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　　　　　　　　　　　　　　　　　　 Summary

　Leaves　 of 　nine ，　 seven 　 and 　nine　species ，
　 respectively ，　of 　C3，　C4　 and 　CAM 　plants，　under 　usual

gmwing　conditions
，
　were 　coUected 　to　deterrnine　HzO2 　content 　and 　the　activities　of 　oxygen

−

SCavenging 　enzymeS ．

　H202 　content 　ln　leaves　of　C4　planしs　was 　simHar 　to　that　of 　C ：i　plants，　whcreas 出at　of 　CAM 　plants　was

higher，　The　supeloxide 　dismutase （SOD ），　ascorbate 　peroxidase（APX ）and 　catalase （CAT ）activi 巨es

were 　higher　in　C3　plants　co 皿 pared　to　those　of 　CAM 　plants．　CI　plants　exhibited 　higher　APX 　but　Lower

CAT 　activities 　than　C3　plants；however ，　both　activities 　were 　higher　than　those　of　CAM 　pianIs．　Our

findings　indicate　that　oxygen −scavenging 　systems 　in　plants，　such 　as　those　involvlng　H202 ，　differ　from

【heir　photosynthetic　capacities ・

Key 　Words ： antioxidative 　enzyme ，　C，，
　C4

，
　CAM ，　hydrogen　peroxide．

緒　　言

　植物の光合成制御メ カ ニ ズ ム は 複雑 で あ る が，光合成

代謝系は C3，　 C4 お よ び CAM 光合成型 に 分 け ら れ る．

C4，　 CAM 植物は C3植物か ら多元的に 進化 して き た もの

と推論 さ れて い る （鮫島 ・上野，1992）．ク ロ ロ プ ラ ス ト

で の 光合成に お い て，光エ ネル ギ
ー

は H20 を Oz，　 H
＋

お

よ び e
一
に 分解 し，生 じた e

一
は，通常電子伝達系を経て最

終的 に CO2 を還元す る．しか し， 水不足，高温 強光 な

ど に よ っ て 気孔が 閉鎖 し，吸収 された光 エ ネ ル ギ ーが

CO2 の 供給を上回 っ た り，　 NADP ←

の 供給 が低 下す る と，

過剰 とな っ た e
一
は 02 を還元 し，ス ーパ ー

オ キ シ ド（02
−
）

や 過酸化水素 （H202）な どの活性酸素を生成す る（Asada，

1999 ；宮尾 ・水澤 ，1999；Powles，1984），ペ ル オ キ シ

ソ
ーム に おけ る光呼吸 も H202 を生 じ る．細胞内で 有毒な

活性酸素濃度が高 い と，光合成の光阻害 （Powles，1984），

膜脂質や DNA の 損傷 （浅田，1990），　 Calvinサイクル を

構成す る酵素の失活 （Asada・Takahashi，1987）お よ び ク

ロ ロ プ ラ ス トの 破壊や 減少 （李 ら，2001；田中，2000）な

2000年 11月 24 日　受付，20〔｝1年 4 月2 日　受理．
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本報告 の
一
部は 園芸学会平成 12 年度 秋季大会に お い て 発表 した．

どが 起 こ る．植物細胞内の 活性酸素の 生成は環境 ス トレ

ス に よ っ て 助長され ，環境 ス トレ ス に よる障害や 細胞死

は 活性酸素 に よ っ て も た ら され る （Holmberg
・Bulow，

1998；Lamb ・Dixon，1997）．

　一
方，常 に 植物は 生長に伴い不適当 な 環境 ス トレ ス に

さ ら され て い るが，活性酸素か ら光障害 を防御す る機構

も進化過程 で 獲得 し た．こ れ に は ス ーパ ーオ キ シ ドジ ス

ム タ
ーゼ （SOD ），ア ス コ ル ビ ン 酸 ペ ル オ キ シ ダ

ーゼ

（APX ），カ タ ラ
ーゼ （CAT ）な ど の 活性酸素 の 消去系，

water
−water サ イ クル，　 xanthophyll サ イ ク ル な どが あ る

（浅 田 ， 1990；Asada， 1999；Demmig ら， 1987；Halli−

well ， 1974；Salin，1988），光呼吸も光障害 を回避す る

防御機構 の
一

つ と され る （宮尾 ・水澤，1999 ）．生態的，形

態的特徴 や 組織構造など も光障害に関与 し て い る （林，

2000）．細胞内で 生成 した 活性酸素が生体防御，生合成反

応，細胞分裂お よ び ア ポ トー
シ ス の シ グ ナ ル な ど の 生体

制御に も関与 して い る こ とが明 ら か に な っ て き た （浅田 ，

1990；Hirt，2000）．

　CAM 植物 Cattleyaと C3植物 Cymbidium の 成株を 温度

や光条件を 変え て栽培 し，葉中 の 抗酸化物質や抗酸化酵

素活性を比較した結果，両植物 間で こ れ ら酵素 の み な ら

ず，抗酸化機能を持つ ア ス コ ル ビ ン酸 含量 な ど も異 な る
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こ と が 明 らか と な っ た （Li ら，2001；李 ・松井，200ユ；李

ら，2001），C3 と C4 植物 の 間で 強光 に 対す る xantho −

phyl1サ イ ク ル （Brugnoliら，1998），紫外線 に 対す る感受

性 （Basiounyら，1978）などが異なると報告され て い る．

また ，異な る光合成型 の 植物間で は ク ロ ロ フ ィ ル a ！b，最

大光合成速度 ， 光呼吸 光飽和点お よ び CO2 補償点な ど

の 相違が知ら れて い る （鮫島 ・上野，1992）．

　こ の よ うに （弛，C4お よ び CAM 植物間で は，活性酸素

の 生成とそ の 消去機能が異な る と考え られ る．光合成型

の異な る植物に つ い て，通常の 生育環境で の葉中の H202

て 検討を加え た．

材 料 お よ び 方 法

　本実験で は，ラ ン 科植物を含め て通常の 栽培条件 で 生

育 した C3植物 9種，　 C4植物 7種 お よ び CAM 植物 9種 を

供試 した （第 1表 ）．6月中旬，晴天日の 午前 10時か ら各

植物 の 新鮮葉を採取 し，細断後，1gず つ 秤量 して液体窒

素で凍結 し，− 20DC に貯蔵した．凍結試料に っ い て H202

含量お よ び SOD ，　 APX ，　 CAT 活性を測定 した ．　 H202

含量の 測定は Okuda ら（1991）の 方法 に 準じた．葉 を 0．2

含量お よ び抗酸化酵素 の SOD ，　 APX ，　 CAT 活性を 分析 NHCIO44 　ml で 磨砕後，磨砕物を 13
，
200 × 9、8分 間遠

し，活性酸素 と そ の 消去酵素の 光合成型 と の 関連に つ い 　　 心分離 し，上澄液を 4N　KOH で pH7 ．5 に 調節 して 1
，
000

Table 　1，　 Plant　materials ，

Growing　circumstance
Plant　name

Shading（％） Temperature（℃ ） Place

C3　plantsMonocotyledou

1β’θ‘μ’α 3ごr’αfα （Orchidaceae）
一 15〜32 Outside

2C ア〃2わ‘4紐 〃2　Sazanami （Orchidaceae） 60 15〜30 Vinyl　house

3L 痂 κ〃 L ！o η9解 or μ肌 （Liliaceae） 20 15−32 Outside

4 五ycα 3‘8　c 广μe π‘α （Orchidaceae） 70 15〜28 Glass　house
50 ηd4 如 π Gower 　Ramsey （Orchidaceae） 60 15−30 Viny且house

6P αp形 op84 ”μ切 Robin　Hood （Orchidaceac） 70 15−28 Giass　houso

7 レ擁ε ∫ε α c α 7 加 α ’α （Bromeliaceae） 70 15四28 Glass　house

Dicotyledon

8C μ c麗〃 i’55 α捻γ麗5 （Cucurbitaceae） 30 15−31 Vinyl　house
9 α わα 81∫ 5ρ・（Crassulaceae） 70 15〜28 Glass　house

C4　plantsMonocotyledon

1Co 〃聊 ε伽 α co 朋 那 朔 ‘5 （Commelinaceae ） 15−32 Outside
2P ’9吻 厂如 c 議 α厂‘5 （Gramineae ）

一 15−32 0 ロtside

3P α π ごcμ 配 c 厂 πε 8 α ”∫（Gramineae ）
一 15−32 Outside

4Z θα 觚 αy∫ （Gramineae）
一 15−32 Outside

Dicotyledon

5 ／11ηα rσ雇 如 ∫ c 側 4α‘μ5 （Amaranthaceae ）
一 15−32 Outside

6Go 班 ρ r々εηα g’oわo ∫α （Amaranthaceae ）
一 15−32 Outside

7Po π μ’α c召 grαη4醒o 厂α （Portu且acaceae ） 60 15弓 0 Vinyl　house

CAM 　plants
Monocotyledon

1 σα 5fθ厂‘α 5P ・（Liliaceae） 30 15−31 Vinyl　house

20 η c‘4‘躍〃εα〃τp’∫ロ如 〃 1 （Orchidaceae） 70 15−28 Glass　house
3P ゐα’αθπσp5∫5 ητα r’αε （Orchidaceae） 70 15−28 Glass　house

4R 海o ε04 ‘∫coJor （Commelinaceae ） 70 15〜28 Glass　house

5R ゐアπ co5 リノ’ご∫ 8’8αηfeσ （Orchidaceae） 70 15〜28 Glass　house

65 απ58 レ’εrごα ‘厂惚 5c ‘α8α （LiHaccae） 70 15〜28 Glass　house

75qρ〃roJ αθ’‘oc αこご’εyα Estclla　Jewe1 （Orchidaceae） 60 15〜30 Vinyl　house
87W 仞 451師 P・（BromeLiaceae） 70 15〜28 Glass　house

Dicotyledon

9κα’α励 ・θ ∫・醒 8扉 ・3α （Crassulaceae） 30 15弓 1 Vinyl　house

N 工工
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xg ，5分間再 遠心分離 した．そ の 上澄液 を 4mlAG − 1

カ ラ ム （1．O　cm 　i．d．× 4cm ，　 Bio− Rod ）に通 し，
カ ラ ム を

蒸留水で 洗浄後，通過液 1．5ml に 12．5　mM 　3．　一ジ メ チ ル ァ

ミ ノ安息香酸 O．6ml ，　 O．5　mM 　3一メ チ ル
ー2一ベ ン ゾ チ ア

ゾ リ ノ ン ヒ ドラ ゾ ン 塩酸塩水和物 120 μ1と 0，25unitsの

ペ ル オ キ シ ダーゼ 30 μ 1を加え，590nm に お け る吸光度

を測定 し た．SOD ，　 APX ，　 CAT の 抽出と活性の 測定 に

は 既報 （李
・松井，2001）の方法を用 い た．

結　　果

　植物種別の 葉中 の H202 含量を 比較す る と，　 C3 と C4植

物 の H202 含量は ほ ぼ 2．0 μmo1 ・g
−1FW

で あ っ た の に対

し ，
CAM 植物 で は 3．5 μmol ・g

−lFW
と 多 か っ た （第 1

図），しか し，C3 植物 の 中に も Vriesea　carinata の よう

に，CAM 植物の 平均値を上 回 る高い もの が存在す る
一

方，
CAM 植物 の Gasteria　sp ．と Phalaen（）psis　mariae は

C3 や C4植物の 平均値よ り低 い か 同等で あ っ た．

　C3，　 C4 と CAM 植物 の 葉中の SOD 活性 に つ い て，　 C3

と C4植物の 平均値は 100　units ・g
−IFW

程度 と 同等 で あ る

の に 対 し，CAM 植物 の 平均値は 43　units ・g
−1FW

と か な

り低 か っ た．C4植物で も葉 の 厚い Portulaca　grandiPUora

は 例外的 に 低 か っ た （第 2 図 ）．APX 活性 は C4，　 C3 ，

CAM 植物 の 順で 高く，そ れ ぞ れの 平均値は 17．2，9、O，

2．1 μmo1 ・g
−iFW ・min

−1
で あ っ た．　 C3植物 の Cucu〃lis

∫ativus と Cymbidium　Sazanarniは C4植物の 平均的 な 活性

と同等か そ れ以上 で あ っ た．CAT 活性は C3 植物が平均

値で 2．7mmol ・g
“iFW ・min

−1
と高く，　 C4 と CAT 植物 は

そ れ ぞ れ O．8と O．3　mmol ・g
−lFW ・min

『1
を示 し，低か っ

た，

考　　察

　植物細胞内の H202 は ク ロ ロ プ ラ ス ト，ミ トコ ン ドリア

および サ イ トゾ ル に お い て SOD に よ り 02
一
か ら生成す る

ほ か ，ペ ル オ キ シ ソ
ー ム で も光 呼吸 に よ り生 成す る

（芦原 ，1991；Azevedo ら， 1998；Halliwell，1974；Ka一

（　6

孝・

ぎ・

書
3

鼕・

ミ1

　 　 0
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nematsu ・Asada， 1990；Salin， 1988）．　 C3植物は C4 植

物に 比 べ 最大光合成能力 や光飽和点が低 く，光呼吸 が 高

い （鮫島・上野，1992）た め，強光な ど の ス ト レ ス で 、CO2

固定に利用されない 光 エ ネ ル ギ
ーが多くの 02

一
や H202 を

生 成 し （Asada ， 1999 ；　Powles，1984）、光呼吸 に よる

H202 の生成 もま た大で ある （芦原， 1991）．葉の 柵状細

胞 で は過剰な光エ ネ ル ギ ーに よる 余剰 の e
一
が 生 じや す い

（林 ，
2000）．本実験で は海綿状細 胞 が少 な い Vriesea

carinata を除 くと C3植物の H202 含量 は C4植物 に 比べ 高

くなか っ た ．こ の 結果 は各植物の 生育条件が適当 で 光 エ

ネ ル ギーは 過剰 で な く，光呼吸 も光障害 の 回避 に 役立 っ

て い た （宮尾 ・水澤，1999）と考え られ る．CAM 植物は

日 中，気孔を閉 じて い る が，夜間に蓄積した リン ゴ酸の

分解に よ り CO2 の 供給を受 けて 光合成を行 う た め ．葉内

の CO2濃度が高 く，過剰 な 還元力 の 蓄積を避 け な が ら光

障害を回避 して い る （野瀬，1996；上野、 1999）．また，

細胞 内の リプ ロ ー
ス 1，5一ビス リ ン酸 カ ル ボ キ シ ラ

ー
ゼ

1オ キ シゲ ナーゼ は 02 と接す る機会が 極 め て 少な い た め

光呼吸は ほ とん ど検出されず （芦原，1991），発達 した表

皮細胞 も強光か ら葉肉細胞の ク ロ ロ プ ラ ス トを よ り有効

に保護 して い る．従 っ て ，CAM 植物は C3 と C1植物 に 比

ベ ク ロ ロ プ ラ ス トに お け る過剰 な 還元力 に よる 02
一

の 生

成が少な く， 低い SOD 活性で こ れを消去で き，02
一
か ら

の H202 生成および光呼吸 に よる H202 生成と も C3植物

よ り少な い と考え られ る，しか し，CAM 植物は最も高い

H202 レベ ル を示 した．こ の 要因 は，細 胞内の HzO2 含量

が そ の 生 成と分解量 に 支 配 され， CAM 植物 の SOD ，

APX お よ び CAT 活性が そ れ ぞ れ C3植物の 42，24お よ

び ll％ で あり，分解側の 酵素活性が著 しく低 い た め で あ

る と考え られ る．ま た，ク ロ ロ フ ィ ル 含量が少な く，葉

が多肉棒状 で あ る Gasteria　sp．，お よ び 茎 が 短 く，平 た い

葉が 重な る Phalaen（）psis　mariae は，　 C3や C4植物の 平均

値 よ り低 い か 同等 の H202 含量 で あ っ た，植物に お い て

は 1 ク ロ ロ フ ィ ル 含量 と 形態的特徴 は光エ ネ ル ギ ーの 吸

収を，組織構造 は CO2 の 拡散抵抗を通 して （林，2000）渚

　　　　123456789 　 1234567 　 123456789

　　　　　　　　 C3　P1・ntS 　 　 　 　 　 C
、　plants　 　 　 　 CAM 　plantS

Fig，1．　 C 。nten ・・f　hyd・・9・・ p・… id・ （H 、0 、）i・ 1・・v … fC
， （口），

　C
、 （驪）・nd 　CAM （■）pl・n … V ・・ti・・l　b・・s

　　 indicate　SE （n＝4）．　Dotted　lines　denote　the　average 　values ，　Number 　af 　horizontal　axis 　assignments 　to　the

　　 plants　in　Table　1，
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Fig．2．　Activities　ef　supeToxide 　dismutase（SOD ），　ascorbate 　peroxidase（APX ）aDd 　catalase （CAT ）in　leaves　ef

　　 q （口），C ， （驪）・・d　CAM （■）pl・nt・．　A ・A … c・ ・bic　acid ．　V … ical・b・・s・i・di・… SE （・・4），　D 。・t，d　line、

　　 in　the　figures　indicate　averages ．　Number 　of 　hor｛zonta ］axis 　ussignments 　to　the　plants　in　Table　1，
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性酸素の発生 に関与す る と考え られ る，

　H202 の 消去 に は，過剰な光 エ ネル ギーの 障害 か ら防御

す る water −water サ イク ル の 重要 な酵素 の
一

っ で あ る

APX に よ りア ス コ ル ビ ン酸 を酸化す る系があ る （Asada，
1999；Azevedo ら ，1998；Salin，1988 ）．本 実験 で は ，

APX 活 性は 高い 順 に C4，　 C3T　 CAM 植物で あ っ た ，

ま た，生育の 速 い Cucumis　sativu ∫ は C3植物 で も APX 活

性が 高 く，多 肉で 生育 の 遅 い Portulaca　grandifloraは

C．4植物 で もその 活性が低か っ た，APX は ク ロ ロ プラ ス ト

に 主 に 存 在 し （Nakano ・Asada ， 1981），　 Cattleyaや

Cymbidium で は ク ロ ロ フ ィ ル 含量 と高 い 相関 が み られ ，

後者で活性が高か っ た （李ら，2001）．クロ ロ プ ラ ス トて

は，定常状態下で H202 は SOD に よ り 240 μ mol ・sec
−［

の 速度 で 生成 す る が，10 μmol の H202 が 存在 す る と，

Calvinサ イ ク ル の フ ラ ク トー
ス
ー1， 6一ビ ス リ ン 酸ボ ス フ

ァ タ
ーゼ，グ リセ ル ァ ル デ ヒ ド

ー3一リン 酸デ ヒ ドロ ゲ ナ
ー

ゼ T ホ ス ホ リ ブ ロ キ ナ ーゼ が 失活 し，CO2 固定能力 は

50％ 失わ れ る （Asada・Takahashi， 1987 ；Kaiser，1976）．

ま た，APX 形質転換 タ バ コ で は高い APX 活性が保持さ

れ る と き，高温 強光 と乾燥に よ る活性酸素の光阻害指

標で あ る ク ロ ロ フ ィ ル 蛍光 の 減少は少な く，障害 も軽減

され る と報告 され て い る （田中，2000）．従 っ て ．光合成

能力が高い C4植物の APX は H20z を効率的に消去す る

が，低 い APX 活性 の CAM 植物 は HzO2 が 多 く残存 し，

H202 量 が光合成能力の 制御に 関係 して い る もの と考え ら

れ る．

　CAT は ペ ル オ キ シ ソ
ーム に 多量 に 局在 し，　 H202 を速

や か に H20 と 02 に分解す る酵素 で あ る （Azevedo ら，
1998；Salin，1988）．　 C3 植物 の ヒ マ ワ リ （Eisingら，
1998）で は ペ ル オ キ シ ソ

ー
ム の CAT は 光 に よ り容易に不

活性化 し，
Cymbidium（李ら、20el ）で は 葉 の CAT 店性

は強光 に よ り低下す る と報告さ れ て い る．しか し，C4植

物 の トウ モ ロ コ シ （Scandalios， 1994）で は CAT ア イ ソ

ザ イ ム の 一つ は 光 依存性 の 生成 を示 し，CAM 植物の
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Cattleya（李 ら，2001）で は強光下 の CAT 活性 は増加あ る

い は回復す る結果 が 得 られ て い る．本実験 で は，光呼吸

が極め て少ない C4 と CAM 植物は C3植物よ り低 い CAT

活性を示 した．光呼吸 は 光障害を回避す る防御機構 とさ

れ （宮尾 ・水澤，ユ999），そ の 副産物 の H202 を効率的 に

消去す る た め ，C3植物は高い CAT 活性を維持す る 必要

が あ る と考え られ る．一方 C．t と CAM 植物の 低い CAT

活性 は光 呼吸 に 伴い 生 じる H202が少ない た め と考え られ

る，

　SOD の 活性化 は細胞に お け る 02
一

の 増加の 指標とされ

（Fridovich，1986），　 Cattleyaや （］ymbidiumに おい て，温

度や 光 の ス トレ ス で SOD を含む抗酸化酵素活性の 変化は

種に よ っ て 大 きく異 な る （李
・松井，2001；李 らT200 ユ），

従 っ て ，SOD 活性は植物種 の 特色や栽培環境 の 指標 とな

る．ラ ン の み な らず，他 の 園芸植物で もこ の ような 観点

か ら栽培条件の 評価 に SOD 活性を 利 用 で き る可能性が あ

る．一方，HzO2は 光合成能力を支配 して い る可能性があ

り，そ の 制御 に よ り CAM 植物 の 生長を促進す る こ とも検

討 して い きた い ．

摘　 要

　通常 の 生育条件下 の C3植物 9種，　 C，1植物 7種 と CAM

植物 9種 に つ い て ，晴天日 の 午前中 に 葉をサ ン プ リ ン グ

し，H202 含量 お よ び 抗酸化酵素 の SOD 。　 APX と CAT

活性を調 べ た．そ の 結果，C3 と C4植物 の 葉中の H202 含

量 は 同 レ ベ ル で ，CAM 植物よ り少なか っ た．　 C3植物で

は SOD ，　 APX お よ び CAT と もに 高 い 活性を示 した の に

対し，CAM 植物で は い ず れ の 酵素ともに 低 い 活性を示 し

た，C4植物 は C3 植物 よ り高い APX 活性と低 い CAT 活

性を示 した ．こ れ ら の こ とか ら，植物は光合成型 に よ っ

て H20zな どの 活性酸素の 酵素的 な消去機能を異 に す る こ

とが 明らか に な っ た．
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