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研究成果の概要（和文）：熱帯植物、中でもフタバガキ科樹木は、自然起源の成層圏オゾン破壊物質である塩化
メチルの主要な発生源として働いている。本研究では、複数のフタバガキ科樹木を対象に、個葉の塩化メチル放
出速度と共に関連する生合成パラメーター（酵素活性量、基質濃度等）の測定を実施した。その結果、塩化メチ
ル放出速度と酵素活性の間に相関を見出した。

研究成果の概要（英文）：Tropical plants are considered a major source of natural methyl chloride, an
 important ozone-depleting substance. We quantified leaf methyl chloride emissions from dipterocarp 
trees and found that the variations in emissions of methyl chloride correlate with the relevant 
enzymatic activity.  

研究分野： 大気化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
成層圏のオゾン層は、フロンなどの人為起源オゾン破壊物質の規制により回復しつつあると考えられている。し
かし、その回復過程を考える上で、自然起源のオゾン層破壊物質に関する知見が欠かせない。本研究では、ほぼ
唯一の自然起源塩素系オゾン層破壊物質である塩化メチルについて、その主要な放出源である熱帯樹木からの放
出量が酵素活性によって規定されていることを示唆した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

大気中で最も存在量の多いハロカーボンである塩化メチルは、活性な塩素原子を地

表から成層圏へと持ち上げる自然起源のキャリヤーとして働き、成層圏オゾン破壊全

体の約 15%に寄与している。一方、フロン類に代表される人為起源オゾン破壊物質の

生産・排出がモントリオール議定書によって禁止されたため、ほとんど唯一の自然起

源塩素系オゾン破壊物質である塩化メチルの成層圏オゾン破壊への寄与は今後より

大きくなると予想される。 

このような重要性にも関わらず塩化メチルの主要な発生源が何であるかについて

は、長くミッシングソース問題として議論されてきた。しかし、塩化メチルを大量に

放出する熱帯植物が見つかると（Yokouchi et al., 2002）、植物起源の塩化メチルに

関する研究が大気化学と植物生理学の両面から一気に始められた。こうした中、申請

者の斉藤らは世界に先駆けて熱帯林におけるフィールド観測を実施し、熱帯植物がグ

ローバルな塩化メチル発生量の約半分を占める最大の発生源であることを明らかに

した（Saito et al., 2008; Saito and Yokouchi, 2008）。また、分担者の中村らは

塩化メチルを含むメチルハライドの合成酵素遺伝子を、モデル植物のシロイヌナズナ

（AtHOL1, AtHOL2, AtHOL3）（Nagatoshi and Nakamura, 2007）とイネ（OsHOL1, OsHOL2）

（Takekawa and Nakamura, 2012）より単離し、酵素の反応速度論的解析により特徴

を明らかにした。シロイヌナズナの AtHOL1 については、その生理学的役割に関する

知見を報告している（Nagatoshi and Nakamura, 2009）。しかしながら、こうした研

究の進展にもかかわらず、熱帯植物からの塩化メチル放出量が多い理由はいまだに明

らかにされていない。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、フタバガキ科などの熱帯樹木に見られる極めて大きな塩化メチル放出

量の種間差を、放出量と生合成過程のパラメーター（酵素活性量、基質濃度など）との

関係から解明することにある。全球スケールで最も重要な塩化メチル放出植物であるフ

タバガキ科などについて、塩化メチル放出量を生合成パラメーターに着目して調査した

報告例はこれまでにない。 

 

３．研究の方法 



植物試料及びガス試料の採取は東京大学樹芸研究所（静岡県南伊豆町）と国立環境研

究所生態系研究フィールド（茨城県つくば市）で実施した。なお、本研究の調査は当初、

フタバガキ科を中心とする樹木によって構成される典型的な低地熱帯雨林であるマレ

ーシア国サラワク州のランビルヒルズ国立公園あるいはヌグリスンビラン州のパソ自

然保護区で実施する予定だったが、新型コロナウィルスによる渡航制限を受けて計画を

変更し、国内の熱帯林温室で全ての試料採取を行った。 

樹芸研究所で栽培されているフタバガキ科樹木について、個葉の塩化メチル放出速

度と生合成パラメーターの測定を実施した。放出速度の測定にはスタティックエンク

ロージャー法を用い、バッグ取付けから 30 分後のバッグ内空気をテドラーバッグに採

取した。採取されたガス試料は大気濃縮装置/GC/MS を用いて分析され、温室内の空気

と採取ガスに含まれる塩化メチルの濃度差等から塩化メチルの放出速度を計算した。

また、スタティックエンクロージャー法に加えて、放出速度の連続的な測定が可能な

ダイナミックエンクロージャー法に基づく計測システムの検討を行った。 

塩化メチルの測定に用いた葉試料は放出ガスの採取後速やかに採取され、分析まで

冷凍保存された。葉試料は、生合成パラメーターの測定、具体的には、酵素活性量、

基質である S-アデノシルメチオニン（SAM）及び塩化物イオン、関連成分として S-ア

デノシルホモシステイン（SAH）とアデノシンの測定に使用した。植物葉組織の破砕と

分画により塩化メチル合成活性を示す画分を明らかにするとともに、酵素活性画分を

用いて塩化メチル合成の反応速度論的解析を行った。酵素活性の測定法については、

あらかじめシロイヌナズナを用いた条件検討を行った。 

 

図１ フタバガキ科樹木（Shorea roxburghii）の個葉から放出されるガスを採取する

様子（東京大学樹芸研究所） 

 



４．研究成果 

まず、塩化メチルの生合成に関わる酵素であるメチルハライドトランスフェラーゼ

(MHT)活性の測定法について検討を行った。酵素活性測定系の基礎検討には、塩化メチ

ルを放出することが分かっているシロイヌナズナの葉を用いた。MHT 活性の測定系とし

て、(1)基質である SAM から酵素反応によって生成される SAH を LC-UV または LC-FL を

用いて定量する方法、(2)酵素反応によって生成するメチルハライド(ヨウ化メチル、塩

化メチル)を GC/MS で定量する方法、の 2 つの方法について検討を行った。(1)につい

ては候補となる幾つかの分析法についてシロイヌナズナ抽出画分を用いた検討を行い、

SAH と植物抽出液由来のピークの相互分離が最も良好な方法を採用した。また、植物か

らのタンパク質画分の調製方法について検討し、MHT 活性画分を高い回収率で抽出する

方法を決定した。 

シロイヌナズナを用いた基礎検討に続いて、本研究の対象植物であるフタバガキ科に

ついても酵素活性測定系の検討を行った。上述のシロイヌナズナで確立した MHT 活性抽

出方法をフタバガキ科葉に適用したところ、MHT 活性が検出されなかったことから、酵

素活性の測定を行う上で妨害となる成分がフタバガキに含まれていると考えられた。そ

こで、妨害の影響を抑えるため、抽出 buffer に添加する組成等について種々の検討を

行い、フタバガキ葉に含まれる MHT 活性画分の抽出と精製（脱塩）の方法を決定した。 

塩化メチル放出量の in vivo での測定法を確立するため、スタティックエンクロー

ジャー法とダイナミックエンクロージャー法について検討を行った。ダイナミックエ

ンクロージャー法を用いて長期間測定を行う場合、導入ガスの湿度が植物の生理に影

響することがわかった。このため、ナフィオンメンブレンと外気を利用して、ボンベ

入り除湿エアーを外気と同程度まで加湿してから一定流量でバッグに導入するシステ

ムを構築した。試験的に、フタバガキ科の植物葉による塩化メチル放出量をダイナミック

エンクロージャーシステムにより連続的に測定したところ、日中に放出量が増加する傾向

が捉えられた。 

上記の検討を行った後、樹芸研究所のフタバガキ科樹木（４属５種）を対象にした実

験を行った。その結果、５種のうち３種のみにおいて塩化メチルの有意な放出が確認さ

れ、種（遺伝的背景）が塩化メチル放出の規定要因であることが示唆された（図２）。

続いて塩化メチルの放出速度と生合成に関わるパラメーター群との比較を行ったとこ

ろ、MHT 活性との間に最も高い相関が認められ、塩化メチルの生合成が酵素活性に支配

されていることが示唆された。 

  

 



 

図２ フタバガキ科樹木の放出ガスに含まれる塩化メチル濃度。5 種のうち、3 種につ

いて塩化メチルの放出が確認された。 
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