す影響を検討する。実サンプルにはコマツナ
地上部とイネの地下部を用いた。 

 (３)植物栽培実験手法の構築 
臭素酸に曝露させた農作物遺伝子中の

8-OH-dG と dG を(1)で構築した分析システム
で測定するためには、植物細胞から遺伝子を
抽出するためのサンプルを栽培する必要が

ある。灌漑水を大量に使用し、また主食でも
あるイネを対象に発芽条件、栽培条件を検討
し、繰り返し実施が可能で再現性のある栽培
実験方法を構築する。 
 
４．研究成果 

(1)分析システムの構築 
高速液体クロマトグラフ（HPLC）によ

る dG、8-OH-dG の同時測定システムを構築す
る。標準品により分析条件を検討した結果、
分離カラム(CAPCELL PAC C18 φ 4.6、25cm)、
移動相(10mM 燐酸 2 水素 1 ナトリウム、8%メ
タノール)、流速0.7mL/h、UV検出器(dG検出、
測定波長 290nm)、ECD 検出器(8-OH-dG 検出、
作用電極はグラファイト、印加電圧は 500mV)、
オーブン温度 40℃の条件において、dG、
8-OH-dGを同時に25分以内で検出可能であっ
た。 

図１ dG 濃度 500mg/L のクロマトグラム 

図２ 8-OH-dG 濃度 10μg/L のクロマトグラ
ム 
図１に dG 濃度 500mg/L のクロマトグラム

を示す。14 分の位置にピークとして検出され
ていることがわかる。図２に 8-OH-dG 濃度 10
μg/L のクロマトグラムを示す。19 分の位置
にピークとして検出されていることがわか
る。この分析システムにより、同一サンプル
中の２成分を同時に分離分析することが可
能である。 
サンプル注入量 20μLの場合、dGは 50mg/L、

8-OH-dGは1μg/Lの濃度を問題なく検出する
ことかできた。変動係数はそれぞれ、3.6%と
6.1%であり、実用上問題のない再現性を示し
た。dG は 500mg/L、8-OH-dG は 10μg/L まで
直線性を確認し、決定係数は1.00であった。
検出下限について、40μL 注入の場合 dG 
3.4mg/L、8-OH-dG 0.11μg/L であった。 
 



(２)分析条件の最適化 
臭素酸に曝露させた農作物の植物細胞か

ら遺伝子を抽出し、遺伝子を加水分解した実
サンプルに、(1)で構築した分析システムを
適用した。植物由来の実サンプルでは、目的
とする dG と 8-OH-dG 以外の物質も含有し、
多数のピークを検出するため、共存する物質
の影響を排除できる条件設定が必要である。
コマツナの地上部の遺伝子加水分解サンプ
ルでは、ECD クロマトグラム上の 150 分の位
置に未知のピークが観測されたため、この未
知ピークがシステムから排出されないと次
のサンプルを分析できない。図３にイネの地
下部について実サンプルのECDクロマトグラ
ムを示す。 

図３ イネの根の ECD クロマトグラム 
8-OH-dGの小さなピークが19分に見られる

が、その後 28 分と 55 分に未知の大きなピー
クが観察される。実サンプル中の共存物質の
影響を受けないように 8-OH-dG と dG を検出
するためには、分析時間は 60 分が妥当であ
ることがわかった。 
 
(３)植物栽培実験手法の構築 
植物細胞から遺伝子を抽出するためのサ

ンプルを得る必要がある。そのためには、臭
素酸に曝露させた農作物を栽培する必要が
ある。灌漑水を大量に使用し、また主食でも
あるイネを対象に発芽条件、栽培条件を検討
し、繰り返し実施が可能で再現性のある栽培
方法を検討する。 
① 土壌栽培 

 市販の栽培土壌を用いて濃度1条件につき
3 反復で実験を行った。条件は以下の通りで
ある。 
対象植物：イネ(品種：ヒノヒカリ) 
栽培容器：メスシリンダ(プラスチック製 100 
mL 用) 
栽培土壌：パール培土 81.5g 
栽培期間：5.27～11.11(168 日間) 
栽培場所：建屋内 1F 窓際 
室内温度：平均温度 29.0℃(17.8～37.0℃) 
臭素酸濃度：臭素酸ナトリウムにより 5条件
を設定。コントロール(無し)，0.5，1.0，5.0，
10.0 mg-Br/L 
移植：精製水で発芽後 7日間育苗 
灌漑：移植後 13 日目まで精製水、その後収
穫6日前まで各臭素酸濃度溶液を一定水位(3
または 6cm)になるよう供給 

図４ 土耕によるイネの地上部長さの変化 
図４にイネの地上部長さの経時変化を示す。

図より、イネの地上部長さは臭素酸濃度の上
昇に連れてコントロールよりも小さくなるこ
とがわかったが、90 日以降の差は小さく明確
でなかった。成長差は 56 日目において最大で
あった。5.0，10.0 mg-Br/L の濃度では１個
体しか実験終了まで生育できなかった。これ
らより、臭素酸はイネに対して 5.0 mg-Br/L
以上の濃度で成長阻害作用を及ぼすと考えら
れた。 
② 寒天培地栽培 

 ①により土耕栽培では、時間をかなり要す
るため、年に 1度しか実験できないこと、地
下部の収穫作業が煩雑であり、また根の成長
も大きく、太くなりすぎるため細胞の破砕に
支障となり、(1)の遺伝子酸化損傷の評価に
適さないことがわかった。そこで寒天培地を
用いた栽培実験を行った。 
条件は以下の通りであり、市販の寒天試薬

を用いて濃度 1条件につき 3反復で実験を行
った。 
対象植物：イネ(品種：ヒノヒカリ) 
栽培容器：培養試験管 
栽培期間：6.17～7.15(28 日間) 
栽培場所：建屋内 2F 窓際 
室内温度：平均温度 31.2℃(23.5～39.2℃) 

図５ 寒天培地によるイネの生育状況 



臭素酸濃度：臭素酸ナトリウムにより 5条件
を設定。コントロール(無し)，0.5，1.0，5.0，  
10.0 mg-Br/L、液肥としてハイポネクス
0.15g/L になるよう各液に添加した。 
移植：精製水で発芽後 7日間育苗 
培地：寒天 0.4g/50mL 
灌漑：移植当初 1mL とし給水後に 1mL 加えた
が、気温の高い時期は湛水深 1cm で管理 
図５にイネの生育状況を示す。A はコント

ロール、b:0.5 mg-Br/L、c:1.0 mg-Br/L、d:5.0 
mg-Br/L、e:10.0 mg-Br/L である。図より、
目視により臭素酸濃度の上昇に連れてコン
トロールよりも成長が抑制されることがわ
かる。 

図６ 寒天培地のイネの地上部長さの変化 
図６に寒天培地におけるイネの地上部の

生育長さを示す。図より、3 週目以降コント
ロール(p.w.)が最大の長さでよく成長して
いること、10.0 mg-Br/L では常に成長が悪い
ことがわかる。臭素酸濃度の上昇に連れてコ
ントロールよりも地上部の成長が抑制され
た。 

図７ 寒天培地における遺伝子酸化損傷の
程度と臭素酸濃度の関係 
図７に遺伝子酸化損傷の結果を示す。縦軸

は、寒天培地におけるイネの地下部遺伝子中
の 8-OH-dG を、dG に対して 105個当たりの値
として評価した数値である。図より、本研究
で構築し最適化した分析方法により、遺伝子
の酸化損傷指標が評価できることがわかっ
た。しかしながら、モデル有害物質である臭
素酸濃度の増加と8-OH-dGの増加との関連は
明確でなかった。 
③ 水耕栽培 

寒天培地実験により 30 日程度で成長阻害
作用を示す成長状況が得られること、また繰
り返しの栽培実験が可能であること、臭素酸
に直接曝露される地下部の収穫作業が容易
になるように栽培手法を改良できた。しかし
ながら、寒天培地では寒天上の極薄い水面に
しか灌漑水を配置できないこと、水面を維持
する管理では曝露濃度は同じでも曝露量が
変化してしまうことがわかった。そこで地下
部全体を灌漑水で曝露して水耕栽培実験を
行った。また水耕液を定期的に交換すること
で曝露させる濃度と量を管理した。 
条件は以下の通りであり、灌漑水の濃度 1

条件につき 3反復で実験を行い、これを 3回
繰り返した。 
対象植物：イネ(品種：ヒノヒカリ１回、ア
キタコマチ２回) 
栽培容器：培養試験管 
栽培期間：8.16～9.8(24 日間)、9.6～9.29(24
日間)。9.13～10.6(24 日間) 
栽培場所：建屋内 2F 窓際 
室内温度：平均 22.9℃、19.4℃、18.3℃ 
臭素酸濃度：臭素酸ナトリウムにより 5条件
を設定。コントロール(無し)，5.0，10.0，
15.0，20.0 mg-Br/L、液肥としてハイポネク
ス 0.12g/L になるよう各液に添加 
移植：精製水で発芽後、フロート上に移植し
た。7日間精製水で育苗した。 
灌漑：11 日目に水耕液に入れ替え、15 日目、
20 日目にも全て入れ替える。 

 図 8 水耕培地によるイネの生育状況 
図 8にイネの収穫直前の生育状況を示す。左
から右に臭素酸濃度は増加している。臭素酸
濃度の上昇に連れてコントロールよりも地
上部も地下部も成長の長さが抑制されるこ
とが、目視により明瞭に観察された。寒天 

図 9 水耕栽培のイネの地上部長さの変化 



培地(図 5)では地下部全体が臭素酸に曝露さ
れないため、地下部の抑制作用は目視で明確
でなかった。 
 図 9に水耕栽培における収穫時のイネの地
上部の生育長さを示す。図より、コントロー
ルに比べてすべての臭素酸濃度条件で成長
が悪く、また臭素酸濃度の上昇に連れて地上
部の成長抑制作用は強まることがわかる。 

図 10 水耕栽培のイネの地下部長さの変化 
図 10 に水耕栽培における収穫時のイネの

地下部の生育長さを示す。図より、コントロ
ールに比べてすべての臭素酸濃度条件で成
長が悪く、また臭素酸濃度の上昇に連れて地
下部の成長抑制作用は強まることがわかる。 
臭素酸によるイネの成長阻害作用は本研

究により初めて明らかにされた成果であり、
また本研究により再現性の高い栽培実験方
法が国内外で初めて確立された。 

図 11 水耕栽培における遺伝子酸化損傷の
程度と臭素酸濃度の関係 

図 12 水耕栽培における遺伝子酸化損傷の
程度と冷凍保存期間の関係(20mg-Br/L) 
図 11 に水耕栽培における遺伝子酸化損傷

の結果を示す。地下部の分析は 1条件 3つの
試料を混合して 1試料にとりまとめ、遺伝子
の抽出と加水分解を行った。図より、水耕栽
培によりコントロールの遺伝子酸化損傷の
指標値は、ほぼ同等の値を示すことがわかる。
しかしながら、モデル有害物質である臭素酸
濃度の増加と8-OH-dGの増加との関連は明確

でなく、傾向は実験ごとに異なった。 
 図 11 に示した地下部サンプルの遺伝子酸
化損傷の評価は、ほぼ同時に行ったため各実
験の試料は冷凍保存期間(-60℃)が異なる。
そこで酸化損傷指標と分析までの保存期間
の関係を検討した。図 12 に臭素酸濃度が
20mg-Br/L のときの保存期間の影響を示す。
経過日数と酸化損傷指標は非常に良い負の
相関を示した。負の相関を示すことは、コン
トロールも含め他の臭素酸濃度の場合でも
同じであった。しかしながら、回帰直線の傾
きはコントロールが一番小さくなった。また、
回帰直線の Y切片は、収穫日の酸化損傷指標
値の推定値を示すことがわかる。 

図 13 灌漑水中の臭素酸濃度に対する収穫
日におけるイネの酸化損傷指標の推定値 
図 13 に収穫日におけるイネの地下部の酸

化損傷指標の推定値と灌漑水中の臭素酸濃
度の関係を示す。図より、臭素酸濃度の上昇
に連れて、酸化損傷指標の推定値は増加する
ことがわかる。現状では収穫後のサンプル保
存期間が評価結果に及ぼす原因は不明であ
るが、収穫後早期に酸化損傷指標を分析・評
価すれば、この指標により灌漑水の水質が遺
伝子に及ぼす悪影響を検出できる可能性が
あることがわかった。図 11 に示すように収
穫から分析・評価までの時間が最も短い 3回
目では臭素酸添加区は、コントロールよりも
指標値は大きくなっている。遺伝子の酸化損
傷指標によって灌漑水の水質異常を評価す
るためには、今後も詳細な検討が必要である。 

 
(４)土壌と臭素酸の反応特性 

図 14 大学構内土壌への臭素酸のみかけの
吸着率 
イネをはじめとする農作物のほとんどは

露地栽培され、灌漑水と土壌が混合された状
態で曝露される。にもかかわらず、臭素酸の
土壌への反応特性はほとんど未解明なため、



バッチ吸着実験も行った。 
図 14 に大学構内の下台土壌（農耕土）と

上台土壌（雑草地）に対するみかけの吸着率
を示す。1 日程度の接触時間ではあまり土壌
に吸着しないが、その後みかけの吸着率は急
上昇した。これは土壌表面への吸着の増加に
加え、臭素酸から臭化物への形態変化も生じ
ているためである。またオートクレーブ(滅
菌)処理するとみかけの吸着率は上昇する。
これは臭素酸の臭化物への還元率が増加し
たためである。水田土壌への吸着特性は未だ
に未解明であり、今後の検討を要する。 
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