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研究成果の概要（和文）： 
	
 環境水の浄化に用いる水生植物体として、多様な環境下で生育が可能であり水中の各種
有機、無機成分を効率的に吸収する能力を有するクレソンを選抜した。詳細な条件検討の
結果、無菌クレソンの継代培養系を確立し、多芽体、不定根、カルスを形成し増殖させる
条件および倍数体の作出条件を見出した。クレソン外植体に対し、アグロバクテリウム法
やパーティクルガン法にて遺伝子導入を行い、組換え植物体を作出し、安定的に増殖する
ことを確認した。組織培養により得られたクレソン多芽体を用いて、環境水の浄化実験を
フィールドにて行った。 
 
研究成果の概要（英文）： 
     Conditions for the proliferation of multiple shoots, adventitious roots, and callus as well as 
polyploid induction of watercress (Nasturtium officinale R. Br.) were established for their use in 
phytoremediation.  Frequent generation of transgenic watercress was achieved by adapting particle 
bombardment and Agrobacterium-mediated transformation techniques with a construct expressing 
several florescent protein genes.  In addition, the nutrient removal by hormone-treated (multiple 
shoots) watercress was conducted in a eutrophicated pond in an old castle park, as a preliminary 
field experiment of the remediation. 
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 環境水中の富栄養化物質および環境ホル
モン等の難分解物質の除去については、現状
では化学的に中和、分解、消毒が行われ、自
然界に循環されている。この化学処理工程に
おいて蓄積される化学物質や活性汚泥は、さ
らなる環境悪化を引き起こす原因となって
いる。これらの微生物または植物を用いた生

物学的除去はバイオレメディエーション（フ
ァイトレメディエーション）と呼ばれており、
その温和な処理条件と回収した有機物など
の工業原料やエネルギー源としての利用価
値から注目されている。しかしながらこれら
の手法は、扱う生物種の生育環境による制限
のため、土壌中の汚染物質の除去に用いるこ
とが多く、しかもその除去効率が必ずしも高
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くない等の問題点を有している。	
 
	
 申請者らは水生植物の特性を利用した環
境水および工場廃水の浄化に着目した。これ
まで知られている水生植物による水浄化研
究では、野生種を用いた検討のみであり、そ
の代謝分解能には限度があった。申請者らは、
分子育種により物質代謝能を人為的に強化
した水生植物種を用いて難分解物質の代謝
分解を行うことができれば、格段に効率良い
浄化が期待できると考えた。また、水生植物
の根圏に特別の機能を有する微生物を共存
させることで、両者の特長を生かした水浄化
が行える可能性についても考えた。なお、組
換え水生植物栽培は水耕条件下で行えるた
め閉鎖系の設定が非常に容易であり、かつ水
生植物は栄養増殖が可能なものが多いため、
不稔植物体を宿主として用いることで、花粉
等による組換え植物体の飛散の問題も解決
することができる。	
 
２．研究の目的	
 
	
 本研究は分子育種した水生植物を用いて、
水中の様々な環境汚染物質（富栄養化物質）
を効率的に分解処理する研究を行うもので
ある。富栄養化物質の例として無機窒素やリ
ン化合物をターゲットとする。富栄養化物質
を効率的に代謝分解できる微生物由来酵素
を発現する組換え水生植物を作成するとと
もに、硝化細菌群をそれらの根圏に共存し、
植物にとって毒性の高いアンモニアを吸収
されやすい硝酸体へと変換することで、効率
的な窒素化合物の代謝分解を試みる。	
 
	
 当概目的を達成するために以下の検討を
行う。	
 
①水生植物の組織培養系と分子育種技術の
確立	
 
②水生植物における無機窒素、リン化合物の
代謝解析	
 
③水生植物内における異種酵素・蛋白質の発
現実験	
 
④組織培養により高機能化した水生植物に
よるフィールドでの環境水の浄化実験	
 
⑤硝化細菌の共存による窒素代謝強化	
 
	
 
３．研究の方法	
 
①水生植物の組織培養系と分子育種技術の
確立	
 
	
 多様な環境下で生育が可能であり、水中の
各種有機、無機成分を効率的に吸収する水生
植物を選抜し、最適な組織培養条件を検索す
るとともに分子育種技術を確立する。植物組
織の各部分を外植体とし、無菌的に各種植物
ホルモンが添加された様々な植物組織培養
培地にて、組織培養を試みる。これらの結果
をもとに、形質転換効率の向上や遺伝子組換
え体の選出などを効率的に行う。植物体への
遺伝子の導入は、アグロバクテリウム法や遺
伝子銃などを用いる。すなわち、カルスや茎

などの外植体に対し、GFP や GUS などのレポ
ーター蛋白のみならず、微生物由来の物質代
謝系の酵素を発現するように構築したプラ
スミドを用い、遺伝子導入を行う。得られた
組換え植物細胞を各種分化培地にて培養す
ることで、組換え植物体を作出する。	
 
②水生植物における窒素、リン化合物の代謝
解析	
 
	
 水生植物体内における各種代謝物（糖、ア
ミノ酸）の解析を行い、目的とする富栄養化
物質の代謝経路において強化されるべき酵
素群を選抜する。代謝解析には通常の HPLC
による分析や、共同研究者の有するイオンク
ロマトグラフィー等の各種環境分析機器も
用いる。	
 
③水生植物内における異種酵素・蛋白質の発
現実験	
 
	
 ①で作出した異種酵素・蛋白質遺伝子を発
現する組換え水生植物を培地又は土壌にて
培養、栽培を行う。経時的にサンプリングし、
各組織の観察や細胞内の酵素活性を測定す
ることで、目的蛋白質や酵素の発現量を解析
する。	
 
④組織培養により高機能化した水生植物に
よるフィールドでの環境水の浄化実験	
 
	
 予備実験として、組織培養により高機能化
した水生植物（遺伝子非組換え体）を用いて
実際のフィールドで、環境水の浄化を試みる。	
 
⑤硝化細菌の共存による窒素代謝強化	
 
	
 水生植物の根圏に共存させるべき硝化細
菌のスクリーニングおよび実際の植物種に
これらの菌を共存させて栽培を行い、その効
果を検討する。	
 
	
 
４．研究成果	
 
①水生植物の組織培養系と分子育種技術の
確立	
 
	
 多様な環境下で生育が可能であり、水中の
各種有機、無機成分を効率的に吸収する水生
植物としてクレソンを選抜した。無菌クレソ
ンの継代培養系を確立し、無菌的に各種植物
ホルモンが添加された様々な植物組織培養
培地にて、組織培養を試みた。クレソンは
2,4-D や NAA などのオーキシンを微量に加え
た培地で m1/2MS 培地で前培養し、その後オ
ーキシン添加の培地に移植すると不定根を
形成した。一方、TDZ や BA などのサイトカイ
ニンを加えた培地に移植すると不定芽へと
分化した。また、オーキシン、サイトカイニ
ン両方を加えた培地で培養することで、安定
的にカルスを形成し細胞を増殖させること
が出来、懸濁培養細胞系を確立できた。これ
らの結果をもとに、アグロバクテリウム法お
よびパーティクルガン法を用いて、クレソン
に外来遺伝子の導入を試みた。さらに、形質
転換効率の向上や遺伝子組換え体の選出な
どを検討した。	
 



	
 一方、分子育種法によらずに高機能化した
水生植物の作出の例としてクレソン倍数体
に着目し、その作出、生長能及び浄化能力の
解析を試みた。クレソン種子のコルヒチン処
理により、野生種の 4倍体に対して染色体の
倍加した 8倍体を得ることが出来、さらに未
処理の種子の中から突然変異を起こした 6倍
体を見いだした。フローサイトメトリーを用
いた各変異体の倍数性解析法を確立すると
ともに、倍数変異体の安定維持にも成功した。	
 
②水生植物における窒素、リン化合物の代謝
解析	
 
	
 ①で得られた、各組織培養体、倍数変異体
のクレソンを用いて、窒素及びリン酸の代謝
能について、HPLC およびイオンクロマトグラ
フィー装置にて検討を行い、生長能と照らし
合わせた。特に倍数変異体について詳細に解
析を行ったところ、4 倍体は初期生長が良好
であるのに対し、8 倍体は無機塩類の不足し
ている環境からやや過剰な環境まで持続的
な生長が見られた。このことから、4 倍体は
短期的な、8 倍体は長期的な水質浄化への利
用が期待されることが分かった。	
 
③水生植物内における異種酵素の発現実験	
 
	
 確立されたクレソンの組織培養系を用い、
各種外来遺伝子の導入を行った。カルスや茎
などのクレソン外植体に対し、GFP や GUS な
どのレポーター蛋白を発現するように構築
したプラスミドを用い、アグロバクテリウム
法やパーティクルガン法にて遺伝子導入を
行い、組換え植物体を作出した。得られた組
換え植物を蛍光顕微鏡等により観察し、安定
的に導入遺伝子が機能していることを確認
した。	
 
④組織培養により高機能化した水生植物に
よるフィールドでの環境水の浄化実験	
 
	
 高岡市役所の協力を得て、高岡古城公園
（富山県）に簡易浄化装置を作成・設置し、
組織培養したクレソン多芽体に濠水をゆっ
くり流下させることで濠水の浄化を試みた。
予備的試験では水温の低下により植物体の
浄化能が著しく低下していたため期待して
いたほどの浄化は認められなかったが、得ら
れた問題点等をもとにして改善を加え、本試
験を行った。培養期間中毎日、硝酸イオン、
リン酸イオン、総窒素及びリンの濃度を経時
的に測定したところ、一週間でそれら富栄養
化物質濃度がほぼゼロとなり、クレソン組織
培養体による良好な浄化データを得ること
が出来た。	
 
⑤硝化細菌の共存による窒素代謝強化	
 
	
 水生植物の根圏に共存させるべき硝化細
菌のスクリーニングを行った。スクリーニン
グは、特に植物の水耕栽培に適した弱酸性の
条件下にて、土壌、湖沼水、腐葉土などを用
い、アンモニウムイオンを含む弱酸性培地を
用いて、硝化細菌を集積培養にて濃縮・単離

した。	
 	
 	
 	
 
	
 また、クレソンに加えて、モデル植物とし
て知見の多いイネ及びムギを用い、根圏微生
物の共存下による水耕栽培実験を行い、根圏
微生物非共存下と比較した植物体の生長能
力および物質代謝能を解析した。	
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