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研究成果の概要：ダイズは開花結実後、急激な個体老化を起こす（一回結実性老化）。申請

者らは老化物質アブシジン酸の活性を増強させるシナージスト（ジャスモン酸と12-ヒドロキ

シジャスモン酸）を単離した。ダイズの生長に伴う両シナージストの変動を調べた結果、後者

はダイズの老化開始時期に一過的に増加し、前者の量は生育期間を通じて変動しなかった。よ

って、12-ヒドロキシジャスモン酸がダイズの老化開始のシグナルである可能性が示された。

このシナジー効果はダイズ植物体へ散布実験においても確認することができた。 
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１．研究開始当初の背景 
ダイズは開花結実後、急激に老化する

（Nooden, L. D et al. A Comprehensive Treatise, 

1978, 2, 329）。植物ホルモンがその候補に挙

がっているが、活性と内在量を包括的に論じ

た報告が今までになく、真の老化シグナルは

分かっていなかった。我々はダイズ莢に含ま

れる老化活性がダイズの生長に伴ってどの

ように変動するか調べ、ダイズ莢エキスが緑

葉の老化を促進すること、また、それは老化

が開始する直前に最大になることを見出し

た（図１）。さらに、その活性は内生アブシ

ジン酸 (ABA) 量より最大で１０倍も強いた

め、ABA 以外の何らかの因子の関与が示唆
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された。我々はダイズ莢エキスの粗精製を進

めた結果、ダイズの老化促進物質として ABA 

を同定するとともに、その老化活性を増強す

る物質が存在することを明らかにした。 

 

２．研究の目的 
現在、日本人の 3 分の 2 近くの人が生活習

慣病を原因とした病気で亡くなっている。こ

のため、生活習慣病予防への意識が高まり、

予防効果が報告されているダイズペプチド

などの薬効成分関連商品の売れ行きが好調

である。 

我々は作物の老化を遅らせること（アンチ

エイジング）で作物の高付加価値化が可能で

あると考えた。すなわち作物の薬効成分は光

合成によって葉で合成・蓄積されるため、ア

ンチエイジングは薬効成分の高度蓄積に直

結すると予想した。 

老化の分子機構を調べることでその遅延

技術の開発が可能になると考えられる。そこ

で本研究ではその基礎研究として未解明の

ダイズシナージストを追求し、一回結実性老

化で機能するシグナル物質の特定を研究目

的とした。 

 

３．研究の方法 
(1) 老化促進活性試験法 

 老化促進活性の検定には、コムギ第１葉用

いたクロロフィル保持試験を使用した（図

２）。播種後、１週間生育させたコムギ第１

葉の先端 3 cm を切り取り、検液をしみ込ま

せたろ紙の上に並べ、暗所にて 4 日間放置し

た後、クロロフィルを抽出し、吸光度 665nm

を測定することでクロロフィル含量を測定

した。葉の黄化の程度が大きいものを老化活

性有りと判断した。 

 

(2) シナージストの精製 

ダイズ莢 (5.4 kg fresh weight) を 80%EtOH

に 1 週間浸漬した後、ろ過・濃縮し、ダイズ

莢エキスを調製した。得られたエキスを分配

し、酸性酢酸エチル画分を得た。続いて、シ

リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー

[toluene:EtOAc (9:1→4:1→3:2→2:3, stepwise 

elution)] にて分離した後、toluene:EtOAc (4:1、 

3:2) 溶出画分を Sep-Pak® cartridge [10 g, 

MeOH:H2O:AcOH (60:40:0.1)] にて分離した。

老化活性を示した画分をHPLC [Nova-Pak HR 

C18, 25 mmf× 150 mm, MeOH:H2O:AcOH 

(55:45:0.1), 4.0 mL/min flow, detected at 254 

nm] にて分画すると、老化促進物質として

ABA (7.2 mg) が得られた。また、シナジー活

性を示した画分（溶出時間：24～34 分）に対

図１ 
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し、HPLC (Inertsil ODS-3, 20 mmf × 250 mm, 

MeOH:H2O:AcOH (60:40:0.1), 5.0 mL/min flow, 

detected at 210 nm) を４回繰り返すことで

(−)-ジャスモン酸 (JA, 0.2 mg) をシナージス

トとして得た。 一方、toluene:EtOAc (4:1, 3:2) 

溶出画分を活性炭クロマトグラフィー  (30 

mmf× 230 mm)にて分離し、シナジー活性を

示した MeOH、EtOAc 溶出画分をゲルろ過

クロマトグラフィー (Toyopearl® HW-40F, 23 

mmf× 390 mm) にて分画した後、HPLC 

(Inertsil ODS-3, 20 mmf × 250 mm, 

MeOH:H2O:AcOH (60:40:0.1), 10 mL/min flow, 

detected at 254 nm) にて精製し、(−)-12-ヒドロ

キシジャスモン酸 (JAOH, 0.1 mg) を得た。 

 

(3) ダイズへの散布試験 

 長日条件下 1 ヶ月育成したダイズ植物体に

検液を散布した。散布は 1 日２回（9:00AM

と 5:00PM）行い、１株当たり 1 mL を散布し

た。散布中は暗室にて育成させた。散布開始

から１週間後、植物体を撮影するとともに葉

緑素計にて老化の程度を計測した。 

 

(4) シナージストの定量 

 開花後４週目から７週目にかけて莢 (1 

gFW) を 80%EtOH にて抽出した後、分配操

作にて酸性酢酸エチル画分を得た。得られた

酢酸エチル画分をシリカゲル薄層クロマト

グラフィー (CHCl3:MeOH =9:1) にて分離し

た。Rf = 0.2-0.45 を集め、MeOH にて溶出し

た。得られた画分は TMSCHN2 にてメチルエ

ステルへ変換した後、GCEIMS 測定 [column: 

Rtx®-1 (0.25 mmf × 30 m; Shimadzu GLC Inc.); 

splitter ratio: 5:1; temperature: 50°C to 300°C for 

25 min; gas flow: 1.69 mL/min] にて有機酸を

分析した。 アブシジン酸 (ABA)、ジャスモ

ン酸 (JA)、12-ヒドロキシジャスモン酸 

(JAOH) の保持時間はそれぞれ 23.9、19.1、

22.1 min であった。また、内在量はそのイオ

ンクロマトグラフ[ABA：m/z = 190、JA：m/z = 

83、JAOH：m/z = 83] のピーク面積より算出

した。 

 

(5) 光学活性 JA の調製 

 市販のジャスモン酸メチルをキラルカラ

ム [Column: Chiralpak AS-H (f 4.6 mm×250 

mm); Solvent: hexane/iPrOH (95:5); Flow rate: 

1.0 mL/min; Detection: 230 nm] により光学分

割して調製した。 

 

(6) 光学活性 JAOH の調製 

JAOH は市販のジャスモン酸メチルを原料

に、文献既知（Matsuura, H., et al., Biosci. 

Biotechnol. Biochem. 2000, 64, 2380.）の方法に

したがって合成した。得られた JAOH をキ

ラルカラム [Column: Chiralpak AS-H (f 10 

mm×250 mm); Solvent: hexane/iPrOH (7:3); 

Flow rate: 4.0 mL/min; Detection: 230 nm] によ

り光学分割して調製した。 

 

４．研究成果 

(1) シナージストの同定 

 老化促進活性を指標として、ABA の老化促

進活性を増強する物質の精製を行い、２種の

シナージストを得た。1H NMR スペクトル等

の解析によりその構造はそれぞれジャスモ

ン酸  (JA)、12-ヒドロキシジャスモン酸 

(JAOH) と同定した（図３）。 

 得られた両シナージストの活性閾値を

ABA 10 mmol/L 存在下にて測定した結果、JA 

は 1 mmol/L 以上で ABA の老化活性を高め

る（シナジー活性）ことが分かった。また、

JAOH は 0.1 mmol/L 以上で活性を示すこ

とが分かった。また、両物質とも単独では 

10 mmol/Lの濃度においても老化活性を示さ

ないことも確認した（図４）。以上の結果、



JA ならびに JAOH はそれ自身老化活性を

示さないが、ABA の老化活性を高めるシナ

ージストであることが確認できた。 

 

(2) ダイズ葉への散布実験 

 老化物質ならびにシナージストをダイズ

植物体へ散布し、その影響を調べた。老化物

質である ABA は 10 mmol/L 溶液の散布によ

って、弱い老化活性を示したが、シナージス

トである JA、JAOH 10 mmol/L 散布区では対

照区の葉と同様に緑色を維持しており、とも

に単独では老化活性を示さないことが分か

った。しかし、ABA とともにこれらシナー

ジストを散布すると、ABA 単独の試験区に

比べて有意の差で老化活性が高まっている

ことが判明した（図５）。よって、JA、JAOH 

がダイズ葉に対してもシナジー効果を示す

ことが明らかとなった。 

 

(3) シナージストの定量 

 GCEIMSを用いてダイズ莢に内在する植物

ホルモン量を定量した（図６）。その結果、

ダイズの老化が開始する開花後５週目に 

JAOH の内在量が一過的に増加し、その濃度

は 10 mmol/kg であった。なお、この濃度は

JAOH がダイズ葉に対してのシナジー効果を

発揮しうる量である。一方、JA の内在量は常

に 1 mmol/kg 以下であり、その濃度の変動も

ほとんど観測できなかった。また、この定量

実験によってダイズ莢エキスによる老化活

性は内在する ABA 量と JAOH 量によって

十分説明可能であることが判明した。以上の

ことから、２種のシナージストのうち、JAOH

がダイズの一回結実性老化の開始シグナル

である可能性が示唆された（図７）。 

 

(4) 光学活性シナージストの活性試験 

 光学活性 JA ならびに JAOH （図９）のシ

ナジー活性を調べた。JA、JAOH ともに天然

型鏡像体のみがシナジー活性を示し、非天然

型鏡像体は老化活性、シナジー活性のいずれ

も示さなかった。この結果より、シナージス

トの受容体の存在が示唆された。 
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