
第4章 根からのアルミニウム結合性物質の放出

4.1 は じめ に

第3章 で耐 性 種Melaleuca cajuputiと 感 受 性 種M.bracteata選 抜 した。Alに よって植 物

に現 れ る最も顕 著 な障 害 は根 の伸 長 阻 害 であ り、根 の伸 長 阻 害 は根 端 にAlが 侵 入 することに

よって引き起 こされ る(Delhaize and Ryan1995)。 従 って、植 物 のAl耐 性 機 構 は、Alが 根 端 に

集 積 す るの を防 ぐ「Al排 除 機 構 」と根 端 にAlが 集 積 しても耐 えられ る「根 端 内Al耐 性機 構 」に

分 けて 考 えることが できる。1mMのAlに 根 を24時 間 浸 けたところ、M.cajuputiの 根 端 のAl

濃 度 はM.bracteataよ りも低か ったので(図3-3)、M.cajuputiに は何 らか のAl排 除 機 構 が存

在 している可能 性 がある。第4章 では 、M.cajuputiの 極 め て高いAl耐 性の機 構 を解 明 するた

め に 、まずM.cajuputiのAl耐 性 が根か らAl結 合 性 物 質 を分泌 す ることによるAl排 除 機 構 で

あるか どうかを明 らか にす ることを 目的とした。

リンゴ酸 や クエン酸 、シュウ酸 などの 低 分 子 有 機 酸 は 、Alと キレー ト結 合 して安 定な複 合 体

を形 成 し、Alが 細胞 を構 成 す る物 質 に結 合 す るのを防 ぐことが できる(Ma2000)。 作 物 や モデ

ル植 物 では 、根 端 か ら有 機 酸 を分泌 す ることがAl排 除機 構 として解 明され つ つ ある(Ma and

Furukawa2003)。 例 え ば 、コムギ(Triticum aestivum)のA1耐 性 系統 で リンゴ酸 を(Delhaize et

a1.1993b)、 インゲンマメ(Phaseolus vulgaris)のAl耐 性 品 種 で クエン酸 を(Miyasaka et al.

1991)、 ソバ(Fagopyrum esculentum)のAl耐 性 品種 でシュウ酸 を(Zheng et al.1998)、Alに 応

答 して根 か ら分 泌 す ることが知 られ て いる。植 物 のA1耐 性 機 構 に関 す る研 究の 多 くは 、根 端

か らの 有 機 酸 分 泌 によるAl排 除機 構 に注 目してお り、実 験 的 証 拠 のほとん どがこの機 構 に関

す るものである(Kochian et al.2004)。

有 機 酸 の ほか にも、リン酸 や カテ キン、クエル セチ ンな どのフェノー ル物 質 が、根 か ら分 泌 さ

れ 根 圏 でAlと 結 合 し、Alの 集 積 を抑 制 す る物 質 として提 唱 され ている(Lindberg1990,Basu et

67



al.1999,Kidd et al.2001)。

本章では、耐性 種 M.cajuputi の根から放 出されるAl結 合性物質の量を測 定し、第3章 で

選抜した感受性種 M.bracteata と比較した。また、第3章 でAl誘 導性の耐性機構 を有する可

能性が指摘された Eucalyptus camaldulensis についてもM.bracteata と比較した。Al結 合性物

質として、有機酸 、リン酸、フェノール物質を測定した。また、根から放 出される物質のAl結 合

能 力を評価した。
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4.2 材 料 と方 法

植物材料

「3.2材 料 と方 法」の 「植 物 材 料 」(第3章)と 同じ方 法 で 、M.cajuput i、E. camaldulensis 、M.

bracteata の実生を栽培 した。

根 か らの放 出物 の採 取

播種 後3～5ヶ 月の実生を3Lの プラスチックポットに6本 ずつ植え替え、実験1(第3章)と

同様の培養 液を使って水耕 栽培 した。30～40日 間水耕栽培した実生の根を、脱イオン水でよ

く洗ったのち、8個 体ずつ まとめて200mLの0mMあ るいは1mMのAlCl3を 含む0 .35mM

CaCl2溶 液(pH4.0)に 通気 しながら24時 間浸 け、この溶液を根から放出された物 質を分析す

る試料とした。溶液 は200mLに 定容したのち、185mLを 有機 酸とリン酸の分析 に、15mLを

元素(K,Ca,Mg,Fe)と 全有機炭 素の定量に用 いた。根は処理終 了後、脱イオン水で洗浄 し

てから、すみやかに-30℃ で冷凍させ、凍結 乾燥 したのち、乾重を測定した。乾重測定後の根

は、根 の有機酸濃度の測定(第5章)ま で-30℃ で保 存した。また、根から放出物 を含む溶 液

を同様に採 取し、Al結 合能力の評価とゲル濾過による分析 に用いた。試料溶液はすべて0 .22

μmの メンブレンフィルターを通 したのち、分析まで-30℃ で保存した。有機 酸とリン酸、全有機

炭 素、K、Ca、Mg、Feの 分析に4反 復 、フェノール物質の分析とAl結 合能力の評価 に3反 復

を設けた。

有機酸、リン酸の測定

Ma et al.(1997b)の 方 法 により、陽 イオン交 換 カラムと陰 イオ ン交換 カラムを用 い て試 料 溶

液 を精製した。陽イオン交換カラム (1.5cm × 12cm,Econo-Pac Disposable Chromatography
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Columns,バ イオ ラッド)に5gの 陽 イオ ン交 換 樹 脂(Amberlite IR-120B ,H+形,オ ルガ ノ)、陰

イオ ン交換 カラム(0.4cm×4cm,Poly-Prep Chromatography Columns ,バ イオラッド)に2g

の陰 イオン交 換樹 脂(AG1-X8resin,100-200mesh ,formate form,バ イオラッド)を充 填 し、

脱 イオ ン水 で樹 脂 を洗 浄 した。キャップ(Poly-Prep Column Stack Caps ,バ イオラッド)で 陽イ

オ ン交換 カラムと陰 イオ ン交 換 カラムを接 続 し、試 料 溶 液 を0.3-1.0cm min-1の 流 速 で 、陽イオ

ン交換 樹 脂 、陰 イオン交 換 樹 脂 の順 に通 過 させ た。脱 イオ ン水 で樹 脂 を洗 浄 したのち、陰 イオ

ン交換 カラムに3mLの2N塩 酸 を3回 流 し、陰イオ ン交 換 樹 脂 に吸 着 され ている有機 酸 を溶

出 させ た。遠 心 エ バ ポレー ター(CVE-3100,東 京 理 化器 械)を 用 いて溶 出 液を完 全 に乾燥 さ

せ(50℃)、200μLの10mM NaOHに 溶 か し、遠 心 式フィル ター(Ultra free-MC ,ミ リポア)で

濾 過 したの ち、有 機 酸 の 定 量 まで-30℃ で保 存 した。

精 製 した試 料 溶 液 のシュウ酸 を逆 相イオ ンペ アクロマ トグラフィー の分 離 による高 速 液 体 ク

ロマトグラフを用 いて定 量 した。移 動 相 として31.8mM KH2PO4、5.2mM K2HPO4、5mMテ トラ

ブ チル アンモ ニウム硫 酸 水 素 塩 、10%(v/v)メ タノー ル を含 む 水溶 液(pH5 .0)を0.6mL min-1

で送 液 し、カラム(Cadenza CD-C18,4.6mm×25cm,イ ンタクト)を用 い て50C° 下 でシュウ酸

を分 離 した。シュウ酸 をUV-VIS検 出器(SPD-10A,島 津製 作 所)に よって、210nmに お ける

吸 光度 を測 定 す ることにより検 出した。標 準 物 質 としてシュウ酸(和 光純 薬 工業)を 用 いた。

試 料 溶 液 中 のクエ ン酸 とリンゴ酸 、コハ ク酸 、リン酸 をTahara et al.(2005)の 方 法で 高速 液

体 クロマ トグラフを用 い て定 量 した。この 方 法 は 、イオ ン排 除 クロマトグラフィー によって有 機 酸

を分離 し、ポストカラムpH緩 衝 化 電 気 伝 導 度 法 により検 出す るものである。5mMp-ト ル エ ンス

ル ホン酸 水 溶 液 を移 動 相 として0.8mL min-1で 送 液 し、ガ ー ドカラム(SCR-102H,6.0mm×5

cm,島 津 製 作所)を 取 り付 けたカラム(Shim-pac SCR-102H ,8.0mm×30cm,島 津 製 作 所)

を用 い て45℃ 下 で 有機 酸 とリン酸を分 離 した。カラム溶 出液 に5mMp-ト ル エ ンスルホン酸 お

よび100μMエ チ レンジアミン四酢 酸 を含 む20mMビ ス(2-ヒ ドロキシエチル)イ ミノトリス(ヒドロ

キシメチ ル)メタン水 溶 液 を緩 衝 液 として0.8mL min-1で 混合 したのち 、電 気 伝 導 度 検 出器
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(CDD-6A,島 津製作所)に よって48℃ で検 出した。標 準物 質としてクエン酸 三ナトリウム二水

和物、D,L-リンゴ酸 、コハク酸 二ナトリウム六水和物 、リン酸二水 素ナトリウム二水 和物(和 光純

薬工業)を用 いた。

全 有機 炭 素 、元 素 の測 定

試料溶液 中の全有機 炭素を全有機体炭素計(TOC-5000A,島 津製作所)で 、KとCa、Mg、

Feを フレーム原子吸光光度計(Z-6100 ,日 立ハイテクノロジーズ)で 定量した。

フェノール 物 質 の測 定

陽イオン交 換 樹脂(Amberlite IR-120B,H-形,オ ル ガノ)5gを 充 填 したカラムに試 料 溶 液 を

通 し、AlやFeを 除 いた。溶 液 のpHを0.1M NaOHで7に 合 わせ たのち、ロー タリー エバ ポレ

ー ター(N-1
,東 京 理 化 器 械)を 使 って30℃ で濃 縮 した。濃 縮 した試 料 溶液 に0.1M HClを 加

えてpHを4.0に 合 わせ たのち、10mLに 定 容 した。このようにして精 製 、濃 縮 した試 料 溶 液 を

フェノー ル 物 質 、Al結 合 能 力 の 分析 に用 いた。

試 料 溶 液 中の フェノール 物 質 をホー リン-デ ニス法(Swain and Hillis1959)で 定 量 した。この

定 量 法 は 、溶 液 中のFeに よって干 渉 されることが 予備 測 定 によって明 らか にな った。根 をAl

処理 す ると、アポ プラストに 吸着 していたと思 われ るFeが 放 出 され る(図4-1) 。従 って、試 料

溶 液 か らFeを 除 去 す ることが 必 要 である。2gリ ンモリブデ ン酸 、11.23gNa2WO4・2H20 、5mL

の85%(w/w)リ ン酸を75mLの 水 に加 えたの ち、2時 間還 流 させ 、100mLに 定 容 してホー リ

ン-デ ニス試 薬 を調 製 した。850μLの 試 料 溶 液 に50μLの ホー リン-デ ニス試 薬 を加 え撹 拌 し
、

3分 後 に100μLの 飽 和Na2CO3水 溶 液 を加 えた。1時 間後 に725nm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。標 準物 質 としてフェノー ル(和 光純 薬

工業)を 用 い た。
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アルミニウム結合能力の評価

根 か らの 放 出物 のAl結 合 能 力 を以 下の 方法 で評 価 した。精 製 、濃 縮 した試 料 溶 液2 .7mL

に0.3mLの0.25mM Al(NO3)3を 加 え、混 合液 の単 量 体Al濃 度 をピロカテコー ル バイオ レット

比 色 法(Menzies et al.1992)に よって測 定 した。混 合液 に0.108%(w/v)1 ,10-フ ェナ ントロリン

一 水 和 物 と0
.5%(w/v)ア スコル ビン酸 を含 む 水 溶 液0.5mLを 加 え1分 間反 応 させ たの ち、

0.2mLの0.055%(w/v)ピ ロカテコー ルバ イオレットと1.0mL1Mイ ミダ ゾー ル緩 衝 液(pH5 .6)

を加 え、60秒 後 に678nm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。溶 液 中の全Al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。混 合 液 の 全Al量 と単 量 体Al量 の差 か ら、何 らか の物 質 と結合 しているAl

量 を算 出 し、これ をもって根 か ら放 出物 のAl結 合 能 力 を評 価 した。

ゲル濾過クロマトグラフィーによるアルミニウム結合性物質の分離

Sephadex G-10(排 除 限 界700Da,ア マ シャムバ イオサイエンス)を 充填 したカラム(1 .5×

47cm)を 用 い て、根 の放 出物 か らAl結 合 性 物 質 を分 離 した。溶 出液 として 、0.1M HClでpH

4.0に 調 整 した脱 イオ ン水 を流 速0.43mL min-1で 流 した。「フェノール 物 質 の 分析 」と同 じ方 法

で試 料 溶 液 を精 製 、濃 縮 した の ち、さらに遠 心 エ バ ポ レー ター(CVE-3100 ,東 京 理 化 器 械)

で完 全 に乾 燥 させ た。0.3mLの10mM AlCl3と2.7mLの 溶 出液 を含 む 溶 液(Al濃 度:1mM)

に試 料 を超 音 波 で溶 解 させ 、2mLを カラムに添加 した。溶 出液 を1画 分 あたり30滴(お よそ1

mL)と してフラクションコレクター で分 取 し、各 画 分 のAl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。分 子 量 既 知 の 有機 酸 を標 準 物 質 として、画 分

番 号 に対 す る分 子 量 の検 量 線 を引 き、ピークの画 分 番 号か ら分離 され た物 質 のお よそ の分 子

量 を求 めた。

統計分析
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ソフトウェアーMac統 計 解 析(エ スミ)を使 って 、チ ュー キー の方 法 により各 処 理 の 平均 を比

較 した。
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4.3結 果

根 か らの カ リウム、カ ル シ ウム 、マ グ ネ シ ウム 、鉄 の 放 出

M. cajuputi、E. camalduiensis、M. bracteataの 根 か ら放 出され たK、Ca 、Mg、Feの 量 を図

4-1に 示 す 。根 か らのKの 放 出は 、M. cajupatiで は検 出されなかったが 、E. camaidulensisと

M. bracteataで は認 め られ 、E. camaidulensisで はAlに よって減 少 した(t検 定,P<0.05)。 根

か らのCaの 放 出は 、M. cajuputiとE. camaldulensisの0mMAI区 では認 められなか った。Ca

の放 出 にお ける負 の値 は 、処理 液 で あるCa溶 液 か ら根 にCaが 吸 収 され たことを意 味 す る。

E. camldulensisの1mMAI区 とM. bracteataの 根 か らはCaの 放 出が認 められ た。根 からの

Mgの 放 出量 は 、M. cajuputiとE. camaldulensisでAlに よって増 加 し(t検 定,P<0.05)、M

bracteataで はAlの 影 響 を受 けなか った(`検 定,P>0.05)。 根 か らのFeの 放 出量 は 、3樹 種

ともAlに よって大 きく増加 した(`検 定,P<0.05)。 根 をAl処 理 す ると、根 の 表 面 に付 着 してい

た陽イオ ンがAlと のイオン交換 によって処 理 溶 液 中に放 出され ることが報 告 され ている(Heim

et al.1999)。Alに よって増 加 した根か らのMgとFeの 放 出 は、Alイ オ ンとのイオン交換 によっ

て根 の表 面 か ら放 出 され たMgイ オンとFeイ オ ンであると考えられ る。

根 か らの 有 機 酸 の 放 出

M. cajuputi、E. camaldulensis、M. bracteataの 根か ら放 出され た有機 酸 の量 を図4-2に 示

す 。シュウ酸 の根 か らの放 出 は 、E. camaldulensisの み で検 出され 、M. cajuputiとM. bracteata

で は認 め られ なかった。E. cmaldulensisの 根 か らのシュウ酸 放 出 は1mMAI区 のほうが0mM

AI区 よりも多 い傾 向 にあった。クエ ン酸 の根 か らの放 出は 、0mM Al区 では3樹 種 とも認 めら

れなか ったが、1mM Al区 では3樹 種 とも放 出 していた。M. cajuputiとE. camaldulensisの ク

エン酸 放 出 は 、M. bracteataよ りも少 ない傾 向 にあった。リンゴ酸 の根 か らの 放 出 は 、0mM Al
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区では3樹 種とも検 出されなかったが、1mM Al区 では3樹 種とも認 められた。1mM Al区 に

お けるM. cajuputi と E.camaldulensis の リンゴ酸 の放 出量 は 、M. bracteata よりも少ない傾 向

にあった。E.camaldulensis とM.bracteataで は、0mM Al区 でコハク酸の根からの放 出が認 め

られたが、1mM Al区 では検 出されなかった。M.cajuputiで は、Alの 有無に関わらずコハク酸

の放 出が認められなかった。それぞれの有機酸で、放 出量の間に有意な差 はなかった(チ ュ

ーキーの方 法
,P>0.05)。

根 か らの リン酸 、フェノー ル 物 質 の 放 出 と放 出 物 の 全 有 機 炭 素

M.cajuputiの 根 か らの リン酸 の 放 出 量 は 、Al処 理 によって影 響 を受 けな か った が 、E

camaldulensisとM.bracteataで は 、1mM Al区 のほうが0mM Alよ り放 出量 が少 なかった(チ

ュー キー の 方 法,P<0 .05;図4-3)。1mM Al区 のリン酸 の放 出量 は 、3樹 種 で違 い がなかっ

た(チ ュー キー の方 法,P>0.05;図4-3) 。

根 か らのフェノー ル 物 質 の放 出 は 、3樹 種 ともAlに よって放 出量 が減 少 した(チ ュー キー の

方 法,P<0.05;図4-3)。1mM Al区 にお けるフェノー ル 物 質 の放 出 量 は、M.cajuputiはM.

bracteataよ り少 なく、E.camaldulensisはM.bracteataよ りも多 かった(チ ュー キー の方 法
,P<

0.05;図4-3)。

根 か らの放 出された全 有 機 炭 素 量 は、3樹 種 ともAlに よって影 響 を受 けなかった(チ ュー キ

ー の 方 法
,P>0.05;図4-3)。1mM Al区 で の放 出量 に樹 種 による違 いはなか った(チ ューキ

ー の 方 法
,P>0.05;図4-3)。

根 か らの放 出物 のアル ミニウム結 合 能 力

根からの放 出物 のAl結 合能力を評価した(図4-4)。3樹 種 とも0mM Al区 と1mM Al区 に

有意な差はなかったが(チ ューキーの方法,P>0 .05)、E.camaldulensisはAlに よって放出物

のAl結 合能力が高まる傾 向にあった。1mM Al区 におけるM.cajuputiの 根からの放 出物の
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Al結 合 能 力 は 、M.bracteataと 比 べ て0.51倍 と低 か った(チ ュー キ ー の 方 法
,P<0.05)。 一 方 、

E.camaldulensisで は 、1mM Al区 に お け る根 か らの 放 出 物 のAl結 合 能 力 がM.bracteataの

1.8倍 と高 か っ た(チ ュー キ ー の 方 法,P<0 .05)。

根から放出されたアルミニウム結合性物質の分離

根 か らの放 出物 を含 む 溶 液 に1mMに なるようにAlCl3を 加 え、ゲル 濾過 クロマ トグラフィー

によりAl結 合 性 物 質 を分 離 した結 果 を図4-5に 示 す。0 .1%(w/v)NaCl中 の0.02%(w/v)ブ

ル ー デ キストラン2000を 用 いて調 べ た空 隙 体 積 のピークは 、33番 画 分 に現 れ た。1mM AlCl3

の み を流 した場 合 は 、49番 画 分 にAlの ピー クが 現 れ た(デ ー タ非 表 示) 。したが って、図 中の

49番 画 分 付 近 の 大 きいピー クは、単 量体Alの ピー クあるい はそれ と分 離 できない低 分 子 の物

質 と結合 したAlの ピー ク、また はそ の両 方 が重 なったピー クである。3樹 種 とも0mM Alで 根 を

処 理 した場 合 は 、33番 画 分 付 近 にピークが現 れ た。これ らの ピー クは 、Alが 試 料 溶 液 中の何

らか の物 質 と結 合 して単 量 体Alよ りも分 子 量 が 大 きくなったことを示 している。つ まり、根 か ら

Al結 合性 の物 質 が放 出され ていると言 える。根 を1mM Alで 処 理 した場 合 、M.cajuputiとM.

bracteataで は、33番 画 分 のピークが0mM Alの 場 合 よりも小 さくなった。E.camaldulensisの1

mM Al区 では 、0mM Al区 で は 見 られ なか った大 きな ピー クが36番 画 分 に現 れ た。Alに 反応

して何 らか のAl結 合 性 の物 質 がE .camaldulensisの 根 か ら放 出 され たと言 える。この36番 画

分 の ピー クに含 まれ る物 質 の分 子 量 は お よそ500で あると推 定 され た。このことか ら、Alに 反 応

してE.camaldulensisの 根か ら放 出 されたAl結 合 性物 質 がAlと 結 合 して分子 量 が およそ500

の複 合 体 を形 成 していたと考 えられ る。
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図4-1.Melaleuca cajuputi、Eucalyptus camaldulensis、M. bracteataの

根 か らの カ リウム 、カ ル シ ウ ム 、マ グ ネ シ ウム 、鉄 の 放 出

値 は 平 均 ±標 準 誤 差 で あ る(n=4)。n.d.は 検 出 され な か った こ と を示 す 、*、

***は そ れ ぞ れP<0.05、P<0.001で0mM Al区 と1mM Al区 に 有 意 差 が あ る こ と

を 示 す(t検 定)。
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図4-2. Melaleuca cajuputi、Eucalyptus camldulensis、M.bracteataの

根 か ら の 有 機 酸 放 出

値 は 平均 ±標 準 誤 差で あ る(n=4)。n.d.は 検 出 され な か った こ とを 示す 。
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図4-3.  Melaleuca  cajuputi、 Eucalyptus  camaldulensis、 M.bracteata の

根 からのリン酸 、フェノー ル 物 質 、全 有機 炭 素 の放 出

値 は 平均 ±標 準 誤 差 で あ る(リ ン酸,全 有 機 炭 素n=4;フ ェノー ル物 質n=3)。

異 な るア ル フ ァベ ッ トはP<0.05で 有 意 差 を 示す(チ ュー キー の 方法)。
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図4-4. Melaleuca cajuputi, Eucalyptus carnaldulensis, M. bracteata の
根から放出物のアルミニウム結合能力

値 は平均 ±標 準誤 差であ る(n=3)。 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4-5. ゲ ル濾 過 クロマ トグラフィー によって 分離 した根 からの放 出物 と

アル ミニウムの 複合 体

値は 各画分のAl濃 度 である。 Melaleuea cajuputi 、 Eucalyptus camalduleusis 、 M.bracteata

の0mM Al区 と1mM Al区 に お け る 根 の 乾 重 は 、そ れ ぞ れ 、1.55、1.48、0.99、1.05、1.10、

1.44gだ っ た 。
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4.4 考 察

作 物 を中 心 に多 くの植 物 で 、Alに 応 答 した根 か らの シュウ酸 や クエ ン酸 、リンゴ酸 などの有

機 酸 の分 泌 が報 告 され てお り、Al耐 性機 構 として重 要な役 割 を果 た していると考 えられ ている

(Ma et al.2001)。 しか し、M.cajuputiやE.camaldulensisに お い て、これ らの有 機 酸 の根 か ら

の分 泌 は、以 下 に挙 げ る3つ の理 由か らAl耐 性 機 構 として 中心 的 な役 割 を果 たしていな いと

考 えられ る。(1)有 機 酸 分 泌 により耐 性を得 ていると言 われ ている植 物 よりも放 出 量 が少 なか っ

た。本 章 で用 いた3樹 種 の 根か らの有 機 酸 放 出 は 、処 理 に関 わ らず30nmol(g根 乾重)-1(24

h)-1以 下だ った(図4-2)。 ソバ はお よそ24000nmol(g根 乾 重)-1(24h)-1で シュウ酸 を(Zheng

et al.1998)、Paraserianthes falcatariaは9000nmol(g根 乾重)-1(24h)-1で クエン酸 を(Tahara

et al.unpublished data)、Al耐 性 コムギは2000nmol(g根 乾 重)-1(24h)-1で リンゴ酸 を(Basu et

al.1994)、 そ れぞ れAl処 理 をした根 か ら放 出した。これ らの植 物 と比 べ るとM.cajuputiとE.

camaldulensisの 根 か らの 有機 酸放 出 量 は非 常 に少 ない。(2)根 か ら放 出され る物 質 のAl結 合

能 力 に対 す る有 機 酸 の 寄 与度 が 低 い。シュウ酸 、クエ ン酸 、リンゴ酸 がそれ ぞれAlと1:1で 結

合 す るとしても、M.cajuputiとE.camaldulensisの1mM Al区 にお いて根 か ら放 出された有 機

酸 が結 合 するAl量 は 、それぞ れ19と40nmol Al(g根 乾重)-1(24h)-1で ある。これ は 、M.

cajuputiとE.camaldulensisの1mM Al区 にお ける根 か らの放 出物 のAl結 合 能 力 のそれ ぞ れ

14%と8%を 占めるにす ぎない。(3)ク エン酸 とリンゴ酸 につ いては 、Al耐 性 が 高 いM.cajuputi

とE.camaldulensisの1mM Al区 に お ける根 か らの放 出量 が 、その2樹 種 よりも耐性 の 低 い

M.bracteataよ り少 な いか 同程 度 だ った(図4-2) 。

Alと 結 合 能 力 を持 つ リン酸 を根 か ら分泌 す ることがAl排 除機 構 の 一 つ として提 唱され てい

る(Lindberg1990,Pellet et al.1997)。 しか し 、1mM Al処 理 を したM.cajuputiとE .

camaldulensisの 根 か らの リン 酸 放 出 量 は 、M.bracteataと 同 程 度 だ った(図4-3)。 従 って 、根
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からのリン酸 の 分泌 は 、M.cajuputiとE.camaldulensisのAl耐 性 にお いて重 要 な位 置 を占め

ているとは考 えられ ない。本 研 究 で 用 いたAl処 理 溶 液 はpH4 .0で あるが 、pH4.0程 度 の低

pHで は1mM Al中 の0.1mMのPO43-は 、ほ とん ど難 溶 性 のAlPO4を 形 成 しない(大 沢1999)。

従 って 、根か ら放 出 され たリン酸 は溶 液 中で ほとん どAlの 結合 に寄 与 していない と考 えられ る。

根 か らの リン酸 の放 出量 は 、E.camaldulensisとM.bracteataでAlに よって少 なくなった(図

4-3)。Picea abiesの 根 か らの リン酸 の 放 出 量 もAlに よって少 なくなることが 報 告 され てい る

(Heim et al.2001)。 彼 らは、根 のリン濃 度 がAlに よって高まる傾 向にあったことか ら、リン酸 が

根 にお い てAlと 結 合 して沈 殿 しているので はないか と推 論 している。E.camaldulensisとM.

bracteataに お いてもpHが 高 い根 の 内部 でリン酸 とAlが 結 合 して沈 殿 した 可能 性 が ある。

1mM Al処 理 をしたM.cajuputiの 根 か らのフェノール 物 質 の放 出量 は 、M.bracteataよ りも

少 なかったの で(図4-3)、M.cajuputiに お いてフェノール 物 質 の 放 出 量がAl耐 性 を決 定 し

ているとは 考 えられ ない。ただ し、フェノール 物 質 は その種 類 によってAl結 合 能 力が 異なって

いるの で(Ofei-Manu et al.2001)、M.cajuputiとM .bracteataで 根 か ら分 泌 されるフェノー ル

物 質 の組 成 が違 い 、根 か ら分 泌 され たフェノール 物 質 のAl結 合 能 力 がM .cajuputiでM.

bracteataよ りも高 い 可能 性 はある。一 方 、1mM Al処 理 をしたE.camaldulensisの 根 か らのフ

ェノー ル 物 質 の放 出量 は、M.bracteataよ りも多い ので(図4-3) 、E.camaldulensisで は フェノ

ー ル 物 質 の 放 出 がAl耐 性 に寄 与 して いる可能 性 が ある
。本 研 究 で用 い た3樹 種 とも根 か らの

フェノー ル 物 質 の放 出 がAlに よって減 少 した(図4-3) 。Alに よる根 か らのフェノール 物 質 放

出の減 少 はPicea abiesに お いても報 告 され てい る(Heim et al.1999)。 カテキン、クエル セチ ン

などのフェノール 物 質 は、中性 の溶 液 中(pH7.0)の ほ うが 酸性 の 溶 液 中(pH4 .5)よ りもAl結

合 能 力 が 高い ので(Ofei-Manu et al.2001)、Alに よってフェノー ル 物 質の 放 出 が減 少 したの

は、pHが 高 い根 の 中でAlと フェノール 物 質 が 結合 したためである可 能性 がある。

M.cajuputiは シュウ酸 、クエン酸 、リンゴ酸 、リン酸 の分 泌 によるAl排 除 機 構 を有 していない

と考 えられ た。高いAl耐 性を持 つイネ科 牧 草Brachiaria decumbensも これ らの物 質 の 分泌 に
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よるAl排 除機 構 を持 っていない と報 告 され ている(Wenzl et al.2001)。 本研 究 で定 量 したシュ

ウ酸 、クエ ン酸 、リンゴ酸 には 、1分 子 当たりCが それ ぞれ2、6、4個 含 まれ ている。また 、フェ

ノール 物 質1molフ ェノー ル 当量 あたりに6molのCが 含 まれていると仮 定 す ると、本 研 究 で

定 量 した有 機 酸 とフェノー ル 物 質 のCの 合 計 は 、M. cajuputi、E. camaldulensis、M. bracteata

で、それ ぞ れ1.4、4.6、2.5μmol C(g根 乾 重)-1(24h)-1で あり、根 か ら放 出 され た全 有機 炭 素

のそれ ぞ れ 、5.7、8.6、4.3%に す ぎない。根か ら放 出 された全 有 機 炭 素 の残 りは 、本 研 究 で定

量 した以 外 の 有機 酸 、糖 、アミノ酸 、タンパ ク質 などにより構 成 され て いると考 えられ る。これ ら

の物 質 の 中 にAl結 合 性 物 質 が含 まれ ている可 能性 がある。例 えば 、Al結 合 能 力 を持 つポリ

ペ プ チ ドが根 か ら分泌 され ることが コムギで報 告 され ている(Basu et al.1999)。 そこで 、シュウ

酸 、クエン酸 、リンゴ酸 、リン酸な どのA1排 除機 構 に 関わ っていると言 われ ている特 定 の物 質

の測 定 に加 え、根 か らの放 出 物 のAl結 合 能 力 を評 価 した。本研 究 は、特 定の 物 質 を仮 定 せ

ず 、根 か らの放 出物 のAl結 合 能 力 を評 価 した初 めての 例 である。Al処 理 をした耐 性 種M

cajuputiの 根 か ら放 出物 のAl結 合 能 力 は 、感 受 性 種M. bracteataよ りも小 さか った(図4-4)。

この ことか ら、M.cajuputiで は根 か らのAl結 合 性 物 質 の分 泌 が 主 要なAl耐 性機 構 ではな いと

考 え られ る。E. camaldulensisで は 、Al処 理 をした 根 か らの 放 出 物 のAl結 合 能 力 がM

bracteataよ りも大 きく(図4-4)、Al結 合 性 物 質 の 分 泌 によるAl排 除 機 構 を有 している可 能性

がある。

E. camaldulensisで は、Alに 応 答 してAl結 合1生 の物 質 が根 か ら放 出 されることがゲル 濾 過 ク

ロマ トグラフィー によって明 らか になった(図4-4)。 また、このAl結 合性 物 質 はAlと 結 合 す ると

分 子 量 が500程 度 の複 合 体 を形 成 する。3mMシ ュウ酸 を含 む1mM Alを 流 す と、42番 画 分

にピー クが 現 れた(デ ー タ非表 示)。 従 って、Alに よって現れ た36番 画 分 のピークは 、Alに よ

って 放 出 が 増加 したシュウ酸 とAlが 結 合 した複 合 体 によるもので はな い。この ピー クの 画 分

(30番 ～40番)に 含 まれ ているAlの 量(430nmol)か ら、このAl結 合 性 物 質 によるAl結 合 能

力 を算 出す ると約600nmol Al(g根 乾重)-1(24h)-1だ った。これ は、1mM Al区 にお ける8
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camaldulensis の根 か らの放 出物 のAl結 合 能 力486nmol Al(g根 乾重)-1(24h)-1(図4-4)を

十分説明できる量である。従って、このAlと 結合して分子量500程 度の複合体を形成する物

質は、Al存 在下で E.camaldulensis の根から放 出される主だったAl結 合性物質であると考え

られ る。

極めて高いAl耐 性 を持つ M.cajuputi のAl耐 性は、近縁の感 受性種 M.bracteata との比

較によって、従来から他の植物 で提唱されているシュウ酸、クエン酸、リンゴ酸、リン酸の根から

の分泌 によるAl排 除機構 によるものではないことが明らかになった。さらに、本研究で初 めて

試みられた特 定の物質を仮 定しない根からの放 出物のAl結 合能力評価によって、シュウ酸 、

クエン酸、リンゴ酸、リン酸以外の未知のAl結 合性物質の分泌によるものでもないことが明らか

になった。M.cajuputi のAI耐 性 は、Al結 合性物質の根からの分泌以外のAl排 除機構あるい

は根 端 内Al耐 性機 構 によるもの であると考えられ る。Al結 合性 物 質 の根 か らの分 泌 以 外 の

Al排 除 機 構 としては 、根 圏のpH上 昇 によるAlの 不溶 化(Degenhardt et al.1998)、 細胞 壁 や

細 胞膜 の低 いAl親 和 性(Wagatsuma and Akiba1989,Schmohl and Horst2000)、 細胞 膜 の低

いAl透 過 性 、トランスポ ー ター などによる積 極 的 なAl排 出などが考 えられ る。

本章の研究 によって、M.cajuputi の極めて高いAl耐 性はAl結 合性物質の分泌によるAl

排 除機構 ではないことが明らかになった。M.cajuputi のAl耐 性機構 は、Al結 合性物質の分

泌 以外のAl排 除機構または根端 内Al排 除機構 によるものであると考えられ、そのいずれであ

るかを次章で明らかにする。また、E.camaldulensis はAlに 反応して未知のAl結 合性物質を

放 出し、その物質はAlと 結合して分子 量500程 度の複合 体を形成することがわかった。この

Al結 合性物質の根からの分泌が E.camaldulensis のAl耐 性 に寄与している可能性 がある。
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