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研究成果の概要： 
イネ科およびマメ科作物の子実の成熟および発芽過程について主に活性酸素およびラジカルスカベン

ジャーの機能に注目して調べた。吸水後のコムギおよびオオムギ種子のアリューロン細胞で生成される

H2O2 は、抗酸化物質であるアスコルビン酸により消去されることを明らかにした。また、子実の登熟過

程において、穂発芽抵抗性のコムギ“農林 61 号”は、ラジカルスカベンジャーであるアスコルビン酸によ

る発芽抑制効果が登熟後期の開花 28日目から顕著となり、H2O2を消去するカタラーゼ活性が著しく高く

なった。さらに、コムギのアスコルビン酸散布処理は、いずれの登熟ステージにおいても有効な穂発芽抑

制物質となることが示された。デンプン種子だけでなく、油糧種子の成熟や発芽過程についても基礎的な

知見を得た。ラッカセイでは、H2O2処理により 90%以上の発芽率を示し、対照区に比べ著しく改善され

た。含水率は子葉および下胚軸ともに吸水に伴い漸増したが、下胚軸の増大は顕著だった。水の動態を示

す T2は、下胚軸では吸水１日後から 5日目まで漸増し自由水が出現した。乾燥子実への H2O2処理により

下胚軸および幼根においてエチレン生成が 3倍となることが明らかになった。そこで、エチレン応答性遺

伝子群の発現を正に制御する転写因子抗 GmEin3抗体によるイムノブロットを行った結果、H2O2処理によ

りラッカセイの下胚軸および幼根に明瞭な交差シグナルが早い時期から検出された。また、ダイズ種子の

成熟過程の子実の成熟過程における含水率の変化とオートファジー関連遺伝子であるATG8ファミリーと

の関係にも着目し、GmATG8iは含水率の低下に伴い開花 28日目からその発現程度が低くなることも合わ

せて報告した。 
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１．研究開始当初の背景 

 種子の発芽は、作物栽培や雑草防除の重要

な問題であるにもかかわらず、その機構につ

いては未知の部分を残している。種子発芽は、

一般にジベレリン（GA）とアブシジン酸
（ABA）のバランスで決まるとされている。
休眠覚醒後のイネ科種子に ABA を与えると
発芽を強く阻害する。しかし、休眠中の種子

と休眠覚醒した種子の ABA 含量に差は認め
られないため、未知の発芽阻害物質が存在す

る可能性が高いとされている。GAが発芽を促
進することはよく知られた事実であるが、過

酸化水素（H2O2）で処理をしてもムギ類の発

芽率は著しく向上する。H2O2は活性酸素の一

種であり、大腸菌などの原核生物、動物、植

物などの真核生物に至るまで普遍的に存在し

ており、生体に傷害を与える物質としても知

られている。一方で、植物は巧妙に活性酸素

を感知し、ストレス応答のシグナルとして利

用している（Karpinski et al. 1999）。発芽にお
ける H2O2による促進効果は、不均化で生じる

酸素が原因であることを否定する報告がある

ことから（Ogawa et al. 2001）、申請者らは、
発芽時における抗酸化物質の機能について調

査した。その結果、コムギ種子はアスコルビ

ン酸（AsA）処理により発芽が著しく抑制さ
れることを明らかにした（ Ishibashi and 
Iwaya-Inoue 2006）。 
発芽現象で農業上の問題となっているイネ

科作物の穂発芽は雨天や低温などで引き起こ

され、収穫前に穂上で種子が一斉に発芽し、

特にコムギでは深刻な打撃を受ける。わが国

は穂発芽を起こしやすい条件に曝されており、

小麦品質劣化の原因ともなっている。穂発芽

耐性には種子の休眠性が深く関わっており、

登熟期間の温度など気象条件により影響され

るため正確な検定は容易ではない(Yanagisawa 
2001)。本研究では、発芽および登熟過程を調
べる方法として、水の物性の指標となる核磁

気共鳴（NMR）法にも着目し、非破壊的方法
によるインタクトな試料を対象とする。これ

まで、植物のもつ水の物性に関する一連の研

究から(Iwaya-Inoue and Nonami 2003)、イネの
穂発芽特性の異なる系統を材料に、横緩和時

間（T2）をパラメーターとして籾の水分動態

が有効であることを示した（Ishibashi et al. 
2005）。さらに、イネ籾の温度ストレスによる
影響について 25MHz NMRによる早期診断法
として、NMR緩和時間は登熟過程の籾のスト
レス傷害の「危険日」を診断する指標となる

ことを示した(Funaba et al. 2006)。 
 
２．研究の目的 

発芽の要因には植物ホルモンの寄与が大き

いが、必ずしも植物ホルモンの制御だけでは

種子発芽の全容を説明できない。発芽促進に

は、過酸化水素（H2O2）処理が有効であるこ

とから（Ogawa et al. 2001）、その消去系であ
るアスコルビン酸（AsA）は、発芽を抑制す
ることが想定された。一方で、発芽後 48時間
では胚や胚乳においてAsA含量が増加するこ
とから、発芽後に必須な物質であることが報

告されている（Tommansi et al. 2001）。ジベレ
リン応答性遺伝子発現の実験系としてアリュ

ーロン細胞プロトプラストが広く利用されて

いるが、活性酸素による発芽促進の機構は未

だ不明な点を多く残している。 
本申請では、イネ科およびマメ科種子を用

い、種子の発芽・休眠に及ぼすアスコルビン

酸をはじめとした活性酸素消去系（ラジカル

スカベンジャー）の影響について、非破壊的

に水の分子動態を観測する。さらに、登熟過

程および発芽過程におけるラジカルスカベン

ジャーの役割を種子の個体・組織・細胞およ

び分子レベルで明らかにすることを目的とす

る。また、H2O2 により誘導されるエチレン応

答とについての検討を行う。 
 
３．研究の方法 

（1）コムギ子実の水の動態とラジカルスカベ 
ンジャー関連遺伝子発現レベルとの関係 

材料 コムギ（Triticum aestivum L.）穂発 
芽特性の異なる品種）の成熟種子 
方法  



①発芽率および水の動態との関係について検

討する。種子の水の動態解析は１H-NMRに
より行い、ラジカルスカベンジャー処理に

よる成熟種子の自由水成分と結合水成分の

割合の変化を求める。 
②発芽時の活性酸素生成の有無の解析を行い、

組織化学的に生成部位の特定を行う。 
③発芽時の種子のアスコルビン酸パーオキシ

ダーゼ（APX）の発現レベルを調査する。 
 
（2）マメ科子実の発芽過程の水の動態と活性
酸素によるエチレンの誘導 

材料 ラッカセイ Arachis hypogaea L.「サウ
ザンクロス」の種子 
 
方法 
①発芽率および水の動態との関係について 
１H-NMR法により行う。 
②乾燥子実および発芽過程の種子の組織化学 
的観察を行う。 
③活性酸素処理による Ein3 （エチレン受容 
体）の誘導を調査する。 
詳細な方法については以下の研究成果に記載

する。 
 
４．研究成果 

コムギの登熟過程および成熟子実に対するラ

ジカルスカベンジャーの発芽抑制効果 

コムギ（Triticum aestivum L.） cv.シロガネ
コムギの成熟種子を蒸留水(DW)、200mM ア
スコルビン酸(AsA)溶液で 24 時間浸漬後、 1，
3，5，7 日間の風乾期間を設定し、DW で 20℃、
7 日間、暗所で発芽試験を行った。コムギ成
熟子実の発芽率に及ぼすアスコルビン酸浸漬

処理の結果、1，3、5、7 日間といずれの場合
も風乾後に著しい発芽抑制を示した。 
 このことからアスコルビン酸で種子を一度

吸水させた場合、乾燥後の子実の発芽率は回

復しないことが明らかとなり、アスコルビン

酸による発芽抑制には持続性があることが示

された。 
さらに、登熟中のコムギの穂発芽に及ぼす

アスコルビン酸散布処理の影響をみるために、

1/5000a ワグネルポットで栽培した開花後 28
～35、35～42、42～49 日の穂に 200mM アス
コルビン酸（展着剤と混合）を直接散布し、

散布した週の最終日と開花後 56 日目にそれ
ぞれ穂を収穫して穂発芽率を調査した。その

結果、アスコルビン酸を散布した週の最終日

に穂を収穫した実験区においては、開花後 35
～42、42～49 日に散布処理を行った区におい
てコントロールよりもアスコルビン酸処理区

で穂発芽率は有意に抑制された。開花後 56 日
目に収穫を行った実験区でも同様に、開花後

28～35、35～42、42～49 日に散布処理を行っ
たすべての区においてアスコルビン酸処理に

より穂発芽率は抑制された。 
以上のことから、登熟過程の子実および成

熟子実に対するアスコルビン酸処理は発芽を

抑制することが明らかとなり、いずれの登熟

ステージにおいてもアスコルビン酸は有効な

穂発芽抑制物質となることが示された。 
 
コムギの登熟過程における穂発芽特性の異な

る２品種におけるラジカルスカベンジャーの

消長と遺伝子発現 

AsA と穂発芽特性の関係について穂発芽特
性が異なる品種（易：シロガネコムギ、難：

農林 61号）を用いて、AsA含量、ラジカルス
カベンジャーとして働く APX, DHAR,CAT活
性および遺伝子発現について調査した。 
シロガネコムギと農林 61 号はそれぞれ

21DAP(days after pollination)と 35DAPに発芽
し、登熟過程における発芽率はシロガネコム

ギの方が高かった。休眠打破処理した種子（半

切種子）は両品種共に 28DAP以降 100％発芽
し、両品種間に有意な差は得られなかった(図 
1Ａ)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

AsA 処理はシロガネコムギでは、その抑制
効果はほとんど確認されなかったが、農林 61

図 1 登熟中のコムギ（シロガネコムギ、農林 61 号）半
切種子における AsA 浸漬処理による発芽率の推
移 （白,シロガネコムギ；黒，農林 61 号） 



号では 28～42DAP まで有意に抑制効果を示
し、特に 28DAPで抑制率が高かった(図 1Ｂ)。
以上の結果から、アスコルビン酸に対する感

受性は 2 品種間で異なり、穂発芽性と一致す
ることが明らかとなった。 
登熟過程におけるアスコルビン酸の含量は、

シロガネコムギでは 21DAPで最も高く、登熟
後期には確認されなかったが、農林 61号では
登熟後期まで確認された（図 2）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
アスコルビン酸ペルオキシターゼ（APX）
活性は 2 品種間で有意な差は見られなかった
(図 3A)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

しかし、登熟過程におけるカタラーゼ

（CAT）活性はシロガネコムギに比べて農林
61 号で高く、特に 28DAP において著しく高
かった(図 3C)。CATは mRNAレベルでも同様
に農林 61 号において高いことを確認した(図
4)。 
 
 
 
 
 
 

 
以上の結果から、農林 61号はシロガネコム

ギに比べ抗酸化能力が高いことが明らかとな

り、登熟過程の抗酸化能力と穂発芽性との関

係を明らかにした。 
 
ラッカセイ子実の活性酸素処理によるエチレ

ンシグナルの活性化の誘導 
マメ科もやしの生産には、発芽率の高さと

胚軸長の斉一性が求められる。本研究ではラ

ッカセイもやし生産のための溶液処理法を検

討し、まず子実の発芽過程について、水分動

態と貯蔵物質である脂質の変化に着目し解析

した（渕上ら 2009）。胚軸長と屈曲の制御に
過酸化水素（H2O2）が有効であったことから、

イムノブロットによりエチレン受容に関わる

タンパク質レベルの誘導を解析し、その生理

的意義について考察した。 
ラッカセイ子実は、H2O2処理により 90%以

上の発芽率を示し、対照区に比べ著しく改善

された。ムギ類では発芽促進に H2O2が有効で

あったが（Ishibashi et al. 2008）、マメ科子実に
も同様であることが確かめられた。含水率は

子葉および下胚軸ともに吸水に伴い漸増した

が、下胚軸の増大は顕著だった。T2は、乾燥
子実の子葉では 1ms程度の低い値を示したが、
吸水 1日後で約 100msまで急激に延長し、そ
の後は約 80ms 前後で推移した。下胚軸の T2 
は、乾燥子実では 1 ms程度であったが、吸水
１日後から 5 日目まで漸増し最終的には子葉
よりも高い値を示した。胚軸と異なり、子葉

の T2二成分と含水率には正の相関は見られな

かった。また、乾燥子実の子葉では隙間なく

存在していた脂肪粒は、吸水 7 日目後には分

図 3 登熟中のコムギ子実のラジカルスカベンジ
ャー活性の推移． A，アスコルビン酸ペルオキシ
ターゼ（APX）； B，デヒドロアスコルビン酸リダ
クターゼ（DHAR）；C,カタラーゼ（CAT）白，シロ
ガネコムギ；黒，農林 61 号 

図 4 登熟中のコムギ（シロガネコムギ、農林 61
号）の CAT 遺伝子発現の推移 

図 2 登熟中のコムギ子実のアスコスルビン酸（AsA）含
量およびデヒドロアスコルビン酸（DHA）含量の
推移．A, シロガネコムギ； B, 農林 61 号 



解され小さくなることを確認した。一方、胚

軸では、乾燥子実と吸水処理 1 日後には脂肪
粒が分布していたが、7 日後には脂肪粒の局
在は見られなかった（渕上ら 2009）。 
さらに、H2O2処理区では、エチレン生成が

3 倍となることが明らかになった(図 5A)。抗
GmEin3抗体によるイムノブロットにより、蒸
留水（コントロール区)では弱いシグナルしか
検出されなかった。これに対し、H2O2処理に

より、明瞭な交差シグナルが処理 1 日後、3
日後に 70kDa付近に検出された（図 5B)。 
以上のことから、ラッカセイ子実の発芽や

胚軸の制御には、エチレンシグナルの活性化

を示すEin3タンパク質が関与していることが
示唆された。 
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