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研究成果の概要（和文）：放射光 X 線マイクロビームを適用し，植物組織・細胞に対する in vivo
分析手法の開発を行った。植物の組織構造を保持し，できるだけ生きたままに近い状態を保っ

て分析する手法を開発し，環境浄化技術で着目されているヒ素やカドミウムを蓄積する植物へ

応用した。世界に先駆けて植物試料の高エネルギーXRF イメージングを実現し，Cd の K 線が

励起できる高エネルギーマイクロビームの優位性を最大限に生かし，細胞レベルにおける Cd
の蓄積部位を明らかにすることができた。 
 
研究成果の概要（英文）：Monochromatic high-energy X-rays (30-37 keV) focused into a microbeam 
(ca. 1 µm) with a Kirkpatrick-Baez mirror allows us for the first time to reveal the striking sub-cellular 
distribution and the chemical form of cadmium in the cadmium accumulating plant by detecting the Cd 
Kα line.  Micro X-ray fluorescence analysis (µ-XRF) and micro X-ray absorption near-edge structure 
analysis (µ-XANES) were used for the nondestructive analysis of the Cd distribution and chemical form 
of Cd at a cellular level in the plant in order to investigate the Cd accumulation mechanism. 
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１．研究開始当初の背景 

最近，重金属蓄積植物を用いて重金属汚染
土壌や汚染水質の浄化を行うファイトレメ
ディエーションが，環境にやさしい環境修復
技術として注目されている。植物に重金属を
効率よく蓄積させることが，この技術を実用
化する鍵となる。これらの植物は，毒性の高
い重金属元素が数千 ppm という高濃度で体
内に存在しても正常に生育できる。植物がど

のように無毒化しているのか，その機構は非
常に興味深い。 

モエジマシダをヒ素汚染土壌で生育する
と，22000 µg g-1（乾燥重量換算）という非常
に高濃度のヒ素を蓄積することが 2001 年の
Natureで報告された。ヒ素は葉（羽片）の辺
縁部に蓄積されることがSEM-EDSの結果か
ら示唆されていたが，その分布は不明瞭であ
った。申請者は，放射光X線マイクロビーム



を用いたXRFイメージングにより，辺縁部の
胞子嚢基部において，ヒ素が高濃度に蓄積さ
れることを初めて明らかにした。その後，海
外の研究グループからも放射光マイクロビ
ームを利用したモエジマシダの分析例が報
告されるようになってきた。 

アブラナ科のハクサンハタザオは Cd と Zn
を高濃度に蓄積する。Cd の K 線を励起する
ためには高エネルギーX 線が必要であるため，
従来の第二世代放射光施設では分析ができ
なかった。一方，欧州の放射光施設 ESRF の
ID-21 ビームラインでは，Cd L 線による植物
のXRFイメージングが2006年に行われたが，
測定は真空雰囲気下であり，試料は凍結乾燥
処理されたものであった。 
 このように，植物における有害元素の蓄積
部位を組織・細胞レベルで分析するために，
放射光マイクロビームを光源とする蛍光X線
イメージングは優れているものの，試料の保
持法など in vivo で測定する手法の開発が求
められていた。 
 
２．研究の目的 
 申請者は，放射光 X 線マイクロビームを植
物試料の分析へ適用し，重金属蓄積植物にお
ける重金属蓄積機構の解明を目指している。
本研究では，主として SPring-8 の BL37XU に
おいて開発された 1 μm の高エネルギーマイ
クロビームを XRF の光源として世界に先駆
けて活用する。日本で開発された放射光 X 線
マイクロビームを植物試料の in vivo革新的測
定システムとして構築し利用するものであ
る。 
 まず，組織・細胞レベルでの有害元素の分
布を明らかにするための in vivo 蛍光 X 線イ
メージング法を開発し，ヒ素やカドミウムを
蓄積する重金属集積植物（ヒ素を蓄積するモ
エジマシダ，カドミウムを蓄積するタバコや
ハクサンハタザオ）へ適用する。それぞれの
植物における，蓄積機構を明らかにすること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）放射光マイクロビームを用いた in vivo
蛍光 X 線イメージング法の開発 
(i) in vivo測定に適した試料調製法の検討

植物の細胞は約 90%が水分であるため，測
定中において乾燥による試料の収縮が問題
となる。そこで試料調製法としては，できる
だけ生きた状態を保持して測定をするため，
凍結ミクロトームを用いる試料の薄片化を
検討した。またシダの前葉体やプロトプラス
トなど植物細胞試料については，寒天包埋に
よる調製法を検討した。 
(ii) 測定雰囲気および試料保持法の検討

SPring-8のBL37XUでµ-XRF二次元イメー
ジングを行った。K-B ミラー集光素子を用い

て形成された 1 ミクロンサイズのマイクロビ
ームを用いて，モエジマシダの µ-XRF 二次元
イメージングを行った。(i)で検討した凍結切
片試料の測定には，試料冷却が不可欠である。
試料冷却システムとして，低温窒素ガス吹き
付け方式の試料低温装置の導入を行った。 
（２）ヒ素やカドミウムを蓄積した植物の in 
vivo 蛍光 X 線イメージング 
(i) ヒ素蓄積植物
 モエジマシダ，オオバノイノモトソウ，ヘ
ビノネゴザの前葉体に対して，ヒ素を添加し，
蓄積部位を in vivo で観察した。 
(ii) カドミウム蓄積植物
 ハクサンハタザオ，タバコ，イネにカドミ
ウムを添加して栽培し，それぞれ分析に供し
た。 
(iii) 鉛蓄積植物 
 ヘビノネゴザおよびホンモンジゴケ等に
鉛を添加し，分析に供した。 
 
４．研究成果 
（１）ハクサンハタザオにおけるCdの蓄積
 ある種の植物は，水や養分を吸収する際に
汚染土壌中の重金属も体内に取り込み，高濃
度に蓄積することが知られている。本研究で
は，放射光マイクロビームを用いた蛍光Ｘ線
分析と X 線吸収微細構造（XAFS）解析によ
り，植物細胞レベルで有害元素の蓄積部位と
その化学形態を明らかにし，その蓄積機構を
解明することを目的とした。アブラナ科の植
物ハクサンハタザオにおけるカドミウムの
蓄積機構について，興味ある知見が得られた。 
 カドミウムを含む培養液で栽培したハク
サンハタザオの葉を試料とし，約 1μm 角の放
射光X線マイクロビームを使った蛍光X線二
次元イメージングを行った。X 線のエネルギ
ーは Cd の K 線が効率よく励起できる 30-37 
keV とした。 
 その結果，カドミウムは葉の表面にある毛
状突起細胞（トライコーム）において高濃度
に蓄積されていることがわかった。１細胞か
らなるトライコームの中でも特に分岐下部
において蓄積しており，この蓄積部位には亜
鉛と正の相関が見られたことから，カドミウ
ムの蓄積機構には同族元素である亜鉛との
関連が示唆された。 
 さらに X 線マイクロビームを用いてカド
ミウムの K 吸収端の XANES 測定を行い，ト
ライコーム細胞内に蓄積されたカドミウム
の化学形態を調べたところ，酸素あるいは窒
素と結合した化学種であることがわかった。
このように高エネルギー放射光 X 線マイク
ロビームを利用することで，細胞内における
カドミウムの分布と化学形態を初めて明ら
かにすることに成功した。従来，植物内にお
けるカドミウムの無毒化機構として，カドミ
ウムはシステインやファイトケラチンなど



のチオール基と結合した化学種で存在する
といわれていたが，カドミウムの高集積能を
有するハクサンハタザオのトライコームに
おいては，このような化学種ではなく酸素あ
るいは窒素と結合した化学種であるという
知見は非常に興味深い。 
 
（２）Cdを添加して栽培したタバコ植物
タバコはCdに耐性を持つ植物であり，比較

的高濃度のCdを蓄積する。体内に取り込まれ
たCdは，グルタチオン（γ-Glu-Cys-Gly）やフ
ァイトケラチン（(γ-Glu-Cys)n-Gly）のような
化合物のシステインと結合して無毒化され
る と い わ れ て い る 。 ま た 同 じ タ バ コ
（Nicotiana）属であるN. tabacumとN. rustica
は，Cdの蓄積する部位が異なることが報告さ
れていて，前者は主に葉と根に蓄積するのに
対し，後者は根に蓄積する。そこで 2 種類の
タバコ植物種におけるCdの蓄積機構を明ら
かにすることを目的として実験を行った。 

約 1 か月間栽培したタバコ（N. tabacum L. 
cv. Xanthi と N. rustica）を 100 μM Cd を含む
培養液で，約 2～4 週間栽培した。根，茎，
葉の部位別に分けて凍結乾燥後，錠剤試料を
作成し，Cd K 吸収端の XAFS 測定を行った。
また試料の根を切り出し，先端付近と基部に
ついて凍結ミクロトームで約 30 μmの切片を
作成した。試料の凍結状態を維持して，高エ
ネルギーμ-XRF イメージングと μ-XANES を
行った。 

2 種類のタバコの根，茎，葉の XAFS スペ
クトルは，参照物質であるファイトケラチン
-Cd 又はメタロチオネインの Cd とよく似て
おり，S と結合していることがわかった。さ
らに根の先端では Cd が一様に分布していた
が，地上部に近い部位において，N. tabacum
では表皮と内皮に，N. rustica では内皮に特に
Cd の蓄積が見られた。また Cd が高濃度に蓄
積している部位（内皮と表皮）では，S と結
合している Cd の割合が高かった。一方，種
による Cd の化学形態の違いは見られなかっ
た。以上のように，同じタバコ属である N. 
tabacum と N. rustica では，Cd の化学形態に
は違いが見られず，むしろ根での Cd の蓄積
部位が異なったことから，地上部への Cd の
蓄積のしやすさは，根での Cd の取り込みや
移行機構に起因することが示唆された。 
 
（３）イネにおけるCdの蓄積およびコケにお
けるPbとCuの蓄積
イネやコケ植物における重金属の蓄積機

構を明らかにすることを目的として，研究を
進めた。その結果，Cd を添加して栽培した二
品種のイネ（日本晴，密陽 23 号）について，
茎における Cd 及び植物必須元素の蓄積部位
と，各器官（根，茎，葉）に蓄積された Cd
の化学形態が明らかになった。 

 一方，センボンゴケ科イワマセンボンゴケ
属のホンモンジゴケ（Scopelophila cataractae）
を野外から採取し，10 mM PbCl2水溶液を添
加して 20 分間振とうした試料について放射
光マイクロビーム蛍光Ｘ線（μ-XRF）イメー
ジング（ビームサイズ 3.5 μm × 5.5 μm）を行
い，1-2 mm という微小なコケの葉における
PbとCuの元素分布を初めてin vivoで可視化す
ることができた。添加したPbと野外で取り込
まれたCuは，いずれも主として細胞壁に蓄積
されており，中肋の厚壁細胞（ステライドセ
ル）では特にCuが高濃度に蓄積されているこ
とがわかった。また，0.01 M塩酸水溶液と茎
葉体を 20 分間振とうしたところ，大部分の
Cuは水溶液に抽出されるが，中肋部に蓄積し
たCuは明瞭に残っていることが示された。ま
た茎葉体のＸ線吸収微細構造（XAFS）のin 
vivo測定を蛍光法で行ったところ，ホンモン
ジゴケ体内のCuは酢酸銅(II)と，Pb(II)はステ
アリン酸鉛と似た化学形態であり，CuとPb
はいずれもカルボキシル基の酸素と結合し
ていることが示された。以上により，PbとCu
は細胞壁に含まれる酸性糖由来のカルボキ
シル基と結合して蓄積されていると考えら
れる。 
 以上のように，非破壊で 2 次元多元素同時
分析が可能な μ-XRF イメージングと XAFS
解析により，種々の植物における元素の分布
と化学形態に関する多くの知見が得られた。 
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