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　To 　find　a　more 　elllcient 　phytorcmcdiatioIl ，　the 　accllmllla 江ion　rrlcchiiilisill 　of 　ch ↓cidadng 　hca 、y
metals 　of 　a 　hypcraccumulator　is　important，　 Wc 　measurcd 　the 　behavior　and 　glulathionc　quanti一

守 of 　thc 　hea、ッ
Inetal 　accllmulation 　levcl　ill　calli 　using 　Bra、ssica ブunt

・
ea

，　which 　is　a　hypcraccumula −

tor　of　Pb 　and 　Cd ．　Bra ∬ ぎ‘
’
α ．ノuncea 　from 　a 　seed 　was 　used 　to　grow 　caHus ，　which 　was 　for 〔hllee

months ．　 Then ，　fbr　uvo 　wccks ，　wc 　conducIed 　long−term 　exposurc 　to　a　cululre 　in　hea、y−metal

componem 　culture 　media （Cr，　Gu ，　Zn ，　Cd ，　Pb ，α ）
，　Ni）．　 Furthermore ，　we 　used 　a 　liquid　culturc

medium ； ror　Pb ，　we 　collductcd 　a　short −term 　exp く）surc 　fbI・five　days．　 As　fbr　Cd　arld 　Pb，　the
absorbed 　dosc　was 　high，　alld 　dle　Cd，　in　particular，　showed 　thc 　absorbcd 　dose　to　bc　high　at 　a 　k）w

concclltration （10〜IO〔）μM ），α ）mparcd 輌 th　other 　hea 、tl’−metal 　classes ．　 Thcrc 　werc 　maIly 　things

that　necrod ／ed ，　iII　odleI
−hea 、y　memls ，　thc 嬬 tllcss　was 　Ilol．　fbluld　t⊂） influencc　thc 　hea、y　tnctal ．　 In

〔he　sh ⊂）rt−term 　expos ししrc　of　Pb ，　thc 　absorption 　lcvel　illcreased　during 　the 　early 　phase，　 Howc 、
・
cr ，96

｝K ）urs 　later，　acco 童ding　to　the 　cell　cycle ，　dlat　abso 亶P 〔ion　apPeared 　to　bc　prc｝IIIote 〔1・　III　addition ，　in

GSI　I，　wllile　a　large　di丘℃rcnce 　was 　not 　recognizcd ，　a　high　c（）ncclltra 丘oIl 　level、〜・as　mllch 　cQmained 　it．

Kaywoπds ： phytoreIncdiation；Pb ；heaW 　metal ；hypcraccumulato1−；1煎 ．∬ 磁 ブu
’
rユ照 ．

1 絡 言

　重 金 属に よ る 汚染 は 阯界各国で 起 き て い る．汚 染 に は ，

人為的 汚 染が ほ とん どで あ るが，中に は，自然由来の 汚染

もあ る．人為的汚染 に は ，
工 場か らの 排水や 廃液 に よ る も

の な ど が 挙 げ られ る．自然 由来 の もの に は，鉱 床，母 岩 に

起因す る もの が 挙げ られ る．特 に 凵 本 の よ うな 火 山 国で

1
近畿大学大学院農学研究科応用生 命化学専攻 ： 631 −85（，5　奈良

県奈 良 市中 町 3327 −204
2
近 畿 大学 農学 部農 芸 化学 科 ：

3327 −2〔レ4
Bl −8505 　奈良 県 奈良市 中町

は，土 壌 中 の ヒ 素 な どの 含有量が 高い
1）v），また，20世紀

に急 速 に普 及 した 自動 車 の 排 ガ ス や 大 量 に 作 ら れ た 1
．
：業製

品 な ど の 廃 棄物投棄 に よ り，有害 な 重 金 属 の 流 出が 起 きて

い る．通常 こ れ らの 重 金属汚染 の 除去 に は化 学 的処理 や 物

理的処理が施され るが ， それ ら に は膨大なコ ス トが必要 で

あ る．そ の 代替手段 と して ph ＞
．
toremedi ヒしじi〔m が 欧米を中

心 に 行 わ れ て い る ．こ の phytoreTnediation は ，　 phyto が

ギ リ シ ャ 語で 植物 を意味 し，remediation が ラ テ ン 語で 修

復 を意味す る こ とか ら直訳すれ ば，植物利用 に よ る 環境修

復の 総称 を 意味す る
3’．こ れ らは，その 浄化対象物質 に よ
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り，更に い くつ か の 呼び 名が あ り，重 金 属 を地 ド部か ら ポ

ン プ の よ うに 吸 い 上 げ，地 上 部 に 集積 させ る こ と を特 に

Ph ｝
・toextr’uctiOll と拝乎ぶ

聖｝．

　phytoextractionに 用 い られ る 植物 は，通 常植物の 数 十

倍か ら数百倍程度，重金属 を 地 L部 に 集積 す る こ とが で き

る こ とか ら，h
｝
’
pftractcuTnulutor（超集積植物） と呼ば れ て

い る
．’〕，こ の よ うな植物 は ，現 在約 4〔10 種が 発 見 さ れ て お

り，そ の ほ とん どが ア ブ ラナ 科 で あ る，例 え ば，Ni の 超

集積植物と して よ く研究 され て い る 7祝 砿吻 担加 厭 ’‘寵
1

や

∠ n と Cd の 超 集積 植 物 で あ る アW α 吻 でw 翻 醜 μγバ は
，

い

ずれ もア ブ ラ ナ 科 グ ン バ イナ ズ ナ 属 で，よ く知 られ て い

る ．また．セ イ ヨ ウ カ ラ シ ナ （IS’rassi ・ca ／1｛ η 配 α ）は ，　 Pb ，

Cd の 超 集 積 植 物
Hl

と して 世 界 中 で 研究 さ れ て い る ．超 集

積植物 が，重 金属 を 地上 部に 高濃度に 集積する 機構 は，根

圏 に お い て ，有機酸 な どの 金 属キ レ
ート化物質の 放出 な ど

に よ り叮溶 化 した重 金属 が 地 H部 へ 輸 送 され る が，輸 送 過

程 や，地上 部で の 蓄積 の 際に 無毒化，不動化 させ る 機構が

あ る と考 え られ る．これ らの 機構 は，gllUathif）ne （GSH ，

γ
一L−glutanlyl−L−cysteinyl −glycinc） や phytocheratinの よ うな

SH 化合物 が 重 要な役割 を 果た して い る こ とが よ く知 られ

て い る
t）〕t／n．特 に GSH は，抗 ス トレ ス 因 r・と して ，ほ と

ん ど の 動 植 物 で 見 ら れ ， Cd や 他 の 重 金 属 の 無 毒 化

や
］：／
’1／ll

， 抗 酸化 作 用 な ど が 知 られ て い る
1；／
’SE／〕．

　様 々 な重金属の 集積機構 の 解明が 試み られ て い る．しか

し，Pb を集 積 す る 植 物 は，5 種ほ ど しか 知 ら れ て い な い
tt ）．

そ こ で ，著者 ら は，Gd ，　 Pb の 集積植物 と して 知 ら れ て い

る 盈 α∬ 磁 タ槻 螺 を用 い ，重金属集積機構解明の
・
助 とし

て ，植物 の 未分 化細胞 の 集 ま りで あ る カ ル ス を材料 に ，

Pb を中 心 と した 重金属 の 植物細 胞 内で の 挙 動 と GSH の 関

係を調査 した．

2　実 験

　2・1　材料及び 試薬

　セ イ ヨ ウ カ ラ シ ナ （Bra．ssi．t・勾 〜〃 瑠 の の 種 ∫
・
は．京都府

木 津 町 の 木 津 川 河 川 敷 よ り採 集 した もの を用 い た．カ ル

ス，プ ロ トプ ラ ス ト培養に は，MS 〔murashige 　and 　sko （，g）

培 地
IT〕

の 組成 を基 本に ，重 金 属及 び ，微量 成 分 を 調整 し

た．無機試薬 は特級以 Eを用 い た．試料 の 酸 分解 に 用 い る

硝酸及び過酸化水素 は 原子吸光分析用 （和光純薬製） の も

の を 用 い た ．酸 分 解 は ，マ イ ク ロ ウ ェ
ーブ 分 解 装 置

（MwS −2　BERGHOF ＞ を，重 金 属 の 測 定 に は，原 子吸 光分

析 機 （日立 製作所製 Z−611）O）及 び誘導結 合 プ ラ ズマ （ICP）

分 析装 置 （島津製作所製 ICPS −750 （1） を用 い た ，また，

GSH の 定量 に は ，紫外 可 視域吸光光度計 （島津製作所製

UVmini 　1‘240） を用い た．

　 2・2　カ ル ス の 誘導

　種子 を MS 寒天培地 IMS無機成分の 他に sUcrose 　10g ，

1−naphthaleneacetic 　acid 　（NAA ） 〔［，且mg ，　 fレbα 1zyl寂dα 1ine

（BA ）且rrlST，　 Lt，4−clichlorophenox ｝
，　acetik ／acid （2，4−D）lmg ，

casamin ｛レ a．cid 　lOO　mg を 加 え pll5．6 に 調 整 し looO　n 】iに

定容．｝ に 無菌播種 した もの よ り カ ル ス を誘導 した
17〕

．誘

導 した カ ル ス は 1 か 月 ご と に 継 代 培 養を 行 い 約 3 か 月 間

培 養 した．

　   3　 重金 属 の 暴 露

　薩培養を行 っ た カ ル ス は，Cr，　 Ni，　 Cu ，　 Zn ，　 Go を最

終濃度 で Ll （，，50 ，100 ，500 ，1000 　pM ，　 Cd ，　 Pb に つ

い て は ，高濃 度 域 で の 生 育状 態 を確認す る た め ，更 に

250｛1，50｛10，100〔1〔胆 M に な る よ う各金 属 を MS 無機成 分

と と もに添加 した 液体培地 （無機成 分び）他 に sucrosc 　lOg

を 加 え，pli5，2 に 調 整 し 10〔1〔lml に 定 容，） 中 で ，2 週 問

培養 した．培 養後，カ ル ス は重量測定後，300mg の 試料

を測 り取 り，マ イ ク ロ ウェ
ーブ 分解用テ フ ロ ン 製容器に 硝

酸 2ml ，過 酸 化水素 3m 且を 加 え密閉 し，145℃ i）　rnin →

180℃ 10mln → 1（）｛｝℃ 10　min の 条件で マ イ ク ロ ウ ェ
ーブ

分 解 した．マ イ ク ロ ウ ェ
ーブ 分 解後，原 f’吸 光 分 析 機に よ

り，cr，　 Cu ，　 Zn，　 Ni，　 Pb を，更 に ICP 分 析 装 置 に よ り，

GQ ，
　 Cd を 測 定 した．

　 また，Pb につ い て は．短期 問 で の 影響を調 べ る た め に

1，IO，100 ，10｛〕（）pM の Pb 濃 度 区 に お い て ，120 時 問 目

ま で ，24 時間 ご と に 重金 属 濃度を測定 し た ．両実験 と も，

24℃ 16 時 間 の 明条件 に 設定 し た 人工 気象器内で 培養 し

た ，実験 は ，すべ て n ＝9 で 行 っ た ．

　2・4 　GSH の 定量

　〔：d ，Pb の 暴 露 時 の GSH の 定量 を 行 っ た ．2 週 間 重金 属

暴 露 後 の カ ル ス を 計 量 後，液 体 窒 素 で 凍 結 させ ，lM の

且ris−HCI ［tris （hydr｛〕xymcthyt ）amin （）methane ］buffer （pH

8．5） 1ml と 3（）O　pM の 2−nitrobenzoic 　acid 　lOO μ1を加 え，

細 胞 破 砕 機 （トッ ケ ン 製 SK．100） を用 い て 凍 結 破 砕 した．

　その 後，遠心分離器 （12000g ，15min ，4℃） に か け 上

澄 み を回 収 し （2 回 繰 り返 し），GSH を抽 出 した．抽 出 試

料は，測 定 波 長 412　nin に 合 わ せ た 紫 外 ロ∫視 域 吸 光 光 度 計

を 用い て 検量 線 を作成 し，定量 を行 っ た
IS ／，実 験 は 11

≡3

で 行 っ た．

　2・5　プロ トプラ ス トの 発育影響調査

　種子 よ り発芽後，双葉 が で る まで 前培養 した セ イ ヨ ウ カ

ラ シ ナ の 子葉 を 滅 菌後，約 lmm 幅 に 細 断後，酵 素液

（4％ Cellulas．eOTIC ＞川 ka　R−10，1％ Maceroz｝mc 　R−1 ，0．1％

4−lnorpholinc −ct ］iancsulfonic 　acid ，　O．1％ CaC12，　0，5　PttI　 D−

malmh 〔＞1，　 pH 　5、6） に 17 時 間 浸 し．　 GPW 塩 液 （KH2pO ，

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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Tablel 　　Variatio】10f 　qllantit＞
．
　of 　accun1 し11ation 　by　a　differeTice　ofhca 、

「
〉
．
　inetal 　on 　caUus 〔｝丘in’as．siビα．ノ” n ビea

　 MediLi口l　Ine ［al

ぐ ｛）π1｛
．
｛
」1】tr』〜11i〔レr｝　〔μ、1）

　 　 1

　 1〔1

　 5〔；

　 1〔1｛1
　 5〔芦｛工

10（，｛125

〔lo5
α 田

tO｛1〔｝〔1

〔：〔｝ncen τ「a 〔ion　ill　calhls 〔，fゐ厂θ．∬ ir’αノz〃 己r．f’（1！μ99

Cd Pb （：r

　 55．2 ± 1．3　　　　　　 196．7 ± 10．7
　 943．9 ± 1L9　　　　　395．8 ± 8．8
3675．0 ± 41．1　　　　　　 412．6 土 　1〔｝．3
9624．6 ± 995　　　　　　663．3 ± ll．9

39877 ．2 土 ISI．1　　　　 750．（，± 1・1、d
64袤46．2 ± t59．4　　　　 905．4 ± 8，4
86493 ．5 ± 107．9　　　16〔｝36．2 ± 135．〔｝
86758 ．8 ± 179．6　　　62158 ．S ± 148．1
97936 ．9 ± 150，6　　103465 ．3 ± 且48．9

Zn Gu Ni 〔：〔｝

　 ND

　 ND

　 ND

　 ND6

う．2 土 2．6
1〔｝2．9 ± 1．7

レ1〔
．
｝．・1 ± ．・1．9　　 　 236、9 ± 39．‘．）　　 　 　 ND

l58．5 ± L7 　　 　 S6S．6 土 】0．9　　 　 　 ND

llO2．9 ± 9．1　 　 　 472．2 ± 11．S　　 　 　 ND

1180、0 ± 2L6 　　　 81L5 ± 17．5 　　　219．｛レ± 9．8
2245 ．4 ± 22．2　　　143 フ．（，± 21．3　　 12・16．8 ± 66．8
3fi51．7 ± 38．6　　 27〔〕O．0 ± S5，2　 3195．9土 41．7

）
　

）
　

）
　

）
　

）

　

）

匸
　
【

【
　

【

Li

NNNNNN

mean ± S．D ．．ND ； lowCr 　Lhan 　dc幽ttrCtiOll 　limitω．1μ9／9）

T

。。

。。

ミ
5嘱
驚
」・
5
旨

8

1000

750

500

250

Hours

Fig．　 l　Time −dependent ．　action く）f　Pb　on 　callus ｛

．
〕f　bTfl、、−

Sltltl／urt
「
’
lttl

■　1 μ：・｛，▲ 5pM 、　O 　lOO　pM ，　x　IOOO μM ．　E「「or 　bar
are 　sh 〔｝wn り fstandard 　division，

27．2m 琶，　 KNO15100 　mg ．　 Ca （：1ゼ 2H201480 　mg ，　 MgSO1 ・

7H ，，0246 　mg ，　 KI　O」6mg ，　 CllSO等・1）H ，，00 ．025　nlg ，　 IB％

D −TnamnniLol を 1000　ml ，　 pll5．6 に 調 整 ） を 川 い て 洗浄 し，

プ ロ トプ ラ ス トを得 た．単離 した プ ロ トプ ラ ス トは，細胞

数 を 1 × 10M 固に調 整 し，液体培 地 〔レ 2 濃度 の MS 無機

成分，1％ sucrose ，5 μM ナ フ タ レ ン 酢酸，1 μM カ イ ネチ

ン，0．5MD −mamlit ｛：，1，　 pH 　5．6）　に 鉛濃度 〔）t　 5．1〔）t　 25，

50 ，100，125，250，f）oo μM に な る よ う添加 し，2，5，

10 日 目に 細胞 数 の 変 化 を測 定 した ．測 定は ， ト
ー

マ 血球

計数盤 を用 い ，n
≡3 で 行 っ た．

3　結果 及 び考察

　3・置　重 金 属 種 の違 い に よ る集積量 の 変化

　Table　 l に，2 週 間 後 の 重 金 属 種 の 違 い に よ る 重金属 含

有量 を示 す．Cd ，　 Pb に お い て は，培地 中の 濃度が 低濃度

で あ っ て も，吸 収 が み られ 特 に Cd に お い て は，5〔｝．100

μM とい っ た 低 濃 度域 で も，他 の 金 属 の 十 倍 近 い 量 を吸 収

して い た ．Co に お い て は す べ て の 濃 度 区 に お い て 検出 下

限を下 回 っ て い た ．2 週問暴露後の 生 長量 に 関 して は ，生

育可 能 な濃度域 にお い て どの 重金属種で も対照区 と比べ 有

意 な 差 は 認 め ら れ な か っ た．し か し，U亅
．
視 的 な 変 化 で は ，

Pb の 5（1｛1｛1μM 以 上 の 区 で ，（
．
lr，　 Cu ，　 N ｝．〔：〔エ は，500 μM

以 上 の 濃度区 に お い て ，培養期問の 終盤 あ た りよ り，褐色

化す る な ど，生 育に 影響が 見 られ た．Cd に つ い て は．特

に 口∫視 的 な変 化 は 認め られ なか っ た．こ の 事実 か ら，カ ル

ス の よ うな未分化な状態 にお い て も Cd，　 Pb の 吸 収能力を

保持 して い る こ とが 認め られ る．

　3・2　Pb の 短期間吸収量

　Fig．1 は ，　 Pb 暴 露 120 時 間 11まで の 吸 収量 を 示 して い

る．ど の 濃度区 に お い て も，暴 露 開 始 後，S 字 曲 線 の よ う

な吸収量 の 増加 を示 して い る ．また，こ の よ う な傾 向は，

濃度 が 上 が る に つ れ よ り顕 著 な もの に な っ て い る．こ の よ

うに 細 胞 内 に お け る Pb 無毒 化，不 動 化 は ，常 に 行わ れ て

い るの で は な く様 々 な絹 胞 内の 代 謝経 路，物質輸送経路が

か か わ り，暴露直後は，．
毒物と して 認 識せ ず に細胞内に取

り込 ん だ もの が，培 養 時 問が 経 つ に 連 れ て，い っ た ん 防御

し，細胞内で の Pb 無．毒化経 路 が 働 くよ う に な っ て か ら，

冉び取 り込 み始 め る とい っ たサ イ クル が 考え られ る．

　S・3　Cd ，　 Pb の GSH 量 の 差異

　Fig．2 は ，　 Gd ，　 Pb の 暴 露 2 週 問 後 の カ ル ス 内 の GSH

の 量 を比 較 し て い る．（］ontrol と比 較 して 有 意 な 差 （1， 〈

O．  5） は，認め られ なか っ た もの の ，Cd ，
　 Pb と もに，あ

る
一定 濃 度 ま で は，GSH の 量 が C ‘川 tro1 に 比 べ 多い 傾 lfij

が あ っ た．こ れ は，あ る　
・
定 濃 度 以 ヒで は，GSH の 生 産

量 以 上 に ， GSH が 消 費 さ れ，結 果 的に 減少 して い る と 考

え られ る．

　3・4　プ ロ トプ ラ ス トの 細 胞 数 の 変 化

　Fig．3 は，プ ロ トプ ラ ス トの 細 胞 数 の 変 化 を 示 して い る ．

Pb 濃度 125 μM 以 上 で 増 加 に 影 響 が で て お り， 25｛1
μ
M 以

Lで は，増殖 しなか っ た．こ れ は，土 壌巾の 重金属 は，植

N 工工
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Fig・3　Variation　of 　protplast　cell　numbcr 　by　Pb　exp て，
−

sitiOII

■ c｛，ntro ］，▲ 5pM ，▼ 1　O　PtM，◆ 25　pM ，● 50 μM ，］
100pM ，△ 125　PM ，▽ 250　pM ，◇ 500 μM ．　Error　bar
are 　 shown 〔｝fsIandard　divisiorl．

物 根 の ア ポ プ ラ ス トを通 り，細 胞内に 人 る．しか し，細胞

壁 に お い て ，Pb や Hg は ，侵入を阻まれ る こ とが 分か っ

て い る
1Y／Vl ．つ ま り細 胞壁 の な い プ ロ ト プ ラ ス トに お い て

は ，Pb の 影響 に よ り生 育が 阻害 さ れ て い る こ と を示 して

い る．

4． ま　 と　 め

　（．：d の 植物細胞内で の 無fi化は，　 GSH が，い くつ も連 な

り phytQ（：heratin （PCs＞ を形 成 し，　 Cd −PCs 複 合 体 を形 成

す る こ と に よ り液胞 内 へ 蓄 え られ る こ と が 分 か っ て い

る
m 〕．しか し Pb は，ア ポ プ ラ ス トで あ る程 度 侵 入 を 阻 IL

さ れ る こ と か ら，地 上 部 へ 集積 させ る 植物 は ，ア ポ プ ラ ス

ト以 外の 場所で Pb を 別の 形態へ 変化 さ せ て い る こ とが 考

え ら れ る．本研 究 の よ うに カ ル ス 化 した細胞塊 に お い て

も，Pb の 高 濃度 添 加 培地 に お け る 吸 収 や ，　 GSH の．ヒ昇 傾

向な どが 認め られ た こ とか ら Pb の 移動形態の 解明に カル

ス を 用い る こ とは 十分役 立 つ と考え られ る．
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