
第5章 根端内でのアルミニウム耐性機構

5.1 は じめ に

第4章 において耐性種M.cajuputiのAl耐 性機構 はAl結 合性 物質の根からの分泌 による

Al排 除ではないことが明らかになった。M.cajuputiのAl耐 性機 構は、根 圏のpHを 上昇させ

Alを 不溶化させるなど、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。そこで本章では、まず感 受性種M.bracteataと の

比較 によりM.cajuputiのAl耐 性 が「Al排除機構」によるものでなく、根端 にAlが 集積 しても

耐えられる「根 端内Al耐 性機構」によるものであることを明らかにし、さらにM.cajuputiが どの

ような根端 内Al耐 性機 構を持っているのかを明らかにすることを目的とした。

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 である(Delhaize and Ryan1995)
。

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(Barcelo and

Poschenrieder2002)。Alは 根 の伸 長 阻 害 以 外 にも根 端 にお いてカロースや リグニンの 蓄積 な

どの 初 期 反応 を引き起 こす ことが 知 られ ている(Matsumoto2000) 。Alに よる根 端 でのカ ロース

の蓄 積 は 、数 多くの植 物 種 で認 め られる現 象 であり、Melaleuca属 でもAlに よって根 端 にカロ

ー スが 蓄 積 す ることが示 され た(第3章)
。Alに よる根 端 へのカロー スの蓄 積 は 、Al処 理 開 始 か

ら30分 以 内 に確 認 されることが知 られ ている(Zhang et al.1994,Wissemeier and Horst1995) 。

また、Alに よるカ ロー スの 蓄積 は 障害 の程 度 に応 じて増 大 す ることから、品 種 間 や 種 間 のAl

耐性 比 較 の指 標 としての ほか(Llugany et al.1994,第3章)、Al障 害 の指 標 として使 うことがで

きる(Zhang et al.1994)。 コムギ(Triticum aestivum)の 根 端 にお いて、6時 間 のAl処 理 による

リグニンの蓄 積 が 報 告 され ている(Sasaki et al.1996)。 感 受 性 種M.bracteataで も24時 間 の

Al処 理 によって根 端 へ の リグニンの蓄 積 が認 められ た(第3章) 。根 端 での リグニン蓄積 もAl

によって引 き起 こされ る初 期 障 害 反 応 の一 つで ある可能 性 がある。そこで 、M.cajuputiのAl
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耐 性 がAl排 除機 構 によるもの であるか 、あるいは根 端 内Al耐 性 機 構 によるものであるか を明

らか にす るため に、Alに よって 引き起 こされる根 の 伸 長 阻害 、根 端 へ のカロースとリグニンの蓄

積 によって、耐 性 種M.cajuputiと 感 受 性 種M.bracteataの 間で耐 性 の違 いが現 れ る時 間 を

調 べ 、そ の時 間 にお ける根 端 のAl濃 度 を両 種で 比較 した。

根 端 内Al耐 性 機 構 として、根 端 内でAlがAl結 合 性 の物 質 と複 合 体 を形 成 し無 害 化 され る

ことが考 えられ る。シュウ酸 、クエ ン酸 、リンゴ酸 などの有 機 酸 や カテキン、クエル セチ ンな どの

フェノー ル 物 質 はAlと 結 合 してAlを 無 害 な 形 態 にす ると考 えられ て い る(Barcelo and

Poschenrieder2002)。 ソバ(Fagopyrum esculentum)の 根 でAlが シュウ酸 と1:3の 割 合 でキレ

ー ト結 合 して いることが報 告 され ている(Ma et al
.1998)。Silva et al.(2004)は 、Eucalyptus

globulusとE.urophyllaの 根 端 でAl処 理 によってリンゴ酸 の濃 度 が 高 まることか ら、これ らの種

で は根 端 にお い てリンゴ酸 がAlの 無 害 化 に寄 与 しているの ではな いか と推 論 している
。また、

Ofei-Manu et al.(2001)は 、耐性 の異 なる作 物 や樹 木 の 根 のフェノー ル物 質 濃 度 とAl耐 性 の

間 に正 の相 関 があることを見 い だし、細 胞 内 でAlが フェノール 物 質 と結合 し無 害 化 され ている

可 能性 を示 唆 している。

Alに よって根 端 で活 性 酸 素 種 が 蓄積 す ることが シロイヌナ ズナ(Alabidopsis thaliana;Ezaki

et al.2000)や エンドウマメ(Pisum sativum;Yamamoto et al.2002)に お いて蛍 光試 薬 を用 いた

研 究 で示 され て いる。活 性 酸 素 障 害 の 中 で最 も広 範 囲 に 見 られ るの が 生 体 膜 にお ける脂 質

過 酸 化 であり(Halliwell and Gutteridge1999)、 ダイズ(Glycine max)の 根 端 、タバ コ培 養 細胞 、

エ ンドウマメ(Nicotiana tabacum)の 根 端 でAlに よって脂 質過 酸 化 が引 き起こされることが報 告

されて いる(Cakmak and Horst1991,Ono et al.1995,Yamamoto et al.2001)。 抗 酸 化 剤 を添

加 して活性 酸 素 種 の蓄 積 を抑 えると、タバコ培 養 細 胞 のAlに よる増 殖 阻 害が緩 和された ので

(Yamamoto et al.2002)、 根 端 にお ける活 性 酸 素 種 の 蓄積 がAl障 害 の原 因 となっている可 能

性 が 指 摘 されている(Yamamoto et al.2003)。 抗 酸化 酵 素 を過 剰 発 現 させ ることによってシロ

イヌナズナ や セイヨウアブ ラナ(Brassica napus)のAl耐 性 が 高 まることが 報告 されている(Ezaki
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et al.2000,Basu et al.2001)。 従 って、根 端 で 高い 活性 酸 素 消 去 能 力 を持 つ ことも根 端 内Al

耐性 機 構 として考 えられ る。

本 章では、M.cajuputi のAl耐 性がAl排 除機構 によるものであるか、あるいは根端内Al耐

性機構 によるものであるかを明らかにし、さらに、M.cajuputi の根端 内Al耐 性機構 として、根

にお ける根内の有機 酸とフェノール物質 によるAlの 無害化 と、高い活性酸素種の消去能力 に

ついて検討した。
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5.2 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.cajuputi とM.bracteata の実生

を栽培した。

根の伸長の測定

播種 後3ヶ 月の M.cajuputi と 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(第3章)と 同 条 件 で水耕 栽 培 した。9日 間 水耕 栽培 したのち、前処 理 として

実 生 の根 を12時 間0.35mM CaCl2溶 液(pH4.0)に 通 気 しなが ら浸 け、続 いて0mMあ るい は

1mMのAlCl3を 含 む0.35mM CaCl2溶 液(pH4.0)に 通 気 しな がら浸 けてAl処 理 をした。処

理 開 始 か ら1、3、6、12、24時 間の 根 の伸 長 を測 定 した。根 の伸 長 の測 定 は、「3.2材 料 と方

法 」の 「24時 間Al処 理 」(第3章)と 同 じ方 法 で行 った。根 の伸 長 に1処 理 あたり8反 復 を設 け

た。

根 端 のカロースとリグニ ンの測 定

播 種後4ケ 月の M.cajuputi と 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(第3章)と 同 条 件 で水 耕 栽 培 した。6日 間水 耕 栽 培 したの ち、前 処 理 として

実 生の 根 を12時 間0.35mM CaCl2溶 液(pH4.0)に 通 気 しなが ら浸 け、続 いて0mMあ るい は

1mM AlCl3の0.35mM CaCl2溶 液(pH4.0)に 通気 しながら浸 けてAl処 理 をした。処 理 開 始か

ら0、1、3、6時 間後 に根 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

た。根 端 のカ ロー スとリグニ ンを「3.2材 料 と方 法 」の 「根 端 のカロースの測 定 」と「根 端 の リグニ

ンの測 定」(第3章)と 同じ方法でそれぞれ 定量した。また、根端のカロースを Larsen et al.
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(1996)の 方 法 により組 織 化 学 的 に観 察 した。根 を脱 イオ ン水 で洗 い 、根 端 約2cmを 切 り取 り、

10%(v/v)ホ ル ムアル デ ヒド、5%(v/v)酢 酸 、45%(v/v)エ タノール を含 む 固 定液 に浸 し、4時 間

減 圧 浸 透 させ た。固 定 した根 を0.1MK3PO4(pH9.0)中 の0.1%ア ニリンブル ーで 染 色 し、倒

立 型 蛍 光 顕 微 鏡(IMT-2,オ リンパ ス)で 観 察 した(励 起405nm付 近 ,放 射455nm以 上)。 根

端 の カロー スとリグニンの 測 定 に5反 復 をそれ ぞれ 設 けた。

根端のアルミニウムの測定

根 端 のAl濃 度 をTice et al.(1992)の 方 法 により、アポプ ラストAl、シンプ ラストAl、残 渣Al

に分 画 して測 定 した。「根 端 の カロー スとリグニンの 測 定」と同様 にM.cajuputiとM.bracteata

の根 をAl処 理 した。処 理 開始 か ら0、1、3、6、12、24時 間 後 に根 の先 端 か ら5mmを 切 り取 り、

脱 イオン水 で 洗 ったの ち、生 重 量を測 定 した。1.5mLス クリュー キャップ チュー ブ(2150,バ イ

オ ビック)中 の1mMク エ ン酸 三 ナ トリウム、5mM CaCl2を 含 む 溶 液(脱 着 液)1mLに 根 端 を浸

け4℃ で30分 間 根 端 か らAlを 脱 着 させ た。この作 業 を脱 着 液 を交換 して4回 繰 り返 し、これ

らの脱 着 液 を合 わせ た溶 液 に含 まれるAlを アポプラストAlと した。アポプラストAlを 脱 着 させ

た根 端 を-80℃ で1時 間 冷 凍 し、細胞 膜 を破 裂 させ たのち 、1mLの 脱 着液 で根 端 を洗う作業

をさらに4回 繰 り返 した。これ らの 脱 着液 を合 わせ た溶 液 に含 まれ るAlを シンプ ラストAlと した。

脱 着 後 の根 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。この溶 解 液 に含 まれ るAlを 残 渣Alと した。アポ プラスト

Al、シンプラストAl、 残 渣Al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
。アポプ ラストAl、シンプラストAl、残 渣A1の 量を合 計 することによって、根 端 の

Alの 総 量 を算 出 した。根 端 のAlの 測 定 に1処 理 あた り5反 復 を設 けた。

プロトプ ラストで のカロー ス生 成 の検 出

M. cajuputiとM. bracteataの 根 端 か ら、Ishikawa and Wagatsuma(1998)の 方 法 を改 変 して
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プ ロトプ ラストを単 離 し、Alに よるカ ロー ス生 成 の検 出を試 みた。播 種 後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 同条件 で水耕 栽培 した。7日 間水 耕

栽 培 したのち 、根 の先 端 か ら2cmを 切 り取 り、酵素 を抜 いた消 化 液 に手 早 く浸 けた。消 化液 は、

0.6Mマ ンニトール 、2%(w/v)セ ル ラー ゼ"オ ノズカ"RS(ヤ クル ト薬 品工 業) 、0.25%(w/v)ペ

クトリアー ゼY-23(協 和 化 成)、0.05%(w/v)BSA(fraction V,シ グマ アル ドリッチ)、1mM

CaCl2、1%(w/v)ポ リビニル ピロリドン、0.5mM(±)-ジ チ オトレイトール を含 み 、pHを1M HCl

で5.6に 調 整 した。根 端 をは さみ で2mm程 度 にきざんだ のち、100mLの 消化 液 に浸 け、30

rpmで 緩 や か に振 とうしな がら27℃ で3.5時 間インキュベ ー トした。消 化 液か ら100μmの ナイ

ロンメッシュでプ ロトプ ラストを分 離 した。ナイロンメッシュ上 の残 渣 を0 .7Mマ ンニトー ル 、0.35

mM CaCl2、1%ポ リビニル ピロリドン、0.5mM(±)-ジ チオ トレイトー ル 、5mM Tris-MES緩 衝 液

(pH5.6)を 含 む 溶 液 で 緩 や か に撹 拝 して、残 渣 か らさらにプ ロトプラストを遊 離 させ 、100μm

のナイロンメッシュで分 離 した。濾 液 を合 わせ 遠 沈 管 に移 し、150gで6分 間 遠 心 して 上澄 みを

捨 て 、粗 製 のプ ロトプ ラストを得 た。

粗 製 プ ロトプ ラストを遠 心 密 度 勾 配 法 で 精 製 した。粗 製 プ ロトプラストを13%(w/v)Ficoll

PM400(ア マ シ ャム バ イオ サ イ エ ンス)、0.7Mマ ン ニ トー ル 、0.35mM CaCl2、2mM

Tris-MES緩 衝 液(pH5.6)を 含 む 溶 液(13%Ficoll溶 液)に 懸 濁 させ 、その上 に8、5、0%の

Ficoll溶 液 の 不 連 続 層 を重 ね た。300gで20分 間 遠 心 して 、0%と5%Ficoll溶 液 の界 面 に集

まったプ ロトプラスを採 取 した。プ ロトプ ラストを0%Ficoll溶 液 で洗 い 、150gで6分 間遠 心 し

て上澄 み を捨 てFicollを 除い た。

精 製 したプ ロトプ ラストを0.6Mマ ンニ トー ル 、0.35mM CaCl2を 含 む 溶 液(pH4.0;等 張 液)

で 洗 い 、150gで6分 間遠 心 して上 澄 み を捨 てた。プ ロトプ ラストを2mLの 等 張 液 に懸 濁 させ 、

うち1mLに3mL等 張 液 を加 え(0mM Al区)、 残 りの1mLに 等 張液1mLと2mM AlCl3、0.6

Mマ ンニ トー ル 、0.35mM CaCl2を 含 む 溶 液 を2mL加 えた(1mM Al区)。30rpmで 緩 やか

に振 とうしなが ら暗 所 でインキュベ ー トした。3時 間 処 理 したの ち、130gで5分 間遠 心 して 上澄
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み を捨 て、等 張 液 を加 え洗 った。130gで5分 間遠 心 して上 澄 み を捨 て0 .2mLま で液 量 を減

らした。

プ ロトプ ラストの懸 濁液0.1mLに5μLの25μg mL-1の 二 酢 酸 フルオ レセイン(FDA)を 加 え
、

プ ロトプラストの 生 存 を確 認 した。観 察 は 、倒 立 型 蛍 光 顕 微 鏡(IMT-2,オ リンパ ス)で 行 った

(励 起405nm付 近,放 射455nm以 上)。 残 りの プ ロトプラスト懸 濁 液0 .1mLに0.5%(w/v)ア

ニリンブル ー 、0.1Mリ ン酸 カリウム緩 衝液(pH8.5)を 含 む染 色 液 を10μL加 えた
。30分 間 静

置 したの ち、等 張 液 で 洗 い 、130gで5分 間 遠 心 して上 澄 み を捨 て 、倒 立型 蛍 光 顕 微 鏡 を使 っ

てFDAに よる生 存 確 認 と同 じ条 件 でカロー スの蛍 光 を観 察 した
。

根 の 有 機 酸 の 測 定

「4.2材 料 と方 法 」の 「根 か ら放 出物 の採 取 」(第4章)に お いて
、0mMあ るいは1mMの

AlCl3を 含 む0.35mM CaCl2溶 液(pH4 .0)で24時 間 処理 し、採 取 した根 か ら Delhaize et al.

(1993b)の 方 法によって有機 酸を抽 出した。液体窒素 中で試料を乳鉢と乳棒を用 いてす ばや

く粉砕 し、800μLの0.6N過 塩 素酸を加え磨砕した。磨砕後 の懸濁液 を15000gで15分 間

遠 心分離 し、上澄 み液500μLに5M炭 酸カリウム水溶液44μLを 加 えて中和した
。析 出した

過塩素酸カリウムを沈澱させるために、中和した溶液を15000gで5分 間遠心分離し、上澄み

液を試 料溶液 とした。試料溶 液は分析 まで-30℃ で保存 し、「4.2材 料と方法」の「有機酸 、リ

ン酸の分析」と同じ方法で有機 酸の分析を行った。根 の有機 酸濃度 に6～7反 復を設けた。

根端のフェノール物質の測定

根 端のフェノール物質をWeiss et al.(1997) の方法により可溶性画分と細胞壁結合性画分

に分けて抽 出した。「根端のカロースとリグニンの測定」と同様 に M.cajuputi とM.bracteata の

根 をAl処 理 した。処 理 開始 か ら6時 間 後 に根 の 先 端 から5mmを 切 り取 り、脱 イオン水 で 洗 っ

たのち、生重 を測 定 した。1.5mLチ ュー ブ(Al50 ,ア シスト)中で50μLの100%メ タノール を
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加 えて根 端 を磨 砕 した。350μL80%(v/v)メ タノー ル を加 え懸 濁させ たのち、4℃ 、14000gで7

分 間 遠 心 した。上 澄 み を試 料 溶 液 とし、含 まれ るフェノー ル 物 質 を可溶 性 画 分 として測 定 し

た。

可 溶 性 フェノー ル 物 質 を抽 出 した後 の残 渣 をアセ トンで洗 い、4℃ 、14000gで7分 間 遠 心

し上 澄 み を捨 てた。この 洗 浄 を2回 繰 り返 した。遠 心 エバ ポレー ター でアセ トンを飛 ば したの ち、

80%(v/v)メ タノー ル と1Mナ トリウムメトキシ ドを含 む 溶 液80μLに 懸 濁 させ 、80℃ で3時 間 ア

ル カリ加 水 分解 した。10μLの85%(w/w)リ ン酸 を加 えて酸性 化 させ たのち、210μLの80%メ

タノー ル を加 え、4℃ 、14000gで7分 間遠 心 した。上 澄 み を試 料 溶 液 とし、含 まれ るフェノール

物 質 を細 胞 壁 結 合 性 画 分 として測 定 した。根 端 の フェノール 物 質 に5反 復 を設 けた。

試 料溶 液 を脱 イオン水 で20倍 か ら100倍 に希 釈 したのち、試 料 溶 液1mLあ たり約0.1g

の陽イオ ン交 換 樹 脂(Amberlite IR-120B,H+形 ,オ ル ガ ノ)を加 え、試 料 溶 液 中のFeを 除 いた。

試 料 溶 液 の フェノール 物 質 濃 度 を 「4.2材 料 と方 法 」の 「フェノー ル物 質 の 分 析 」(第4章)と 同

様 にホー リンーデ ニス法(Swain and Hillis1959)で 定 量 した。

根 端 の 脂 質 過 酸 化 の 測 定

Velikova et al.(2000)の 方 法 で脂 質 過 酸 化 によって 生成 す るマロンジアルデ ヒドを測 定す

ることにより、根 端 の脂 質 過 酸 化 を評 価 した。播 種 後4ヶ 月 のM .cajuputiとM.bracteataの 実

生 を3Lの プ ラスチックポ ットに12本 ず つ植 え替 え、実 験1(第3章)と 同様 に水耕 栽 培 した。

7日 間 水 耕 栽 培 したのち 、0mMあ るい は1mM AlCl3の0 .35mM CaCl2溶 液(pH4.0)に 通気

しなが ら根 を浸 ける処 理 をした。処 理 開始 か ら6時 間 後 に根 を0 .35mM CaCl2溶 液(pH4.0)

で洗 ったの ち、根 端約2cmを 切 り取 り、生 重 を測 定 し、直 ちに液 体 窒 素 中で凍 らせ た。約30

mgの 根 端 を1mL0.1%(w/v)TCA溶 液 中 で磨 砕 したのち 、懸濁 液 を15000gで10分 間遠

心 し、上 澄 み を分 析 に用 いた。上 澄 み0.5mLを20%TCAと0 .5%(w/v)2-チ オバ ル ビツー

ル 酸 を含 む溶 液1mLに 加 え、混 合 液 を30分 間 湯 煎 したの ち、氷 上 で反 応 を停 止 させ た。15
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000gで10分 間 遠 心 し、上 澄 み の532nmと600nmに お ける吸 光 度 を測 定 した
。532nmに

お ける吸 光度 か ら600nmに お ける吸 光 度 を引き、吸 光係 数155mM-lcm-1か らマロンジアル

デ ヒドの濃 度 を求 め た。根 端 の脂 質 過 酸 化 に7反 復 を設 けた。

根端の活性酸素種の検出

活 性酸 素 の 一種 であるスー パ ー オキシド(O2-)と 特 異 的 に反 応 す る蛍 光 試 薬 ジヒドロエ チジ

ウムを用 いる方 法(Yamamoto et al.2002)で 根 端 へ のO2-の 蓄積 を検 出 した。「根 端 のカロー ス

とリグニンの測 定」と同様 にM.cajuputiとM.bracteataの 根 をAl処 理 した。処理 開始 か ら0、1、

3、6時 間 後 に根 を0.35mM CaCl2溶 液(pH4 .0)で 洗 い、根 端 約2cmを 切 り取 り、直 ちに10

μMジ ヒドロエチ ジウム、0.35mMCaCl2を 含 む 染 色液(pH4.0)に 浸 けた。30分 間染 色 液 に浸

けたの ち、0.35mMCaCl2溶 液(pH4.0)で 洗 い 、倒 立 型 蛍 光 顕微 鏡(IMT-2,オ リンパス)で 観

察 した(励 起455～490nm,放 射515nm以 上)。 ポジティブコントロー ル として、エンドウマメ

(Pisum sativum cv Alaska)をYamamoto et al.(2002)の 方 法 で10μM AlCl3の0 .1mM CaCl2

溶 液(pH4.75)で 処理 し、O2-の 蓄積 を調 べ た。根 端 のO2-の 蓄積 の検 出 に5反 復 を設 けた
。

統計分析

ソフトウェアー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ソン検 定で分析し、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。
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5.3 結 果

根 の伸 長 阻 害 と根 端 へ のカ ロースとリグニ ンの蓄積

処理開始後の根 の伸長量を図5-1に 示す。耐性種 M.cajuputi の 根 の伸 長 は 、1mM Al

によって全く影響を受けなかった。一方、感受性種 M.bracteata の根 の伸 長 は 、1mM Al処 理

によって処 理 開 始3時 間 後 には 根 の伸 長 が 阻害 され た(t検 定
,P=0.0049;図5-1b)。M.

bracteata の1mM Al区 にお ける24時 間 の根 の伸 長 量は 、0mM Al区 の9%だ った。

Al処 理をした M.bracteata では、根端 においてカロースの蓄積を示す蛍光 がアニリンブル

一 による染色で観 察されたが
、M.cajuputi で は観 察 されなか った(図5-2a)。 根 端 のカ ロー ス

を定量すると、M.cajuputi では、処理開始3時 間後までカロース濃 度はAlに よって影 響を受

けな かった が、処 理 開始6時 間後 の カロー ス濃 度 は 、1mM Al区 の ほうがわず か に0mM Al

区 よりも高 か った(図5-2b)。 一 方 、 M.bracteata では、処理 開始3時 間後には1mM Al区 の

根 端 のカロー ス濃 度 が0mM Al区 よりも高 くなり(t検 定 ,P=0.0049)、 処 理6時 間後 まで 更 に

カロー スが 蓄積 した(図5-2b)。

M.cajuputi の根端のリグニン濃度は、処理開始1時 間後の1mM Al区 が0mM Al区 よりも

若干低かったが、処理開始3時 間後と6時 間後はAlに よる影響を受けなかった(図5-3)
。一

方 、M.bracteata の根端にはAlに よってリグニンが蓄積し、処理開始3時 間後には1mM Al

区の 根 端 の リグニン濃 度 が0mM Al区 よりも高 くな り(t検 定 ,P=0.0010)、6時 間 後 まで更 に

蓄 積 した(図5-3)。

根 端 へ のアル ミニウムの集 積

1mM Alに よる根端へのAlの 集積を図5-4に 示す
。1mM Al処 理 開始1時 間後の根端の

全Alの 濃度 は 、M.cajuputi が M.bracteata よりも高 く(t検 定,P=0.031)、3時 間後 と6時 間
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後 は 両 種の 間 に有意 な 差 はなか った(t検 定,P>0.11)。1mM Al処 理 開 始12時 間後 と24

時間後の根端の全Alの 濃 度は、M.cajuputi がM.bracteata よりも低かった。根 端のアポプラ

ストAlは 、Al処 理 開 始1時 間後 の M.cajuputi の濃度が M.bracteata よりも高か ったが 、3～

24時 間後の M.cajuputi の濃度は M.bracteata と同程度だった。根端のシンプラストAlの 濃

度は、処理開始1時 間後 は M.cajuputi が M.bracteata よりも高く、3～12時 間後は両種で変

わらなかったが、24時 間後 は M.cajuputi が M.bracteata より低 かった。残 渣Alは 、1mMク

エン酸三ナトリウム、5mM CaCl2を 含 む脱着液 によっても根端から離れなかったAlで あり、強く

根端 に結合していると考えられる。根 端の残渣Alは 、Al処 理開始後、測定したすべての時間

で M.cajuputi の濃度が M.bracteata より低 か っ た(t検 定,P<0.014)。 こ の ことは 、M.cajuputi

の根端 に強く結合したAlが M.bracteata よりも少ないことを意味 している。

根 端 か ら単離 したプロトプラストで のカ ロース生 成

M.cajuputi と M.bracteata の根端からプロトプラストを単離し、単離したプロトプラストを0

mMあ るいは1mM Alの 等張液で3時 間処理 した。処理終了後に、いずれの樹種、処理とも

プロトプラストが生存していることをFDAに よって確認した(図5-5a) 。アニリンブルーを用いて

カロース生成の検出を試みたが、蛍光強度が小さく処理や樹種 による違いを明 らかにするに

は至らなかった(図5-5b)。

根 の 有 機 酸 とフェノー ル 物 質

根 の シュウ酸 、クエン酸 、リンゴ酸 、コハ ク酸濃 度 を図5-6に 示 す。両種 とも根 のシュウ酸濃

度 にAlに よる影 響 はなか った(チ ュー キー の方 法,P>0.05)。1mM Al区 にお ける根 のシュウ

酸濃度 は、M.cajuputi が M.bracteata より低 か った(チ ュー キーの 方 法,P<0 .01)。 両種 とも

根 のクエン酸 にAlに よる影 響 はなか った(チ ュー キー の方 法,P>0 .05)。1mM Al区 にお ける

根 の クエン酸 は、両種 の間 に統 計 的な 有 意 差 はなか った(チ ュー キー の方 法,P>0 .05)。 両
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種 とも根 のリンゴ酸 にAlの 影 響 は なく、1mM Al区 の根 のリンゴ酸 濃 度 にも両 種 の 間で有 意 差

は なか った(チ ュー キー の方 法,P>0.05)。 根 の コハ ク酸 濃 度 は 、樹 種 と処 理 を通 じて0.59

μmol(g根 乾 重)-1以 下だ った。根 のコハ ク酸濃 度 にAlに よる影 響 は なく、1mM Al区 にお いて

樹 種 による違 いもなか った(チ ュー キー の方 法 ,P>0.05)。

両種 の 根 端 の 可溶 性 フェノール 物 質 濃 度 にAlは 影 響 を与 えなか った(チ ュー キー の 方 法
,

P>0.05;図5-7)。 また 、1mM Al区 にお ける可溶 性 フェノール 物 質 濃 度 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5-7) 。一 方 、根 端 の細 胞 壁 結 合性 のフェノール 物

質 は、M.cajuputi で はAlの 影 響 がなか ったが(チ ュー キー の方 法 ,P>0.05)、 M.bracteata

で は1mM Al区 の濃 度 が0mM Al区 よりも高 かった(チ ュー キー の方 法
,P<0.01,図5-7)。

1mM Al区 にお ける根端 の細胞 壁 結合 性 フェノール 物 質は 、M.cajuputi の濃度が M.

bracteata よりも低 か っ た(チ ュー キー の 方 法,P<0 .01,図5-7)。

根 端 での脂 質 過 酸化 とスー パ ーオ キシドの 蓄積

根 端のマロンジアルデヒド濃度 を測定することにより脂質過酸化の程度を評価した(図5-8)
。

M.cajuputi の根端 では、6時 間のAl処 理によって脂質過酸化の程度 は影響 を受けなかった

が(ウ ィル コクソン 検 定,片 側,P=0.13) 、M.bracteata の根端では、6時 間のAl処 理によって

脂 質 過 酸 化 が促 進 される傾 向が 見 られ た(ウ ィル コクソン検 定 ,片 側,P=0.036)。

蛍 光試 薬 ジヒドロエ チジウムを用 いた根 端 にお けるスー パ ー オキシド(O
2-)の 検 出 の結 果 を

図5-9に 示 す 。ポ ジティブコントロール として用 いたエ ンドウマメで は 、6時 間 の10μM Al処 理

によって赤 い蛍 光 が観 察 され た。これ は 、Alに よってエンドウマメの根 端 でO2-が 蓄積 したこと

を示 して いる。M.cajuputi と M.bracteata で は 、0、1、3、6時 間 処 理 した0mM Al区 、1mM Al

区いずれの根においても、O2-の生成は観 察されなかった(0～3時 間はデータ非表示)
。
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図5-1a. Melaleuca cajuputiとM. bracteataの 根 の 伸 長 にア ル ミニ ウム が

及ぼす影響
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(b)

図5-1b. Melaleuca cajuputiとM.bracteataの 根 の 伸 長 に アル ミニ ウムが

及 ぼ す 影 響(続 き)

値 は平均 ±標 準誤 差であ る(n=8)。**、***は 、それ ぞれP<0.01、P<0.001で

0mM A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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(a)

図5-2a. Melaleuca cajuputiとM. bracteataの 根 端 の カロー ス濃 度

にア ル ミニ ウムが 及 ぼ す 影 響

6時 間 、1処理した個体の写 真を示す。 上段は明視野観 察、下段 は蛍 光歓 察

の写 真である
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図5-2b.  Melaleuca cajuput iとM.bracteata の根端のカロース濃度に

アルミニウムが及ぼす影響 (続き)

値 は平均 ±標準誤差であ る(n=5)。**はP<0.01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)。

101



図5-3. Melaleuca  cajuputiと M.bracteata の根端のリグニン濃度に

アルミニウムが及ぼす影響

値 は 平 均 ±灘 誤 差 で あ る(n=5) 。*、**、***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5-4. Melaleuca cajuputiとM. bracteataの 根 端 の ア ル ミニ ウム 濃 度

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M. cajuputiとM. bracteataの 間 に違 い が あ る こ とを示 す(t検 定)。
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(a)

(b)

図5-5.  Melaleuc a cajuputiとM . bracreata の根端から単離 したプロトプラストに

おけるAlに よるカロース生成の観 察

各 々の 写真 の組 で、左側が明視野 観察、右側が蛍光観察したもの である。(a)処 理後の プロ

トプラストの 生存をFDAに よって確認した。写真はM.cajuputの1mM Al区 である。(b)プ ロト

プラストでのカロースの 生成をアニリンブル ーによって観 察した。
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図5-6.  Melaleuca cajuputi と M.bracteata の根の有機酸濃度

値 は 平均 ±標 準誤差であ る(n=6～7)。 異な るアル ファベ ッ トはP<0.05で

有意な違 いがあ ることを示す(チ ューキーの方法)。
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図5-7. Melaleuca cajuputiとM. bracteataの 根 端 の フェノー ル 物 質 濃 度

値 は 平均 ±標準誤差であ る(n=5)。 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5-8. Melaleuca cajuputiとM.bracteataの 根 端 の 脂 質 過 酸 化 に

ア ル ミニ ウムが 及 ぼ す 影 響

値 は平均 ±標 準誤差 である(n=7)。*はP<0.05で0mM Al区 と1mM Al区 に

有意 差がある ことを示す(ウ ィル コク ソン検 定,片 側)。
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図5-9.  Melaleuca cajuputiと M.bracteata の 根端 での スー パー オキ シドの

蓄積にアルミニウムが及ぼす影響

6時 間Al処 理 した個 体の写真を示す。各処理 、左側は明視野観 察、右側は蛍 光観察の

写 真である。
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