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論 文 の 内 容 の 要 旨

カドミウム(Cd)は重金属の中で､生物に対する強い毒性を持っている元素の一つであ

る｡そのため､大気､水と土壌のいずれでも､環境基準の指定物質である｡植物がCdの毒性

を避ける棲構は､従来知られているフィトケラチン(PCs)だけでは説明できない事例もあ

る｡

そこで､植物がCdの毒性を避ける新規機構を明らかにする目的で本研究を行った｡植物

材料はニンジンの懸濁培養細胞である｡その元の株とこれから選抜したCd耐性株を比較す

ることによって､Cd解毒機構を見出す方法を取った｡Cd耐性株の作出方法は長時間CdlOO

〟滅添加培地で生育する株を選抜した｡この方法で鱒索考えていない耐性機構を轟られる
可能性があるためである｡

Cd耐性株くCCdl)の0､40､~80､160FLNCd添加培地中での倍加時間はそれぞれ4.7､4.4､

6.4､13日であった｡しかし､野生株(C郎の倍加時間は､0と40 〝M Cd処理区で･3.8と

6.3日であり､より高濃度では全く生育しなかった｡_次に､細胞中のCdは､CWの場合には

時間の経過に伴って蓄積した､逆にCCdlの場合には1日以降減少した｡南棟のCd蓄積が

違う原因を訴べるために20,40,80JLNCdを含む培地で1日間培養後､さらにCdなしの

培地中で4日間培養した｡その間､細胞と培地中のCd含量を沸定した｡CWでは20tLWCd処

理区の初期段階でのみCd排出が見られた､一方CCdlでは全処理区で持続的にCdを排出し

た｡CCdlは強いCdの排出力により細胞内の低いPd含量を保つことができ､その結果､高

濃度･のCdに耐えることができると考えた｡
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しかし､CCdlの細胞内には未だ､多量のCd(CW細胞では生育できない量)が存在して

いた｡それゆえ､排出能以外のCd解毒機構も存在すると考えた｡まずPCsの関与を訴べた｡

両株とも､Cdに享ってPCsが生成したものの､CCdlの方がCWより低いPCs含量であった

ことからPCsはCC亘1のCd耐性のおもな原因ではないことが分かった｡

一方､多くの植物はCdス･トレス下で活性酸素解毒系に変化(増加または減少)すること

が知られている｡そこで､ニンジン細胞でもCdストレス下で活性酸素解毒機系の応答を調

べた｡酵素はぇ-パーオキシドジスムクーゼ(SOD)､(グアヤコール)パーオキシダーゼ､

オキシダーゼ､アスコルビン酸′く-オキシダーゼ(APX)とグルタチオンレダクターゼ(GR)

の活性を測定し､基質はアスコルビン酸(AsÅ)とグルタチオン(GSH)を淘定した｡APX活性は

CWにおいて80FL朋Cdから､CCdlにおい.Tは160FLMCdで減少した｡GR活性.tj:､CWでは

Cd処理後直ちに活性が殆どなくなり､逆にCCdlでは増加した｡また､AsAは南棟ともCd

によって減少するものの､CCdlの方がCWより高いレベルを保った｡同時にCCdlの方が

AsA(還元型)/AsA(酸化･還元型)の比率も高かった｡その他の測定項目は変化が見られな

い､または解釈が不明であった｡AsA/GSH回路の関係する酵素と基質がすべて､CCdlの方が

CWより､強かったまたは多かったことことと､Cdが植物審の1つの原因が活性酸素との報

告があるこ.とから､AsA/GSH回路がCd解毒と関わっていると考えた｡

上記から､,ニンジンのCd耐性株は､･Cd排出力とAsA/GSH回路が活性化するために高濃

度のCd環境に耐えることができると･結論する｡なおこれらの機構は野生疎にもわずかに見

られることから､強弱の違いはあるがニンジンに本来持っていると考える｡それゆえ､本研

究の結果を腐まえる.と､植物の本来持っているこれらの機能を強化することによってCd

汚染土填でも､より人に安全な作物を作ることができ､吏たCdと同時に紫外線等によって

発生した活性酸素も減少できると期待できる｡

審 査 結 果 の 要 旨

本論文は植物がカドミウム(Cd)の毒性を避ける新規機構を明らか持したものである｡

植物材料はニンジンの懸濁培養細胞である｡Cd解毒機構の解明は､元の株とこれから

選抜したCd耐性株を比較することによって､見出す方法を取った｡Cd耐性株の作出方

法は長時間CdlOO川添加培地で生育する株を選抜した｡この方法で従来考えていない

耐性機構を得られる可能性があるためである｡

Cd耐性株(CCdl)は160fLMのCd添加培でも増殖ができるが､野生抹(C甘)は80FL

MCd処理区以上では全く生育ができなかった｡Cdは､CWの場合には時間の経過によ

って蓄積した､逆にCCdlの場合には1日以降減少'Lた云両株のCd蓄療が違う原因を

調べるために1日間Cd20～80〃MCdで処理し､その後Cd無添カロ培地で､4日間培

ー82-



毒した｡その結具､CCdlでは全処理区においてCdを排出が確認できたが､CWではほ

とんど排出が見られないことがわかった｡これが､CCdlのCd耐性に関与すると考えら

れる｡しかし､CCdlの細胞内には未だ､多量のCd(CW細胞では生育できない量)が

残っている｡それゆえ､別のCd解毒機構もあわせ持っているはずである｡まずフィト

ケラチン(PCs;植物のCd等量金属の解毒する物質)の関与を調べた｡しかし､CCdl

の方がCWより低いPCs含量であったことからPCsはCCdlのCd耐性のおもな原因では

ないことが分かった｡そこで､申請者は活性酸素解毒系の関与を着目した｡アスコル

ビン酸パーオキシダーゼ活性はC甘において80LL班Cdから､CCdlにおいては160L川Cd

で減少した｡グルタチオンレダクターゼ活性は､CWではCd処理後直ちに活性が殆ど

なくなり､逆にCCdlでは増加した｡また､ア不コルビン酸(AsA)は両株ともCdによっ

て減少するものの､CCdlがCWより高いレベルを保った｡同時にCCdlの方がAsA(還

元型)/AsA(酸化･還元型)の比率も高かった｡AsA/グルタチオン(GSH)回路の関係する

酵素と基質がすべて､CCdlの方がCWより､強かったまたは多かったことことと､Cd

が植物害の1つの原因が活性酸素との報告があることから､As〟GSH回路が第2のCd

解毒ファクターと申請者は考えた｡

ニンジンのCd耐性機構はCd排出力とAsA/GSH回路が関係する点が新規性を持って

いる｡それゆえ､審査員全員一致で本論文が岐鼻大学大学院連合農学研究科の学位論文

として十分価値が串るものと認めた｡

なお､基礎となる学術論文は以下の2編である｡

OYeon-OkKim,FunlikoTakeuchi,uaSakazuHaraandTomKuboi:LCharacterization

ofCadmiumTolerantCarrotCellsinResponsetoCadmiumStress.SbilSbieDCeaDd
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Scavenging System to Ca血iunlin Cadmium-Tolerant Cells of Carrot.PZaβt

戯クね血クノ噺iねpress

-83-


