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　　　　　　の 生成 ， 抗酸化物質お よ び活性酸素消去酵素に 及ぼ す影響
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Summary

　The 　effects　of　5− aminolevulinic 　acid （ALA ），　a　key　precursor　in　the　biosynthesis　of 　pOrphyrins，　in　a
low　level（0，0．18，0．600r 　1．80mM ）on　the　photosynthetic　ratc，　hydrogen　peroxide　contents，
antioxidant 　substrates ，　and 　active 　oxygen

−
scavenging 　enzymes 　were 　investigated　in　the　3rd　leaves　of

spinach （Spinacia　oteracea ）．

　1，Photosynthetic　rates　of　leavcs　that　were 　treated　with 　different　concentrations 　of 　ALA
，
　increased

significantly 　in　day　3，　and 　remained 　so　for　6　days．

　2．Hydrogcn　peroxide（H202）contents 　in　leaves　increased　from　day　6　to　9．　The　increase　seems 　to　be
correlated　with 　thc　promotion　of 　the　photosynthetic　rate ．

　3．Oxidized　 ascorbate （DHA ）1reduced　ascerbate （ASC ）ratio 　i皿 treated　leaves　tended 　to　remain

constant
，
　whereas 　reduced 　glutathione（GSH ）foxidized　glutathione（GSSG ）ratio　increased．

　4．Catalase（CAT ），　ascoTbate 　peroxidasc（APX ），　and 　glutathione　reductase （GR ）activities 　increased
by　day　3　after 　the　ALA 　treatment ．　Superoxide　dismutase（SOD ）activity　did　not 　vary 　after 　ALA
t「eatmen し

Key　Words： 5−aminolevulinic　acid
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緒　　言

　5一ア ミ ノ レ ブ リ ン 酸 （ALA ）は，ク ロ ロ フ ィ ル やヘ ム 等

の テ トラ ピ ロ
ー
ル 化合物群の 生合成に おけ る前駆体 で ，

ALA 生合成 は こ れ ら
一

連 の 生合成に おけ る最初の 律速段

階 で あ る，通常，植物体内で の ALA 濃度は 50　nmol ・

gFWJl 以 下 に 維 持 さ れ て い る が （Stobart　・　Ameen −

Bukhari，1984），　 ALA 自身 の 生理的な役割 に つ い て は

十分解明 さ れ て い な い ．

　ALA を植物 へ 外生的に 処理す る研究は GTanick（1959）
に 始 ま っ た．高濃度 ALA 処理は プ ロ トク ロ ロ フ ィ ラ イ

ド，プ ロ トポル フ ィ リ ン IX 等の ク ロ ロ フ ィ ル 生合成 中間

体の 植物体内で の 濃度上昇を誘起す る．ALA 処理 した植
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物を一定期間暗条件 に 置 い た後，光照射を行 うと，蓄積

した ク ロ ロ フ ィ ル 生合成中間体の 光増感作用 に よ り活性

酸素種 で ある
一

重項酸素 （
102

）が発生す る．こ れ が細胞膜

成分 と急速に 反応 して 過酸化 され，植物 に障害を与え る

ジ フ ィ ニ ル エ
ー

テ ル系除草剤と類似 の 殺草作用を示す こ

と が 報告 さ れ て い る （Rebeizら，1984；Kittsteinerら ，

1991；Chakraborty・Tripathy，　1992）．

　しか しな が ら，低濃度の ALA を処理 した植物は，
102

発生に よ る外的障害を示 さず （Hottaら，1997a），む しろ

植物生長促進 な ら び に収量向上 （Hottaら，1997b），硝酸

還元酵素活性 の 増加 （Mishara・Srivastava，1983），収穫

時 に おける CO2 固定能力の 向上，暗呼吸の 抑制お よ び ク

ロ ロ フ ィ ル 含量 の 増加 （Hottaら，
1997a）， イ ネの耐寒性

（Hottaら，1998）お よ び ワ タ の 耐塩性向上 （Watanabeら，

2000）等の 高濃度処理 と は全 く異 な る反応を示す．堀田ら

（1997）は，植物の 生長を促進す る外生的ALA の 適正 濃度
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は ， 茎葉処理 で O．06　mM −O．60　mM で あると報告 して お

り，ホ ウ レ ン ソ ウ栽培 に おける こ れ らの 低濃度 ALA 処理

で も収量増加が報告 され て い る （葭田 ら，1995）．しか し

な が ら， 低濃度 ALA 処理後の 植物体の 光合成速度 ， 過酸

化水素 （H202）の 生成，活性酸素種 の 消去 に 関与する種 々

の 抗酸化物質および活性酸素消去酵素の 影響を経時的に

調査 した 報告は な い ．

　そ こ で 本研究は，実際の ホ ウ レ ン ソ ウ栽培時の低濃度

ALA 茎葉処理を想定 し，あ る程度生長 した ホ ウ レ ン ソ ウ

（Spinacia　olerace のに お け る ALA 処理 が光合成速度，

H 、02の 生成，活性酸素消去 に 関与す る抗酸化物質および

活性酸素消去酵素 に 及 ぼ す影響に つ い て 検討 した．

材 料 お よ び 方 法

1．材料 の 育成

　本実験 は，鳥取大学農学部の 人工 気象室 （人工 光に よ り

植物体直上で 200 μmo1 ・m
−2 ・sec

−1
，12時間照射，昼夜

温度 は 24℃ ）で 行 っ た ．実験に は ，ホ ウ レ ン ソ ウ

（Spinacia　olerace のの 耐暑性品種
‘
バ ージ ニ ア

’

を供試 し

た．実験材料の 育成は 1999 年 2月 4 日 （第 1 回目播種 ），

2月 11 日 （第 2 回目播種 ）お よび 2 月 18 日 （第 3 回目播

種 ）に そ れぞ れ砂丘砂を充填 した 9号素焼き鉢に ，1鉢当

た り 3 ヶ 所へ 3粒ず つ 播種 した．本葉 2枚展葉時 に 1 ヶ 所

1株に 間引き し，1鉢で 3株を栽培 した．そ して ，本葉が

7・・8枚展葉 した時点で 人工気象室に 搬入 して ALA 処理を

開始 した．肥料と して は 500 倍に薄め た液肥 （N ，P205 ，

K20 それ ぞ れ 360，200，80　mg ・liter
“i
）を 3日おき に 1

回，1鉢当たり 1　liter与えた，また潅水は，埋設型土壌感

圧水分 セ ン サ ー
に よ る土壌水分張力を利用 した潅水理論

（井上， 1994）に 基 づ き，ホ ウ レ ン ソ ウの 最適潅水量

（西原 ら，1999）に な る よ うに した．

2．ALA の 茎 葉散布方 法お よ び 分 析材料 の 採 取 方

　法

　試験区は茎葉散布 した ALA 濃度 （O　mM ，0．18mM ，

0．60　mM お よ び 1．80　mM ）の 4 区と し，　 ALA 処理量は 1

株当た り 15ml と した ．た だ し，　 OmM は蒸留水の み を同

量散布 した．ALA 処理 は光増感作用で
102

を生 じる ため

に，実際の 栽培に準 じて，人工気象室 の 照明が消灯した

直後に茎葉散布を行 っ た ，分析用材料は第 3葉と し，処理

開始前 0 日 目，処理後 3 日 目，6 日 目およ び 9 日 目に 各区

3鉢，9株か ら採取した．採取 した材料は素早 く液体窒素

で 凍結 し，分 析 に 供試す る ま で
一80 ℃ の 冷凍庫 で 保存

した ．

3．光 合成 速 度 の 測定

　光合成速度の 測定に は，2月 4 日 に播種 し育成した 12

鉢を用 い た ．4月 5 日に 同型 の 人工 気象室 に移 し，
3日後

に 3鉢ず つ 各濃度 で ALA 処理 した．そ れ ぞ れの 第 3葉の

光合成速度を，処理開始前 0 日 目，処理後 3 日 目，6 日 目

お よ び 9 日 目に 光合成測定装置 （ラ イ カー社製，LI6400）

で 測定 した．

4．過 酸 化水 素 と 抗酸 化物質 の 抽 出お よ び 定 量 な

　 ら び に 活性酸 素消 去酵 素 の 抽 出 お よ び 活 性 の

　 測 定

1）過 酸化水素 （H202 ），全 ア ス コ ル ビ ン 酸 （ASA ），

　 酸化 型 ア ス コ ル ビ ン 酸 （DHA ），全 グ ル タ チ オ

　 ン ，酸化型 グ ル タ チ オ ン （GSSG ）の 抽 出 お よ び

　 定量

　冷凍保存 した第 3葉を液体窒素存在下，乳鉢・乳俸で磨

砕し ，
5％ メ タ リ ン 酸を試料 1．Og に 5　ml 加 え て ，さ らに

磨砕後，磨砕液を 20分間遠心分離（15000rpm ，
4℃ ）し

た，得られ た上清液 1．5　ml をア ス コ ル ビ ン酸定量用の 抽

出液 と し，残 りの 上清液は，6M ト リシ ン ・NaOH 緩衝液

（pH　7．0）を加え て 約 pH7 ．O に した後，過酸化水素（H202 ）

お よ び グル タ チ オ ン 定量用の抽出液とした．

　H202 含量の 定量 は，　 Terashima ら （1998）の 方法 に 準じ

て行 い ，200mM 　MOPS − KOH 緩衝液（pH　7．0）400 μ1，

蒸留水 450 μ1，抽 出液 50 μ1およ び 10mM 　K −Phos−

phate緩衝液 （pH　7．8）の 中に 25　mM 　NADH が 混合さ れ て

い る液を 10 μ1加 え 攪拌後，340nm に お ける 吸光度を分

光光度計で 測定 した．次 に，上記反応液中に 4unit・m1
− l

NADH ペ ル ォ キ シ ダーゼ が 100　mM 　MOPS −KOH 緩衝

液 （pH　7．0）に 混合さ れ て い る液を 10 μ 1加 え，25 ℃ で 1

時間放置 して ，340nm で の吸光度を分光光度計 で 測定 し

た．H202 含量 は，　 NADH ペ ル オキ シ ダ
ーゼ を加える前

と後の 340nm に お け る吸光度 の 差 か ら求 め た．

　全 ア ス コ ル ビ ン酸 （ASA ）含量および酸化型 ア ス コ ル ビ

ン 酸 （DHA ）含量 の 定量 は ヒ ドラ ジ ン 法に準 じ て行い，

520nm に おけ る吸光度を測定 した．還元型 ア ス コ ル ビ ン

酸 （ASC ）含量は，　 ASA 含量か ら DHA 含量を差 し引 い て

求め た （田中・榊，1988）．そ して DHA 含量および ASC

含量か ら DHA ／ASC 比を求め た，

　全 グ ル タ チ オ ン 含量 お よ び 酸化 型 グ ル タ チ オ ン

（GSSG）含量の定量は ，　 Tietze（1969）の方法 に準じ，412

nm に おけ る吸光度を測定 した．全グル タチオ ン含量 の 定

量は中和し た 抽出液 （pH　7．0）を 100 μ1，0．5　mM 　EDTA

を含む 10mM 　K −Phosphate緩 衝液 （pH7．8）625 μ 1，4

mM 　NADPH ！5％NaHCO362 μ 1，0．5　mM 　EDTA を含む

10mM 　K −Phosphate緩衝液 （pH　7．8）に 6unit・mr 　
1
グル

タチ オ ン還元酵素が混合さ れ て い る液 125 μ1を加え ，
37

℃ で 10分間放置し 412nm に おけ る吸光度を測定 し，そ

の 後 10mM 　DTNB ／100　mM 　K −Phosphate 緩衝液 （pH
7．8）を 62 μ1加え ， そ の 時 の 吸光度の 変化を測定 した．ま

た，GSSG の 定量 は，抽出液 100　” 1に ビニ ル ピ リジ ン 60

μ1を加え，15000rpm で 10分間遠心分離 した ．遠心分離

した 液の 上層 に は ビニ ル ピ リジ ン が 浮 き，下 の 清 ん だ液

を GSSG 抽出液と した．そ の 後，全グ ル タ チ オ ン 定量法

と 同様の 方法で 測定した．還元型 グル タ チ オ ン （GSH ）含

量 は，全 グル タ チ オ ン含量 か ら GSSG 含量を差 し引い て

N 工工
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求め た．そ して，そ れ らの結果か ら GSHIGSSG比 を求め

た ，

2）力 タ ラ
ーゼ （CAT ）， ア ス コ ル ビ ン 酸 ペ ル オ キ

　 シ ダ
ーゼ （APX ），グ ル タ チ オ ン 遠 元 酵 素 （GR ）

　 お よ び ス
ーパ ーオ キ シ ド デ ィ ス ム タ ーゼ （SOD ）

　 の 抽 出お よ び 活性 の 測 定

　粗酵素液の調製は，前項と同様に試料を液体窒素存在

下 で 細か く磨砕 し，そ の 試料 0．3g に 1mML 一
ア ス コ ル

ビ ン 酸を含む 50mM 　K −Phosphate緩衝液 （pH　7．8）を 5

ml 加 え て さ ら に 十 分磨 砕 した後 ，
20 分間遠心分離

（15000rpm，4℃ ）して 行 っ た．得 られた 上清液を CAT ，

APX お よ び GR 活性の 測定に 用 い た，ま た こ の 上清液の

一部は 2時間に 1度 10mM 　K −Phosphate緩衝液 （pH　7．8）

を換え な が ら 4℃下で 24時間透析後，SOD 活性の測定に

用 い た，

　CAT 活 性 は，　 Kubo ら （1995）の 方法に準 じ ，
0．5　M

H20220 μ 1，1M 　K −
　Phosphate緩衝液 （pH　7．8）100 μ1，

蒸留水 860 μ 1を加えて 240nm に おける吸光度を測定 し，

そ の 後抽出液 20 μ1を加 え て こ の 時 の 吸光度 の 減少を測

定した．CAT 活性は，240　nm に お け る吸光度の 減少か

ら H202 の分子吸光係数 O．04　mM
’i・cm

’i
を用 い て 計算

し た．

　APX 活性は
，
　 Nakano・Asada（1981 ）の 方法に準 じた ．

1MK −Phosphate緩衝液 （pH 　7．8）100 μ1，10mM 　L一ア

ス コ ル ビ ン 酸 50 μ 1，蒸留水 780 μ 1，抽出液 20 μ1を加 え

て 測定 し，そ の 後 10mMH20250 μ且を加えて こ の 時の

290nm に お ける 吸光度の 減少を測定 した．　 APX 活性 は，

290nm に おけ る吸光度の 減少か ら ア ス コ ル ビ ン酸の 分子

吸光係数 2．8mM
−1 ・cmJl を用 い て 計算 した．

　GR 活性 は，　 Foyer ・Halliwell（1976）の方法に準 じ．1

mM 　EDTA を 含 む 0．5　M 　K −Phosphate緩 衝 液 （pH
7．8）100 μ 1，蒸 留水 770 μ 1，抽 出液 50 μ 1， 10mM

NADPH ／10　mM 　K −Phesphate緩衝液 （pH　7．8）20 μ1を加

え て測定 し， そ の後 10mM 酸化型 グ ル タオ ン 110　mM 　K
−Phosphate緩衝液（pH　7．8）20 μ且を加え て ，こ の 時の 吸光

度の 減少を 340nm で 測定 した．　 GR 活性は，340　nm に

おける吸光度 の 減少か ら NADPH の 分子吸光係数 6．22
mM

− 1・cm
−1

を用 い て 計算 した．

　soD 活性 は，　 Mccord ・Fridovicb（1969）の 方法 に 準

じ， 1mM 　EDTA を含む 0．5　mM 　K −Phosphate緩衝液

（pH7 ．8）100 μ1，1mM キ サ ン チ ン 100 μ 1，0．1mM チ ト

ク ロ ム clOO 　ll1，蒸留水 630 μ1お よ び 透析済み 抽 出液

50 μ1を加え て ，
550nm の 吸光度を測定 した ，そ の 後

2M 硫安 （pH　7．8）の 中に 0．3　unit ・m1
−1

キサ ン チ ン オ キ シ

ダーゼ が含ま れ て い る液 20 μ1を加 え た 時 の 吸光度 の 増

加を 550nm の 波長で 測定 し，　 V 値を求め た．そ の 後同量

の 反応液に抽出液 50 μ1を加え て反応させ v 値を求め た．

SOD の 1酵素単位 は，チ トクロ ム c の 還元を 50％ 阻害す

る量と定義さ れ て い るの で ，V！v
−1（V ：SOD の ない 時 の

チ トク ロ ム c 還元速度，v ：SOD の ある時 の チ トクロ ム c

還元速度 ）か ら SOD 活性を求 め た ．

　な お抗酸化物質の 定量 お よ び酵素活性の 測定は，す べ

て 分光光度計 （島津 MPS −2000）を用 い て 行 っ た．

結　 果

1．光 合成 速度 の 経 時変 化 と 生 育 へ の 影響

　光合成速度の 経時的変化 は第 1図 に 示 した．光合成速

度は，すべ て の ALA 処理区 に お い て 処理後 3 日 目か ら有

意に高 くなり， 処理後 9 日 目で も高い 値を維持 して い た．

ALAO ．60　mM 区の 光合成速度 が 特 に 高 く，　 O　mM 区に 対

して 約 3倍で あ っ た．ALA の 濃度が高ま る に つ れ て 光合

成速度が上昇 した が，1．80mM 区で は濃度が高すぎた た

め か光合成速度は む し ろ低下 した．

　す べ て の ALA 処理区の ホ ウ レ ン ソ ウ の 生育は処理後 9

日 目ま で正 常で外観上 の 変化 は認 め られなか っ た、

2．過 酸 化 水素含 量 （H202 ）の 経 時変 化

　第 2図 に示すように，H202 含量 は ALA 処理後 3 日目

ま で 処理 の 影響 が 認 め られ な か っ た．しか し，処理後 6日

目に な る と，O．60　mM 区 と 1．80　mM 区で 有意 に 高くな っ

た．処理後 9 日 目で は H202 含量が すべ て の ALA 区で有

意に 高か っ た．ま た，H202 含量 は，　 ALA 処理 濃度に 比

例 して高くな る傾向を示 した ．

3．各抗 酸 化 物質 含量 の 経 時 変化

　 DHAIASC 比およ び GSHIGSSG 比 の 経時変化 は第 3図

に示し た ．そ の 結果 DHA ／ASC 比 は ALA 処理 に よ る一

定 の 関係 を示 さ な か っ た．

　一方 GSHIGSSG 比は，　 ALA 濃度が高けれ ば高 い ほ ど

OmM 区 に 比 べ て 大き くな っ た．特 に 処理後 9 日目に お け

る 1．80mM 区は OmM 区に 比 べ て約 8．8倍 と最も高く，

次い で 0．60皿 M 区も 7．4倍で高か っ た．
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4．活性酸 素消 去 に 関 与 す る 酵素 活性 の 経 時変化

　 第 4 図は CAT ，　 APX ，　 GR お よ び SOD 活性の経時的

変 化 を示す ．CAT 活性は 処理後 3 日 目に は す べ て の

ALA 区で OmM 区に 比べ て 有意 に 高 く， 特 に 1．80　mM 区

で は OmM 区 よ り約 2．3倍の 高 い 活性を示 した ．0．60

mM 区お よ び 1．80　mM 区 の CAT 活性は処理後 6 日 目も

OmM 区 に 比 べ て 有意 に 高 く，それ ぞ れ 2．7倍，2．4倍 で

あ っ た，さ ら に 1．80　rnM 区は処理後 9 日 目で も他区に対

して 1％水準で 有意 に 高か っ た．

　 APX 活牲は，　 CAT 活性同様に，処理 後 3 日 目にす べ て

の ALA 区で OmM 区より高 く，0．18mM 区，0．60　mM

区および 1．80mM 区 で それぞれ OmM 区 の 1．2倍，2．0

倍お よ び 2．5倍で あ っ た．そ の 後 6 日 目に は APX 活性が

すべ て の ALA 区で 低下 した が，　 O　mM 区 に 比べ る と高い

値を示 した，処理後 9日目の 0．60mM 区お よ び 1．80　mM

区は APX 活性が，そ れ ぞ れ約 1．7倍，2．3倍と高か っ た

が，O．18mM 区は 差 が な くな っ た ，

　 GR 活性は，処理後 3日目で は，すべ て の ALA 区 で，　 O

mM 区の約 2倍と高か っ た が ，　 ALA 処理区間の差は認 め

られ な か っ た。最も処理 濃度 の 低い 0．18mM 区で は そ の

後低下 し，
0．6mM 区で は処理後 6日目が最 も高 くそ の 後

低下 した．こ れ らに 比 べ ，最 も処理濃度の 高い 1．80mM

区で は，処理後 9 日 目まで高い 活性を維持 した，

　SOD 活性は
， 処理後 3 日目で 処理区間に 差 が 認 め られ

なか っ た．しか し，処理後 6 日目に おけるすべ て の ALA

区の 活性 は OmM 区 に 比べ て 有意 に 高か っ た．処理後 9

日 目で は，OmM 区 に 比 べ て 高 か っ た もの の 有意差 が 認

め られ た の は 0．60mM 区の み で あ っ た．

考　 察

　ALA は ク ロ ロ フ ィ ル や ヘ ム 等の テ トラ ピロ ール 化合物

群の 生合成に お け る前駆体（第 5図 ）で あ る．ホ ウ レ ン ソ

ウ で は，低濃度 ALA 茎葉散布処理 に よ る収量の 増加 が 報

告され て い る （葭田 ら ，
1995）が ， 同処理 に よ る光合成速

度，過酸化水素 （H202）の 生成，活性酸素種 の 消去 に 関与

す る種 々 の 抗酸化物質およ び 活性酸素消去酵素の 活性の

経時的変化 の 報告はな い ．本研究 で はそ の 影響を調査 し，

実際の ホ ウ レ ン ソ ウ栽培 に お け る低濃度 ALA 処理 の収量

増収の 原因を明らか に しよ う と した．

　一般に，光合成に お け る光化学系1の 電子受容側で ス ー

パ ーラ ジ カ ル （02
−
）が 生成さ れ る と， ス トロ マ 内の SOD

に より，02
一

は H202 に変換され，さらに 生成 した H202

は APX や CAT に よ っ て無害な水や酸素に な る と さ れて

い る．本研究 で はホウ レ ン ソ ウに 低濃度の ALA を散布 し

て，H202 の 生成，活性酸素消去 に 関与する抗酸化物質

および酵素活性 の 経時変化を調 べ た と こ ろ，特 に ALA

処 理 の 0．60mM 区 か ら 1．80　mM 区 で HzO2 含 量 ，

GSH ／GSSG 比，　 CAT ，　 APX およ び GR の 活性 に 有意な

増加が 認 め ら れ た （第 2，3，4 図 ），し か し な が ら，

DHAIASC 比 お よ び SOD の 活性の 変化 に は ，

一
定 の 傾向

が認め られ な か っ た （第 3図）．

　本研究に お け る ALA 処理 に よ る ホ ウ レ ン ソ ウ葉 中の

H202 蓄積の 原因は
， 光合成速度 の 増加 に と もな う H202

生成系の 促進と
102

の 蓄積が考えられる．本研究の 低濃度

で ALA 処理 した ホウ レ ン ソ ウの 光合成速度は，処理後 3

日 目に す べ て の 処 理 区 で 高 ま り，9日 目まで 速度が維持さ

れ た が （第 1図），こ の 結果 は Hottaら （1997b）に よ る

ALA の ダイ コ ン茎葉散布処理に お け る光合成速度 の 増加

と一致 して い る．一方，H202 含量 は ALA 処理 後 3 日 目

まで増加 しなか っ たが，処理後 6 日 目，9日 目に 高 くな っ

た （第 2図 ）．こ の こ とか らALA 処理を行 うこ とに より光

合成速度が増加し，そ の 結果 H202 生成が促進され た と考

え られ る．と こ ろが ALA 処理後 3日目に 光合成速度が 上

昇した に もか か わ らず H202含量が増加 しな か っ た．これ

は，CAT や APX の 活性が，処理後 3日目に高ま っ た ため

H202 を消去 した と考え られ た （第 4図 〉 しか し，処理後

6 日目以降 CAT や APX の 活性は低下 した た め，高 い レ ベ

ル で 生成さ れ た H202 の す べ て を水に還元す る こ とが出来
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Fig．5．　Biosynthetic　pathway　 of 　 chlorophyll 　 from　5 − amino −

　　 levulinic　acid （ALA ）．

ず ， H202 が 増え 続 けた と 推 定さ れ る ．また ，　 GR は

GSSG を GSH に還元す る機能をもち，　 APX 等と共役し，

ア ス コ ル ビ ン 酸
一
グル タ チ オ ン サ イ クル と 呼ばれ る H202

消去系を形成 して い るが （Jim6nezら，1997），　 H202 含量

の増加を考慮す る と GR 活性の 増加の み で は APX ，　 CAT

の 活性低下を完全 に 補 うこ とが で きなか っ た と考 え られ

る （第 4図）．本研究に おける APX お よ び GR 活性の 増加

の ず れ は次の よ うに 考え られ る．通常葉緑体で は光化学

系で 生成され た H202 は，チ ラ コ イ ド還元系で APX に よ

り消去され るが ， チ ラ コ イ ド還元系で消去で きな か っ た

H202 は，　 APX や GR を含む ア ス コ ル ビ ン 酸
一
グル タ チ オ

ン サ イ ク ル か らな る ス、トロ マ 還元系で消去さ れ る （浅田，

1999）．そ れゆえ，ALA 処理 に よ り光合成速度が増加す

る に従い H202 含量が増加 して くる と，チ ラ コ イ ド還元系

だ け で は消去 で きな い H202 が多 く生 じて き て，ス トロ マ

還元系で の H202 の 消去も活発とな る と考え られ る，そ の

結果，APX と GR の 活性増加 の タイ ム コ
ー

ス に ずれが生

じる もの と推察され る，

　また，もう
一

つ の H202 含量の 増加 の 要因は ALA 処理

に よ り
102

が 生成し，チ ラ コ イ ド膜 の 構造 が 緩み，光化学

系の 電子受容側か ら電子 の 酸素へ の 漏 出が多 くな っ た た

め ，02
一

の 生成速度が 高ま っ て ，02
“
を多量 に 蓄積 し，

SOD に よ りH202 へ 変換され た の で は な い か と考え られ

る．

　こ の よ うに 低濃度 ALA 処理 に よ る H202 含量 の 増加 に

は 2 つ の 要因が考え られる．しか し，ALA 処理 に より光

合成速度が増加し，そ の 結果 H202 が増えた と い う推定だ

け で は 0．18mM 区の 実験結果を理解す る こ と が で きな
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い．ALA 処理 に よ る H202 増加 の 原因は，光合成速度の

増加以上 に
102

の 蓄積 の 要因が大きく，しか も ALA 処理

濃度が高くな れば な るほ ど
102

の 蓄積が大きい と考え られ

る．

　 GSHIGSSG 比 の 増 加 に っ い て は GUllner　．　Dodge

（2000）が マ メ の リー
フ デ ィ ス ク に ALA を処理 す る と

GSH 含量 が 増 加す る と報 告 し て い る ．本研 究 の

GSHIGSSG 比の 結果 は こ の 報告と
一

致 して い る．

　一方，ALA 処 理後 3 日 目に お け る CAT お よ び APX 活

性の
一

時的な増加に っ い て は，松下 ら（1997）と Jonesら

（1996）が報告 した よ うに，リ グニ ン 分解菌 に おい て 培地

に ALA を 添加す る とペ ル オ キ シダ ーゼ類 の 活性 が一
時的

に 2・・10倍に増加す る こ とと類似 して い る，ま た，Tho−

mas ・Weinstein（1990）もキ ュ ウ リの プ ラ ス チ ドに 50 μ

MALA を処理す る と ヘ ム の 流 出が増加 し，ペ ル オ キ シ

ダーゼ ，カ タ ラーゼ お よ び チ トクロ ム P450等が増加す る

可能性を指摘 して い る．従 っ て ，ホウ レ ン ソ ウに おい て

もク ロ ロ フ ィ ル や ヘ ム の 前駆体で あ る ALA の 処理 は，あ

る濃度で ヘ ム の 流出を高め ，
ヘ ム を含む CAT や APX の

生合成 を
一

時的に増加させ た と考え られ る，

　堀田 ら（1997）は，茎葉へ の ALA 適正散布濃度が 0．06

mM −・O．60　mM で植物の 生長促進お よび収量増加効果 が認

め られ た と報告 し， 葭田 ら （1995）も，0，06mM 〜0．60

mM 　ALA 茎葉散布で ホ ウ レ ン ソ ウ の 収量や非構造貯蔵炭

水化物 （フ ル ク タ ン ）が増加す る と報告 して い る．また ，

著者ら は夏期栽培の ホ ウ レ ン ソ ウ に O．60　mM 〜1．80　mM

の ALA 茎葉散布処理実験を行い，ホ ウ レ ン ソ ウの 明 らか

な生育促進効果 を 確認 して い る （西原 ら，2000）．本研究

の ALA 処理区の ホ ウ レ ン ソ ウ の 生育は，処理後 9 日 目ま

で 正 常 で 外観上 の 変化 は認め られず，ALA 処理 に よ る生

育へ の 影響は な か っ た．こ れ は高濃度 の ALA 処理 で 見 ら

れ る殺草作用 が低濃度の ALA 処理 で は発生 しな か っ た と

考え られ、Hottaら（1997a）の 結果と
一
致 した．

　以上 よ り，本研究に お ける ALA 濃度 の 範囲で は処理 濃

度 が高い ほ ど ホ ウ レ ン ソ ウの H202 含量 は増加を示 した

が，ホ ウ レ ン ソ ウ の光合成速度の増加，GSHIGSSG 比 の

増加，CAT ，　 APX お よ び GR の 活性を
一

時的 に 高 め る効

果 も示 した ，乾燥ス トレ ス 条件下 に お ける ホ ウ レ ン ソ ウ

で は ，
APX 活性の増加は活性酸素生成に 対 して 自己防御

と して 作用 して い ると Tanaka ら （1990）に よ り報告され

て い る．加え て ，Hottaら （1998）は低濃度 ALA 処理 に よ

りイ ネ葉身の 低温障害が低減 し，耐寒性が向上 した こ と，

お よ び Watanabe ら（2000）は ワ タの 耐塩性 が 向上 した こ

とを そ れ ぞ れ報告 して い る． こ れ ら の こ と か ら低濃度

ALA 処理 は乾燥 ， 低温及び塩 ス トレス の よ うな環境 ス ト

レ ス 条件下 で の ホウ レ ン ソ ウ の 生育を可能とす る の で，さ

ら に実験を行 う予定で ある．

摘　 要

　ポル フ ィ リ ン 生合成の 前駆体 で あ る ALA の 低濃度

（O．18　mM −1．80　mM ）茎葉処理がホウ レ ン ソ ウの 光合成速

度，葉中 の 過酸化水素量，活性酸素消去 に 関与す る抗酸

化物質量お よ び活性酸素消去酵素活性 の 経時的変化 に 及

ぼ す影響に つ い て 調べ た．

L 光合成速度は，ALA 処理 に よ り処理後 3日 目ま で に 明

らか に 増加し， 処理後 9 日目ま で ほ ぼ同じ値を示した．

2．過酸化水素 （H202）含量 は，　 ALA 処理濃度が高い ほ ど

増加を示 した．

3．酸化 型 ア ス コ ル ビ ン 酸 ノ還元型 ア ス コ ル ビ ン 酸

（DHA ！ASC ）比は
一

定 の 傾向が認め られ な か っ た ．しか

し ，還 元 型 グ ル タ チ オ ン 1酸 化 型 グ ル タ チ オ ン

（GSHIGSSG ）比は ALA 処理濃度 が高 い ほ ど OmM 区より

大きい値を示 した．

4，カタ ラーゼ （CAT）およびア ス コ ル ビ ン 酸ペ ル オ キ シ

ダ
ーゼ （APX ）活性 は ALA 処理後 3 日 目に一時的に顕著に

増加 し，グル タチオ ン 還元酵素 （GR）活性も ALA 処理後

3 日目に増加 した．しか し，ス
ーパ ー

オ キ シ ドジス ム ター

ゼ （SOD ）活性 に は
一定の 傾向が認め られな か っ た．
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