
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成 25 年 6 月 6 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：Al 連続処理根は回復処理根に比べ根表皮、表層細胞の崩壊が進み、

それと連動して酸化ストレスに関連するスーパーオキシドアニオン、過酸化水素、リグニンな

どの増加を認めた。一方、脂質過酸化は増加したが両者間で顕著な差異を認めなかった。回復

処理過程で中心柱の再伸長を認めた。その要因の一つとして Al 処理過程で主に死細胞からな

る帯状の組織が根周辺に生成され、Al 侵入のバリアーとして働き、いわゆるプログラム細胞死

様の機能を果たしていることが示唆した。 

 
研究成果の概要（英文）：The continued Al treatment root showed sever rupture formation 
at root surface and outer cortex region concomitant with higher level of superoxide anion, 
H2O2 and lignin related with the oxidative stress compared to the recovery root. However, 
lipid peroxidation was induced in both roots without significant difference. 
Re-elongation of central cylinder was observed during the recovery treatment. The 
belt-like region consisting of mainly dead cells was formed on the root surface by Al 
treatment. The belt –like region has a role as barrier inhibiting the entry of toxic 
Al into the central region. Thus the region seems to have a programmed cell like function. 
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１．研究開始当初の背景 

（１）酸性土壌は世界の農耕地の４０～５
０％を占めると言われ、そこでの作物生産性
は低くその有効利用について様々な角度か
ら研究されて来た。酸性土壌における主要な
阻害因子は低pHで溶解するAlイオンであり
極めて低濃度で強く根伸長を阻害されるこ

とが知られている。 

（２）Al ストレス研究においてこれまで、
その毒性や耐性機構について、それぞれ独立
的に多くの研究がなされてきた。酸性土壌に
おける作物の生育を改善するため、Al により
短時間で障害をうけた根の伸長回復機構に
ついての研究は必要にかかわらず、これまで
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極めて限定的で有りしかも殆どの研究にお
いて回復過程における根伸長が測定された
ものであり、その回復機構についての解析は
少なかった。 

 

２．研究の目的 

（１）Al 障害と回復過程における根の構造変
化に注目しそれに連動する生理、生化学的な
新たな解明が必要で有ると考えた。まずエン
ドウ幼植物根を用い Al 毒性•回復のモデル実
験系の構築を目的とした。 

（２）これまで Al 障害は酸化ストレスと連
動する事が知られているのでモデル系をも
ちいて Al 毒性•回復過程において酸化ストレ
スの消長について関連する物質の変動とそ
の代謝活性について調べることを目的とし
た。 

（３）Al 毒性•回復過程における根の構造的
変化の解析とその背景に介在する酸化スト
レスを基盤とする生理、生化学的な知見を総
合的に考慮して Al 毒性•回復過程に関する機
構のモデルを提唱する事を目的とした。 

 

３．研究の方法 

（１）Al 毒性•回復実験のﾓデル系の構築：エ
ンドウ幼植物を用い異なった濃度の AlCl3 

(pH 4.5)を用い約５０％程度の根の伸長抑制
が起こる濃度と処理時間を決定した。この Al
前処理根を Al を含まない Ca 溶液(pH 4.5)に
移した(回復処理根)。前処理をさらに同じ濃
度の Al で処理を継続した根(継続処理根)の
伸長に比べ明らかに根伸長の回復が認めら
れる処理時間を決定し、モデル系とした。ま
た回復が根のどの部位で起こるかを測定し
た。 
（２）モデル系における根端の構造変化の観
察：幼植物根の先端から５ｍｍ間隔であらか
じめ木儒で標識し、標識を追跡する事により、
根のどの部位が回復過程で再伸長に関与し
ているかを解析した。また細胞死を認識する
色素であるエバンスブルー(EB) を用いて処
理根を染色することによりモデル系におけ
る根端組織の崩壊をともなう変動について
観察した。 
（３）モデル系における酸化ストレスの関
与：活性酸素類(reactive oxygen species: 
ROS）の代表的なものであるスーパーオキシ
ドアニオンはジヒドロエチジウムで染色し
た根端を蛍光顕微鏡で観察した。またスーパ
ーオキシドアニオンの根からの分泌量はス
ーパーオキシドアニオンにより還元生成さ
れるフォルマザンを比色定量した。過酸化水
素は TMB を用いて顕微鏡観察した。リグニン
はフルオログルシノールを用いて染色した
ものを顕微鏡観察した。組織から抽出したリ
グニンも化学的に比色定量した。脂質過酸化
は生成されるマロンヂアルデヒドを比色定

量した。スーパーオキシドジスムターゼ
(SOD)活性は粗酵素液を用いて測定した。 
 
４．研究成果 
（１）モデル系における根伸長解析:４０µM 
AlCl3 (pH 4.5)でエンドウ幼植物を１２時間
処理（前処理）した根の伸長をコントロール
根（Al 処理をおこなわない）の伸長との比較
値(relative root growth: RRG)は４５％で
あった。１２時間前処理した植物を２分し、
一方は４０µM Al 処理をさらに１２時間継続
した(継続処理根)、他方は良く洗浄したのち，
Al を含まない Ca 溶液に移し１２時間処理し
た（回復処理根）。継続処理根の RRG は３５％
に低下したのに比べ回復処理根の RRG は７
５％に増加した（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
この結果から回復処理過程において Al 障害
から回復する何らかの代謝系が進行してい 
るものと思われた。本研究では回復処理過程
において酸素ストレスが関与している様々
な項目について検討を加えた。回復過程にお
ける根再伸長が根のどの部位で起こるのか、
すなわち一端、伸長抑制を受けた部位からお
こるのかそれともコントロール根とおなじ
先端部位から起こっているのかどうか調べ
た結果、回復根においてもコントロール根と
同じ根端部で起こっていることが示された
(発表論文:Plant Soil 2010). 
(2) モデル系における根構造の変化: Al
継続処理根と回復処理根において細胞死が
引き起こされている可能性についてエバン
スブルー(EB)を用いて染色観察した。両処理
根とも伸長領域で強く染色される帯状の部
位 (ZR:zonal region) が認められた。その
帯状のもののＥＢによる染色の程度は継続
処理根と回復処理根で大差は認められなか
った。一方，ZR 間の部位は Al で損傷をうけ
連続処理根では表皮から中心柱近傍まで亀
裂、崩壊しているのが観察された(RR: 
rupture region). 興味深いことに回復根の
RR に相当する部位は継続処理根に比べ幅が
広くなっており、この部位が回復過程に置い



て再伸長して可能性を示唆した（図２）。（発
表論文:Plant Sig Behav 2011） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
(3) モデル系における酸化ストレスの関
与：活性酸素類(ROS)の代表的なものである
スーパーオキシドアニオンの変動を蛍光色
素で染色し顕微鏡観察した結果、コントロー
ル根では殆ど観察されなかったが、連続処理
根及び回復処理根ともに明瞭な成生が認め
られた。染色の割合は連続処理根で最大であ
った。また Al により根表層で崩壊が進行し
ている部位に特異的に染色が観察された（図
３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

さらに ROSの主要なものの一つである H2O2も
スーパーオキシドアニオンと同様な挙動を
示した（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

一方、根から分泌されるスーパーオキシド
アニオンを NADPHの存在下で還元成生される
フォルマザン量を基準に比色定量した結果、
連続処理根では約３０分似上にわたりほぼ
連続的に分泌が認められたが、NADPH 非存在
下で測定すると分泌量は約３分の１以下に
低下し、しかも分泌は約１５分後に平衡に達
した。スーパーオキシドアニオンの分泌量は
連続処理根で最大の値を示し、コントロール
根では最小で連続処理根の３０％程度であ
った。回復処理根は両者の中間の値を示した。
NADPH の存在下で分泌量が増加したのでスー
パーオキシドアニオンの生成が原形質膜依
存 NADPH オキシダーゼによる可能性について
調べたが、顕著な活性変動は認めなかった。 
SOD 活性は連続処理根で最大活性を示し回復
処理根では低かった。H2O2 を測定した結果、
連続処理根で顕著に増加したが回復根では
減少した。大部分は細胞壁に存在した(発表
論文.Plant Science  2012)。これらの結果
は Al により連続処理根では ROS が増加し酸
化ストレスの誘導を認めたが回復処理根で
は減少していることを示唆した。Al ストレス
による細胞の崩壊はリグニンによる細胞壁
伸展の抑制であると考えリグニン量を測定
した。リグニンは連続処理根で最も多く誘導
され、回復処理根では少なかった。またリグ
ニン生成部位は組織の崩壊が見られる部位
の細胞壁で起こった(発表論文。Plant Soil 
2013).これまでの研究により Al ストレス下
で膜脂質過酸化が起こることが知られてい
る。モデル系で調べた結果、両処理根で増加
したが、両者で大差は認められなかった。 
本課題で得た結果を総合的に考察すると
（２）に記載したごとく Al による根組織の
崩壊は誘導される酸化ストレスに起因する
（表１）。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
回復機構は Al 前処理過程において形成され
る死細胞からなる ZR がバリアーになり毒性
Al の侵入を抑制した結果、中心柱近傍の細胞
は伸長機能を保持しており回復処理により
伸長を開始したと考えられた。これは ZR が
プログラム細胞死様の働きをしているとい
う新規の仮説を提唱し（発表論文 Plant 
Science 2012）ネットで公開されている 
BIoMedLib ：“ Who is publishing in my 
domain”にアクセスされた関連研究２０論文
の内 2012 年度の最上位に位置づけられた。 
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