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研究成果の概要（和文）：植物は生育環境から種々のストレスを受けている。これらのストレスから身を守るた
めに種々のストレス耐性メカニズムを植物は持っていると考えられている。その一つに抗酸化物質の抗酸化活性
が挙げられる。この機能がどの生体成分の保護に関わっているのかを明らかにするため、本研究ではスコポレチ
ン生合成能欠損株と野生株シロイヌナズナを用いた。ストレスを受けた植物体内に生じた生体酸化物、核酸、脂
肪酸、そしてタンパク質に注目し、それぞれの酸化物を分析定量した。その結果、スコポレチンを蓄積できない
植物体ではこれらの成分が野生株に比べより多く蓄積した。

研究成果の概要（英文）：Plants are subjected to various stresses from their growing environment. 
Plants are thought to have various stress tolerance mechanisms to protect themselves from these 
stresses. One of them is the antioxidant activity of antioxidants. In this study, we used scopoletin
 biosynthesis-deficient mutant and wild-type Arabidopsis to clarify which biocomponents is involved 
in protecting function by antioxidative activity of scopoletin. We focuced on oxides of nucleic 
acids, fatty acids, and proteins generated in stressed plants. As a result, the plants that cannot 
accumulate scopoletin accumulated more of these components than the wild-type plants.

研究分野： 植物生化学

キーワード： 酸化ストレス　シロイヌナズナ　抗酸化物質　脂質酸化物　核酸酸化物
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで植物の蓄積する抗酸化物質はその抗酸化活性から推測して、酸化ストレスに対する耐性に関わっている
と考えられてきた。本研究はシロイヌナズナが蓄積するスコポレチンもしくはその関連物質が、酸化ストレス受
容時に実際に核酸や脂肪酸、タンパク質の酸化を抑制していることを示した。本研究で得られた知見は、農作物
や自然環境に自生する植物の定量的ストレスモニタリングのための基礎的知見となる。

※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 

植物は光合成や環境から受けるストレスにより細胞内に酸化ストレスが生じている。植物は

進化の過程で酸化ストレスに対してさまざまな耐性メカニズムを獲得してきたと考えられてい

る。中でも植物の抗酸化物質は酸化ストレスや病害抵抗性に関与していると考えられてきた。ま

た近年、金属イオンのキレータとしての機能を持つものも注目されている。しかしながら、抗酸

化活性そのものに注目した例は少なく、かつその抗酸化活性によって保護される生体分子に関

しては不明である。 

 

２．研究の目的 

本研究は、抗酸化活性を示す二次代謝産物クマリン化合物などの生合成欠損株（主にシロイヌ

ナズナ）における、膜脂質、タンパク質、核酸に注目し、種々の酸化ストレスを与えたときに生

じる、生体分子の酸化物を定量し、二次代謝産物の抗酸化活性により保護される成分の特定を目

指す。これらを通して、植物の生産する二次代謝産物の示す抗酸化活性の生理機能の解明を目指

す。 

 

３．研究の方法 

 シロイヌナズナ野生株および二次代謝産物クマリン化合物生合成欠損株（AtF6’H1）を用いた。

栽培したこれらに、種々のストレスを与えた後、植物体から抽出した生体成分酸化物を LC/MS、

GC/MS を用いて検出定量した。 

注目した生体成分は、タンパク質、脂肪酸、核酸である。 

 

タンパク質の酸化物分析においては、抽出したタンパク質溶液をトリプシン分解した後、ショッ

トガン解析を LCMS にて行った。 

核酸酸化物は核酸抽出液をヌクレアーゼ処理およびポスファターゼ処理の後、グアノシン酸化

物である 8-oxoOHG を逆相 HPLC、電気化学検出器にて検出した 

脂肪酸酸化物オキシリピンは溶媒抽出した組織抽出物をリパーゼ処理した後、UPLC-Q-TOF に

て分析した。主に、9-HODE、13-HODE, 9-KODE,13-KODE,13- HOTrE に注目した。 

 

４．研究成果 

酸化ストレスとして除草剤成分であるパラコート処理をした後の植物体では、種々の酸化物

が検出できた。 

 酸化タンパク質としては最も大きなシグナルを与えたのは、クロロフィル a,b 結合 タンパク

質 CP29 であった。野生株においても相当量の蓄積が見られたが、このタンパク質は AtF6’H1 欠

損株においては野生株の 1.2 倍程度蓄積が見られた。この他には、RuBisCO 大ユニット、ATP シ

ンターゼ β サブユニットなど葉緑体局在のタンパク質が大きいシグナルを与えた（これらのう

ち蓄積量の大きいものを表 1 に示した）。これらのタンパク質の酸化は野生株でも見られるため、

通常の生育環境でも酸化ストレスを受けやすく、かつ AtF6’H1 欠損によりその酸化がより進ん

だものと考えられる。このことからスコポレチンもしくはその誘導体はこれらのタンパク質の

酸化を抑える仕組みに何らかの関与をしていることが示された。 



 

1 Chlorophyll a-b binding protein 1, chloroplastic  

2 Ribulose bisphosphate carboxylase large chain  

3 ATP synthase subunit beta, chloroplastic  

4 Photosystem II D2 protein  

5 Ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase activase, chloroplastic  

6 Photosystem II CP43 reaction center protein 

7 Photosystem II 22 kDa protein, chloroplastic  

8 Myrosinase 2  

9 Glutamate--glyoxylate aminotransferase 1 

10 Chlorophyll a-b binding protein 2.1, chloroplastic 

表 1 AtF6’H1 欠損株において蓄積量の大きかった酸化を受けたタンパク質（抜粋） 

 

 これらタンパク質の局在は、ミロシナーゼと Glutamate--glyoxylate aminotransferase 1 を除き葉

緑体局在タンパク質であった。このことは、パラコート処理が葉緑体により大きな酸化ストレス

を与えていることを示している。これは、その作用機構からも支持される結果であった。 

 

1 Glutathione S-transferase F7  

2 Indole glucosinolate O-methyltransferase 4  

3 Glutamate--glyoxylate aminotransferase 2  

4 Catalase-2  

5 Cytochrome P450 83B1  

6 Methionine aminotransferase BCAT4  

7 Probable 3-hydroxyisobutyrate dehydrogenase-like 1, mitochondrial  

8 Pyruvate, phosphate dikinase 1, chloroplastic  

9 Subtilisin-like protease SBT4.1  

10 Beta-D-xylosidase 1  

表 2  AtF6’H1 欠損株において野生株で酸化の見られなかったタンパク質（抜粋） 

 

一方、検出されたシグナルの比に注目して酸化されたタンパク質を調べたところ、葉緑体だけ

でなく、ペルオキシソームやミトコンドリア、サイトゾル局在のタンパク質が確認された。これ

らのタンパク質は野生株では検出されなかったもので、AtF6’H1 欠損とパラコート処理により誘

導されたものと考えられた。 

以上の結果より、AtF6’H1 欠損株ではパラコート処理により葉緑体にとどまらず、ペルオキシ

ソーム、ミトコンドリア、サイトゾルなどで、酸化ストレスがタンパク質に対して生じているこ

とが示された。 

 

ストレス処理後の 8-oxoOHG 内生量は比較的低く、定量には 0.5ｇ新鮮重程度の組織を要した。

変異株と野生株の比較では、変異株ではより多くの蓄積を認めたことから、核内においても何ら

かの酸化ストレスが生じていること、および抗酸化物質によってそのストレスが軽減されてい

ることが示された。現在のところ、定量性に問題が残るため、今後より感度の高い検出および定



量法を確立する必要がある。 

 

オキシリピン類の検出においてはこれまでの分析法に加えて、2-メトキシエチレングリコール

（2MEE）を添加剤としてカラム分離後に加えることで、ESI 法においてオキシリピン類の検出

感度を 3-4 倍程度向上させることができた（図 1）。これは陰イオンモードで検出する際のギ酸

によるイオンサプレッションの軽減によるものと考えられた。この結果は、オキシリピン類のよ

り高感度な定量を実現するものである。 

 

           図 1 添加剤の添加濃度とイオンカウント（9－HODE） 

 

この方法にて、検出定量を進めたところ、欠損変異株において、野生株に比べ約２倍程度の 9-

HODE が蓄積することがわかった。その他のオキシリピンに関しても同様の傾向を示した。この

ことから、膜に生じる酸化ストレスにおいてもスコポレチンはその抑制効果を示すことがわか

った。これらの脂質酸化物はストレス処理後、3 日後に最大値を示し、その後、処理前のレベル

に戻った。これは植物体内で膜脂質の更新が進み回復したことを示している。したがって、スコ

ポレチンは初期の酸化ストレスを軽減することに関わっていると思われた。 

 

 本研究で得られた知見は、植物のストレス診断に、生体酸化物の蓄積量を用いることができる

ことを示している。例えば、圃場に生育している作物のストレス診断とストイレスに対応した対

処などの新たな栽培法開発のための基礎的知見になると期待できる。タンパク質の酸化物検索

においては、光合成関連の葉緑体タンパク質に激しい酸化ストレスが生じており、AtF6’H1 欠損

による影響をこれらのタンパク質に限って進める必要がある。本研究は、植物の抗酸化物質の生

理機能として、生体分子の酸化反応の抑制を実験的に示した。しかしながらそのメカニズムには

不明な点が残されている。例えば、AtF6’H1 遺伝子以外に植物が本来備えている、カタラーゼや

グルタチオン酸化還元維持、スーパーオキシドジスムターゼ、アスコルビン酸ペルオキシダーゼ

と、本遺伝子との関連などを検討する必要がある。 
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