
第3章 Melaleuca属 とEucalyptus属 樹 木 の ア ル ミニ ウム 耐 性 の 評 価

3.1 は じめ に

本 章 で は、フトモモ 科 のMelaleuca cajuputiを 含 むMelaleuca属 とEucalyptus属9種 のAl

耐性 を評 価 し、耐 性 種 と感 受 性 種 を選 抜 す ることを 目的 とした。また 、Alに よる根 端 へ のカロー

スの蓄 積 とリグニンの蓄 積 が 種 間 のAl耐 性 比較 の指標 となるか検 討 した。

Melaleuca cajuputlはpHが3.5を 下回 るような酸 性 硫 酸塩 土壌 で 生 育 できる(Osaki et al.

1998,Nakabayashi et al.2001,第2章)。 酸 性 硫 酸塩 土壌 では 、土壌 溶 液 のAl濃 度 が しば し

ば1mMを 超 えるような極 めて高 い値 を示す(Minh et al.1998,第2章)。 従 って 、酸 性硫 酸 塩

土 壌 で 生 育 で きるM.cajuputiは 非 常 に 高 いAl耐 性 を持 っていると考 えられ る。実 際 、M.

cajuputiは 、培 養 液 中 の555μM(Osaki et al.1997)や380μMのAl(Nguyen et al.2003b)に

よっても成 長 が 阻 害 されなか ったとの 報 告 がある。植 物 のAl耐 性 に関 す る研 究 に主 に用 いら

れて いる作物 や モデ ル植 物 は 、Ca溶 液 中の1～50μMのAlで 根 の伸 長 が 阻 害され るので

(第1章)、M.cajuputiは 作物 やモ デ ル植 物 と比 べ て非 常 に高 いAl耐 性 を持 っているといえる。

耐 性 種 のAl耐 性 機 構 を解 明 するには 、耐性 種 とその 近 縁 の感 受 性 種 のAlに 対す る反 応 を比

較 す ることが効 率 的か つ 確 実 性 の 高い 方 法 である。なぜ なら、Al耐 性 に関 わって いると思 わ れ

る現 象 の 中 か ら、本 質 的 な現 象 を抽 出 できるか らである。しか し、Melaleuca属 お よびフトモ モ

科 樹 木 のAl耐 性 に関す る情 報 は十 分 で はない。

植 物 に お いて最も顕 著 なAl障 害 は根 の伸 長 阻害 なの で、Alに よる根 の 伸 長 阻 害 がAl耐

性 評 価 の指 標 として広 く受 け入 れ られ ている(Delhaize and Ryan1995)。 従 って本 章 ではAlに

よる根 の伸 長 阻 害 をAl耐 性 評 価 の指 標 として用 いた。なお 、Alに よる根 の伸 長 阻害 は、根 を

Alに さらしてか ら30分 か ら2時 間 で確 認 できることが知 られ ている(Barcelo and Poschenrieder

2002)。
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Alに よるカロー ス(1,3-β-D-glucan)の 蓄 積 は 多 くの 植 物 で 見 られ る現 象 で ある(例 え ば

Wissemeier et al.1987,Llugany et al.1994 ,Zhang et al.1994,Larsen et al.1996,Kaneko et

al.1999)。 樹 木 にお いては調 べ られ た例 が少 ない が、Picea abies(L.)H.Karst.(Jorns et al.

1991)と チ ャノキ( Camellia sinensis;Lian et al.1998) で、Alによるカロースの蓄積 が報告されて

いる。Alに よるカロースの蓄積 は、極めて短 時間で、特に根端 の表皮と皮層の外側 で観 察さ

れる(Schreiner et al.1994) 。このAlに 対 す るカ ロー スの蓄 積 は 、コムギ( Triticum aestivum) と

ダイズ( Glycine max(L.)Merr.) の根端では処理開始から30分 以内に( Zhang et al.1994,

Wissemeier and Horst 1995)、 ダイズの培 養 細 胞 で は15分 以 内 に(Staβ and Horst 1995)検 出

され た。Al耐 性 の 異なるダイズや トウモ ロコシ(Zea mays)、 インゲンマメ(Phaseolus vulgaris L .)

の遺 伝 子 型 にお い て、根 の 伸 長 とカロースの蓄 積 の 程 度 の 間 には負 の相 関が 見 られ たことか

ら、Alに よるカロースの蓄 積 がAl耐 性 評 価 の指 標 として使 えることが示 され た(Wissemeier et

al. 1992, Llugany et al. 1994, Massot et al. 1999)。 そ のため、Alに よるカ ロースの蓄 積 は 、し

ばしば 種 内 にお い てAl耐 性評 価 の指 標 として使 用 されている(例 えばBasu et al. 2001, Ezaki

et al. 2001, Ermolayev et al. 2003)。 しか し、種 間 にお いて、根 端 にお けるカロースの蓄積 が

Al耐 性 評 価 の指標 として使 用 で きるか どうか を調 べ た例 はない。

傷 害や 菌 類 の感 染 はリグニンの蓄 積 を引き起 こす(Vance et al. 1980, Lewis and Yamamoto

1990)。Alが リグニ ンの 蓄積 に及 ぼ す 影 響 につ いて はほ とん ど調 べ られ ていないが 、Sasaki et

al.(1996)は 、コムギに お いて根 の 伸 長 阻 害 を伴 った根 端 にお けるリグニ ンの 蓄積 を、組 織 化

学 的 お よび 定 量 的 に示 している。トウモ ロコシやPinus sylvestris L.に お いて過 剰 なAlに よるリ

グニンの 蓄 積 が組 織 化 学 的 手 法 によって見 い だされ ている(Budikova 1999, Oleksyn et al.

1996)。 また 、リグニン生成 に 関わ る酵 素 をコー ドす るい くつか の遺 伝 子 の発 現 が 、Alに よって

コムギや イネ(Oryza sativa)の 根 端 で 高 まった との報 告 が ある(Snowden and Gardner 1993
,

Mao et al. 2004)。 従 って、リグニンの 蓄積 もまたAl耐 性 評 価 の指 標 となる可能 性 がある。

本 章 では 、まず 、M.cajuputiを 含 むMelaleuca属 とEucalyptus属9樹 種 のAl耐 性 を24時
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間 の1mM Al処 理 に対 す る根 の伸 長 阻 害 を指 標 として評 価 した(実 験1)。 また 、根 端 へ のカロ

ースや リグニンの蓄 積 にAlが 及 ぼす 影 響 を調 べ
、根 端 へ のカロー スや リグニンの蓄積 がAl耐

性 評 価 の指 標 とな りうるか を検 討 した(実 験1)。 次 に 、20日 間の1mM Al処 理 を行 い、Alが9

樹 種 の個 体 成 長 と植 物 体 のAl濃 度 に及 ぼす 影 響 を調 べ た(実 験2)。 さらに、M.cajuputiと

E.camaldulensis、M.bracteataの3樹 種 につ いてdoes-response(用 量反 応)試 験 を行 った。
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3.2 材 料 と方 法

植物材料

M.cajuputi の種子はタイ国ナラティワート県の酸性硫酸塩土壌 に生育する一本 の木から採

取 した。他 の樹 木 の種 子 は Australian Tree Seed Centre(CSIRO Forestry and Forest

Products ,オ ー ストラリア)か ら購 入 した。種 名 と種 子 の ロット番 号 は 以 下 の 通 りである。M.

bracteata(lot17255)、M.glomerata F.Muell.(lot17257)、M.1eucadendra(lot18424)、M.

quinquenervia(Cav.)S.T.Blake(lot18549)、M.viridiflora Sol.ex Gaertner(lot18903)、E.

camaldulensis(lot19708)、E.deglupta Bl.(lot19492)、E.grandis(lot19307,図3-1)。1M

HClで 酸 洗 後 、180℃ で24時 間 滅 菌 した 珪 砂 を培 土 として これ らの 種 子 を播 い た 。実 生 は 、

植 物 育 成 装 置 内(16h明 期/8h暗 期,200μmol m-2s-1PPFD,30℃)で 、改 変 した

Yamanoshita et al.(2005)の 培 養 液 を 毎 日 与 えて 育 成 した 。培 養 液 は 、2mM NH4NO3、0.1mM

NaH2PO4・2H2O、0.6mM KCl、0.35mM CaCl2・2H2O、0.25mM MgSO4・7H2O、10μM FeSO4・

7H2O、20μM H3BO3、3μM MnCl2・4H2O、1μM ZnSO4・7H2O、0.5μM CuSO4・5H2O、0.5μM

Na2MoO4・2H2Oを 含 みpHを4.0に 調 整 した 。

24 時間アル ミニウム処 理(実 験1)

播種 後2～4ヶ 月の上記9種 の実 生を前述の培養液を満たしたプラスチックポット(3L)に6

本ずつ植 え替 えた。前述と同じ条件の植物育成装置 内で7日 間通気しながら水耕栽培したの

ち、実生の根を24時 間 、0あるいは1mMAlCl3・6H2Oの 培養液(pH4.0)に 浸 けるAl処 理を

した。処理12時 間前に実生1個 体あたり5本 程度の根に、根の先端から約15mmの ところに

ペイントマーカー(三 菱鉛筆)で 印を付け、処理開始12時 間前、処理開始時と処理終 了時に

スキャナーで根の画像を取り込んだ(解 像度1200dpi)。 画像分析ソフトウェアー(WinRHIZO ,
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Regent Instruments,カ ナダ)を使 って根 の先端からペイントマーカーで付けた印までの距離

を計測することによって根の伸 長を算 出した。処理開始前12時 間の伸長がほぼ同じ根端を各

個体から1個 ずつ選び、10個 体 につ いて処理期間中の根の伸長を測定した。根端のカロース

とリグニン、Alの 濃度 の測定 には5反 復を設 けた。

根端のカロースの測定

カロースの測 定 をKohle et al.(1985)の 方 法 により蛍 光 分 析 によって行 った が、試 料 中の夾

雑 物 による干 渉 を除 くた め に改 変 を加 えた。根 を脱 イオン水 で 洗 ったのち 、根 端5mmを 切 り

取 って生 重 量 を測 定 し、99.5%(v/v)エ タノー ル に60分 間以 上浸 けて 固定 した。固 定 した根 端

を1.5mLチ ュー ブの 中 で99.5%(v/v)エ タノール とともにホモゲナイザ ー で破 砕 した。12000

gで20分 間遠 心 し、上 澄 み を捨て 、沈 殿 を70%(v/v)エ タノール に再懸 濁 し、再 び12000gで

20分 間遠 心 した。上 澄 み を捨 てた のち、沈 殿 を400μLの1M NaOHに 懸 濁 し、80℃ で30分

間保 温 しカロースを抽 出した。12000gで20分 間 遠 心 したの ち、上 澄 み をカロー スの 定量 に

用 いた。

カ ロー スと結 合 した アニ リンブル ー の蛍 光 が 試 料 中の 物 質 に よって干 渉 され るため 、カロー

ス濃 度 は標 準 添 加 法 によって定 量 した。細菌 由来 の1,3-β-D-グ ル カンであるカー ドラン(和

光 純 薬 工業)を 標 準物 質 として用 いた。50μLの 試 料 と50μLの 種 々 の濃 度 の標 準 液 、200μL

の0.05%(w/v)ア ニ リンブル ー(水 溶 性;和 光 純 薬 工業)、105μLの1N HC1、295μLの1

Mグ リシン/NaOH緩 衝 液(pH9.5)を 含 む 反応 液 を50℃ で20分 間 保 温 し、その後 室 温 に30

分 間 置 い た。393nmで 励 起 し、450と484nmの 放 射 を分 光 蛍 光 光 度 計(F-2500,日 立ハ イテ

クノロジーズ)に よって 測 定 した。

アニ リンブル ー の 代 わ りに水 を反 応 液 に加 えて 測 定 したところ、試 料 中 に強 い 自家 蛍 光 を

発 す る物 質 が含 まれ ていることが 判 明 した。アニリンブ ル ー を加 えた反 応 液 の蛍 光 の 値か らア

ニリンブ ル ー を加 えない 反 応 液 の 蛍 光 の 値 を差 し引 いて 自家 蛍 光 の影 響 を除 くことを試 みた
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が、負の値が頻繁 に得られた。アニリンブル ーは、450nmと484nmの 光はほとんど吸光 しない

が、励起光の波長である393nmの 光を強く吸光する。従って、アニリンブルーが励起光を減

衰 させた結 果、負 の値が得られたと考えられた。そこで、自家蛍光の影 響を除くため、以下の

ような等式を立てることによってカロース濃 度を求めた。450nmと484nmに おける蛍光の測定

値(F450total、F484total)は以下のように分解 することができる。

(1)

ここで 、F450calloseとF484callose、F450autofluo、F484autofluoは、それ ぞ れ 、450nmと484nmに お けるカ ロースと

結 合 したアニ リンブル ー か らの蛍 光 強 度 、450nmと484nmに お ける自家 蛍 光 の 強度 である。

アニリンブル ー による励 起 光 の 減 衰 が450nmと484nmに お ける放 射 を等 しい割 合(α)で 減

衰 させ るの で、F450autofluoとF484autofluoは以 下 のように表 す ことがで きる。

(2)

ここで、F'450autofluoとF'484autofluo、F'450total、F'484totalは、それぞ れ 、450nmと484nmに お けるアニリンブル

ー を加 えな い場 合 の 自家 蛍 光 の強 度
、アニ リンブ ル ー を加 えない場 合 の 蛍 光 の測 定 値 である。

また、F450calloseとF484calloseは以 下 のように表 され る。

(3)

ここで、Cは カロースの濃度 、F450unitとF484unitは標 準添加法 によって求めた標 準物質単位濃度

あたりの蛍光値である。等式(2)と 等式(3)を 等式(1)に 代入し、以下の式を得た。

(4)

等 式(4)か ら、以 下の 式 を得 て、カロース濃度Cを 求 めた。

(5)

根 端 のリグニンの測 定
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根 端 のリグニンをFukuda and Komamine(1982)の 方 法 によって測 定 した。根 を脱 イオン水 で

洗 浄 したの ち、根 端5mmを 切 り取って生 重 量 を測 定 し、乳 鉢 と乳 棒 を用 い て95%(v/v)エ タノ

ール 中で 磨砕 した
。磨 砕 後 の 懸 濁 液 をスクリュー キャップ 付きガラス遠 沈 管 に移 し1000gで5

分 間遠 心 し、沈 殿 を95%(v/v)エ タノー ル で3回 、エタノール とヘ キサ ンの 混合 液(1:2,v/v)で

2回 洗 浄 した。沈殿 を風 乾 させ 、25%(v/v)臭 化 アセチル の酢 酸溶 液 で洗 浄 したのち、500μL

の25%(v/v)臭 化 アセチ ル の酢 酸 溶 液 を加 え70℃ で30分 間保 温した。反応 液 を室 温 まで冷

却 し、450μLの2M NaOHと50μLの7.5Mヒ ドロキシル アミン塩 酸 塩 を加 え、酢 酸 で5mL

に定 容 した。1000gで5分 間遠 心 したのち 、上澄 み の280nmに お ける吸光 度 を分 光 光 度 計

(U-2000,日 立ハ イテクノロジ ーズ)で 測 定 した。M.cajuputiの 磨 砕 リグニン(milled wood lignin,

MWL,東 京 大 学 の飯 山 賢治 博 士より提 供 を受 けた)を 標 準 物 質 として用 いた。

根 端 のアル ミニウムの測 定

根を脱イオン水で洗浄したのち、根端5mmを 切 り取って生重 量を測定した。根端を200μL

の30%(w/w)過 酸化 水素と60%(w/w)硝 酸の混合液(1:1,v/v)に 浸 け、80℃ で3時 間加熱 し

溶解させた。溶解液 のアルミニウム濃度 をファーネス原子吸光分析 装置(SIMAA6000,パ ーキ

ンエルマー)で 定量した。

20日間 アルミニウム処理(実験2)

播 種後2～3ヶ 月の前述9樹 種の実 生を、3Lの プラスチックポットに6本 ずつ植え替え、実

験1と 同条件で水耕 栽培した。移植12日 ～14日 後 に0あ るいは1mMのAlCl3・6H2Oの 培

養液(pH4.0)に 根 を浸けて処理をした。培養液を5日 毎に取り替え、培養液のpHを 毎 日1M

NaOHでpH4.0に 合わせた。処理 開始から20日 後に実生を収穫 し、80℃ で2日 間乾燥さ

せ 、葉と茎、根 の乾重 量を測 定した。根の画像を処理開始時と処理終 了時にスキャナーで取

り込み(解 像度500dpi)、 画像解析ソフトウェアーWinRHIZOを 使って根全体の長さを計測し 。
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処理終了時の根の長さから処理 開始 時根 の長さを引くことによって、根の伸長量を求めた。根

の伸長と乾重に6～12反 復 を、Al濃 度の測 定に6～8反 復を設けた。

葉 と茎 、根 のアル ミニウムの 測 定

葉と茎 、根それぞれを60%(w/w)硝 酸と60%(w/w)過 塩素酸の混合液(5:3,v/v)に 浸し、熱

して灰 化したのち、Al濃 度をICP発 光分析装置(ULTIMA2,堀 場製作所)で 測定した。

用量反応試験(実験3)

播 種 後2～4ヶ 月 のM.cajuputi、E.camldulensis、M.bracteataの 実 生 を、3Lの プラスチ ッ

クポットに6本 ず つ 植 え替 え、実験1と 同 条件 で水 耕 栽 培 した。移 植7日 後 に0あ るいは0 .1、

0.2、0.5、1、2.5、5mMのAlCl3・6H2Oを 含 む培 養 液(pH4.0)に 切 り替 えAl処 理 をした。Al処

理 開 始 時 のM.cajuputi、E.camaldulensis、M.bracteataの 実 生 の乾 重 は 、それぞ れ 約96、73、

84mgだ った。培 養 液 を5日 毎 に取 り替 え、培 養 液 のpHを 毎 日1M NaOHでpH4.0に 合 わ

せ た。根 の画 像 を処 理 開 始 時 と処 理5日 目にスキャナ ー で取 り込 み(解 像 度500dpi)、 画 像解

析 ソフトウェアーWinRHIZOを 使 って根 全 体 の長 さを計 測 した。処 理5日 目の根 の長 さか ら処

理 開始 時根 の長 さを引 くことによって 、5日 間の根 の 伸 長 量 を求 めた。また 、5日 毎 に生 残 を確

認 し樹 高 を測 定 した。実 生 を処 理 開 始か ら40日 後 に収 穫 し、80℃ で2日 間 乾燥 させ 、葉 と

茎 、根 の乾 重 を測 定 した。根 の伸 長 と乾 重 に6反 復 を設 けた。

統 計 分 析

ソフトウェアーSTATISTICA(ス タットソフト)あるい はMac統 計 解 析(エ スミ)を使 って統 計 分

析 した。Al処 理 が 与 える影 響 をt検 定 あるいは ウィルコクスン検 定 で分析 し、樹 種 間の差 をク

ルスカルーウォリス検 定 で分析 した。0mM Al区 と各 濃 度 のAl処 理 区の 平均を 比較 するの にダ

ネットの 方 法 を、各 処 理 の 平 均 を比 較 す るの に チュー キ ーの 方 法 を用 いた。また 、ピアソンの
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相 関検定を用いて相関を調 べた。Alに よるカロースの蓄積 は対数変換したのち分析 した。
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E.camaldulensis E.deglupta E.grandis

M.bracteata M.cajuputi M.glomerata

M.leucadendra M.quinquenervia M.viridiflora

図3-1. アル ミニウム耐 性を評 価 したフトモモ 科 樹 木9種
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3.3結 果

24時 間アルミニウム処理 における根の伸長

Melaleuca属6種 とEucalyptus属3種 のAl耐 性 を 、1mM Al区 に お け る根 の 相 対 伸 長(0

mM Al区 の 根 の 伸 長 量 の 平 均 に 対 す る1mM Al区 の 根 の 伸 長 量 の 相 対 値)を 指 標 として 評

価 した(図3-2)。M.leucadendraとM.cajuputi、E.grandis、M.quinquenervia、E.degluptaで

は 、相 対 根 伸 長 が そ れ ぞ れ111%、106%、104%、101%、82%で 、24時 間 の1mM Al処 理 に

よって 根 の 伸 長 が 影 響 を受 け なか っ た(t検 定,P>0.05)。M.viridifloraとE.camaldulensis、

M.glomerata、M.bracteataで は 、相 対 根 伸 長 が そ れ ぞ れ67%、51%、51、32%で 、Alに よ っ

て 根 の 伸 長 が 阻 害 され た(t検 定,P<0.05)。

24時 間 ア ル ミニ ウム 処 理 に お け る根 端 の カ ロー ス 、リグニ ン 、アル ミニ ウム濃 度

24時 間Al処 理 後 の 根 端 のカロース、リグニン、Alの 濃 度 を測 定 した(図3-3)。 根 端 のカロ

ー ス濃 度 は
、1mM Al区 の 方 がす べ ての種 で0mM Al区 よりも高かった(t検 定,P<0.01;図

3-3)。9樹 種 の 中でAlに よって最 も根 の伸 長 が 阻 害 され たM.bracteataで は、Al処 理 によっ

て根 端 のカ ロー ス濃 度 が9倍 になった(図3-3)。

根 端 の リグニン濃度 は 、M.bracteataで1mM Al区 の方 が0mM Al区 よりも高か ったが(t

検 定,P=0.019;図3-3)、 他 の種 ではAlに よる影 響 を受 けなか った(t検 定,P>0.05;図

3-3)。

根 端 のAl濃 度 は、す べ ての 種 で0mM Al区 にお いて16μg(g生 重)-1以 下 であり、24時 間

のAl処 理 に よっ て 濃 度 が 高 まっ た 。M.leucadendraとM.cajuputi、E.grandis 、M.

quinguenervia、M.viridiflora、E.camaldulensisの 根 端 のAl濃 度 が 同 程度(お よそ400μg(g

生重)-1)だ った。M.cajuputiとE.grandis、M.guinguenervia、M.viridifloraの 根 端 のAl濃 度 が
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E.deglupta と M.glomerata,M.bracteata よりも低 か った(チ ュー キー の 方 法,P<0.05;図

3-3)。

根 の伸 長 と根 端 のカロース、リグニン、アル ミニウム濃 度 の 関係

24時 間Al処 理 によるカロースの蓄 積 を、1mM Al区 のカロー ス濃 度 から0mM Al区 のカロ

ース濃 度 を差 し引くことによって求 め
、相 対 根 伸 長 との 関係 を調 べた(図3-4a)。Alに よるカ ロ

ー ス蓄 積 と相 対 根 伸 長 の 間 には 負 の相 関が 見 られ た(全9樹 種
,r=-0.712,P=0.031;

Melaleuca 属 の み,r=-0.871,P=0.024)。Alに よるリグ ニ ン の 蓄 積 を、1mM Al区 の リグニ ン

濃 度から0mM Al区 のリグニン濃度を差 し引くことによって求め、相対根伸長との関係 を調べ

た(図3-4b)。Alに よるリグニン蓄積と相対根 伸長の間 に、有意な相 関は認められなかった

(全9樹 種r=-0.591,P=0.094; Melaleuca 属 の み,r=-0.731,P=0.099)。 根 端 へ のAl

の集積 を1mM Al区 の根端 のAl濃 度から0mM Al区 のAl濃 度を差し引くことによって求め、

相対根伸長 との関係 を調べた(図3-4c)。Al集 積と相対根伸長 の間に相 関はなかった(全9

樹 種,r=-0.482,P=0.184; Melaleuca 属 の み,r=-0.644,Pニ0.166)。

20日 間アルミニウム処理 における根の伸長と乾重

20日 間のAl処 理ののち、1mM Al区 における根の相対伸長(0mM Al区 の根伸長量の平

均に対する1mM Al区 の根伸長 量の相対値)を 算出した(図3-5)。 M.leucadendra の根の伸

長 は 、Alに よって促 進 され(t検 定,P=0.035)、 M.bracteata の根の伸長 は、阻害された(t検

定,P=0.0001)。 他 樹 種 の根 の 伸 長 は 、Alに よって有 意 には影 響 を受 けなか った(t検 定,P>

0.05)。20日 間 のAl処 理 にお ける相 対 根 伸長 と24時 間 のAl処 理 にお ける相 対 根 伸長 の間

に 相 関 が あ っ た(全9樹 種,r=0.685,P=0.042; Melaleuca 属 の み,r=0.866,P=0.026;図

3-6)。 M.bracteata では、根の乾重はAlに よって有意な影響を受けなかったが(ウィルコクソン

検 定,P=0.212;表3-1)、 葉 と茎 、個 体 全 体 の 乾重 はAlに よって減 少 した(ウ ィル コクソン検
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定,P<0.05;表3-1)。 他 の種 で は 、Alが どの器 官 の 乾重 にも有 意 には影 響 を与 えなか った

(ウィル コクソン検 定,P>0.05;表2-1)。

20日 間 ア ル ミニ ウム 処 理 に お け る葉 、茎 、根 の アル ミニ ウム濃 度

20日 間 のAl処 理 の のち、葉 と茎 、根 のAl濃 度 は種 によって異 なっていた(ク ルスカル-ウ ォ

リス検 定,P<0.0001,図3-7)。M.bracteataで は 、根 の伸 長 が 著 しく阻 害 され たが(図3-5)、

他 の種 よりも各器 官 のAl濃 度 が特 に 高い ということはなかった(図3-7)。 葉 と茎 、根 のAl濃 度

と相 対 乾 重 の 間 に相 関 は見 られなか った(葉,r=-0.254,P>0.05;茎,r=0.182,P>0.05;

根,r=-0.131,P>0.05)。 また 、20日 間Al処 理 後 の葉 と茎 、根 のAl濃 度 と24時 間Al処 理

後 の根 端 のAl濃 度 の 問 に相 関 は 見 られ なかった(葉,r=0.575,P>0.05;茎,r=0.308,P>

0.05;根,r;0.067,P>0.05)。

用量反応試験における根の伸長

M.cajuputi,E.camaldulensis,M.bracteata を5日 間Al処 理 し、0mM Al区 の根 伸 長 量の

平均 に対する各Al濃 度 区の根伸長量の相対値を算出した(図3-8)。 M.cajuputiは 、5mM

Al区 のみ で有 意 に0mM Al区 よりも根 の伸 長 が 小 さかった(ダ ネットの方 法,P<0.05)。E.

camaldulensisは 、2.5mM以 上 の濃 度 のAlで 有 意 に根 の伸 長 が阻 害 され た(ダ ネットの方 法,

P<0.05)。M.bracteataは 、0.2mM以 上 の濃 度 のAl区 で有 意 に根 の 伸 長 が阻 害 され た(ダ

ネットの方 法,P<0.05)。

用量反応試験における樹高と乾重

処 理 開 始 時(0日 目)の 樹 高 の 平 均 に対 す る相 対 樹 高 を示 す(図3-9)。0日 目 に お けるM.

cajuputiとE.camldulensis、M.bracteataの0mM Al区 の 樹 高 の 平 均 は 、そ れ ぞ れ 、8.2cm、

10.6cm、9.9cmだ っ た。M.cajuputiは 、5日 目か ら20日 目 の 樹 高 に0.1～2.5mMま でAlに
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よる影 響 が 認 め られなか った(ダ ネットの方 法,P>0.05)。M.cajuputiの5mM Al区 は、15 日

目の時 点 で 半 数 以 上 の個 体 が枯 死 してい た。E.camaldulensisは 、5mM Al区 の10日 目か ら

20日 目 の 樹 高 の み0mM Al区 よ りも低 か っ た(ダ ネ ットの 方 法,P<0.05)。M.bracteataは 、5

日 目の樹 高 が2.5mM以 上 のAl区 で0mM Al区 よりも低 く、10日 目か ら20日 目の樹 高 が0. 5

mM以 上 のAl区 で0mM Al区 よりも低 かった(ダ ネットの方 法,P<0.05) 。M.bracteataの5mM

Al区 は 、15日 目の 時 点 で半 数 以 上 の個 体 が枯 死 していた。

40日 間のAl処 理 終 了 時 の乾 重 を、0mM Al区 に対 する相 対 値 で 示す(図3-10)。 処理 終

了 時 の0mM Al区 の個 体 全 体 の 乾 重 は、M.cajuputi、E.camaldulensis、M.bracteataで 、そ

れ ぞ れ611、836、425mgだ った。M.cajuputiの5mM Al区 と、M.bracteataの2.5と5mM Al

区で 、処 理 終 了 時 に半 数 以 上 の 個 体 が枯 死 していたた め、図 に値 を示 してい ない。植 物 体 全

体 の 乾 重 は 、E.camldulensisの5mM Al区 とM.bracteataの1mM Al区 で0mM Al区 より

も小 さか った(ダ ネットの方 法,P<0.05)。M.cajuputiの0.2と0.5mM Al区 とE.camldulensis

の0.2mM Al区 で は 、個 体 成 長 が 促 進 され る傾 向 に あ っ た 。葉 と茎 の 乾 重 は 、E.

camldulensisの5mM Al区 とM.bracteataの0.5mMと1mM Al区 で 、0mM Al区 よりも小 さ

か った(ダ ネ ットの 方 法,P<0.05)。 根 の乾 重 は 、E.camaldulensisの5mM Al区 で0mM Al

区 よりも小 さか った(ダ ネットの 方 法,P<0.05)。 乾 重 の 地 下部/地 上 部 比 は、Al処 理 によって

大 きくなる傾 向 にあった。
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図3-2. 24時 間の1mM Al処 理 がフトモモ 科9樹 種 の根 の伸 長 に及 ぼす 影 響

0mM Al区 の 根 伸 長 の 平 均 に 対 す る1mM Al区 の 根 伸 長 と し て 表 す 。MlはMelaleuca

leucadendra、McはM.cajuputi、EgはEucalyptus grandis,MqはM.quinquenervia、Ed

はE.deglupta、MvはM.viridiflora、EcはE.camaldulensis、MgはM.glomerata、Mbは

M.bracteataの 省 略 で あ る 。 値 は 平 均 ± 標 準 誤 差 で あ る(n=10)。*、**、***は 、

そ れ ぞ れP<0.05、P<0.01、P<0.001で0mM Al区 と1mM Al区 の 間 に 有 意 差 が あ

る こ と を 示 す(t検 定)。
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図3-3. 24時 間 の ア ル ミニ ウム 処 理 が フ トモ モ 科9樹 種 の 根 端 の カ ロー ス 、

リグ ニ ン 、ア ル ミニ ウム 濃 度 に 及 ぼ す 影 響

種 名の省略は、図3-2と 同 じであ る。値 は 平均 ±標準誤差であ る(n=5)。*、

** 、***は 、それ ぞれP<0.05、P<0.01、P<0.001で0mMAl区 と1mM Al区 の

間に有意 差があ ることを示す(t検 定)。 異な るアル ファベ ッ トはP<0.05で

有意差が ある ことを示す(チ ューキーの方法)。
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図3-4. 24時 間Al処 理 にお ける根 の 伸 長 とAlに よる根 端 へ のカロー ス蓄 積(a)、

リグニン蓄 積(b)、 アル ミニウム集 積(c)の 関係

1mM Al区 と0mM Al区 の カ ロー ス濃 度 、 リグニ ン濃 度 、Al濃 度 の差 を それ ぞれAlに

よ る カ ロー ス蓄 積 、 リグニ ン蓄 積 、Al集 積 と した。*はP<0.05で 有 意 な相 関が あ る

こ とを示 す 。
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図3-5. 20日 間 の1mM Al処 理 が フ トモ モ 科9樹 種 の 根 の 伸 長 に 及 ぼ す 影 響

0mM Al区 の根 伸長 の平均 に対する1mM Al区 の根伸長 として表す。種名の省略は、

図3-2と 同 じで ある。値 は平均 ±標 準誤差である(n=6～12)。*、***は 、それ

ぞれP<0.05、P<0.001で0mM Al区 と1mM Al区 の問に有意差が あることを示す

(t検 定)。
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図3-6. 24時 間アル ミニウム処 理 にお ける根 伸 長 と20日 間アル ミニウム

処 理 にお ける根 伸 長 の 関係

*はP<0.05で 有意な相関があることを示す。
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図3-7. 20日 間の アル ミニ ウム処 理 が葉 、茎 、根 のアル ミニウム濃度 に

及ぼ す 影響

種名の省略は、図3-2と 同 じである.値 は平均 ±標準誤差である(n=6～8)。
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図3-8. 5日 間 の ア ル ミ ニ ウ ム 処 理 がMelaleuca cajuputi、Eucalyptus

camldulensis、M.bracteataの 根 の 伸 長 に 及 ぼ す 影 響

0mM Al区 の 根 伸長 量の 平 均 に 対す る0.1、0,2、0.5、1、2.5、5mM Al区 の 根 伸 長 量 を

示 す 。0mM Al区 の 根 の 伸 長 量 の 平 均 は 、M.cajuputiで71.0cm、E.camaldulensis

で72.9cm、M.bracteataで36.6cmだ っ た。 値 は 平均 ±標 準誤 差 で あ る(n=6)。

*と**は 、 そ れ ぞれP<0.05とP<0.01で0mM Al区 と有 意 差 が あ る こ とを示 す

(ダ ネ ッ トの 方法)。
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図3-9.  アル ミニ ウム が Melaleuca cajupu ti、 Eucalytus camaldulen sis、

M.bracteata の樹高成長に及ぼす影響

Al処 理0日 目の樹 高 の 平均 に対 す る5、10、15、20日 目の 樹 高 を示 す 。0日 目の0mM Al区 の

樹高の平均 は、M.cajuputi で8.2cm、 E.camaldulensis で10.6cm、 M.bracteata で9.9cm

だ っ た。 M.cajuputiとM.bracteataの5mM Al区 の15日 目以 降 は 枯 死 したため 値 がない。

値は平均 ±標 準誤差であ る(n=6)。
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図3-10. 40日 間 の ア ル ミ ニ ウ ム 処 理 がMelaleuca cajuputi、Eucalyptus

camaldulensis、M.bracteataの 乾 重 に 及 ぼ す 影 響

0mM A1区 の 乾 重 の 平均 に 対 す る0.1、0.2、0.5、1、2.5、5mM Al区 の 乾 重 を示 す 。

値 は 平均 ±標 準 誤 差 で あ る(n=6)。*、**は 、 そ れ ぞれP<0.05、P<0.01で0mM

Al区 と 有 意 差 が あ る こ とを 示 す(ダ ネ ッ トの 方法)。M.cajuputiの5mM Al区 とM.

bracteataの2.5m Alと5mM区 は 枯 死 した た め値 が な い。
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3.4 考 察

培 養 液 中の1mM Alで24時 間 処 理 し、根 の伸 長 を測 定 す ることによってAl耐 性 を評 価 し、

Melaleuca属 とEucalyptus属9樹 種 にAl耐 性 の違 いがあることを明 らか にした(図3-2)
。M.

leucadendra、M.cajuputi、E.grandis、M .quinquenervia、E.degluptaの5種 は1mM Alに 耐

性 があり、M.viridiflora、E.camaldulensis、M.glomerata 、M.bracteataの4種 は1mM Alに よ

って根 の 伸 長 が阻 害 され た。また、M.leucadendra 、M.cajuputi、E.grandis、M.quinquenervia、

E.degluptaの5種 は 、20日 間 の培 養 液 中の1mM Alに よる処 理 によっても、根 の伸 長 と個 体

成 長 が 阻 害 され なか った(図3-5,表3-1)。 植 物 のAl耐 性 に関 する研 究 は 、主 に農 業 作 物

を中心 に行 われ てきた。イネは 作物 の 中でAl耐 性 が 高 いと言 われ ているが 、イネの 品種 の 一

つ であるコシヒカリの根 の 伸 長 は24時 間 のCa溶 液 中の50μMのAlで42%阻 害 され た(Ma et

al.2002)。 本 研 究 にお いて1mM(=1000μM)のAlに 対 して耐 性 を持 っていた種 は 、作物 と

比 べ て非 常 にAl耐 性 が 高 いと言 える。Schaedle et al.(1989)は 、Alに 対す る成 長 反 応 によっ

て樹 木 を3つ の グル ー プ に分 類 した。す なわち、150μM以 下のAlに よって成 長 が阻 害 され る

感 受性 種 、150か ら800μM Alに よって成 長 が阻 害 され る中 間種 、800μM以 上 のAlに よって

成 長 が阻 害 され る耐 性 種 である。この分 類 に従 うと、本 研 究 で1mM Alに 耐性 を持 っていた5

樹 種 は 、樹 木 の 中でも耐性 種 に分 類 できる。この5樹 種 は 、土壌 溶 液 に1mMを 超 えるような

Alを 含 む 酸 性硫 酸塩 土壌 にお いて、造 林 す る際 の候 補 樹 種 となり得 る。

培 養 液 中の1mM Alに よる24時 間の 処理 にお いて 、根 の 伸 長 が阻 害 され なか ったM .

cajuputi、 中程 度 に阻 害 され たE.camaldulensis、 最 も阻 害され たM .bracteataの3種 につ い

て 、Al濃 度 を多 段 階 設 けて用 量反 応 試 験 を行 なったところ、3樹 種 は異 なる反 応 を示 した(図

3-8)。M.cajuputiは 培 養 液 中の2.5mM Alに よっても根 の伸 長 が 阻 害され ず 、極 めて高 い耐

性 を示 した。M.bracteataは0.2mM以 上 の 濃 度 のAlに よって根 の伸 長 が 阻 害 され 、M.
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cajuputi よりもAl耐 性が非 常に低かった。E.camaldulensis は2.5mM Alに よって根 の伸 長 が

阻害され、M.cajuputi とM.bracteata の中間的なAl耐 性だった。M.cajuputi の根の伸長が

培 養 液 中 の555μMや380μM Alに よっても阻 害 され ないとの報 告 は 既 にあったが(Osaki et

al.1997,Nguyen et al.2003b)、 本 研 究 に よ っ て 、M.cajuputi は2.5mM(=2500μM)のAlに

も耐性を示すことが分かった(図3-8)。 培養 液中のAlに 対して高い耐性 を示した樹木として

以下のようなものが報告されている。E.mannifera Mudie と Pinus radiata D.Don は培養液中の

2222μMのAlで も 根 の 伸 長 が 阻 害 され ず(Huang and Bachelard1993)
、E.globulus と E.

urophylla は1600μMのAlに よ っても(Silva et al.2004)、 Bet ula pendula Roth は1300μMの

Alに よっても(Kidd and Proctor2000)根 の伸 長 が阻 害 され なかった。これ らの樹 木 と比 べ ても、

2500μMのAlで 根の伸長 が阻害されなかった M.cajuputi は極めて高いAl耐 性 を持つ種で

あるといえる。Al耐 性 種 M.cajuputi のAlに 対する反応 をM.bracteata など耐性の異なる樹種

と比較することによって、M.cajuputi のAl耐 性機構を確実性を持って効率的に解明することが

できると考えられる。特に M.bracteata は 、M.cajuputi と比べて非常にAl耐 性が低く、M.

cajuputi のAl耐 性機 構を解 明する上で比較樹種として適 していると考えられる。

Alが9種 の根の伸 長に及ぼす影響 は、24時 間Al処 理と20日 間Al処 理 において、E.

camaldulensis を除き同様 の傾 向を示した(図3-6)。 E.camaldulensis では 、24時 間 の1mM Al

処 理(実 験1)で49%根 の 伸 長 が阻 害 され た にもかか わらず(図3-2) 、20日 間(実 験2)や5

日間(実 験3)の1mM Al処 理 では 根 の伸 長 に影 響 を受 けなかった(図3-5 ,3-8)。 実験1で

は1個 体あたり1根 端の根の伸長量を、実験2と 実験3で は根全体の伸長量を測定した。E.

camaldulensis では、Alに よって1根 端の根の伸長 は小さくなるが、分枝の数 が増えて根全体

の伸 長量が変わらなかった可能性が考えられる。しかし、根の分枝の数がAlに よって影響 を

受けなかったので(デ ータ非表示)、実験1と 実験2、3に お けるAlに 対する反応の違 いは、

根の伸長の測 定法の違いによるものではないだろう。E.camaldulensis の根をCa溶 液 中の1

mM Alで 処 理 す ると、処 理 前 に0.34mm h-1だ った根 の伸 長 速度 が処 理 開 始1～3時 間 後 に
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0.18mm h-1ま で低 下したが、処 理 開始12～24時 間 後 に は0.31mm 2h-1に 回復 した(Tahara et

al.unpublished data)。Al耐 性 機 構 としての根 か らの 有機 酸分 泌 には 、Al処 理 開 始か ら有機 酸

の 分 泌 が 開 始 され るま で に 数 時 間 が 必 要 な パ ター ン が 知 られ て い る(Ma2000) 。E.

caｍaldulensisは 、この ように誘 導 されるまで にある程 度 時 間 が 必要 なAl耐 性 機 構 を持 ってい

る可 能性 が考 えられ る。

20日 間のAl処 理 にお ける相 対 乾重 と相 対 根 伸 長 の 間 に正 の相 関 が見 られ た(r=0 .682,P

<0.05)。 また、用 量反 応 試 験 にお ける相 対 乾 重 と相 対 根 伸 長 の 間にも正 の相 関 が見 られ た(r

=0 .887,P<0.01)。 このように個 体 のバ イオ マス成 長 と根 の伸 長 はAlに よって同様 に阻 害 され

たが、阻 害 の程 度 が 異なって いた。例 えば、用 量反 応 試 験 にお いてM.bracteataの バ イオマ

ス成 長 は1mM Alに よって64%阻 害 され たが(図3-10) 、根 の伸 長 は ほぼ 完全 に阻 害 された

(図3-8)。 この ように、バイオマス成長 よりも根 の伸 長 の ほうが大 きく阻 害 される傾 向にあった。

従 って、Al耐 性 を評 価 す る上 では 、バ イオ マス成 長 よりも根 の 伸 長 のほ うが指 標 として感 度 が

高 いと考 えられ る。

M.leucadendraで は 、20日 間の1mM Al処 理 によって根 伸 長 が促 進 されるという現 象 が見

られ た(図3-5)。 また、用 量 反 応 試 験 で は、根 の 伸 長 がM.cajuputiの0.2、0.5、1mM Al区 と

E.camaldulensisの0.2、0.5mM Al区 で(図3-8)、 個 体 成 長 がM.cajuputiの0 .2と0.5mM Al

区とE.camaldulensisの0.2mM Al区 で促 進 され る傾 向にあった(図3-10)。 障 害 を受 けな い

程 度 の濃 度 のAlに よって成 長 が促 進 され ることが 、Melaleuca属 とEucalyptus属 樹 木 を含 む

いくつ か の植 物 で報 告 され ている(Mullette1975,Huang and Bachelard1993,Osaki et al.

1997,Nguyen et al.2003a,Silva et al.2004)。 このAlに よる成長 促 進 の機 構 は、まだ 明 らか に

な ってい な い が 、Al3-とH+の 競 合 によるH-害 の 緩 和 などが提 唱 され てい る(Nguyen et al.

2003b)。

本 章 で用 いた9種 す べ てで 、Alに よって根 端 にカ ロースが蓄 積 した(図3-3)。 根 端 にお け

るAlに よるカロース蓄積 と根 の相 対 伸 長 の 間 に正 の 相 関 が認 め られた(全9樹 種,r=-0.712,
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Melaleuca属 のみ,r=-0.871)。 この 結 果 は 、特 にMelaleuca属 樹 木 におい て、Alに よるカロ

ース蓄積 が種 間 のAl耐 性比 較 の指 標 となることを示 唆 している
。Alに よるカロース蓄積 と根 の

相 対 伸 長 の間 に負 の 相 関 があることは 、ダイズの遺 伝 子 型 間(Wissemeier et al.1992)、 トウモ

ロコシの品 種 間(Llugany et al.1994)、 インゲンマメの 品種 間(Massot et al.1999)で も見 いだ

され てい るが 、異 なる種 間 で 見 いだ され たの は 本 研 究 が初 めて である。M.leucadendra、M.

cajuputi、E.grandis、M.quinquenerviaで は 根 の伸 長 が阻 害 され ていない にもかか わ らず 、Al

によって根端 にカロースが蓄 積 した(図3-3)。 この 結 果 は 、カ ロー ス蓄 積 が根 の伸 長 よりもAl

に対 して感 受 性 が 高 いことを示 している。

最もAl耐 性 が低 か ったM.bracteataで は 、24時 間 のAl処 理 によって根 端 でリグニンが蓄

積 す ることを見 いだ した(図3-3)。 しか し、Alに よって根 伸 長 が 阻 害 されたM.virdiflora、M.

glomerataで は 、Alに よるリグニンの 蓄積 は 見 られなか った(図3-3)。 これ らの結 果 か ら、リグ

ニン蓄 積 はAl毒 性 による初 期 反 応 の 一 つ である可能 性 はあるが 、根 の伸 長 阻 害 よりもAlに 対

して感 受 性 が低 い 反 応 であると考 え られ る。また 、Alに よるリグニン蓄積 と根 の 相 対 伸 長 の 間

に有 意 な相 関 を見 い だす ことはできなかった(図3-4)。 このことは、Alに よるリグニンの蓄 積 は

Al耐 性 の 指標 としては適 当 でないことを示 している。

カロースや リグニンの細胞壁 への蓄積は、細胞伸長 を制御している因子の一つである細胞

壁 の 伸 展 性 を低 下させ るかもしれ ない(Matsumoto2000,Schopfer et al.2001)。 従 って、Alに

よるカ ロー スとリグニンの蓄 積 が 、Alが 根 の 伸 長 阻 害 を引き起 こす 原 因 となってい る可能 性 が

ある。しか し、Sasaki et al.(1996)は 、Alに よるリグニンの蓄 積 がAlに よる根 の伸 長 阻 害 よりも

遅 い現 象 で あるため 、リグニン蓄 積 がAlに よる根 伸 長 阻害 の 主な原 因で はないだ ろうと考 察し

ている。M.viridifloraとM.glomerataに お い て、Alに よるリグニ ンの蓄 積 が 見 られなか ったこと

は 、Sasaki et al.(1996)の 考 察 を支 持 す る結 果 である。Sivaguru et al.(2000)は 、Alに よって原

形 質 連 絡 に 蓄積 したカ ロー スが 細胞 間 の物 質 輸 送 を阻 害す ることを明 らか に し、このカロース

の 蓄積 がAlに よる根 の伸 長 阻 害 を引 き起 こす 可能 性 を示 唆 している。しか しな がら、Alに よっ
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て蓄積 したカロースが 細 胞 壁 の伸 展 性 に及 ぼ す影 響 につ いては未 解 明である。

根 を1mM Alで24時 間 処理 した場 合 、M.cajuputiとE.grandis、M.quinquenervia、M.

viridifloraは 、E.degluptaとM.glomerata、M.bracteataよ りも根 端 へ のAlの 集 積 が 少なか っ

た(図3-3)。 したが って、前者 の樹 種 に は、根 端 にAlが 集 積 す るのを防ぐ何 らかの機 構 が存

在 す る可 能性 がある。しか し、根 端 へのAlの 集 積 と根 の相 対 伸 長 の 間(図3-4c)、 葉 と茎 、根

のAl濃 度 とそ れぞ れ の 相 対 乾 重 の 間(デ ー タ非 表 示)に 相 関 は 見 られなか った。従 って、本

章 で用 い たMelaleuca属 とEucalyptus属 樹 種 におい ては 、Al排 除 能 力 以外 の機 構 もAl耐 性

に寄 与 していると考 えられ る。

第3章 で は、M.cajuputiが 培 養 液 中の2.5mMのAlに も耐 えられ る極 めて高 いAl耐 性 を

持 つ 耐性 種 であることが明 らか になった。M.bracteataはM.cajuputiに 比 べ耐 性 が非 常 に低

く、M.cajuputiのAl耐 性 機 構 を解 明 す る上 で比 較 樹 種 として用 いるの に適 していると考 えられ

る。また、E.camaldulensisも 高 い 耐性 を持 ってお り、その耐 性 はAlに よって誘 導 される機 構 に

よるもの である可能 性 が ある。Alに よる9樹 種 の根 端 へ のカロー スの 蓄積 量と根 の伸 長 に樹 種

を越 えて負 の相 関が認 められた。このことは、根 端 に お けるAlに よるカロー スの 蓄積 がAl耐 性

の種 間 比 較 のた めの指 標 にな りうることを示 している。
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