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要約 

地球温暖化により、平均気温が上昇し、植物に高温障害が発生することで、作物の収量

低下が懸念されている。このことから、高温適応のしくみを解明することで、高温下での

栽培可能性を高められると考えた。高温障害の一つとして、植物細胞内で活性酸素種の発

生が挙げられるので、活性酸素種を減弱する働きがある抗酸化物質に着目した。私は卒業

研究において、シソ科バジルは 37℃の高温下でも枯死せず、アオジソやセージは枯死する

ことを観察し、シソ科植物において、バジルは高温適応性が高いことを示唆した。本研究

ではシソ科植物３種について、活性酸素発生量、抗酸化物質であるポリフェノール及び、

アスコルビン酸の葉内蓄積量変化、抗酸化関連遺伝子発現量を測定し、23℃条件と比較し

た。バジルは活性酸素発生量が抑えられており、高温応答には抗酸化物質の一であるアス

コルビン酸が関与していると考えられた。アスコルビン酸量が多い、あるいは酸化ストレ

ス除去に使われた酸化型アスコルビン酸を還元型に戻す活性の高い植物が高温適応性を高

める遺伝資源となりうると推測された。 

１．背景及び目的 

（１）地球温暖化について 

地球の歴史の中で、温暖化は繰り返されていると言われているが、近年、20 世紀後半か

らの温暖化について、世界中で議論されている。この温暖化は、大気や海洋の平均気温の

上昇に加えて、生態系の変化や海水面上昇による海岸線の侵食など、気温上昇による二次

的な諸問題を抱えている。今後も気温上昇するとの予測が立てられ、人類や環境への悪影

響を評価するとともに、世界各地で、様々な対策が立てられている [1]。 

a）世界の現状 

 IPCC（Intergovernmental Panel on Climate Change: 気候変動による政府間パネル）

が 2013 年 9 月に発表した第五次評価報告書によると、1880 年から 2012 年において、世界

平均気温は 0.85℃上昇したとのことであった（図 1, [1]）。特に最近 30 年間は他のどの 10

年よりも平均気温が高く、過去に例のない急激な気温上昇がみられている（図 1, [1]）。さ

らに、今後の予測として、今世紀末までの世界平均地上気温の変化予測は 0.3～4.8℃であ

る可能性が高いとされている（図 2, [1]）。この平均気温上昇は CO2濃度と比例関係にあり、

RCP（Representative Concentration Pathways: 代表的濃度経路）シナリオに基づいて推

測されている。シナリオは大きく 4 つに分かれており、RCP2.6、4.0、6.0、8.5 がある。

RCP2.6 は温室効果ガス排出量を最小に抑えた低位安定化シナリオで、RCP8.5 は 2100 年

における温室効果ガス最大排出量に相当するシナリオである [1]。いずれにせよ、温暖化は

現在進行形で進んでおり、環境や人類の将来を考える上で、重要な問題である。 
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b）日本の現状 

 日本では、平均気温が 100 年間で 1℃上昇したと気象庁によって発表されており、世

界の温暖化の例外ではないことがわかる（図 3, [2]）。平均気温が 1℃上昇することは、

東京都から宮崎県の気候になることと同じであり、かなりの気候変動があったことがう

かがえる。また、ここ数年では夏の平均気温上昇が目立ち、真夏日、猛暑日が続いてお

り[2]、2013 年の 6～8 月も西日本、東日本ともにほとんどの地域で 0.5-2.0℃の平均気

温上昇が見られた（図 4, [3]）。このことから、夏の平均気温上昇時における対策が必要

である。 

（２）温暖化が農業に与える影響と対策 

a）現在の影響 

環境変化に対する作物生産性への影響は、光合成を介した作物の応答に大きく依存する。

光合成は原料であるCO2の量が増加すれば促進されるため、大気中のCO2濃度上昇により、

作物生産性は増加する [4, 5]。また、光合成は、反応のエネルギー源である「光エネルギー」

が増加すると促進されるため [6]、日射量の増加は作物生産性を増加させるとも考えられて

いる。一方で、降水量が減少して根から吸い上げる土中水分量が減少、高温に弱い植物の

生育不良など、植物への悪影響が出ることが予想される[1, 5]。 

温暖化による被害として、ナシ等での開花期の前進化による結実障害 [7, 8]、トマト等で

の稔性の低下による収量低下 [9, 10]、コメの乳白化による品質低下 [11] など平均気温上

昇による直接的影響が報告されている。特にコメの乳白化は九州地方で問題となり [12]、

原因が解明されてきた。主な原因として、出穂日数の短期化、登熟期間（8 月から 10

月上旬）の高温化があげられる[13, 14]。これにより、穂が出て平均気温 26℃以上だと

乳白化し、等級が下がってしまう（図 5, [12]）。これは、合成基質の供給能力の低下、

胚乳の合成能力の低下によるものである。デンプン分解酵素である-アミラーゼ（イネ

では 8 つ）活性の上昇があり、-アミラーゼ抑制ホルモンであるアブシジン酸の減少な

どがこの要因となっていることが明らかとなっている [15]。 

また、トマト青枯れ病などの台木の耐病性の打破による細菌病の増加 [16]、害虫の野外

越冬や異常発生による害虫の増加 [7, 17]など病害虫の発生を助長してしまうという報告も

ある。害虫による植物病の発生もあり、ウイルス保毒虫によってウイルス病が媒介される

こともある。埼玉県では、2013 年 9 月、イネに「ヒメトビウンカ」が大発生した。このヒ

メトビウンカは高温少雨で大発生し、病原ウイルス（イネ紋葉枯れ病ウイルス）を媒介す

る。これにより、イネ紋葉枯れ病が多発し、また、ヒメトビウンカの保毒虫率も高まった [18]。 

b）今後予測される影響 

世界レベルで見ると、将来的には、低緯度地方、とくに季節的に乾燥する熱帯地域では 1

～2 ℃の温度上昇がおきるだけで農作物の生産量が減少し、その結果として、飢餓のリス
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クがふえると予想されている [19, 20]。 

今後の展開として、日本では、コメ、リンゴ、ミカン、ブドウなどの栽培適地が徐々

に北上すると予想されている [21, 22]。こうした要因で温度が 3℃程度上がると一部北

海道や東北でコメの収量の増加が予測される例を除き、特に西日本で減少する可能性が

高く、日本全体では 10 %減少するとされている [22]。さらに果樹の栽培適地はすでに

北上を開始しており、21 世紀半ばには現在の産地の多くが気候的に不利になる可能性

が高い。比較的涼しい気候を好むリンゴの産地は東北、長野から北海道に移動し、栽培

適地も狭くなるとされる [21]。ミカンは北関東まで栽培適地が広がるが、果物は収穫

までの期間は長いため、簡単に栽培地を移動することもできない。 

 

c）対策 

このような問題に対し、日本では 2011 年に農林水産省で、「地球温暖化が農業に及

ぼす影響評価と緩和及び適応技術の開発（プロジェクト研究成果シリーズ 483）」がま

とめられている [5]。これは農林水産省農林水産技術会議が研究機関に委託して推進し

た研究の成果を、総合的かつ体系的にとりまとめ、研究機関及び行政機関等に報告する

ことにより、今後の効率的な推進に資することを目的として、刊行されたものである。

この研究では、農林水産分野における総合的な温暖化対策への貢献を目的として、農林

水産生態系における炭素循環の解明、農林水産生態系からの温室効果ガスの排出削減技

術及び炭素吸収機能向上技術の開発、地球温暖化が農林水産業に与える影響評価、温暖

化に伴う環境変動に対処する生産安定技術の開発などについて 500 ページ程で記され

ている。その中で温度調節や光処理、新品種の導入などが温暖化に対する取り組みとし

て書かれている（表 1）。 

コメの乳白化問題に対して、九州地方では従来の品種「ヒノヒカリ」に代わる新品種

として「にこまる」が 2005 年に登録された [23]。「にこまる」は高温耐性品種で、高

温登熟に強く、白未熟が少ないため収量があがる [24]。また、食味はヒノヒカリと同

様で、大きく厚みのある米粒が特徴である。 

 

（３）植物への高温影響 

高温環境下で農業に影響するレベルで被害やとその対策が立てられていることが分かっ

た。そして、温暖化が進行することで、高温環境に弱い植物にさらなる影響が出てくる可

能性がある。したがって、将来の農業の維持発展のためには、高温環境に耐えうる作物の

開発が重要となってくるだろう。そのためには、まず、植物の高温環境下でのストレス応

答や生育を可能にするメカニズムについて理解することが必要である。そこで、ここから

は、植物の高温環境応答について考えていくことにする。 
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a）植物の高温環境応答で知られていること 

種子の段階では 70℃程度の超高温下でも貯蔵が可能なものもあるが、一般的にどんな植

物でも、45℃以上になると生育出来なくなってしまう [25]。高温による影響として、光合

成阻害、熱ショックタンパク質（HSPs: Heat Shock Proteins）の生産、膜の安定性減少な

どがあげられる [25, 26]。以下、光合成に対する影響と熱ショックタンパク質について述べ

る 。 

 

a）光合成に対する影響 

光合成は、植物が生育する上で重要であり、光合成効率は作物の収量を考える上で重要で 

ある。気温上昇が蒸散量を増加させ、これに見合う土中水分量が十分でない場合、葉中の

水分量が低下することにより光合成が抑制される [25]。また、光合成はその反応過程に酵

素反応を含んでおり、至適温度以上になると反応が阻害され、光合成速度は低くなる [6, 25]。

さらに、温度補償点（CO2 固定量＝放出量）以上になると、呼吸による CO2放出量が光合

成による CO2固定量上回り、炭水化物蓄積量が減少する [25]。 

また、熱（e.g. 40℃）による光合成阻害には、ルビスコ（リブロース-1,5-二リン酸カルボ

キシラーゼ: ribulose-bisphosphate carboxylase, Rubisco）の活性低下が影響している [27]。

ルビスコアクチベースによってルビスコ活性が保たれているため[28]、熱不安定性のために

高温下でルビスコ活性が保てないことが原因であると分かっている[29-31]。また、高温下

において、定常状態での光合成時に、活性が少なくなるとの報告があった [32]。 

 

b）熱ショックタンパク質 

 植物の高温影響として、光合成阻害と共に研究が進んでいるのが熱ショックタンパク質

（HSPs）である。HSPs は様々な生物が持っている高温耐性に重要なタンパク質の総称で

あり、細菌から植物まで高く保存されたアミノ酸配列を持つ [25, 26]。高等植物では 5～

10℃の急な温度上昇、または 40℃前後で生産される。これは、15～104 kDa で 5 つのクラ

スに分けられており、HSP60、70、90 の機能がよく知られている [25]。変性したタンパク

質を助ける分子シャペロンとして働き、誤って折りたたまれ、凝集したタンパク質を正し

い折りたたみに戻したり、誤ったタンパク質の折りたたみを防いだりする機能を持つ 

[25,26]。HSPs は熱ストレス特異的転写因子（HSF: heat shock factor）によって調節され、

熱ショック応答により、誘導を受ける HSE（熱ショックエレメント）領域に特異的に結合

する（図 6, [25,26]）。 

最近、HSP101、HSP70s、small HSP 遺伝子は、植物の熱耐性に重要な、熱ストレス応

答遺伝子であることが報告されている [33, 34]。例えば HSP70 遺伝子の一つであるシロイ

ヌナズナ Hsc70-1遺伝子過剰発現株では熱耐性が高まることが報告されている [35]。また、

HSF は、沢山の熱ストレス誘導遺伝子の発現によって制御され、シロイヌナズナにおいて、

HSF の一つによって熱耐性が制御されているとの報告があった [36, 37]。シロイヌナズナ
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の HSF では、A、B、C の 3 つのクラスに分けられている。そしてこれらがさらに、A1-9、

B1-4、C1 の 14 のグループに分けられている [38]。中でも HsfA1 グループは、植物の熱ス

トレスの主要制御因子となっている [39]。さらに、シロイヌナズナと近縁（相同性 90 %）

の Thellungiella salsuginea は、熱耐性を持ち、TsHsfA1d がこれに関与していることが明

らかとなっている [40]。 

 

（４）酸化ストレスと抗酸化物質 

a）酸化ストレス 

植物細胞内で活性酸素種（ROS: reactive oxygen species ）が発生し、それらが生体高分

子である核酸、タンパク質、脂質にダメージを与えることが知られている [25, 41]。活性酸

素はイチゴにおいて、CO や SO2、NOX などの気体の濃度を濃くすると活性酸素の発生が

高まることなどが知られている [42]。また、活性酸素種は、スーパーオキシドラジカル

（superoxide radicals: O2-）、ヒドロキシラジカル（hydroxyl radicals: OH-）、過酸化水素

（hydrogen peroxides: H2O2）、一重項酸素（singlet oxygen: 1O2）などがある[25]。中でも、

ヒドロキシラジカルは、活性酸素種の中でも、強い酸化活性を持っており、さまざまな有

機分子に対してラジカル反応を連鎖的に引き起こすことが知られている [25]。また、熱ス

トレスによっても、これらの ROS が細胞の酸化を引き起こす [43]。ROS は膜脂質を自己

触媒的に過酸化するため、膜脂質の半透過性を減少、機能を改変することが知られている 

[44]。スーパーオキシドラジカルは、葉緑体やミトコンドリアで合成されることが多く、

SOD(superoxide dismutase)により、除去され、過酸化水素ができる。過酸化水素は APX

（ascorbate peroxidase）あるいは、CAT（catalase）によって取り除かれる [41]。 

 

b）抗酸化物質 

抗酸化物質は、活性酸素種を減弱もしくは除去する働きがあり、細胞の酸化を防ぐこと

が出来る（図 7, [45]）。生体内由来のものではアスコルビン酸（ビタミンＣ）、-トコフェ

ロール（ビタミンＥ）、グルタチオン、ポリフェノール等（表 2, [46]）が知られており、多

くの二次代謝産物（secondary metabolites）がこれに含まれる。二次代謝産物は役割不明

のものが多く、無くても即死には至らない産物であり、一次代謝で生成した炭素・窒素酸

化物の終末処理経路や物理的・化学的防御機構、花粉媒介昆虫の誘引、アレロパシー作用

などが知られている。抗酸化物質があることによって、細胞の酸化が、抑制でき、交差防

護が出来る [25]。また、ビタミンＣやＥは酸化防止剤として食品添加物としても利用され

ている。抗酸化物質の種類によって、どの活性酸素種に働くかは変わり、例えばフラボノ

イド（ポリフェノール）は、ヒドロキシラジカル除去に働く（表 2, [46]）。 

抗酸化物質は、生活習慣病を予防する等の報告があり、食品としての利用価値も高い。

そのため、抗酸化物質を高蓄積させた植物や、その栽培条件の研究は、栽培作物としての

付加価値を高めることにつながる。例えば、光条件を変えることによって、抗酸化物質量
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が高まることが知られている [47]。 

 

c）抗酸化物質；ポリフェノール類について 

 ポリフェノールとは、分子内に複数のフェノール性ヒドロキシ基(-OH 基)を持つ植物成分

の総称で、5000 種以上が知られている。この中にカテキンやアントシアニンなどが含まれ

る。植物の色素や苦味の成分であり、植物細胞の生成、活性化などを助ける働きや抗酸化

作用をもつ。細胞膜の水溶性部分、脂溶性部分、細胞膜で抗酸化効果があり、抗酸化作用

の強さは種類による [48]。 

ポリフェノールは、植物の二次代謝物質であるフラボノイド (flavonoid) の一つであり、

フラボノイドはビタミン P としても知られる [48]。フラボノイドと植物の関係は、マメ科

植物の根に共生する根粒菌が感染する際に分泌することや、フザリウム（Fusarium）のよ

うな植物病原菌の働きを抑制することが知られている [49]。 

シソ科やムラサキ科の植物に多く含まれるポリフェノール成分の一つにロスマリン酸

（rosmarinic acid, 図 8）がある [50]。ロスマリン酸は、強い抗酸化性を有し、花粉症、

動脈硬化の抑制など様々な薬理機能を示すことが報告されている [51]。植物体内における

ロスマリン酸の役割としては、病原菌の感染後に植物体内で合成される防御物質；ファイ

トアレキシン作用をもつという報告がある [52]。ロスマリン酸はカフェ酸と

3,4-dihydroxy-phenylalanine から合成されるエステル化合物である。L-フェニルアラニン

と L-チロシンの 2 種類のアミノ酸を起点として合成されることがキンランジソとムラサキ

の研究から明らかにされている [53-55]。 

この詳細は、L-フェニルアラニンから phenylalanine ammonia-lyase（PAL）、cinnamic 

acid 4-hydroxylase（C4H）および 4-coumaric acid: coenzyme A ligase（4CL）の酵素反

応によって生成された p-coumaroyl-CoA と、L-チロシンから tyrosine aminotransferase

（TAT）と hydroxyphenyl pyruvate reductase（HPPR）を介して生成された 4-hydroxy 

phenyllactic acid が rosmarinic acid synthase（RAS）によって結合され、最終的に

cytochrome P450 monooxygenase （CYP98）によってヒドロキシ化することでロスマリ

ン酸が合成されると考えられている （図 9, [47, 53]）。 

バジルにおいては、ロスマリン酸の他にチコリ酸（chicoric acid）、カフタル酸（caftaric 

acid、  caffeoyl tartaric acid）、カフェ酸（caffeic acid、3,4-ジヒドロキシケイ皮酸 

(3,4-dihydroxycinnamic acid)、コーヒー酸、カフェイン酸）なども含有することが知られ

ている（図 8, [47, 56]）。チコリ酸は、キク科のムラサキバレンギク（Echinacea purpurea）

で単離され[57]、動物のインスリンの分泌やグルコースの取り込みに関わる成分としても知

られている [58]。また、ロスマリン酸やカフェ酸より抗酸化活性が高いことが報告されて

いる[59]。ムラサキバレンギクの葉に 3900 g FWg-1含まれ、バジルでは 370 g FW-1含ま

れる [60]。カフタル酸は、白ブドウ（vitis）の果肉から見つかり、vitis venefira の果肉で

は 145 mg g-1 含まれ [61]、バジル葉では、154 g FWg-1含まれるとの報告がある [56]。
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カフェ酸は、フトモモ科のユーカリ・グロブリス（Eucalyptus globulus）で見つかり [62]、

高等植物の木化に関与するリグニン（lignin）の生合成に関わるため、全ての植物にみられ

る [63]。バジルでは、20-170 g FWg-1含まれていると報告がある [47]。 

 

d）アスコルビン酸（ascorbic acid）について 

アスコルビン酸は、強い還元性をもつ水溶性物質で、ビタミン C として知られている。

グルタチオン-アスコルビン酸回路における重要な物質で、活性酸素種の一つ、過酸化水素

を解毒化（水にする）する際の電子供与体となる。酸化防止剤として、食品に添加される

ことも多い。アスコルビン酸には、還元型の L-アスコルビン酸（L-ascorbic acid: AA）と

還元型のデヒドロアスコルビン酸（dehydroascorbic acid: DHA）がある（図 10）。AA は

紫外吸光を持つが、DHA は持たず、可視吸光を示す。これらはグルタチオン-アスコルビン

酸回路において、各種酵素の働きにより、リサイクルされている（図 11, [64]）。 

グルタチオン-アスコルビン酸回路には、アスコルビン酸、グルタチオン、NADPH 及び

代謝に関連する酵素等の抗酸化物質が含まれている。この経路の最初のステップで、過酸

化水素は、アスコルビン酸を電子供与体として利用し、アスコルビン酸ペルオキシダーゼ

（APX）によって水に還元される。APX は植物中の細胞質やミトコンドリア、葉緑体に存

在し、ROS の中でも過酸化水素に働く、抗酸化関連酵素である [64]。 

植物のグルタチオン-アスコルビン酸回路は、細胞質、ミトコンドリア、色素体及びペル

オキシソームで機能する。グルタチオン、アスコルビン酸及び NADPH は、植物細胞に高

濃度で存在しているので、グルタチオン-アスコルビン酸回路が過酸化水素の解毒に重要な

役割を担っていることが想定される。それにもかかわらず、チオレドキシンまたはグルタ

レドキシンを還元基質として利用したペルオキシレドキシンやグルタチオンペルオキシダ

ーゼを含む他の酵素（ペルオキシダーゼ）もまた、植物での過酸化水素の解毒に貢献して

いる [64]。 

 

（５）本研究目的 

これまでに、シソ科のスイートバジル（Ocimum basilicum、以下バジル）は 37℃の高

温下に 6 週間置いても枯死せず、アオジソ（Perilla frutescens、以下シソ）やセージ（Salvia 

officinalis）は高温下で枯死することを観察した（図 10）。このことから、シソ科植物にお

いて、バジルは高温適応性が高いと考えた。本研究ではシソ科植物 3 種（バジル、シソ、

セージ）を 37℃（高温）条件で栽培し、活性酸素発生量、抗酸化物質であるポリフェノー

ルおよび、アスコルビン酸の葉内蓄積量変化、抗酸化関連遺伝子発現量を測定し、23℃条

件と比較することで植物の高温適応性を解析した。 
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２．材料と方法  

（１）使用した植物 

a）シソ科植物について 

シソ科植物は第一真正キク群（euasteridsⅠ）-シソ目（Lamiales）に属し、180 属 3500

種で多くのハーブを含む[65]。葉は対生で、精油を含むため香気に富むものが多く、葉や茎

にある腺毛から分泌される 。茎の断面は正方形のものが多い。花は左右相称で 5 枚の花弁

（合弁）とがくをもつ。ハーブの歴史は古く、紀元前数千年の頃から薬剤、保存剤として

利用されてきた。その他、抗酸化機能、抗菌機能、生体調節機能（疾病の予防や疾病から

の回復補助機能）や、抗炎症機能などをもつことも知られている。 

ハーブの機能性成分の一つである精油は、細胞質内のメバロン酸経路でアセチル

Co-A から合成されるセスキテルペン（C15）類、液胞内の非メバロン酸経路でゲラニ

ル 3 リン酸から合成されるモノテルペン（C10）類、フェ二ルプロパノイド経路でフェ

ニルアラニンから合成されるフェニルプロペン類などが知られている [66]。 

 その他にもポリフェノール類、カロテノイド類、アントシアニン類やアルカロイドな

どの二次代謝産物が機能性成分として知られている。 

 

b）バジル (Ocimum basilicum) 

 シソ科メボウキ属のインド原産の一年生草本植物である。近縁植物としては数種類が知

られており、20 世紀になって生まれた交配種であるレモンバジル（Ocimum citridrum）、

古代から高く尊ばれてきたホーリーバジル(Ocimum canum)などがある [65]。 

生育適温 20～30℃の比較的暑い気候を好み（半耐寒性または非耐寒性）日本では 4～5

月に播種すると、7 月下旬～10 月下旬に開花する。直立型の一年草で大きいものでは草丈

90 cm にもなる。葉は対生で細い卵形ないし楕円形で光沢のある鮮やかな緑色である。 

精油成分としては、フェニルプロパノイドとして、「メチルチャビコール（Methyl 

chavicol）、オイゲノール（Eugenol）」、テルペン類では「リナロール（Linalool）、ゲラに

アール（Geranial）、ネラール（Neral）」を 2～6mg g-1葉内に含む [66]。 

 

c）シソ (Perilla frutescens) 

シソ科シソ属の中国原産の一年生草本植物である。生育適温 15～25℃と低温に強く、日

本では 4～5 月に播種し、7～9 月に開花する。葉は対生し、卵円形で先がとがり、縁は深い

鋸歯状となり、長い葉柄がある [65]。 

精油成分として、モノテルペン類であるペリラアルデヒド（perillaldehyde）を 30～70 mg 

g-1 葉内に含み [67]、精油成分の中では 50 %を占める。他に-カリオフィレン

（-caryophyllene）リモネン（l-limonen）、ぺリラアルコール（l-perilla alchol）などを含

む [68, 69]。 
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d）セージ (Salvia officinalis) 

シソ科アキギリ属、地中海原産の多年生草本または常緑低木である [64]。高さ 50～70cm

ほどで 5～7 月ごろに紫または白色の唇状花を咲かせる。長楕円形で柄のある葉は対生し、

表面に細かい縮れがあるのが特徴である。茎は成長するに従って根本から木質化し、株全

体に独特の香りがある。葉の色が異なったり斑が入ったりする園芸品種も存在する。 

 精油成分として、1,8-シネオール（1,8-cineol）、-ツジョン（-thujone）、-ツジョン

（-thujone）、カンファー（camphor）を 4～26 %(v/v)葉内に含む [70, 71]。 

 

（２）栽培環境と実験条件 

種子はバジル（トーホク、タキイ種苗）、シソ（太田種苗）、セージ（トーホク、タキイ

種苗）を入手し、土壌は再生土壌を用いた。植物は気温約 27℃の空調温室で育苗した。126

穴セルトレイに播種してから 4 週間後に 12 cm ポットに定植し、更に 8 週間生育させた植

物体を各温度条件に移行した。グロースチャンバーは、23℃環境は、MLR-351（SANYO）、

37℃環境には CLE-303（TOMY）を用いた。光条件は、明期 16 時間、暗期 8 時間、光量

3000 lux とした。 

 

（３）活性酸素濃度の測定 

活性酸素検出試薬 DCFH-DA（2’, 7’-Dichlorodihydrofluorescein diacetate）を用いて測

定した。葉 100 mg を 1～2 mm 幅に刻み、96 穴マイクロプレート（Optical Btm Plt 

PolymerBase 黒 Narge Nunc International）に入れ、マイクロプレートリーダー（コロ

ナ MTP-800）にて、励起光 Ex=490 nm、蛍光 Em=530 nm で蛍光強度を測定した。

DCFH-DA は DMSO（ジメチルスルホキシド; Dimethyl Sulfoxide）によって、10 mM の

濃度に希釈し、マイクロプレート 1 ウェル（300 l）に 3 l 添加し、約 100 M の濃度と

した。25 秒おきに 5 秒間ミキシングし、180 分間測定した。 

 

（４）抗酸化物質量（ポリフェノール）の測定 

a）分析サンプルの調製方法 

各個体の葉 100 mg を液体窒素中ですりつぶし、1 ml のメタノールに入れ、10 倍希釈濃

度とした。このとき、窒素凍結した葉粉末のまま、メタノールにつけることに留意した。

これは、葉粉末を溶かしてしまうと、ポリフェノール分解酵素の働きにより、各ポリフェ

ノールの定量が不可能となってしまうためである（表 6, [56]）。その後、ボルテクスミキサ

ーに 5 秒間かけ、5 分間 75～85℃の熱湯でブランチングし、直ちに 10 分間氷浴した 。そ

の後、抽出液は 0.2 m フィルター（Millex-LG MILLIPORE）でろ過したものを分析サン

プルとして用いた。 
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b）総抗酸化物質量の測定；Folin-Denis 法 

総抗酸化物質量（Total Polyphenolics, TP）は、Folin 試薬を用いて測定した。Folin-Denis

法 [72]は、還元型物質の総量を調べるのによく用いられる比色法で、ワインや蒸留酒中の

タンニンを測定する方法として用いられている [73]。総抗酸化物質量を測定する方法とし

て、感度が高い Folin-Ciocalteu 法 [74]があり、茶葉や茶飲料中のポリフェノールを測定す

る方法である [72]。どちらもフェノール試薬を用いるため、化学的反応原理が似ており、

今回は Folin-Denis 法を用いた。原理としては、フェノール性水酸基がアルカリ性でリンタ

ングステン酸、モリブデン酸を還元して青色に呈色することを利用している（図 13 [73]）。

ポリフェノールの種類や構成比によって、分析試薬との反応性が違うため、正確性は低い

が、簡易で迅速な方法である [73]。葉のメタノール抽出液 50 l または、標準物質であるカ

テキン（(+)-Catechin Hydrate SPECTRUM）の段階希釈（0～2000 mg g-1）溶液 50l に

超純水 4 ml、5 倍希釈フェノール試薬（関東化学）を 1 ml、10 %(w/v)炭酸ナトリウムを加

えた [75]。常温で 1 時間反応させ（図 13）、分光光度計（U-2900 HITACHI）760 nm で

測定した。23.5℃で反応に安定性があることから、常温で、様々な濃度においてばらつきが

少なかった 1 時間を反応時間に設定した。カテキンによる検量線は、相関係数 R2 = 0.99 と

なり、ポリフェノールは新鮮重あたりのカテキン相当量として算出した。 

 

c）ポリフェノール類の定性分析 

総抗酸化物質の測定と同様の各葉のメタノール抽出物の成分（ポリフェノール類）をHigh 

Performance Liquid Chromatograph（HPLC）によって分析した。HPLC 分析は、ポンプ

（L-2160U HITACHI）、オートサンプラー（L-2200U HITACHI）、カラムオーブン（L-2300 

HITACHI）、及び UV 検出器（L-2400U HITACHI）を使用した。分析カラムは TSK-gel 

ODS-120T（5m 4.6 ×150 mm, 東ソー）[76]を用い、カラムオーブンの温度は 40℃に設

定した。溶離液は A 液（メタノール : 水 : ギ酸=35 : 213 : 2 (v/v/v)）と B 液（メタノール:

水=13 : 7 (v/v)）を使用し、ポンプ流量は 1.0 ml min-1とした [47]。1 サンプルあたりの分

析時間は 40 分とし、A 液 100 %から B 液 100 %へのリニアグラジエントを 0-35 分の間に

行った。UV 検出器の分析波長を 310 nm [77]とし、サンプル量は 10 l とした。 

 

d）ロスマリン酸の定量分析 

各葉メタノール抽出物を高速液体クロマトグラフ（HPLC）解析し、シソ科に多い抗酸化

物質であるロスマリン酸（Rosmarinic acid）を定量した。分析カラムは TSK-gel ODS-120T

（5m 4.6 ×150 mm, 東ソー）を用い、カラムオーブンの温度は 40℃に設定した。溶離

液は A 液（メタノール : 水 : ギ酸= 55 : 69 : 1(v/v/v)）と B液（メタノール : 水=3 : 1 (v/v)）

を使用し、ポンプ流量は 1.0 ml min-1とした。1 サンプルあたりの分析時間は 10 分とし、

A 液 100 %から B 液 75 %へのリニアグラジエントを 0-10 分の間に行った。UV 検出器の分

析波長を 310 nm とし、サンプル量は 5 l とした。ロスマリン酸標品（和光 分子生物学用）
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を用いて検量線を作成した。 

 

e）バジルにおけるポリフェノール成分の定量 

バジルは、多様なポリフェノール成分を含むことから、この成分についても定量した。

ロスマリン酸以外の成分は有機溶媒比率の低い溶媒で抽出しやすいこと（図 27）から、40 %

エタノール抽出した（方法はメタノール抽出同様）。分析カラムは TSK-gel ODS-120T

（5m 4.6 ×150 mm, 東ソー）を用い、カラムオーブンの温度は 40℃に設定した。溶離

液はA液（メタノール : 水 : ギ酸= 25 : 96 : 1 (v/v/v)）とB液（メタノール : 水=13 : 7 (v/v)）

を使用し、ポンプ流量は 0.8 ml min-1とした。1 サンプルあたりの分析時間は 22 分とし、

A 液 100 %から B 液 75 %へのリニアグラジエントを 0-20 分の間に行った。UV 検出器の分

析波長を 310 nm、サンプル量は 5 l とした。サンプルは 10 倍希釈抽出液を 3 倍希釈し、

30 倍希釈サンプルとした。また、バジルに含まれるポリフェノール成分であるカフタル酸

（caftaric acid）、カフェ酸（caffeic acid）、チコリ酸（chicoric acid）は微量成分であるた

め、ピークが小さく出てしまうことがあった。そのため、標準添加法を用い、カフタル酸、

カフェ酸、チコリ酸標品をそれぞれ、5、2、5 g mg-1の濃度になるように添加し、後でそ

の量を差し引いて定量した。 

 

（５）アスコルビン酸の測定 

a）アスコルビン酸の抽出と還元処理 

葉のアスコルビン酸抽出及び、酸化型アスコルビン酸の還元は、 Cardoso ら (2011) の

方法に従った [78]。各葉の液体窒素粉末を抽出液（3 %メタリン酸、8 %酢酸、0.3 N 硫酸、

1 mM EDTA）中に入れた [78]。この抽出物を 3000×g で 10 分間遠心し、氷冷した。この

抽出物を 0.45 l フィルター（Millex-LH MILLIPORE）でろ過し、試料とした。デヒドロ

アスコルビン酸には紫外吸光をもたないため、0.5 M Tris- 40 mM DTT（(±)ジチオトレイ

トール: Dithiothreitol,  和光）で酸化型アスコルビン酸を還元処理し、デヒドロアスコル

ビン酸（酸化型アスコルビン酸）とアスコルビン酸（還元型アスコルビン酸）を合わせ、

総アスコルビン酸量とした [78]。還元処理しないものは還元型アスコルビン酸量として算

出した [78]。L(+)-アスコルビン酸（和光 試薬特級）を標準物質として用いた。HPLC 装

置はロスマリン酸分析時と同様とし、分析カラムも TSKgel ODS-120T（5 m 4.6 ×150 

mm, 東ソー）を用い、カラムオーブンの温度も 40℃とした。溶離液は 1 mM EDTA を含

む 1 mM リン酸緩衝液（pH = 3.0, NaH2PO4と H3PO4により調製）を使用し、ポンプ流量

は 1.0 ml min-1とした。1 サンプルあたりの分析時間は 10 分とし、サンプル量は 20 l、

UV 検出器の波長は 245 nm とした [78]。 

 

（６）抗酸化関連遺伝子の発現量解析 

バジルにおいて、リアルタイム RT-PCR 法を用いて抗酸化関連遺伝子発現量変化を調べ
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た。用いた遺伝子は、ロスマリン酸の合成経路の下流に位置する酵素遺伝子 CYP98、アス

コルビン酸の酸化に働く細胞質型アスコルビン酸ペルオキシダーゼ遺伝子 cAPX、熱誘導遺

伝子 HSP70 の 3 種である。内在性コントロールには Actin 遺伝子を用いた。 

前処理として、各条件のバジル葉 100 mg を 1～2 mm 幅に刻み、グアニジンチオシアネ

ート溶液 400 l に入れた。RNA 抽出には Plant Total RNA Extraction Mini Kit 

（FAVORGEN）を用い、付属のマニュアルに従った。cDNA の合成には、抽出 RNA 6.8 l

と 10mM オリゴ dt(20)プライマー0.5 l を入れ、サーマルサイクラ―にて、65℃で 3 分間

インキュベートさせた。これをただちに氷冷し、5×RT Buffer（TOYOBO）2 l、RNA dNTPs

（TOYOBO）0.5 l、Rever Tra Ace（TOYOBO）0.25 l を入れた。サーマルサイクラ―

にて、以下の通り設定した。 

65℃ 3 min 

42℃ 65 min 

72℃ 2 min 

4℃ ∞ 

 

 この逆転写産物をテンプレートとして、リアルタイム RT-PCR 法に用いた。リアルタイ

ム PCR 用 96 穴プレート 1 ウェルに超純水 8.5 l、 Fast Start Universal SYBR Green 

Master[Rox]（Roche）を 10 l、 forward 側、reverse 側の各プライマーを 0.25 l、テン

プレート 1 l を入れた。解析は 7500Fast Real-Time PCR System（Applied Biosystems）

を用い、以下の通り設定した。 

Holding stage   

  95℃ 10 min 

Cycling stage（50 サイクル）    

95℃ 3 sec 

60℃ 30 sec    

Melt curve stage 

95℃ 15 sec 

60℃ 1 min 

95℃ 15 sec 

60℃ 15 sec 

 

３．結果 

（１）活性酸素発生量の変化 

高温移行した植物おける、活性酸素種の影響を調べ、生育量との比較をするために、各

葉における活性酸素発生量の測定をした。DCFH-DA 添加後の各葉において、180 分間で

蛍光強度が上昇した。また、葉の代わりに、蒸留水を用いた場合は 180 分後も蛍光がほと
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んど上がらなかったことから、測定は 180 分間行うことにした。 

バジルを各温度条件に移行して 7 日目の活性酸素 60, 120, 180 分後の蛍光強度は 23℃で

栽培した葉では、450, 1100, 1300 を示し 、一方 37℃では 350, 850, 1100 となった。（図

14）。一方、シソは 60, 120, 180 分後の蛍光強度が 23℃条件の葉で 350, 700, 800, 37℃条

件の葉で 460, 1100, 1470 であった（図 14）。セージについては 23℃条件株が 600, 1100, 

1000 となり、37℃条件株では、680, 1630, 2050 の蛍光強度を示した。 

これらの結果から、バジルでは両温度による、活性酸素発生量に差は無かったが、シソ

とセージでは、37℃で生育させたもので活性酸素発生量が上昇した（図 14）。 

 

（２）各葉のメタノール抽出物の定性と定量 

a）総抗酸化物質量 

23℃、37℃条件に移行した各植物の、活性酸素種の発生量の違いの理由を調べるため、葉

内の総抗酸化物質量を測定した。Folin-Denis 法によって、標準物質のカテキンと各葉メタ

ノール抽出物を青色に呈色させ、分光光度計 760 nm の吸光度を測定した。カテキンによる

検量線は二次式ではあるが、相関係数 R2= 0.99 と良好なこと（図 15）から、これを用いて

定量した。  

バジルでは、移行前の 4.0 mg g-1から 23℃移行条件の葉では減少し、21 日目には、総抗

酸化物質量が 2.2 mg g-1となった（図 16, 表 3）。これに対し、37℃移行の葉では 14 日目

には 4.0 mg g-1となり、移行前同程度となった（図 16, 表 3）。 

また、シソについては、移行前の 10 mg g-1に対して、23℃条件移行 21 日目まで、総抗

酸化物質量に変化はなかった（図 16, 表 4）。一方 37℃条件では、移行 21 日目には 13.0 mg 

g-1となり、増加した（図 16, 表 4）。セージは移行前の 9.9 mg g-1から、移行 21 日目でそ

れぞれ、23℃条件の葉で 10.8 mg g-1 、37℃条件の葉で 15.1 mg g-1となり、高温条件で増

加した（図 16, 表 5）。 

 

b）ロスマリン酸量 

次に Folin-Denis 法では還元性物質の総量しか分からないことから、抗酸化物質の種類の

詳細について調べるために、シソ科植物に多く含まれている抗酸化物質の一種であるロス

マリン酸（rosmarinic acid）量の定量をした。各植物葉のメタノール抽出物はロスマリン

酸標品と同様の保持時間（TR = 4.2 分）にピークが出た（図 17）。各サンプルは 100 %メタ

ノールのままだとピーク割れを起こしたため、20 %メタノール濃度になるように希釈した。

10 倍希釈のサンプルをバジルはさらに 5 倍希釈、シソはさらに 10 倍希釈し、分析に用い

た。また、ロスマリン酸標品を 20 %メタノールに溶解し、0～200 mg g-1に段階希釈したも

のを標準とした。検量線は相関係数 R2 = 0.99 となった（図 18）ことから、これを用いて定

量した。 

バジルは、移行前でロスマリン酸量が 1.5 mg g-1であったが、23℃条件の葉で移行 7 日
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目には 0.9 mg g-1となり、その後減少した（図 19, 表 3）。一方で、37℃条件の葉では、移

行 7 日目には 1.3mg g-1、21 日目には 0.9 mg g-1となり、減少がみられたが、23℃に比べ

ると移行前同程度に保たれた（図 19, 表 3）。 

一方、シソについては、移行前のロスマリン酸量の 4.8 mg g-1から、移行 14 日目で 23℃

条件の葉で 4.6 mg g-1となり、移行前同程度であった（図 19, 表 4）。37℃条件では、移行

21 日目には 5.9 mg g-1と増加した（図 19, 表 4）。そして、セージは移行前 3.0 mg g-1に対

し、移行 21 日目で 3.0 mg g-1と移行前同程度で、37℃では移行 21 日目で 3.6 mg g-1とな

って、増加した（図 19, 表 5）。 

 

c）バジル葉 40 %エタノール抽出物の定性及び定量分析 

バジルは、シソとセージに比べると、ロスマリン酸量は少ないが、多様なポリフェノー

ル成分を含むことが知られている。これらの成分も抗酸化物質として知られていることか

ら、その働きを調べるため、定量した。 

まず、カフタル酸（CtA: caftaric acid）、カフェ酸（CaA: caffeic acid）、チコリ酸（ChA: 

chicoric acid）、ロスマリン酸（RA: rosmarinic acid）標品のクロマトグラムは、それぞれ、

保持時間 TR = 4.2、6.9、9.7、15.2 分にピークが出た（図 20）。バジルにおいても、同様の

保持時間でピークが出たこと（図 20）、バジル葉抽出物に CtA、CaA、ChA の各標品を添

加時に各保持時間のピークが高くなったこと（図 20）。各検量線も良好である（図 21）こ

とから、これらの抗酸化物質について定量した。CtA は移行前の 83.5 g g-1から 5 日目に

は 23℃で 54.1 g g-1、37℃で 85.7 g g-1となった。CaA は移行前の 38.5 g g-1から 5 日

目には 23℃で 50.8 g g-1、37℃で 46.0 g g-1となった。ChA は 261.5 g g-1から 5 日目に

は 23℃で 317.0 g g-1、37℃で 315.9 g g-1となった。CtA は 37℃条件で高まり、CaA、

CaA は、温度条件によって差が無かった（図 22, 表 3）。 

 

（３）バジルにおける抗酸化関連遺伝子発現量 

高温条件に移行することで、遺伝子レベルでの応答があるかを調べるため、抗酸化関連

遺伝子発現量を解析した。バジルの遺伝子解析では、23℃移行個体の発現量を 1 とした時

に、37℃移行個体の CYP98 の相対的発現量は移行 2 時間、6 時間、1 日後、3 日後、7 日

後で、0.9, 0.5, 0.4, 0.7, 0.3 倍となり、日を追うごとに減少した（図 23）。一方で cAPX で

は 2.0, 0.9, 0.6, 1.4, 1.4 倍、HSP70 には、2.7, 1.2, 0.7, 1.6, 1.7 倍となった（図 23）。この

二つの遺伝子については、高温移行 2 時間後、3 日後において、それぞれ発現量が増加した

（図 23）。 

 

（４）アスコルビン酸 

a）定性分析 

植物の高温条件での生育と別の抗酸化物質として知られるアスコルビン酸量を比較する
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ため、その定量をした。サンプル抽出液（3 %メタリン酸混合液）のみでもピークが出たが、

別の保持時間でアスコルビン酸のピークが出た（図 24）。各葉のメタリン酸混合液抽出物を

HPLC で分析したところ、アスコルビン酸標品と同様の保持時間（TR = 2.2 分）にピーク

が確認された(図 25)。また、アスコルビン酸標品をサンプル抽出液（3 %メタリン酸混合液）

に 0～50 g mg-1の濃度で段階希釈したところ、検量線は相関係数 R2 = 0.99 を示した（図

26）。これにより、各葉におけるアスコルビン酸量を測定した。 

 

b）アスコルビン酸量と酸化率 

各温度条件に移行前の総アスコルビン酸量はそれぞれ、バジル 407 g g-1、シソ 558 g g-1、 

セージ 403 g g-1となった。各温度条件に移行 1 日目の各植物で、総アスコルビン酸量が

26～53 %減少した（図 27）。 

次に各植物の温度条件による差をみることとした。バジルにおいて、総アスコルビン酸

量は、移行 1 日目には 23℃移行株、37℃移行株でそれぞれ 304 g g-1、238 g g-1となり、

37℃で減少した（図 27）。しかし、5 日目では、23℃、37℃移行株でそれぞれ、305 g g-1、

279 g g-1となり、23℃条件と同程度になった（図 27）。また、37℃移行バジルの酸化率は、

高温移行 1 日目で 23℃条件株と 7 %の開きがあったが、5 日目には 2 %の差に縮まり、同

程度となった（図 27）。 

37℃移行のシソの総アスコルビン酸量は、移行 3 日目で 266 g g-1まで減少し、23℃株

では 400 g g-1であった（図 27）。また、酸化率は 1、3、5 日目でそれぞれ、23℃条件株

は 38、43、57 %、37℃条件株は 60、59、63 %となった。（図 27）。 

セージの総アスコルビン酸量は移行後、238～272 g g-1で、温度条件による顕著な差は

みられなかった（図 27）。高温移行株では、23℃条件株より 11～17 %高い酸化率を示した

（図 27）。 

 

（５）各葉の生重量 

 一枚あたりの葉の量と抗酸化物質の関係について調べるため、各葉の生重量を測定した。

バジル、シソ、セージをそれぞれ 23℃、37℃条件下に置き、移行して 21 日目までの生重

量を測定した。抗酸化物質量の測定に用いた葉を用い、中央の葉脈に沿って、半分の葉の

生重量を測定した。なお、中央の葉脈の量は除いた。このようにすると、高温下に置いた

葉の方が生重量は小さかった（図 28）。 

 

４．考察（１）シソ科植物の高温環境とその適応性について 

（１）高温条件下での活性酸素濃度と植物の生育の比較 

活性酸素検出試薬 DCFH-DA [79]によって、活性酸素濃度を測定した。活性酸素濃度は、

CO や NOX、SO2の過剰条件下で増加すること [42]など、様々なストレスによって、高ま

ることが知られている。 
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37℃条件移行 7 日目で、シソとセージは、活性酸素濃度が 23℃条件に比べて高まってい

ることから、高温条件に応答していると考えられる（図 14）。高温移行により、活性酸素濃

度が高まり続け、植物細胞はストレスを受け続ける。高温移行 6 週目になると、生理活性

が停止し、枯死に至ると考えられる（図 13）。 

一方で、バジルは 37℃環境で活性酸素濃度が 23℃と同程度となっており、高温条件下に

おいても活性酸素濃度を 23℃と同程度に保てる機構があることが示唆される（図 14）。こ

れらの結果から、シソ、セージは高温影響を受けやすく、活性酸素濃度が高まる。バジル

が高温環境でも生育できたのは、活性酸素濃度を 23℃と同程度に保てることが理由である

と考えられる。 

  

（２）抗酸化物質量と高温環境移行した各植物との比較 

a）総抗酸化物質量と高温環境下での植物 

高温環境下に移行したバジルにおいて、活性酸素濃度が 23℃移行株と同程度に保たれた

要因として、抗酸化物質が酸化されることで細胞の活性酸素濃度が抑えられているのでは

ないかと考えた。Folin-Denis 法によるメタノール抽出物中の抗酸化物質量については 37℃

環境の各植物において、総抗酸化物質量が移行前と同程度、もしくは増加した（図 16）。

Folin-Denis 法は還元型の総抗酸化物質量を測定する手法であるため、メタノール抽出物中

の還元物が抗酸化物質として働いているのなら、総抗酸化物質量は減少すると考えやすい。

しかし、23℃条件株より、増加している（図 16）ため、酸化量よりも合成量が多いことが

考えられる。 

また、イネにアルミニウム条件下で生育させると、カテキン相当量による総抗酸化物質

量が増加するとの報告がある [80]ことから、ストレスを受けると総抗酸化物質量は増加す

ると考えやすい。また、スイカ（Citrulus vulgaris）において、熱ストレス順化の誘因因子

として、フェノール性物質が合成され、酸化を抑えていると報告がある [81]。この考え方

からすると、シソ・セージは高温影響を受けやすいため、23℃環境に比べ、37℃で総抗酸

化物質量が増加する（図 16）。一方で、バジルは高温影響をそれほど受けないために、移行

前と同程度に保たれたのではないかと考えられる（図 16）。 

 

b）各温度条件に移行した植物のロスマリン酸量 

HPLC 解析により、抗酸化物質の一種であるロスマリン酸について、葉内蓄積量を測定

した。バジルでは、23℃条件に比べると 37℃移行条件で、移行前と同程度となっている（図

19, 表 3）ため、高温環境下において、減少しにくいことが考えられる。また、シソとセー

ジにおいては、23℃移行株で移行前同程度であるのに対し 37℃移行株では移行前よりも増

加した（図 19, 表 4,5）。総抗酸化物質量と同様に、高温に応答してロスマリン酸量が増加

していると考えられる。 

バジルの生育において、光質条件を変えると、ロスマリン酸量が増加していること [47]、
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ガンマ線に対して、抗酸化活性が上昇すること [82]から、環境条件の変化が関わっている

と考えられる。ロスマリン酸には、高温ストレスに対する防御応答としての働きがあるた

め、23℃条件株よりも高まっているのかもしれない。 

 

c）バジルにおけるロスマリン酸合成酵素とロスマリン酸との比較 

ロスマリン酸生合成経路の下流の遺伝子、CYP98 発現量はバジルにおいて、高温移行に

よって減少した（図 23）。今回のコピーの遺伝子がロスマリン酸合成に直接的に働いている

のなら、葉内のロスマリン酸量も減少していくと考えやすい。しかし、37℃移行バジル株

において、ロスマリン酸量は同等に保たれていたこと（図 19, 表 3）から、23℃条件に移

行したバジル葉よりも合成酵素遺伝子発現が高まると考えられる。さらに、高温に応答す

る抗酸化物質に、ロスマリン酸以外が働いている可能性もある。また、バジルは複数の

CYP98 遺伝子を持っており、今回用いた遺伝子は、ロスマリン酸合成にそれほど関わって

いないことも考えられる。光質処理により、PAL、TAT、C4H、など上流酵素遺伝子の発

現量が移行 24 時間で上昇すると報告がある [47]。このことから、高温条件においても、生

合成経路の上流合成酵素遺伝子が働いて、ロスマリン酸を合成しているのかもしれない。 

 

d）高温環境下でのバジルにおけるその他のポリフェノール量 

バジルにおける、ポリフェノール成分として知られているカフタル酸とカフェ酸、チコ

リ酸について定量した。カフタル酸は移行前の 83.5 g g-1から 5日目には 23℃で 54.1 g g-1、

37℃で 85.7 g g-1となった（図 19, 表 3）。カフタル酸はロスマリン酸同様、23℃で減少す

るのに対し、高温下で増加していることから、高温下で高まることで、防御応答として働

きやすい成分であることが考えられる。また、カフェ酸、チコリ酸は温度条件によって差

が無かったことから、これらの含有量は温度条件によって変化しないことが考えられる（図

19, 表 3）。 

 

 

（３）アスコルビン酸と高温環境下での植物応答 

a）高温移行バジル株における cAPX と HSP70 遺伝子の発現量 

HSP70 遺伝子は高温などのストレスに応答して発現量が上がることが知られている 

[41]。また、HSP70 は抗細胞死作用や抗炎症作用を持ち、紫外線など種々のストレスに対

し、細胞を保護することが報告されている [83]。 

一方 APX は主に過酸化水素を無毒化する酵素であり、ヒドロキシラジカルなどは全て過

酸化水素になるため、グルタチオンアスコルビン酸回路において、APX は ROS 除去に対す

る役割は大きい。過酸化水素に対して、APX の発現量が増加すること [84]、ガンマ線照射

により、APX 活性が上昇すること [85]などが知られている。また高温環境下のトマトにお

いて、他の抗酸化物質関連酵素である SOD や POX (peroxidase ) や CAT の活性が上昇す
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ることも知られている [86]。 

HSP70 発現量が高温に移行して 2 時間後に上昇したこと（図 20）から、高温に応答して

いることが考えられる。よって、バジル cAPX 遺伝子発現パターンは HSP70 のそれと似て

いたこと（図 23）から、cAPX は高温に応答し、高温環境適応の初期段階にはアスコルビ

ン酸が関与している可能性がある。 

さらに、HSP と APX 遺伝子は高温移行 3 日目でも、発現量が増加した（図 23）ことか

ら、長期的な高温適応にもアスコルビン酸が関わっていることが考えられる。 

 

b）アスコルビン酸量 

アスコルビン酸については 3 種の ROS において、抗酸化物質としての働きがある（表 2）

ため、重要な抗酸化物質である。高温移行後のバジルのアスコルビン酸の酸化率は、シソ

やセージよりも早く 23℃と同程度に回復したこと（図 27）から、この回復能力がバジルの

高い高温適応能力を持つ要因の一つと考えられる。 

還元型のアスコルビン酸を酸化型のデヒドロアスコルビン酸にすることで、細胞を ROS

の酸化ストレスから身を守っていると考えられる。 

よって、バジルでは高温移行 3 日目まではアスコルビン酸を酸化すること（図 27）で細

胞の酸化を防いでいる。しかし、5 日目になると 23℃条件の葉と同程度の酸化率となり（図

24）、23℃環境同程度に生育出来るような状態にストレス順化機構が備わったと考えられる。

一方でシソやセージは、高温移行 5 日目まで酸化率が 23℃より高まっている（図 27）。ア

スコルビン酸は抗酸化物質として細胞の酸化を防ぐように働いており、シソやセージでは、

バジルに比べると、高温環境に慣れるまでに時間がかかることが考えられる。 

 

５．考察（２）抗酸化物質の測定法と定量性について 

（１）DCFH-DA を使った活性酸素濃度測定 

活性酸素検出試薬 DCFH-DA は細胞膜を透過すると細胞内エステラーゼにより、脱アセ

チル化され、DCFH となる [79]。DCFH は活性酸素種（ROS）により酸化され、DCF と

なり、強い蛍光を発する。細胞質内の ROS レベルに比例して蛍光を発するため、非特異的

な活性酸素種の増大を表せる。今回 DCFH-DA を用いて測定した結果、水では蛍光が上昇

しなかったが、各葉では蛍光値が高まった。よって、葉の活性酸素を測定できており、植

物細胞質において、活性酸素濃度が高まっていることが考えられる（図 14）。 

 

（２）抗酸化物質（ポリフェノール類）の抽出と定量 

a）抗酸化物質（ポリフェノール類）の抽出法 

Lee ら（2009）により、葉抽出液をブランチングすることで、ポリフェノールの抽出効

率が上がることが報告されている [56]。この結果を参考にし、液体窒素で磨砕した葉粉末

の抽出方法を検討した。凍結状態の葉粉末を溶媒に浸けること、ブランチングの有無、ボ
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ルテクスの有無について考えた。なお、ロスマリン酸定量の分析条件は、庄司ら（2010）

[47]の HPLC メソッドに従った。 

窒素凍結葉を溶解してから、40 %エタノールで抽出すると総抗酸化物質量はバジル、シ

ソで 2.46、1.78 mg g-1となった（表 6）。これに対し、溶解せずに抽出液に浸けるとそれぞ

れ、5.16、6.98 mg g-1となり、2.1、3.9 倍増加した（表 6）。また、ロスマリン酸量につい

ても凍結させたまま抽出することで、抽出効率が大幅に上がった（表 6）。 

次に、ブランチングの有無について考えるため、約 80℃の熱湯に 5 分間、エタノール葉

抽出物を浸けた。バジルとシソで総抗酸化物質量はそれぞれ 6.71、10.61 mg g-1となり、ブ

ランチング無しの場合と比べてそれぞれ 1.3、1.5 倍増加した（表 7）。また、ロスマリン酸

量についてもブランチングすることで、バジルで 0.67 mg g-1から 2.59 mg g-1となり、3.9

倍増加した（表 7）。 

さらに、ろ過や各測定の前の試料のボルテクスミキサーの効果を考えるため、5 分間の振

とうの有無による抗酸化物質量を比較した。振とうしないものでは総抗酸化物質量がバジ

ル、シソでそれぞれ 6.02、8.45 mg g-1となり、振とうを加えることで 1.1、1.3 倍増加した

（表 8）。このことから、抽出の際は、液体窒素葉を凍結させたまま溶媒に浸け、ブランチ

ングし、抽出物を振とうさせることが効果的であることが示唆された。また、ロスマリン

酸の定量時については特に重要な操作であることが考えられる。 

次に抽出溶媒の検討をするため、メタノール、エタノールを用いて各葉サンプルを抽出

した。これは鈴木ら（2002）[75]や浦部ら（2005）[87]の報告を参考にした。まず、メタ

ノールとエタノール濃度を変えて抽出し、HPLC 分析した。メタノールバジル葉抽出物は、

ロスマリン酸のピークの高さが 60 であった（図 29）。一方エタノール葉抽出物では 45 程

度であった。この傾向は 70 %濃度でも見られ、メタノール、エタノールでロスマリン酸の

ピーク高さがそれぞれ 48、30 となった（図 29）。よって、有機溶媒濃度の高い場合、メタ

ノールの方が、抽出効率が高いことが考えられた。鈴木ら（2002）の報告でもメタノール

が抽出に適している [75]とあり、同様の結果となった。 

次に、メタノール濃度の違いによる抽出効率の違いを調べるため、0、20、40、60、80、 

100 %のメタノールでバジル葉を抽出した。ロスマリン酸のピーク高さは nd、20、25、60、

80、82 となった（図 30）。よって、メタノール濃度が高いほど、ロスマリン酸の定量に適

していることが示唆された。 このことから、メタノールを抽出溶媒として使うことにした。 

 

 

b）Folin-Denis 法の定量性 

Folin-Denis 法は簡易な方法ではあるが、ポリフェノールの種類や構成比によって分析試

薬との反応性が異なり、注意が必要である。実際に水と有機溶媒で抽出したサンプルを測

定したところ、総抗酸化物質量が変わらなかったこと（データ掲載無し）、別の抗酸化物質

であるアスコルビン酸においても反応したこと（データ掲載無し）から、ポリフェノール
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でない成分も反応していることが考えられる。そして、今回のメタノール抽出物の総抗酸

化物質量はバジルにおいて約 4 mg g-1程度となった（表 3）。庄司ら（2010）の報告におい

ても、メタノール抽出物の総抗酸化物質量没食子酸 (gallic acid) 相当量で 2.5 -7.5 mg g-1

であること [47]から実験における定量性には問題ないと考えられる。 

 

c）ロスマリン酸とその他のポリフェノール測定の定量性 

バジルでロスマリン酸量が 3.8-5.9 mg g-1となり（表 3）、1.1 mg g-１ [56]や 1.0-6.0 mg g-1 

[47]との報告があり、定量性には問題ないことが考えられる。 

また、ポリフェノールの一種、カフタル酸については、バジルにおいて、165 g g-1 程含

まれているとの報告 [56]もあり、今回の結果は、trace や 28-40 g g-1となり（表 3）、定量

性に問題があるかもしれない。今回は 40 %エタノールを用いて定量したが、カフタル酸は

保持時間が小さいため、有機溶媒比率を小さくしたほうが、定量性が上がると考えられる。

そして、サンプルは 2013 年 6 月のもので光条件が 23℃で 3000 lux なのに対し、37℃で

1000 lux 程度のため条件が揃っていないことも差が出ない要因であるかもしれない。また、

エタノールよりメタノールの方が分解しにくいとの報告もある [87]。今回はエタノールで

抽出したものを-80℃で長期的に保存したため、分解されて減少してしまったものもあるか

もしれない。一方で、2014 年抽出サンプルは、54-90g g-1となり、この条件を揃えている

ため、この結果のほうが生育温度のみでの差を表していると推測できる。 

 

（３）アスコルビン酸の定量性 

総アスコルビン酸量については、食品分析の結果より、バジルでは 160g g-1含まれてい

るとの報告があり [88]、今回は総アスコルビン酸量が 195～407g g-1となり（図 24）、定

量性には問題ないと考えられる。 

 

６．まとめ（表 9） 

シソとセージは、高温移行 7 日目の葉の活性酸素濃度が高まっていることから、高温に

応答し、移行 6 週目には枯死にいたると考えられた。一方、バジルは、高温条件下におい

ても、23℃条件同程度に活性酸素濃度を保てることが生育出来る要因であると考えられた。 

Folin-Denis 法によって定量した還元型の抗酸化物質量は、各植物において同程度または、

増加した。葉抽出物中の還元物が還元剤となって、酸化される量より、合成量が多いこと

が考えられた。また、総抗酸化物質量やロスマリン酸量は、高温条件でシソとセージが増

加するのに対し、バジルでは 23℃同程度に保たれた。 

次に、HSP70 と cAPX 遺伝子の発現量が高温移行後 2 時間後に増加し、発現パターンが

似ていた。cAPX は高温に応答しており、高温環境適応初期段階にはアスコルビン酸が関わ

っている可能性がある。また、これらの遺伝子発現量が高温移行 3 日目にも増加したこと

から、長期的な高温適応にもアスコルビン酸が関わっていることが考えられた。 
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さらに、アスコルビン酸の酸化率は、バジルでは移行 5 日目で 23℃同程度に回復した。

一方、シソ、セージは高温移行 5 日目でも酸化率が高かった。アスコルビン酸は、酸化型

のデヒドロアスコルビン酸にすることで、ROS による酸化から細胞を守っている。バジル

では、3 日目までこの機能が働き、5 日目になるとストレス順化機構が出来ることで 23℃同

程度に生育できていると考えられる。一方、シソとセージは 5 日目でも酸化を防ぐように

働いており、バジルにおける回復能力が高い高温適応能力を持つ要因の一つであると考え

られた。 

今回の結果から、高温ストレスによって、抗酸化物質量が増加することが示唆された。

バジルが高温に強いのは、高温環境移行前、もしくは 23℃移行株と同程度に活性酸素濃度

と抗酸化物質量が保たれているためであると思われる。一方で、遺伝子レベルでは短時間

で高温に応答していることが考えられたため、抗酸化物質の生合成には今回調べた合成酵

素遺伝子以外にも複雑に働いていることが考えられる。アスコルビン酸や APX は高温環境

に応答していることが考えられたため、アスコルビン酸の有効利用が高温ストレスに対し

て、効果的である。また、抗酸化物質の豊富な植物は、作物としての利用価値が高いため、

高温環境で生育させることで高抗酸化物質蓄積作物の作出に活かせるかもしれない。 

 

７．今後の展望 

a）抗酸化物質関連遺伝子の活用 

本研究結果から、今後、地球温暖化の進行による作物の生育抑制への対策の一つにアス

コルビン酸の活用が考えられる。アスコルビン酸蓄積量が多い、あるいは酸化ストレス除

去に使われた酸化型アスコルビン酸を還元型に戻す活性の高い植物が、高温適応性を高め

る遺伝資源となりうる。高温での知見はまだ多くないが、低温では APX を過剰発現イネに

おいて、低温伸長性が高まることが分かっている [89]。また、デヒドロアスコルビン酸を

アスコルビン酸にする合成酵素 DHAR（dehydroascorbate reductase）の遺伝子を過剰発

現させたイネについても低温伸長性が上昇したとの報告がある [89]。また、キュウリにお

いて、高温下での活性酸素除去に CAT の関与が大きいことも知られている [90]。このこと

から、APX だけでなくグルタチオンアスコルビン酸回路内の他の合成酵素についても高温

環境下での発現量を検討すると、高温応答性の高い合成酵素について考えられるかもしれ

ない。 

ポリフェノール類については、どの合成酵素遺伝子がロスマリン酸などの合成に特に関

わっているかの特定が必要である。そして、PAL 活性が高温化のトマトで上昇し、熱耐性

を持つトマトに普通のトマトを接ぎ木すると、高温下での活性が抑えられ、接ぎ木株は生

育もよくなることから、熱耐性をもつことが知られている [91]。このことから、高温環境

移行バジルの PAL 遺伝子発現量は、シソとセージの発現量よりも抑えられるとの仮説が立

てられる。よって、様々なフラボノイド（ポリフェノールを含む）開始点の合成酵素でも

ある PAL に注目すると総合的に考えられるかもしれない。また、ポリフェノール酸化酵素
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である POO (polyphenol pxidase )も熱耐性に関与しているため、抗酸化物質の酸化との関

連を調べられるかもしれない [86]。 

 

b）ラジカル消去活性の検討 

ヒドロキシラジカルに対して、抗酸化活性と総抗酸化物質量と相関があるとの報告があ

る [92]。ヒドロキシラジカルは、反応性が高いため、その消去活性を調べることは、重要

であると考えている。フラボノイド（ポリフェノール）は、ヒドロキシラジカルに対して

働く抗酸化物質（表 2）であるため、DPPH ラジカル補促活性により抗酸化活性を測定し

たい。 

 

c）-トコフェロール（ビタミンＥ）の定量 

また、-トコフェロールは脂溶性の抗酸化物質で、植物の脂質膜に存在する。高温下での

植物細胞は膜の安定性が減少すると知られているため、高温適応性の高いバジルで働きが

大きいかもしれない。また、アスコルビン酸は α-トコフェロールの再生機能をもつことも

知られているため [93]、-トコフェロールの含有量についても調べ、アスコルビン酸との

関連についても考えていきたい。バジルとシソ、セージとの高温適応性の違いについて考

え、高温適応に有効な物質を見つけていきたい。 

 

d）高温移行した葉の抗酸化物質量と形態変化 

様々な文献で、茎の抗酸化物質量についても測定されているが、茎の抗酸化物質量は葉

に比べて少ない。Lee ら (2009) の報告によると、バジル茎における総抗酸化物質量は、葉

の 0.5 倍、ロスマリン酸量は、葉の 0.3 倍となっている [56]。また、シソにおいても茎の

ロスマリン酸量は葉の 0.08-0.8 倍との知見がある [94]。このため、今回は、表面積が大き

く、高温の影響を受けやすいと考えられる、葉のみで抗酸化物質量を測定した。 

37℃で生育させたいずれの植物も葉一枚当たりの生重量が小さくなったこと（図 25）か

ら、高温環境で生育が抑えられていることが分かる。よって、葉一枚あたりの抗酸化物質

量に換算すると 23℃との差が少なくなることから、濃縮されたため 1 g あたりの抗酸化物

質量が増加するとも考えられる。また、バジルにおいては 37℃で 6 週間生育する過程で、

葉一枚を厚く小さくし、表面積の割合を低くすることで、高温ストレスによる水分の蒸発

などを回避していることが考えられる。今後、葉の細胞内の柵状組織や海綿状組織、表皮

の厚さについて検討していきたい。 

さらに、バジルにおいて光刺激により、精油成分量が増えることが報告されている [95]。

そして、ストレスに応じてこの精油を多量に含む腺毛が増えるとの報告がある。腺毛は顕

微鏡観察によって見ることできるため、この分布についても考えたい。 
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e）生育限界温度と光合成 

また、今回バジルは 37℃で枯死しなかったため、生育出来なくなる温度について確かめ

る必要がある。バジルが何度まで耐えられるかについて検討するために、42℃でも生育さ

せたいと考えている。また、低温では光合成収率が抑えられるが、高温では光合成の高温

順化が知られている [6]。高温での光合成収率について、バジルとシソ、セージについて比

較していきたい。 
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図 1. CMIP5（第 5期結合モデル相互比較計画）マルチモデルによる時系列によ

る世界平均地上気温の変化（1950～2100 年）。予測と不確実性の幅（陰影）の

時系列を RCP2.6（青）RCP8.5（赤）のシナリオについて示した。黒（と灰色

の陰影）は、復元された過去の強制力を用いてモデルにより再現した過去の推

移である。全ての RCPシナリオについて色つきの縦棒で示している。[1]より。 

世界地上平均気温変化 

図2. 1850～2012年の陸域と海上とを合わせた世界平

均値上気温偏差の観測地。上図：年平均値、下図：10

年毎の平均値。偏差は 1961～1990年を基準とする。

[1]より。 
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図 3.  100年間の日本における平均気温の変化。 

基準値（0.0℃）は、1971～2000年の 30年間の平均値。 

棒グラフは、国内 17地点（網走、根室、寿都、山形、石巻、伏

木、長野、水戸、飯田、銚子、境、浜田、彦根、多度津、宮崎、

名瀬、石垣島）での年平均気温の平年差（平年値との差）を平

均した。太線（オレンジ）は、その年と前後２年を含めた５年

間について平年差との平均をとった 5年移動平均で直線（赤）

は平年差の長期的傾向を直線として表示した。[2]より。 
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図 4. 2013年夏（6～8月）の平均気温平年差（℃）1970～2010

年の平均気温を平均値（0.0℃）として示した。[3]より。 



  

 

 

表 1. 温暖化に対する問題点とその対応策。[5]より。 

作物 問題点 対応策 

トマト 稔性低下 ハウス内の冷却 

イチゴ 秋季花芽分化遅延 尿素施用による吸熱反応の利用 

ナシ 低温遭遇の不足 

（自発休眠覚醒のため） 

反射被覆資材と細霧冷房 

ホウレンソウ 遮光栽培によるアスコルビン酸量の低

下 

遮光除去処理の導入 

夏秋キク・ト

ルコギキョウ 

開花期不安定化 光・温度応答反応の相互作用解析 

ナス 高温による結実不良 高温体制付与単為結果性系統の

導入 

 

図 5. ヒノヒカリにおける白

未熟粒（白濁した玄米）。 

左から乳白粒、背白粒、基部

未熟粒でそれぞれ横に切った

断面が下の写真である。 

[12]より。 
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図 6. HSF（熱ショック因子）の活性調節機構。これにより、熱ショックタンパク質mRNA

の合成を活性化する。ストレスの無い状態だと、HSP70-HSF単量体として存在する（1）。

熱が加わると、HSP70はHSFから単離し、HSFは三量化する（2）。活性な三量体は、

熱ショックタンパク質のプロモーター内の熱ショック配列（HSE）に結合（3）し、HSP 

mRNAの転写を活性化（4）し、その結果、HSP70を含むHSPsの翻訳がおこる（5）。

HSEと会合した三量体HSFはリン酸化され、HSPはリン酸化された三量体と結合し

やすくなる（6）。そのHSP70-三量体複合体は、HSEから解離し、会合を解き、脱リ

ン酸化をうけ、HSF単量体を遊離する（7）。HSF単量体は引きつづきHSPと結合し、

休止状態のHSP70/HSF複合体を再形成する。[25, 26]より。 

HSF HSP70 

熱ストレス 

P



 

 

活性酸素種 

抗酸化物質 O2- H2O2 •OH 1O2 

スーパーオキシドジスムターゼ + - - - 

グルタチオンペルオキシダーゼ - + - - 

ペルオキシダーゼ - + - - 

カタラーゼ - + - - 

アスコルビン酸（V.C） + + - + 

システイン - - + - 

グルタチオン - - + - 

（リノール酸=>過酸化脂質） - - + - 

α-トコフェロール（V.E） - - + + 

α-カロテン - - + - 

β-カロテン - - + + 

フラボノイド - - + - 

リボフラビン（B2） - - - + 

ビリルビン + - - - 

尿酸 - - + + 

(+)はその活性酸素種を除去する働きがあるもので、(-)はその活性酸素種に対して働かない

ものを示す。 

表 2. 抗酸化物質と活性酸素種の反応。[46]より。 
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図 7. 細胞の酸化と抗酸化物質の働きのモデル。（A）抗酸化物質が無い場

合。活性酸素が発生すると、細胞自体が酸化されてしまう。（B）抗酸化

物質がある場合。活性酸素が発生すると抗酸化物質が酸化されるため、

細胞の酸化が抑えられる [45]。 

図 8. 本論文に登場するポリフェノール類；ロスマリン酸（rosmarinic acid）、 チ

コリ酸（chicoric acid）、 カフタル酸（caftaric acid）、カフェ酸（caffeic acid）

の化学構造。 

rosmarinic acid chicoric acid 

caftaric acid caffeic acid 

//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/3d/Chicoric_acid.svg
//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/df/Caftaric_acid.svg
//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/3a/Rosmarinic_acid.png
//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/4/4a/Caffeic_acid.svg


 

 

図 9. ロスマリン酸の生合成経路。フェニルアラニンとチロシンからロスマリン酸

が合成される。[47, 53]より。 

L-ascorbic acid (AA) dehydroascorbic acid (DHA) 

図 10. アスコルビン酸(AA)とデヒドロアスコルビン酸(DHA)の化学構造。 

//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/81/Ascorbic_acid_structure.png
//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/38/Dehydroascorbic_acid.png


 

 

図 11. グルタチオンアスコルビン酸回路（Glutathione-ascorbate cycle） 

 

APX は、過酸化水素を水にすることで過酸化水素を減らすために、2 分子のアスコルビン

酸を使う。 

酸化されたアスコルビン酸は、モノデヒドロアスコルビン酸（MDA）となるが、即座にデ

ヒドロアスコルビン酸となる。は、モノデヒドロアスコルビン酸レダクターゼ (NADH)

（MDAR）によってアスコルビン酸（AA）に再生される。 

デヒドロアスコルビン酸（DHA）は、還元型グルタチオン（GSH）を消費してデヒドロ

アスコルビン酸レダクターゼ（DHAR）によってアスコルビン酸に還元され、酸化型グルタ

チオン（GSSG）（グルタチオンジスルフィド）を生成する。最後に、酸化型グルタチオン

は、NADPH を電子供与体として利用してグルタチオンレダクターゼ（GR）によって還元

される。こうしてアスコルビン酸とグルタチオンが消費されることはない。電子は実質的に

NADPHからH2O2に流れることとなる。デヒドロアスコルビン酸の還元は、非酵素的また

は例えばグルタチオン-S-トランスフェラーゼオメガ 1 やグルタレドキシンなどのようにデ

ヒドロアスコルビン酸レダクターゼ（DHAR）活性を有したタンパク質によって触媒される。

[64]より。 

 

酵素名 

ascorbate peroxidase (APX) 

superoxide dismutase (SOD) 

monodehydroascorbate reductase 

(MDHAR)  

dehydroascorbate reductase (DHAR) 

glutathione reductase (GR)  

 

物質名 

ascorbate (AA) 

dehydroascorbate (DHA)  

monodehydroascorbate (MDHA) 

nicotinamide adenine dinucleotide 

phosphate (NAD(P)H) 

glutathione-SH (GSH) 

glutathione-S-S-glutathione (GSSG) 

 



  

 

図 12. 播種後 12 週間の植物体を 23℃及び 37℃環境

（明期 16時間、暗期 8時間、光量 3000 lux）に置い

て、6 週目の各個体の様子。（A）23℃に置いたバジル

の様子。（B）37℃に置いたバジルの様子。（C）23℃に

置いたシソの様子。（D）23℃に置いたシソの様子。（E）

23℃に置いたセージの様子。（F）23℃に置いたセージ

の様子。バーは 5 cm を表す。 
  
  
  

Ａ Ｂ 

C D 

E F 



 

 

 

 

 

0 50 100 250 500 1000 g g-1 

図 13. Folin-Denis 法で呈色させたカテキン段階希釈溶液。標準物質であるカテキン

（catechin）を、メタノールで段階希釈し、Folin-Denis法で呈色した。 
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図 14. 温度条件移行 7日目の葉の活性酸素発生量の変化。DCFH-DA添

加 60、120、180分後の DCF 蛍光値を蛍光強度として示した。値は実験

の平均値（バジル 40回、シソ・セージ 17回）を、バーは標準誤差を表す。 

 

図 15. Folin-Denis法の検量線。分光光度計

760 nmで測定した。 
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図 16. 温度条件移行 21 日目までの総抗酸化物質量（TP: total 

polyphenolics）の変化。各植物体の上位の展開葉を採取し、メ

タノール抽出した。Folin-Denis法により呈色、総抗酸化物質量

をカテキン相当量として、波長 760 nm の吸光度を測定した。

値は 9回の平均値を、バーは標準誤差を示す。 
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図 17. メタノール抽出物のHPLCクロマトグラム。（A）ロスマリン酸（Rosmarinic acid）

標品のクロマトグラム。（B）バジル葉メタノール抽出物のクロマトグラム。（C）シソ葉

メタノール抽出物のクロマトグラム。（D）セージ葉メタノール抽出物のクロマトグラム。 
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図 18. ロスマリン酸の検量線。ロスマリン酸（rosmarinic acid）

標品を 20 %メタノールに段階希釈したものを検量線用試料と

した。HPLC分析し、ピーク面積値法を用いて作成した。 

面
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図 19. 温度条件移行 21 日目までの葉内ロスマリン酸

（rosmarinic acid）量の変化。葉抽出サンプルと抽出

法は図 16と同様とし、HPLCにより、ロスマリン酸を

定量した。値は 9 回の平均値を、バーは標準誤差を示

す。 
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図 20. バジル葉 40 %エタノール抽出物のクロマトグラム。 

1; カフタル酸、2; カフェ酸、3; チコリ酸、4; ロスマリン酸 

（A）カフタル酸、カフェ酸、チコリ酸、ロスマリン酸標準 4、1、8、10 g g-1

のクロマトグラム。（B）カフタル酸、カフェ酸、チコリ酸 10、4、10 g g-1のク

ロマトグラム。（C）40 %バジル抽出物 30倍希釈のクロマトグラム。（D）40 %

バジル抽出物 30倍希釈物にカフタル酸、カフェ酸、チコリ酸標品をそれぞれ 5、

2、5 g g-1添加したクロマトグラム。 
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図 21. バジル葉に含まれるポリフェノール成分の検量

線。各標品を 40 %エタノールに段階希釈したものを

HPLC分析し、ピーク面積値法を用いて作成した。（A）

カフタル酸の検量線。（B）カフェ酸の検量線。（C）チ

コリ酸の検量線。 
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図22. 温度条件移行5日目までのバジル葉内各ポリフ

ェノール量の変化。各温度条件で生育させたバジル株

の上位の展開葉を採取し、40%エタノール抽出した。

その抽出物をろ過後、HPLCにより各ポリフェノール

成分を定量した。（A）カフタル酸（caftaric acid）量

の変化。（B）カフェ酸（caffeic acid）量の変化。（C）

チコリ酸（chicoric acid）量の変化。値は 12回の平均

値を、バーは標準誤差を示す。 
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表 3. バジル葉メタノール抽出物のポリフェノール量。 

含有量 移行前 移行条件 移行後      

   1d 3d 5d 7d 14d 21d 

TP  

(mg g-1) 

4.0 23℃ 

37℃ 

4.6 

4.3 

3.1 

3.5 

3.8 

4.1 

2.8 

4.0 

2.3 

4.0 

2.2 

3.0  

RA  

(mg g-1) 

1.5 23℃ 

37℃ 

2.3 

1.8 

1.4 

1.3 

1.8 

2.0 

0.9 

1.3 

0.7 

1.4 

0.7 

0.9 

CtA 

(g g-1) 

27.8 

(tr) 

23℃ 

37℃ 

23.6 

39.2 

33.4 

30.1 

27.8 

40.0 

   

CaA 

(g g-1) 

41.4 23℃ 

37℃ 

33.9 

39.3 

40.3 

44.7 

47.7 

35.0 

   

ChA 

(g g-1) 

261.5 23℃ 

37℃ 

322.7 

297.4 

302.8 

287.9 

317.0 

315.9 

   

TP(total polyphenolics、カテキン相当量 ), RA(rosmarinic acid), CtA(caftaric acid), 

CaA(caffeic acid), ChA(Chicoric acid)の各葉内含有量を示した。値は 9回の平均値で、tr = 

trace (微量) であることを示す。 

 

表 4. シソ葉メタノール抽出物のポリフェノール量。  

含有量 移行前 移行条件 移行後      

1d 3d 5d 7d 14d 21d 

TP 

(mg g-1) 

10.0 23℃ 

37℃ 

8.8 

11.2 

8.0 

9.5 

7.7 

10.2 

9.3 

11.5 

9.8 

11.9 

9.0 

13.0 

RA 

(mg g-1) 

4.8 23℃ 

37℃ 

4.4 

5.8 

4.1 

5.1 

3.8 

5.0 

4.9 

5.5 

4.6 

4.8 

3.8 

5.9 

TP(total polyphenolics、カテキン相当量), RA(rosmarinic acid)の各葉内含有量を示した。

値は 9回の平均値である。 

 

表 5. セージ葉メタノール抽出物のポリフェノール量。 

含有量 移行前 移行条件 移行後      

1d 3d 5d 7d 14d 21d 

TP 

(mg g-1) 

9.9 23℃ 

37℃ 

11.1 

9.6 

9.9 

9.4 

11.6 

12.7 

10.0 

15.4 

7.8 

14.4 

10.8 

15.1 

RA 

(mg g-1) 

3.0 23℃ 

37℃ 

3.7 

3.0 

3.9 

2.8 

3.9 

3.4 

3.1 

4.4 

2.4 

3.2 

3.0 

3.6 

TP(total polyphenolics、カテキン相当量), RA(rosmarinic acid)の各葉内含有量を示した。

値は 9回の平均値である。 
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図 23. バジルの抗酸化関連遺伝子の高温移行における発現量変化。値は 23℃

栽培時の発現量を 1とした時の相対的発現量を、バーは標準誤差を示す。 
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図 24. アスコルビン（ascorbic acid）標品の HPLCクロマトグラム。アスコル

ビン酸標品は 3 %メタリン酸混合液（サンプル抽出液）に溶解した。（A）アスコ

ルビン酸 0 g mg-1のクロマトグラム（B）アスコルビン酸 5 g mg-1のクロマト

グラム。（C）アスコルビン酸 20 g mg-1のクロマトグラム。 
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図 25. メタリン酸抽出物の HPLCクロマトグラム。（A）アスコ

ルビン酸（ascorbic acid）標品のクロマトグラム。（B）バジル葉

メタリン酸抽出物のクロマトグラム。（C）バジル葉メタリン酸抽

出物還元処理後のクロマトグラム。（D）シソ葉メタリン酸抽出物

のクロマトグラム。（E）シソ葉メタリン酸抽出物還元処理後のク

ロマトグラム。（F）セージ葉メタリン酸抽出物のクロマトグラム。

（G）セージ葉メタリン酸抽出物還元処理後のクロマトグラム。
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図 26. アスコルビン酸の検量線。アスコルビン酸をサンプル

抽出液に希釈したものを検量線用試料とした。 
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図 27. 温度条件移行 0、1、3、5日目までの葉内アスコルビン酸量の変化。還元型

（AA）と酸化型（DHA）の和を総アスコルビン酸量とした。各植物体の上位葉を

採取し、メタリン酸混合液で抽出し、還元処理したものを総アスコルビン酸、しな

いものを還元型として、HPLCにより、定量した。酸化率は総アスコルビン酸量に

対する酸化型の割合で示した。値は 12 回の平均値を、バーは総アスコルビン酸の

標準誤差を示す。 
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表 6.  液体窒素凍結葉粉末の溶解の有無によるバジル、シソ葉抽出物におけるフェノール

含量の変化。 

含有量 液体窒素粉末 溶解 液体窒素粉末 凍結 

TP (mg g-1) 2.46 (1.78)  5.16 (6.98) 

rosmarinic acid (mg g-1) tr 0.67 

全て生重量比。TP: total phenolics ;総抗酸化物質量(mg catechin g-1)。Rosmarinic acidロ

スマリン酸量（mg g-1）。tr = trace. (カッコ)内はシソを表す。溶解したものは凍結葉粉末を

溶解させてから 40 %エタノール抽出した。凍結させたものは溶解せずに 40 %エタノール抽

出した。値は 2回の平均値を示す。 

 

表 7.  ブランチングの有無によるバジル、シソ葉抽出物におけるフェノール含量の変化。 

含有量 ブランチング 有 ブランチング 無 

TP (mg g-1) 6.71(10.61) 5.16 (6.98) 

Rosmarinic acid (mg g-1) 2.59 0.67 

全て生重量比。TP: total phenolics ;総抗酸化物質量(mg catechin g-1)。Rosmarinic acidロ

スマリン酸量（mg g-1）。 (カッコ)内はシソを表す。ブランチングしたものは、凍結葉粉末

を 40 %エタノールに浸けた後、約 80℃でブランチングし、氷冷した。しないものは、ブラ

ンチングせず氷冷した。値は 2回の平均値を示す。 

図 28. 各温度条件に移行した各葉の生重量。中央の葉脈に沿って、半分

にしたときのもので、中央の葉脈の重さは含まれていない。バジルは、0

日目（各温度条件移行前）の葉で、各温度条件の重量にばらつきがあった

ため、揃えていない。値は 12枚の葉の平均値でバーは標準誤差を表す。 
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表 8.  ボルテクスの有無によるバジル、シソ葉抽出物におけるフェノール含量の変化。 

含有量 ボルテクス 有 ボルテクス 無 

TP (mg g-1) 6.71(10.61) 6.02 (8.45) 

全て生重量比。TP: total phenolics ;総抗酸化物質量(mg catechin g-1)。 (カッコ)内はシソ

を表す。凍結葉粉末を 40 %エタノールに浸けた後、約 80℃でブランチングし、氷冷した試

料を使用した。ボルテクス有りの試料はろ過、測定の前に 5 分間振とうさせた。値は 2 回

の平均値を示す。 

 

 

 

図 29. 抽出溶媒の違いによるバジル葉抽出物の HPLCクロマトグラム。ピーク 1: 

カフタル酸(caftaric acid), ピーク 2: カフェ酸(caffeic acid), ピーク 3: チコリ酸

(chicoric acid), ピーク 4: ロスマリン酸(rosmarinic acid)を表す。（A）40 %メタノ

ール葉抽出物のクロマトグラム。(B) 40 %エタノール葉抽出物のクロマトグラム。

(C) 70 %メタノール葉抽出物のクロマトグラム。(D) 70 %エタノール葉抽出物のク

ロマトグラム。(E) 100 %メタノール葉抽出物のクロマトグラム。(F) 100 %エタノ

ール葉抽出物のクロマトグラム。 
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図 30. メタノール濃度の違いによるバジル葉抽出物の HPLCクロマトグラム。ピー

ク 1 :カフタル酸(caftaric acid)、ピーク 2 :カフェ酸(caffeic acid)、ピーク 3 :チコリ

酸(chicoric acid)、ピーク 4 :ロスマリン酸(rosmarinic acid)を表す。（A）0 %メタノ

ール葉抽出物のクロマトグラム。(B) 20 %エタノール葉抽出物のクロマトグラム。

(C) 40 %メタノール葉抽出物のクロマトグラム。(D) 60 %エタノール葉抽出物のク

ロマトグラム。(E) 80 %メタノール葉抽出物のクロマトグラム。(F) 100 %エタノー

ル葉抽出物のクロマトグラム。 



表 9. 今回の結果のまとめ 

高温で 生育 活性酸素濃度 総抗酸化物質量

(0-21d) 
cAPX 

HSP70 
発現量 

AsA 
酸化率 
(0-5d) 

バジル 可能 23℃同程度 変化なし 2h,3dで増加 1,3dで 
高まる 

シソ 枯死 上昇 増加 ＿ 1,3,5dで 

高まる 

セージ 枯死 やや上昇 増加 ＿ 1,3,5dで 
  高まる 

 


