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序文

土壌の塩類集積は作物の生育や生産性に悪影響を与える要因の一つで

あり、世界的な問題となっている。塩類集積土壌は、全世界の陸地の約

7%にあたる93億-クタールに達するとされており(Szabolcs, 1994)、

また＼全世界の農地約15億-クタールのうち、約5%の7700万-クタ

ールにおいて塩類集積が生じているとされている(Munns et al., 1999),

塩類集積の原因は様々であり、海水流入などの自然現象に由来するもの

や、肥料の過剰投入や潅敵といった人間の行動に由来するものなどがあ

り、日本国内においても、海水流入や台風等による潮風害(藤井ら　2006;

山本ら,2000)、肥料の不適切な利用や施設栽培による塩類集積などの事

例(堀ら,2002,2003;大泉ら,1979)が報告されている。

集積する塩類の種類や組成は、その原因や環境条件などによって異な

り、広く研究が行われている塩化ナトリウム以外にもカリウム、カルシ

ウム、マグネシウム、硝酸、リン酸など様々なイオンが集積することが

示されている。このうち、マグネシウムは、肥料や土壌改良資材として

も施用される植物の多量必須元素の一つであるが、その一方で、海水中

にナトリウムに次いで多く含まれる陽イオンでもある(約50mM),そ

のため、不適切な施肥や海水流入などにより集積することが示されてお

り(Ammaletal.,1999;堀ら　2002)、海水流入によるマグネシウム集積が

植物種の分布に影響を与えている事例も報告されている(Wu,1981)。し

たがって、マグネシウム過剰による植物-の影響を調査することは、植

物のマグネシウム過剰耐性の向上につながり、塩類集積地での作物栽培

にも貢献するものであると考えられる。また、塩類集積地での作物栽培

は、単にその作物の生産というだけではなく、植物を用いた集積塩類の



除去にも結びつく可能性があり(Kumar1996;Qadiretal., 1996)、植物に

よる環境修復という点からも非常に重要である。

ローズグラス{Chloris gayana Kunth)は、イネ科スズメガヤ亜科に属す

るC4植物であり、世界的に広く栽培されている暖地型牧草である(Suttie,

2000)c　日本においても、九州や沖縄などを中心に栽培され、暖地型牧草

の中では最も栽培面積が広いとされている(揮井ら,1996),また、ロー

ズグラスは耐塩性が強いことが示されており、塩類集積地における有望

な牧草の一つであると考えられている(Mastersetal.,2001)c

これまでに、ローズグラスの耐塩性には、 「塩類腺(salt gland)」 (図1)

という葉の表面にある特殊な器官が関与していることが示されている

(Liphschitzetal., 1974)。塩類腺は、双子葉植物ではAtriplex属(ハマア

カザなど)、 Avicennia属(ヒルギダマシなど)、 Limonium属(スターチ

スなど)などで、単子葉植物ではZoysia属(シバなど)やCynodon属(バ

ミューダグラスなど)等のイネ科スズメガヤ亜科植物などで確認されて

おり、吸収した塩類の一部を体外に排出し、体内-の塩類の過剰蓄積を

防ぐ機能を果たしているとされている(Fahn, 1988; Liphschitz and Waisel,

1982)。実際に、塩類腺を持つ植物においては、塩類腺における塩類排出

能力と耐塩性の間には正の相関があることが示されており、塩類過剰耐

性において重要な役割を果たしていると考えられている(deLucaetal.,

2001; Marcumetal., 1998; MarcumandPessarakli, 2006),しかしながら、

塩類腺の研究を含めてこれまで行われてきたローズグラスの耐塩性の研

究は、ナトリウム過剰に対するものが中心であり、他のカチオンの過刺

に関する研究はほとんどなされていない。

以上のことから、本研究では、塩類腺からの塩類排出を中心に、ロー

ズグラスに対するマグネシウム塩およびナトリウム塩による塩類過剰の
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影響を調査し、ローズグラスの異なる塩類過剰に対する耐性の比較と、

これらの塩類過剰における塩類腺の働きについて明らかにすることとし

た。



図1・ローズグラス塩類腺の模式図(A)及び塩類腺から排出された塩類(B)

(A)黄色で着色した部分が塩類腺を構成する細胞(capcell及びbasalcell)cなお、これらの

細胞に関しては、日本語名が定義されていないため、本論文では英語記載とする。

四)葉の表面の白い点が、排出された塩類の結晶。
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第1章　ローズグラス耐塩性の他のイネ科牧草との比較

塩類過剰は最も重要な農業及び環境問題の一つであることから、イネ

科牧草の耐塩性に関しても、これまでに多くの研究がなされている。し

かしながら、これまでの研究の多くがナトリウム過剰に関連するもので

あり、他の陽イオンの過剰に関する研究はナトリウム過剰と比べると非

常に少ない。ナトリウム以外の陽イオンが土壌に集積する例はこれまで

にも多数報告されていること(堀ら,2002,2003;大泉ら,1979)から、植

物の耐塩性に関する研究においては、ナトリウム過剰に関する研究のみ

ならず、他の陽イオン過剰に関する研究を実施することも重要であると

考えられる。

その一方で、ナトリウム過剰に耐性を持つ植物は、他の陽イオン過刺

に対する耐性も同時に有している可能性が考えられる。これまでにいく

つかの植物において、ナトリウムに対する過剰耐性の選抜により、他の

陽イオンに対する過剰耐性も向上したことが報告されている(Ashraf et

al., 1989;Shah etal., 1993),もし、このような現象が普遍的であるなら

ば、ナトリウム過剰に関する研究のみを行えば十分であり、ナトリウム

以外の陽イオン過剰に関する研究を別途実施する必要性は低いことにな

る。

そこで、研究の第一段階として、ローズグラスを含む12種類のイネ科

牧草について、塩化ナトリウム、塩化マグネシウム、塩化カルシウム過

剰の影響を調べ、これらを比較することによって、 「ローズグラスの耐塩

性の評価」及び「イネ科牧草におけるナトリウム過剰耐性とマグネシウ

ム過剰耐性の関連性」について検討することとした。



材料及び方法

牧草の栽培及び処理は、近畿中国四国農業研究センター大田研究拠点

内の人工気象室で行った。気温は、寒地型牧草の試験においては明期

23℃/暗期15℃、暖地型牧草の試験においては明期28℃/暗期20℃と

し、明期12時間/暗期12時間とした。また、照明は高圧ナトリウムラ

ンプ及びメタルハライドランプを用いて、 480〃molm-　s-1の光強度で照

射した。

供試したイネ科牧草は寒地型牧草6種、暖地型牧草6種の計12草種

(表1)で、種子は次亜塩素酸ナトリウム溶液(有効塩素濃度2.5%)で

殺菌後、 0.4%(w/W)の寒天培地を用いて播種及び育苗を行った。各牧草

の草丈が　　　cmに達した段階で、発泡スチロール(30cmX45cm、厚

さ　2cm)を浮かべたプラスチックタンク(15L)に寒地型牧草6種また

は暖地型牧草6種、各草種6個体(合計36個体/タンク)を移植し、水

耕栽培した。基本水耕液は、 30〟MのFe-EDTA、 O.lmMのNaCl、 25〟.M

のNa2Si03を添加した1/3強度のHoagland溶液を用いた(Hoagland and

Arnon,1950)。水耕液は常時通気し、pHは5.2となるよう毎日調整した。

また、水耕液は、移植10日後に交換した。

移植7日後、タンク当たり各草種3個体を採集した後、塩類過剰処理

を開始した。塩類処理はそれぞれの塩類につき処理濃度6段階、 2反復

とし、塩化カルシウム及び塩化マグネシウム処理では0, 15, 30, 45,

60, 75mM、塩化ナトリウム処理では0, 60, 90, 120, 150, 210mMと

なるよう基本水耕液に処理塩を投与した。なお、処理濃度は、最も耐性

が強い草種においても生育量が半減するよう、予備試験の結果をもとに

決定した。各植物体は、処理開始10日後に採集し、 60℃で72時間乾燥

させ、地上部と地下部を合わせた全植物体の乾燥重を測定した。
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以上の実験で得られたデータから、乾燥重の草種間差を補整するため、

各草種において塩類を投与しなかった場合(コントロール)に対する相

対生育量を計算し、この相対生育量とモデル式を利用して各車種のそれ

ぞれの塩類に対する耐性を評価した。相対生育量は、塩類過剰処理期間

中の生育量を処理開始前後の乾燥重の差から求め、塩類を投与しなかっ

た場合(コントロール)の値で割ることにより算出した。その後、コン

ピューターソフトウエアJMP (version 4.0.5J, SAS Institute Inc.)を用い

て、 van Genuchten and Hoffman (1984)のモデル式

Y-Ym月1+(C/C50)P]

Y:各濃度での相対生育量、 Ym:コントロールの相対生育量(-1)、

C:処理濃度、 C50:相対生育量が半減する処理濃度、 p:定数

に当てはめ、 C50を推定した。モデル式の精度は、 RoyoandAragiies(1993,

1999)による3つの基準、 (a)Yの推定値と実測値の間に有意な相関がある

こと、 (b)C50の値は0と有意に異なること、 (c)C50の標準誤差はC50の値

の25%以下であること、に合致するかどうかで検討した。
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表1.供試草種

学名　　　　　　　　　　　　　　品種

寒地型牧草

イタリアンライグラス

ケンタッキーブルーグラス

オーチヤードグラス

ペレニアルライグラス

レッドトップ

トールフェスク

暖地型牧草

バヒアグラス

栽培ヒエ

バミューダグラス

シコクビェ

ローズグラス

ウイ-ピングラブグラス

Lolium multiflorum Lam.

Poa pratensis L.

Dactylis glomerata L.

Lolium perenne L.

Agrostis alba L.

Festuca arundinacea Schreb.

Paspalum notatum Flugge

Echinochloa utilis Ohwi et Yabuno

Cynodon dactylon (L.) Pers.

Eleusine coracana (L.) Gaertn.

Chloris gayana Kunth

Eragrostis curvula Nees

ニオウダチ

アワード

オカミドリ

フレンド

S)

サザンクロス

S)

白ヒエ

Giant Bermuda cough

T)

アサツユ

-　S)

S)・雪印種苗より購入。

T)タキイより購入。



結果

まず、本実験で得られた塩濃度と生育との関係がvan Genuchten and

Hoffman (1984)のモデル式によく当てはまっているかどうかについて検

討した。決定係数はいずれの草種においてもRz > 0.89と非常に高く(義

2)、Yの推定値と実測値の間に1%水準で有意な相関が認められた。また、

各C50倍は0と5%水準で有意に異なっており、各C50倍の標準誤差はC50

値そのものの25%以下であった(表2)。以上のように、いずれの草種に

おいてもRoyoandAragues(1993, 1999)による3つの基準に合致していた

ことから、本実験で得られた塩濃度と生育との関係はvan Genuchten and

Hoffman (1984)のモデル式によく当てはまっていると考えられた。そこ

で、各草種における塩類過剰耐性の比較の指標として、モデル式より得

られたC50値を用いることとした。

塩化カルシウム過剰に対する各草種の反応は図2のようになり、 C50

の推定値は表2のようになった。寒地型牧草においては、耐性が最も強

い草種はトールフェスク、最も弱い草種はケンタッキーブルーグラスで

あり、トールフェスクのC50億はケンタッキーブルーグラスの値の約1.9

倍であった。暖地型牧草においては、耐性が最も強い草種はバミューダ

グラス、最も弱い草種はウイ-ピングラブグラスであり、バミューダグ

ラスのC50値はウイ-ピングラブグラスの値の約1.9倍であった。ローズ

グラスの塩化カルシウム過剰耐性は、暖地型牧草においては6草種中2

番目、全体では12草種中4番目に強かった。

塩化マグネシウム過剰に対する各草種の反応は図3のようになり、C50

推定値は表2のようになった。寒地型牧草においては、耐性が最も強い

草種はトールフェスク、最も弱い草種はオーチヤードグラスであり、ト

ールフェスクのC50値はオーチャードグラスの値の約2倍であったO暖地
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型牧草においては、耐性が最も強い草種はバヒアグラス、最も弱い草檀

は栽培ヒエであり、バヒアグラスのC50倍は栽培ヒエの値の約2.1倍であ

った。ローズグラスの塩化マグネシウム過剰耐性は、暖地型牧草におい

ては6草種中5番目、全体で12草種中11番目に強かった。

塩化ナトリウム過剰に対する各草種の反応は図　4のようになり、 C50

の推定値は表2のようになった。寒地型牧草においては、耐性が最も強

い草種はトールフェスク、最も弱い草種はレッドトップであり、トール

フェスクのC50億はレッドトップの値の約1.3倍であった。暖地型牧草に

おいては、耐性が最も強い草種はバミューダグラス、最も弱い草種はウ

イ-ピングラブグラスであり、バミューダグラスのC50値はウイ-ピング

ラブグラスの値の約4.2倍であった。ローズグラスの塩化ナトリウム過

剰耐性は、暖地型牧草においては6草種中2番目、全体では12草種中4

番目に強かった。

3　種類の塩類に対する過剰耐性の関連性を明らかにするため、各塩類

処理間における供試草種のC50値の相関を調査した(図5)。その結果、塩

化カルシウム処理と塩化ナトリウム処理の間に有意な正の相関が認めら

れたが(r-0.783,P-0.0026)、塩化マグネシウム処理と他の2処理との

間には有意な相関が認められなかった(P>0.05)。

10



(a) -¥ 5 [)T ン O ,) ケン如 .千 」 (C) オ ーチ+ - ド (d H レ.二アル

ライヴラス ブル ーグ ラス

●

グj ス ライグラス

・

●

0 )L-ソドf+ チ (8 トールプエえ ク 伝)>vfc ア j lラス. 0 1)栽培ヒ土

m
詛̂ .

- 一・

*
i. ●

◆

I J i-三ユ.」ダ グラス

●

*

0 )シ コクビ工. ㈲ 口こズグ ラス (1) 0 ィ.+ ビン グ

=5 プグラス

● ●

●

0　15　30　45　60　750　15　30　45　60　750　15　30　45　60　750　15　30　45　60　75

CaCl2 (mM)

図2.塩化カルシウム過剰処理による相対生育量-の影響

ll



1.00

0.75

0.50

0.25

相

対

坐

ゴく
日

量

0.00

1.00

0.75

0.50

025

0.00

1.00

0.75

0.50

0.25

0.00

(a)イタリアン 〔りケン如 キー (C)オ ーチヤード (d )ペレ二アル

ライグラス .ブルーjlラス グラス ライグラス

(e)レッドトップ (8 トールフェスク

● ●

伝)バヒアグラス Ol)栽培t=工

●

●

● ●

(i)バミューダグラス ● G)シコクビ工 恥)ローズj lラス (I)ウイーピング

ラブグラス

●

◆

●

0　15　30　45　60　750　15　30　45　60　750　15　30　45　60　750　15　30　45　60　75

MgCl2 (mM)

図3.塩化マグネシウム過剰処理による相対生育量-の影響

12



(a)イタリアン O ))ケン タツヰ 」 ic)rt、 千十十卜 Cd )ペ L/二ア }LJ

ライグラス

●

ライヴラス

●

ゴJl/ ーj lラス グラス

.¥ *

●

●
●

(e)レツF tツプ

◆

◆

(8 ト「ル プ上京ク (g> ¥t ア グラス+

◆ ◆

Ol)栽 培ヒ工

● .

●
●

●
*

(i)パ ミユ 」ダ グ ラス

◆

白)シj クビ工 G O :口」ズグ ラス

●

◆

(I) ウイーピンj l

うゴグラス

rv*̂ サ

●

* "・

●

60　　120　　　80　　0　　　60　　120　180　　0　　　60　　120　180　　0　　　60　　120　180

NaCl (mM)

図4.塩化ナトリウム過剰処理による相対生育量-の影響

m



寸　　▼・一　　寸　　00　　r-
O＼　00　　寸　　ee u O＼
°ヽ　　OS Os h l〇ヽ　l〇＼

°　　C)　⊂3　　0　　0　　0

■iJiZI

i
)

⊂>

サn

U

ro　(N cN
O rl　ト　　　co in
也 c＼　'・・4　　7-1  I-11　寸

蝣蝣^^^^蝣n　艶　型

○ヽ　　Lr)　ir>　(N　　▼・-ペ　　▼-4

m　　▼・一　'-i C4　　▼-■　　寸
▼　4　　　▼-■　　　▼-■　　　▼-■　　　▼一　　1-・4

トー　L√) ＼D　＼.D　寸　m
CO cヽ　　OS CT¥　　00　　rr)

○ヽ　lプ＼　○ヽ　　Ch　(プ＼　cヽ

o o o C5　　0　　0

⊂)

N ＼O Lハ　唱、q rrl
m　　▼　　　▼-q i-I C0

-H　　-H　　刊　IH　　刊　IN
o¥　　1　0　　^h O O

卜　　　　　　　　　tN　(N　'
m rォ1　m　　寸　　寸　＼cl

°　＼、O L′1　L′1　「ヽ　　tl、
u OO F、　　00　　0＼　○＼

Ch O＼　くつ＼　c＼　cc　　くつヽ

C〉　　⊂)　く⊃　　⊂>　　⊂>　　くつ

Eiil　　　　　　==1

1i　*) Ji　-j m　卜

銅五m芸
裏芸買昌芭票

I-I I√1　寸　　N　,・・→　　寸
OO CTn lプ＼　くつヽ　(つヽ　l〇ヽ

閲　　閲　　閲　　pサ2^H*m　　聞

く〉　　⊂)　C)　⊂〉　lこ5　　ゥ

石　　　　　　閲　　^S^^Ek^^KjS

cO　.-i　　▼-■　　N N rH

-H　　-H J1　-H　　一日　　-A

o o oヽ　　寸　'-I　ゥ

∩ Lrl V")　寸　　v>　　m
ォ　(N　　ォ　　寸　　CN　　<Ti

lらd

CI

p弓
ヽ._メ

ざ

堕
fek j
慮
旨
鴎
撃

l=I
IO

U

ト0

十ヽ

豆
上土

酎

s

Wk
ag

U
a

a

't)

鴎
Cq

l.・・.q

U
bL)

2
′

N
l-・4

o
cd

U

Cq

堰

;
PJ

CI
IJヽ

U

*

瑚
国　^3
*　TT.
ァ　憲
i '己

三言
A

∩

寸　　N Ch　　寸　　00　　寸
くつ＼　　ト　　00　　cヽ　　寸　1′1
13ヽ　lプ＼　Ch　　くつヽ　　as as

ゥ　　O O　　<こ)　⊂〉　　C)

▼-■　ー4

'-' O　可　OQ ,J rべ
N　　卜　　N N　　-　'・・-
-H　-H　刊　刊　刊　刊
寸　　ト　ロ＼　Cつ　　ぐへ　　寸

⊂〉　　Ch　'・・4　　く=)　rq　　寸
ト　　m　　寸　　VD ITl　　ト

買胃§≡宗芸

°　　Ch　'・一　　卜　　co vl
ト　　OO　(N　　　ヽ　　00　　Lrl
ON ON ON h Ch　(プ＼

く⊃　　⊂5　　O C⊃　　C⊃　　°

jiZ

<-H CT＼卜　Oq　卜i cヽ
l√l ∩ O＼　　　　'I-I I′一

刊　　刊　　刊　　刊　　-H　　-H
ト　　00　　寸　lプ＼　^h aヽ

くつ　　くつ　(〇、1  l′1　寸　　Lrl
寸　＼、D　＼、C〉　　寸　＼.D rrl

≡:==夏至三.i-

Tt
l卜rt
K^K卜

1.ト1r-':>^
^hミ1卜*¥K*J¥

ヽhVヽへl卜l卜
l卜X-1卜蝣hKK^K^

iii*-K-J-

]A*服rl

itf

N損

*5NH卜ヽ

14

戒
サ
早
壁
+E

撃
也
要

衰
芸

⊂⊃
in

U

O

翠
骨
蝣-1

e

蛋
富
酎
盟

m
照
苛
増
e
望
CO

′

十も

ilirtl

壁
&
e
W
-＼

1

iil

⊥

,i

n

*



l^f

i
Pう

-I-ll

U
aサ:

a
白

el蝣H

く=I

Lr)

U

育
＼ー/

▼・・・.-

U
a

2:
こ

° ▼・・q

CI
l′ヽ

U

150

120

90

60

80

150

120

90

60

葺60
▼・・・.4

^40
冒
白

20
ヱ■

U

(a) Cavs. Na

・・・　・

●

ヽ●

r-0.783

20　　　　　40　　　　　60

C50 in CaCl2 (mM)

80

(b) Mg vs. Na'

●　　　　　●

●　　　●

・・　・・

●

r- 0.072

●

20　　　40　　　60

C50 in MgCl2 (mM)

80

(c) Cavs. Mg

●

●●●

●　　●

′

●●

r-0.181

40　　　　　60

C50 in CaCl2 (mM)

80
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軸1%水準で有意差ありo
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考察

イネ科牧草の生育に対する各塩類過剰の影響は、草種間および塩類間

で大きく異なっていた(表2)。ローズグラスの各塩類過剰に対する耐性

を他のイネ科牧草と比較すると、ローズグラスは供試した12種類のイネ

科牧草の中では塩化カルシウム過剰及び塩化ナトリウム過剰に対しては

耐性が強い草種に分類されたのに対し(12革種中4番目)、塩化マグネ

シウム過剰に対しては弱い草種に分類された(12草種中11番目)。これ

らのことから、ローズグラスの塩類過剰に対する耐性は、塩化ナトリウ

ム過剰と塩化マグネシウム過剰とで大きく異なることが明らかになった。

ローズグラスにおけるC50値(50%生育阻害濃度)を塩類間で比較する

と、マグネシウム過剰におけるC50値(25.1mM)はナトリウム過剰にお

ける値(126.1mM)の5分の1であった(表2)。これらの塩類濃度にお

ける塩素イオン濃度を計算すると、塩化マグネシウム過剰は50.2mM、

塩化ナトリウム過剰は126.1mMとなり、塩化マグネシウム過剰では塩化

ナトリウム過剰の半分以下であった。このことから、ローズグラスにお

ける塩化ナトリウム過剰耐性と塩化マグネシウム過剰耐性の相違は、塩

素濃度の違いに起因するものではなく、陽イオンが原因であることが考

えられ、マグネシウムはナトリウムと比べて非常に低い濃度でローズグ

ラスの生育を阻害することが考えられた。

次に、イネ科牧草全体における異なる塩類過剰の関連性について検討

するため、各塩類過剰処理間におけるC50値の相関について調査したとこ

ろ、塩化カルシウム処理と塩化ナトリウム処理の間に有意な正の相関が

認められ(図　5)、塩化カルシウム過剰耐性と塩化ナトリウム過剰耐性の

間に何らかの関連がある可能性が考えられた。

これまでにいくつかの植物において、あるイオンに対する過剰耐性の

16



選抜により、他のイオンに対する過剰耐性も強くなる現象が報告されて

いる(Hodsonetal.,1981;Shahetal., 1993)。このような現象について、

Cox and Hutchinson (1979)はDeschampsia cespitosaの重金属過剰耐性の研

究から、重金属に対する耐性メカニズムには共通の機構があり、ある重

金属に対する耐性の向上が、他の重金属に対する耐性の向上にもつなが

るという仮説を提示している。同様の仮説が今回認められた塩化カルシ

ウム過剰と塩化ナトリウム過剰の間にもあてはまる可能性が考えられ、

実際に、カンキツのカルスやイネ科植物において、塩化ナトリウム過刺

耐性で選抜した系統では塩化カルシウム過剰耐性も強くなることが報告

されている(Ashrafetal., 1989; Ben-Hayyimetal., 1987)。

塩化マグネシウム処理に関しては、塩化カルシウム処理及び塩化ナト

リウム処理との間に、C50値の有意な相関は認められなかった(図　5)o「塩

化ナトリウム過剰耐性で選抜した系統では塩化カルシウム過剰耐性も強

くなる」という前述のAshrafらの研究(Ashrafetal., 1989)において、塩化

マグネシウム過剰耐性についても検討がなされているが、塩化ナトリウ

ム過剰耐性の選技により塩化マグネシウム過剰耐性も向上したものは、

供試したイネ科植物4草種のうち1草種しかなかった。これらのことか

ら、ローズグラスを含めたイネ科植物においては、マグネシウム過剰に

対する耐性機構はナトリウム過剰やカルシウム過剰に対する耐性機構と

異なるメカニズムであることが考えられた。

以上の結果から、イネ科牧草においては、塩化ナトリウム過剰耐性と

塩化カルシウム過剰耐性の間には共通性があるが、塩化マグネシウム過

剰耐性はこれらの過剰耐性とは共通性が低いことが考えられた。また、

ローズグラスに関しても、塩化カルシウム過剰及び塩化ナトリウム過刺

に対しては耐性が強い草種に分類されるが、塩化マグネシウム過剰に対
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しては耐性が劣る草種に分類されるというように、ナトリウム過剰とマ

グネシウム過剰に対する耐性は大きく異なっていた。そこで、次章以降

において、ローズグラスの耐塩性機構として重要であるとされている塩

類腺に着目し、ナトリウム過剰及びマグネシウム過剰に対する塩類腺の

反応と体内ミネラル含有率に及ぼす影響について調査を行うこととした。
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摘要

ローズグラスを含むイネ科牧草12草種を対象に、 3種類の塩類過剰に

よる生育-の影響を水耕条件で調査した。ローズグラスは、塩化カルシ

ウム過剰及び塩化ナトリウム過剰に対しては強い革種に分類されたが、

塩化マグネシウム過剰に対しては弱い草種に分類された。また、各車種

のC50 (50%生育阻害濃度)を用いて各塩類処理の影響を比較したとこ

ろ、塩化カルシウム処理と塩化ナトリウム処理の間には有意な正の相関

が認められたが、塩化マグネシウム処理については他の塩類処理との間

に相関が認められなかった。これらのことから、塩化カルシウム過剰耐

性と塩化ナトリウム過剰耐性の間には共通のメカニズムが存在するが、

塩化マグネシウム過剰耐性については、他の2種類の塩類に対する耐悼

と異なるメカニズムであることが考えられた。
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第2章　塩類腺からの塩類排出がローズグラス地上部の

ミネラル含有率に及ぼす影響

塩類過剰が植物のミネラル含有率に及ぼす影響は、これまでに様々な

植物で解析されており、処理塩に含まれるミネラルの過剰蓄積や、処理

塩に含まれないミネラルの吸収及び移行が阻害されることによる含有率

の低下が示されている(Fageria 1983; Grant and Racz, 1987; Kent and

Lauchli, 1985;Kimetal., 1999;Kurita, 1990),加えて、ローズグラスにお

いては、序章で述べたように葉に「塩類腺」という特殊な器官が存在す

るため、この塩類腺からの塩類排出も体内のミネラル含有率に影響を与

えることが考えられる。しかしながら、ローズグラスにおいては、塩化

ナトリウム過剰の影響に関しては研究されているものの(de Luca et al.,

2001; Taleisnik et al., 1997)、他の塩類の過剰に関する研究はなされてお

らず、またナトリウム以外のミネラルの塩類腺からの排出に関してもよ

く分かっていない。

以上のことから、本章においては、根部-の塩化ナトリウム、塩化カ

リウム及び塩化マグネシウム過剰処理を行い、これらの処理によるロー

ズグラス塩類腺からの塩類排出と体内ミネラル含有率に対する影響につ

いて検討した。

20



材料及び方法

牧草の栽培及び処理は、前章と同じ人工気象室で行い、気温は明期

25℃/暗期20℃ (明期14時間/暗期10時間)とした。ローズグラス種

千(品種アサツユ)は次亜塩素酸ナトリウム溶液(有効塩素濃度2.5%)

で殺菌後、 1/5強度のHoagland溶液(Hoagland and Arnon, 1950)を含む1

0.4%(w/W)の寒天培地で播種及び育苗を行い、播種14日後、 3.6Lの水耕

液を入れた1/5000aワグネルポットに4個体ずつ移植した。基本水耕液は、

40〃 MのFe-EDTA及び500〃 MのNa2Si03を添加した1/3強度のHoagland

溶液を用いた。水耕液は常時通気し、pHは5.4となるよう毎日調整した。

また、水耕液は、移植8日後及び15日後に交換した。

移植8日後、ポット当たり2個体に間引きした後、塩類過剰処理を開

始した。処理は、 50mMの塩化ナトリウム、塩化カリウム、塩化マグネ

シウム処理及びコントロールとし、基本水耕液に塩類を添加した。

移植20日後(処理開始12日後)、地上部を採集し、 50mLの蒸留水を

入れた試験管に入れて10秒間振り、排出された塩類を採集した。その後、

地上部は60℃で72時間乾燥させ、乾燥重を測定した。また、排出され

た塩類を採集した溶液は冷凍保存し、ミネラル及び塩素の分析に用いた。

地上部のミネラル含有率は、粉砕試料を450℃で7時間灰化し、 4Mの

硝酸で溶解させ、原子吸光光度計(島津製作所製AA-6200)を用いて測

定した。塩素含有率は、蒸留水を用いて粉砕試料を常温下で1時間抽出

し、イオンクロマトグラフィー(東ソー製、カラム:TSKgelIC-Anion-PW

4.6mmI.D.×5cm、検出器UV-8000(230nm))を用いて測定した。また、

排出された塩類に関しては、採集液をそのまま用いて、原子吸光光度計

及びイオンクロマトグラフィーで分析した。統計処理は、以降のすべて

の章に共通して、 2群間の比較においてはt-test、 3群以上における全群
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間の比較ではTukey法、 3群以上におけるコントロールと処理との比較

においてはDunnett法を用いた(永田及び吉田,1997),
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結果

各塩類処理(50mM)はローズグラス地上部乾燥重に有意な影響を与え、

いずれの処理もコントロールに比べ乾燥重を減少させた(図6)。特に、

塩化マグネシウム処理は影響が大きく、他の塩類処理よりも乾燥重を有

意に減少させた。また、塩化ナトリウム処理と塩化カリウム処理の間に

は有意差が認められなかった。

塩類処理が地上部のミネラル含有率に与える影響は、塩類により異な

っていた(表3)。塩化ナトリウム処理はナトリウム含有率を有意に増加

させ、カリウム含有率を有意に減少させた。塩化カリウム処理はカリウ

ム含有率を有意に増加させ、ナトリウム含有率を有意に減少させた。塩

化マグネシウム処理はマグネシウム含有率を有意に増加させ、ナトリウ

ム含有率、カリウム含有率、カルシウム含有率を有意に減少させた。ま

た、いずれの塩類処理もコントロールに比べ塩素含有率を有意に増加さ

せた。

また、各塩類処理はローズグラス塩類腺からのミネラル排出にも様々

な影響を与えた(表4)。塩化ナトリウム処理はナトリウム排出量を有意

に増加させた。塩化カリウム処理はカリウム排出量を有意に増加させ、

ナトリウム排出量を有意に減少させた。塩化マグネシウム処理はマグネ

シウム排出量を有意に増加させたが、ナトリウムやカリウムと比べると、

その排出量は少なかった。さらに、塩化マグネシウム処理はカリウム排

出量を大幅に増加させた。また、いずれの塩類処理もコントロールに比

べ塩素排出量を有意に増加させた。

各ミネラルの排出効率について検討するため、それぞれのミネラルに

ついて含有率に対する排出量の比(排出量/含有率)を求め、表5に示

す。各ミネラル処理条件下での含有率に対する排出量の比は、ナトリウ

23



ムが最も高く　0.87、カリウムは0.36、マグネシウムは0.023であり、い

ずれの間にも有意差が認められた。

24



Eillli;

I・.・1

1

1.一

o
D.I

a

亀1
iZq

競
巳
習

Control NaC I KCI MgC12

図6. 50mMの塩類過剰処理がローズグラス地上部乾燥重に及ぼす影響

各値は、 3ポット(2個体/ポット)の平均値±標準誤差を示す。
異文字間には5%水準で有意差あり(Tukey法) 0
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表3. 50mMの塩類過剰処理がローズグラス地上部のミネラル含有率に及ぼす影響

含有率(〃mol g-'DW)

Na十　　　　　K+　　　　M 2+　　　　Ca2+　　　　　Cl-

Control　　　　1 22　　　　　1 406

±10　　　　　±49

NaC

KCl

MgCl2

853　　　　　　797

±56　　　　　±18

54　　　　　1618

±3　　　　　±26

45　　　　　　725

±4　　　　　±38

81　　　　　　200

±8　　　　　±16

66　　　　　　341

±2　　　　　±23

58　　　　　　413

±2　　　　　　±8

35　　　　　　358

±2　　　　　±27

各数値は、 3ポット(2個体/ポット)の平均値±標準誤差を示す。

*　はコントロールとの間に5%水準で有意差があることを示す(Dunnett法)0
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表4. 50mMの塩類過剰処理が塩類腺からのミネラル排出量に及ぼす影響

排出量(〃molg DW)
Na+K十Mg'
.2+Ca2+cr

Control　　　　　95　　　　　　224　　　　　　0.7

±7　　　　　±28　　　　　±0.1

NaCI

KCl

745　　　　　　132　　　　　　0.8

±61　　　　　±16　　　　　±0.1

64　　　　　　582　　　　　　1.0

±3　　　　　±97　　　　　±0.1

MgCl2　　　　　92　　　　　644　　　　1 1.4

2.2　　　　　　　47

±0.4　　　　　±12

2.3　　　　　　347　*

±0.2　　　　　±20

2.0　　　　　　316

±0.3　　　　　±50

1.9　　　　　　365

±4 、　　　±111　　　　±3.1　　　　±0.1　　　　　±82

各数値は、 3ポット(2個体/ポット)の平均値±標準誤差を示す。

*はコントロールとの間に5%水準で有意差があることを示す(Dunnett法)O
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表5.ローズグラスの塩類腺における各ミネラルの排出効率

排出量/含有率

処理　　　　　Na+　　　　　　K+　　　　　　Mg2+

Control

NaC

KCI

MgCl2

0.78±0.12 be

0.87±0.09　b

1.19±0.03　ab

2.13±0.33　a

0.16±0.03　d

0.17±0.02　d

0.36±0.06 cd

0.91±0.18　b

0.009±0.002　f

0.012±0.003　ef

0.016±0.003　ef

0.023±0.011　e

各数値は、 3ポット(2個体/ポット)の平均値±標準誤差を示す。

異文字間には5%水準で有意差あり(Tukey法)0
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考察

前章の結果と同様に、塩化マグネシウム過剰処理は、塩化ナトリウム

過剰処理よりも、ローズグラスの生育に対する阻害作用が大きかった(図

6)。また、過剰処理による地上部のミネラル含有率-の影響は、塩化ナ

トリウム処理と塩化マグネシウム処理で異なっており、塩化ナトリウム

処理においては、ナトリウム含有率の増加とカリウム含有率の減少のみ

に有音差が認められたのに対し、塩化マグネシウム処理では、マグネシ

ウム含有率の増加とナトリウム、カリウム、カルシウム含有率の減少に

有意差が認められた(表3)。これまでに、マグネシウム過剰による植物

の生育阻害の要因として、オオムギではマグネシウムの過剰蓄積、ヒエ

ではカルシウム欠乏、イネやグアユールゴムノキではカリウム欠乏及び

カルシウム欠乏が挙げられている(Fageria, 1983; Grant and Racz, 1987;

KObayashietal.,2005;Kurita, 1990),また、 C4植物であるローズグラスは

ナトリウムを積極的に吸収し、一定の範囲ではナトリウム処理がローズ

グラスの生育を促進することが示されていることから(安藤ら1979;尾

形ら,1979)、ナトリウム含有率の減少もローズグラスの生育阻害を引き

起こす可能性が考えられる。これらのことから、塩化マグネシウム過刺

処理は塩化ナトリウム過剰処理よりも多くのミネラルの含有率に影響を

与え、これらが複合的に作用することにより、ローズグラスにおける著

しい生育阻害が生じていると考えられた。

次に、このようなミネラル含有率の変動に対する塩類腺からの塩類排

出の影響について検討するため、処理終了時に葉の表面に排出されてい

た塩類の調査を行った(表4)。各塩類処理は、その処理塩に含まれるミ

ネラルの排出量を有意に増加させたが、その増加量はミネラルによって

大きく異なっていた。処理による排出の増加はナトリウムが最も大きく
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(表4)、また、塩化ナトリウム処理下では含有率の約9割に相当する量

のナトリウムが塩類腺により排出されており(表5)、ローズグラスの塩

類腺は体内-のナトリウム蓄積の軽減に大きな役割を果たしていると考

えられた。塩類腺からのカリウム排出はナトリウムに比べると少なく(表

4)、塩化カリウム処理下では含有率の約4割相当のカリウムが排出され

ていた(表5)。塩類腺からのマグネシウム排出はさらに少なく(表4)、塩

化マグネシウム処理下でも含有率の2%ほどしかマグネシウムは排出さ

れていなかった(表5)。このような他のミネラルと比べて高いナトリウ

ム排出能力は、他のイネ科スズメガヤ亜科植物の塩類腺でも報告されて

おり(Pollakand Waisel, 1970; Rozemaetal., 1981; Wienekeetal., 1987)、イ

ネ科スズメガヤ亜科植物における共通の性質であることが考えられた0

ローズグラス塩類腺からの塩類排出は、処理塩に含まれていないミネ

ラルの排出にも影響を与えた。塩化マグネシウム処理はマグネシウム排

出だけでなくカリウム排出も増加させたが、その増加量はマグネシウム

排出よりもはるかに大きかった(表4)。一方、塩化マグネシウム処理下

では体内のカリウム含有率が有意に減少しており(表3)、塩類腺からの

カリウム排出が塩化マグネシウム処理下での体内カリウム含有率減少の

要因となっていることが考えられた。それに対し、塩化ナトリウム処理

下でもカリウム含有~率は減少していた(表3)が、カリウム排出量は増加

しておらず(表4)、塩化ナトリウム処理によるカリウム含有率の減少は、

カリウムの根での吸収または地上部-の移行に対する阻害が要因である

可能性が考えられた。同様に、塩化カリウム処理下のナトリウム含有率、

塩化マグネシウム処理下のナトリウム及びカルシウム含有率の減少(表

3)に関しても、塩類処理によるこれらのミネラルの排出量の増加が認め

られなかったこと(表4)から、根での吸収または地上部-の移行の阻害

ォ蝣:



が、含有率減少の主因であると推察された。

このように塩化マグネシウム過剰処理は、マグネシウム排出よりもむ

しろカリウム排出を大幅に増加させたが、この現象は他のいかなる植物

種においても報告されていない。この現象は、排出されにくいマグネシ

ウムに対するカリウムの代替的な排出である可能性が考えられるが、ロ

ーズグラス塩類腺からの塩類排出メカニズムに関しては不明な点が多く、

このような現象が生じる原因を考察するためにはあまりにもその情報が

不足している。そこで、根での吸収や地上部-の移行段階での影響を排

除するため切断葉を用い、ローズグラス塩類腺からの塩類排出に関する

より詳細な研究を次章以降において行うこととした。

本章の結果から、ローズグラスにおいては、塩化マグネシウム過剰は

塩化ナトリウム過剰と比べてより多くのミネラルの地上部含有率に影響

を与えることが明らかとなり、それらが複合的に作用して塩化マグネシ

ウム過剰による著しい生育阻害が生じている可能性が示された。また、

このようなローズグラス地上部のミネラル含有率の変動は、ミネラルの

根での吸収や地上部-の移行だけではなく、塩類腺からの塩類排出もそ

の原因の一つとなっていることが示唆された。
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摘要

ナトリウム及びマグネシウム過剰におけるローズグラスのミネラル含

有率の変動と、それに与える塩類腺の影響を検討するため、ローズグラ

スの根部に対し塩化ナトリウム、塩化カリウム、塩化マグネシウム過刺

処理を行った。塩化ナトリウム処理によりローズグラス地上部のナトリ

ウム含有率は増加し、カリウム含有率は減少した。それに対し、塩化マ

グネシウム処理ではマグネシウム含有率が増加し、ナトリウム含有率、

カリウム含有率及びカルシウム含有率が減少しており、マグネシウム過

剰処理によるローズグラスの著しい生育阻害は、複数種のミネラル含有

率の変動が複合的に作用することにより生じている可能性が考えられた。

また、各塩類処理は、処理塩に含まれるミネラルの塩類腺からの排出を

増加させたが、その増加量はナトリウムが最も多く、次いでカリウムで

あり、マグネシウム排出量の増加は極めて小さかった。加えて、塩化マ

グネシウム過剰処理ではカリウム排出量が大幅に増加しており、その結

果、塩化マグネシウム過剰処理下ではカリウム含有率が減少していた0

これらのことから、ローズグラスにおいては、ミネラルの根での吸収及

び地上部-の移行だけでなく、塩類腺からの塩類排出も地上部のミネラ

ル含有率に大きな影響を与えていることが考えられた。
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第3章　ローズグラス塩類腺におけるナトリウムとカリウムの

排出能力の比較

前章において、ローズグラスの地上部ミネラル含有率に影響を与える

要因の一つとなっていることが明らかになった塩類腺であるが、塩類腺

を持つ植物はローズグラス以外にも双子菓植物及び単子葉植物の複数の

種で見つかっている。また、塩類腺の形態や生理は植物種によって異な

ることが示されており、形態面においては、塩類腺を構成する細胞数や

構造をもとに、 Limonium属(スターチスなど)やTamarix属(ギョリュク

など)など双子菓植物の多細胞型塩類腺、 Atriplex属(ハマアカザなど)

の嚢状毛、イネ科スズメガヤ亜科植物などの2細胞型塩類腺の3種類に

分類されている(Fahn,1988)。生理面においては、排出能力に差があるこ

とに加えて、排出するイオンに選択性があることも示されている。これ

までに、多細胞型塩類腺では、 Na+>K十>Ca+ (Glaux maritima)、

K+>Ca +>Na+ (Armeria maritima)、 2価イオン> 1価イオン(Tamarix

aphylla)など、植物種により陽イオン選択性が大きく異なることが示さ

れている(Berry, 1970;Rozemaetal., 1981)c　その一方で、イネ科植物の2

細胞型塩類腺においては、これまでに調べられた全ての種において、ナ

トリウムの選択性が他のミネラルよりも高いことが示されている(Pollak

and Waisel, 1970; Rozemaetal., 1981; Wieneke etal., 1987)。排出能力のミ

ネラル間差異は、環境適応という点からも重要であると考えられるが、

このような差異が生じる機構については明らかになっていない。

塩類排出のメカニズムを調べる方法の一つとして、イオン輸送阻害刺

の利用が考えられる。多細胞型塩類腺を持つ双子葉植物Avicennia

germinansにおいては、 H -ATPase阻害剤(Dinitrophenol, Orthovanadate)、
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Ca2+-ATPase阻害剤(ErythrosinB, Lanthanum)、カリウムチャネル阻害剤

(TEA)、アニオンチャネル阻害剤(Niflumic acid)などが塩類排出に影響を

与えることが示されており(Balsamoetal., 1995;Dischidaetal., 1992)、こ

れらの結果をもとに、プロトンポンプとイオンチャネルが協同的に作用

する塩類排出モデルが提示されている。 ・しかしながら、スズメガヤ亜科

植物の塩類腺においては、阻害剤を利用した研究はほとんどなされてお

らず、 Bhatti and Sarwar(1993)によるLeptochloafuscaのナトリウム排出に

対するDinitrophenol (H -ATPase阻害剤)処理の影響のみしかない。

イオン輸送阻害剤の利用は、塩類腺における排出能力のイオン間差異

の調査にも応用できる可能性が考えられる。もし、異なるイオンが同じ

輸送機構により輸送されるのであれば、その輸送機構に対する阻害剤の

投与はそれらのイオンの排出に対して同じような影響を与えるはずであ

る。逆に異なる影響が見られた場合は、その阻害剤により影響を受ける

輸送機構は特定のイオンの排出により強く関与しているこ`とになり、塩

類排出のイオン間差異の原因となっている可能性が考えられる。しかし

ながら、このような視点で阻害剤を利用した研究はこれまで行われてい

ない。

本章では、地下部での吸収や地上部-の移行における影響を排除する

ため切断葉を用い、ローズグラス塩類腺からのナトリウム及びカリウム

の排出を比較した。その後、イオン輸送阻害剤によるナトリウム及びカ

リウム排出-の影響を調査し、塩類腺からの塩類排出におけるナトリウ

ムとカリウムの輸送機構の相違について検討した。
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材料及び方法

ローズグラスは塩類処理を除いて前章と同じ方法で栽培し、移植14

日後の植物体を用いて実験を行った。実験には最も新しい完全展開葉を

用いた。蒸留水を含んだ綿棒を用いて葉の表面に排出された塩類を除去

した後、菓身を切断して処理液を入れた試験管に挿入し、 24時間インキ

ュベ-下した.明条件下(480|imolesm-2s-1)でインキュベ-下した場

合には、光合成により葉の乾燥重が約2倍に増加し、ミネラル含有率に

も影響が認められたことから、今回の実験では暗条件下でインキュベ-

トを行った。また、インキュベ-トは室温25℃、相対湿度60-70%で実

施した。

本章では、 ①投与量試験、 ②ナトリウムーカリウム競合試験、 ③阻害

剤試験の3試験を行った。投与量試験においては、 0,40,80,120,160raM

の濃度の塩化ナトリウムまたは塩化カリウム溶液で処理を行った。ナト

リウムーカリウム競合試験では、 80mMの塩化ナトリウム及び塩化カリ

ウムそれぞれ単独の場合と混合した場合との比較を行った。阻害剤試験

においては、 80mM　の塩化ナトリウムまたは塩化カリウム溶液に表　6

に記載した阻害剤を加えてナトリウム及びカリウム排出-の影響を調べ

た。なお、阻害剤の濃度は表　6に記載したとおりであるが、これより高

い濃度で処理した場合には薬にネクロシス等が生じた。

24時間のインキュべ-ト後、サンプルの処理液に触れていない部分の

みを採集し、 IOmLの蒸留水を入れた試験管に入れて10秒間振り、排出

された塩類を採集した。採集液は凍結保存し、菓身は60℃で72時間乾

燥させて、乾燥重を測定した。体内成分及び排出塩の分析は、前章と同

様に原子吸光光度計及びイオンクロマトグラフィーを用いて実施した0
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表6.供試した阻害剤の種類、処理濃度及び既知の阻害対象

阻害剤 供試濃度　　対象

(mM)

Re ference s

Orthovanadate

(K3VO4)

Ba',2+

(BaCl2)

Ouabain

TEA

(Tetraethylammonium chrolide)

Verapam i l

1.6　　　　H -ATPase

(細胞膜)

Cation channel

Cation transporter

Na -K -ATPase

(動物細胞)

18　　　　K channel

Ca channel

K channel

Balsamo & Thomson, 1996.

Bnskin et al., 1995.

Maathms & Amtmann, 1999.

Very & Sentenac, 2002.

Brown et al., 1964.

Davis & Jaworski, 1979.

Maathuis & Amtmann, 1999.

Very & Sentenac, 2002.

Very & Sentenac, 2002.
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結果

ローズグラス塩類腺からのナトリウム及びカリウムの排出は、今回使

用した濃度の範囲では、それぞれ塩化ナトリウム及び塩化カリウムの処

理濃度が上昇するにつれて増加した(図7)。また、これらのミネラルの

体内含有率においても同様に、処理濃度の上昇に伴う増加が認められた。

塩化ナトリウム処理と塩化カリウム処理における塩素排出を比較す

るため、80mMと160mMの処理における塩素の排出及び体内含有率を測

定した。塩素排出は塩化ナトリウム処理において多い傾向があり、80mM

処理では塩化カリウム処理との間に有意差が認められた(図　8)。それに

対し、塩素含有率に関しては、塩化ナトリウム処理と塩化カリウム処理

の間に有意差は認められなかった。

塩類腺からの排出におけるナトリウムとカリウムの競合関係を明らか

にするために、これらを混合した場合と単独で処理した場合との比較を

行った(図　9)。塩化ナトリウム単独処理と塩化ナトリウム+塩化カリウ

ム混合処理を比較すると、ナトリウムの排出及び含有率には有意な違い

は認められなかった。それに対し、塩化カリウム単独処理と塩化ナトリ

ウム+塩化カリウム混合処理を比較した場合、カリウム排出は混合処理

において有意に少年くなった。また、カリウム含有率に関しては、単独

処理と混合処理との間に有意な違いは認められなかった。

塩類腺からの塩類排出におけるナトリウムとカリウムの輸送機構を調

べるため、これらのミネラルの排出に対するイオン輸送阻害剤の影響を

調査した。供試したいずれの阻害剤も塩化ナトリウム処理下のナトリウ

ム排出を有意に減少させ(図10A)、その結果ナトリウム排出は、それぞ

れコントロールの67% (Orthovanadate), 74% (Ba/+), 69% (Ouabain), 55%

(TEA),69%(Verapamil)となった。また、菓身中のナトリウム含有率に関
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しては、いずれの阻害剤においても有意な影響は認められなかった(図

1OB)C

塩化カリウム処理下のカリウム排出に関しては、ナトリウムの場合と

異なり、 Orthovanadate処理とBa2十処理は有意な影響を与えなかった(図

llA)。それに対し、 Ouabain, TEA, Verapamil処理はカリウム排出を有意

に減少させ、各阻害剤処理におけるカリウム排出は、それぞれコントロ

ールの64% (Ouabain), 40% (TEA), 9% (Verapamil)となった。また、菓身

中のカリウム含有率については、いずれの阻害剤においても有意な影響

は認められなかった(図11B)。

38



ノ~・ヽ

,.□
≡;;

5iF

」

_C)

bJ)
t.・・・.4

0

∈
=1
iZq

∃
・IIB

等≒

400

300

200

」

1200
bL)

一.・.q

O

華　邑[サn:
=L

ヽヽ_/

漂600
JrE

′~ヽ

l

,.q
Ei
rq

」
ーP
bJ)

.　こ

○

≡
=L
Pら

]∃
Jユ」」

巳盟

400

HiIC

200

40　　　80　　120　160　　　　　　　　　　40

NaCl (mM)

80　　120　160

KCl (mM)

40　　80　　120　1 60　　　　　　　　　　40

NaCl (mM)

図7.塩化ナトリウム(A,C)及び塩化カリウム過剰処理(B,D)における

ミネラル排出及び含有率の推移

各値は、 4サンプルの平均値±標準誤差を示す。

異文字間に5%水準で有意差あり(Tukey法) 0
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図8.塩化ナトリウム及び塩化カリウム過剰処理が塩素排出及び含有率に及ぼす影響

各値は、 4サンプルの平均値±標準誤差を示す。
* 5%水準で有意差あり(t-test) t

ns 5%水準で有意差なし(t-test)。

蒸留水処理下での排出:11±2ymol g"JDW 24h ,含有率:112±12pmol g"XDW。
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*5%水準でコントロールとの間に有意差あり(Dunnett法)0

蒸留水処理下での排出:8±3pmolg~W24h-1,含有率:57±-1T9pmolgDW,

+Ba:BaCl24mM,十Vanadate:K3VO41.6mM,十Ouabain:Ouabain4mM,

+TEA:Tetraethylammoniumchloride18mM,十Verapamil:Verapamil3mM

の濃度になるよう各種阻害剤を80mMNaCl溶液に投与。
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+Ba:BaCl2 4mM, Wanadate: K3VO4 1.6mM, +Ouabain: Ouabain 4mM,
十TEA: Tetraethylammonium chloride 18mM, +Verapamil: Verapamil 3mM

の濃度になるよう各種阻害剤を80mM KCl溶液に投与。
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考察

本章の切断某を用いた試験においても、塩類処理は処理塩に含まれる

ミネラルの含有率を増加させ(図7)、この結果は第2章の植物体全体を

用いた根部-の塩類処理試験と一致していた。その一方で、植物体を用

いた試験において認められた処理ミネラル以外のミネラルの排出及び令

有率に対する塩類処理の有意な影響は、切断菓試験においては認められ

なかった。この結果は、第2章において得られた「塩化ナトリウム及び

塩化カリウム処理による処理ミネラル以外のミネラルの含有率の減少は、

根での吸収または地上部-の移行の阻害に起因する」という結論を支持

するものである。これらのことから、本章の切断菓試験の結果は、植物

体全体を利用した第2章の試験とよく対応していると考えられた。

塩類腺からのナトリウム及びカリウムの排出は、それぞれ塩化ナトリ

ウム及び塩化カリウムの処理濃度が上昇するにつれて増加した(図　7)。

また、塩化ナトリウムと塩化カリウムを混合した場合には、ナトリウム

排出は塩化ナトリウム単独処理との間に有意な違いは認められなかった

が、カリウム排出は塩化カリウム単独処理よりも有意に減少した(図9)0

これらのことから、ローズグラス塩類腺はナトリウムとカリウムいずれ

も排出する能力を持つが、カリウムよりもナトリウムを排出しやすいこ

とが考えられた。加えて、塩素排出は、同じ処理濃度であれば塩化ナト

リウム処理の方が塩化カリウム処理よりも多い傾向があり(図　8)、陽イ

オンの排出能力は随伴する塩素の排出にも影響を与えると考えられたO

塩類腺からの塩類排出におけるナトリウムとカリウムの輸送機構に

ついて調査するためイオン輸送の阻害剤を投与したところ、プロトンポ

ンプやトランスポーター、チャネルなどの阻害剤において有意な影響が

認められた(図10, ll)。このことから、Avicenniagerminansの多細胞型塩
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類腺の場合(Dischidaetal., 1992)と同様に、ローズグラスの塩類排出にも

様々なポンプやトランスポーター、チャネルが協同的に関与しているこ

とが考えられた。

加えて、ナトリウム排出とカリウム排出では、阻害剤による影響が異

なるケースが認められた。ナトリウム排出においては、供試した

Orthovanadate, Ba +, Ouabain, TEA, Verapamil全てが有意に排出を阻害し

たのに対し(図10)、カリウム排出ではOrthovanadate, Ba　による有意な

影響は認められなかった(図　H)。これらの結果は、 OrthovanadateやBa2十

が阻害するイオン輸送機構はカリウム排出には関与していないが、ナト

リウム排出には関与していることを示唆している。したがって、ナトリ

ウム排出にはカリウム排出と異なる機構が関与しており、ローズグラス

塩類腺のナトリウムに対する高い排出能力は、このナトリウム独自の輸

送機構の働きに起因することが考えられた。

Orthovanadateは細胞膜H十-ATPaseの阻害剤であり、細胞膜H十-ATPaseは

Na+/H antiporterと協働して、細胞外-のナトリウム輸送を行っているこ

とが示されている(Horieand Schroeder, 2004;Mansouretal., 2003)c　また、

塩類腺からの塩類排出においてもH十-ATPaseの関与は重要であるとされ

ており、多細胞型、 2細胞型いずれにおいても塩類腺を構成する細胞に

おいて高いH -ATPase活性が報告されている(Balsamo and Thomson,

1996;NaidooandNaidoo, 1999)c　今回の試験において、 「ローズグラス塩

類腺はカリ　ウムより　もナトリ　ウムを排出しやすいこと」、及び

「Orthovanadateはナトリウム排出を阻害するが、カリウム排出には影響

を与えないこと」が明らかになり、ローズグラス塩類腺におけるナトリ

ウムの高い排出能力には、 H -ATPaseで作られたプロトン勾配を効率的

に利用する系が関与していることが考えられた。
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Ba2+は様々なチャネル及びトランスポーターを阻害することが知られ

ているが(GarciadeblAs et al., 2003; Maathuis and Amtmann, 1999; Very and

Sentenac, 2002)、塩類腺に対する影響を調査した研究は過去に行われて

いない。本研究において、 Ba2+はナトリウム排出を阻害するが、カリウ

ム排出には影響を与えないことが明らかになったが(図10, ll)、同様の

現象はイネの根におけるナトリウム及びカリウムの吸収で観察されてお

り、この現象にはカチオントランスポーターの一つであるHKTトランス

ポーターが関与していることが示されている(Garciadeblas etal., 2003)。

HKTトランスポーターは、細胞外-のナトリウム輸送にも役割を果たし

ているとされているが(Horie and Schroeder, 2004)、今回の結果から、ロ

ーズグラス塩類腺のナトリウム排出においてもHKTトランスポーター

が関与している可能性が考えられた。

Ouabain, TEA, Verapamilはナトリウム排出に加えてカリウム排出も阻

害した(図10, ll)。とりわけ、 Verapamilはカリウム排出を強く阻害し、

ナトリウム排出に対する阻害は30%程度であったのに対し、カリウム排

出についてはほぼ完全に阻害した(図10, ll)。このことから、 Verapamil

によって阻害されるチャネルはナトリウム排出よりもむしろカリウム排

出において重要な役割を果たしていることが考えられた。

以上の結果から、ローズグラス塩類腺の塩類排出にはミネラル間で過

択性があり、ナトリウムがカリウムよりも排出されやすいことが確認さ

れた。さらに、ナトリウムとカリウムでは、塩類腺からの塩類排出にお

ける輸送機構が部分的に異なっており、ナトリウム排出においてはプロ

トンポンプを利用した輸送機構が関与しているのに対し、カリウム排也

においては主にチャネルを中心とした輸送機構であることが考えられた。
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摘要

ローズグラスの塩類腺における塩類排出機構について検討するため、

切断葉に対して塩化ナトリウム処理及び塩化カリウム処理を行った。前

章の植物体全体を使った試験と同様に、切断葉を用いた場合においても、

塩化ナトリウム処理によるナトリウムの排出及び含有率の増加が、塩化

カリウム処理によるカリウムの排出及び含有率の増加が認められた。ま

た、切断薬に塩化ナトリウムと塩化カリウムを混合して処理した場合に

は、ナトリウム排出は単独処理の場合と有意な違いは生じなかったが、

カリウム排出は単独処理の時よりも有意に減少しており、ローズグラス

塩類腺はカリウムよりもナトリウムを排出しやすいことが考えられた0

次に、ローズグラス塩類腺からの塩類排出におけるナトリウムとカリウ

ムの輸送機構について調査するため、様々なイオン輸送阻害剤による処

理を行ったところ、ナトリウム排出はOrthovanadate,Ba ,Ouabain,TEA,

Verapamilにより阻害された。それに対し、カリウム排出はOuabain,TEA,

Verapamilにより阻害されたが、 Orthovanadate, Ba2+では有意な影響が認

められなかった。これらのことから、ローズグラス塩類腺からの塩類排

出においては、ナトリウムとカリウムで輸送機構が少なくとも部分的に

異なっており、この異なる機構がナトリウムに対する高い排出能力をも

たらしていると考えられた。
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第4章　マグネシウム過剰条件下における塩類腺からの塩類排出

第2章及び第3章において、ローズグラス塩類腺からの塩類排出には

ミネラルによって選択性があり、カリウムよりもナトリウムを排出しや

すいことが明らかになった。このような結果は他のイネ科スズメガヤ亜

科植物Aeluropus litoralis, Spartina anglica, Leptochloafuscaにおける報

告(PollakandWaisel, 1970;Rozemaetal., 1981; Wienekeetal., 1987)と一

致しており、スズメガヤ亜科植物の塩類腺からの塩類排出における共過

の特徴であることが考えられた。しかしながら、ナトリウム及びカリウ

ム以外のミネラルの排出に関しては、スズメガヤ亜科植物の塩類腺では

これまであまり研究がなされておらず、カルシウム排出について一部で

検討されているのみであり(PollakandWaisel, 1970;Rozemaetal., 1981)、

マグネシウム排出に関してはこれまで検討されていない。しかしながら、

第2章の試験において、ローズグラス-の塩化マグネシウム過剰処理は

カリウム排出を大幅に増加させる、というこれまでに報告されたことの

ない現象が観察されており、マグネシウム過剰におけるローズグラス塩

類腺の反応は、これまで知られていない特殊なものである可能性が考え

られる。

そこで本章においては、ローズグラス塩類腺のマグネシウム過剰に対

する反応について、より詳細に検討するため、第3章の知見及び手法を

応用して調査を行った。
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材料及び方法

栽培及び切断菓試験は第3章と同様の手法を用い、本章では①投与量

試験、 ②阻害剤試験、 ③マグネシウム塩比較試験、 ④浸透濃度試験の4

試験を行った。投与量試験においては、 0, 20, 40, 60, 80mMの塩化マ

グネシウム溶液で処理を行った。阻害剤試験においては、 40mMの塩化

マグネシウム溶液にBa2+ (BaCl2, 4mM), Ouabain (4mM), TEA (18mM),

Verapamil(3mM)を投与して、影響を調査した。マグネシウム塩比較試験

においては、 40mMの塩化マグネシウム及び硝酸マグネシウム溶液で処

理を行った。浸透濃度試験においては、 0, 20, 40mMの塩化マグネシウ、

ム溶液に、 0または3mMのVerapamilを投与した溶液で処理を行った。ま

た、すべての切断菓試験において、コントロールとして蒸留水による処

理を行った。

インキュべ-ト終了後、排出された塩類を採集し、浸透濃度試験にお

いてはサンプルをマイクロチューブに入れて液体窒素で凍結させ、その

他の試験においては60℃で72時間乾燥させた。体内成分の分析につい

ては、第2章と同様に、原子吸光光度計及びイオンクロマトグラフィー

で測定した。菓身細胞液の浸透濃度(leafsaposmolaliy)に関しては、葉

身サンプルを解凍した後、 12,000rpm, 4℃で25分間遠心して細胞液を採

集し、 Vapor pressure osmometer Wescor 5500で分析した。
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結果

ローズグラス塩類腺からのマグネシウム排出は、処理液中の塩化マグ

ネシウム濃度の上昇に応じて増加したが、その排出は最も高い塩化マグ

ネシウム濃度においても、ナトリウム及びカリウムの排出よりも少なか

った(図12A)。それに対し、マグネシウム含有率は、処理濃度　60mM

以上ではナトリウム及びカリウム含有率よりも多くなった(図12B)。

また、塩化マグネシウム処理は、塩類腺からのカリウム排出を有意に

増加させた(図12A),カリウム排出は、処理液中の塩化マグネシウム

濃度が40mMに達するまでは増加し、それ以上の濃度ではほぼ一定とな

った。カリウム排出の増加はマグネシウム排出の増加よりもはるかに多

く、 80mM処理によるカリウム排出の増加量はマグネシウム排出の増加

量の約85倍であった。また、カリウム含有率は処理液中の塩化マグネシ

ウム濃度の上昇にしたがって減少した(図12B)。ナトリウムの排出及

び含有率に関しては、処理間で有意な違いは認められなかった。

塩化マグネシウム処理による塩類腺からのカリウム排出の増加が生理

的な反応かどうか調べるため、イオン輸送阻害剤の投与を行った(図13),

阻害剤を投与しなかった場合には、 40mMの塩化マグネシウム処理はマ

グネシウム排出、マグネシグム含有率及びカリウム排出を有意に増加さ

せ、カリウム含有率を有意に減少させた(P<0.001、 t検定)。塩化マグ

ネシウム処理下においてイオン輸送阻害剤を投与したところ、 Ba2+処理

はカリウム排出に有意な影響を与えなかったが、Ouabain,TEA,Verapamil

はカリウム排出を有意に減少させた(図13,表7)。とりわけVerapamil

の影響は大きく、カリウムの排出及び含有率に対する塩化マグネシウム

過剰の影響をほぼ完全に阻害した。また、すべての阻害剤は、マグネシ

ウムの排出及び含有率には有意な影響を与えなかった(図13,表7)0
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マグネシウム及びカリウムの排出に対する共存アニオンの影響につい

て調査するため、塩化マグネシウム処理と硝酸マグネシウム処理におけ

るイオン排出を比較した(表8)o塩化マグネシウム処理は塩素排出及び

含有率を大幅に増加させたが、硝酸排出及び含有率-の影響は小さかっ

た。また、硝酸マグネシウム処理の影響はその逆であり、硝酸排出及び

含有率を大幅に増加させたが、塩素排出及び含有率-の影響は小さかっ

た。しかしながら、カリウム及びマグネシウムの排出及び含有率につい

ては、これらの塩類処理間で有意な差は認められなかった。

塩化マグネシウム処理下での塩類腺からのカリウム排出による、植物

体内の浸透圧調節-の影響を調査するため、 Verapamilの投与によってカ

リウム排出が阻害された場合の菓身細胞液の浸透濃度(leaf sap

osmolality)を調査した(図14)。 Verapamilを処理した場合及び処理しな

かった場合いずれにおいても、塩化マグネシウムの処理濃度と菓身細胞

液の浸透濃度の間には直線関係が認められた。そこで、塩化マグネシウ

ム濃度をx、菓身細胞液の浸透濃度をyとする直線回帰を行ったところ、

Verapamil処理下ではy-6.615x+519.43 (Rz -0.858, P<0.001)、 Verapamil

無処理下ではy-3.985x+474.1 (Rz-0.829,P<0.001)となり、 Verapamil

処理下で直線の傾きが有意に大きくなった(t-2.92,P<0.01),
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図12.塩化マグネシウム処理によるNa+、 K+、 Mg2十の排出(A)及び含有率(B)
-の影響

(A)の中のグラフは、 Mgrの排出を示す。

各値は、 4サンプルの平均値±標準誤差を示す。

異文字間に5%水準で有意差あり(Tukey法) 0
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+Verapamil: Verapamil 3mMを、 40mM MgCl2溶液に投与。

Water:蒸留水によるコントロール(MgCl2 0mM)。

各阻害剤処理とコントロール(MgCl2 40mM及び蒸留水処理(Water))との

有意差検定結果は表7を参照。
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表7.マグネシウム及びカリウムの排出及び含有量に対する阻害剤の影響についての

統計分析結果

M g'2+　　　　　　　　K十

排出　　含有率　　　　排出　　含有率

vs Mg 40mM

+Ba

+Ouabain

+TEA

+Verapam i l

vs Water

+Ba

+Ouabain

+TEA

+Verap am i l

n.s.　　　　　　n.s.

n.s.　　　　　　n.s.

n.s.　　　　　　　n.s.

n.s.　　　　　　n.s.

*　　　　　　　　　　*

*　　　　　　　　　　　*

*　　　　　　　　　　　*

*　　　　　　　　　　　*

n.s.　　　　　　n.s.

n.s.

*　　　　　　　　　　　*

*　　　　　　　　　　*

*　　　　　　　　　　　*

*　　　　　　　　　　　*

n.s.

n.s.　　　　　　n.s.

実際の排出及び含有率は、図13を参照。

*は、コントロール(MgCl240mM処理または蒸留水処理)との間に5%水準で有意差があ

ることを示す(Dunnett法)0

n.s.は、コントロールとの間に5%水準で有意差がないことを示す(Dunnett法)0

54



表8.塩化マグネシウム及び硝酸マグネシウム処理がイオン排出及び含有率

に与える影響

Control MgC l2　　　Mg(NO3)2

排出((imol g"W 24h-0

Mg-2+　　0.2士0.1 b

K+　　　　79土13　b

cr　　　　　　土1　c

NO3-　　　　n.d.

含有率(ドmol g"'DW)

Mg2+　　67土4　b

KJ　　　　546士12　a

Cl~　　　　161士18　b

NO3"　　228士29　b

2.7士0.7　a　　　2.7土0.9　a

244土37　a　　　220土20　a

205士28　a　　　16ア2

n.d.　　　　100土25

433土23　a　　　453士21

421士23　b　　　423士24

826士44　a　　170士14

186土36　b　1050土86

a

b

b

a

各数値は、 5サンプルの平均値±標準誤差を示す。

異文字間に5 %水準で有意差あり(Tukey法)0

n.d.は、検出限界(5 nmolg-1DW24h"1)以下であることを示す。
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考察

第2章の植物体試験と同様に、切断菓試験においても、塩化マグネシ

ウム処理はローズグラス塩類腺からのカリウム排出を有意に増加させ、

かつカリウム排出の増加量はマグネシウム排出の増加量よりもはるかに

大きかった(図12A),このような塩化マグネシウム処理によるカリウ

ム排出の増加に関しては、生理的な反応ではなく、損傷を受けた細胞か

らのイオン漏出の結果である可能性が考えられる。この可能性について

検証するため、イオン輸送タンパク質の阻害剤を切断葉に投与し、その

影響を調査したところ、塩化マグネシウム処理による塩類腺からのカリ

ウム排出の増加は、Ouabain, TEA, Verapamilによって阻害された(図13,

表　7)。この結果は、第3章の塩化カリウム処理下でのカリウム排出の結

果と一致している.加えて、供試したいずれの阻害剤もマグネシウムの

排出及び含有率には有意な影響を与えなかった(図13,表7)。これらの

ことから、イオン輸送阻害剤はマグネシウム吸収ではなくカリウム排出

を阻害していることが考えられ、塩化マグネシウム処理によるカリウム

排出の増加は、イオン輸送タンパク質を介した生理反応であると考えら

れた。

塩化マグネシウム処理によるカリウム排出の増加という現象は、ロー

ズグラス塩類腺のマグネシウムとカリウムに対する排出能力の差異によ

り説明が可能である。第2章で明らかになったように、ローズグラス塩

類腺のマグネシウム排出能力は、ナトリウムやカリウムに対する排出能

力と比べて非常に低い。加えて、ローズグラスの葉はカリウムを多く令

有している(図13B),したがって、ローズグラス菓内にマグネシウム

が蓄積した場合、より排出されやすく、また体内に豊富にあるカリウム

をマグネシウムの代替として排出しているのではないだろうか。
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このような塩処理による処理イオン以外の代替排出という現象は、こ

れまでにいかなる植物種においても報告されていないBoonandAllaway

(1986)は、双子菓植物Avicennia marinaの切断葉に対する1Mの塩化マ

グネシウム処理の影響を調査しているが、マグネシウム排出の増加とナ

トリウム及びカリウム排出の減少が観察されている。この結果は、本研

究でのローズグラスの結果と相反しているが、 Avicenniamarinaでは塩化

亜鉛処理による亜鉛排出の増加が報告されている(MacFarlane and

Burchett, 1999)など、塩類腺からの排出における陽イオン選択性が低いこ

とが考えられ、この選択性の違いが原因となって、本研究とは異なる結

果が生じたものと推測される。また、 2種のイネ科スズメガヤ亜科植物

において、塩化カルシウム処理によるナトリウム及びカリウム排出の増

加が報告されているが、そのうちAeluropus litoraliのこおいてはナトリウ

ム及びカリウムの体内含有率も増加していたことから、・これらのミネラ

ルの根での吸収及び地上部-の移行の増加に起因する可能性が指摘され

ている(Pollak and Waisel, 1970)cもう1種のLeptochloafuscaにおいては、

処理濃度が低い(CaCl2 10mM)ためか、ナトリウム及びカリウム排出の増

加量(ナトリウム3.4nmolg-'DW24h.-iヵリウム14.7nmolg-1DW24h-1)

は低く、カルシウム排出の増加量(12.Ojunolg-'DW24h-')と同程度で

あり、本研究で観察されたような代替イオンの大幅な排出増とはなって

いない(Wienekeetal., 1987),しかしながら、スズメガヤ亜科植物の塩

類腺においては、排出の陽イオン選択性など性質が共通する部分が多く、

報告間の差異も処理濃度等の実験条件の違いによる可能性が考えられる

ため、ローズグラス以外のスズメガヤ亜科植物を用いた研究や、マグネ

シウム以外の陽イオンを用いた研究が今後必要であろう。

それでは、塩化マグネシウム処理下でのカリウムの代替的排出はどの
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ような生理的役割を果たしているのであろうか?この疑問に対する一つ

の可能性として、塩素イオン蓄積の回避ということが考えられる。 Hill

and Hill (1973)は、双子菓植物Limoniumの塩類腺においては塩素の輸送

がェネルギ-を消費して行われる能動的な活動であり、陽イオンは塩素

イオンのカウンターイオンとして輸送されるという仮説を提唱している。

しかしながら、ローズグラスの塩類腺においては、塩化マグネシウム処

理だけでなく硝酸マグネシウム処理においてもカリウム排出の増加が坐

じたこと(表　8)から、マグネシウム処理下でのカリウムの代替的な排

出は塩素排出の増加に対応する反応ではないことが考えられた。

もう一つの可能性として、菓内の浸透圧調節が考えられる。 Verapamil

投与により塩類腺からのカリウム排出を阻害した場合には、投与しなか

った場合に比べ、塩化マグネシウム処理によって生じる菓身細胞液の痩

透濃度(leaf sap osmolality)の増加が有意に拡大した(図14),このこ

とは、ローズグラス塩類腺からのカリウム排出が、マグネシウム処理下

での浸透圧調節になんらかの役割を果たしている可能性を示唆している。

しかしながら、このような浸透圧の調節が、ローズグラスの生育にとっ

てどのような意義を持つのかということについては明らかになっていな

い。これまでに、スズメガヤ亜科植物においては、塩処理による細胞液

の浸透濃度の上昇と耐塩性との間に負の相関があり、耐塩性の強い種ほ

ど塩処理による浸透濃度の上昇が小さいことが報告されており(Marcum,

1999)、塩類過剰によって生じる浸透圧の変動が、ローズグラスを含むス

ズメガヤ亜科植物の生理反応に悪影響を及ぼす可能性が推測されるが、

詳細に関しては不明な点が多く、今後更なる研究が必要であろう。

以上の結果から、結論として、ローズグラスの塩類腺はマグネシウム

排出能力が非常に低く、マグネシウム過剰に遭遇した場合にはカリウム
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を代替的に排出させることが明らかになった。また、このカリウムの代

替的排出は、体内の浸透圧の調節に貢献していると考えられた。
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摘要

ローズグラスの切断某を用いて、マグネシウム過剰条件下での塩類腺

の反応を調査した。塩化マグネシウム処理はマグネシウム排出を有意に

増加させたが、その増加量は極めて小さかった。塩化マグネシウム処理

はカリウム排出を有意に増加させ、その増加量はマグネシウム排出の増

加量よりもはるかに大きかった。マグネシウム処理による塩類腺からの

カリウム排出の増加は、イオン輸送阻害剤の投与により阻害されたこと

から、この現象は傷害を受けた細胞からの漏出ではなく、輸送タンパク

質を介した生理的な排出であることが考えられた。また、塩類腺からの

カリウム排出をほぼ完全に阻害するVerapamilを投与したところ、投与

しなかった場合に比べ、塩化マグネシウム処理によって引き起こされる

菓身細胞液の浸透濃度の増加幅が有意に拡大した。これらの結果から、

ローズグラス塩類腺のマグネシウム排出能力は低く、マグネシウム過刺

条件下では菓内の浸透圧を調節するためにマグネシウムの代替としてカ

リウムを排出する、という可能性が考えられた。
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総合考察

マグネシウムはナトリウムに次いで海水に多く含まれる陽イオンであ

るが、塩化マグネシウム過剰処理によるローズグラスの生育-の影響は、

塩化ナトリウム過剰処理の影響よりも大きかった(第1章及び第2章)。

また、複数種のイネ科牧草間においても塩化ナトリウム処理の影響と塩

化マグネシウム処理の影響の間には相関が認められなかった(第1章)。

これらのことから、ナトリウム過剰とマグネシウム過剰による植物の坐

理反応-の影響は大きく異なっており、これらの過剰に対しては、それ

ぞれに対応した耐性機構が存在することが考えられた。

本研究において、ローズグラス塩類腺からの塩類排出は、ナトリウム

選択的であり(第2章・第3章)、またATPを消費して行う能動的な反

応であること(第3章)が明らかになり、ローズグラスの塩類腺はナト

リウム過剰に対応した耐性機構であることが考えられた。実際に、イネ

科スズメガヤ亜科植物においては、個体聞及び品種間の塩化ナトリウム

過剰耐性の強弱と塩類腺のナトリウム排出能力との間に有意な相関があ

ることが明らかにされている(de Luca et al., 2001; Marcum et al., 1998;

Marcum and Pessarakli, 2006)c　また、スズメガヤ亜科植物のSporobolus

virgimcusは、塩類腺を持たないKosteletzkya virginicaよりもカルス及び

プロトプラストレベルでは塩化ナトリウム過剰耐性が弱いが、個体レベ

ルでは塩類腺の働きにより、Kosteletzkyaよりも塩化ナトリウム過剰耐性

が強いことが示されており(Lietal.,2006)、塩類腺を持つ植物において

は、塩類腺からのナトリウム排出がナトリウム過剰耐性に大きな役割を

果たしていると考えられている。本研究においても、塩類腺の働きによ

り、体内に蓄積される量と同程度のナトリウムが体外に排出されており
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(第2章)、ローズグラスのナトリウム過剰耐性においても、塩類腺から

のナトリウム排出が大きな貢献をしていることが考えられた。

その一方で、マグネシウム過剰においては、ローズグラス塩類腺はマ

グネシウムをほとんど排出しない上、排出能力の低いマグネシウムの代

替としてカリウムの排出を大幅に増加させ、その結果カリウム含有率を

減少させた(第2章・第4章)。これまでに、カリウムは植物体内で非常

に移動しやすいことが明らかにされており、ローズグラスと同じイネ料

スズメガヤ亜科のLeptochloafuscaにおいては、古い葉からカリウムが活

発に転流されており、新しい葉や分げっに供給されるカリウムの約半分

が再分配されたものであると推計されている(Jeschkeetal., 1995)。した

がって、マグネシウム過剰条件下で菓内の浸透圧調節の役割を果たして

いると考えられるローズグラス塩類腺からのカリウム排出の増加(第4

章)は、再分配されるカリウムの量を減少させることになり、結果とし

て新薬等の生長抑制を引き起こす原因となっていることが考えられる0

このことは、ナトリウム過剰耐性において重要な役割を果たしている塩

類腺が、マグネシウム過剰条件下では生育悪化を引き起こす要因となっ

ている可能性を示すものであり、非常に興味深いものである。このよう

な塩類過剰耐性機構の対象塩類以外の過剰に対する反応に関しては、こ

れまでほとんど研究がなされておらず、塩類腺以外の塩類過剰耐性機棉

においても同様の現象が生じるかどうかについては不明であり、今後更

なる研究の蓄積が必要であろう。

以上は、今回得られた知見に対する植物栄養学並びに植物生理学的な

観点に立った考察であるが、今回得られた知見の農業的な応用について

も考えてみたい。ナトリウム過剰耐性において重要な役割を果たしてい

る塩類腺であるが、これまで単子葉植物では、イネ科スズメガヤ亜科に
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しか存在しないと考えられてきた。しかし近年になり、塩類排出能力は

非常に低いものの、塩類腺と類似した突起状器官がイネやトウモロコシ

などのイネ科作物で発見されている(Balakrishna, 1995; McWhorteretal.,

1995; Ramadan and Flowers, 2004)。したがって、ローズグラス塩類腺に

おける活発なナトリウム排出メカニズムを解明することができれば、そ

の知見の応用によるこれらの重要なイネ科作物のナトリウム排出能力の

強化、さらにはナトリウム過剰耐性の向上につながることが期待される。

本研究において、ローズグラス塩類腺ではナトリウム排出を効果的に行

うため、ナトリウム輸送に特化した機構が存在することが明らかになっ

たことから、イネやトウモロコシの葉の突起状器官におけるイオン輸送

機構を調査し、ローズグラス塩類腺のイオン輸送機構との比較を行うこ

とで、これらの作物におけるナトリウム排出能力向上の手がかりが得ら

れるかもしれない。

また、牧草としての視点からみてみると、マグネシウムによるカリウ

ムの代替的排出は、畜産的に有用な現象となる可能性も考えられる。牧

草の品質に影響を与える要因の一つとしてカリウム/ (マグネシウム+

カルシウム)当量比があるが、この値が高い場合、反すう家畜にグラス

テタニー(低マグネシウム血症)という代謝異常を引き起こす可能性が

高くなることが示されている(Jefferson et al., 2001; National Research

Council,2001),本研究により、マグネシウム投与がマグネシウム含有率

の増加のみならず、すでに体内に吸収されているカリウムの含有率を減

少させることが明らかになったことから、マグネシウム含有率の増加と

塩類腺からのカリウム排出を目的とした、「出穂期等の伸長が終了した段

階でのマグネシウム投与」が、グラステタニーの危険性を減少させる技

術として利用できると考えられる。
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以上のように、本研究を通じて、ローズグラス塩類腺からの塩類排出

に関して様々な知見が得られたが、その一方で、塩類排出機構に関して

はまだ不明な点が多く残されている。また、得られた知見はいずれも基

盤的なものであり、上で述べたような農業面-の応用に結びつけるため

には、まだ多くの課題が残っている。しかしながら、本研究の結果は、

今後の応用研究、技術開発の方向性に一石を投じるものであり、応用的

観点も踏まえたより一層の研究開発が期待されるO
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要旨

土壌の塩類集積は、海水流入や濯慨、肥料の過剰投入などによって生

じ、作物の生育や生産性に悪影響を与える要因として世界的な問題とな

っている。土壌に集積する塩類の種類及び組成は、塩類集積の原因や環

境条件などにより変化し、広く研究が行われている塩化ナトリウム以外

にもカリウム、カルシウム、マグネシウム、硝酸、リン酸など様々なイ

オンが集積する。このうち、マグネシウムは、肥料や土壌改良資材とし

て施用される植物の多量必須元素の一つであり、また海水中にナトリウ

ムに次いで多く含まれる陽イオンでもあるため、不適切な施肥や海水流

入などにより集積することが示されている。

イネ科スズメガヤ亜科に属するローズグラス(Chloris gayana Kunth)は

世界的に広く栽培されている暖地型牧草であり、日本においても九州や

沖縄などを中心に栽培され、暖地型牧草の中では最も栽培面積が広いと

されている。ローズグラスは塩類腺という体内の過剰塩類を体外に排出

する器官を葉に持つことが示されており、塩類集積地での栽培に適した

牧草の一つであると考えられている.しかしながら、塩類腺の研究を含

めてこれまで行われてきたローズグラスの耐塩性の研究は、ナトリウム

過剰に関するものが中心であり、他のミネラルの過剰の影響については

ほとんど研究がなされていない。

そこで、本研究では、塩類腺からの塩類排出を中心に、ローズグラス

に対するマグネシウム塩およびナトリウム塩による塩類過剰の影響を調

査することにより、ローズグラスの異なる塩類過剰に対する耐性の比較

と、これらの塩類過剰における塩類腺の働きについて検討することとし

た。
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まず、ナトリウム過剰とマグネシウム過剰がローズグラスの生育に与

える影響を他のイネ科牧草と比較するため、ローズグラスを含む12種の

イネ科牧草に対し、塩化ナトリウム、塩化マグネシウム、塩化カルシウ

ム過剰処理を行った。その結果、ローズグラスは塩化カルシウム過剰及

び塩化ナトリウム過剰に対しては強い草種に分類されたが、塩化マグネ

シウム過剰に対しては弱い草種に分類された。また、各草種のC50倍

(50%生育阻害濃度)を各塩類処理間で比較したところ、塩化カルシウ

ム処理と塩化ナトリウム処理の間には有意な正の相関が認められたが、

塩化マグネシウム処理については他の塩類処理との間に相関が認められ

なかった。これらのことから、塩化カルシウム過剰耐性と塩化ナトリウ

ム過剰耐性の間には共通のメカニズムがあるが、塩化マグネシウム過刺

耐性については他の2種類の塩類に対する耐性とはメカニズムが異なっ

ていることが考えられた。

次に、ナトリウム過剰及びマグネシウム過剰に対する塩類腺の反応と

体内ミネラル含有率に及ぼす影響について検討するため、ローズグラス

の根部に塩化ナトリウム、塩化カリウム、塩化マグネシウム過剰処理を

行った場合の地上部のミネラル含有率及び塩類腺からのミネラル排出量

を調査した。塩化ナトリウム処理は、地上部のナトリウム含有率を増加

させ、逆にカリウム含有率を減少させた。それに対し、塩化マグネシウ

ム処理は、マグネシウム含有率を増加させ、ナトリウム含有率、カリウ

ム含有率、カルシウム含有率を減少させており、ナトリウム過剰とマグ

ネシウム過剰では、ミネラル含有率に与える影響が異なっていることが

明らかになった。また、ミネラル含有率の変動には、ミネラルの根での

吸収及び地上部-の移行だけでなく、塩類腺からの塩類排出も影響して

おり、特に塩化マグネシウム過剰条件下でのカリウム含有率の減少は、
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塩類腺からのカリウム排出の増加が原因であると考えられた。

続いて、塩類腺の塩類排出機構についてさらに検討するため、切断莱

に対して塩化ナトリウム処理及び塩化カリウム処理を行った。塩化ナト

リウム処理及び塩化カリウム処~理は、それぞれナトリウム及びカリウム

の排出及び含有率を増加させた。塩化ナトリウムと塩化カリウムを混合

させた場合、単独処理に比べてナトリウム排出には有意な影響が認めら

れなかったが、申リウム排出は有意に減少した。これらのことから、ロ

ーズグラス塩類腺は、ナトリウム及びカリウムいずれも排出する能力を

持つが、ナトリウムをより排出しやすいことが明らかになった。さらに、

様々なイオン輸送阻害剤による処理を行ったところ、ナトリウム排出は

Orthovanadate, Ba , Ouabain, Tetraethylammonium (TEA), Verapamilに

より阻害された。それに対し、カリウム排出はOuabain, TEA, Verapamil

により阻害されたが、 Orthovanadate, Ba　では有意な影響が認められな

かった。これらのことから、ローズグラス塩類腺からの塩類排出におい

ては、イオン輸送機構がナトリウムとカリウムで少なくとも部分的に異

なっており、この異なる輸送機構がナトリウムに対する高い排出能力を

もたらしていることが考えられた。

このようなナトリウム及びカリウム排出機構についての知見を踏ま

えて、ローズグラス塩類腺におけるマグネシウム過剰条件下での塩類排

出について、切断葉を用いて調査した。塩化マグネシウム処理はマグネ

シウム排出を有意に増加させたが、その増加量は極めて少なかった。ま

た、塩化マグネシウム処理はカリウム排出を有意に増加させ、その増加

量はマグネシウム排出の増加量よりもはるかに大きかった。マグネシウ

ム処理下でのカリウム排出の増加は、イオン輸送阻害剤の投与により阻

害されたことから、イオン輸送タンパク質を介した生理反応であること
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が考えられた。また、カリウム排出をほぼ完全に阻害するVerapamilの

投与により、塩化マグネシウム処理によって引き起こされる菓身細胞液

の浸透濃度(leafsaposmolality)の増加が拡大した。これらの結果から、

ローズグラス塩類腺のマグネシウム排出偉力は低く、マグネシウム過刺

条件下では、菓内の浸透圧を調節するため、マグネシウムの代替として、

より排出されやすいカリウムが塩類腺から排出されていると考えられた。

以上の結果から、ローズグラスの生理反応に及ぼす影響はナトリウム

過剰とマグネシウム過剰で大きく異なっており、ナトリウム過剰に対応

した耐性機構である塩類腺はナトリウム過剰に対しては大きな効果を持

つが、マグネシウム過剰においてはカリウム含有率を減少させ、生育悪

化の要因の一つとなっていると考えられた。
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略語一覧

C50: 50%生育阻害濃度

DW: DryWeight (乾燥重量)

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid (ェチレンジアミン四酢酸)

FW:FreshWeight (新鮮重量)

TEA:Tetraethylammonium (テトラエチルアンモニウム)
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