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研究成果の概要（和文）：地表オゾン濃度の上昇は、農作物生産に大きく影響すると予測される。

本研究は、農作物のオゾン防御機構の解明により、影響の予測精度向上と影響緩和策の策定に

資することを目的として行った。研究の結果、オゾンの影響程度が生育時期や品種で異なるこ

と、影響の違いが抗酸化物質量と関連する場合のあること、その一方でオゾン自体よりもオゾ

ンへの植物の応答で生じた余剰エネルギーや酸化性物質の影響が大きいことなどが分かった。 

 
研究成果の概要（英文）：It is projected that the increasing concentration of surface ozone will 

have large negative impacts on crop production. This study was conducted to elucidate 

protection mechanisms in crop species against ozone stress, and, thereby, to contribute to 

improved prediction of and mitigation options against the ozone impacts. The findings 

include difference in the ozone impacts between crop varieties and growth stages, the 

relationship between the ozone impacts and anti-oxidative substances in plant tissues. It 

was also found that the damage to the plant tissues could be due mostly to extra energy 

and oxidants resulted from the plant responses to ozone than the increased ozone per se.  
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１．研究開始当初の背景 

オゾンが農作物の光合成や成長に及ぼす影

響を定量的に評価する際、植物の防御機構を

明示的に考慮することはほとんど無い。影響

評価の第一近似としてはやむを得ないが、品

種間の差などを利用した影響緩和策の効果

を評価するためには、防御機構の定量的な解

明が必要不可欠となっていた。オゾンに対す

る植物の防御機構としては、気孔の閉鎖、ア

ポプラストにおける抗酸化活性、そして葉緑

体をはじめとする細胞内の抗酸化作用が知

られていた。 

２．研究の目的 

本研究は、農作物に備わっているオゾン防御
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機構を複数の角度から解明し、影響評価の精
度向上と影響緩和策の策定に役立てようと
して行ったものである。 

３．研究の方法 

防御機構について、気孔の環境応答の基礎的

メカニズム、オゾン濃度上昇への初期応答、

光合成の応答、そして成長と収量の応答の 4

つに分けて、それぞれ解明を図った。 

（1） 気孔の応答 

ガス組成を制御し高湿度を保つことが可能

なミクロチェンバーを構築し、剥離表皮の気

孔を顕微鏡で観察した。表皮を適切なイオン

組成をもつ緩衝液を含むゲルに表皮を載せ

ると長期にわたる観察が可能となった。剥離

表皮をふたたび葉肉に載せること、剥離表皮

と葉肉の間にポリエチレンやセロハンの薄

膜を挟む事などが可能な実験系を構築した

（図１）。 

図 1．ガス組成と湿度制御下で気孔開度を観

察するシステムの全景 

（2） オゾンに対する初期応答の解明 

実験試料には、自然光温室で 8 週間栽培され

た、日本稲コシヒカリを用いた。オゾン曝露

は人工気象室内で、150 ppb、6 時間の条件

で行なった。光強度は最上位展開葉あたりで

400 μmol とした。その後、オゾン処理区と

コントロール区からサンプリングした葉を

用いて、qRT-PCRによる遺伝子発現の定量、

DAB を用いた生体内 H2O2 の検出、TBA を

用いた過酸化脂質の定量、ウエスタンブロッ

トによるタンパク質の定量を行なった。 

（3） 光合成への影響 

オゾン濃度計測制御装置を設置した

温室内で、イネに対するオゾン処理

（ 150 ppb）が、葉内のエネルギーバ

ランスに及ぼす影響を、播種後 8 週

目の個体を用いて調べた。 3 時間曝露

、 6 時間曝露の曝露直後、および翌日

に最上位展開葉において、光合成、

気孔開度、クロロフィル蛍光を測定

し、実効量子収率、光合成・光呼吸

で消費されたエネルギー量 (Je(光合

成 +光呼吸 ))、光化学系Ⅱで変換され

た エ ネ ル ギ ー 量 (Je(PSⅡ ))を 算 出 し 、

対照区 (非曝露個体 )と比較した。  

（4） 成長と収量への影響 

オゾン濃度計測制御装置を設置した温室内
でイネに対してオゾン処理（150 ppb）を行
った。用いた品種は、日本稲のコシヒカリと
日本晴、インド稲の IR72とタカナリである。
分げつ期、幼穂形成期、出穂期に連続６日間、
毎日 7時間オゾン曝露を行い、出穂期、収穫
期に乾物重、収量（一株穂重）を測定し、対
照区（非曝露区）と比較した。 

コムギについては、中国のイネ-ムギ地帯
に設置した開放系オゾン曝露実験施設にて、
オゾン濃度を外気の 1.5倍を目標として増加
させた中で栽培し、収量応答を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 気孔の応答 

ツユクサの剥離表皮を用いて、気孔の光と CO2

への応答を調べた結果、葉肉がアポプラスト

の液相連絡を介して気孔の開閉に作用する

ことが示唆された。今後はこのシグナルの特

定が課題となる。ABA 合成能力を欠くタバコ

の変異体を乾燥条件にさらしても、気孔の閉

鎖がみられず、葉肉コンダクタンスも低下し

なかったが、この変異体に ABA を与えると、

気孔が閉鎖し、葉肉コンダクタンスも低下し

た。従って、ABA が葉肉コンダクタンスの制

御にも関与しているものと考えられる。今後

は、アポプラストの pHの影響などを調べる。 

(2) 初期応答の解明 

各細胞内小器官における、SOD（超酸化物不

均化酵素）の遺伝子の発現量を定量した。SOD

は、強力な酸化力を持つ O2
-を比較的弱い酸化

力を持つ H2O2 に変える酵素であり、細胞質、

葉緑体、ミトコンドリア、ペルオキシソーム

など、様々な器官に存在する。図 2は、コン

トロール区に対するオゾン処理区の発現量

の値を相対値で示したものである。 

 

図 2．SOD遺伝子発現量の時間経過 



 

 

細胞質では発現量の減少が見られないのに

対し、ペルオキシソーム、葉緑体、ミトコン

ドリアではオゾンによっていずれも有意な

発現量の減少が見られた。これらのことから、

葉緑体、ミトコンドリア、ペルオキシソーム

で H2O2が発生しており、それが SOD の発現量

を減少させていると推測される。   

次に、H2O2の発生を実際に確かめるために、

DAB (diaminobenzidine)を用いて葉の H2O2の

組織化学的検出を行なった。その結果、オゾ

ン曝露前と比べて曝露後のサンプルでは赤

褐色の色素の沈着が見られた。これは、H2O2

の発生を意味している。先ほどの SODの結果

も考えると、葉緑体、ミトコンドリア、ペル

オキシソームで発生した H2O2が細胞質に拡散

し、それが検出されたものと考えられる。 

さらに、細胞膜に与えるダメージとして、

脂質の過酸化を定量したところ、過酸化脂質

の値がオゾン曝露終了後に増加していた。従

って、脂質過酸化の原因がオゾンそのもので

はなく、細胞内の代謝の変化に由来すると考

えることができる。脂質の過酸化はヒドロキ

シルラジカルによって開始するとされてい

るが、ヒドロキシルラジカルは H2O2から生成

する。おそらく、オゾンによって発生した H2O2

からヒドロキシルラジカルが生成し、それが

脂質を過酸化したものと考えられる。 

(3) 光合成への影響 

植物体内に侵入したオゾンにより、第一に光

化学系に障害が発生するが、光化学系は回復

が早く、曝露翌日以降に障害は生じなかった。

次に障害が発生するのが炭酸固定系で、曝露

翌日以降にルビスコ（炭酸固定・酸化酵素）

活性が低下した。光化学系、炭酸固定系で障

害の発生時期に差があることから、曝露翌日

に余剰エネルギーが増加し、様々な消去系や

活性酸素除去酵素が働くにも関わらず、活性

酸素種が生成され、障害を発生させると考え

られる。 

曝露終了後に発生する余剰エネルギー由

来の活性酸素種生成量は、オゾン曝露中に植

物体内に侵入したオゾン由来の活性酸素種

生成量よりも多いと考えられ、一過性のオゾ

ン濃度上昇であっても、オゾン曝露終了後も

持続してオゾン障害が発生し、葉や個体に大

きな影響を与えると考えられる。 

(4) 生長と収量への影響 

イネの個体光合成は、オゾン曝露によって低

下するが生育ステージが早いほどその影響

が大きかった。またどの水稲品種とも、幼穂

形成期はオゾンによるバイオマスや収量へ

の影響を受けやすく、その影響が大きいこと

が示唆された。さらに収量減少程度には品種

間で差があることも示された。 

コムギにおいては、オゾン曝露によって葉

の老化が早まること、それには品種間で明ら

かな差があることが分かった。収量について

は、品種間でオゾン応答に有意差は認められ

なかったが、収量応答の最大の要因である１

粒重の低下にはあきらかな品種間差があり、

それが葉の老化の品種間差と一致していた

ことから、品種によって収量応答に違いがあ

ると考えられた。この品種間差が、アポプラ

ストのアスコルビン酸含量と関連すること

も示された。 
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