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研究成果の概要（和文）：CeCl3法および DAB 法を改良し電子顕微鏡レベルで細胞内の過酸化

水素の分布を観察する方法を開発した。CeCl3法では、固定前の葉組織に 5mM CeCl3を pH7.2

で 1 時間処理した後、固定し包埋試料を作製する方法が有効であった。DAB 法では 2 時間

Karnovski 液で固定した後 10mM の DAB を pH8.0 で 1 時間処理し、オスミウム固定を行っ

て包埋試料を作製する方法が有効であった。塩ストレス処理を行ったイネ葉緑体において、グ

ラナチラコイドの周囲などに過酸化水素が検出された。 

 
研究成果の概要（英文）：Histochemical methods were developed to observe distribution of 

hydrogen peroxide in the cells of crop plants. In the CeCl3 method, leaf segments were 

incubated in 5 mM CeCl3 at pH 7.2 for 1 h, fixed, dehydrated and embedded for electron 

microscopy. In the DAB method, leaf segments were fixed in Karnovski’s fixative for 2 h 

and incubated in 10 mM DAB at pH 8.0 for 1 h. After incubation the segments were 

prepared for electron microscopy. Hydrogen peroxide was detected around the grana of 

chloroplasts in salinity-treated rice plants. 
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１．研究開始当初の背景 

 我々のこれまでの研究によって、作物の葉
に塩ストレス障害が現れる場合は塩そのも
のの作用ではなく、葉緑体内に発生する活性
酸素、特に過酸化水素によるものであること
が明らかになりつつある。この推論は、塩ス
トレスによって葉組織の過酸化水素含量が
増加すること、葉組織に過酸化水素を除去す
るアスコルビン酸などの抗酸化剤を与える
と、葉緑体への障害が現れなくなることなど

から得られている。しかしこの推論を証明す
るためには、過酸化水素の細胞内分布を観察
できる電子顕微鏡レベルの組織化学手法を
確立し、塩ストレスを受けた葉の葉緑体内に
おいて過酸化水素が発生していることを証
明する必要がある。 

 過酸化水素の組織化学的検出には cerium 

chloride (CeCl3)を用いる方法が広く利用さ
れている。しかしこの方法は植物病原菌の感
染過程などおもに細胞外(アポプラスト)にお
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ける過酸化水素の発生を調べるのに用いら
れている。このことから CeCl3 は細胞内に浸
透しにくく、葉緑体など細胞小器官における
検出には不適当であるように思われる。しか
し重金属の作用を見た文献では細胞内に反
応生成物を検出しており、細胞膜に障害が加
わると CeCl3は細胞内に取り込まれると考え
られる。したがって、塩ストレスを受けた植
物など、細胞膜に障害を受けた場合には
CeCl3 を用いて過酸化水素の細胞内分布を検
出できると考えられる。 

 また光学顕微鏡レベルの研究では、過酸化
水素の検出に diaminobenzidine (DAB)が用
いられる。この方法は DAB が細胞のペルオ
キシダーゼの働きによって過酸化水素と不
溶性の褐色沈殿物を生成することに基づい
ている。この不溶性物質は電顕でも黒色の沈
殿物として観察できる。しかしこれまで電顕
レベルの観察では、外から基質として過酸化
水素を与え、細胞内のペルオキシダーゼ活性
の局在を調べるのに用いられ、過酸化水素の
分布を調べるのに用いた例は見られない。し
かし葉緑体にはペルオキシダーゼ活性が存
在するので、DAB を用いて葉緑体内での過
酸化水素の発生を検出できると考えられる。 

 CeCl3法、DAB 法それぞれ一長一短あるが、
両手法を比較しつつ実験条件を改良するこ
とによって、電顕レベルで細胞内の過酸化水
素の分布を検出する最適な方法が開発でき
ると考えた。 

 

２．研究の目的 

 過酸化水素は、作物が塩ストレスなどのス
トレスを受けた際の作用物質として、あるい
はシグナル伝達物質として機能する。したが
って、電子顕微鏡レベルでの過酸化水素の発
生部位を検出する方法を確立することは、作
物ストレス生理学および植物生理学におい
て重要である。本研究では、これまでアポプ
ラストにおける過酸化水素の分布を観察す
るのに用いられてきた CeCl3法と、過酸化水
素を基質として外から与え、細胞内のペルオ
キシダーゼ活性の局在を調べるのに用いら
れてきた DAB 法を用い、両手法を比較検討
しつつ実験条件を改良し、電子顕微鏡レベル
で過酸化水素の分布を観察する手法を確立
することを目的とする。 

 植物材料としてはイネとトウモロコシを
用い、塩ストレス処理をおこなって葉緑体内
の過酸化水素が増加することを確認する。ま
たトウモロコシでは光化学系 II 活性が低く、
活性酸素が生成しにくいと考えられる維管
束鞘葉緑体と、光化学系 II が備わっている葉
肉葉緑体を比較し、組織化学手法の妥当性を
検証する。 

 

３．研究の方法 

(1) 植物材料 

 イネと、維管束鞘葉緑体がグラナを欠損し
光化学系 II 活性を消失している NADP-ME

型 C4植物のトウモロコシを用いた。 

 イネは水稲品種日本晴を用い、水耕栽培に
て 400-500μmol-2s-1の 14 時間日長、28/20℃
で 3 週間生育させた。その後 100 mM NaCl

を水耕液に加え 14 日間処理し、最上位展開
用中央部を使用した。トウモロコシは、品種
ハニーバンタムを園芸用培土で栽培した。
600μmol m-2 s-1の 12 h 日長、30/25℃で第
4 葉展開まで生育させた後、3% NaCl 水溶液
を毎日 1 回 5 日間与えた。その後中肋を除い
た第 4 葉中央部を実験に用いた。 

 

(2) CeCl3法 

 予備実験の結果最適であった次の方法で
おこなった。葉片(1 x 2mm)を切り出し、50 

mM Mops 緩衝液, pH 7.2 で調整した 5 mM 

CeCl3を真空浸潤した後、室温で 1 時間反応
させた。その後同じ組成の緩衝液で調整した
Karnovski 固定液で固定し、2%オスミウム酸
で後固定し、アセトンとプロピレンオキシド
で脱水した後、Spurr 樹脂に包埋した。 

 

(3) DAB 法 

 予備実験の結果最適であった次の方法で
おこなった。葉片を切り出し、まず 50 mM

リン酸緩衝液で調整した Karnovski 固定液
で 2 時間固定し、50 mM propanediol 緩衝液
(pH 8.0)で洗浄した後、propanediol 緩衝液で
調整した 10 mM DAB に浸漬し 37℃で 1 時
間反応させた。その後 2%オスミウム酸で後
固定し、アセトンとプロピレンオキシドで脱
水した後、Spurr 樹脂に包埋した。 

 

(4) 電子顕微鏡観察 

 包埋試料よりダイヤモンドナイフで超薄
切片を作製し、2%酢酸ウラニウムで 20 分、
電顕用鉛染色液で 5 分間染色した後、日立
H7500 透過型電子顕微鏡で加速電圧 100 kV

で観察した。 

 

４．研究成果 
(1) CeCl3 法によるイネ葉における過酸化水
素の分布観察 

 塩処理をおこなっていない無処理区では
葉緑体構造に異常は認められず、またセリウ
ム と 過 酸 化 水 素 の 反 応 産 物 で あ る
perhyroxide の沈殿物も観察されなかった
(図 1. a)。一方、塩処理をおこなったもので
は葉緑体に典型的な塩ストレス障害である
チラコイドの膨潤が観察された。またグラナ
の近くには過酸化水素と CeCl3の反応産物と
考えられる黒い沈殿物が観察され (図 1. b, c. 

矢印)、塩ストレスによって葉緑体内に過酸化
水素が発生していることが確認された。当初



CeCl3 は細胞内に浸透しないと考えられたが、
CeCl3 を真空浸潤すること、十分な反応時間
をおくことにより CeCl3は細胞内に浸透する
ことが明らかになった。また暗条件で塩処理 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図1. CeCl3法によるイネ葉緑体における過  

酸化水素の検出． 

 a: 無処理区、b, c: 塩処理区．矢印: 反応産
物．スケールは a, b は 0.5μm、c は 0.1μm． 

をおこなった葉や、過酸化水素を除去するア
スコルビン酸を処理した葉では沈殿物は観
察されず、沈殿物が過酸化水素の反応産物で
あることが確認された。 

 さらに、塩ストレス処理をおこなった植物
のミトコンドリア(図 2. a)やペルオキシソー
ム(図 2. b)にも反応産物が観察され、塩スト
レスによってこれらのオルガネラにも過酸
化水素が発生することが明らかになった。こ
のほか、細胞壁の内側や、外側のアポプラス
トにも反応産物が観察された。細胞壁周辺で
検出された過酸化水素反応物は暗条件下で
は検出されず、細胞壁周辺に出現した過酸化
水素は葉緑体から拡散したもの、あるいは葉
緑体から排出された還元力に基づき、細胞膜
のNADP oxidaseによって生成した活性酸素
に由来するものと考えられた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図2. CeCl3法によるイネ葉のミトコンドリ
ア(a)およびペルオキシソーム(b)における過
酸化水素の検出． 

 スケールは 0.1μm.   

 
(2) DAB 法によるイネ葉における過酸化水素
の分布観察 

 DAB 法においても同様に、塩処理をおこ



なっていない無処理区では、DAB と過酸化
水素の反応産物の沈殿は観察されなかった
が(図 3. a)、塩処理をおこなった植物では葉
緑体のグラナの周囲に反応産物の沈殿が観
察された(図 3. c)。CeCl3による反応産物に比
べ、反応産物は不定形で大きく、拡散する傾
向があった。DAB の方が反応は強く現れる
が反応産物が拡散するので、局在性の検出に
は CeCl3 の方が優れていると考えられた。
DAB と過酸化水素との反応産物の生成には
ペルオキシダーゼ活性が必要であるが、葉組
織全体のペルオキシダーゼ活性を測定した
ところ、無処理区と塩処理区で有意な差は認
められなかった。 
 DAB 法では塩ストレス障害の特徴である
チラコイドの膨潤が CeCl3法の場合よりもよ
り顕著に現れた(図 3. b)。これは DAB 法では
最初に固定をおこなっているため、チラコイ
ドの膨潤がそのまま保存され、一方 CeCl3法 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 3. DAB 法によるイネ葉緑体における過
酸化水素の検出． 

 a: 無処理区、b: 塩処理区．矢印: 反応産物．
スケールは 0.5μm. 

では固定前に CeCl3を処理しているため、処
理期間中にチラコイドの膨潤が回復したと
考えられる。 

 

 (3) CeCl3法によるトウモロコシ葉における
過酸化水素の分布観察 

 CeCl3 法の有効性をさらに検証するために、
塩ストレスをおこなったトウモロコシの葉
組織を CeCl3 法で観察した(図 4)。トウモロ
コシには葉肉葉緑体と維管束鞘葉緑体の 2種
類の葉緑体が存在し、維管束鞘葉緑体にはグ
ラナがほとんど形成されず、光化学系 II の活
性が低いことが知られている。過酸化水素な
などの活性酸素の発生には光化学系 I と光化
学系 II の両方の活性が必要なので、維管束鞘
葉緑体では過酸化水素がほとんど発生せず、
塩ストレス障害が現れにくいと考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図4. CeCl3法による塩処理をおこなったトウ
モロコシ葉緑体の観察． 

 a: 葉肉葉緑体、b: 維管束鞘葉緑体．矢印:

反応産物．スケールは a は 0.1μm、b は 0.5

μm． 



 実際、トウモロコシでは塩ストレスによっ
て葉肉葉緑体には顕著な障害が現れるが、維
管束鞘葉緑体にはほとんど障害が現れない
ことが我々のこれまでの研究で明らかにな
っている。 

 そこで塩ストレスをおこなったトウモロ
コシ葉に CeCl3を処理して電顕で観察したと
ころ、葉肉葉緑体にはチラコイドの膨潤、チ
ラコイド配列の乱れなどの障害が現れると
ともに、グラナチラコイドの周辺に多量の反
応産物が観察された(図 4. a, 矢印)。一方、維
管束鞘葉緑体にはほとんど障害は現れず、ま
た CeCl3と過酸化水素の反応産物も観察され
なかった。維管束鞘葉緑体にも未発達のグラ
ナが存在するが、これらのグラナ周辺にも反
応産物は観察されなかった。したがって、葉
肉葉緑体の障害には過酸化水素が関与して
いること、維管束鞘葉緑体は過酸化水素の発
生が少ないために障害が現れにくいことが
確認された。またこのことによって、過酸化
水素検出における CeCl3法の有効性も確認さ
れた。 

 なお塩ストレス処理をおこなった植物体
より葉肉葉緑体と維管束鞘葉緑体を単離し、
ペルオキシダーゼ活性を測定したところ、い
ずれも無処理区よりも高くなったが、維管束
鞘葉緑体の活性は葉肉葉緑体よりも 4倍ほど
高く、維管束鞘葉緑体では光化学系 II 活性が
低いこととともに、ペルオキシダーゼ活性が
上昇して過酸化水素が除去されたことが、過
酸化水素が検出されなかったことの原因と
考えられる。 
 
(4) 総括 

 本研究によって検討された CeCl3法および
DAB 法は、電子顕微鏡レベルでの過酸化水
素の細胞内分布検出に有効であることが明
らかになった。両手法によって、塩ストレス
を受けた葉緑体に過酸化水素が発生してい
ることが確認された。両手法の結果はほぼ同
様で、いずれも葉緑体グラナの周辺に過酸化
水素が生成していることが明らかになり、両
手法の信頼性は高いと考えられる。両手法を
比較すると、CeCl3 法の方が反応産物が小さ
く局在性が明確であり、電子顕微鏡レベルで
の組織化学に適していると考えられる。 

 当初 CeCl3は細胞内に浸透しないと考えら
れたが、真空浸潤することによって細胞内に
入ることが明らかになった。しかし塩ストレ
スによって細胞膜の透過性が増加して CeCl3

が取り込まれるようになった可能性も否定
できない。今回の実験では DAB 法でも無処
理区で過酸化水素が検出されなかったので、
無処理区では組織化学的に検出できる量の
過酸化水素が生成していないことは明らか
である。 

 一方、DAB 法では過酸化水素の検出にペ

ルオキシダーゼの活性が必要である。葉緑体
にはペルオキシダーゼが存在するので過酸
化水素の検出が可能であったが、ペルオキシ
ダーゼ活性の存在が不明な部位での検出に
は CeCl3法によらなければならない。現時点
では、残念ながら 1 つの手法で常に過酸化水
素を検出できる方法は開発できなかった。 

 したがって現状では、植物細胞内での過酸
化水素の検出には、CeCl3 法と DAB 法を併
用することが必要である。 
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