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Abstract 

Effect of medium composition， such as EDTA， ammonium ion and initial pH， added 
to modified Hoagland medium on the accumulation of copper and cadmium in the plant 
bodies of Lemnαpαucicostata 6746 was investigated. Addition of 30μM EDTA to the me-
dium completely suppressed the absorption of copper，whereas cadmium was abundantly 
absorbed even in the presence of 100μM EDTA. Addition of ammonium ion to the me-
dium suppressed copper absorption and not only reversed the growth inhibition caused 
by copper， but accelerated the frond multiplication. The uptake of cadmium was slight-
ly suppressed by ammonium ion and frond production reduced by cadmium was not 
greatly improved by an increase of ammonium concentration. Initial pH had no effect 
on the accumulation of copper， but the absorption of cadmium was increased with a 
high initial pH. 

These results strongly suggests the difference in the absorption mechanism and 
action mode of copper and cadmium in Lemnαpaucicostαtαtα6746. 

緒言

アオウキクサは，小さな浮漂性の水生植物であるため，

実験的κ取り扱いが簡単で，光，温度，培養液組成など
の環境要因の制御が容易である。また，他の高等植物に

比較して，生長速度が著しく大きいため，植物生理学的

研究の絶好の実験植物として，世界中で，広く用いられ

ている。

一万，環境科学の分野においても，乙の植物治生育環

境の変化に鋭敏に反応するという特性に着目して，環境

モニタリンク.への利用が注目されている。筆者らはすで

に，重金属イオンなどの水質汚染物質に対して，アオウ

キクサが速やかに，形態形成や増殖速度の変化で反応す

るζとを明らかにし，との植物を水質汚染の指標植物と

して利用するととを検討している。また，乙の植物が過

剰の栄養塩類や重金属イオンなどの水質汚濁物質を積極

的に体内に吸収・蓄積する性質を水質浄化K利用し，汚

* 信州大学医学部 Fac.. Med.， Shinshu Univ. 
*ネ 京都大学農学部 Fac.， Agr.， Kyoto Univ. 

染物質の除去・回収を実用化する可能性も考慮3れてい

る。

今回は，アオウキクサの水質汚染指標植物としての資

質を検討し，乙の植物を廃水からの重金属イオン除去11:

利用する際の基礎資料とするため，代表的重金属イオン

として，銅イオンとカドミウムイオンを取り上げ，アオ

ウキクサによる ζれら両イオンの取り込みとその結果お

乙る形態形成上d凌化や増殖速度が，培養液中の環境要

因によって，どのように影響を受けるかを調べ，その原

因について考察した。

なお，乙 ζで取り上げた銅イオンは，植物にとっての

必須微量元素であるが，ごく低濃度でも過剰になれば毒

性を発現させるととで知られ，アオウキクサにおいては

1時形成を支配するものとして，植物生理学的に研究さ

れてきていた。乙の銅イオンによる花芽形成反応を水質

の重金属汚染指標に用いる ζとは，環境科学の分野でも

興味深い乙とである。

一方，カドミウムイオンは，イタイイタイ病をひき起

乙す有毒重金属として広く知られ勿その毒性発現樹蕎，
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水質・二王壌汚染対策などの検討が進められている。また

水中では銅イオンと共存している場合が多しその相互

作用による毒性の変化についても，検討がなされている。
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材料・方法

実験用の基本培養液には，Hoaglandの培養液をウキ

クサ用に修正したmodifiedHoagland medium (M-

medium )を使い， 1 % Sucroseを添加， pHを4.11Z::調

整後，50me三角フラスコIz::2511leの培養液を入れ， 1.2気圧
で10分間高圧滅菌した。

カリフォルニア原産のアオウキクサL，mnap卵白 costata

6746を1/2Hutner" s medi um Iz:: 1 % Sucroseを添加した

培養液で， 2SC， 6000 lux の照明下， 10日.....12日間，無

菌培養したものから， 3葉状体からなる lコロニーを選

んで，乙れらを上記の培養液Iz::植え込み.25"C約4000

lux のもとで，一週間，無菌的に培養し，開花率，増殖

量などを測定した。

また，体内に吸収された重金属イオンの定量は，次の

手順Iz::従った。培養後のアオウキクサを，蒸溜水， 1% 

EDTA溶液(pH5.0 ).蒸溜水のj闘に10分間ずつ撹持

洗糠し，ろ紙で水分を取った後， Wet Weightを測定す

る。続いて， HN03を250μl加えて加熱溶解し， 1町

03が蒸発後， 蒸溜水で稀釈し，原子吸光分光光度計

PERKIN・ELMER4000により，重金属イオンの濃

度を測定した。

結果

1.銅イオンの吸収とその増殖阻害及び花芽分化誘導
効果

図1.銅イオンによるアオウキクサの増殖阻害・
花成誘導、及び生体内への吸収
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図 2.銅イオンによる増殖阻害に対する 30μM
EDTAの効果
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Lemna paucicostata 6746は，花芽分化に必要な限界

暗期が9時間の短日性植物であるため<)時間以上の暗

期すなわち15時間以下の明期からなる日長条件下では花

をつけるが，連続照明のもとでは，何日間培養を続けて

も花はっけない。しかし，培養液K銅イオンが含まれる

場合には，たとえ連続照明下であっても 7日間で花が

咲く。その時の様子を示したものが図 lである。

培養液中の銅イオン濃度が増加するにつれて. 7日間

培養後の l三角フラスコ当たりのiWet恥 ightは減少す

る。乙のWetWeightの減少は葉伏体数の減少と対応し

ており，銅イオンによる増殖阻害が原因であると考えら

れる(図 l-A)

一万，培養液中IZ::含まれる銅イオン濃度が増加するκ

つれて，花をつけた葉状体数は増加し;図 l-Bの黒丸

で示されるように，開花率(花をつけた葉状体数の全葉

状体数K対する百分率)は上昇する。開1揮は銅イオン
濃度 5μMで最高K達し， 乙れ以上では栄養生長の阻害

が大きいため，低下する。



いろいろの濃度で銅イオンを含む培養液で7日間培養

したアオウキクサが，体内IL吸収・蓄積した銅イオン濃

度は図 l-Cの黒丸で示される。生体内銅イオン濃度は

葉状体数や'Wet恥 ightの減少に逆比例して増加し，体

内に吸収・蓄積された銅イオン濃度の増加とともに，銅

イオンによる増珊E害b噛くなり，葉状体数やWet

Weightが大きく減少するものと推察怠れる。

II.銅イオンの吸収・蓄積に影響を及ぽす培養液組成

1)キレート剤 EDTA 

Modified Hoagland MediumlLキレート斉UEDTAを

30μM加えると培養液中に含まれる銅イオンK起因する

増殖阻害や花芽分化反応は完全に消失する(図 2，図 l

-B ・白丸).培養液中に銅イオンが 20μMの高濃度で

含まれていても，それによる増殖阻害はまったく見られ

ず，また，;ft.芽分化は誘導怠れない。

そとで，体内に吸収・蓄積された銅イオン濃度を定量

してみると，図 I~C ・白丸IL示怠れるように，培養液

中ILEDTAが共存する場合には 20μMの銅イオンが含

まれていても，生体内ILはほとんど銅イオンは吸収・蓄

積されていないととが判る。

ζれらの結果は，培養液中に共存する EDTAIとより

アオウキクサによる銅イオンの吸収・蓄積は完全に抑制

される事を意味している。

2) アンモニウムイオン NHf 

窒素源として硝酸イオンを含むModified1あagland

medium ILアンモニウムイオンを加えると，銅イオンに

より誘導される花芽分化は阻害を受け，アンモニウムイ

オン濃度が 400

表 1.銅イオンによる花成誘導・増殖阻害ぬ及び銅イオン取り込みに対するアンモ二ウムイオンの μM以上になる
効果 と，まったく花

Concentration of Flowering 

NH4 Cl added (μM) percentage 

。 57.5士2.7

1 0 0 28.7士9.5

200 6.9士3.4

4 0 0 。
8 0 0 。
2 5 0 0 。

Wet 

Weight (呼)

1 1. 9土1.1

23.9士L8

28.6士2.9

33.7土2.0

36.2士3.2

36.0士2.4

Concentrat ion of 

Cu十トinLemna (μM) 

8 77.5土40.4 

74 5.3士61. 2 

7 1 2.6士40.4 

48 2.0土39.8

4 7 O. 7:l: 1 4.2 

4 4 0.2土16.8 

芽形成反応は見

られない。

(表 1) 

一万，培養液

のアンモニウム

イオン含有量が

増加するにつれ

て，銅イオンに

よる増殖阻害が

原因で低下して

いたWetWei-

表 2.銅イオンによる花成誘導・増殖阻害、及び銅イオン取り込みに対する硝酸イオンの効果 ghtは増炉し，

Concentrat ion of N03 Flowering 

in the medium (μM) percentage 

2 0 0 。
2 0 0 0 3.8士3.8

1 0 000 2 1. 4土4.9 

2 5 0 0 0 54.3土3.3

Wet 

恥 ight(11lIJ) 

1 0.0土0.6

1 0.5士1.1

10.3士1.4

1 0.5土0.6

Concentrat ion of 

Cu++ in Le抑制(μM)

8 5 2.1土60.7 

8 8 6.8士36.2 

9 Q 3.1士43.9

1 0 4 8.4士33.5 

アンモニウムイ

オン濃度が800

μM....... 2，500μM 

になると，恥t

Weightは回復

するにとどまら

ず，むしろ促進

主れる o

生体内に吸収

表 3.銅イオンによる花成誘導・僧殖阻害、及び銅イオン取り込みに対する培養液初期pHの効果 ・蓄積される銅

Initial pH Flowering 

in the medium percentage 

3.6 52.4土7.6

4.1 5 4.2士3.1

4.6 6. 7士3.9

5. 1 。

Wet 

Weight (勾)

1 6.1士1.1

1 2.8士1.0

1 1. Q:l: O. 6 

6.0士0.4

-3ー

Concentration of 
Cu++ in Lemna (μM) 

7 1 5.1土119.4 

8 8 9.9士 85.6

869.6士 Q7.9 

8 92.3士 65.1 

イオン濃度は，

培養液中のアン

モニウムイオン

の増加とともに，

減少する傾向は

示すが，アンモ

ニウムイオンが

添加される ζと



による急激な花成反応の消失ゃ， Wet Weight の増加で

示される栄養生長の著しい回復・促進を説明できるほど

著しい減少は見られない。アンモニウムイオンはアオウ

キクサによる銅イオンの吸収・蓄積を阻害するが，アン

モニウムイオンによる花成反応の抑制や栄養生長の促進

が，銅イオンの吸収・蓄積の減少のみに基くものである

とは考えられない。

3)硝酸イオン N03 

Modified Hoagland mediumは25mMの硝酸イオンを

含んでいるが，硝酸イオン濃度を低下させると，培養液

に加えられた銅イオンの花成誘導効果は顕著に弱まり，

硝酸イオン濃度 200t制以下では花成反応は見られなく

なる(表2)。しかし， ζのような培養液中の硝酸イオ

ン濃度の低下は lフラスコ当りの増殖量を示すWet

Weight 11:はほとんど影響を与えず，また，銅イオンの

取り込み・蓄積κもわずかな影響を与えるにすぎない。
それ故，培養液中硝酸イオン濃度の低下に伴う，銅イオ

ンの:/1誠誘導効果の消失は，銅イオンの取り込み，蓄積

量の減少によるものではないと恩われる。

4)， pH 

培養液の初期 pHか宵くなるにつれて，銅イオンによ

る花成反応は消失する。体内K蓄積される銅イオン濃度

はそれほどpHの影響を受けないので(表 3)，花成反応

の消失は，吸収・蓄積される銅イオン濃度とは無関係で

あろうと思われる。

しかし， pHカ塙b暢合11:は (pH5.1)， Wet Weight 

は著しく減少する。一般的11:重金属イオンの吸収は pH

が高いと促進される傾向にあるので， pH5.1の場合，

培養初期に銅イオンが強く吸収され， 2. 3日後には，

体内銅イオン濃度が宣包和陀達するため栄養生長がそれ以

後は阻害されることも考えられる。もしそうであれば，

7日間培養後の>WetWeightが極めて小さいのは当然で

あり，初期K生長が止ったために花芽も分化しないと考

える乙とが出来る。

そ乙で，銅イオン濃度の経日変化を調べた(図 3)。

結果は予想陀反し 7日目まで体内の銅イオン濃度は，

初期 pHが4.1の場合も 5.1の場合も，ほとんど同じであ

った@

それ故，銅イオンは pHか宵い場合，上記以外の未知

の機構を通して花成誘導効果を示さなくなるものと推察

される。図4は， pH4.1と5.1で3日間 5μMの銅イ

オンを含む培養液で育てた後，銅イオンを含まない2通

りのpH(4.3と5.1)の培養液K移して育てた場合の花

芽分化反応を示している。 pH4.1で培養されたものは，

pH 4.3， 5.1のどちらの培養液に移しでも 4日日以後花

芽を形成するので，はじめの 3日間で花成誘導がなされ

ていたと恩われる。一万， pH 5.1で銅イオンを与えたも

のはpH4.3と5.1のどちらの培養液に移しでも花芽を形

成しない。従って培養初期3日間のpHが高いと銅イオン

は花成誘導効果を示し得ないと考えられる。

o pH4・1

• pH5.1 
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図 3，5μM銅イオン培養液における増殖・銅イオン取
り込み経日変化と培養液 pH
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図4. 5μM銅イオンによる花成誘導に対する培養開始
3日目までの培養液 pHの効果

m.カドミウムイオンの吸収・蓄積に影響を及ぼす培養
液組成の効果

河川水などの水質汚染指標として或いは廃水から重金

属イオンを除去・回収するためにアオウキクサを用いよ

うとする際には，いろいろな環境条件が重金属イオンの

-4一
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取り込みや，その結果生じる生育・増殖阻害および形態

形成に影響を与えるととが考えられる。銅イオンによる

1時分化誘導反応陀影響を与えるいくつかの要因につい
て，以上のように検討してきたが，乙れらの要因はアオ

ウキクサのカドミウムイオンに対する反応には，どのよ

うに作用するのであろうか。

1).キレート剤 EDTA 

いろいろな濃度のカドミウムイオンを含むModified

Hoagland mediumでー週間培養されたアオウキクサに

見られる増殖阻害の様子は，図5-AIi::示怠れており，

培養液中のカドミウムイオン濃度の高まりと共に増殖阻

害の程度は大きくなる。しかし，乙のカドミウムイオン

による増殖阻害は，共存するキレート剤EDTAI~ よゥ

て解除されない。銅イオンの場合には，わずか 30μMの

EDTAが共存することにより，銅イオンの吸収は完全

に阻止され，増殖の阻害は消失したが，カドミウムイオ

ンの吸収に対しては 30μMのEDTAは，ほとんど何

の影響も持っていない(図5-B )。

そ乙で，さらに培養液中の EDTA濃度を高めてみた

結果が図6である。 EDTAの濃度が 100μM.200μM 

と高くなるにつれて. 10μMのカドミウムイオンによる

増殖阻害が緩和される傾向が見られるが. 200μM以上

のEDTAは，図 6-Aの白丸で示されるように，それ

図6. 10μMカドミウムによる増殖阻害、生体内吸収
に対する各種選度 EDTAの効果

• M_medium 

o 30)1/'4 EDTA-medium 

ち
(A) 

自身がアオウキクサの増殖に阻害的に働くため，カドミ

ウムイオンによる増殖回害を完全に除去するEDTA濃

度の検索は不可能となる。しかし. 200μMのEDTA

Kよって，かなり，カドミウムイオンの吸収が阻害怠れ

ている ζとは明らかである(図6-B )。

いろいろな濃度でカドミウムイオンを含む培養液で一

週間育てられたアオウキクサの増殖とカドミウムイオン

の吸収に対する 200μM・EDTAの影響を示したのが，

図7-A. Bである。銅イオンに対する 30μMEDTA

の作用(図2-A. C)と比較すると，取り込み濃度に

ついては同じ傾向が見られるが，増殖阻害回復の程度が

きわめて小さいのが特徴的である。

2>'アンモニウムイオン NHI 
カドミウムイオンを 10μM含む培養液に，いろいろな

濃度のアンモニウムイオンを添加して，アオウキクサを

一週間育てた結果得られる増殖量と，アオウキクサ体内

のカドミウムイオン濃度を図8I~示す。培養液中のアン

モニウムイオン濃度が高まるにつれて，体内I~取り込ま

れるカドミウムイオン濃度は低下し，それに起因する増
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図 5.カドミウムイオンによる増殖阻害、生体内吸収に
対する 30μME DTAの効果
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図7.各種濃度カドミウムイオンによる増殖阻害、生体
内吸収に対する 200μM-EDTAの効果
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10μMカドミウムイオンによる増殖阻害、生体
内吸収に対する培養液初期 pHの効果

図 10.図 8. 10μMカドミウムイオンによる増殖限害、生体
内吸収に対する各種濃度アンモエウムイオンの効
果

3). pH 

カドミウムイオン10μMを含む培養液で，初期 pHを

種々の値1<::調整してアオウキクサを一週間育てると，初

期 pHが高いほど，体内のカドミウムイオン濃度は高く

増殖阻害も大きい(図10)。

乙れを，銅イオンの場合と比べたものが図11である。

先に述べたように，初期 pHは銅イオンの取り込みに，

ほとんど影響を与えないが，カドミウムの取り込みには

殖阻害は回復されている。

しかし，銅イオンの場合と比較してみると(図Q). 

取り込みの抑制もわずかであり，その結果生じる増殖阻

害の回復もきわめて少ない。銅イオンの増殖阻害を，ア

ンモニウムイオンは完全に回復させ，さらに増殖量を促

進した結果を考えると，アオウキクサによるカドミウム

イオンの取り込みや，その結果生じる増殖阻害に対して

アンモニウムイオンの震建はきわめて弱いものである。

6 



様式がかなり違っているととを反映していると考え

られる。

アンモニウムイオンは銅イオンの吸収を顕著に抑

制し，銅イオンによる増珊且害を回復するばかりで

なく，増殖を促進するのに対じ，カドミウムイオン

の吸収に対しては，わずかな抑制を示すにすぎず，

カドミウムイオンで抑制された増殖速度に対しでも

わずかな回復効果を示すにすぎない。 ζれらの結果

は，アオウキクサにおける銅イオンとカドミウムイ

オンの吸収様式や作用様式が，かなり異なる ζとを

強〈示唆していると思われる。

初期 pHが異なる 5μMの銅イオンを含む培養液

で，一週間培養されたアオウキク手の銅イオン体内濃度

は，ほとんど違わないにもかかわらず，増殖量には著し

い差がでる乙とが明らかとなった。外見上の観察から，

高い pHの場合には吸収された銅イオンがクロロフィル

分解を促進するものと思われる。すなわち 5μMの銅

イオンを含むpH4.1と5.1の培養液で育っているアオウ

キクサを見ていると 3日目ぐらいから肉眼的にクロロフ

ィル含量の違いが認められる。しかし図 31<:示されるよ

うに，増殖量の違いは2日目から現われ始めるため，そ

の原因は2日目より以前に始っていなければならず，現

在クロロフィル含量の経日変化を定量中である。一方，

カドミウムイオンの場合には， pH4.1と5.1の聞に，かな

りの取り込み量の違いが見られる。 ζの点においても，

銅イオンとカドミウムイオンのアオウキクサにおける吸

収様式には違いがあるととが示されている。

以上の点から，銅イオンとカドミウムイオンは，同じ

2価の陽イオンであり，ほぽ同様の濃度でアオウキクサ

の増殖阻害をもたらすものであるが，その吸収様式や，

作用様式はかなり異なるととはまちがいないと思われる。

今後， とれらの吸収様式や作用縫式を調べ，その違いの

原因を追求してゆくとともに，他の重金属イオンのアオ

ウキクサにおける吸収様式や作用様式K関する知見を得

るととも重要である。

また， ζ 乙で調べられた，硝酸イオン・アンモニウム

イオン・キレート物質などは，通常の汚水・河川水・湖

沼水等IL.多少の差はあれ，含まれる物質である。そし

て，乙<::'1<:示されたように， ζれらの濃度がアオウキク

サによる重金属の取り込みを制御する要因であるならば

との植物を水質汚尉旨標植物として用いたり，廃水から

の重金属イオン除去に利用したりする際には，乙の事を

十分に考慮しなければならない。と同時に，とのように

多くの要因が容易にアオウキクサの重金属イオンの吸収

に影響をもたらす事を考えると，他にもいくつかの要因

がとれらと同様に働〈 ζとも考えられ，それらを検討し

てゆくととが今後の課題ともなろう。
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図 11.銅イオン、カドミウムイオンの作用に対する培養
液初期 pH効果の比較

かなり大きな効果を持っている。初期 pHが高いと，両

イオンの場合とも増殖量が低下しており，カドミウムイ

オンの場合Kは，との低下は取り込み量の増加によるも

のと考えられるが，銅イオンの場合1<:は pHの違いによ

る体内濃度の差はなく，増殖量の低下が取り込み量の増

加によるものとは恩われない。

考察

アオウキクサによる銅イオンとカドミウムイオンの取

り込み，及びその結果生じる形態形成上の変化や増殖速

度に，培養液中のキレート剤EDTA.アンモニウムイ

オン，硝酸イオン濃度や，培養液 pHがどのように影響

を及ぼすかを調べた。

その結果，わずか30μMのキレート斉UEDTAが，た

とえ20μMの銅イオンが培養液に含まれている場合でも，

アオウキクサによる銅イオンの吸収を完全に阻害し，花

芽分化や増殖速度IL対する銅イオンの影響を完全に打ち

消すととが示された。しかし，カドミウムの場合には，

200μMのEDTAを与えても完全にその吸収を限害する

ζとはなしそれ以上の高濃度の EDTAは，カドミウ

ムと関係なしアオウキクサの増殖を阻害する乙とが示

怠れた。キレート剤EDTAの安定度定数は，銅イオン

・カドミウムイオンに対し，それぞれ 18.80，16.46で

あり，両重金属イオン1<:対するキレート剤の作用0漣い

は予想されるが， ζ とで明らかとなったような顕著な違

いが安定度定数の違いだけから説明できるものかどうか

は疑問である。たとえば， EDTAと水銀イオンの安定

度定数は 21.80であるが， 50μMのEDTA1<:よって，

ほとんど吸収制阻害されない乙とを示す結果があり，ま

た，安定度定数 25.1の三価の鉄イオンは， EDTAが

共存する乙とにより吸収を促進されるという報告もある。

それ放. EDTA の銅イオンとカドミウムイオンに対す

る反応の違いは，安定度定数の違いによるものではなく，

アオウキクサにおけるとれら両イオンの吸収様式や作用
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