
4 5巻 7号 ( 1 9 9 3 7 )                  生 産 研 究

速  報 ‖I  I I I  I I I I I I I I  I I I I  I  I I I I I I I I  I  l l l l l l l l l l l l  l  l l l l l  l  l l l l  l  l l l l l l  l l l l l  l l  l l l l  I I I I  I  I I I I I I I I I I I I  I I I  I  I I I I I  I l l l  l l l  l l‖

UDC 614.7:546.4/.9

ラン藻体内のメタロチオネイン誘導に対する環境因子の効果
EnvirOnmental Effects on the lnduction of Cyanobacterial Metallothionein under Heavy Metal Stress
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1.は  じ  め  に

近年,工 業の進歩に伴って地表における重金属の濃度

は増加しつつある
1).かつての重金属放出源は鉱山の採

鉱場や工場排水に限られていたが,最 近では生活排水か

ら環境中への放出,酸 性雨による土壌成分からの溶出
2)

も無視できなくなってきている。重金属汚染は緩慢に進

行するため気付きにくく,い ったん生じるとその影響が

長年月に及んで残留し,わ れわれの社会生活をも脅かし

かねない.

重金属ストレスが過度に加わると生物は死滅しときに

生態系が変わるほどの影響も出るが,致 死量に至らない

までのストレスに対しては生体防御機能が働き,重 金属

を解毒することが知られている.重 金属の解毒に重要な

働きをしている物質がメタロチオネイン (MTlと 呼ば

れるタンパクである
3).MTは システインを多く含み,

銅 ・亜鉛 ・カドミウムなどの重金属イオンに高い親和性

を示し,分 子量は比較的小さい。MTは 下等生物から高

等生物まで広範囲に存在し,重 金属ストレス下で体内に

誘導されて,重 金属の輸送
4).貯
蔵
5).解
毒
6)に
本質的

な役割を演じると考えられている.

MTに 関するこれまでの研究の多くは,個 々の重金属

がどのようにまたどれほどの量のMTを 誘導するかに

注目したものである.し かし,酸 性雨,温 暖化,オ ゾン

層の破壊などの深刻な環境破壊が進みつつある今日,重

金属ストレスが生体に及ぼす影響は,重 金属と生体との

観点のみからではなく,そ の生体がおかれている環境あ

るいは将来予測される環境変化との複合的な観点から捕

える必要がある。とくに河川や湖沼の生物は周りの環境

から影響を直接に受けるため,こ の種の研究は重要であ

る。

そこで本研究では,生 体中におけるMT誘 導に環境

因子がどのような影響を及ぼすかについて検討した.検
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討した環境因子は光,温 度,水 素イオン濃度 (pH)で

ある.生 体試料にはラン藻を用いた.ラ ン藻は水系の生

物の食物連鎖における一次食物として重要な位置を占め

るほか,光 独立栄養原核生物として光合成を行い,高 等

植物に類する光合成器官を保持しているため,分 子レベ

ルでのVIT誘導過程を測定する理想的な系となる.MT

の分離 ・定量方法としては高速液体クロマトグラフイー

誘導結合プラズマ質量分析法 (HPLC―ICP/MS)を 用

ぃた7)～
10)

2 .実   験

図 1に装置の概略を示す。高速液体クロマ トグラフ

(HPLC)(日 本分光製880-PU)の 溶出口を誘導結合プ

ラズマ質量分析装置 (ICP/MS)(セ イコー電子製

SPQ6100)の 試料導入口に直結し,ICP/MSを HPLC

の元素検出器として用いた。HPLCに はゲル濾過カラ

ムの Asahipak GFA-30F(300mm× 7.5mm id)を ,

溶離液は0.2M(NH4)2S04お よび lmM EDTAを 含む

トリス緩衝液 (pH7.5)を用いた。流速は0.8m1/min,

温度は23°C, 1回 のサンプル注入量は20μlである。ス

イッチングバルブの切り替えで,HPLCま たはフロー

インジェクション分析 (FI)モードに設定できる.分

析はHPLCで 行い,す べての成分が溶出した時点で FI

に切り替えて既知濃度の金属標準液を注入し,そ れぞれ

のピーク面積からMT中 の金属含量を算出した。ラン

藻 O汐″ιοんοεに容strain,ス″αの磁お″ググ%あ″sR-2)は ,

重金属を含まない培養液中で培養し,対 数成長期の終了

した時点 (培養開始から約 3週 間後)で,重 金属 (Cd2+

(10μM),Zn2+(lμ M))を 加え,そ れぞれの培養環境

図l HPLC ICP/MS装置構成
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に お い て 一 定 時 間 経 過 後,収 穫 破 砕 し,

HPLC―ICP/MS_に よりMT中 のCdを 定量した.Cdは

質量数114で検出を行った.ラ ン藻からMT含 有画分の

分離は既報に従ったの.

3 .結 果 と 考 察

3.1 光の影響

重金属添加後,蛍 光灯下 (約10001x)で培養したラ

ン藻体内の MT含 有画分が時間とともにどう変わるか

をHPLC ICP/MS法 で測定した。典型的なクロマトグ
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Cd添 加後の経過時間に対する, ラン藻細胞超音波ホモ

ジェネート可溶性画分の HPLC―ICP/MSク ロマ トグラ

ムの変化 (蛍光灯下で培養)
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図 3 ラ ン藻のMT誘 導に及ぼす光の影響

ラムを図2に示す。Cd―MTは 580sに検出された.660s

のガヽさなショルダーピークは遊離 Cd2+ヵ 溶゙離液中に含

まれるEDTAと 結合してCd―EDTA錯 体の形で溶出し

たものである.同 様な測定を暗室下についても行い,そ

の経時変化を図3に プロットしてある.暗 室下では蛍光

灯下に比べ VITの 誘導量が約1/5に減少した。一般に植

物は光 (光合成)あ るいは酸素 (呼吸)に よってエネル

ギーを獲得しタンパクの生合成を行っているが,こ の測

定結果より,ラ ン藻のVIT誘 導に関与する主な代謝過

程が光合成に由来するものであると示唆される.

ラン藻は,通 常,培 養液よりも格段に高い濃度のイオ

ンを体内に含有し, また膜電位は外部溶液に対して負に

荷電している。-60mVか ら-200mV程 度のこの電位

差を維持するためにエネルギーが消費され,そ の結果と

して大部分のカチオンは,通 常,化 学的な濃度勾配には

逆らっていながら電気化学的勾配に従って細胞へ受動的

にとりこまれている。暗室下においてこの膜電位は光照

場寸下に比べ約20mVだ け正側にシフトし,そ のため電気

化学的勾配が減少することが知られている
11).こ
れに

よリラン藻体内へのCdの 取り込みが抑制され,MTの

誘導量が減少した可能性もある.

3.2 温 度の影響

ラン藻が成長する上で,温 度は重要な働きをする。高

温や低温のストレスに対しラン藻は成長あるいはタンパ

クの合成パターンを変化させて,こ れらの変化に適応し

ようとする
12).図4は重金属を添加した後,光 照射下,

培養温度 5,23,35° Cに おいて MTの 誘導量の経時変

化をプロットしたものである.用 いたラン藻 (4″ググ″

あ″sR 2)の 場合,23°C前 後の温度が MT誘 導効果が

もっとも高く,そ れよりも低温または高温にさらされる

lme/h

図4 ラ ン藻のMT誘 導に及ぼす温度の影響.
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とMT誘 導が抑えられることがわかる。特に低温にお

いてその影響は顕著である.

一般に温度に対する植物の生理活動変化は,温 度上昇

が生化学過程に対して2つの相互に拮抗する仕方で影響

を及ぼすために生じる
13).す
なわちまず第一に,細 胞

の温度が上昇すると,反 応性分子の運動速度が増大し,

分子間の衝突頻度が増加して反応速度が速くなる。
一方,

細胞内における反応はすべて酵素によって触媒されてお

り,酵 素が基質と正しく反応するためには酵素の3次元

的構造が保持されていることが必要である.温 度が上昇

すると,分 子の運動性の増大によって酵素の3次元構造

が壊れやすくなり,酵 素の活性とその反応速度が低下す

る.こ れら2つ の作用が拮抗して,ラ ン藻体内の MT

誘導過程では23°C前 後の温度が至適となったと考えら

れる。4.″グああ″sR-2の 成長には25～30°Cの 温度が最

適とされており
1°
,成 長至適温度とMT誘 導至適温度

とはほぼ一致することから,ラ ン藻 MTは ,高 温ある

いは低温ス トレスによって誘導量が増すいわゆる熱

ショックタンパク (heat shock protein)に属さないこ

とが明らかとなった。

3.3 pHの 影響

ラン藻培養液のpHを 変化させて,重 金属添加後ラン

藻体内MTの 誘導を測定した (図5).約 2時間でMT

誘導が認められ,pH 9お よび7で は,16時 間後ほぼ定  ざ まな環境にさらされるため,細 胞内部のpHを
一定に

常状態に達した。
一方 pH 5で は24時間以降において  保 つメカ

ニズム (pH stat mechanism)が機能している.

MT量 が次第に減少した。そこで,重 金属添加24時間後  4π グ滋″ηsR 2の 場合,培 養液の pH力 5゙か ら10の間

において細胞分画を行いラン藻体内におけるCd分 布  で 変動しても細胞内部のpHは 7.2から7.6の間に保たれ

(細胞壁および細胞質)を 各 pHの 培養液について測定  る
11).酸
性環境下においては,細 胞内部への水素イオ

した (表1).pH 9と pH 7とではほとんど差が認めら  ン の侵入が増えるため,ラ ン藻は水素イオ
ンを活発に排

れなかったが,pH 5で Cdの 取 り込み量は,細 胞壁
・ 出 して細胞内部のpHを

一定に維持しようとする.水 素

細胞質ともに約1/4と顕者に減少した。         イ オンの細胞外への排出には,光 合成あるいは呼吸作用

ラン藻の生育には,光 合成による生体物質の合成が必  に よって得られる
エネルギーを必要とする。しかしなが

要である。このためには,生 体物質の主要な元素,炭 素, ら ,pH 5の 環境下に長時間さらされると,こ
のエネル

窒素, リンを環境から取り込み,生 体物質へ同化しなけ  ギ
ーの供給が十分追いつかず, ラン藻は細胞内部のpH

ればならない。もっとも多量に必要なものが炭酸固定に  を
一定に保つことができなくなる 図 5においてpH 5

よる炭素の同化である.自 然界でラン藻は,大 気中の炭  で 24時間以降MT誘 導量が減少したのは,細 胞内部の

酸ガスと平衡状態にある淡水か,炭 酸緩衝液ともいえる pH変 動により,MT合 成に関与する酵素の働きが失わ

海水中で光合成を行っている.後 者の場合は炭酸の供給  れ たためと考えられる.ま たpH 7で最もVIT誘導量が

に問題はないが,今 回実験に用いたラン藻のように前者  多 くなったが, これは培養液の pHが 細胞内部の pH

の場合には,培 養液 pHが 酸性であると炭酸の供給がう (7.4前 後)付 近であるとき,細 胞内外で水素イオンの移

まく行われず,生 育を阻害すると考えられる.本 実験に  送 のバランスがとれ,光 合成によって得られる
エネル

おいてもこのような理由から,pH 5で は光合成からの  ギ
ーを有効にMT合 成に向けることができたためと推

エネルギーの供結が円滑に進まず,Cdの 取り込み量が  定 される

減少したものと推定される. 以上の結果から,MTの 誘導はラン藻の光合成活動と

淡水性のラン藻は,季 節
・気象変動などを通 じてさま  密 接 に連動 してお り,環 境の変化 に敏感であることが明
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表 1
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図 5 ラ ン藻のMT誘 導に及ぼす pHの 影響

(pHは 2N硫 酸で調整)

Cd添 加24時間後のラン藻体内 Cd分 布の培養液 pHに よ

る違い

(単位 :μm01/g dry welght,土標準偏差 (n=3))

細胞壁       細 胞質

O 1 4 ■ 0 0 4    0 9 9 ■ 0 4 6

066■ 004    39 ■ 09

067■ 004    41 ■ 01

簿 。    Plp  ▲
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らかとなった。このことは同レベルの重金属ス トレスで

あっても,周 囲の環境によって生体の受ける影響が大 き

く異なることを意味する。生体を取 り巻 く環境がめまぐ

るしく変化 しつつある今 日,重 金属などの環境汚染物質

が生体に及ぼす影響は,生 体がおかれている環境との関

連でとらえることが今後ますます重要になると予想され

る。               (1993年 4月22日受鋤
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