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Summary

　In　the　prcsent　study ，
we 　investigated　the　spectTophotometrical 　method 　to　quantitate　nitrite　ion　produccd　flom　the

reaction　of　hydroxylammonium （NH20H ）with 　 O憂，
　 as　 a　 method 　 of 　measurins 　the　O 互level．　Sensitivity　 of　the

reaction 　of 　hydroxylammonium 　with 　OE　was 　high　and 　the　accuracy 　and 　color 　development　were 　stable ．　The　Oi

level　in　some 　fresh　preduce　containing 　pigments　could 　easily　be　determined　after 　elimination 　of 　plant　pigments　in
the　extracted 　solution　with 　AG 　l−X8 　resin ．　This　nitrite　ion　method 　would 　be　a　convenient 　technique　to　determine
Oi　concentration 　in　plant　tissues・

キーワ ード ： 亜硝酸法，ス ーパ ーオ キ シ ド

緒　　言

　植物に お い て ，活性酸素は光合成制御，生体防御 ，組

織老化，情報伝達，環境耐性な ど に関与 して い る．そ れ

ら の 研究 を進め るに は，活性酸素を正 確 に 検出，定量す

る こ とが必要で あ り，さま ざ ま な 植物生命現象 の 解 明 に

重要な意義を有す る．ス
ーパ ー

オキ シ ド（0⊃は植物細胞

内で 生 じた
一

次酸素で あ り，過酸化水素や ヒ ドロ キ シ ル

ラ ジ カ ル な ど を生成す る．0 互の 定量法 に は，多 くの 方法

が 活用 され て い る が，そ の ほ とん どは検 出手法 として 用

い られ，定量 と して は 種 々 の 問題点 が 指摘 され て い る．す

な わ ち，化学発光法 と電子ス ピ ン 共鳴法 は 選択性や定量

性に 難が あ り，装置 も高価で あ る こ と，ニ トロ ブル ーテ

トラ ゾ リ ウ ム （NBT ）還 元法は pH の 設定な ど が必要で あ

り，0互の 還元 に よ り生成した ブ ル ーホ ル マ ザ ン が水不溶

性 の た め，不均
一

な分散 が 生 じて 測定 の 再現性に乏し い

こ と，シ トク ロ ム C と テ トラ ニ トロ メ タ ン の 還元法 は 0 互

以外 の 夾雑物質の 影響が 常 に 存在す る こ と，お よ び エ ピ

ネ フ リ ン，亜硫酸 および乳酸脱水素酵素
一NADH の 酸化

法 は 連鎖反応があ り，反応系 に おけ る OE 含量の 評価 が 困

難で あ る こ となどが指摘 され て い る （戸恒，ユ987；大柳，

1988；吉川 ら，2000；受田，2001）．
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　亜硝酸法 は ス
ーパ ーオ キ シ ドジ ス ム タ ーゼ 活性の 測定

法 と して 用 い られ，ヒ ドロ キ シル ア ン モ ニ ウ ム が O巨に よ

り亜 硝酸イ オ ン に ま で 酸化 さ れ （NH20H ＋2q ＋H ＋
→

NO2＋H202＋H20）， ス ル フ ァ
ニ ル 酸 と N −

（1
一
ナ フ チル ）

エ チ レ ン ジ ァ ミ ンニ 塩酸塩 （NEDA ）を用 い て赤紫色を発

色さ せ る手法で あ り，感度が高 く，試薬お よ び 発色物 が

安定で ，夾雑物 の 影響が少な く，再現性に優れ ， 薬品が

安価で あ る と い う特徴が あ る （ElstneT・Heupe！， 1976；

Oyanagui，1984；大柳、1988）．こ れ ま で の 多くの 研究

（McRae ・Thompson ， 1983； Murphy ら， 1998； Frahry

・Schopfer，2001；Schopferら，2001）で は緩衝液 中に

お ける植物組織 な ど の OE 発生 量を測定 して い るが ，組織

中の O互含量を直接定量する方法は確立 されて い な い ．そ

こ で，本研究 で は 0；と ヒ ドロ キ シ ル ア ン モ ニ ウ ム と の 反

応を量的に検討 し，亜硝酸法を O を定量法 と して 確立 させ

る と と もに色素を含む植物組織内の 0巨定量法 に つ い て検

討 した．

材 料 お よ び 方 法

1 ．試 薬

　1）50mM リン 酸緩衝液 pH　7，8：リ ン酸二 水素カ リ ウ ム

（特級 ナ カ ラ イテ ス ク）と リン 酸水素ニ ナ トリウ ム 七水

合物（特級，
ナ カ ラ イ テ ス ク ）を蒸留水 に 溶 か して 調製 し

た，

　2）50mM 炭酸 ナ トリウム 緩衝液 pH 　10，2 ： 炭酸ナ トリ

ウ ム （特級，ナ カ ラ イ テ ス ク ）と炭酸水素 ナ ト リウ ム （特
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級，ナ カ ラ イ テ ス ク ）を蒸留水 に 溶 か して 調製 した．

　 3）4mM キ サ ン チ ン ：キ サ ン チ ン （SrGMA 　CHEM −

ICAL ）を 50　mM 炭酸 ナ ト1丿ウ ム 緩衝液 pH　10．2に 溶か し

て 調製 した．

　 4）O．0125−・O．2unit・rn1
− 1

キ サ ン チ ン オ キ シ ダ ーゼ ：使

用時 に ，キ サ ン チ ン オ キ シ ダーゼ （ナ カ ライ テ ス ク ）を蒸

留水に溶か して 調製 した，

　 5）O．5〜10mM ヒ ドロ キ シ ル ア ン モ ニ ウ ム ：塩化 ヒ ドロ

キ シ ル ア ン モ ニ ウ ム （特級 1 キ シ ダ化学 ）を蒸留水 に 溶 か

して調製 した ．

　6）20mM ス ル フ ァ ニ ル酸 ：ス ル フ ァ ニ ル 酸（特級，キ シ

ダ化学）を 1．5N 塩酸 （特級，ナ カ ラ イ テ ス ク ）に 溶 か して

調製し た．

　7）10mM 　NEDA ： NEDA （特級，ナ カ ラ イ テ ス ク ）を

1．5N 塩酸 （特級，ナ カ ラ イ テ ス ク ）に溶か して 調製 した，

　 8）1mM 　NBT ： NBT （ナ カ ラ イ テ ス ク ）を蒸留水に溶

か して 調製 した ．

　 9）8mM 塩化銅 ；塩化銅 （H ）（2水合物 ）（特級，キ シダ

化学 ）を蒸留水 に溶か して調製 した，

　 10）1−50 μ M 亜硝酸ナ ト リウ ム ：亜硝酸ナ トリ ウ ム （特

級，キ シ ダ化学 ）を蒸留水に溶か して 調製 した．

　 11）0．2N 過塩素酸 ：過塩素酸 （特級，キ シ ダ 化学）を蒸

留水で 調 製 した ，

　12）4N 水酸化カ リウ ム ：水酸化カ リウム （特級，ナ カラ

イ テ ス ク ）を蒸留水 に 溶か して 調製 した．

　 13）20％ トリ ロ ロ 酢酸 ： ト リ ロ ロ 酢酸 （特級，ナ カ ラ イ

テ ス ク）を蒸留水 に溶か して調製 し冷蔵 した．

2 ，材 料

　実験試料 の ブ ロ ッ コ リー，ホ ウ レ ン ソ ウ，コ マ ツ ナお

よ び サ ツ マ イ モ は市販 の もの を用 い ，試料 の 凍結 に は液

体窒素を使用 した．植物組織の 抽出液の pH 調節に は pH

（6．2−・7．8）試験紙 （ア ドバ ン テ ッ ク）を用 い た，抽出液 に 混

在す る 色素の 除去は直径 1cm 　X 長 さ 5cm の カ ラ ム に 充

て ん した AG 　1−X8 　Resin（Bio
−Rad）に 通 して 実施 した ．

吸光度の 測定に は紫外可視分光光度計 （UV
−1600， 島津

製作所 ）を用 い た．

3 ．分 析 法

1）窃 と ヒ ドロ キ シ ル ア ン モ ニ ウム との量的反応 の検討

　50mM リン 酸緩衝液 （pH　7．8）0．4　m1 ，4mM キ サ ン チ

ン 0．2m1 お よ び 4mM ヒ ドロ キ シ ル ァ ン モ ニ ウ ム 0．2　m1

の 混合液 に ，O〜O．2　unit ・ml
− 1

キ サ ン チ ン オ キ シ ダーゼ

0．2ml を添加 して 24℃ ・10分間反応さ せ た．一方，そ の

混合液 に 0．1　unit ・m 「
］
キ サ ン チ ン オ キ シ ダ ーゼ O．2　rn1

を添加 して 正 確に 0〜10分間反応さ せ た．次 い で 20mM

ス ル フ ァ ニ ル 酸 1m1 を加え て 反応を停止 さ せ ，ユOmM

NEDA 　l　m1 を添加 して （反応液全量 は 3ml ）24 ℃ ・20分
間放置， 発色後，50mM リ ン 酸緩衝液 （pH 　7．8）を ブ ラ ン

ク と して 吸収極大波長 545nm で の 吸光度を測定 し た ．

　ま た ，NBT 法と比較する た め に
，
50　mM リ ン酸緩衝

液 （pH　7．8）22　ml に 4mM キ サ ン チ ン 0，2　m1 と 1mM

NBT 　O．2m1 を加 え ，0．1unit・m1
−1

キ サ ン チ ン オ キ シ

ダーゼ 0．2ml を添加 して 振 り混 ぜ，24 ℃ で 正 確 に 0〜10

分間反応後　8mM 塩化銅 0．2　ml （反応液全量 は 3ml）で

反応を停止 して 50mM リ ン酸緩衝液（pH　7．8）を ブ ラ ン ク

と して 直ちに 波長 560nm の 吸光度を測定 した，

2 ） ヒ ド 囗 キ シ ル ア ン モ ニ ウ ム 濃 度 の 検 討

　 50mM リ ン酸緩衝液 （pH　7．8）O．4ml と 4mM キ サ ン チ

ン 0．2ml の 混合液に 0〜10mM ヒ ドロ キ シ ル ア ン モ ニ ウ

ム O．2ml を加え，　 O．1　unit ・m1
− 1

キ サ ン チ ンオ キ シ ダ
ーゼ

0，2ml を添加 して 24 ℃ ・20 分間反応 し，20　mM ス ル フ

ァ
ニ ル 酸 1m1 ，次 い で 10mM 　NEDA 　l　ml を加 え て 24

℃ ・20分間放置，発色後，50mM リン 酸緩衝液（pH　7．8）
をブ ラ ン ク と して 波長 545nm の 吸光度を測定 した ，

3 ） 試 料 の 測 定

（1） 検 量 線

　 1−50 μM 亜硝酸ナ トリ ウ ム 1m1 に 20　mM ス ル フ ァ ニ

ル酸 lml と 10mMNEDAlm 匡を加え て 24 ℃ ・20分間

放置，発色 させ た．亜硝酸 ナ ト リ ウ ム の か わ りに 水を用

い た もの を ブ ラ ン ク と した．波長 545nm の 吸光度を測定

し，吸光度 と亜硝酸イ オ ン含量と の 関係式 （検量線 ）を求

め た．

（2 ） 窃 の 抽 出

　植物新鮮組織を約 2g 採取 し，速やか に秤量 して液体窒

素 で 凍結 し，−30 ℃ に 貯蔵 した，0．2N 過塩素酸 2m1 と

0．1g 海砂 で 磨砕し，
2層ガ ーゼ で濾過 して 13，000xg ・8

分間遠心 した ．上澄液を 4N 水酸化カ リウ ム で pH を約 7．5

に 調節 して 13，000xg・5分間再遠心 し，そ の 上 澄液を AG

l−X8 の カ ラ ム （1　cm 　i．　d．　x　5　cm ）に 通 し，溶出液を 0 ；

の 測定 に供試 した、

（3 ） 測 定 法

　溶出液 0．8m1 に 4mM ヒ ドロ キ シ ル ァ ン モ ニ ウ ム 0．2

ml を添加 し，24℃ ・30分間後，20　mM ス ル フ ァ ニ ル 酸

1ml と 10mM 　NEDA 　lmlを加 え
，

24 ℃ ・20分間放置，

発色後，波長 545nm の 吸光度を測定 した．こ の測定値に

は Oi に よ る ヒ ドロ キ シ ル ア ンモ ニ ウ ム の 酸化 に よ り生成

した 亜硝酸 イ オ ン だ け で は な く，試料 に 存在す る亜硝酸

塩 も含 まれ て い る た め，ス ル フ ァ ニ ル酸と NEDA を加え

た の ち，4mM ヒ ド ロ キ シ ル ァ ン モ ニ ウ ム O．2　ml を添加

した もの を コ ン トロ ール と した ．測定 した 吸光度か ら コ ン

トロ
ー

ル の 吸光度を引い て検量線に よ り亜硝酸イオ ン量

を 求 め，0互含量を算出した ，な お，発色後，タ ン パ ク質

が多 くて混合液が 白濁す る こ とがあ っ たが，こ の場合に

は，20％ ト リ ロ ロ 酢酸 1ml を添加 して 3，000xg・10分間

遠心 し，上 澄液 の 吸光度を測定 した ．

結 果 お よ び 考 察

L （E と ヒ ド ロ キ シ ル ア ン モ ニ ウ ム と の 量 的 反 応

　 の 検 討
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　キ サ ン チ ン がキサ ン チ ン オキ シ ダ
ーゼ に よ り酸化さ れ

て O巨が発生す る．05 の 発生量 は キサ ン チ ン オ キ シダ
ー

ゼ 活性や反応時間と正 に相関す る．こ の 0 憂発生系に ヒ ド

ロ キ シ ル ァ ン モ ニ ウ ム を加え，O 巨の 還元 に よ り生 じた亜

硝酸イオ ン の 量 （吸光度 ）を測定し た とこ ろ，吸光 度 は キ

サ ン チ ン オキ シ ダ
ーゼ 活性の増大（第 1図）や 反応 時間 の

延長 （第 2図 ）と と もに 大きくな り，そ れ らの 相関 は 極め

て高か っ た，従 っ て，波長 545nm の 吸光度す な わ ち亜硝

酸イ オ ン の 生成量は O互の 量に 依存す る こ と，および ヒ ド

ロ キ シル ア ン モ ニ ウ ム に よ る 0巨検 出精度は高 い こ とが明

確に な っ た．

　 NBT 法 に より測定 した キサ ン チ ン
ー
キ サ ン チ ン オ キ シ

ダーゼ 系の 反応時間 に 伴 う 0 互の 発生量 （吸光度）を第 3

図 に示し た，第 2図と比較す る と， 亜硝酸法は NBT 法よ

り吸光度値が高 く，相関性も高く，亜硝酸法 は感度，精

度 と もに NBT 法よ り優れ る こ とが 明らか に な っ た，

2．ヒ ド 囗 キ シ ル ア ン モ ニ ウ ム 濃 度 の 検 討

　キ サ ン チ ン
ーキ サ ン チ ン オ キ シ ダーゼ の O互発生系 に 加

え た ヒ ドロ キ シ ル ア ン モ ニ ウ ム 濃度 4mM で最大 の 吸光

度が得 られ た （第 4図 ）．そ の 後，被検液を 20℃の下で放

置し，1時間 ご とに 吸光度を測定 した結果，4時間後まで

も吸光度は ほ ぼ 変化 せ ず，安定 な 発 色 が 保 た れ た．
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第 3図　キ サ ン チ ン ，キ サ ン チ ン オ キ シ ダーゼ お よ び 二 トロ ブ

　　 ル ー
テ トラ ゾ リウ ム を含ん だ 反応系 に おい て，波長 560nm

　　 の 吸 光度（ブル
ー

ホ ル マ ザ ン 生成量 ）に及 ぼす反 応 時間

　　 （ス ーパ ーオ キ シ ド発生量 ）の 影響

3．検 量 線

　亜硝酸ナ トリウ ム と ス ル フ ァ ニ ル酸，NEDA の 反応系

か ら求め た 吸光度 （A ）と亜 硝酸 イ オ ン 含量 （N ： nmo1 ・

ml
− 1
）との 関係式 は N ＝ 56．546A ＋O．005 （r＝0，9996

＊ ＊

）で あ

っ た，

4．試料 の 抽 出 と OE 含 量

　測定中に お け る 0互の消長を抑制するた め，植物試料を

採取す る 際 速や か に 液体窒素で 凍結 し，過塩素酸を用

い て 抽出した ，抽出液に混在す る色素は 比色測定を妨 げ

る ため，それを除去するた め に AG 　1−X8樹脂の カ ラ ム を

使用 した ．

　収穫後 の ブ ロ ッ
コ リ

ーが直射日光に さ ら さ れた とき，花

らい の 0巨含量 の 上昇が み ら れ （第 5図），また収穫後 の ホ

ウ レ ン ソ ウ，コ マ ツ ナ お よ ひ サ ツ マ イ モ 地下茎内で は異

な っ た O互含量を示した （第 6図 ）．葉緑体を有す る植物体

を太陽光に さ らす と Oi の 生成量 は増大する．そ れ は，葉

緑体 で 受 け取 っ た光エ ネ ル ギ ーは過乗ilに な っ た と き，光

化学系 H の 水分解で発生 した 電子は 過剰 とな り，光化学

系 1 で 酸素を 1電子還元 して 02を多 く生成するた め で あ

る （真野 ・浅 田，2001）．日光照射に よ る緑色 プ ロ ッ
コ

リ
ー

花 らい の O互含量 の 上昇か ら，本手法の 有効性が確認

され た．また ，こ の 亜硝酸法 に よ り植物組織内の O 互を
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レベ ル で 定量 で き る 可能性を示 した ．

　 こ れ ま で の 多 くの 研究で は緩衝液中 に おける植物組織

（Frahry・Schopfer，2001；Schopferら，2001）や 細胞内

小器官 （McRae ・Thompson
，

1983 ；Murphy ら，1998）
の Oi 発生量を測定 して い る が ， 今後 ， 本研究成果を発展

させ ，植物試料中 の OE レベ ル を直接測定 で きる方法を検

討す る予定 で あ る．

　　　　　　　　　　　摘　　要

　本研究で は ス
ーパ ーオ キ シ ド（0の含量を定量す る手法

と して，O巨と ヒ ドロ キ シ ル ア ン モ ニ ウ ム との 反応 で 生 じ

た亜 硝酸イ オ ン を分光学的に 定量 する方法を検定 し た，

0 互と ヒ ドロ キ シ ル ァ ン モ ニ ウム との反応を定量的に検討

した 結果，両者 の 反応 は感度 と精度ともに高 く，発色も

安定 で あ っ た．色素を多 く含む植物組織に つ い て も，抽

出液を AG 　1−X8 樹脂に通す こ と で色素を除去 し，本定量

法を適用する こ とが で きた．本手法は植物組織中の O互含

量 の 簡便定量法 と して 活 用 で き る可能性 が 示 さ れ た．
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