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論 文 内 容 要 旨

序論

酸性土壌 は表土のpH(}120)が5。5未 満 の土壌 と定義 され、全世界の耕地 として利用可能

な土地面積 のお よそ30%以 上 を占めるが(vonUexkh■andMutert1995)、 一般 に作物 の生

産性 が低 い不良土壌 と され利 用が進 んで いない。酸性 土壌で は根 の伸長 ・発達の阻害が栽培

の大きな障害であ り、その主 な要 因は、低pB:す なわちプ ロ トンス トレス と低pH条 件 で可

溶化す るアル ミニ ウム(Al)イ オ ンス トレスで ある。 土壌 中のAlの 大部分は鉱物 の化学構 造

に取 り込 まれて存在す るが、 ごく一部 は酸性 条件下で可溶性 イオ ンとして存在す る(田)。

Al(OH)4　 ⇔Al(OH)3↓ ⇔Al(OH:)2+⇔AlO且2+⇔Al3+

basicneutralL_______acidic______」

田

これ らの酸性Alイ オ ン種 の うち、Al3+の 根 の伸 長 阻害作用 が著 しく高 い(Kinraideand

Parker1990)。 しか し、Alイ オンによる根 の伸長阻 害メカニズムの詳細 は未 だ明 らかで はな

い。世界人 口は激増 してお り、食 料増産 のためには酸性土壌 を積極的 に利用せ ざるを得ず 、

A1耐 性品種 の作 出が急務 で ある。そ のためには、Alス トレスの基本的な機構 を解 明 しなけれ

ばな らない。

酸性土壌 に作物 を播種または移植 す る と、根 はA1ス トレスに曝露 され 、感 受性 の高い植 物

では直後か ら伸長 阻害が起 こる。 根の伸長 は分裂域 での細胞分 裂に よる新 しい細胞 の伸長 域

への供給 と、伸長域 におけ る細胞 の吸水成長 の、二段 階に よって進行す るが、根全体 の長 さ

の増加は後者 による。 したが って 、Alス トレスに よるすみや かな伸長 阻害 は、伸長域の細胞

伸長が阻害 され るた め と考 え られ 、なかで も表皮細胞 はAlイ オ ン と直接接触 し、最 も影 響 を

受けやすい と考 えられ る。 そ こで、短時 間で根 の表皮 細胞 に発 生す る現象 を とらえるこ とが

A1ス トレスのメカニズムを探 るにあた り重要である。 しか し伸長域 ・表皮細胞 とい う限 られ

た領域 のみ を根 か ら摘出す るこ とは困難 で あ り、組織化 された細胞 を分離す るこ とによるア

ーテ ィファク トも解析上大 きな問題 とな る。

そ こで本研 究では、Alス トレスによ り短 時間に根 の伸長域表皮細胞に発 生す る現象 を非破

壊的 にあるがままの状態で観察 ・分析す る手法 を検討 ・適用 し、Alス トレスに よる伸長 阻害

機構 を探 ることを 目的 とした。供試植 物 として は、重要 な飼料作物 であるが酸性土壌 での生

産性 が低 く、Al耐 性 品種 の開発が望 まれて いるアル ファル ファ(伽 西oヨ805∂ が昭L.)の 幼

植 物を用い一次根 について解析 した。第1章 で は、低pHス トレスを抑 えAlイ オ ンその もの

のス トレス を付加 す るための水耕 栽培 による実験系 を確立 した。第2章 では、Alス トレス下

での細胞 の生死 と生理的変化 に着 目し、非破壊的手法 を用いて観察 ・分析 した。

第1章Alイ オンストレス付加のための水耕実験系の確立とAlイ オンによる根 の伸長

阻害モデル

AIス トレスを付加す る方法 としては、酸性土壌 に よる土耕栽培法 または系の単純化が可能

な水耕栽培 法が考 え られ る。本研 究では、A1イ オンや他 の栄養素の濃度、pHを 容易 に変化

させ るこ とができる水耕栽培 系を採用 し、Alス トレス付加水耕栽培系 を設計 した。
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Alイ オンの形態 は溶液 のpHに 依 存 し([1])、pHが 低 い ほ ど毒性の高いAl3・ の割合 が高 く

な り、可溶性A1も 激 増す るた め、従来 の研究例 ではpH4～4.5の 領域 が しば しば用 い られ た。

しか し酸性 土壌 ではpHが5付 近で もA1ス トレスが問題 となる場合 があるこ とか らも、H・

の影響 が加 味 され る低pH領 域はAlイ オンその ものの毒性 を評価す るには不適切 で ある。そ

こで 、pH4.5以 上で酸性土壌 にお ける根 の伸長阻害 と似通 った状 況を作 り出すpH:、Alイ オ

ンお よび栄養素濃度 の条件 を検討 した。

栄養 素 をまった く含 まない水溶:液中でのアル ファル ファ根 の伸長 は、pH4.5未 満 の領域 で

は著 しい阻害 を受 けた ことか ら(Fig.1)、 よ り高いpHに お ける解析が必要 となった。 しか

し、水溶液 中のA1濃 度 を高め ると必然 的にpHが 低下す るた めに、pHを 調節す るためには

アル カ リを加 える必要が あるが、 この操作 には大きな問題 がつ きま と う。酸性 の水溶 液 中で

存在 しうるA1イ オ ンには[1]に 示 したモ ノマーイオ ン種の他 に、"Ah3"と 通称 され るポ リ

マ ーイオ ン種(組 成:[A10ψ 山2(OH)24(H20)12]7・ 〉が知 られ てい る。All3は モ ノマー イオンを

含 む水溶液 を部分 中和す るこ とに よって人為的 に生成 し、根 に対 して伸長 阻害作用 を及 ぼす

こ とが知 られてい る(Parkeretal.1989)。 しか し、酸性 土壌 中でのA1ス トレスの主体 はAl3+

で あ り、ポ リマ ーイオンの混在 は実験 の再現性 の低下や結 果の解釈 に混乱 を招 くこ とか ら、

ポ リマーイ オンが生成 しない条件 で行 うことが望ま しい。そ こで、A1イ オ ンを含 む水溶液 に

お け るAl13ポ リマー の生成 条件 にっいて検 討 した。 終濃度100ま た は10mMAICI3・6H20

水溶液 にそれぞれ1ま たは0.1M水 酸化 ナ トリウム水溶液 を徐 々に滴 下 してpHを4.5ま で

上 昇 させ た水溶液 のAlイ オ ン組成 を27A}NMRに よって調べ た ところ、All3に 相 当す る化学

シフ ト+62。5ppmの ピー クが認 め られ(Fig.2)、 またA1イ オン種 の組成 を分別す る 艶rron

法に よる分析で も中和操作 に伴 うポ リマーイオ ンの生成 が認 め られ た(Fig.3)。

したが って、低pHス トレス を回避 しつつモ ノマーAlイ オ ンス トレス を付加 す るためには、

pH5付 近で 中和操 作を必要 としないAl濃 度で行 う必要 が ある。そ こでpH5,0で 栄養素 を含

まな い試験水溶 液 中でのA1イ オン濃度 と根 の伸長 の関係 を調べた ところ、2.511Mか ら阻害

がみ とめ られ、低pHス トレス を抑 えてAlイ オ ンその もの のス トレスを評価 できるこ とが確

認 され た(Fig.4)。

次 に、一次根の持続的 な伸長 には外部か らのCa供 給が必要 である とい う知見(Marschner

andRichter1974)に 基づ き、試験水溶液へ のCaCl2の 添加効果 を調 べた ところ、Alを 含 ま

ない場合 は伸長 の促進効果がみ とめ られ たが、同 じカチオ ンであ るAlイ オ ン との競合に よ

る毒 性軽減 効果 はほ とん どみ とめ られなかった(Fig.5,6)。

以 上 の知見を もとに構成 された20μM・AICI3、1mMCaCl2を 含 むpH:4.8の 水耕液 と酸性

土壌(pH(H20)=4.7)に お ける根の生育 を比較 した ところ、いずれ の場合 も根の伸長 は阻害

され 、低真空SEM★1に よる観察 では、両者 の根 の表 面 には きわめて似通 った亀裂生成現象 が

み とめ られ(:Fig.7)、 用いた水耕栽培実験 系は現 実に即 した妥 当な もので あるこ とがわかっ

た。

Figure7で は根表面の亀裂 は伸長域 に発生 し、細胞が上下 にひきちぎ られ たよ うな形態 を

示 した。これはAlス トレスによ り表皮細胞の伸長が止ま るいっぽ う、よ り内層 の細胞群の伸

長能力 が維 持 されていたために、その伸 長す る力 によって表皮 細胞が破断 され て生 じた もの

と考 え られ る(:Fig.8)。 そ こで、このモデル を もとに、第2章 では伸長域表皮細胞に注 目し、

Alス トレスによ り発生す る現象 を非破壊的 に観察 ・分析 し、細胞 の伸長阻害機構 につ いて検

討 した。
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第2章AIイ オンに対する根の応答とAlイ オンによる細胞伸長 の阻害機構
一 非破壊的分析手法を用いた解析 一

Alイ オンによ り細胞伸長が阻害 され る機構 には(1)Alイ オンの毒性 に よって生存能 力 を

失 い死 に至 る、(2)生 存能力 は維持 してい るが、細胞壁 の合成や伸長がA1と の直接 の接 触に

よって阻害 され る、(3)Alス トレス を感 知 した他 の部位 、例 えば根冠な どか らの シグナル を

受けて、間接的に伸長が止 め られ る、な どが考 えられ る。 したがって、Alス トレス下で の細

胞 の生死 、生理的活性 を調べ るこ とが まず重 要である。 そ こで、蛍光 プ ローブを用 いて伸長

域表皮細胞の生死お よび呼吸 に ともな うミ トコン ドリア膜 ポテ ンシ ャル(∠ 歎)の 可視 化 を

試 みた。細胞膜のバ リア機 能 と細胞 内エステ ラーゼ 活性 が保 たれ てい ることを指標 に細胞 の

生死 を判 定す るFDA★2染 色法 によ り、伸長が阻害 されてい る2～4時 間後 で も、細胞 の生存

を示す緑色 の蛍 光が観察 され 、DAPI★3染 色 によって も原形質膜 がバ リア機能 を持っ こ とが確

認 された(Fig.9)。 また、JC・1★4蛍光 プ ローブ を用いた 」既 の可視化に よ り、伸長域 の細胞

は亀裂生成 に ともない破損 した細胞以 外 は呼吸に よるエネルギー生産が可能な状態で あ るこ

とが赤色粒子 の存在 に よって証明 され、低pHス トレスに対す る応答 は全 く異 な って いた

(Fig.10)。 また、同 じく細胞伸長 を伴 う根 毛の伸長 も、細胞 の著 しい破壊 を伴 わず 阻害 され

るこ とがわか った(Fig.11)。 これ らの こ とか ら、Alス トレスによる細胞の伸長 阻害は細 胞の

生存能力の喪失 によるものではな く、細胞壁伸長 にかかわる機構 の阻害 に よる可能性 が提起

された。

双子葉植物 の細胞壁 に はCa2+結 合部位 を持 つペ クチ ンが多 く、Alイ オ ンがCa2+を 置換 ア

排除す ることに よって細胞壁 の伸 長が阻害 され るこ とが考 え られ る。 そ こで、伸長域表 皮細

胞の元素組成 を低真空SEMと 組 み合 わ されたEDXMA★5に よるX線 元素分析法 に よ り、非

破壊的 に分析 した。溶 液 中にA1よ りも100倍 高濃度 のCa2+が 加 え られて も4時 間のAl処

理では、Al/Caの 上昇 が認 め られ た(:Fig.12)。 しか し、高濃度 あるいは長時 間のAl処 理 に

よって もCaが 完 全に排 除 され るこ とはな く、Ca2+と 競 合 しないAl結 合サイ トの存在 が示唆

された。

総合論議

Alイ オンその もののス トレスに よる根 の伸長 阻害 は、伸長域表皮細胞 の伸長 阻害 に よって

ひ きお こされ、細胞の生存能力 には大 きなダメー ジを与 えない ことやCa2+に よる軽 減がみ と

め られない とい う点で低pHス トレス と阻害様式が異な るこ とがわかった。 この ことは、実

際 の酸性 土壌で もそのpHや 可溶性Alイ オンの濃度 な どの特性の違いに よって植物 の受 ける

ス トレスが大 きく異なる可能性 を示唆 してい る。

A1ス トレス下、伸長域では表皮細胞 の伸長が 内層の細胞 に比べて強 く阻害 され ることか ら、

Alに よる伸長阻害 はAlイ オンが細胞 に直接触れ る ことによってひ きお こ され る と考 え られ

る。

Alス トレス下で伸長が全 く停止 して いる細胞 で も呼吸の原動力 とな る ∠弘 は保 たれ てお

り、また根 毛の伸長 も阻害 され るこ とか ら、Alは 細胞壁 な ど伸長 に直接 関わ る部位 に阻害作

用 を及 ぼす ことが示唆 され た。 この よ うなA1イ オ ンの細胞壁伸長 への影 響 を調べ ることを

通 じて細胞壁 の伸長 メカニ ズムの さらなる解 明が期待で きる。またA1ス トレス下で も細胞の

一一20一



呼吸活性が保たれ るこ とは 、Alイ オ ン と結合 して解 毒す る働 きを持っ有機酸 を合成 ・分泌す

るポテ ンシャル を有す るこ とを意味 し、この能力 を引き出す方向での品種 改良が可能で ある

こ とが示唆 され た。

結論

本研究では酸性土壌における根の伸長阻害要因であるA1イ オンそのもののス トレスを付

加す るための実験系を確立し、伸長域表皮細胞に引き起こされる現象を非破壊的分析手法に

より解析し、以下の結論を得た。

1.モ ノマーAlイ オ ンそ の もののス トレス をアル フ ァル ファ根 に付加す るこ とができ る水耕

栽培 モデル実験系 を確立 した。 ・

2。Alイ オンそ のもの のス トレスによる根の伸長阻害は短時間 で伸長域の表皮細胞に発生 し、

内層 の細胞 の伸長能力 は維持 され ていた。

3.A1ス トレスによ り伸長域 の表皮細胞 は生存能力 ・呼吸能力 を保 ったまま伸長が阻害 され 、

低pHス トレス との本質 的な違 いが明 らか となった。

4.Alイ オンに よる細胞伸長 の阻害 は溶液 中でのCa2+と の競合 のみ によるものではなかった。
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Figure7.Naturalscanningelectronmicrographofa1制fh

rootsgrowninAI-stressedsolutionoracidvolcanicsoil.

Seedlingsweretransplantedontothesolutionwithout

(panelA)orwith20ｵMAI(panelB)orontoacidsoil

(panelC).Plantsweregrownfor24h,followedbynatural

SEM.Bar=1mm.

NormalelongationAI-stressedelongation

0 4

Figure6.Timecourseofrootelongationofalfalfa

underlowpHoraluminumstressintheabsence(panel

A)orpresence(PanelB)oflmMCaCh.Rootswere

exposedtothesolutionswithoutAIatpH5.5(.),pH

4.8(o),pH4.2(ロ),orwith20μMAIatpH4.8(●),

respect重vely.Rootsweredigita11yphotographedat

indicatedtimesformeasuringtheirrootlengthusinga

graphicalsoftwareonacomputer.Rootlength

incrementmeanselongationfromtime-zero.Dataare

meantS.D.(n=5).
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Figure9.CellularviabilityandpermeabilityofplasmamembraneunderAlstress.Alfalfarootswereexposedto20

ｵMAIfor2,4,60r8h,followedbyFDAorDAPIstaining.InFDAstaining,viablecellsfluorescegreen.InDAPI

staining,brightparticles(nuclei)indicatenon-selectivediffusionofDAPImoleculesthoroughplasmamembrane

withoutbarrierfunctions.Bar=100ｵm.
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Figure10.ConfocallaserscanningmicroscopyofJC-1andFDAstainingofelongationzoneofalfalfaroot-tips

after8hexposuretoAIorlowpHstresswithorwithoutaddedCaCl2.Seedlingspre-stainedwithJC-Iweregrown

for8hinthesolutionwithoutAlatpH4.8(A,A',D,D')orpH4.2(C,C',F,F'),withAIatpH4.8(B,B',E,E'),in

theabsence(A-C,A'一C')orpresence(D-F,D'一F')oflmMCaClz.Bar=100ｵm.
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Figure11.EffectofAIontheelongationandviabilityof
roothairofalfalfa.TheseedlingweregrownwithoutAl

for24h(panelA);withoutAlforthefirst8hperiod,
with20ｵMAIforthesuccessive16h(pane]B),

respectively.RootswerestainedwithFDA,followedby

conventionalfluorescencemicroscopy.Bar=100ｵm.
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Figurel2.Elementalcompositionofelongationzoneof
alfalfarootgrownunderAlstress.Seedlingswere

grownwithoutorwith100r50ｵMAIC13for40r26h.
ElementalanalysiswascarriedoutbyEDXMAunder

low-vacuumcondition(20Pa).
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論 文 審 査 結 果 要 旨

酸性土壌 は全世界 に広 く分布す るが,多 くは作物生産性の低 い不良土壌 として利用が進んでいない。

酸性土壌 における作物生育阻害の主要な要 因は,酸 性条件下 で可溶化 して存在す るアル ミニ ウムイオ

ンの毒性 による茎根 の著 しい伸長阻害であ るとされて いるが,そ の メカニズムはいまだ明 らか にされ

ていない。本研究 は,植 物の初期成育 時の アル ミニウムイオンによ る根 の短時間での伸長 阻害機構 を

解 明す る ことを目的 と し,そ のため に酸性土壌 でのアル ミニウムス トレスの状況 を反映す ることので

きる水耕栽培実験系 を確立 し,非 破壊的分析手法 を応用 して根の伸長域 における細胞伸長阻害機構 に

つ いて解析を行 った ものであ る。

植物材料 と しては重要 な飼料作物で あるが酸性土壌 にお ける生育 が悪 いアル ファルフ ァを用 いた。

従来 の水耕栽培実験系で は,ア ル ミニウムイオン種 の うち最 も毒性 の高 い とされ るA13+の 割 合 を高

め るために,水 耕栽培 におけ るモデル実験系で はpH4～4.5と い うきわめ て低 いpHが 用 い られて

きたが,低pHす なわち プ ロ トン過剰 によって も根 の伸長 は阻害 され,ア ル ミニ ウムィオ ンその もの

の毒性 を評価す るには不適切 と考 え られ た。そ こで,本 研究で は,pH5付 近 の比較 的高 いpHに お

け るアル ミニ ウムイオ ンその ものの毒性 を付加 ・評価 す るための実験系の確立 を試 みた。特 に比較的

高 いpHの アル ミニウムイオ ン水溶液 を調製す る際に人為的 に生成 しやす い"A13'"ポ リマ ーイ オ

ン種 の生成条件 を詳細 に検討 し,"A13+"の 生成 を回避 し,モ ノマー アル ミニ ウムイ オ ンそ の もの

の ス トレスを定量 的に付加 ・評価す ることがで きる,再 現性 の高 い実験系の確立 に成功 した。

この実験系 にお けるアル ファル ファ根 の伸長阻害 は,東 北大学付属農場(鳴 子 町川渡)よ り採取 し

たpH(H,0)=4.7の 土壌 における状況 ときわめて類似 してお り,確 立 され た水 耕栽 培 モ デル実 験

系 は土壌 におけ るアル ミニ ウムイオ ンス トレスを よ く反映する ものであることが証明 された。 これ ら

の土耕6水 耕栽 培系 にお いて伸長を阻害 された根 には,伸 長域 の表面 に特徴的 な亀裂の発生 が認 め ら

れ た。 この現象 より,表 皮細 胞が内層 の細胞 に先立 って アル ミニ ウムイオ ンの毒 性 により伸長 を阻害

され るた めに,内 層細 胞の伸 長す る力 に耐 え られ ない表皮細胞 が破壊 されて生 じるとい うモデルを提

唱 した。

つ ぎに,伸 長域表皮細胞 におけるアル ミニウムイオ ンス トレスによ る伸長阻害 の経過 を詳細 に観察

した。細胞をあ るが ままの状態,す なわち非破壊で観察 ・分析 する ことが で きる手法を応用 した。 ア

ル ミニウムィオ ンス トレスによ り,表 皮細胞 の伸長 は2時 間以 内にすみゃかに停止 したが,こ の伸長

停止 は原形質膜 の選択透過性 や ミトコ ン ドリア膜 ポテ ンシャルで評 価 される呼吸活性な ど細胞 の生存

の根幹 にかかわ る機能の喪失 による もので はない ことを,蛍 光 プロー ブを用 いた顕微鏡観察 に より可

視化 し証 明す る ことに初 めて成功 した。

以上 のよ うに,本 研究 は,ア ル ミニウムイオンによる根 の伸長阻害が,細 胞壁 な ど細胞伸長その も

のにかかわ る機構 に阻害作用 を及 ぼす ことにより引 き起 こされ る ことを示 し,今 後 の研究 に大 きな影

響 を与 える ものである。

よ って,畜 査員一 同は,本 論文 は博士(農 学)の 学位 を授与す るに値す る もの と判 断 した。
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