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研究成果の概要（和文）： 複合的環境汚染を想定し有用植物トマトの細胞と植物体における各

種重金属イオンの集積・輸送能と各種リガンド間相互作用を検証し、以下の知見を得た：   

①トマト細胞の Cd 集積・耐性には液胞でのフィトケラチンリガンドによる Cd-PC 複合体が関係

し、その複合体形成を Cu 等の重金属や無機アニオンが阻害する。これらは Cd−PC 複合体には殆

ど取込まれない。②地上部への Cd・As 輸送には PC以外に有機酸と無機リガンド（ホウ酸）も

関る。重金属混合実験では Zn と Cd は Cu や As より地上部に早く輸送され、その輸送量は有機

酸と PC 濃度に比例する。As・Cu では地上部に PC は検出されず、主に無機リガンドが輸送に関

る。③他金属（Ca, Mg, Na, Cs, K）の吸収・輸送実験から、上記と異なる輸送（リガンド）と

再分配の機構の存在が示唆される。以上の知見と研究成果は新たな発展課題も提示する。 

 
研究成果の概要（英文）： In the present studies, we examined the possible mechanisms for 
the heavy-metal tolerance and interactions with metal-binding ligands in plants exposed 
to complex conditions. We found, (1) In tomato cells, phytochelatin (PC) formation and 
accumulation are involved in the expression of the heavy-metal tolerance characteristics. 
For the detoxification mechanism, required formation of the PC-complex can be strongly 
facilitated with Cd but inhibited by other elements such as Cu, As and B, which are not 
incorporated in the former PC-Cd complex. (2) Transports of Cd and As have been associated 
with the thiol peptides such as PCs and GSH in literatures. However, their transports 
can be significantly affected by organic acids and some inorganic such as borate. Under 
conditions where different metals and anions are mixed in medium, their transport rates 
from roots to shoots are very different (e.g. Cd and Zn are much faster than Cu or As, 
but in a manner which is correlated with some organic ligands). Here, borate facilitates 
the Cd transport but inhibits As transport to shoot. (3) Other major mono- and/or divalent 
metal ions reveal other unique mechanisms for transport and redistribution with ligands 
in plants, which taken together present new prospects in future study.         
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１．研究開始当初の背景 
 重金属による環境汚染は生態系や人間社会
に深刻な負の影響を及ぼす。重金属毒性から
生物や人類を守るには重金属浄化に関わる知
識と技術が必要でありその蓄積が望まれる。 
陸上植物の多くが土壌や環境水の中から水と
無機塩類を吸収し、その場に適応した生活と
繁殖を行っている。その多様な植物の中から
重金属を多量に集積する植物を探し出し、低
コストで環境に優しく安全な浄化技術の開発
に応用する試みがなされてきた。しかし、自
然あるいは非隔離の条件下で特殊な植物の利
用に対する不安は多く、その技術の学術的基
盤となる重金属耐性と重金属集積のしくみの
理解も不十分である。一方、生態系や植生を
考慮して通常のモデル植物や有作物の中から
浄化能の高い植物の選抜が試みられているが、
まだ十分な成果は得られていない。従って、
通常植物の機能をいかに向上させるかという
課題も当面の重要課題となっている。 
 野外植物の重金属耐性機構はまだ殆ど解明
されていない。通常、重金属による環境汚染
は複合的に進行するが、以前の多くの研究は
植物に対する特定重金属の影響を主に扱って
おり、複合的な重金属環境における植物応答
の機構は殆ど調べられていない。 
 耐性機構解明の有力な手がかりは植物体
内での結合物質の解析である。動物や菌類は
メタロチオネイン（MT）という蛋白質を誘導
的に合成し重金属毒性を緩和する。一方、植
物は特定金属（特に Cd）に対して非蛋白質性
の重金属結合ペプチドである PC をグルタチ
オン(GSH)から生合成して重金属毒性に対応
する。Cd に晒された植物細胞は多量の PC-Cd
複合体を形成して液胞中に輸送、隔離蓄積す
る。As も PC 合成を促進する。しかし PC が他
の重金属の解毒や輸送のリガンドとして植
物に利用されているか否か、あるいは、複数
重金属存在下で PC や他の有機リガンドが重
金属間の相互作用にどのように関わってい
るかは、殆ど不明である。 
 以前、私達は複数の植物の根の Cd 耐性と
Cd 吸収および根から地上部への Cd 輸送速度
についての基本的な実験を行った。その結果、
イネ科植物が双子葉植物より高い Cd 耐性と
Cd 吸収•輸送能力をもつことを明らかにした。
また、トマトの懸濁培養や菌類（酵母）12 種
の液体培養等を用いて Cd 結合物質の分析を
行い、植物や菌類の Cd 耐性における PC ペプ
チドの普遍性な役割を確認してきた（Inouhe 
2005）。しかし同時に、トマト懸濁培養を用
いた酵素学的研究から、他の多くの重金属が
必ずしも PC 合成を促進するわけではなく、

むしろ PC 合成を強く阻害する金属（Cu 等）
もあることを見いだした。一方、非金属の As
（砒酸）が PC 合成を強く促進することをト
マト、ヒヨコマメ、クラミドモナス等で確認
した。最近の予備実験では As が単独で PC 合
成を促進するが Cd 存在下では Cd−PC 複合体
形成を強く阻害することを発見した。つまり
複合体形成段階で Asと Cdとの間で負の相互
作用（干渉作用）があることを示した。この
ような経緯から、複合汚染環境下での植物の
対応機構について重金属リガンド間相互作
用を中心に本研究計画を実施する着想が得
られた。 
 
２．研究の目的 

植物には有害な重金属や非金属を吸収し体
内で無毒化し蓄積するはたらきがある。その有
害物質は植物体内で様々な分子と結合・相互作
用を繰り返し、植物特有の代謝・輸送機構を経
て特定部位に濃縮されてゆく。その分子間相互
作用や代謝・輸送機構に関する研究は、植物の
栄養生理学の発展と植物環境浄化技術
（Phytoremediation）の確立のために不可欠で
ある。しかし、複数の重金属間相互作用、特に
それらの結合相手である有機リガンドを介し
た相互作用は殆ど調べられていない。 
 本研究では自然界の複合汚染環境を想定
した実験計画により複数重金属（Cd, Cu, Zn
および非金属の As 等を含む）と生体内リガ
ンドとの相互作用の実態を解明する。具体的
には、複数の重金属競合下で、ペプチド性リ
ガンドの PC 類と非ペプチド性の有機リガン
ド（有機酸や酸アミドなど）の双方に注目し、
(1)細胞質中のリガンド生成能、(2)液胞中の
複合体形成能、(3)シュート中の複合体形成
と輸送能という３つのステップを検証した。 
 
３．研究の方法 
 本研究期間における基本的実験手段は、植
物選抜と分析機器と生理生化学的手法を駆
使した PC 結合物質の生成過程、構造、分布、
輸送過程の詳細な解析を中心としている。平
成 22 年度にはトマトの培養細胞と植物体を
用いて PC合成酵素と PC複合体形成に関する
研究を行った。平成 23，24 年度は主にトマ
トや複数の植物体を用いて PC 複合体の液胞
への輸送・蓄積ならびに地上部への輸送と相
互転換に関わる研究を主に行った。 
 
① 植物材料と重金属処理 
植物体：トマトの種子を Murashige & Skoog 
(1962)液体培地(MS 培地)に移植し明所 25℃
で植物体を 10 日間生育させた。培地中に重



金属溶液（Cd, Cu, Zn 等の硫酸塩、砒酸 Na
塩）を添加し、各塩の最終濃度を 1〜30μM
に調整した。この複合的な重金属の組み合わ
せ条件で植物体を１〜10日間栽培し、根と地
上部の各器官や組織に分けて冷凍保存した。 
懸濁培養細胞：トマトとイネの根から誘導し
たカルス細胞を糖と植物ホルモンを含む MS
液体培地に移植し継代培養した懸濁培養細
胞を細胞レベルの実験材料として用いた。懸
濁培養細胞は 14日おきに新しい MS液体培地
に移植した。この際、培地に重金属溶液を添
加して最終濃度を 30〜300μM に調整した。 
 
② PC および非 PC リガンド分析 
 採取した植物組織または細胞中の PC およ
び低分子チオール化合物を 10%スルホサリチ
ル酸(SSA)で抽出し、高速液体クロマトグラ
フ（HPLC）によって分離した。検出は蛍光検
出器を用いて行った。従来のエルマン試薬を
用いる可視光検出器より感度が高く、様々な
PC 代謝中間産物のピークが検出された。定量
性の面から可視光検出法も併用した。一方、
有機酸や酸アミドは順相系の HPLC で分離し
BBT 試薬によって定性定量を行った。また、
適合溶質として集積する糖質（炭水化物）の
定量にも蛍光検出器を適用した。 
 
③ Cd-PC 複合体の解析 
 植物の Cd 耐性には PC 合成に加え、PC と金
属（Cd）および硫黄（S2-）の付加による安定
な Cd-S-PC 複合体の形成が重要である。この
複合体生成はセファデックス G-50 カラムを
用いて分析し、複数の金属•非金属で処理し
た植物の複合体形成能力を比較した。セファ
デックス G-50で分離した各画分はそれぞれ、
原子吸光分光度計と ICP-MSを用いて分析し、
各元素の定性定量を行った。それらの一部は
HPLC により PC やその他の有機リガンドの定
性定量にも用いた。 
 
④ 金属輸送に対する PC複合体と他種重金属

リガンドとの作用 
トマト植物体を用いて金属複合体輸送の
モデル実験を行った。根で吸収された Cd
は根の細胞内で Cd-PC複合体として蓄積さ
れるが、Cd やその他金属が PC 複合体とし
て一部地上部へ輸送される可能性がある。
この検証のために、各重金属で処理したマ
イクロトム植物体からの地上部を各部位
にわけ、細胞液とアポプラスト液と中の金
属リガンド複合体の変化を追跡した。さら
に、トマト以外の植物体についても関連実
験を行い、結果の普遍性を検証した。 

 
４．研究成果 
(1)平成 22 年度の研究では、トマト培養細胞
における Cd、Zn、As によるペプチド性リガ

ンドと非ペプチド性リガンドの生成と結合
性を調べた。トマト懸濁細胞に各種の重金属
イオンおよびヒ酸(As)を与えて細胞内の有
機リガンドの濃度を調べた。その結果、主に
重金属の Cdと非金属の Asによってペプチド
性リガンドである PC が生成され、それぞれ
結合型として蓄積することを確認した。細胞
内リガンドとしては他に非ペプチド性の有
機酸（特にリンゴ酸とクエン酸）が多く検出
されたが、これらが Cd/As と複合体を形成す
る証拠は得られなかった。また、ペプチド性
リガンドのグルタチオン（PC の前駆物質でも
ある）は、Cd と As 以外の重金属によっても
濃度が増加することが分かった。従って、ト
マト細胞内の金属結合リガンドとしてはペ
プチド性リガンドが重要であることを明ら
かにした。培地に有機酸等の非ペプチド性リ
ガンドを添加してもペプチド性リガンドの
濃度変化には結びつかなかった。よって細胞
内金属結合物質の合成・集積においてリガン
ド間相互作用は確認できなかった。ただし、
リン酸やケイ酸などの無機リガンド（アニオ
ン）の種類によって金属吸収や PC 合成能に
対して特異的な作用が示すことが分かった。 
 以上のことから、重金属の Cd と非金属の
As に関してはペプチド性のフィトケラチン
（PC）とグルタチオン（GSH）が主要な結合
物質としてはたらき、その他の重金属に関し
ては（過剰の場合を除き）非ペプチド性の有
機酸や細胞壁成分が主要なリガンドとして
はたらくこと、そして、それら有機リガンド
間の相互作用は少ないことを明らかにした。 
 
(2)平成 23 年度の研究では、さらに複数金
属・非金属イオンによる有機リガンド形成と
液胞集積性について分析実験を行った。その
結果、ペプチド性リガンドによる Cd/As 結合
と液胞輸送はきわめて元素特異的であるこ
と、非ペプチド性リガンドの有機酸より無機
リガンドのホウ酸の影響を受けることがわ
かった。また、トマト植物体の Cd/As 輸送と
複合体形成能に対する無機イオンと有機リ
ガンドの影響を調べた結果、①根での Cd 液
胞蓄積には PC が関与し、他金属や As の蓄積
には殆ど関与しないこと、また、②根から地
上部への Cd/As輸送には非ペプチド性リガン
ドと無機リガンドの両方が関与していた。こ
こで、ホウ酸は PC 形成以外の過程や機構を
介して Cd/As輸送に影響することもわかった。 
 
(3)平成 24年度は地上部の複合体形成と輸送
能に関する実験を行い、以下の成果を得た： 
 ① 重金属（Cd, Cu, Zn）及び砒酸を添加
した液体培地にトマト植物体を移植し、各金
属塩の組み合わせ条件で１～10 日間栽培し
た。植物組織から細胞壁画分と可溶性画分に
分けて各元素やリガンドを抽出定量した。そ



の結果、Cu と As に較べ、Zn と Cd は地上部
により多く輸送され、地上部の Zn と Cd 濃度
増加は有機酸と PC 濃度の増加とそれぞれ相
関があった。トマト植物体では砒酸とホウ酸
処理で PC は全く検出されなかった。また、
ホウ酸は As の吸収輸送を阻害し、Cd の輸送
を促進した。このように重金属輸送に有機酸、
PC およびホウ酸が関係することが示された。 
 ② 組織抽出液中の各種イオンやリガンド
の変化をSephadex G-50とHPLCで分析した。
その結果、重金属は低分子の有機酸、GSH・
PC と結合して移動することが示唆された。な
お、微量のため十分量が回収できず、木部液
と篩部液の分析には至らなかったが、時間追
跡実験で重金属とリガンドとの大まかな移
動速度を推定することができた。 
 ③ 以上の成果を発展させ、さらに複合的
重金属汚染環境を想定したモデル実験—塩集
積植物アイスプラントを用いた水耕・土耕条
件での根と葉面からの金属吸収、輸送に関す
る複合実験—を行った。その結果、二価の重
金属と軽金属および一価のアルカリ金属類
において、それぞれ異なる集積・分布および
結合特性が明らかになった。トマトにおいて
はセシウムの吸収と輸送蓄積に関する顕著
な成果も得られた。 
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