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第 1 章 緒論  

 

海水や低質水に含まれる塩化ナトリウムなどの塩類が土壌中に蓄積

することや，台風や強風により塩類を含んだ水分が内陸に散布されるこ

とで，植物の生育が阻害されることを塩害という  (前田  2012)．乾燥，

半乾燥地域では，年間降雨量が少なく，低質の地下水を利用した灌漑農

業が行われている．このような耕作地域では，塩類は雨水や冠水によっ

て下層に浸透して行かないため，土壌中に塩類が蓄積しやすい．また，

充分な排水施設もないまま過剰な灌漑農業を行うと，低質水の地下水位

が上昇することになる．地下水は毛管現象によって，さらに地表面近く

まで達し，水分の蒸発とともに土壌の塩分濃度が高まり塩類集積土壌が

拡大していく．塩類集積土壌は，中国，オーストラリアおよびアメリカ

など世界各地に分布しており，その総面積は，灌漑農地面積の約 30%に

ものぼることが報告されている  (Chaves et al. 2009)．このような塩害地

域は世界で 9000×10
6 

ha あり，毎年 200 万  ha の農地が塩の影響を受けて

いる  (Flowers 2004)．  

日本においても塩害の被害はあり，その多くは，海水の飛来や高波に

よる海水の冠水によるものである  (前田  2012)．なかでも，2011 年 3 月

に東日本大震災があり，東北地方を中心に未曽有の被害をもたらしたこ

とは記憶に新しい．地震発生に伴う津波は，東北地方沿岸部の農地に甚

大な被害を及ぼした．特に被害を受けた，青森，岩手，宮城，福島，茨

城，千葉の太平洋沿岸 6 県では，全耕地面積 900,900 ha に対し，その 2.6％

に当たる 23,600 ha が津波による冠水等により作物栽培が困難となった  

(農林水産省 2011)．  
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  国連によると，世界の人口は 2015 年で約 73 億人である．近年の急激

な人口増加傾向から，2050 年には約 100 億人に達することが予想されて

いる．この人口増加に伴い，食糧需要も増加することは必至である．急

激な人口増加に対する食糧供給のためには，塩類集積土壌における食糧

生産も今後ますます必要になると考えられる．加えて，東日本大震災の

津波によって海水が冠水した農地では，作物を利用した除塩が効率的な

除塩対策の一つとして挙げられている．塩類集積土壌で安定的に作物生

産を行うためには，植物の塩ストレス条件下での耐塩性メカニズムを解

明すること，および塩耐性作物を作出することが重要課題である．  

一般に，塩類集積土壌において，作物生産は非常に困難である．作物

は，土壌に高濃度の塩類が存在すると，塩ストレスを受ける．塩ストレ

スは，大きく分けて浸透圧ストレスと，イオンストレスに分類すること

ができる  (荒井ら  2011)．浸透圧ストレスは，根圏土壌の水ポテンシャ

ルが低下し，根が吸水しにくい状態に陥ると引き起こされる．根での吸

水阻害によって細胞内の水ポテンシャルが低下すると，細胞分裂の速度

および分裂部位の大きさが減少する．これは水分ストレスによる茎葉部

の生長速度減少の原因の一つとなっている．葉の水ポテンシャルが低下

すると，気孔の閉鎖が起こり，光合成速度の低下を引き起こす  (寺島   

2001)．イオンストレスは，細胞内に過剰に Na イオン等を取り込まれる

ことで，細胞内のイオンバランスの崩壊を引き起こし，窒素代謝やタン

パク質代謝が阻害される  (Munns and Tester 2008)．植物が塩ストレスに

曝されると，まず浸透圧ストレスによるダメージを受け，長期間塩スト

レスを受け続けると，浸透圧ストレスおよびイオンストレスによる複合

的なダメージを受ける  (Munns and Tester 2008)．  
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  植物が塩ストレスに曝された場合の反応を Fig. 1-1 に示した  (前田

2012)．塩ストレスを受けた物は，浸透圧ストレスやイオンストレスによ

る影響を受ける．植物体はそれらのストレスに対して，イオンバランス

の維持，適合溶質の合成，細胞膜および細胞壁の構造維持，塩腺による

塩類の分泌，H
+
-ATPases の活性化および形態的変化等の抵抗反応を示す．

塩ストレスに抵抗した結果，過剰の活性酸素が生成され，2 次的ストレ

スとして酸化ストレスが生じる．過剰に発生した活性酸素を消去するた

め，スーパーオキシドジスムターゼ  (SOD) やアスコルビン酸ペルオキ

シダーゼ  (APX) などの活性酸素除去酵素が活性化する．  

耐塩性を持つ植物  (塩性植物 ) の塩分に対する抵抗性の関係を Fig. 

1-2 に示した  (Larcher 2003)．作物の中には，耐塩性の程度には種および

品種によって差があり，それぞれ特有の耐塩性機構を持つ．例えば，マ

ングローブは，特有の塩類腺を有しており，体内に蓄積された塩類を能

動的に体外へ排出し，体内の塩濃度を一定に保っている．アッケシソウ

では，葉身を多肉化することにより，体内の塩類貯蔵体積を一定に保っ

ている．ヨシでは，Na
+を地上部に蓄積しないように，地上部まで吸収

した Na
+を根に再転流することで地上部の Na

+濃度を低くして塩ストレ

スに対する抵抗性を維持している  (Matsushita and Matoh 1991)．  

イネ  (Oryza sativa L.) は，トウモロコシや大豆とならび，世界の主要

な作物の一つであり，特にアジア各国で多く食されている．日本でもイ

ネは古くから栽培されており，主食として利用される，もしくは米菓子

や酒などに加工して利用されている．  

イネは塩類に対し感受性がある作物に分類され，50mM 以上の NaCl

環境下では，生長が阻害される  (間藤  1991)．イネを主食とするアジア  
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Salt stress

Osmotic stress Ionic stress

Resistance to stress

secondary stress (Oxidation)

Antioxidant enzyme (SOD, POD, CAT, APX, GPX, etc.)

Detoxication Oxidation of unsaturated fatty acid

(Reduction to water) (increase in fatty acid peroxides)

Fig. 1-1. Plant response to salt stress (Maeda 2012).

注) 原図を一部改変した．
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地域  (中国，インド，イラク，パキスタンなど ) において，すでに塩類

集積土壌の拡大が進行しており，イネ育成が困難な地域が増えてきてい

る．今後の世界人口の増加，塩害地域における作物の収量低下や食糧供

給率を考慮すると，イネの塩類に対する反応性を調査することにより，

耐塩性イネ品種育成のための基礎的知見を得ることは急務な課題であ

る．  

イネの耐塩性に関する研究は世界各地で行われており，イネの耐塩性

メカニズムについて様々なことが明らかにされてきた．NaCl ストレス下

で栽培したイネは，葉組織内の Na
+の増加によって乾物生産を低下させ

る  (Akita and Cabslay 1990, 趙ら  1996)．葉組織内の Na
+
/K

+比は，NaCl

ストレスを受けることによって増加し，組織中のイオンバランスを崩す  

(Siringam et al. 2009)．また，葉組織内の Na
+が増加すると，光合成の阻

害，細胞質内の酵素活性の低下などを引き起こす  (Niu et al. 1995)．葉身

の水分含量と Na
+
/K

+の間には負の相関関係があり，塩ストレスを受けて

Na
+
/K

+が高い状態の時，葉身水分含量は低下し，水ストレスを受ける  

(Arunroj et al. 2004)．水ストレスを受けたイネは，葉の伸長が抑制され，

乾物生産が低下することが報告されている  (Tanguilig et al. 1987)．塩ス

トレスを受けたイネは，葉身に Na
+を蓄積し，光合成速度が低下するこ

とが報告されている  (Yeo and Flowers 1983，Yeo et al. 1985)．また，塩

ストレスを受け葉身の水分含量が低下したイネは，気孔の閉鎖に伴い気

孔伝導度が低下することによって炭素固定速度が減少することが報告

されている  (Sese and Tobita 2000)．  

先述した通り，イネは塩感受性の高い作物であるが，イネの塩に対す

る耐性には品種間差があることが報告されている  (山内ら  1987, Akita 
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and Cabuslay 1990)．一般に耐塩性イネ品種では，地上部に Na
+を転流し

ないよう根で吸収を抑制する機構を有することが報告されている  

(Tsuchiya et al. 1994，Basu et al. 2010)．また，葉身，特に上位葉の Na
+

濃度や Na
+
/K

+を増加させないような場合が多い  (Akita and Cabuslay 

1990)．しかし，葉身 Na
+含量と乾物生産に相関がない品種や  (趙ら  1996)，

葉身 Na
+含量と光合成の維持能力においても品種間差があることから  

(槇原ら  2001)，耐塩性イネ作出における知見を得るには，さらに多くの

イネの耐塩性機構について詳しく調べる必要がある．  

イネ属 (Oryza) には，アジアを中心に多く栽培されている Oryza sativa 

L. と，アフリカで栽培されている Oryza glaberrima Steud. の 2 種の栽培

イネが存在するが，その他にも約 20 種の野生稲が存在する．Oryza 属野

生稲は熱帯アフリカ，アジア，アメリカ，オセアニアなど，世界中に広

く分布しており，種によって形態は様々である．これまでに，Oryza 属

野生稲の中には，耐乾性，病害虫耐性，耐塩性など農業上有用な形質を

もつ種が存在することが報告されている  (Kobayashi et al. 1993，Xiao et 

al. 1998，Nakamura et al. 2002)．野生稲は，栽培イネにこれらの有用な

形質を導入するための遺伝資源として期待されている．仲村らは，国際

農林水産業研究センター  (JIRCAS) 沖縄支所において，幼苗期における

野生稲の耐塩性スクリーニング試験により選抜された O. latifolia，O. 

officinalis，O. australiensis および O. eichingeri 系統の中から Oryza 属野

生稲 O. latifolia を用い，分げつ最盛期における耐塩性試験をした  

(Nakamura et al. 2002，仲村ら  2005a)．その結果，O. latifolia は，12 dSm
-1 

NaCl の塩水処理でも乾物生産を低下させないことが明らかになった．そ

の要因として，O. latifolia は塩ストレスによって葉身内に多量の Na
+を
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吸収，蓄積するにも関わらず，葉身の水分含量を維持できること，およ

び光合成速度を維持できることが示唆された．また，耐塩性の高いチラ

コイド膜を有することも高い耐塩性を有する理由の一つであることも

示唆された．一方で，その他の野生稲における耐塩性を詳しく評価した

報告はほとんどない．  

これまでに，ゲノムが異なる種間の交雑は難しいため，栽培イネへ有

用な形質を導入するために使用されてきた野生稲は A ゲノムのもので

あった．野生稲 O. officinalis は，栽培イネとは異なる C ゲノムを有する

が，戻し交雑の材料や，コルヒチン処理後の栽培種と交配し，複 2 倍体

を得るなどの使用例が報告されている  (Watanabe and Ono 1973, Jena and 

Khush 1990)．また，イネ縞葉枯病抵抗性遺伝子を探索するための QTL

解析や，O. officinalis 由来の耐乾性に関する形質転換用の材料として使

用されており  (前田ら  2007，Liu et al. 2015)，栽培イネに有用な形質を

導入するための育種素材としての価値が高まっている．一方，塩ストレ

スに対する O. officinalis の生長および生理反応については詳しく調査さ

れていない．また，O. officinalis の耐塩性機構を明らかにすることは，

耐塩性イネ作出のための一助となる．  

 以上のことを背景に，本研究では，O. officinalis の耐塩性機構を解明

するために，塩処理後の生長および生理反応について調査し，耐塩性栽

培イネ品種である Pokkali および Nonabokra，耐塩性を有する O. latifolia

と比較検討した．まず，第 2 章では，塩ストレスを受けた O. officinalis

の乾物重，水分含有率およびプロリン含量を測定し，O. officinalis の耐

塩性について乾物生産の面から評価した．次に，第 3 章では，塩ストレ

ス下の O. officinalis における Na
+および K

+の動態について調査し，O. 
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officinalis の耐塩性の高さについて，第 2 章の乾物生産の結果とあわせて

評価した．第 4 章では，塩ストレスを受けた O. officinalis の光合成速度，

気孔伝導度，葉内 CO2 濃度，クロロフィル含量および O2 放出速度を測

定し，光合成能力の面から耐塩性を評価した．第 5 章では，塩ストレス

下の O. officinalis における光合成器官の耐塩性について調査するため，

葉身タンパク質の挙動を二次元電気泳動によって解析し，光合成に関わ

るタンパク質の挙動を調査した．以上の結果をもとに，第 6 章では，O. 

officinalis における塩ストレスに対しての生理的反応について統括し，

O. officinalis の耐塩性機構について総合的に考察した．  
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第 2 章 乾物生産能力からみた O. officinalis の耐塩性  

 

2-1．はじめに  

乾燥および半乾燥地域では，降雨量よりも土壌水分の蒸発量が多いた

め，土壌の塩性化が起こりやすい．このような土壌では，Na⁺，Ca⁺，Mg
2⁺，

Cl
-および SO4

2-などが多く含まれ，最も多い塩の種類はナトリウム塩で

ある  (高橋  1987)．  

作物は，土壌に高濃度の塩類が存在すると，根による水分の吸収が滞

り，植物体内は水分ストレス状態となる．水分ストレスは葉細胞の伸長

抑制および気孔の閉鎖を引き起こし，蒸散速度および光合成速度の低下

を招く．また，作物が多量に塩類を体内に吸収および蓄積すると，それ

がイオンストレスとなって細胞内のイオンバランスが崩れ，生育が阻害

される  (Munns and Tester 2008)．  

一般に，イネは生育環境下に 50 mM の NaCl が存在すると，生育が急

激に低下し  (間藤  1991)，約 100 mM NaCl では枯死する品種もある  

(Akita and Cabuslay 1990)．一方，イネの塩に対する耐性には品種間差が

あり，耐塩性を有する品種は，約 100 mM NaCl でも高い乾物生産および

相対生長率  (RGR) を維持する  (Akita and Cabuslay 1990)．イネの塩に対

する反応では，地上部に多量の Na
+を蓄積することや，葉身細胞の伸長

が抑制されることで，葉身光合成速度が低下し，乾物生産が低下するこ

とが報告されている  (Yeo and Flowers 1985)．高い耐塩性を有するイネ品

種では，地上部に Na
+を転流しないよう根で吸収を抑制する機構を有す

ることが報告されている  (Tsuchiya et al. 1994，Basu et al. 2010)．一方で，
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これまでの研究は，栽培イネの耐塩性機構についてのみ調べられており，

野生稲のような未利用資源の耐塩性に関する報告は少ない．  

野生稲の耐塩性についての調査は，野生稲 O. latifolia について乾物生

産および光合成能力から耐塩性を評価した報告  (仲村ら 2005a) 以外ほ

とんどない．仲村ら  (2005a) は，長期間の 12 dSm
-1 

NaCl の塩水処理し

た O. latifolia では，葉身に Na
+を多量に蓄積するが，乾物生産および光

合成能力が低下せず，高い耐塩性を有することを明らかにした．他の野

生稲において，O. officinalis，O. australiensis および O. eichingeri 系統は，

幼苗期にスクリーニング試験により耐塩性を有すると選抜されている

が，その野生稲における耐塩性を詳しく評価した報告はほとんどない． 

そこで本章では，栽培イネに有用な形質を導入する遺伝資源として使

用例のある O. officinalis について，塩処理後の乾物重および葉身パラメ

ータの変化について調査した．その結果を耐塩性栽培イネおよび耐塩性

野生稲 O. latifolia と比較検討することで，O. officinalis における耐塩性

の高さについて，乾物生産能力の面から評価した． 

 

2-2．材料および方法  

1) 供試材料と栽培条件  

 材料には，琉球大学農学部保存系統である Oryza officinalis  Wall ex 

Watt (IRGC Acc. No. 104672)，Oryza australiensis Domin (IRGC Acc. No. 

101144)，Oryza latifolia Desv. (IRGC Acc. No. 100965：耐塩性野生稲 )，

Oryza rufipogon Griff. (IRGC Acc. No. 105390 : 感受性野生稲 ) および

Oryza sativa L. cv. Pokkali (耐塩性栽培イネ ) の Oryza 属 5 種を用いた．

種子は，籾殻を取り除き，45℃，3 日間の温度処理を行い休眠打破した．
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その後，ベンレート水和剤 2000 倍希釈液に，30℃，24 時間浸漬させて

種子消毒を行い，水洗後 30℃で 24 時間水に浸漬させた．栽培は，琉球

大学農学部亜熱帯フィールド科学教育研究センターのビニールハウス

内で行った．島尻マージ土壌を敷き詰めた育苗箱  (長さ 55cm × 幅 45cm 

× 高さ 10cm) に，発芽処理を行った種子を 1cm 間隔で播種した．発芽

後，4 葉期に達した  (播種後 21 日 )，  生育の揃った苗を選び，吉田氏液  

(Yoshida ら 1976) を用い水耕栽培を行った．選抜した個体は，スポンジ

に挟み，あらかじめ穴を開けた発砲スチロールの穴に差し込み，吉田氏

液を入れたプラスチックバット  (長さ 73cm × 幅 42cm × 高さ 20cm) に

浮かせて栽培した．水耕液の更新は 7 日毎に行い，pH が 5.0～5.5 にな

るように毎日 1N の塩酸および 1N の水酸化カリウムで調整した． 

 

2) 生育形質および各器官における含水率の調査  

 塩処理下での生育調査および各器官の含水率を調査するための供試

個体は，播種を 2010 年 6 月 26 日に行い，上記の条件で栽培したものを

用いた．塩水処理は，10 葉期  (播種後 60 日 ) に，NaCl 飽和水溶液を用

い電気伝導度が 12 dSm
-1 になるよう調整した．電気伝導度は，電気伝導

度計  (Twin Cord，堀場製作所 ) を用いて測定した．NaCl 濃度の調整は，

水耕液の更新時に行った．対照区および塩処理区でプラスチックバット

を 3 枚ずつ使用し，プラスチックバット 1 枚につき各供試材料を 2 個体

配置した．各実験は，1 反復につき各供試材料 2 個体を供試し 3 反復と

した．塩水処理開始後 32 日目  (播種後 92 日 ) に，供試材料の葉数を測

定後，供試個体を根，葉鞘，葉身に分解し，各器官の生体重を測定した．

その後 80℃で 72 時間通風乾燥し，乾物重を測定した．葉身については
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直ちに葉面積計  (AAM-8 型，林電工 ) を用いて葉面積を測定した．また，

各器官の水分含有率は，各器官の生体重から乾物重を差し引いた値を生

体重で割った値とした．  

 

3) プロリン含量の測定  

測定には，播種を 2011 年 5 月 11 日に行った供試個体を使用した．供

試材料は，O. officinalis，O. latifolia，O. rufipogon および O. sativa L. cv. 

Pokkali の Oryza 属 4 種を用いた．栽培条件は前述に従った．塩処理は，

10 葉期  (播種後 60 日 ) に，水溶液に NaCl を添加し，水溶液中の NaCl

濃度が 100 mM になるよう調節した．播種後 81 日  (塩処理後 21 日 ) に

主稈に隣接する分げつの第 Ⅰ葉  (最上位完全展開葉 ) および第Ⅲ葉の 2 枚

を測定に用いた．採取した 2 葉は，液体窒素で凍結させ測定するまで

-20℃で保存した．測定方法は Bates ら  (1973) に従った．サンプル 0.5 g

に対し 3％スルホサリチル酸溶液 10 ml を加え破砕し，濾紙  (125 mm 

No.6，ADVANTEC) で濾過した．濾液 2 ml に対し，酸性ニンヒドリン

溶液と氷酢酸をそれぞれ 2 ml ずつ添加し，100℃で 1 時間反応させ，そ

の後直ちに氷水中で反応を止めた．冷却後，トルエン 4 ml を加え，30

秒間撹拌した．撹拌液 3 ml の 520 nm における吸光度を，分光光度計  

(Ubest-35 型 日本分光 ) によって測定した．測定した吸光度を A
520，ス

ルホサリチル酸の添加量を S ml，供試したサンプルの重さを gFW とし

て，下記の式を用いてプロリン含量を算出した．  

Proline (μmol/gFW) =
𝐴520 0.0067⁄

𝑔𝐹𝑊 𝑆𝑚𝑙 2⁄⁄
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4) 生長解析  

 供試材料は，O. officinalis，O. latifolia，O. rufipogon および O. sativa L. 

cv. Nonabokra の Oryza 属 4 種を用いた．播種は 2014 年 4 月 20 日に行い，

上記の栽培方法に基づき供試材料を栽培した．塩処理は，10 葉期  (播種

後 60 日 ) に，水溶液に NaCl を添加し，水溶液中の NaCl 濃度が 100 mM

になるよう調節した．NaCl 濃度の調整は水溶液更新時に行った．処理区

は NaCl 処理をしていないものを対照区とし，100 mM の NaCl 処理を行

ったものを塩処理区とした．各処理区の供試個体は 4 個体とした．塩処

理開始後 0 日目および 20 日目に供試個体を根，葉鞘，葉身に解体し，

各器官の生重を測定した．その後 80℃で 72 時間通風乾燥し，乾物重を

測定した．葉面積は，葉面積計  (AAM-8 型，林電工 ) を用い測定した．

塩処理開始後 0 日目の処理日数を t1，乾物重を W1，葉面積を A1，塩処

理開始後 20 日目の処理日数を t2，乾物重を W2，葉面積を A2 として，

相対生長率  (RGR) ，純同化率  (NAR) ，葉面積比  (LAR) を以下の数式

より算出し，生長解析を行った．  

RGR= 
lnW2−lnW1

t2−t1
 

NAR= 
W2−W1

t2−t1
×

lnA2−lnA1

A2−A1
 

LAR= 
A2−A1

lnA2−lnA1
×

lnW2−lnW1

W2−W1
 

  

5) 相対葉身含水率  (RWC) の測定  

供試個体は，生長解析と同一の個体を用いた．測定葉は，主稈の最上

位完全展開葉  (第Ⅰ葉 )，第Ⅲ葉および第Ⅴ葉を用いた.葉身の飽和水分

含量は，超純水に 4 時間浸漬した測定葉の重量とした．RWC は以下の

数式より算出した．  
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RWC= 
生重−乾物重

飽和水分含量−乾物重
×100 

 

2-3．結果  

1) 乾物重および生長解析  

Table 2-1 に，播種後 92 日の Oryza 属 5 種の地上部，葉身，葉鞘およ

び根における乾物重を示した．対照区を 100％とした場合の塩処理区の

相対値をみると，地上部乾物重では O. latifolia および O. officinalis で

それぞれ 69％および 64％であり，他種より有意に高かった． 

葉身乾物重の相対値では，最も塩水処理の影響を受けなかったのは

O. latifolia で，O. australiensis よりも有意に高かった．葉鞘乾物重の相

対値では，O. latifolia および O. officinalis でそれぞれ 67％および 65％

であり，Pokkali および O. australiensis より有意に高かった．根乾物重の

相対値では，O. rufipogon で 70％であり，他種よりも高い値を示した． 

Table 2-2 に，播種後 92 日の Oryza 属 5 種の葉数および葉面積を示し

た．対照区を 100％とした場合の塩処理区の相対値をみると，葉数では，

O. officinalis で 89％であり，他種より高い値を示した．葉面積では，O. 

latifolia で 80％であり，他種よりも高い値を示した．  

Table 2-3 に，播種後 80 日における Oryza 属 4 種の RGR，NAR および

LAR を示した．対照区を 100％とした場合の塩処理区の相対値をみると，

RGR では，O. officinalis で 72％であり，他種よりも高い値を示した．NAR

では，O. latifolia で 83％であり，他種よりも高い値を示した．LAR では，

Nonabokra で 91％であり，他種より高い値を示した．一方，O. rufipogon

では，RGR，NAR および LAR は他種よりも低い値を示した．  
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Fig. 2-1 に RGR と NAR の関係，Fig. 2-2 に RGR と LAR の関係を示し

た．RGR と NAR の相関係数をみると，すべての種で 0.9 以上  (P < 0.01) 

であり，高い正の相関がみられた．その中でも Nonabokra では r = 0.99

であり，他種よりも高い値であった．RGR と LAR の相関係数をみると，   

O. officinalis 以外の種で 0.9 以上  (P < 0.01) であり，高い正の相関があ

った．O. officinalis は r = 0.67 であり，他種より低い値であった．  

 

2) 葉身水分含有率  

Fig. 2-3に，播種後 80 日における塩処理区の Oryza 属 4 種の葉位別 RWC

を示した．O. officinalis，Nonabokra および O. rufipogon では第Ⅰ葉  > 第

Ⅲ葉  > 第Ⅴ葉の順であった．一方，O. latifolia では第Ⅲ葉  > 第Ⅴ葉  > 

第Ⅰ葉の順であった．O. officinalis および O. latifolia のすべての葉位で，

Nonabokra の第Ⅰ葉よりも高い値を示した．  

Table 2-4 に，播種後 92 日における Oryza 属 5 種の各器官における水

分含有率を示した．塩水処理後の水分含有率は O. officinalis および O. 

latifolia はそれぞれ 70.2％および 75.4％であり，Pokkali と同程度であっ

た．一方，塩水処理後の O. rufipogon は葉身水分含有率が 66.2％であり，

他種より有意に低かった．  

 

3) プロリン含量  

Table 2-5 に，播種後 81 日における Oryza 属 4 種の葉位別プロリン含量

を示した．すべての種で，対照区より塩処理区で高い値を示した．O. 

latifolia の 100 mM 区は，第Ⅰ葉および第Ⅲ葉で対照区および 50 mM 区

より有意に高い値を示した．  



20 
 

 

 

 

 

 

 

  

Fig. 2-1.  Relationship between RGR and LAR of four Oryza  species under NaCl

treatment (80 days after seeding).
n = 4, **：Indicates significance at 1% level.
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Fig. 2-2.  Relationship between RGR and LAR of four Oryza  species under NaCl

treatment (80 days after seeding).
n = 4, **：Indicates significance at 1% level.
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Fig. 2-3.  Effect of NaCl treatment on RWC of leaf in different positions of four Oryza

species (80 days after seeding). 
                  Ⅰ: The top leaf，Ⅲ: The third leaf，Ⅴ: The 5th leaf,  n.d.: non deta.

                   n = 4, Values indicate the percentage to the control.
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Table 2-5. Effect of NaCl treatment on prorine content of leaf in different

                  positions of four Oryza  species (81days after seeding).

0 mM 66.4 ± 7.7 b (100) 69.5 ± 9.0 a (100)

50 mM 188.3 ± 17.9 a (283) 179.9 ± 37.0 a (259)

100 mM 226.8 ± 45.4 a (341) 350.5 ± 168.0 a (505)

0 mM 73.2 ± 6.5 a (100) 102.8 ± 10.1 a (100)

50 mM 125.7 ± 27.7 a (172) 197.9 ± 6.0 a (193)

100 mM 75.8 ± 15.2 a (104) 648.3 ± 426.8 a (631)

0 mM 46.6 ± 4.7 b (100) 45.2 ± 5.3 b (100)

50 mM 59.0 ± 3.5 b (126) 165.3 ± 77.2 b (366)

100 mM 963.4 ± 269.3 a (2065) 1416.2 ± 567.7 a (3136)

0 mM 63.4 ± 6.5 a (100) 51.9 ± 2.9 a (100)

50 mM 115.8 ± 9.3 a (183) 136.8 ± 12.8 a (264)

100 mM 169.6 ± 67.6 a (268) 130.0 ± 14.4 a (251)

Ⅰ: The top leaf，Ⅲ: The third leaf

Values are mean ± S.E.  In parentheses values indicate the percentage to the control.

n = 4，Means with the same letter within each column are not significantly

different at the 5% level, as determined by Fisher's  Protected LSD test.

Prorine (µmol / gFW)

Ⅰ Ⅲ

　O. sativa

　cv. Pokkali

　O. rufipogon

　O. latifolia

　O. officinalis

Species NaCl
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2-4．考察  

1) 乾物重および生長解析  

播種後 92 日における乾物重の相対値では，O. officinalis および O. 

latifolia は，耐塩性品種である Pokkali と比較し，塩ストレスによる地上  

部乾物重の低下が少なかった  (Table 2-1)．これまでに，イネは土壌中に

NaCl が 50 mM 以上存在すると生長が低下することが明らかにされてい

る (間藤 1991，趙ら 1995)．本研究では 12 dS m
-1

 (約 100 mM) の塩処

理を行っており，50 mM より強い塩ストレス下でも，O. officinalis およ

び O. latifolia は栽培イネの Pokkali よりも乾物生産を低下させなかった．

また，播種後 80 日における塩ストレス下の O. officinalis の RGR は，耐

塩性品種の Nonabokra より低下程度は低かった  (Table 2-3)．このことか

ら，O. officinalis は，栽培イネよりも NaCl に対する生長阻害が少ない，

すなわち乾物生産面から評価すると，耐塩性が高いことが明らかになっ

た． 

塩ストレスを受けた植物は，茎葉組織に影響を受ける．塩ストレス下

のイネは，葉身の伸長が抑制され，生長が阻害される (Makihara et al. 

1999)．塩処理後の葉身乾物重の相対値では，O. officinalis および O. 

latifolia は，耐塩性品種である Pokkali より低下程度は低かった  (Table 

2-1)．塩ストレス下の O. officinalis および O. latifolia における葉数およ

び葉面積は，耐塩性品種である Pokkali より低下程度は低かった  (Table 

2-2)．LAR では，O. officinalis は，耐塩性品種の Nonabokra と同等の相

対値を示した  (Table 2-3)．このことから，O. officinalis は，塩ストレス

による葉身への影響が少ないことが明らかとなった．すなわち，塩スト

レス下でも O. officinalis が乾物生産を高く維持できることは，光合成器
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官である葉身へ塩ストレスへのダメージが少ないことが一つの要因で

あることが示唆された． 

RGR は，NAR と LAR の積からなるため，植物の生長速度への影響を，

葉面積あたりの同化産物を蓄積する能力  (NAR) によるものか，個体あ

たりの葉量  (LAR) によるものかを解析することができる．本研究にお

いて，いずれの種も RGR と NAR の関係および RGR と LAR の関係では，

高い正の相関を示した  (Fig. 2-1，Fig. 2-2)．すなわち，供試材料の RGR

の変化は，NAR および LAR のどちらの変化にも関わることが明らかに

なった．塩ストレス下の O. officinalis を NAR および LAR の相対値をみ

ると，LAR より NAR が低下した  (Table 2-3)．また，RGR と NAR の相

関係数が r = 0.95 であるのに対し，RGR と LAR の相関係数は r = 0.67 で

あった  (Fig. 2-1，Fig. 2-2)．このことから，O. officinalis における RGR

の変化は，LAR より NAR の変化によることが明らかとなった．従って，

塩ストレスによって O. officinalis の RGR が低下したことは，LAR の低

下よりも NAR の低下によることが示唆された．一方で，耐塩性品種で

ある Nonabokra よりも RGR の低下程度が低かったことは，塩ストレス

下でも NAR をあまり低下させないことが一つの要因であることが示唆

された．  

 

2) 葉身水分含有率  

 イネは，塩ストレスを受けると，根による水分の吸収が滞り，植物体

内は水分ストレスを受ける  (Munns and Tester 2008)．水分ストレスは，

植物の葉茎部に影響を及ぼす．葉の水ポテンシャルが低下すると，葉緑

体内の酵素活性が低下することや，葉緑体自身の体積が減少し，内部構
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造の形態変化を引き起こす  (寺島  2001)．播種後 92 日における O. 

officinalis および O. latifolia の葉身水分含有率は，対照区に比べ塩処理

区で高くなる傾向を示した  (Table 2-4)．播種後 80 日における O. 

officinalis および O. latifolia の葉身 RWC は，Nonabokra で最も高い値を

示した第Ⅰ葉よりも，すべての葉位で高い値を示した  (Fig. 2-3)．この

ことは，O. officinalis および O. latifolia は塩ストレスを受けても，水分

ストレスによる生長の抑制を回避していることが示唆された．また，O. 

officinalis の葉位別 RWC では，最上位展開葉で最も高い値を示した  (Fig. 

2-3)．すなわち，光合成が盛んに行われる最上位葉で水分を優先的に維

持している可能性が考えられた．このことは，塩ストレス下でも，O. 

officinalis が積極的に葉身の水分保持を行うことで，NAR を高く維持し

ているものと考えられた．  

 

3) プロリン含量  

アブラナ科の中には，塩ストレスをうけると葉を厚くし，それに伴い

葉内水分を保持する機構をもつ種がある  (Vos et al. 2013)．また，細胞

質内に適合溶質や液胞内にナトリウムを蓄積することによって葉内水

分を保持する機構をもつ植物もある  (Munns and Tester 2008)． 耐塩性を

有するイネは，無処理の個体より塩処理下で適合溶質であるプロリンを

体内に約 29 倍蓄積することが明らかになっており，高いプロリンの合

成能力が耐塩性獲得に重要であると報告されている  (吉羽ら  1997)． 

Nakamura et al. (2002) は , 塩ストレスを受けた O. latifolia は，葉内にプ

ロリンを合成および蓄積し，浸透圧調節を行うことで水分ストレスを回

避している可能性を示唆した．本研究では，全ての種で，塩ストレスに
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よって葉身プロリン含量が増加することが明らかとなった  (Table 2-5)．

塩ストレス下での O. officinalis および O. latifolia の葉身水分含量は , 耐

塩性栽培イネより高い値を示した  (Table 2-4)．このことは，塩ストレス

を受けた O. officinalis および O. latifolia における葉身の水分を保持する

ために，葉身内でプロリンを合成および蓄積することが関わっている可

能性が考えられた．  

 

以上をまとめると，野生稲 O. officinalis は，塩ストレスを受けても，

耐塩性栽培イネより地上部乾物重および RGR の低下程度は低かった．

このことから，O. officinalis は耐塩性栽培イネより高い耐塩性を有する

こと明らかとなった．O. officinalis が高い塩耐性を示した要因として，

塩ストレス下でも，耐塩性栽培イネより光合成器官である葉身へのダメ

ージが少ないことが示唆された．加えて，O. officinalis は塩ストレス下

でも葉身の水分保持力が高く，水分保持には適合物質であるプロリンの

細胞内蓄積が関わっている可能性があることが考えられた．葉身の水分

を塩ストレス下でも高く維持できたため，光合成器官が水分ストレスを

受けにくい状態であり，そのことが NAR の低下，すなわち光合成能力

の低下を抑制している可能性があることが示唆された．   

 

2-5. 摘要  

 本章では，O. officinalis の乾物生産および水分保持能力からみた耐塩

性を評価するために，塩ストレス下における各器官の乾物重および水分

含有率，葉数，葉面積，葉身のプロリン含量および生長解析法による RGR，

NAR および LAR を測定した．その結果を耐塩性野生稲 O. latifolia，耐



29 
 

塩性栽培イネ O. sativa L. (Pokkali, Nonabokra) および塩感受性野生稲 O. 

rufipogon と比較した．得られた結果は以下の通りである． 

1). 塩ストレスを受けた O. officinalis および O. latifolia は，耐塩性栽培

イネ  (Pokkali，Nonabokra) と比較し，地上部乾物重および RGR の低

下程度は低かった  (Table 2-1，Table 2-3)．このことから，O. officinalis

は，耐塩性品種よりも乾物生産を維持し，O. latifolia と同等の高い耐

塩性を有することが明らかとなった．  

2). 塩ストレス下の O. officinalis における RGR の低下要因は，LAR より

NAR が主な要因であることが示唆された  (Fig. 2-1，Fig. 2-2)．  

3). 塩ストレスを受けた O. officinalis において，葉数，葉面積および LAR

の低下程度は耐塩性品種よりも低かった  (Table 2-2，Table 2-3)．こ

のことから，O. officinalis は，光合成器官である葉身へ塩ストレスの

影響は少ないことが示唆された．  

4). O. officinalis における各器官の水分含有率は，対照区より塩処理区で

増加する傾向にあった  (Table 2-4)．RWC は Nonabokra よりすべての

葉位で高い値を示した  (Fig. 2-3)．このことから，O. officinalis は塩

ストレスを受けても，葉身の水分を維持しようとすることが示唆さ

れた．  

5). O. officinalis の葉身プロリン含量は塩処理によって増加したことか

ら  (Table 2-5)，塩ストレス下での葉身水分保持にはプロリンの蓄積

が関与していることが推察された．  
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第 3 章 塩ストレス条件下における O. officinalis の Na
+および

K
+吸収特性  

 

3-1．はじめに  

前章では，O. officinalis の乾物生産面から耐塩性の評価を行った．そ

の結果，塩ストレスを受けた O. officinalis は，地上部乾物重および RGR

をあまり低下させず，耐塩性野生稲である O. latifolia と同等の高い耐塩

性を有することが明らかとなった．高い耐塩性を有する要因として，光

合成器官である葉身への塩ストレスの影響を少なくすることで，乾物生

産を維持していることが示唆された．  

一般に，植物体内に Na
+が多量に存在すると，細胞外の水ポテンシャ

ルが低下し，細胞質の脱水が誘発され，原形質分離が起こる．あわせて，

細胞内への Na
+流入が起こり，K

+摂取が阻害されると，K
+および Ca

+な

どのイオン含量に影響を及ぼし，イオンバランスの崩壊や細胞内の酵素

活性の阻害を引き起こす  (吉田  2005)．イネでは，塩処理下で栽培した

場合，葉組織内の Na
+含量および Na

+
/K

+が増加し，葉内の水分含量，イ

オンバランスおよび生長に影響を及ぼすことが報告されている  (Niu et 

al. 1995，趙ら 1996，Arunroj et al. 2004，Siringam et al. 2009)． 

栽培イネでは耐塩性に品種間差があることはすでに明らかになって

おり，耐塩性を有する品種は，根において Na
+を地上部へ移行させない

よう選択的排除を行っている (Tsuchiya et al. 1994，Basu et al. 2010)．ま

た地上部への Na
+吸収には LAR が関与しており，RGR が大きい品種で

は地上部 Na
+吸収量が少ないことが知られている  (Akita and Cabuslay 

1990)．一方，野生稲についての Na+の影響に関する報告は少ない．仲村
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ら  (2005a) は，塩ストレス下の O. latifolia は耐塩性品種より葉身に Na
+

を多く吸収・蓄積するが，乾物生産の低下は少ないことを明らかにし，

O. latifolia の耐塩性機構は，塩類の排除より，塩類が体内に過剰に存在

しても影響が少ないような，塩分に対する耐性が高いことを示唆してい

る．O. officinalis も O. latifolia と同等の耐塩性を有することを前章で明

らかにしたが，塩ストレス下の Na
+の動態については未調査である．  

そこで本章では，塩ストレスを受けた O. officinalis 体内の Na
+および

K
+の動態を調査し，Na

+および K
+が O. officinalis の生長へもたらす影響

を評価した．  

 

3-2．材料および方法  

1) 各器官における Na
+および K

+含有率の測定  

 供試材料は，第 2 章において，播種を 2010 年 6 月 26 日に行った供試

個体，すなわち地上部および各器官の乾物重および水分含有率を測定し

た個体を使用した．栽培条件および塩処理方法は第 2 章と同様である．

塩水処理開始後 32 日目  (播種後 92 日 ) に，供試個体を蒸留水で洗浄し，

器官ごとに細かく切断し，80℃で 72 時間以上通風乾燥した．乾燥した

試料は粉砕機  (ミルミキサーMR-280，山善 ) を用い 1mm
2 以下となるま

で細かく粉砕した．粉砕試料 0.25g に対し，1 規定の硝酸を 50ml 加え，

80℃で 24 時間静置した．その後抽出液を孔径 0.45µm のフィルターで濾

過し，さらに濾過液を超純水で 10 倍に希釈したものを分析した．測定

には， ICP-AES  (ICP-9000，島津 ) を用い，Na
+および K

+を定量した．  

 

2) 葉位別における Na
+および K

+含有率の測定 
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供試材料は，第 2 章において，播種を 2011 年 5 月 11 日に行った供試

個体，すなわち葉身のプロリン含量を測定した個体を使用した．栽培条

件および塩処理方法は第 2 章に従った．測定葉は，主稈の最上位完全展

開葉  (第Ⅰ葉 )，第Ⅲ葉および第Ⅴ葉を用いた．葉身からの Na⁺および K
+

抽出方法は前述と同様に行い，ICP-AES  (ICP-9000，島津 ) を用いて Na⁺

および K
+含有率を測定した．  

 

3-3．結果  

1) 各器官の Na
+および K

+含有率  

Table 3-1 に，播種後 92 日の Oryza 属 5 種の各部位における Na
+含有率

を示した．対照区を 100％とした場合の塩処理区の相対値をみると，葉

身では，O. officinalis で 2787％であり，他種より有意に高かった．葉鞘

の相対値は，O. latifolia で 3020％であり，他種より有意に高かった．根

の相対値は，Pokkali で 423％であり，他種より有意に高かった．葉身に

おける Na
+含有率の相対値は，O. officinalis および O. latifolia で他の種

よりも高かった．  

Table 3-2 に，播種後 92 日の Oryza 属 5 種の各部位における K
+含有率

を示した．対照区を 100％とした場合の塩処理区の相対値をみると，葉

身では，O. rufipogon で 90％であり，他種より有意に低かった．Pokkali，

O. officinalis，O. latifolia および O. australiansis は，100％から 150％程

度であった．葉鞘の相対値は，O. rufipogon で 71％と有意に最も低く，

Pokkali で 256％と有意に最も高い値を示した．O. rufipogon 以外の種の

葉身では，対照区に比べ塩処理区で K
+含有率が高かった． 
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Table 3-3 に，播種後 92 日の Oryza 属 5 種の各部位における Na
+
/K

+を示

した．塩処理によりすべての野生稲のどの部位においても，Na
+
/K

+は対

照区に対し高い値を示した．Pokkali では，塩処理区の根で最も高い値を

示し，葉身では対照区と塩処理区で有意な差が認められなかった．  

 

2) 葉位別の Na
+および K

+含有率 

 Table 3-4 に，播種後 81 日目における Oryza 属 4 種の葉位別 Na
+含有率

を示した． O. officinalis，O. latifolia および O. rufipogon におけるすべ

ての葉位の 100 mM 区は，対照区に比べ有意に高い値を示した．100 mM

区での葉位別 Na
+含有率をみると，Pokkali では，第Ⅴ葉，第Ⅰ葉，第Ⅲ

葉の順に，O. rufipogon では，第Ⅰ葉，第Ⅴ葉，第Ⅲ葉の順に，O. officinalis

および O. latifolia では，第Ⅴ葉，第Ⅲ葉，第Ⅰ葉の順に高い値を示した．  

Table 3-5 に，播種後 81 日目における葉位別の K
+含有率を示した．

Pokkali では，第Ⅴ葉以外の塩処理区で，対照区に比べ高い値を示した．

O. latifolia では塩処理区と対照区でほぼ同等の値を示した．O. officinalis

および O. rufipogon では対照区より塩処理区が低い値を示した．  

Table 3-6 に，播種後 81 日目における Oryza 属 4 種の葉位別の Na
+
/K

+比

を示した．Na
+
/K

+比は，Pokkali ではすべての葉位において対照区と塩処

理区はほぼ同等の値を示した．一方，野生稲では塩処理区で上昇した． 

 

3-4．考察  

1) 各器官の Na
+および K

+含有率  
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Table 3-6. Effect of NaCl treatment on Na
+
/K

+
 ratio of leaf in

                  different positionsof four Oryza  species (81days after seeding).

Species NaCl Ⅰ Ⅲ Ⅴ

0 mM 0.05 b 0.04 a 0.05 b 

50 mM 0.06 b 0.02 b 0.03 b 

100 mM 0.10 a 0.02 ab 0.08 a 

0 mM 0.03 a 0.01 a 0.03 b 

50 mM 0.30 a 0.25 a 0.34 b 

100 mM 0.21 a 0.24 a 1.17 a 

0 mM 0.03 b 0.05 b 0.05 a 

50 mM 0.07 ab 0.14 ab 0.39 b 

100 mM 0.15 a 0.57 a 2.08 a 

0 mM 0.03 b 0.03 a 0.03 b 

50 mM 0.14 b 0.07 ab 0.06 b 

100 mM 0.31 a 0.18 a 0.19 a 

Ⅰ: The top leaf，Ⅲ: The third leaf，Ⅴ: The 5th leaf．

n = 4，Means with the same letter within each column are not

significantly different at the 5% level, as determined by

Fisher's  Protected LSD test.

　O. sativa

　cv. Pokkali

　O. rufipogon

　O. latifolia

　O. officinalis
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イネは培地の Na
+濃度が高くなると，地上部の Na

+含量も高くなり，

生長が阻害される  (Yeo et al. 1985，趙ら 1995)．本研究では，播種後 92

日における各部位の Na
+含有率は，どの供試材料も，対照区に比べ塩処

理区において，葉身，葉鞘および根に Na
+を多く蓄積した  (Table 3-1)．

また塩ストレスを受けた野生稲は，耐塩性栽培イネの Pokkali に比べ，

葉身に多くの Na
+を吸収，蓄積することが明らかとなった  (Table 3-1)．

地上部への Na
+吸収には，根における Na

+選択能力と LAR が関係してい

る  (Akita and Cabuslay 1990)．一方で，O. officinalis および O. latifolia は，

塩ストレスを受けても LAR は Pokkali より高く維持し，Na
+を多く吸収

した．このことから，両種の根における Na
+選択能力は耐塩性栽培イネ

に比べ低いことが考えられた．  

植物体内において，Na
+および Cl

-の過剰は原形質内のイオンバランス

を乱し，酵素タンパク質と膜に特有の影響をもたらす．それが原因によ

り窒素代謝やタンパク質代謝に影響を及ぼす  (Larcher 2003)．塩に強い

作物の耐塩性機構は，塩を体内に取り込まないようにする塩分制御と，

塩類を取り込んだことによって起こるイオンの毒性と浸透圧の上昇に

耐えうる塩分耐性の二つに分類される (Levitt 1992，Larcher 2003)．耐塩

性を持つ作物は，プロリンなどの適合物質を合成し，細胞の浸透圧を調

整することや，Na
+を液胞内や特殊な細胞 (ブラッダー細胞等 ) へ封じ込

めることで，塩ストレスの影響を回避することが知られている  (東江  

2004)．耐塩性栽培イネの Pokkali は，地上部に Na
+を転流させない塩分

制御の耐塩性機構を有することが報告されており (Akita and Cabuslay 

1990，Lee et al. 2003，Anil et al. 2005)，本実験結果でも Pokkali の Na
+

含有率は，葉身 ＜ 葉鞘 ＜ 根の順を示し，これらの結果と一致した．
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一方，仲村ら  (2005a) は，O. latifolia の 10 葉齢期における耐塩性を評

価した結果，同種は耐塩性栽培イネ品種よりも地上部への Na
+吸収量が

多いにも関わらず，生存率は耐塩性栽培種よりも高く，栽培イネの耐塩

性機構とは異なる機構を有していることを明らかにした．本研究におい

ても，O. officinalis は光合成をする主要な器官である葉身に多くの Na
+

を吸収，蓄積するにも関わらず，耐塩性栽培イネ Pokkali よりも地上部

における乾物生産の低下程度は低かった．このことから，O. officinalis

においても O. latifolia と同様，塩分耐性の耐塩性機構を有することが明

らかとなった．これまでの報告で，植物における Na
+害に対する応答と

して，1) 細胞質に侵入した Na
+の細胞外への排出と，2) 液胞内への隔

離が考えられており，それぞれに特異的なイオン輸送体が関係している

ことが知られている  (魚住  2011)．O. officinalis および O. latifolia におい

て，地上部に Na
+を多量に吸収，蓄積するにも関わらず，乾物生産の低

下が少なかったことは，細胞内の Na
+を，細胞外へ排出する輸送体およ

び液胞へ輸送する輸送体が関わっており，細胞内の Na
+害を回避してい

る可能性があると考えられた． 

趙ら  (1996) は，塩水処理した水稲の各部位において，根では K
+濃度

が低下し，葉身では増加することを明らかにした．Siringam et al. (2009) 

は，塩ストレスをうけたイネの K
+の吸収量は，耐塩性品種では増加する

が，感受性品種では変化しないことを明らかにした．本研究では Pokkali，

O. officinalis および O. latifolia の葉身で，塩水処理後に Na
+と同時に K

+

含有率も高くなる結果となった  (Table 3-2)．気孔の開閉は，K
+濃度とも

関係しており，孔辺細胞内に K
+が多く蓄積されると気孔が開く  (Humble 

and Raschke 1971)．K
+が欠乏すると，蒸散制御や水分吸収が抑制され，
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水ストレスの影響を受けやすくなる  (Tanguilig et al. 1987，Nandwal et al. 

1998)．塩ストレス下で O. officinalis および O. latifolia における葉身水分

含有率が低下しなかったことは，葉身 K⁺含有率が増加したことと関係

しているかもしれない．  

Pokkali の葉鞘および葉身の Na
+
/K

+は，塩水処理による影響はみられ

なかった (Table 3-3)．一方，O. officinalis および O. latifolia の葉身では，

対照区に対し塩処理区で Na
+
/K

+が増加した (Table 3-3)．Sese and Tobita 

(2000) および Siringam et al. (2009) は，塩ストレスを受けたイネ葉身の

Na
+
/K

+は増加することを示し，本研究はこれらと同様な結果であった．

Matoh et al.  (1986)，山内ら  (1987) は，高濃度の NaCl 環境下でイネを

栽培した際，生育を阻害する要因が，地上部の Na
+濃度と関係があるこ

とを示唆した．また，Na
+が植物体内へ過剰吸収されると，光合成の阻

害，細胞質内の酵素活性の低下などを引き起こすことが知られている 

(Niu et al. 1995)．このことから，O. officinalis および O. latifolia では， Na
+

と同時に K
+を吸収することにより，Na

+が及ぼす細胞質内への影響を軽

減させている可能性があると考えられた．  

  

2) 葉位別の Na
+および K

+含有率 

前述のとおり，塩ストレスによって O. officinalis および O. latifolia の

地上部には，Na
+が多く蓄積することが明らかとなった．葉位別の Na

+

では，供試野生稲は播種後 81 日ではどの葉位でも対照区に比べ Na
+含有

率は増加した  (Table 3-4)．塩ストレスを受けたイネは，上位葉より下位

葉  (老化葉 ) に Na を多く蓄積することがわかっており  (Sharma 1986)，

O. officinalis および O. latifolia においても同様な結果を示した．一方，
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Pokkali および O. rufipogon における葉位別の Na
+含有率は，Sharma (1986) 

とは異なり必ずしも最上位葉で Na⁺含有率が最も低い値とはならなかっ

た  (Table 3-4)．近年，Na
+を体内に取り込む輸送体  (AtHKT，OsHKT な

ど ) が同定され，細胞内外の浸透圧調節のため積極的に細胞内に Na
+を

取り込む働きをしていることが示唆されている  (魚住  2011)．Pokkali お

よび O. rufipogon において，Na⁺蓄積様式が従来のイネとは異なる結果と

なったのは，下位葉よりも上位葉で，Na
+を体内に取り込む輸送体が多

く発現および機能した可能性があると考えられる．塩処理した Pokkali

および O. rufipogon において，葉位別の Na⁺輸送に関わる輸送体の活性

については今後の検討課題である． 

葉位別の K
+含有率では，Pokkali は第Ⅴ葉を除くすべての塩処理区で対

照区よりも高かった  (Table 3-5)．これは，個葉レベルでも Na
+害を回避

するため K
+を積極的に取り込んでいる可能性があることが考えらえた．

一方，O. officinalis における個葉の K
+含有率では，対照区より塩処理区

が低い値となり  (Table 3-5)，葉身全体を調査した場合と異なる結果とな

った．孔辺細胞内に K
+が多く蓄積すると，気孔が開くことは報告されて

いる  (Humble and Raschke 1971)．塩ストレス下でも O. officinalis の葉身

水分は保持されていたことはすでに明らかになっている  (Table 2-4，Fig. 

2-3)．これは，光合成の盛んな最上位展開葉へ K
+を転流させずに，気孔

を閉鎖させ，蒸散を抑え水分を保持していた可能性が考えらえた．この

ことから，主稈の個葉に対して K
+を転流させるのではなく，他所に転流

させていることが推察された．  

塩ストレス下の O. officinalis における主稈の個葉内では Na
+
/K

+は増加

し，イオンバランスは崩れている状態であると考えられる．しかし，そ
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れでも乾物生産力を低下させなかったことは，葉身細胞内の代謝器官が

Na
+害に対して耐性がある，もしくは代謝器官が Na

+害を直接受けないよ

うに別場所へ隔離している可能性が考えられる．O. officinalis における

葉身の K⁺輸送に関わる生理反応について，特に細胞膜および液胞膜上

の K⁺輸送に関わる輸送体の活性については今後精査する必要がある．  

  

以上のことから，O. officinalis は，塩ストレスによって地上部に Na
+

を多く吸収，蓄積することが明らかになった．一方で，耐塩性栽培イネ

より乾物生産は低下しなかったことから，生長に関して Na
+害に対する

耐性が高いことが示唆された．また O. officinalis は，個葉レベルでも Na
+

を多く吸収，蓄積することが明らかとなった．このことは，光合成器官

である葉身に Na⁺が多量に存在しても，乾物生産を維持できることを示

唆した．葉位別における Na⁺挙動は，下位葉から上位葉へ優先的に Na
+

を蓄積することが明らかとなった．一方，K
+については，葉身全体では

塩処理区で多く蓄積することが明らかとなったが，個葉レベルでは逆に

塩処理区で対照区より少ない値となった．その生理的意義の解明のため

に，本研究で調査していない主稈の葉  (第Ⅱ，Ⅳ，Ⅵ葉など ) や，主稈

に隣接する分げつの葉における K
+含有率についても調査する必要があ

る．  
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3-5．摘要  

 本章では，塩ストレスを受けた O. officinalis における各器官の Na
+，

K
+含有率および Na

+
/K

+，葉位別の Na
+，K

+含有率および Na
+
/K

+について

調査し，O. officinalis 体内の Na
+および K

+の動態について検討した．得

られた結果は以下のとおりである． 

1). O. officinalis における各器官の Na
+含有率は塩処理によって増加し，

特に葉身 Na
+含有率は対照区の約 28 倍であった  (Table 3-1)．このこ

とから，O. officinalis は O. latifolia と同様に葉身に Na
+を多く蓄積し

ても乾物生産を維持することが明らかとなった．  

2). O. officinalis における個葉の Na
+は下位葉から順に蓄積していくこと

が明らかとなり，従来のイネの蓄積様式と同様であった  (Table 3-4)．  

3). O. officinalis における各器官の K
+含有率は塩処理によって増加した  

(Table 3-2)．一方で，葉位別 K
+含有率は対照区より塩処理区で低か

った  (Table 3-5)．このことから，主稈とは別の葉に K
+を転流させて

いることが推察された．  

4). O. officinalis の各器官および葉位別の Na
+
/K

+は塩処理によって対照

区より増加し，Pokkali とは違う反応を示した  (Table 3-3，3-6)．この

ことから，O. officinalis は葉内のイオンバランスが崩れても，葉身の

水分保持や Na
+を他所へ輸送するなど Na

+害からの回避行為をしてい

る可能性があると考えられた．  
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第 4 章 塩ストレス下における O. officinalis の光合成能力  

 

4-1．はじめに  

前章までに，O. officinalis の Na⁺および K⁺の動態及び乾物生産の面か

ら耐塩性の評価を行った．O. officinalis は塩ストレスを受けると地上部，

葉身に多量の Na⁺を蓄積することが明らかとなったが，それでも地上部

乾物重および RGR は，耐塩性栽培イネより低下程度は少なかった．こ

のことは，O. officinalis は Na⁺害を受けにくい，塩分耐性の耐塩性機構を

有することが示唆された．また，O. officinalis が高い耐塩性を有する要

因の一つに，光合成器官である葉身へ塩ストレスの影響が少ないこと，

葉身水分を保持することが考えられた．すなわち，O. officinalis は，塩

ストレス下でも光合成を行いやすい状態にあると考えられる．  

光合成は乾物生産と密接に関係し，光合成能力の低下は乾物生産の低

下を引き起こす要因となる．光合成は，大きく 2 つの系に分けることができ

る. 1 つは，電子伝達系と，もう 1 つは炭酸固定系である. 電子伝達系では，

光エネルギーを受け取ったクロロフィルは励起され電子を放出する . その電子

は電子伝達系へと渡される. また光エネルギーによって光化学系が活性化し，

水を分解することで電荷分離を行い，それらの電子を伝達して NADPH を生産

する. また，チラコイド内外の H
+の濃度勾配により ATP が生産される. 炭酸固

定系は，電子伝達系で生産された ATP，NADPH を利用して，カルビン・ベン

ソン回路により気孔から取り込んだ二酸化炭素を固定し，光合成の最終産物と

してブドウ糖が生産され，個体の生長に活用される．  

これまでに，塩ストレスを受けたイネは，葉身に Na
+を蓄積し，光合

成速度  (炭酸固定速度 ) が低下する報告はいくつかある  (Yeo and 
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Flowers 1983，Yeo et al. 1985)．光合成速度の低下要因は，葉内 CO2 濃度

と光合成速度の低下程度を比較することによって，気孔開度による葉内

への CO2 供給の減少による場合  (気孔要因 ) と，葉肉組織における光合

成活性の低下による場合  (非気孔要因 ) とにわけることができる  (斉

藤・石原  1987)．塩ストレスを受け葉身の水分含量が低下したイネは，

気孔の閉鎖に伴い気孔伝導度が低下することによって炭酸固定速度が

減少することが報告されている  (Sese and Tobita 2000)．野生稲では，塩

処理した O. latifolia における光合成速度を測定したところ，耐塩性品種

より低下程度は少ないことが報告されている  (仲村ら  2005a)．  

一方，葉肉内部の光合成能力に対する塩ストレスの影響を調べるため

には，気孔の影響を除去した光合成の活性を測定する必要がある．Ishii et 

al. (1977) は，高濃度の HCO3
－を使用し，気孔の開閉に関係なく強制的

に CO2 を葉内へ取り込ませることで，気孔の影響を取り除いた O2 放出

速度を測定する方法を確立した．仲村ら  (2005b) では，塩処理した O. 

latifolia における葉位別の O2 放出速度を，液相型酸素電極を用いて測定

したところ，上位葉の O2 放出速度は塩ストレスの影響を受けにくいこ

とを示した．しかし，O. officinalis については，塩ストレス下での炭酸

固定速度および O2 放出速度は未調査である．  

本章では，塩ストレスを受けた O. officinalis が，葉身に Na
+を多く蓄

積したにも関わらず，乾物生産を高く保ったことに着目し，個葉の光合

成能力を調査した．まず，塩ストレス下での光合成速度を測定し，炭酸

固定系への塩ストレスの影響を調べた．次に液相型酸素電極を用いて

O2 放出速度を測定し，電子伝達系への塩ストレスの影響を調べた．  
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4-2．材料および方法  

1) 個葉の光合成速度，葉内 CO2 濃度および気孔伝導度  

 供試材料は，第 2 章において，播種を 2010 年 6 月 26 日に行った供試

個体を使用した．栽培条件および塩処理方法は第 2 章と同様である．測

定には，播種後 63，67，74 および 81 日  (塩水処理 3，7，14 および 21

日目 ) に達した供試材料の主稈最上位完全展開葉を用いた．供試個体は，

測定前日に，栽培に使用しているものと同様の水耕液が入った実験室内

のバットに移動した．測定の前処理として，光源のメタルハライドラン

プ  (東芝 ) で測定葉に 30 分程度光を照射した．測定葉の中央部分につい

て，携帯型光合成測定装置  (SPB-H4，ADC 社 )を用いて，光合成速度，

気孔伝導度，葉内 CO2 濃度を測定した．測定条件は，導入空気量 450 ml 

min
-1，光強度は約 1500 µmol m

-2 
s

-1 の飽和光，葉温 30 ± 2℃であった．  

 

2) 個葉の O2 放出速度  

 供試材料は，第 2 章において，播種を 2011 年 5 月 11 日に行った供試

個体を使用した．栽培条件および塩処理方法は第 2 章と同様である．O2

放出速度の測定には，液相型酸素電極  (Clark-type，Hansatech) を用いた．

測定葉は，主稈の最上位完全展開葉  (第 Ⅰ葉 )，第Ⅲ葉および第Ⅴ葉を用い

た．播種後 81 日目  (NaCl 処理 21 日目 ) に，測定葉の中央部位 1cm
2 を

切除し，超純水に一晩浸漬した．その後 0.5 mM 硫酸カルシウムを含む

50 mM HEPES-NaOH (pH 7.2) 緩衝液中でさらに細断し，アスピレータ  

(Aspiret Q-1，TAITEC) により葉内の空気を 4～5 分脱気した．同じ緩衝

液を含むキュベット内に脱気した葉片を入れ，ハロゲンランプ  (WLT-40 

500W，TAKAGI) で 5 分間照射後，30 mM NaHCO3 を添加し，反応を開
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始させた．反応開始後，溶液中の O2 濃度を測定し，これを単位時間当

たりに換算することにより O2 放出速度とした．測定時における反応容

器の循環水の温度は 25℃，光強度は 55000 lux とした．  

 

3) 個葉のクロロフィル含量  

 O2 放出速度の測定葉を収集し，クロロフィル含量の測定に用いた．ク

ロロフィル含量の測定は，Porr ら  (1989) の方法に従った．すなわち，

O2 放出速度の測定後，直ちに測定葉を回収し，N，N-ジメチルホルムア

ミド  (DMF) 3 ml が入った試験管に移し，冷蔵庫に 24 時間静置した，そ

の後，分光光度計  (Ubest-35 型 ,日本分光 ) を用いて，663.8 nm と 646.8 nm

の波長の吸光度を測定した．クロロフィル a + b 含量は，663.8 nm と 646.8 

nm の測定値をそれぞれ A
646.8，A

663.8 として以下の式より算出した．  

クロロフィル  a + b = 17.67 × 𝐴646.8 + 7.12 × 𝐴663.8 

 

4-3．結果  

1) 個葉の光合成速度，葉内 CO2 濃度および気孔伝導度  

Fig. 4-1 に，Oryza 属 5 種の光合成速度の推移を示した．塩水処理開始

後 21 日目の光合成速度は，Pokkali および O. rufipogon では対照区に対

し，塩処理区でそれぞれ 85%および 74%まで低下した．しかし O. latifolia，

O. australiensis および O. officinalis ではそれぞれ 91%，89%および 93%

までの低下となった．塩処理区の推移では，O. latifolia，O. australiensis

および O. officinalis は，塩水処理開始後 3 日目と 21 日目の光合成速度の

差が少なく，対照区と同様な傾向を示した．  
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Table 4-1 に，播種後 81 日の Oryza 属 5 種の光合成速度，葉内 CO2 濃

度および気孔伝導度を示した．対照区を 100％とした場合の塩処理区の

相対値をみると，光合成速度は，O. officinalis，O. latifolia および O. 

australiensis が 90％以上あり，O. rufipogon より O. officinalis および O. 

latifolia が有意に高かった．葉内 CO2 濃度の相対値は，O. rufipogon で

87％と最も高く，次いで Pokkali の 82％であった．一方，O. australiensis

は 72％と最も低く，O. rufipogon および Pokkali より有意に低かった．気

孔伝導度の相対値は，供試稲すべてが 50％を下回った．その中で O. 

latifolia が 46％であり，他種より有意に高かった．  

Fig. 4-2 に，播種後 81 日における Oryza 属 5 種の光合成速度と気孔伝

導度の関係を示した．O. rufipogon，Pokkali，O. australiensis および O. 

officinalis の相関係数は，それぞれ 0.99 (p < 0.01)，0.98 (p < 0.01)，0.69 (p 

> 0.05) および 0.64 (p > 0.05) であり，光合成速度と気孔伝導度の間に高

い正の相関を示した．一方，O. latifolia の相関係数は 0.48 (p > 0.05) で

あり，中程度の正の相関であった．  

 

2) 個葉の O2 放出速度およびクロロフィル含量  

Table 4-2 に，播種後 81 日目における Oryza 属 4 種の葉位別面積当た

りの O2 放出速度を示した．対照区を 100％とした場合の塩処理区の相対

値をみると，O. officinalis および O. latifolia は，第 Ⅰ葉および第Ⅲ葉のす

べての塩処理区と第Ⅴ葉の 50 mM 区で対照区よりも高い値を示した．O. 

officinalis の第 Ⅰ葉における 50 mM 区および 100 mM 区は，対照区より有

意に高かった．一方，Pokkali および O. rufipogon は，第 Ⅰ葉および第Ⅴ葉

の全ての塩処理区で対照区よりも低い値を示した．塩ストレスを受けた  
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Fig. 4-2.  Relationship between photosynthetic rate and stomatal conductance of five

Oryza  species under NaCl treatment (81days after seeding).

n = 3, **：Indicates significance at 1% level.
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O. officinalis および O. latifolia は，上位葉で面積当たりの O2 放出速度を

増加させ，Pokkali および O. rufipogon とは異なる反応を示した．  

Table 4-3 に，播種後 81 日目における Oryza 属 4 種の葉位別クロロフ

ィル含量を示した．対照区を 100％とした場合の塩処理区の相対値をみ

ると，O. officinalis における第Ⅲ葉の 100 mM 区は対照区と比べ有意に高

かった．また，第 Ⅰ葉および第Ⅲ葉のすべての塩処理区は，対照区より高

い値を示したが，有意差は認められなかった．一方，Pokkali の第 Ⅰ葉で

は，クロロフィル含量はすべての塩処理区で対照区よりも低くなる傾向

を示した．O. latifolia および O. rufipogon の第 Ⅰ葉では，対照区に比べ 50 

mM 区で高い値を示し，100 mM 区で低い値を示したが，有意差は認め

られなかった．Pokkali，O. latifolia および O. rufipogon の第Ⅲ葉では，

各塩処理で対照区より増加および減少したが，その変化割合は 10％以内

であった．塩ストレスを受けた O. officinalis のクロロフィル含量は，上

位葉で，対照区と比べ高くなる傾向を示した．  

Table 4-4 に，播種後 81 日目における Oryza 属 4 種の葉位別クロロフ

ィルあたりの O2 放出速度を示した．対照区を 100%とした場合の塩処理

区の相対値をみると，第 Ⅰ葉では，Pokkali はすべての塩処理区で対照区

より低くなる傾向を示したのに対し，O. officinalis および O. latifolia の

どの塩処理区でも高くなる傾向を示した．第Ⅲ葉においても同様に，O. 

officinalis および O. latifolia では対照区に対して塩処理区で高くなる傾

向を示した．  

Fig. 4-3 に，Oryza 属 4 種における葉位別の O2 放出速度と，第 3 章で

測定した葉位別葉身 Na
+含有率の関係を示した．いずれの種においても，

上位葉での O2放出速度と葉身 Na
+含有率の間には高い相関関係は認めら  
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Fig. 4-3.  Relationship between photosynthetic O2

evolution rate per leaf area and Na
+
 content

of four Oryza  species under NaCl treatment

 (81days after seeding).
Ⅰ: The top leaf，Ⅲ: The third leaf，Ⅴ: The 5th leaf．

n = 3, *：Indicates significance at 5% level.
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れなかった．一方，O. officinalis および O. latifolia の下位葉ではそれぞ

れ r = -0.70 (P < 0.05) および r = -0.66 (P < 0.05) であり，有意に高い負

の相関がみられた．  

 

4-4．考察  

1) 個葉の光合成速度，葉内 CO2 濃度および気孔伝導度  

本研究では塩ストレスを受けた Pokkali および O. rufipogon は光合成速

度が低下し  (Fig. 4-1，Table 4-1)，Yeo et al. (1985) の報告と同様の結果

を示した．一方，O. officinalis および O. latifolia における光合成速度の

低下程度は Pokkali より少なかった  (Table 4-1)．また，O. officinalis およ

び O. latifolia は，3 日目と 21 日目の光合成速度の差が少なく，対照区と

塩処理区で同様な傾向を示した  (Fig. 4-1)．このことから，O. officinalis

は，Na
+を葉身に多く蓄積するにも関わらず，塩ストレス下でも光合成

をあまり低下させない機構をもつことが示唆された．Bohra and 

Doerffling (1993) は，塩水処理中のイネにカリウムを施肥すると，カリ

ウムを施肥しないイネに比べ光合成活性が増加することを示した．O. 

officinalis の地上部葉身全体では，塩ストレスによって Na
+と同時に K

+

の吸収を高めていた  (Table 3-2)．一方で，  K
+は上位葉へあまり吸収さ

れなかった  (Table 3-5)．今後，O. officinalis における塩ストレス下にお

いて葉身に K
+を蓄積することと，水分含有率および光合成速度を維持す

ることの関係性を明らかにするために，個葉の蒸散速度や，葉身細胞内

の水ポテンシャルを調査する必要がある．  

播種後 81 日における気孔伝導度は，すべての種で対照区に対し塩処

理区で 50％以下となり，塩ストレスによって気孔開度の低下が起こるこ
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とが明らかとなった  (Table 4-1)．塩水処理 21 日目における Pokkali，O. 

officinalis，O. latifolia および O. australiensis の光合成速度は，それぞれ

16％，2％，6％および 10％低下したのに対し，葉内 CO2 濃度はそれぞれ

18％，22％，19％および 28％低下した．一方，O. rufipogon は光合成速

度が 24％低下したのに対し，葉内 CO2 濃度は 13％低下した  (Table 4-1)．

これらの結果から，光合成速度の低下要因は，O. rufipogon 以外の種で

は，葉肉部分の光合成活性の低下よりも，気孔の閉鎖によるところが大

きいと考えられた．一方，O. rufipogon では気孔の閉鎖に加え，葉肉部

分の光合成活性の低下によると考えられた．  

光合成速度と気孔伝導度は密接に関係しており，植物が水ストレスや

塩ストレスを受けると，気孔伝導度の低下に伴い光合成速度も低下する  

(Wrong et al. 1979，Brugnoli and Lauteri 1991)．本研究において，O. 

rufipogon，Pokkali，O. australiensis および O. officinalis では，光合成速

度と気孔伝導度の間に相関係数が 0.6 以上の高い正の相関が認められた  

(Fig. 4-2)．Brugnoli and Lauteri (1991) は，塩感受性のインゲンマメは，

塩ストレスによって気孔伝導度と光合成速度は低下するが，葉内 CO2 濃

度は一定となる実験結果を報告している．本研究において O. officinalis

は，塩水処理後の葉内 CO2濃度は供試イネの中で最も低かったことから，

O. officinalis では塩ストレス環境下において炭酸固定能力が高いと考え

られる．一方で，O. latifolia は，気孔伝導度と光合成速度の相関係数は

0.48 と供試イネの中で最も低かった  (Fig. 4-2)．O. latifolia は，塩水処理

後の気孔伝導度，葉身水分含有率が供試稲の中で最も高かった．気孔開

度は孔辺細胞の膨圧によって変動する．塩ストレスを受けた O. latifolia

は，葉身 K⁺含有率は対照区より高い値を示し，個葉レベルでも対照区
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と同等の値を示した．このことが葉身水分含有率を高く維持することお

よび気孔開度を高くすることに関係していることが考えられるが，この

機作については今後の検討課題である．  

 

2) 個葉の O2 放出速度およびクロロフィル含量  

塩ストレスを受けたイネは，O2 放出速度が低下する  (Oh et al. 2003)．

一方で，本研究では O. officinalis および O. latifolia の第 Ⅰ葉における面積

あたりの O2 放出速度は，対照区に対し塩処理区で増加する傾向がみら

れた  (Table 4-2)．これは，仲村ら  (2005b) が行った O. latifolia の O2 放

出速度測定と同様な結果となった．このことから，O. officinalis の上位

葉における葉肉部分の光合成活性は，塩ストレスの影響をうけにくいと

考えられた．  

塩ストレスをうけた O. officinalis の上位葉におけるクロロフィル含量

は，対照区に対し塩処理区で増加する傾向がみられ  (Table 4-3)，Misra et 

al. (1997) のイネを用いた実験と同様な結果となった．Aldesuquy (1992) 

は，塩処理後の小麦の止葉におけるクロロフィルやカロチノイドの増加

は，葉緑体数が増加したことによるとしている．本実験において，塩ス

トレスを受けた O. officinalis の上位葉では，Aldesuquy (1992) の報告と

同様に葉緑体数が増加したことでクロロフィル含量が増加している可

能性があると推察された．今後は，塩ストレス下の O. officinalis におけ

る葉身クロロフィル含量と葉緑体数との関係性について調べる必要が

ある．  

また，塩ストレスを受けた O. officinalis および O. latifolia の上位葉で

は，クロロフィルあたりの O2 放出速度が増加する傾向がみられた   
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(Table 4-3)．Critchley (1982) は，塩性植物のマングローブへ高濃度の塩

処理をしたところクロロフィルあたりの O2 放出速度が増加するという

結果を示し，これは光化学系Ⅱの電子伝達に塩素が補助酵素として働い

ている可能性を示唆した．今後は，O. officinalis および O. latifolia にお

いても，塩素に着目した O2 放出の反応性について調べる必要がある．   

 葉位別のクロロフィルあたりの O2 放出速度と，第 3 章で測定した葉

身 Na
+含量の関係をみると，いずれの種も上位葉で高い相関は認められ

なかった  (Fig. 4-3)．塩ストレスは浸透圧ストレスとイオンストレスに

大別できるが，植物が長期間塩ストレスに曝されると，特にイオンスト

レスによる生長阻害の影響が大きくなる  (Munns and Tester 2008)．イオ

ンストレス下で，細胞内に Na
+が蓄積することによってイオンバランス

が崩壊する中で，Yeo and Flowers (1983) は，塩ストレスを受けたイネの

葉身クロロフィル含量と Na
+含量の間には負の相関があることを明らか

にした．本実験では，O. officinalis および O. latifolia において，Pokkali

および O. rufipogon に比べ上位葉の Na
+含有率が高い値を示しているに

もかかわらず O2 放出速度を維持していた．O2 放出速度を測定するため

に，測定用を超純水中に一晩浸漬したことで，浸透圧ストレスが軽減さ

れた可能性があると考えられる．しかしながら，同じ条件で測定した

Pokkali の第 Ⅰ葉では，対照区に対し塩処理区でクロロフィルあたりの O2

放出速度が低下する傾向であったにも関わらず，O. officinalis および O. 

latifolia の第 Ⅰ葉では対照区に対し塩処理区で増加する傾向を示した  

(Table 4-4)．このことから，O. officinalis および O. latifolia において，長

期の塩ストレスに曝されても，上位葉の光合成器官はイオンストレスを
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受けにくい，もしくはイオンストレスの障害から回復しやすいことが示

唆された．  

一方，O. officinalis および O. latifolia では，下位葉で有意に高い負の

相関が見られた  (Fig. 4-3)．NaCl 処理による Na
+や Cl

-の過剰吸収は，葉

の老化を促進させる  (Lutts et al. 1996)．塩ストレスをうけた O. officinalis

および O. latifolia では，下位葉へ Na
+を多く蓄積し，老化を促進させる

ことで，上位葉における O2 放出速度への Na
+害を軽減させている可能性

があると考えられた．  

  

以上のことから，O. officinalis は，塩ストレスを受けると，多量に Na
+

を地上部に蓄積するにもかかわらず，乾物生産力は耐塩性栽培イネの

Pokkali より低下させなかった．その要因として，塩ストレスを受けても，

最上位展開葉の光合成速度は低下させないこと，および上位葉の O2 放

出速度は増加させることで，高い乾物生産を維持していることが示唆さ

れた．塩ストレス下の O. officinalis における光合成の高さは，葉身の水

分保持能力および葉肉部分の光合成活性が Na
+害に高い耐性を持つこと

によると示唆された．一方，同等の高い耐塩性を有する  O. latifolia とは

光合成能力の塩反応性には違いが見られた．  

 

4-5. 摘要  

 本章では，O. officinalis の光合成能力からみた耐塩性を評価するため

に，まず最上位展開葉における光合成速度，気孔伝導度および葉内 CO2

濃度を測定した．次に，葉肉内部の光合成活性の耐塩性を評価するため
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に，個葉の O2 放出速度およびクロロフィル含量を測定した．得られた

結果は以下の通りである． 

1). 塩ストレスを受けた O. officinalis の光合成速度は，塩処理開始 3 日

から 21 日の間であまり低下せず，低下程度は Pokkali より低かった  

(Fig. 4-1，Table 4-1)．このことから，O. officinalis は，塩ストレスに

よって葉身に Na
+を多く蓄積しても，光合成速度を維持できることが

明らかとなった．   

2). すべての供試個体は塩処理によって気孔伝導度を 50％以下まで低下

させたが，O. officinalis と O. latifolia では低下程度に差が見られた  

(Table 4-1)．光合成速度と気孔伝導度の関係においても，両種は相関

係数に違いがみられた  (Fig. 4-2)．  

3). 塩ストレスによる光合成速度の低下要因を気孔伝導度と葉内 CO2 濃

度より解析すると，O. rufipogon 以外の種は気孔の閉鎖に起因するこ

とが示唆された．したがって，塩ストレス下の O. officinalis は，塩

ストレスに対する葉肉内部の光合成活性は耐性があることが示唆さ

れた  (Table 4-1，Fig. 4-2)．   

4). 塩ストレスを受けた O. officinalis における葉位別の O2 放出速度およ

びクロロフィル含量は，上位葉で増加する傾向にあった  (Table 4-2, 

Table 4-3, Table 4-4)．  

5). 葉位別の O2 放出速度と Na
+含有率の関係では，どの種も低い関係性

だった  (Fig. 4-3)．このことから，O. officinalis では，葉身に Na
+が

多量に存在しても，光合成器官は Na
+害の影響を受けにくく，むしろ

O2 放出を盛んに行うことが明らかとなった．   
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第 5章 O. officinalisにおける光合成関連タンパク質の塩応答性  

 

5-1．はじめに  

前章までに，O. officinalis の耐塩性について，乾物生産，水分保持力，

イオンの動態および光合成能力の面から評価した．その結果，O. 

officinalis は，塩ストレスを受けると，地上部，特に葉身に Na
+を多く蓄

積することが明らかになった．一方で，葉身に対する形態的ダメージは

少なく，乾物生産および RGR はさほど低下しなかった．このことから，

O. officinalis の耐塩性機構は，従来の耐塩性栽培イネのような塩分排除

ではなく，塩類に対する耐性が高いことが示唆された．耐塩性が高い要

因として，プロリンを蓄積して葉身水分を維持できる，葉肉部分の光合

成活性が Na
+害に対して耐性があり，光合成速度を維持できるなどが考

えられた．  

耐塩性野生稲である O. latifolia と O. officinalis を比較すると，両種も

Na
+害に対して耐性を持つ耐塩性機構を有することが明らかとなった．

また，塩ストレスを受けた両種は，上位葉で O2 放出速度が増加傾向に

あり，耐塩性栽培イネとは違う反応を示した．従来の栽培イネとは違う，

O. officinalis の耐塩性機構を解明するためには，両種の光合成能力につ

いてさらに調査が必要である．  

O2 放出は，クロロフィル分子が光量子を吸収し励起され，その励起エ

ネルギーが光化学系の反応中心へ伝達されることによって起こる．光化

学系の反応中心は励起エネルギーを受け取ると O2 放出と共に電子を放

出し，その電子が電子伝達系を経ることにより NADPH が生産され，ま

た膜を介した水素イオンの濃度勾配を作ることによって ATP が生産さ
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れる．電子伝達系には，光化学系 Ⅰ，Ⅱ，シトクロム b6f，プラストキノン，

フェレドキシンなど多くのタンパク質が存在する．これまでに，塩スト

レスによって光化学系 Ⅰ，Ⅱに関わるタンパク質の発現が変動することを

明らかにした報告はあるが  (Sengupta and Majumder 2009)，野生稲につい

てはほとんど調査されていない．  

二次元電気泳動は，一回の泳動で数百個のタンパク質を検出できるた

め，タンパク質の挙動を網羅的に解析するために最適な手法である  

(O’Farrell 1975) ．栽培イネの葉身タンパク質の塩応答性を，二次元電気

泳動法によって解析した報告はいくつかある  (Abbasi and Komatsu 2004, 

Kim et al. 2005) が，O2 放出に関するタンパク質の塩応答性について解

析した報告は少ない．仲村ら  (2004) は，O. latifolia のチラコイド膜タ

ンパク質について二次元電気泳動によって解析したが，塩ストレス下に

おける発現の違いは調べられていない．  

本章では， 前章までに明らかになった O. officinalis における光合成器

官の塩耐性の高さについて，葉緑体に局在するタンパク質に着目し，光

合成関連タンパク質の塩応答性について二次元電気泳動法を用い調査

した．  

 

5-2．材料および方法  

 供試材料は，第 2 章における，2011 年 5 月 11 日に播種したものを用

いた．栽培条件および塩処理条件は第 2 章と同様である．測定葉は，播

種後 81 日目の主稈に隣接する分げつの最上位完全展開葉を用いた．採

取後直ちに液体窒素で凍結させ，測定まで -80℃で保存した．タンパク質

の抽出は，O’Farrell (1975) の方法を一部改変して行った．葉身 200 mg
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を乳鉢および乳棒を用いて粉砕し，8 M 尿素，2％  NP-40，2％  Phamalyte 

(pH 3-10, GE Healthcare)，2-メルカプトエタノール，5％  

polyvinylpyrrolidone (PVP) を含むタンパク質溶解液を 1 ml 添加した．そ

の後，4℃，15000 rpm で 5 分間遠心分離し，得られた上清み液をタンパ

ク質抽出液とした．この抽出液のタンパク質含量は，Bradford 法  

(Bradford 1976) により測定した．抽出したタンパク質は二次元電気泳動

により分離した．一次元目の等電点電気泳動ゲル  (7 cm IPG strips pH 

3-10 NL，Bio-Rad) に，抽出したタンパク質 100 µl 添加し，16 時間膨潤

させた．膨潤させたゲルを等電点電気泳動装置  (Protean IEF Cell system，

Bio-Rad) にセットし，250 V 30 分，500-3000 V 4 時間，4000-10000 Vhr

の条件で電気泳動を行った．泳動後，ゲルを平衡液 Ⅰ (6 M 尿素，2% ド

デシル硫酸ナトリウム  (SDS), 0.375 M Tris-HCl pH 8.8, 20％  glycerol，2 

mM tributylphosphine (TBP))，平衡液Ⅱ (6 M 尿素，2% SDS, 0.375 M 

Tris-HCl pH 8.8, 20％  glycerol, 135 mM iodoacetamide) 中でそれぞれ 20

分間振盪させた．平衡化したゲルは，二次元目の SDS-PAGE ゲル  (ミニ

プロティアン TGX ゲル，Bio-Rad) 上に 0.5％アガロース溶液を用いて固

定した．ゲルを SDS-PAGE 用装置  (MiniProtean Tetra system，Bio-Rad) に

セットし，電極緩衝液  (25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1% SDS) を用いて

180 V 定電圧で電気泳動を行った . 泳動したゲルは，CBB 溶液で染色し

た．各個体の測定葉 1 枚につき 1 つのゲルを使用し，これを 3 反復行っ

た．スポットの検出および発現量の測定は，  PDQuest (Bio-Rad) を用い

て行った．各処理で検出されたスポットの発現量は，対照区を 100 とし

た場合の塩処理区の相対値を算出して比較を行った．タンパク質の相同



68 
 

性検索は，ExPASy-Tagldent tool (0) を用いた．等電点および分子量の検

索範囲は，等電点  ± 0.1，分子量  ± 10％の範囲で行った．  

 

5-3．結果  

Fig. 5-1 に，O. officinalis における葉身タンパク質の二次元電気泳動の

結果を示した．O. officinalis の対照区では 100 個，100 mM 区で 80 個の

タンパク質が検出された．Fig. 5-2 に，O. latifolia における葉身タンパク

質の二次元電気泳動の結果を示した．O. latifolia の対照区では 101 個，

100 mM 区で 99 個のタンパク質が検出された．Fig. 5-3 に，O. rufipogon

における葉身タンパク質の二次元電気泳動の結果を示した．O. rufipogon

の対照区では 54 個，100 mM 区で 56 個のタンパク質が検出された．Fig. 

5-4 に，Pokkali における葉身タンパク質の二次元電気泳動の結果を示し

た．Pokkali の対照区では 100 個，100 mM 区で 60 個のタンパク質が検

出された．  

それらのタンパク質を ExPASy-Tagldent tool により相同性検索をした

ところ，約 120 種のタンパク質が推定された．その中で，葉緑体に局在

するタンパク質と推定されたのは約 40 種であった．  

Table 5-1 に，Fig. 5-1 から Fig. 5-4 のスポット解析から推定されたタン

パク質のうち，NaCl 処理によって発現が変化した葉緑体に局在するタン

パク質をまとめた．塩処理によって過剰発現したタンパク質は，O. 

officinalis で 53 個，O. latifolia で 21 個，O. rufipogon で 20 個，Pokkali

で 24 個であった．その内，葉緑体に関わるタンパク質は，O. officinalis

で 23 個，O. latifolia で 8 個，O. rufipogon で 5 個，Pokkali で 4 個であっ

た．O. officinalis のスポット番号 2，O. rufipogon のスポット番号 19 番，  

http://web.expasy.org/tagident/
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Pokkali のスポット番号 21 のタンパク質では，対照区と塩処理区の間に

有意差が認められた．  

 

5-4．考察  

塩処理後の光合成活性の低下程度の違いは，葉身の光合成関連酵素や

光合成器官の耐塩性の高さが異なるためだと考えられる．一般に，細胞

質における光合成関連酵素類の耐塩性は低く，耐塩性の高い塩性植物に

おいても酵素の耐塩性は中生植物と同程度とされている  (Flowers et al. 

1977)．前章において，塩処理後の光合成速度の低下程度が O. officinalis

および O. latifolia で低かったことから，光合成器官が高い NaCl 耐性を

持つことが示唆された．両種の光合成器官の耐塩性についてタンパク質

面から評価するために，二次元電気泳動法を用いて検討した．  

電気泳動で得られたゲルのスポット解析から，葉緑体に局在するタン

パク質が約 40 種推定された．その内，塩ストレスによって発現が増加

および誘発されたタンパク質は，O. officinalis で最も多く 20 個であった．

それ以外の種では 10 個以下であった．このことから，O. officinalis は，

葉緑体に局在するタンパク質の発現を高めることで，塩処理後の O2 放

出速度を維持した可能性があると考えられた．  

O. officinalis において，クロロフィル合成代謝に関わる

Protochlorophyllide reductase B，Chlorophyll a-b binding protein，

Delta-aminolevulinic acid dehydratase と推定されたタンパク質の発現量は，

対照区に比べ，塩処理区でそれぞれ 1.1 倍，1.1 倍，15.4 倍であり，

Delta-aminolevulinic acid dehydratase と推定されたタンパク質の発現量は

対照区より有意に増加した  (Table 5-1)．このことが，塩ストレスを受け
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た O. officinalis の上位葉でクロロフィル含量が増加したことと関係して

いると推察された．一方，Pokkali では，検出されたすべてのクロロフィ

ル合成経路に関わると推定されたタンパク質，O. latifolia では

Delta-aminolevulinic acid dehydratase，O. rufipogon では Chlorophyll a-b 

binding protein と推定されたタンパク質が，それぞれ塩ストレスによっ

て発現抑制がみられた  (Table 5-1)．このことから，Pokkali，O. latifolia

および O. rufipogon では，塩ストレスによってクロロフィル合成経路の

酵素活性が阻害される，もしくは酵素タンパク質が分解されたことによ

って，上位葉におけるクロロフィル含量は，対照区と同等もしくは低下

すると推察された．  

塩ストレスを受けたイネでは，O2 放出速度が低下し，光化学系Ⅱの活

性が低下することが報告されている  (Tiwari et al. 1997)．本研究におい

て，塩ストレスを受けた O. officinalis は，光化学系Ⅱに関わる

PhotosystemⅡreaction center PSB28 protein と推定されたタンパク質の発

現量が対照区より 2.5 倍増加した  (Table 5-1)．O. officinalis は，塩スト

レスを受けることによって上位葉のクロロフィル含量および葉身面積

当たりの O2 放出速度が増加する傾向を示した  (Table 4-2，Table 4-3)．

また，クロロフィルを合成する代謝経路に関わるタンパク質と推定され

たスポットの発現も高くなる傾向を示した  (Table 5-1)．このことから，

塩ストレスを受けた O. officinalis における上位葉の葉身内では，クロロ

フィルおよび光化学系Ⅱに関わるタンパク質を合成することで，集光お

よび水分解しやすい状態にし，クロロフィルあたりの O2 放出速度を増

加させている可能性があると推察された．一方，Pokkali では，塩ストレ

スによって PhotosystemⅡreaction center PSB28 protein と推定されたタン
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パク質の発現は対照区より有意に低下した．O. latifolia も塩ストレスに

よって PhotosystemⅡreaction center PSB28 protein と推定されたタンパク

質の発現は対照区より低下したが，その低下割合は Pokkali より O. 

latifolia の方が少なくなる傾向を示した．感受性品種である O. rufipogon

では，光化学系Ⅱに関わると推定されたタンパク質は塩処理区で発現し

なかったが，光化学系 Ⅰに関わると推定されたタンパク質  

(PhotosystemⅠreaction center subunit Ⅳ) は発現した．また，光化学系に関

わるタンパク質として，ミトコンドリアの電子伝達系における複合体 Ⅰ

とよく似た NAD (P) H 脱水素酵素がある．NAD (P) H 脱水素酵素は，

NADPH を基質としプラストキノンを還元する．同様な酵素がシアノバ

クテリアから発見されており，HCO3
- を濃縮する機能をもつことが報告

されている  (Zhang et al. 2005)．塩ストレスを受けた O. latifolia および

O. rufipogon で発現が誘発されたタンパク質の中には，NAD (P) H 脱水素

酵素  (NAD (P) H-quinone oxidoreductase subunit K) と推定されたタンパ

ク質があった  (Table 5-1)．このことは，塩ストレスを受けた O. latifolia

上位葉で，クロロフィルあたりの O2 放出速度が増加する傾向を示した

ことと関係していると推察された．   

葉緑体内の電子伝達系が活性化すると，O2
- や H2O2 といった活性酸素

種が生産され，酸化ストレスを引き起こすことが報告されている  (Lee et 

al. 2001)．本研究の O. officinalis において，活性酸素除去に関わるスー

パーオキシドジスムターゼおよびアスコルビン酸ペルオキシダーゼと

推定されたタンパク質では，superoxide dismutase [Cu-Zn]および Probable 

L-ascorbate peroxidase 5 の発現量が対照区に比べ塩処理区でそれぞれ 1.1

倍および 1.2 倍増加した．また，superoxide dismutase [Fe] 2，Copper 
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chaperone for superoxide dismutase，Probable L-ascorbate peroxidase 7 およ

び Peroxiredoxin-2E-1 と推定されたタンパク質は，塩処理区で発現が誘

発された   (Table 5-1)．また，塩ストレスを受けた O. officinalis におい

て，Asada (1999) が見出した water-water cycle の反応系内にあるグルタ

チオンリダクターゼの活性に関わる酵素である Glutaredoxin-C9 と推定

されたタンパク質の発現量は，対照区に比べ 4.4 倍増加した  (Table 5-1)．

塩ストレスを受けた O. officinalis 上位葉ではクロロフィルあたりの O2

放出速度が増加する傾向にあり  (Table 4-4)，葉緑体内の電子伝達系が活

性化している可能性があると考えられる．電子伝達系の活性化によって

生産された活性酸素を除去するために，スーパーオキシドジスムターゼ

やアスコルビン酸ペルオキシダーゼ，または water-water cycle に関わる

タンパク質を増加させることで，塩ストレスの回避を行っていると推察

された．一方，O. latifolia および Pokkali において，活性酸素除去に関わ

ると推定されたタンパク質は，O. officinalis とは異なる発現パターンを

示した  (Table 5-1)．O. latifolia は塩ストレスによって上位葉の O2 放出速

度が増加したことから，O. officinalis とは異なる方法で，活性酸素の除

去を行なっている可能性があると考えられた．今後は，塩ストレスを受

けた O. officinalis および O. latifolia の上位葉において，活性酸素種であ

る O2
- や H2O2 含量の測定およびスーパーオキシドジスムターゼやアス

コルビン酸ペルオキシダーゼの活性を測定することで，活性酸素除去反

応系の塩反応性を解析する必要がある．  

塩ストレスによって発現の変化がみられたタンパク質の中で，

Glutamine synthetase および Thioredoxin M5 と推定されたタンパク質があ

る  (Table 5-1)．Glutamine synthetase の発現量は O. officinalis および O. 
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rufipogon でそれぞれ 1.5 倍および 3.3 倍増加した．Thioredoxin M5 は塩

ストレス下の O. officinalis で発現が誘発された．Glutamine synthetase は，

光呼吸に関わるタンパク質である．Hoshida et al. (2000) は，Glutamine 

synthetase を過剰発現させたイネを用いて，塩ストレスを受けたイネの

光呼吸の反応を調べることで，Glutamine synthetase が光呼吸の反応系で

重要な酵素であることを明らかにした．チオレドキシンは，光照射下で

カルビン回路における，グリセルアルデヒド 3-リン酸脱水素酵素  

(GAPDH)，フルクトースビスホスファターゼ  (FBPase)，セドヘプツロー

スビスホスファターゼ  (SBPase)，ホスホリブロキナーゼ  (PRK) を還元

し活性を高めることが報告されている  (Buchanan et al. 2000)．本研究に

おいて，O. officinalis は，塩ストレス下での光合成速度の低下程度が低

かった．このことは，塩ストレス下で Glutamine synthetase および

Thioredoxin M5 が発現してきたことと関係している可能性があると考え

られた．  

最後に，Beta-carotene isomerase D27 と推定されたタンパク質をとりあ

げたい．このタンパク質は，塩ストレスを受けた O. officinalis，O. latifolia

および O. rufipogon で，対照区よりそれぞれ 1.1 倍，1.5 倍，3.8 倍発現

が増加した  (Table 5-1)．一方 Pokkali では発現は見られなかった．

Beta-carotene isomerase D27 は，分枝を抑制するストリゴラクトンの生合

成に関係していることが報告されている  (Lin et al. 2009, Alder et al. 

2012)．本実験では，耐塩性栽培イネの Pokkali では発現せず，感受性野

性種の O. rufipogon で最も多く発現した．この結果は，塩ストレスを受

けたイネの物質生産性との観点からみて興味深い．  
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以上のことから，O. officinalis は，塩ストレスによって発現が変化す

るタンパク質が存在し，その多くは葉緑体に局在するタンパク質と推定

された．このことは，耐塩性野生稲 O. officinalis における上位葉の O2

放出速度が増加したことと関係があると考えられた．また，活性酸素種

の消散に関わると推定されたタンパク質の発現パターンには，O. 

officinalis と O. latifolia に種間差が認められた．このことから，O. 

officinalis および O. latifolia の光合成における耐塩性機構は異なること

が考えられた．今後，塩ストレスを受けた O. officinalis および O. latifolia

の上位葉で，O2 放出速度が増加した要因を明らかにするためには，今回

検出されたスポットについて質量解析を行い，タンパク質を同定すると

ともに，water-water cycle，光呼吸系および熱放散系に関わる酵素の活性

についても検討する必要がある．  

 

5-5. 摘要  

 本章では，O. officinalis の葉身に高濃度の Na
+が存在しても光合成速度

の低下程度は低く，O2 放出速度が増加した要因について，葉身タンパク

質を二次元電気泳動法によって解析し，光合成関連タンパク質の塩反応

性について調査した．得られた結果は以下の通りである． 

1). 塩ストレスを受けた O. officinalis の葉身から，80 個のタンパク質ス

ポットが得られ，そのうち 53 個が塩処理によって過剰発現した  (Fig. 

5-1)．そのうち葉緑体に局在するタンパク質は 23 種あり，他種より

多かった  (Table 5-1)．  

2). 塩ストレスによって過剰発現したタンパク質の中には，クロロフィ

ル合成に関わるタンパク質，光化学系に関わるタンパク質，活性酸
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素除去系に関わるタンパク質，光呼吸および光合成速度に関わるタ

ンパク質が推定された  (Table 5-1)．  

3). 塩ストレスを受けた O. officinalis の上位葉における O2 放出速度が増

加した要因として，上述のタンパク質の過剰発現および誘発が関与

していると推察された．  
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第 6 章 総合考察  

 

世界の乾燥，半乾燥地域では，塩害集積土壌が毎年増加しており，そ

のほとんどが発展途上国である．これからの人口増加による食糧問題を

考慮すると，塩類を多く含む土壌でも，安定的に食糧生産を行う必要が

ある．そのためには塩害地域でも生産できる耐塩性を持った作物を作出

することが急務である．  

一般に，作物は生育環境下に高濃度の塩類が存在すると，塩ストレス

を受け生長が阻害される．塩ストレスは，細胞内の水ポテンシャルが低

下することによって生長が阻害される浸透圧ストレスと，細胞内に蓄積

した Na⁺などのイオンが代謝阻害を引き起こすイオンストレスに大別す

ることができる．それに対し，作物の塩に対するメカニズムは，塩スト

レスの回避機構と , 塩ストレスの耐性機構がある  (Fig. 1-2). イネは，塩

ストレスに対して感受性が高く，高濃度の塩類が存在する環境では，生

育が阻害される  (間藤  1991)．一方で，イネは品種間で耐塩性に差があ

ることが報告されている  (Akita and Cabuslay 1990)．その耐塩性機構は，

地上部に Na
+を蓄積させないよう根で Na

+を排除する，いわゆる塩スト

レスの回避機構であり，地上部への Na
+害を回避し，光合成速度を維持

すると考えられている  (山内ら  1987)．   

これまでの報告は，主に栽培イネを供試したものがほとんどであった．

近年では，未利用資源であるイネ属  (Oryza) に存在する約 20 種の野生

稲が育種材料として注目されている  (Kobayashi et al. 1993，Xiao et al. 

1998，Nakamura et al. 2002)．野生稲の耐塩性については，仲村ら  (2005a) 

が，Oryza 属野生稲 O. latifolia について調査した報告があるが，その他
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の野生稲における耐塩性を詳しく評価した報告はほとんどない．仲村ら  

(2005a) の報告では，O. latifolia の耐塩性は栽培イネよりも高く，さら

に従来の栽培イネとは違う耐塩性機構，すなわち塩類に対する抵抗性が

高いといった耐塩性機構を有することを明らかにしている．栽培イネと

は違った耐塩性機構についてさらに多くの知見を得ることができれば，

耐塩性イネの作出に貢献できるだろう．  

Oryza 属野生稲の O. officinalis は，国際農林水産業研究センター  

(JIRCAS) 沖縄支所にて，幼苗期における野生稲の耐塩性スクリーニン

グ試験により選抜された種である．O. officinalis は，農業上有用な形質

を持っていること，また未利用資源であることなどから，育種材料とし

て注目されている．しかし，耐塩性の詳細については明らかにされてい

ない．  

以上のことを背景に，本研究では，野生稲 O. officinalis について，1) 塩

ストレス下の乾物生産力および水分保持力，2) Na
+および K

+が生長に与

える影響，3) 塩ストレス下の光合成能力，4) 塩ストレス下における光

合成関連タンパク質の挙動を調査した．これらの結果から，本章では，

耐塩性栽培イネおよび耐塩性野生稲と比較検討することで，O. officinalis

の耐塩性機構について考察した．  

  

1) 塩ストレス下の乾物生産力および水分保持力  

これまでの研究で，イネでは生育環境下において，NaCl が 50 mM 以

上存在すると生長に影響を及ぼす  (間藤  1991，趙ら  1995)．野生稲では，

O. latifolia が 12 dS m
-1

 (約 100 mM ) NaCl 条件で耐塩性栽培イネ品種よ

り乾物生産が落ちないことが明らかになっている  (仲村ら  2005a)．本研
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究では，100 mM 程度の NaCl 処理を行っており，50 mM より強い塩スト

レス下でも，O. officinalis は，Pokkali と比較し，塩ストレスによる地上

部乾物重の低下が少なかった  (Table 2-1)．また，O. officinalis の RGR は，

Nonabokra より低下程度は低かった  (Table 2-3)．このことから，O. 

officinalis は，強い塩ストレス条件下でも耐塩性栽培イネより NaCl が及

ぼす生長阻害が少ない，すなわち乾物生産面から評価すると，耐塩性が

高いことが明らかになった．また O. latifolia と同等の高い耐塩性を有す

ることが明らかになった．  

O. officinalis の耐塩性について，RGR (相対生長率 )，NAR (純同化率 ) 

および LAR (葉面積比 ) に分けて検討する．RGR は NAR と LAR の積か

らなる．塩ストレスを受けた O. officinalis において RGR が低下したこと

は，NAR の低下に起因することが示唆された  (Fig. 2-1，Fig. 2-2)．しか

し，NAR の低下程度は Nonabokra より低かった  (Table 2-3)．このこと

から，O. officinalis における RGR の耐塩性の高さは，NAR を高く維持

できることに因ると考えられた．一方で，O. latifolia における RGR の低

下は，LAR の低下に起因することが示唆された  (Fig. 2-1，Fig. 2-2，Table 

2-3)．両種における RGR の低下要因には，違いがあることが示唆された． 

O. officinalis における各器官の乾物重は，どの器官も対照区に対する

塩水処理区の相対値が 60％以上であり，Pokkali より高い値を示した  

(Table 2-2)．葉数および葉面積は，耐塩性栽培イネである Pokkali より塩

水処理区の低下程度は低かった  (Table 2-3)．LAR は Nonabokra と同等の

相対値を示した  (Table 2-4)．このことから，O. officinalis は塩ストレス

を受けても，光合成器官である葉身へのダメージは少ないことが示唆さ

れた．  
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O. officinalis における各器官の水分含有率は，どの器官も対照区より

塩水処理区で高くなる傾向を示し，O. latifolia と同様な結果となった  

(Table 2-4)．RWC では，O. officinalis はどの葉位でも Nonabokra より高

い値を示した  (Fig. 2-3)．耐塩性を有する植物は，水分ストレスの回避

のため，細胞内に適合物質を蓄積することが知られている  (吉羽ら  

1997)．Nakamura et al. (2002) は，O. latifolia はプロリンを葉身内に合成，

蓄積することで水分を保持していることを示唆した．本研究においても，

塩ストレス下の O. latifolia は葉身にプロリンを多く蓄積し，O. officinalis

についても同様な結果となった  (Table 2-5)．このことから，O. officinalis

は塩ストレス下でも葉身の水分保持能力が高く，その要因の一つとして，

細胞内にプロリンを合成，蓄積していることが考えられた．  

以上をまとめると，乾物生産面において，O. officinalis は，耐塩性栽

培イネより高い耐塩性を有すること，および O. latifolia と同等の耐塩性

を有することが明らかとなった．塩ストレスを受けても O. officinalis が

高い耐塩性を示した要因として，①水分を保持することで水分ストレス

を回避していること，②葉身への形態的ダメージが少ないこと，③NAR

を低下させないことが考えられた．  

 

2) Na
+および K

+が生長に与える影響  

イネは Na
+を体内に多く吸収すると，細胞内のイオンバランスが崩れ，

代謝活性が低下する  (Yeo et al. 1985，趙ら  1995)．そのため，耐塩性を

有する栽培イネでは，地上部へ Na
+を吸収させないよう根で Na

+を選択

的に排除していると考えられている  (山内ら  1987)．本研究では，O. 

officinalis は Pokkali より葉身に多くの Na
+を吸収，蓄積することが明ら
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かとなった  (Table 3-1)．このことから，O. officinalis は耐塩性栽培イネ

とは違い，根による Na
+排除能力が低いことが考えられた．一方で，体

内に Na
+が多く存在しても，乾物生産を維持できる，すなわち体内の塩

分耐性が高いことが明らかとなった．仲村ら  (2005a) の報告および本研

究の結果から，O. officinalis においても O. latifolia と同様，塩分耐性の

耐塩性機構を有することが明らかとなった．  

O. officinalis における Na
+の地上部へ蓄積により，K

+の動態に影響を

及ぼすことが考えられることから，各器官の K
+含有率についても調査し

た．その結果，O. officinalis および O. latifolia の葉身では，塩水処理後

に Na
+と同時に K

+含有率も高くなる結果となった  (Table 3-2)．葉身の

Na
+
/K

+では，両種ともに対照区より高い値を示した  (Table 3-3)．体内に

Na
+が多く蓄積することにより，細胞内のイオンバランスが崩壊してい

ることが考えられるが，両種は乾物生産を低下させないことを考慮する

と，K
+の吸収が増加することは，両種の耐塩性機構で特異的なものだと

考えらえる．気孔の開閉と孔辺細胞内の K
+蓄積には関係性があることが

報告されており  (Humble and Raschke 1971)，両種が塩処理後でも葉身水

分含有率を保持したことと関係があるかもしれない．  

葉位別の Na
+では O. officinalis および O. latifolia はどの葉位でも対照

区に比べ Na
+含有率は増加した  (Table 3-4)．塩ストレスを受けたイネは，

上位葉より下位葉  (老化葉 ) に Na を多く蓄積することがわかっており  

(Sharma 1986)，O. officinalis および O. latifolia においても同様な結果を

示した．このことは，枯死する下位葉へ優先的に Na
+を転流させること

で，光合成が活発に行われている上位葉へ Na⁺の影響を軽減させている

ことが考えられる．一方，O. officinalis における葉位別 K
+含有率では，
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対照区より塩処理区が低い値となり  (Table 3-5)，主稈の個葉に対して

K
+を転流させるのではなく，本研究で測定していない葉  (主稈の第Ⅱ，

Ⅳ，Ⅵ葉もしくは主稈に隣接する幹の葉 ) へ転流させていることが示唆

された．植物体内における Na
+および K

+の移動には，それぞれ特異的な

輸送体が関わっている．Na
+が体内に多く蓄積しているにもかかわらず，

O. officinalis および O. latifolia は乾物生産を低下させなかったことは，

Na
+を細胞外へ転流させている，もしくは液胞内へ Na

+を転流させている

輸送体が塩ストレスによって活性化しているかもしれない．また上位葉

へ Na
+を転流させないよう，下位葉に Na

+輸送に関する輸送体が多く局

在している，もしくは活性化している可能性があると考えられた．  

以上をまとめると，O. officinalis は，塩ストレスによって地上部に Na
+

を多く吸収，蓄積することが明らかになった．一方で，耐塩性栽培イネ

より乾物生産は低下させなかったことから，O. latifolia と同様，塩分耐

性の耐塩性機構を有することが明らかとなった．個葉レベルでも O. 

officinalis は Na
+を多く吸収，蓄積することが明らかとなった．その挙動

は，下位葉から上位葉へ優先的に Na
+を蓄積することが明らかとなった．

一方，K
+については，葉身全体では塩処理区で多く蓄積することが明ら

かとなったが，個葉レベルでは逆に塩処理区で対照区より少ない値とな

った．葉身全体と個葉レベルの K⁺含有率のギャップについては，時間経

過による K
+の移動をリアルタイムで調査することや，蛍光試薬などを用

い K
+の局在を視覚的に検出するなど，精査が必要となるだろう．  

 

3) 塩ストレス下の光合成能力  
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一般に，塩ストレスに曝されたイネは，光合成速度が低下すると報告

されている  (Yeo et al. 1985)．本研究では，O. officinalis における光合成

速度の低下は，Pokkali より少なかった  (Table 4-1)．また，O. officinalis

は，塩処理開始後 3 日目と 21 日目の光合成速度の差が少なく，対照区

と塩処理区で同様な傾向を示した  (Fig. 4-1)．このことから，O. officinalis

は Na
+を葉身に多く蓄積するにも関わらず，塩ストレス下でも光合成速

度を低下させない機構をもつことが示唆された．  

塩ストレス下でも O. officinalis の光合成速度が維持されている要因に

ついて，気孔伝導度および葉内 CO2 濃度の面から考察する．塩処理後の

気孔伝導度は，すべての種で対照区に対し塩処理区において 50％以下と

なり，塩ストレスによって気孔開度の低下が起こることが明らかとなっ

た  (Table 4-1)．O. officinalis の葉身全体としては K⁺含有率が上昇したも

のの，上位葉では，塩ストレスによって K
+はあまり蓄積しなかった  

(Table 3-5)．これは上位葉に K
+を転流させず，K

+欠乏による気孔の閉鎖

を引き起こし，水分保持をおこなっていると考えられる．今後は，孔辺

細胞膜に局在するカリウムチャネルの活性を測定し，細胞レベルでの

K
+含有率を精査する必要がある．  

光合成速度と気孔伝導度は密接に関係することがこれまでの研究で

報告されており  (Wrong et al. 1979，Brugnoli and Lauteri 1991)，塩ストレ

スを受けたイネは，気孔閉鎖によって炭素固定速度が減少することが明

らかになっている  (Sese and Tobita 2000)．本研究では，O. officinalis に

おける気孔伝導度と光合成速度の関係は高い正の相関を示しており  

(Fig. 4-2)，塩ストレス下の O. officinalis における光合成速度の低下要因

は，気孔伝導度の低下によるところが大きいことが示唆された．O. 
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officinalis における気孔伝導度の低下程度は塩処理区で 32％であり，

Pokkali より低下したが，あわせて葉内 CO2 濃度も低下した．このこと

は，O. officinalis の光合成速度は，塩ストレスによって気孔の閉鎖が起

こり低下するが，葉肉内部の光合成活性は，Na
+が多く存在しても活性

を高く維持していることが考えられた．  

一方で，乾物生産面では O. officinalis と同様の耐塩性機構を持つ O. 

latifolia では，気孔伝導度は塩処理により低下したものの，他種より塩

ストレスの影響は少なかった  (Table 4-1)．また，気孔伝導度と光合成速

度の関係では他種より低い相関関係であり，光合成面における O. 

latifolia の塩反応性は，O. officinalis とは異なることが明らかとなった． 

葉肉内部の光合成活性を調査するため，気孔の影響を受けない液相型

酸素電極を用い個葉の O2 放出活性を測定した．その結果，O. officinalis

の上位葉では，クロロフィル含量，面積当たりの O2 放出速度およびク

ロロフィルあたりの O2 放出速度は，対照区より塩処理区で高い値を示

した  (Table 4-2，Table 4-3，Table 4-4)．さらに，葉位別の Na
+含有率と

O2 放出速度の関係では，上位葉での関係性は低かった  (Fig. 4-3)．この

ことから，O. officinalis の上位葉では塩ストレス下でも O2 放出能力が高

く，Na
+濃度の影響を受けにくいことが示唆された．  

以上をまとめると，O. officinalis は，塩ストレスを受けても，光合成

速度の低下は少なく，そのことが塩ストレス下でも高い乾物生産能力を

有することができると示唆された．O. officinalis の光合成能力における

塩ストレスの影響は，気孔閉鎖による光合成速度低下であり，葉肉部分

の光合成活性は，Na
+害に高い耐性があることが示唆された．一方，O. 

latifolia の光合成については，O. officinalis とは異なる塩反応を示し，両
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種の光合成能力における耐塩性機構は異なることが示唆された．また，

O2 放出速度は両種とも塩ストレスによって増加する傾向であったこと

から，光合成器官の塩耐性は高いことが示唆された．  

 

4) 塩ストレス下における光合成関連タンパク質の挙動  

塩ストレス下の O. officinalis における耐塩性の高さの要因を調べるた

め，光合成関連タンパク質に着目し，塩処理前と塩処理後の発現の挙動

について二次元電気泳動を用いて解析した．その結果，塩ストレスによ

って発現が増加および誘発された葉緑体に局在するタンパク質は 20 個

以上であり，他種より多かった  (Table 5-1)．このことから，O. officinalis

は，葉緑体に局在するタンパク質の発現を高めることで，光合成活性を

高く維持していた可能性があると考えられた．一方，O. latifolia は，塩

ストレスによって発現が増加および誘発された葉緑体に局在するタン

パク質は 7 個であった．これは，O. officinalis とは別の方法で光合成活

性を高く維持している可能性が考えられた．  

二次元電気泳動によって得られた結果から，①クロロフィルに関わる

タンパク質，②光化学系に関するタンパク質，③活性酸素除去に関する

タンパク質，④炭素固定に関わるタンパク質について O. officinalis の光

合成活性の高さを考察した．  

①クロロフィル合成に関わるタンパク質 

 塩ストレス下の O. officinalis では，3 種のクロロフィル合成代謝に関

わるタンパク質の発現が増加した  (Table 5-1)，一方で，Pokkali および

O. latifolia では，塩ストレスによって発現抑制された種類のタンパク質

があった  (Table 5-1)．このことは，O. officinalis と O. latifolia では，ク
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ロロフィル合成代謝に関するタンパク質の塩応答性が異なり，両種にお

ける上位葉のクロロフィル含量の変化に関与していることが示唆され

た．  

②光化学系に関するタンパク質 

 塩ストレスを受けた O. officinalis は，光化学系ⅡおよびⅠに関わるタ

ンパク質の発現量が対照区より増加および誘発した  (Table 5-1)．これは，

塩ストレス下の O. officinalis の上位葉で O2放出速度が高くなる傾向を示

したことと関係していることが示唆された．O. latifolia は，塩ストレス

下でも上位葉で O2 放出速度が増加する傾向にあったが，光化学系Ⅱに

関わるタンパク質の発現は抑制された  (Table 5-1)．これは，今回検出さ

れなかった光化学系に関わるタンパク質によって O2 放出が制御されて

いる可能性がある，もしくは，個々の光化学系に関わるタンパク質の能

力が塩ストレスによって上昇した可能性があると考えられるが，今後光

化学系に関わるタンパク質の活性を測定する必要がある．一方で O. 

latifolia で発現が誘発されたタンパク質の中には，NAD (P) H 脱水素酵素

と推定されたタンパク質があった  (Table 5-1)．このタンパク質が O. 

latifolia で発現が誘発され，O. officinalis では発現が誘導されなかったこ

とは興味深い．   

③活性酸素除去に関するタンパク質 

塩ストレスに長期間曝されると，二次的ストレスとして，O2
- や H2O2

といった活性酸素種が生産され，酸化ストレスを引き起こす  (Lee ら  

2001)．本研究においても，約 3 週間の長期間塩処理を行っており，供試

個体は酸化ストレスを受けている可能性があると考えられる．塩ストレ

ス下の O. officinalis において，活性酸素除去に関わるタンパク質 7 種が，
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塩ストレスによって発現が増加および誘発された  (Table 5-1)．発現が増

加および誘発された O. officinalis の活性酸素除去に関わるタンパク質の

中には，water-water cycle に関するタンパク質が含まれていた．塩スト

レスを受けた O. officinalis 上位葉ではクロロフィルあたりの O2放出速度

が増加する傾向にあり  (Table 4-4)，また光化学系ⅡおよびⅠのタンパク

質の発現が増加および誘発したことから，葉緑体内の電子伝達系が活性

化している可能性があると考えられる．O. officinalis は生産された活性

酸素を除去するために，電子伝達系に隣接する water-water cycle を積極

的に活性化させることで，酸化ストレスの回避を行っていると推察され

た．一方，O. latifolia および Pokkali において，活性酸素除去に関わるタ

ンパク質は，O. officinalis とは異なる発現パターンを示した  (Table 5-1)．

O. latifolia では，O. officinalis と同様に上位葉で O2 放出速度が増加傾向

にあることより，活性酸素種による酸化ストレスを引き起こしている可

能性があると考えられる．しかし，O. officinalis とは別の代謝経路によ

り，酸化ストレスを回避している可能性が考えられた．  

④炭素固定に関わるタンパク質 

塩ストレス下の O. officinalis において，光呼吸に関わるタンパク質 2

種の発現が増加および誘発された  (Table 5-1)．本研究において，O. 

officinalis は，塩ストレス下での光合成速度の低下程度が低かった．この

ことは，塩ストレス下で Glutamine synthetase および Thioredoxin M5 を多

く発現させ，光呼吸の代謝経路を活性化することにより，電子伝達系で

消費しきれない化学エネルギーを光呼吸によって消費している可能性

があると考えられた．  
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以上をまとめ，O. officinalis および O. latifolia における塩ストレスに

よって発現が増加および誘発された光合成関連タンパク質を Fig. 6-1 お

よび Fig. 6-2 に示した．本研究により，O. officinalis は，O. latifolia と同

様の高い耐塩性を有することが明らかになったが，その耐塩性機構につ

いては，光合成能力面で種間差がみられた．その要因の一つとして，光

合成関連タンパク質の挙動の差異が関係している可能性があると考え

られた．今回の解析では，二次元電気泳動によって得られたスポットを

相同性検索によって推定したのみであることから，アミノ酸および質量

分析によりタンパク質を同定する必要がある．また，塩ストレスによっ

て発現が変化したタンパク質については，タンパク質の活性，およびそ

のタンパク質をコードする遺伝子の発現についても今後測定する必要

がある．  

 

 以上，野生稲 O. officinalis の耐塩性機構について，本研究で得られた

結果を Table 6-1 表にまとめた．野生稲 O. officinalis の耐塩性の高さは，

①体内へ Na
+が多く蓄積しても葉身へのダメージが少ないこと，②葉身

の水分保持能力が高いこと，③K
+の地上部への積極的吸収と個葉への選

択的分配を行うこと，④Na
+の下位葉へ蓄積すること，⑤NAR および光

合成速度を維持すること，⑥光合成器官の塩耐性が高いこと，⑦電子伝

達系および活性酸素除去系関連のタンパク質発現を増加および誘発さ

せることなどによるものであった．これらの複合的な作用により，O. 

officinalis は塩ストレス条件下においても耐塩性栽培イネより高い物質

生産能力を示したと考えられた．  
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要旨 

 

野生稲 Oryza officinalis  Wall ex Watt の耐塩性機構を明らかにすること

を目的に、塩ストレス条件下における、1) 乾物生産，2) 水分含有率，

3) イオン含量，4) 光合成速度，5) タンパク質の挙動を耐塩性野生稲

O. latifolia，耐塩性栽培イネ品種および塩感受性野生稲 O. rufipogon と比

較検討した。得られた結果は以下のとおりである。  

1) 塩ストレス下での O. officinalis における地上部乾物重・相対生長率  

(RGR) の低下程度は耐塩性栽培イネよりも低かった．O. officinalis の葉

数および葉面積への塩の影響は少なく，RGR の低下要因は NAR の低下

に起因することが明らかとなった．  

2) 塩ストレス下での O. officinalis における各器官の水分含有率は，対照

区より増加する傾向を示した．各葉位の相対含水率  (RWC) は耐塩性品

種 Nonabokra よりも高かった．また、塩処理により葉身にプロリンを蓄

積すること明らかとなった。このことが、葉身の水分維持に関与してい

ると示唆された．  

3) O. officinalis における葉身 Na
+含有率は対照区の 28 倍高かった．また、

Na
+を下位葉へ多く蓄積することが明らかとなった．本種の葉身 K

+含有

率は，対照区に比べ高くなったが，主稈における個葉レベルでは，対照

区より低くなることがわかった．  

4) 塩ストレス下の O. officinalis における光合成速度は Pokkali より低下

程度は低かった．光合成  (炭酸固定 ) 速度の低下要因は，葉肉部分の炭

酸固定活性の低下より，気孔閉鎖に起因することが明らかとなった．個

葉の O2 放出を測定したところ，上位葉で増加する傾向を示した．クロ
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ロフィル含量も上位葉で増加傾向を示したことから，O. officinalis の光

合成活性は塩ストレス下でも高いことが示唆された．  

5) 塩ストレス下の O. officinalis における葉身タンパク質の挙動を，二次

元電気泳動を用いて解析した．塩処理で過剰発現したタンパク質は 53

個，そのうち葉緑体に関わるタンパク質は 23 個であり，他種より多か

った．過剰発現したタンパク質の中には，クロロフィル合成，光化学系，

活性酸素除去，光呼吸に関わるタンパク質が存在した．このことから，

塩ストレス下の O. officinalis は，光合成関連タンパク質を過剰発現する

ことで光合成活性を高く維持していると推察された．  

 以上より，O. officinalis の耐塩性の高さは，塩ストレス下により，体

内へ Na
+が多く蓄積しても，①葉身へのダメージが少ない，②葉身の水

分保持能力が高い，③K
+の地上部への積極的吸収と個葉への選択的分配，

④Na
+の下位葉への優先的蓄積，⑤NAR・光合成速度の維持，⑥光合成

活性の高さ，⑦電子伝達系・活性酸素除去関連のタンパク質発現の増

加・誘発が要因だと考えられた．  
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Summary 

 

To evaluate the salt tolerance mechanism of the wild Oryza officinalis 

Wall ex Watt., I investigated dry matter weight, ion content, photosynthetic 

rate, O2 evolution rate and proteins property of O. officinalis, and compared 

with the salt-sensitive wild species O. rufipogon Griff. and the salt-tolerant 

cultivar O. sativa L. (Pokkali and Nonabokra) and the salt-tolerant wild 

species O. latifolia Desv. under different NaCl-stressed condition. 

   Oryza officinalis subjected to salt stress accumulated more Na
+
 in the 

shoot than Pokkali. The shoot dry matter, relative growth rate (RGR), leaf 

number, leaf area and relative water content (RWC) of O. officinalis  did not 

decrease as compared to those of salt -tolerant cultivar. In NAR and LAR of O. 

officinalis, NAR decreased more due to salt stress. The main factor of 

decreased RGR of O. officinalis was due to decreased NAR.  

The Na
+
 and K

+
 content and Na

+
/K

+
 rate in leaf blade of O. officinalis 

increased due to salt stress. O. officinalis accumulated more Na
+
 in the lower 

leaves, on the other hand K
+
 content was lower in all leaf as compared those 

of control plant.  

The photosynthetic rate of O. officinalis did not decrease with 

salt-stressed condition as compared that of Pokkali. The  main factor of the 

decreased photosynthetic rate of O. officinalis was stomatal closure. 

Photosynthetic rate showed a positive correlation with stomatal 

conductance in O. officinalis , but a clear correlation was not found in O. 

latifolia. Chlorophyll (Chl) content and Chl-based O2 evolution rate in the 
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upper leaves of O. officinalis  subjected to salinity stress tended to be higher 

than those of the control plant. There was no correlation between the Chl 

based O2 evolution rate and Na
+
 content in upper leaves of O. officinalis.  

The leaf blade protein analyzed by two-dimensional electrophoresis 

showed 53 spots that were over-expressed by salinity stress in O. officinalis 

compared to that in the control, in which 23 spots were estimated to be 

localized in the chloroplast, and related to Chl synthesis, photosystem and 

water-water cycle.  

These results indicated that the salt tolerance mechanism of O. officinalis  

were, ①Less damage to leaf blade, ②RWC is high, ③Absorption to K
+
 

shoot and selective distribution to leaves, ④accumulated more Na
+
 in the 

lower leaves, ⑤ Maintain of NAR and photosynthetic rate, ⑥ High 

photosynthetic activity, ⑦ Expression of localization in the 

chloroplast-related proteins were induced and increased. Similar mechanisms 

were observed in O. latifolia. However, there were some differences between 

O. officinalis and O. latifolia in the response of photosynthetic rate and 

protein properties under salinity stressed condition.  
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