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緒論

1931年にSommer1'，LipmannとMackinney2lによって高等植物に対する舗の必

須性が示されて以来，銅の過不足が植物の生育や農業生産に与える影響につい

て数多くの研究が行われてきた.日本においては， 1958年頃，岩手県，宮城県

下で発生した腐植質火山灰土壌における麦類の鋼欠乏が端緒となり r土壌鹿

植と鋼との相互作用」という観点、から一連の調査・研究が行われた3....7 l また，

1960年代後半には，深刻化した公害のーっとして，重金属による土壌汚染が重

大な社会問題となったが，銅についても，栃木県足尾銅山における渡潮川流域

の作物被害などを典型的な例として挙げることができる.鉱山や精錬所の排水

等を汚染源とするこれらの重金属汚染に関する対策や，過剰の重金属の植物生

育に対する影響について，活発な研究が今日に至るまで続けられている8l し

かし，踊と亜鉛など2種類以上の重金属が土壌に蓄積している場合の植物への

複合的な影響や，土壌の種類と重金属毒性発現の種度との関係引などは，解析

が難しくさらに検討を要する問題として残されていると言えよう.

さらに，近年では人聞社会で一般的に消費され排出されたものに含まれてい

る重金属が環境の汚染源となり問題となることが指摘されている1自例えば，

下水処理によって生ずる汚泥類を農業利用しようとする場合などである.汚泥

の農地還元にともなう重金属蓄積は，①より複合的であること，②水田ではほ

とんど使用されないため問題となりにくいこと，③重金属が多量の有機物と共

に土壌に負荷されること，などの点においてこれまでの鉱山や精錬所からの排

水等による汚染と質的に異なる 11)したがって，安全性の見地から，このよう

な質的に新しい重金属汚染にも対応しうる，土壌中濃度などの新しい許容基準

を設定する必要性が生じていると思われる.このための基礎として，土壌中に

おける重金属の存在形態と可給性，植物による吸収過程について明らかにする
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ことが必要と考えられるが，未だ十分に解明されたとは言い難い.特に銅は，

殺菌剤としても知られるように過剰に存在すると非常に毒性の強い元素である

が，その植物に対する毒性の強さは，根圏に共存する栄養塩類や有機物の影響

を受けることが報告されている9・12) したがって，土壇・植物生態系における

銅の存在形態や動態について詳細を明らかにすることはきわめて重要な研究領

域と考えられる.一方，植物が健全に生育しうる量の鋼を確保している場合で

も，その植物を飼料として用いた場合，反すう動物に銅欠乏症状が発生する場

合があることも知られており 13) 植物体内の銅灘度を適正な濃度に保持するこ

とも重要な課題である.土壇・植物生態系における銅の動態に関する研究の発展

は，環境化学的方面ばかりでなく，土壌の鏑可給度を制御することにより，植

物体地上部の鋼濃度を適切に管理し，農業生産を向上させることへも役立つも

のと考えられる.

以上のような観点に立ち，本研究では，①土壌中での銅の存在形態を，堆砲

や汚泥肥料などの農業資材に銅と同時に高濃度含有されていることが多く，か

っ植物の微量必須元素でもある亜鉛の場合と比較すること，②植物による銅吸

収形態を明らかにすること，③植物による鋼吸収の最初のステップである根細

胞壁と鋼イオンとの相互作用と地上部への銅の移行性について検討すること，

を目的に一連の実験を行った.

第l章では，まず，集約多肥栽培の行われている施設栽培(ハウス)土壇にお

ける銅，亜鉛，カドミウム含量の調査を行ない，堆肥等の農業資材に由来する

と考えられる亜鉛，カドミウムが表層土壌に蓄積傾向にあることを示した14)

さらに，これらの土壌における銅，盟鉛の存在形態を選択溶解，逐次抽出処理

によって比較・検討した.また，種類の異なる土壌に鍋，亜鉛が負荷された場

合，存在形態にどの様な違いが見られるかについても同様の手法を用いて検討

を加えた.その結果，供試したいずれの土壌でも，銅は，亜鉛と比較して土壌

有機物に吸蔵される傾向が大きいことが認められた.そこで，第2章では，土
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壌有機物に吸蔵された形態、の銅の植物に対する可給性について検討するための

栽培試験および水耕試験を行い，銅は土壌有機物に吸蔵されることにより植物

に対する可給性が低下することを示した 15 )また，植物は，土壌溶液中で高分

子の腐植酸などから遊離して存在する銅を吸収しているものと推察した.さら

に，水溶性の形態の銅のうち，解離して存在する銅イオンと，低分子銅有機物

錯体のいずれが植物によって吸収されやすいかについて研究を進め 16) 生成す

る低分子銅錯体の荷電性がそれを左右する重要な要因の一つであることを示し

た17) 第 2章の実験結果を通じて，土壌からの植物による銅吸収形態は，主と

して銅イオンであると考察されたので，第3章では，植物が過剰の銅イオンに

さらされた場合の根における銅の存在状態および根細胞壁の示す銅結合容量に

ついて明らかにした 18) そして，少なくとも銅吸収の初期の段階では，根細胞

壁が過剰の銅が地上部へ移行するのを抑制するのに貢献していることを示した.

n
d
 



亜鉛の存在形態の検討選択溶解，逐次抽出処理による土壌中の銅，第 1章

土壌有機物，土壌溶液に溶解して存在する以外に，粘土鉱物，土壌中の銅は，

遊離酸化物等に吸着，吸蔵され互いに平衡関係にあると考えられる(図1-1). 

土壌諮渡に諮解したり粘土鉱物などに吸着されて存在する銅は，これらのうち，

土壌有機物や遊離酸化物に吸植物に対する直接的な供給調となるのに対して，

土壌中での銅の一種のプールとして働くと考えること蔵された形態のものは，

土壌溶液中の銅濃度の低下や土壌これらの形態の銅は，すなわち，ができる.

条件(pHや酸化還元電位など)の変化に応じて可溶化し，植物に利用されやす

したがって，土壌の銅供給力を評価する上い形態に変化するものと思われる.

においても土壌の構成成分を分別し銅の形態別存在量を明らかにすることが重

肥料その他の農業用資材
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要である.しかし，機械的方法を用いてこれを行うことはきわめて困難であり，

浮遊選鉱法などを適用しようとした試み19)もあるが，成功例は少ない.一方，

土壌に透次的に化学的処理を施して抽出を行い，存在する重金属を，交換態，

マンガン酸化物吸蔵態，土壌有機物吸蔵態，鉄酸化物吸蔵態，残さ(粘土鉱物

に随伴した形態)などに分画する方法は，比較的短時間で実験を行えることに

加えて，操作も簡単である.このため， McLarenら2O)が土壌中の銅の分画に選

択洛解，逐次抽出法を用いて以来Shuman21)，Millerら22) Levesqueら23，24) 

などの多くの研究者によって検討され，水田土壌中の亜鉛の寄在形態と水稲に

対する亜鉛の可給性に関する研究251'V27) 省略型耕うん (reducedtillage 

method)によって耕作を行った場合 28rv 3日)や堆肥の施用 31)が土壌中での重金

属の存在形態に及ぼす影響などの研究に広く応用されている.日本においても，

ブドウ園土壌に施用されたボルドー液に由来する銅の土壌中での存在形態の分

析32)や，神通川流域のカドミウム汚染土壌における重金属の形態分析 33)に選

択溶解，逐次抽出法を適用した例が報告されている.

選択溶解，逐次抽出処理に用いる試薬や抽出時間等については，現在のとこ

ろ標準化されたものはないが，これまでに用いられてきた試薬には次のような

ものを挙げることができる.すなわち，交換態画分の抽出には， 1M酢酸アンモ

ニウムや1M硝酸マグネシウムなど，マンガン酸化物吸蔵態画分に対しては，塩

酸ヒドロキシルアミン溶液 34)など，土壌有機物吸蔵態画分に対しては，過酸化

水素水，次亜塩素酸ナトリウムによる分解35""38)や，ピロリン酸ナトリウムに

よる抽出 39)など，非品質鉄酸化物吸蔵態画分の抽出には，シュウ酸ーシュウ酸

アンモニウム搭液(Tamm試薬)4日}など，結晶性鉄酸化物吸蔵態画分に対しては，

ハイドロサルファイトナトリウム溶液(CBn試薬)による還元抽出 41)や， uv照

射下またはアスコルビン酸の共存下で'Tamm試薬を作用させる方法42)などである.

しかし，予備的検討の結果，これらの試薬のうちハイドロサルファイトナトリ

ウムは不純物として高濃度の亜鉛を含有することや，過酸化水素水による分解

RJV 



法では抽出液を直接原子吸光法で分析した場合に，脱気が不完全なために指示

値が大きく変動することなどが認められた.そこで，本章では， Millerらの方

法22)を一部改変した選択溶解，逐次抽出法を適用することとし，施設栽培土壌

および3種類の火山灰土壌における銅，亜鉛の存在形態の比較を行おうと試み

た.

第 1節 施設栽培土壌における銅，亜鉛の存在形態

施設栽培土壌では，降雨の影響を受けない条件下で多量の肥料が施用される

ため塩類が集積しやすい.近年では，可溶性塩類の集積に加えて，リン酸の集

積が問題となりつつあり，各地から調査結果の報告がなされている 43.44 )一

方， 1)ン酸肥料中には製造過程で除去されなかったカドミウムなどの重金属が

残留していること 45)や，土壌改良を目的に投入される家畜糞堆肥等の有機質資

材にも高濃度の重金属が含有されていること 46)が知られている.しかし，この

ような集約多肥栽培下での土壌中の重金属含量や，その存在形態の変化につい

て詳細には検討されていない.そこで本節では，施設栽培土壌における養分集

積の実態を明らかにする一環として，高知県下のイチゴハウス土壌を対象に，

まず銅，亜鉛，カドミウム含量の調査を行い，さらにこれらの土壌における銅

と亜鉛の存在形態を比較・検討することを目的とした.

1.作土および下層土の銅，亜鉛，カドミウム含量

1 )実験方法

(1)供試土壌

高知県高岡郡佐川町，島田(灰色低地土・下層黒ボク)，寺川(細粒強グライ

土)，長野および川原田(細粒灰色低地土・灰色系)の施設栽培歴3---12年のハ

ウスからイチゴ栽培直後(1983年5月)に採取した21地点の作土および下層土(

n
h
u
 



作土直下20cmの層)を用いた.なお，下層20cm以内に層の変化が認められた場

合には，作土直下の層を下層土 1，その下部20cmの層を下層土 2とした.また，

対照土壌として，施設裁培歴のない島団地区の3水田と他の3地区の4水田から水

稲栽培後に同様の方法で採取した， 8地点の作土および下層土を用いた.土壌の

採取地点を図1-2に示した.これらの土壌のうち，島田地区の土壌は下層に黒ボ

ク層を有するのに対し，他の3地区の土壌はいずれも島団地区と対照的に下層

の比較的浅い位置にれき層を含み，土壌断面も類似している.このような下層

の相違に基づいて，施設栽培土壌のうち島田地区の土壌をA群，他の 3地区の土

壌をB群とした.一方，対照水田土壌は，一括してC群とした.供試土壌の一般

的性質，養分(窒素，リン酸，塩基)の集積実態，施肥概要等は，すでに吉川

ら43)によって調査・研究されている通りであるが，表1-1にリン酸および塩基

の集積実態について要約して示した.

M
n
A
B
I
B
B
E
l
 

Ikm 

図1-2 供試土壌の採取地点
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表1-1供試土壇作土のトルオーグ・リン俊，交換性猛基含量

トルオーグリン酸 交換性溢基(Jleq/100g) 主信基飽和度

(lIgP20o/100g) Ca Mg K (%) 

施設裁培土t哀(A，s群)
(n=21) 平均値 231 9.99 2.38 1. 09 83.8 

最大値 455 15.6 5.25 2.51 135 

最小値 96 5.73 1. 01 0.41 45.6 

対照水田土t哀(C群)
(n= 8) 平均値 47 7.52 1.11 0.23 58.0 

忌大{直 81 9.52 1. 48 0.36 85.1 
最小値 16 4.21 0.83 0.17 38.5 

(2)分析方法

上記土壌の風乾細土を常法47)にしたがって硝酸ー過塩素酸で分解し，分析試

料とした.試料中の銅と亜鉛は直接または適宜希釈後原子吸光法により，カド

ミウムは，ジエチルジチオカルパミン酸ナトリウムーメチルイソブチルケトン抽

出後原子吸光法により測定した.なお，銅と亜鉛については D2ランプでパッ

クグラウンド吸収の補正を行った.分析値は，絶乾土あたりのppmで表示した.

2 )結果および考察

表1-2に供試土壌の銅，亜鉛，カドミウム含量の分析結果を示した.さらに，

図1-3には， A， B， C各群ごとに作土および下層土のこれらの元素含量の分布の

様子を示した.また，表1-3に，施設栽培土壌は， B群)と対照水田土壌(C群)

とについて銅，亜鉛，カドミウム含量の算術平均および標準偏差を示した.

供試土壌の銅含量は，作土と下層土あるいは，施設栽培土壌と対照水田土壌

を比較しても有意な差は認められなかった(表ト3).一方，施設栽培土壌作土

の亜鉛およびカドミウム含量は，その下層土および対照水田土壌の作土，下層

土よりも有意に高く，亜鉛で、約30ppm，カドミウムで約O.3ppmの差が認められた

(表1-3).亜鉛については，環境庁の「農用地における土壌中の重金属等の蓄

積防止に係わる管理基準」として 120ppm(作土の強酸分解性亜鉛濃度)が定め

。。



表 1-2 供試土I宴の錦、亜鉛、カドミウム含量 (pp圃)
(各土tjの11ま作土を、 2. 31ま下層土を示す)

Cd 

B15-1 
B15-2 
B15-3 

0.65 
0.46 
0.28 

Zn 

158.3 
126.2 
103.7 

Cu 

35.9 
32.3 
36.2 

土tjCd 

A1-1 
Al-2 
Al-3 

0.50 
0.10 
0.06 

Zn 

111. 4 
60.5 
56.6 

Cu 

27.7 
24.0 
19.3 

土tj

0.57 
0.19 

0.40 

0.50 
0.38 
0.12 

145.4 
107.9 

95.4 

86.9 
83.5 
48.9 

35.3 
34.8 

30.7 

20.9 
21.3 
13.1 

B16-1 
B16-2 

B17-1 

818-1 
818-2 
818-3 

0.72 
0.15 

0.74 
0.14 
0.13 

0.62 
0.13 

130.5 
94.9 

97.8 
60.2 
56.8 

32.0 
33.9 

27. 1 
23.1 
32.。

A2-1 
A2-2 

A3-1 
A3-2 
A3-3 

0.48 
0.10 

82.7 
50.7 

20.0 
14.6 

819剖 l
819-2 

106.1 
69.2 

29.4 
25.9 

A4-1 
A4-2 

0.40 
0.12 

74.3 
42.0 

16.8 
13.4 

820-1 
820-2 

0.47 
0.10 

87.4 
70.7 

21. 9 
27.8 

A5-1 
A5-2 

0.50 
0.06 

98.0 
66.2 

21.2 
19.9 

A6-1 
A6-2 

0.61 102.7 25.0 821-1 
0.55 
0.11 

111. 9 
80.0 

24.5 
20.7 

A7-1 
A7-2 0.50 

0.21 
87.9 
64.0 

25.5 
30.1 

C1-1 
Cl-2 

0.48 
0.11 
0.06 

107.1 
61.4 
61.6 

22.0 
18.6 
16.3 

A8-1 
A8-2 
A8-3 

n.d. 
0.17 

0.36 
0.12 

83.5 
70.5 

84.9 
62.7 

21.2 
27.8 

20.8 
18.9 

C2勾 I
C2町 2

C3-1 
C3-2 

0.36 
0.09 
0.05 

94.2 
67.2 
75.1 

22.5 
19.8 
23.1 

A9-1 
A9“2 
A9-3 

0.20 
0.12 

73.0 
63.7 

15.7 
7.9 

C4 -1 
C4-2 0.25 

0.06 
0.06 

66.4 
51.1 
55.8 

20.5 
20.6 
21.9 

810-1 
810-2 
810-3 0.28 

0.19 
72.4 
64.4 

19.4 
19.3 

C5-1 
C5-2 

0.44 
0.11 

111. 8 
59.3 

21. 8 
20.7 

811-1 
811目 2 0.13 

0.05 
56.3 
51. 9 

19.9 
17.4 

C6-1 
C6-2 

0.37 
0.11 

89.9 
62.6 

22.6 
25.9 

812-1 
812-2 <0.05 

0.12 
52.9 
44.6 

18.8 
18.2 

C7-1 
C7-2 

0.38 
0.16 

93.3 
78.9 

20.4 
27.2 

813-1 
813-2 0.28 

0.10 
83.6 
66.9 

21.8 
22.3 

C8-1 
C8-2 

0.61 
0.12 
0.07 

131. 7 
78.2 
78.1 

28.1 
35.2 
16.2 

814-1 
814-2 
814-3 

0.24 
0.19 

91.2 
87.0 

40.4 
57.2 

C9-1 
C9-2 

n.d.;測定せず

この値を越えるものB群)作土のなかには，施設栽培土壌 (A，られているが，

C群と比較

作土これらの土壌では，

カドミウム含量もA，

図ト3) • 

下層土の亜鉛，B群には，

して高いものがいくつか存在した(表1-2，

n
ヨ

さらに，も存在した.
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表1-3 供試土援の銅，亜鉛.カドミウム含量の平均値と標準偏差(pp皿)

Cu Zn Cd 

ne設主主t吉土I哀
表Jfii土(n=21) 25.1ai 5.26 104 bi22.7 0.50b iO.13 

下層土(n=19) 24.2ai 6.44 72.1a土20.5 0.15a i 0.10 

対照土1表

表層土(n=8) 23.1ai 7.51 75 .1a i 12.7 0.28c i 0.12 

下層土(n=9) 24.3ai13.9 64.0a土11.8 0.14ac土0.05

同一元素内で異なるアルファベット問には 1%レベルで有志差あり.

の亜鉛，カドミウム含量が高いことに加えて， B群の土壌は下層にれき層を有し

A群に比べて水持ちが悪いこと 43)から，施設裁培終了後の露地期間中などにこ

れらの元素が土壌水の動きにつれて作土から移行しやすかったためと考えられ

た.

以上の結果は，施設栽培で多量に施用される肥料などの農業資材に不純物と

して含まれる亜鉛やカドミウムが土壌へ負荷されたことが原因と推察される.

したがって，作土におけるこれらの重金属含量の増加傾向は，施設栽培の年数

や他の養分の集積量とも関係があると予想される.そこで，供試土壌の施設栽

培歴と作土の亜鉛，カドミウム含量との関係，および施設栽培土壌は， B群)

の作土におけるリン酸，塩基等の集積量とこれらの重金属元素含量との相関係

数を調べた結果を図1-4および表1-4に示した.図1-4から明らかなように，作土

の亜鉛，カドミウム含量は施設裁培歴の長いほど高くなる傾向が認められた.

また，作土のトルオーグ・リン酸，交換性塩基含量と亜鉛，カドミウム含量の聞

には，有意な正の相闘が認められた(表ト4).したがって，施設栽培土壌では，

多量施肥にともなってこれらの元素が作土に負荷される傾向にあると考えられ

た.

供試した施設栽培土壌で実際に施用された肥料や農業資材の重金属含量が明

-11-
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表1-4 /j在設主主培土 t哀 (A.B~ì')作土の制政態窒素. トル
オーグ・リン西空，交徴性I孟基含量と銅.亜鉛.
カドミウム含量との間の相関係数(n=21)

Cu Zn Cd 

硝駿態窒素

トルオーグ・リン般

交換性局基
(交徴性Ca+l1g+K)

0.252 

0.374 

0.374 
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~: 5 %レベルで有君、
仲 1%レベルで有志

らかでないため，亜鉛およびカドミウムの汚染源を特定することは難しい.供

試土壌ではリン酸の集積が著しいことから，リン酸質肥料中に含有されるカド

ミウムなどが作土に蓄積した可能性が考えられる.しかし， 40年以上にわたり

リン酸質肥料，特にカドミウム含量が高いとされている過リン酸石灰を施用し

た場合でも土壌中へのカドミウムの集積は微量であるとの報告48)もあり，リン

酸質肥料以外の農業資材にも原因があるものと推察された.作土の亜鉛，カド

ミウム含量が比較的高かったB群の土壌では，諮成りん肥の多量施用歴があるこ

とに加え，土壌改良資材として10a当り 4---8tの家畜糞堆肥を連年施用している

土壌が多い 43)ことから，これらに含まれていた亜鉛やカドミウムが作土に負荷

されたものと思われた.

一方，すでに述べたように，銅は，硝酸ー過塩素酸分解法による全含量の分析

結果では施設裁培土壌に負荷傾向にあるとは言えなかった.しかし，家畜糞堆

肥等には，高濃度の銅が含まれている場合もあり，土壌中の銅の特定の存在形

態を取り上げて比較した場合には，施設栽培土壌への銅の負荷が認められる場

合もあると思われた.

供試土壌中の銅，亜鉛，カドミウム含量は，関東，北陸，中園地域の非汚染

土壌におげる重金属の天然賦存量48)と比較しても異常に高い値ではなく，作物

に直ちに障害を引き起こすとは考えられない.しかし，集約多肥栽培にともな

ー13-



ってこれらの重金属元素が負荷傾向にあることは注意すべき点である.

2.作土における銅，亜鉛の存在形態

1 )実験方法

(1)供試土壌

第 1節1.で銅，亜鉛，カドミウム含量の調査に用いた施設栽培土壌および

対照水田土壌の作土の風乾細土を用いた.また，実験精度を確認するため，銅，

亜鉛含量が明らかにされている土壌標準試料NDG-8(鉱毒汚染土壌，灰色低地水

田土壌水尻部)47)についても実験を行った.

(2)選択搭解，逐次抽出法

上記土壌3.000gを250ml容のネジ蓋付きボリ遠心管にとり Millerらの方法22)

を一部改変した方法で，土壌中の銅，亜鉛を交換態，特異吸着態，酸可溶態，

マンガン酸化物吸蔵態，土壌有機物吸蔵態，非品質鉄酸化物吸蔵態，結晶性鉄

酸化物吸蔵態，残さの 8画分に連続的に分画を行った.各画分の抽出に用いた

試薬，抽出条件等は表ト5に示した通りである.

Millerらの原法22)と異なる主な点は次の通りである.①原法では，交換態画

分の抽出に0.5M硝酸カルシウム溶液を用いているが，本法ではこれまでよく用

いられてきたpH7.0の1M酢酸アンモニウム溶液を用いた. ②原法では，特異

吸着態画分の抽出にO.lM硝酸カルシウムを共存させた0.05M硝酸鉛(II )溶液を

用いているが，特にpHの指定はない.この溶液のpHは無調整の場合約4.0となり，

酸性条件下で容易に可溶化する酸化物の一部を抽出する可能性があると考えら

れた.そこで本法では， 0.05M硝酸鉛(II )溶液に0.5Hの酢酸アンモニウムを共

存させ， pH 6.0に調整した溶液を用いた(なお，この溶液のpHを7.0とすると水

酸化物と思われる沈澱が生成したためpH6.0とした).③原法では，結晶性鉄

酸化物吸蔵態画分の抽出にuv照射下で'Tamm試薬を作用させる方法をとっている

が， uvの波長が明らかにされていない.また，多量のサンプルを処理した場合

-14-



表1-5 選択溶解逐次抽出法にJIlいた試薬および揃出条件

(H illerら22，の方法を一部改変)

画分 試薬 土t塞ー溶液比 抽出条件

し交換態 1H CH，COONH， (pH 7.0) 1:10 2時間振とう

(Ex.) 

2.特異吸着態、 0.05H Pb(N03)2 + 0.5H CH，COONH， 1:10 2時fm振とう

(Pb-disp.) (pH 6.0) 

3.酸可溶態 (Acid) 2.5% CH3∞OH (pH 2.6) 1:10 6時flij娠とう

(Acid) 

4. Hn酸化物吸蔵態 0.1H NHεOH HCl (pH 2.0) 1:50 30分間振とう

(HnO) 

5.土IS有機物吸蔵態 0.1H Na，Pっ07 (pH 10.0) 1:50 24時間振とう

(Org. ) 

6. J~品質Fe般化物吸蔵態 0.1H H2C20， + O.175H (NH')2C20， 1:50 4時間振とう

(Amorp. FeO) (pH 3.3) (H古巣下)

7.結品性Fe酸化物吸蔵態 0.1H H2C20. + O.175H (NH，)2C20. 1:50 30分!日j時々振とう

(Cryst. FeO) + O.1H ascorbic acid (pH 3.1) (沸E聖水浴中)

8.残さ 硝綬ー過出:;t般分解

(Res.) 

に条件が不均ーになる可能性があると考えられた.そこで本法ではShuman42)に

よって報告されているアスコルビン酸を共存させたTamm試薬を用いた.④残さ

画分の分解には，フッ化水素酸分解法よりも操作が容易である硝酸ー過塩素酸分

解法47)を用いた.

また 1つの画分の抽出を終えて次の画分の抽出に移る場合には， 10，000gで

10分間の遠心を行った.得られた上清部は， No.5Cのろ紙でろ過後，直接法によ

る原子吸光分析に供試した.銅，亜鉛ともに分析に際しては， D2ランプでパッ

クグラウンド吸収の補正を行った.

上記の選択溶解，逐次抽出処理に加えて，特異吸着態画分の抽出に用いた鉛

イオンの効果について確認するため，供試土壌の交換態画分を抽出後，pH 6.0 

の鉛イオンを含まない0.5H酢酸アンモニウム溶譲で抽出を行った場合に置換・

溶出される亜鉛含量の測定も行った.

R
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各面分;こ泊出された錨含量 (pp田)

回収率
(Z〉

会合量各画分
の和

Org. Amorp.Cryst. Res. 
FeG FeO 

選択i苔解、逐次1国出処理の結果、
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その分析値の平均を結果として示した.実験はすべて 2回反復を行い，

2 )結果および考察

亜鉛含量を表1-6，各画分に抽出された銅，逐次抽出処理の結果，選択溶解，

1-7に示した.

各画分に抽出された元素含量の和の土壌中全含量に対する百分率(表1-6，

試薬等亜鉛の方が銅よりも若干高くなる傾向が認められ，1-7中の回収率)は，

供試土壌全体における

亜鉛で112.6%と100%に近い回収率が得られてい

ー16-

しかし，から亜鉛の混入があった可能性が考えられる.

銅で96.6%，回収率の平均値は，



表1-7選択洛解、逐次抽出処理の結果、各画分に倒tl1された亜鉛含量 (pp田)

回以率 0.5N
(%) 酢安井

Org. IImorp. Cryst. 百es .各画分全含量
FeO FeO の和

MnO Acid Pb-
disp. 
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韓:交換態画分抽出後、 Pbを含まない pH5.0のO.5M酢厳アンモニウム溶液で
抽出を行った場合

亜鉛99.3%の回収率および土壌標準試料NDG-8の分析結果でも銅97.5%，ること，

以下の考察に影響を及ぼすほどの亜鉛の汚染はなかが得られていることから，

2回の分析結果の標本標準偏差から算出した変動さらに，ったと考えられた.

特亜鉛11.2%， 交換態画分;銅17.1%，係数の全供試土壌についての平均値は，

マンガン酸化物亜鉛3.8%，酸可溶態画分;銅8.0%，異吸着態画分;亜鉛3.8%，

亜鉛6.0%，亜鉛5.0%，土壌有機物吸蔵態画分;銅10.9%，吸蔵態画分;銅8.9%，

亜鉛結晶性鉄酸化物画分;銅7.2%，亜鉛9.7%，非品質鉄酸化物画分;銅5.4%，

交換態画分を除いてほぼ再現性の

ある逐次分画が行えたと考えられた(特異吸着態画分に抽出された銅の変動係

円-
唱
'
・
&

亜鉛2.9%であり，残さ画分;銅4.2%，3.4%， 



数は，分析値に検出限界以下のものが多く含まれていたため算出しなかった). 

この画分に抽出された元素合量が微量で交換態画分の変動係数が大きいのは，

あったためと考えられた.

各画分への銅の分布① 

B群)と対照水田土壌(c群)と表1-6の分析値をもとに，施設栽培土壌(A， 

についてそれぞれの画分に抽出された鍋含量の平均値と標準偏差を求め表1-8

図1-5には，各画分に抽出された銅含量の和を100とした場合また，に示した.

さらに，各画分に抽のそれぞれの画分への銅の分布の様子をグラフで示した.

出された銅含量と土壌のいくつかの化学的性質との相関関係を表1-9に示した.

図1-5に示したように，施設栽培土壌，対照水田土壌ともに，銅は，残さ画分

ついで非品質鉄酸化物吸蔵態画分に多く分布以外では土壌有機物吸蔵態画分，

17.3---25.6%を占めた.それぞれ土壌中全含量の20.1---26.2%， し，

また，第 1節で述べたように，施設栽培土壌と対照水田土壌との間で銅全含

土壌有機物および非品質鉄酸化物吸蔵態量に有意な差は認められなかったが，

画分では，施設栽培土壌の銅含量の方が有意に高い結果が得られた(表ト8). 

交換また，非品質鉄酸化物画分に抽出された銅含量とトルオーグリン酸含量，

全このことは，性塩基含量との聞には有意な正の相関が認められた(表ト9) • 

甲

ιー含量では実験誤差のために有意差が認められなくなる程度の量ではあるが，

れらの画分へ銅が集積傾向にあることを示唆していると思われる.

各画分に抽出された銅含量の平均値と標準偏差(pplI)表1-8

Amorp. Cryst. Res.各画分
FeO FeO の和

日rg.KnO Acid Ex. Pb-
dis p. 

施設裁培土穫は.B群)
平均値 0.20 
標準偏差 0.06 

対照水田土壌 (C群)
平均値
標準偏差

8.74 24.1 
2.06 5.10 

5.73ネホ 1. 64 
1.62 0.34 

6.02忠
1. 55 

0.29本本 1. 47 
0.15 0.49 

< 0.1 

10.2 22.3 
5.22 7.68 

1. 42 
0.23 

3.86 
1.12 

4.48 
1. 39 

1. 78 
0.31 

0.42 
0.06 

< 0.1 0.16 
0.03 

対照水田土犠との間1こ;'i%レベルで有意差あり
対照水田土混との間(ご 1%レベルで有意差あり
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Res. Crお-Amorp. 
FeO 

Org. MnO Acid Pb-disp. Ex. 

図施設栽培土壌口対照水田土壌

各両分への}f，jの分布(各[iui分にllhlUされた銅合i設の和を100とする)(:21 1-5 

表1-9各画分lこflD出された銅含量と土曜の化学的性賓との相関係数

各直分

'乃和

Res. Cryst. 

Feu 

ii耳目rp.

FeG 

urg. MnO Acid Pb-disp. Ex. 

0.182 -0.003 0.444ネ 0.2160.089 0.028 -0.091 0.133 硝酸態窒素含量

0.336 0.u29 0.693常事 0.476本0.316 -0.126 -0.208 トルオーク・リシ酸 -0.018

0.373 u.210 0.709'同 0.535>.'u.245 -0.302 ー0.428-0.197 交換性塩基含量

0.115 -0.089 0.133 0.447'-' 0.032 -0.076 -0.183 -0.049 電気伝導度

-0.140 0.101 0.100 0.085 -0.557':'ヰー0.459':'-0.200 -0.553 ・:n:~ ーーpヨ

0.250 

本;5%レベルで有意な相関関係，持;l%νベルで有意な相!頭領係.
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施設栽培土壌の方が対照水含量の差は小さいが，酸可溶態画分では，方

供試した施設栽培土壌では塩田土壌よりも有意に低いという結果が得られた.

酸可基の集積にともなって土壌pHが上昇傾向にあることが報告されており 43)

溶態画分の抽出試薬(2.5%酢酸)の緩衝能が低いためにpHの高い土壌ではその

影響を受け，酸性条件下で容易に可諮化されるような酸化物を抽出する能力が

酸可j容態画分の銅含量と土壌このことは，低下したことが原因と推察された.

pHとの間に有意な負の相関が認められることからも支持された.

各画分への亜鉛の分布② 

とB群)と対照水田土壌(c群)施設栽培土壌 0，表1-7の分析値をもとに，

それぞれの画分に抽出された亜鉛含量の平均値と標準偏差を求め，について，

各画分に抽出された亜鉛含量の和を100と図1-6には，また，表ト10に示した.

さらに，した場合のそれぞれの画分への亜鉛の分布の様子をグラフで示した.

各画分に抽出された亜鉛含量と土壌のいくつかの化学的性質との相関関係を，

表1-11に示した.

残さ画分以外では結晶性鉄酸化物吸蔵態画分，図1-6に示したように，亜鉛は，

それぞれ土壌中全含量の18.8----土壌有機物吸蔵態画分に多く分布し，ついで，

特異吸着態また，銅とは異なる分布傾向を示した.9.5----11.2%を占め，25.9%， 

交換態画分を抽出後鉛イオンを含まないpH6.0 画分に抽出された亜鉛含量と，

各車草分:ご摘出された亜鉛含量の平均値と標準偏差(ppm)表1-10

各函分

の和

Amorp. Cryst. Res. 
FeO FeO 

Org. MnO Acid Pb-
disp. 

Ex. 

施設裁培土I裏(A.B群)
平均値 0.90柑 6.23材 9.97判 10.2，;:ネ 11.7料 7.09特 22.1 47.0 l15 判
標準偏差 0.41 1.95 3.53 4.61 2.82 1.80 4.47 8.95 21.5 

対照水田土壇 (C群)
平均値
標準偏差

86.5 
13.0 

22.4 41.8 
4.99 4.47 

4.88 
1. 5 7 

8.26 
1. 80 

3.88 
0.86 

3.57 
1. 22 

1. 37 
0.74 

0.31 
0.13 

対照水田土fHとの間:ご 5%レベルで有意差あり
対照水国土fHとの間:こ 1%レベ J(，.で有意差あり
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C 
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Res. Cryst. 
FeO 

Amorp. 
FeO 

Org MnO Acid Pb-disp. Ex. 

o 

図施設栽培土壌口対照水田土壌

各国分への亜鉛の分布(各 i~lj 分に tÚUl~ された裂 311 合 Ir1:の ftJ を 100 とする)[:;1 1-6 

図lflの小グラフは特呉吸お態附分 (Pb-disp.)を鉱大したものであり，

交換!iH由出i圭，鉛イオンを合まないpH6.0の

0.5Hの酢鮫アンモニウム溶校で袖tHされた強1ii合援を示す.

巣く塗りつぶした部分は，

表1-11各画分iこ抽出された亜鉛含量とヱI衰の化学的性質との相関係数

各画分

の和

Res. CIYst. 

Fe日

A.orp. 

FeO 

Org. HnO Acid Pb-disp. Ex. 

0.401 0.028 0.196 0.416 O. 641~'本 0.700ホネ 0.094 0.506本-0.044 硝酸態窒素含量

0.619** 0.595;"* 0.150 0.498率0.631制 0.826特 0.859梓 0.143トルオーグ・リン綾 -0.294

O.678~坤0.371 0.606*~' 0.542* 0.750特 0.844柑 0.1270.522.' -0.509::< 交換性塩基含量

0.353 -0.057 0.135 0.405 0.651:同 0.723;'<>;:-0.0100.493* -0.115 電気伝導度

0.116 0.130 0.127 0.030 -0.209 0.270 0.116 由 0.806特 -0.213pH 

0.650'::* 0.323 

*; :5 %レベ 11..-で有.~，'';''組問関係，持 1% レベルで有意な相間関係.

一21-
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の0.5H酢酸アンモニウム溶液で抽出した場合の亜鉛含量とを比較すると(図1-6

中の小グラフ)，施設栽培土壌の場合，特異吸着態画分に抽出された亜鉛含量の

80~ 90%が鉛イオンの効果によって交換・溶出されたと考えられた.この結果は，

特異吸着態画分に抽出された銅含量が，ほとんどの土壌で検出限界以下であっ

たことと対照的である.一般に銅イオンは粘土鉱物に対して鉛イオンと同程度

の強い特異吸着性を示すのに対して，亜鉛イオンの特異吸着性は銅や鉛イオン

よりも小さいことが知られている 49) したがって，今回の実験条件では，鉛イ

オンによって亜鉛イオンは効率的に交換されたが，より吸着強度の大きい銅イ

オンは交換されにくかったと推察された.

すでに述べたように，施設栽培土壌における亜鉛全含量は対照水田土壌より

も有意に高い結果が得られたが，選択溶解，逐次抽出処理においても，残さお

よび非品質鉄酸化物吸蔵態画分をのぞく他の全ての画分で施設栽培土壌の亜鉛

含量の方が有意に高い結果が得られた.特に，交換態，酸可溶態，マンガン酸

化物吸蔵態の3画分に抽出された亜鉛含量の差は，亜鉛全含量の差の約60%を占

めた.また，鉛イオンによって交換・溶出されたと考えられる亜鉛含量(図1-6

中の小グラフ参照)にも施設栽培土壌と対照水田土壌との間で大きな差が認め

られた.さらに，表1-11に示したように，特異吸着態からマンガン酸化物吸蔵

態画分に抽出された亜鉛含量とこれらの土壌のリン酸および塩基の集積傾向と

の聞には有意な正の相関が認められた.交換態画分ではこのような傾向は認め

られなかったが，土壌pHとの聞に負の相闘が認められることから，施設栽培土

壌の交換態亜鉛含量は，平均値では対照水田土壌よりも高いにもかかわらず，

土壌pHの上昇の影響を受けたためにリン酸や塩基の集積と傾向を異にしたと推

察きれた.これらの結果は，集約多肥裁培にともなって土壌ヘ負荷された亜鉛

が，アンモニウムイオンや鉛イオンで交換される形態で粘土鉱物などに吸着さ

れたり，マンガン酸化物や酸性条件下で容易に可溶化する酸化物などに吸蔵さ

れて存在していることを示すと考えられた.
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施設栽培土壌では，リン酸の集積にともなって作物に対する亜鉛の有効性の

低下が患念されている日)が，負荷された亜鉛は交換態，特異吸着態，酸可溶態，

マンガン酸化物吸蔵態などの作物に比較的利用されやすいと推察される形態で

存在していることから，このような形態の亜鉛が作物の亜鉛吸収に好ましい影

響をもたらす可能性も考えうる.しかし，土壌pHの上昇にともなって交換態画

分の亜鉛含量が減少傾向にあることは注意する必要があろう.

第2節 火山灰土壌に添加した銅，亜鉛の存在形態

第 1節では，灰色低地土を供試し，土壌中での銅，亜鉛の存在形態の差異を

選択溶解，逐次抽出法を用いて明らかにした.その結果，主として銅は土壌有

機物に，亜鉛は結晶性鉄酸化物に吸蔵されて存在していると考えられた.また，

肥料などの農業資材に由来して施設栽培土壌に負荷されたと考えられる亜鉛は，

交換態，特異吸着態や，酸性条件下で容易に可諮化する酸化物やマンガン酸化

物に吸蔵された形態で存在していると考えられた.土壌に重金属が負荷された

場合のこのような存在形態の変化は，元素及び土壌の種類によって異なること

が予想される.そこで，第2節では 3種類の火山灰土壌に銅または亜鉛を添

加しインキュベートしたのち選択溶解，逐次抽出法を適用し，土壌中での存在

形態の元素間，土壌間での差異について検討を加えた.

1 )実験方法

(1)供試土壌

京都府夜久野町から採取した腐植質火山灰土壌(夜久野土壌)，高知県高岡

部から採取した赤音地土壌，高知県土佐山田町から採取した黒音地土壌の風乾

細土を用いた.供試土壌の化学的性質を表ト12に示した.これらの土壌のうち，

夜久野土壌と黒音地土壌は全炭素含量，ピロリン酸ナトリウム可溶性の鉄，ア

内

dqL
 



表1-12供試土壌の化学的性質

pH(H20) CEC 全長素 リン駿吸収係数

夜久野土壌

赤音地工壌

黒音地土壌

夜久野土壌

赤音地土壌

黒音地土壌

(1:1) (meqj100g) (%) 

4.20 

5.86 

4.89 

NaJP20円可j容

Fe (%) Al (%) 

1.18 2.18 

0.03 0.57 

1. 62 6.04 

44.1 

10.9 

87.5 

9.0 

1.5 

13.8 

Tamm試薬可溶

Fe (%) Al (%) 

1. 38 1. 61 

1. 76 8.98 

2.05 4.72 

2150 

2520 

2660 

CBD試薬可溶

Fe (%) Al (%) 

3.06 1.68 

2.37 1.22 

2.34 2.75 

ルミニウム含量が高く，腐植に富む火山灰土壌であるのに対して，赤音地土壌

はTamm試薬可溶性アルミニウム含量が高く，アロフェンなどの非品質三二酸化

物に富む土壌である.

(2)銅，亜鉛の添加処理及び選択搭解，逐次抽出法

供試土壌50gをネジ蓋付きポリ瓶にとり，風乾土lkg当り1.0 mmol相当の銅ま

たは亜鉛を塩化銅(II )または塩化亜鉛水溶液を用いて添加し圃場用水量に保

った.密栓状態で 1カ月間25
0

Cに放置したのち，土壌を室内で風乾し乳鉢でよ

く混和した.この土壌について，前節で述べた選択溶解，逐次抽出法で銅，亜

鉛の存在形態の検討を行った.ただし，ごの実験では，操作を簡略化するため，

酸可溶態画分の抽出は省略した.また，同時にブランクとして，蒸留水を用い

て同様のインキュベートを行った土壌も調製し銅，亜鉛の分画を行った.ブラ
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ンクと銅，亜鉛添加土壌との各画分に抽出された銅，亜鉛含量の差から，添加

した銅または亜鉛の各画分への分布率を算出した.

2 )結果および考察

添加した銅の各画分への分布率を図1-7に，亜鉛の分布率を図1-8に示した.

添加した銅は，土壌有機物含量の高い土壌では土壌有機物吸蔵態画分に分布

する傾向が著しく，夜久野土壌では添加した銅の63%が，黒音地土壌では88%が

この画分に検出された.この結果は，腐植質火山灰土壌では植物に銅欠乏症状

が発生しやすいこと 3""，， 7)からも明らかなように，土壌中の腐植一鉄，アルミニ

ウム捜合体が銅を吸蔵する傾向がきわめて著しいことによると考えられた.一

方，土壌有機物をほとんど含まない赤音地土壌では，地の土壌に比べて添加し

た銅が交換態，特異吸着態，マンガン酸化物吸蔵態の各画分に多く分布する傾

向が認められた.しかし，赤音地土壌でも添加した銅の41%が土壌有機物画分に

検出された.この理由として，供試土壌の調製時に除去されなかった植物残根

などが銅に対して強い吸着性を示したことが考えられる.また，選択諮解，逐

次抽出法の欠点の 1っとして，用いた抽出試薬が必ずしも目的とする重金属形

態のみを抽出しているとは言えないことがあげられている.例えば， O.1Mピロ

リン酸ナトリウム溶液は，腐植『鉄，アルミニウム複合体を抽出するばかりでな

く，非品質三二酸化物の一部をも抽出することが知られている 51)したがって，

赤音地土壌のように土壌有機物含量が低く，非品質三二酸化物に富む土壌では，

土壌有機物吸蔵態画分の抽出の際に次の画分である非品質三二酸化物に吸蔵さ

れた形態の銅の一部が同時に抽出された可能性があると推察された.

一方，添加した亜鉛の分布率(図ト8)を見るといずれの土壌でも銅の場合に

比べて，交換態，特異吸着態，マンガン酸化物吸蔵態の各画分に分布する割合

が高いことが認められ，特に赤音地土壌で顕著であった.この結果から，亜鉛

は，供試した土壌中で粘土鉱物に吸着されたり，マンガン酸化物などに吸蔵さ
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れる傾向が銅よりも大きいと考えられた.しかし，土壌有機物含量の高い夜久

野土壌，黒音地土壌では，銅の場合と同じく，添加した亜鉛が，土壌有機物吸

蔵態画分に他の画分よりも多く分布する傾向が認められ，腐植ー鉄，アルミニウ

ム複合体が亜鉛の吸蔵にも貢献していると考えられた.

このように選択溶解，逐次抽出処理法を適用することによって，添加した銅，

亜鉛の供試土壌中での存在形態の元素間，土壌問での差異を明らかに示すこと

ができた.しかし，先に述べたように，選択溶解，逐次抽出法にもいくつかの

問題点が見いだされる.すなわち，①特定の存在形態の重金属を可溶化するた

めに用いた試薬の抽出選択性に必ずしも信頼がおけないこと，②土壌のある特

定の成分を溶解し，吸蔵されている重金属を可溶化した際に，その条件では不

溶でより強い吸着性を示す土壌成分が存在する場合，可溶化された重金属の再

吸着や異なる存在形態への再分配が生じる可能性があること，などである.こ

のような欠点が見いだされるにもかかわらず，選択諮解，逐次抽出法が多くの

研究者によって用いられているのは，操作が簡単であることに加えて，他に優

れた方法がないためと思われる.今後，重金属の土壌中での存在形態と植物に

対する可給性を一層明らかにするためにも，選択溶解，逐次抽出法における適

切な試薬の選定と抽出方法の標準化が必要であろう.

第3節要約

施設栽培土壌(灰色低地土)および銅，亜鉛を添加した3種類の火山灰土壌

(夜久野土壌，黒音地土壌，赤音地土壌)を供試し，選択溶解，逐次抽出処理

によって土壌中の銅，亜鉛を，交換態，特異吸着態，酸可溶態，マンガン酸化

物吸蔵態，土壌有機物吸蔵態，非品質鉄酸化物吸蔵態，結晶性鉄酸化物吸蔵態，

残さの各画分に分画し，銅，亜鉛の存在形態を比較検討した.

施設主主培土壌作土における銅は，残さ画分以外では，土壌有機物吸蔵態画分
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に最も多く分布したのに対して，亜鉛は結晶性鉄酸化物吸蔵態画分に多く分布

し，主要な存在形態に差が認められた.また，施設栽培土壌作土の亜鉛全含量

は施設栽培歴のない対照土壌よりも有意に高く，集約多肥栽培にともなって農

業資材等に不純物として含まれる亜鉛が作土に負荷される傾向にあると考えら

れたが，選択溶解，逐次抽出処理の結果，負荷された亜鉛は，主として特異吸

着態，酸可溶態，マンガン酸化物吸蔵態の形態、で存在していることが明らかと

なった.一方，銅全含量は，施設裁培土壌と対照土壌との間で有意な差は認め

られなかったが，土壌有機物及び非品質鉄酸化物画分の銅含量は，施設栽培土

壌の方が有意に高い結果が得られ，これらの画分への銅の負荷が示唆された.

3種類の火山灰土壌に銅，亜鉛を添加し，負荷された銅，亜鉛がどのような

形態で存在するか比較したところ，土壌有機物含量の高い夜久野土壌，黒音地

土壌では，添加した銅の非常に高い割合が土壌有機物吸蔵態画分に検出され，

腐植ー鉄，アルミニウム複合体が銅を吸蔵する傾向がきわめて著しいと考えられ

た.また，土壌有機物をほとんど含まない赤音地土壌では，他の土壌に比べて

交換態，特異吸着態，マンガン酸化物吸蔵態の各画分に分布する傾向が大きい

ことが認められた.一方，添加した亜鉛は，いずれの土壌でも銅の場合に比べ

て交換態，特異吸着態，マンガン酸化物吸蔵態の各画分に分布する割合が高く，

亜鉛は供試土壌中で粘土鉱物に吸着されたりマンガン酸化物などに吸蔵される

傾向が銅よりも大きいと考えられた.
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第2章 植物による鋼吸収形態

第 1章では選択溶解，逐次抽出処理を用いて土壌中の銅，亜鉛を交換態，特

異吸着態，酸可溶態，マンガン酸化物吸蔵態，土壌有機物吸蔵態，非品質鉄酸

化物吸蔵態，結晶性鉄酸化物吸蔵態，及び残さ(粘土鉱物に随伴した形態)の

各存在形態に分別した.土壌中では土壌溶液に溶解して存在する銅，亜鉛が最

も容易に植物によって利用され，上に示した杏種存在形態の銅，亜鉛の植物に

対する可給性(すなわち，どの程度容易に植物に吸収されるか)は，この順序

で低下すると思われる.しかし，これらの存在形態の銅，亜鉛は土壌溶液を媒

体として互いに平衡関係にあり，同時に土壌搭液中の銅，亜鉛濃度を決定して

いると考えられる.したがって，土壌全体としての植物に対する銅，亜鉛の可

給性は，単に土壌溶液中の濃度のみによって決定されるのではなく，土壌溶液

へのこれらの元素の供給速度や供給源(プール)の大きさにも左右されると考

えられる.第 1章の実験結果からも明らかなように，土壌に負荷された舗は土

壌有機物に吸蔵される傾向が著しいのに対して，亜鉛は銅よりも粘土鉱物に吸

着されたりマンガン酸化物などに吸蔵されやすいと考えられた.このような形

態の鍋や亜鉛は，植物根や微生物の作用， pHなどの土壌条件に応じて可溶化さ

れ土壌洛液中への供給源となると考えられるが，銅と亜鉛の存在形態のこのよ

うな差異は，土壌溶液へのこれらの元素の供給速度や供給形態の差を通じて植

物による吸収量に影響すると想定される.さらに，土壌溶譲中での銅の存在形

態は， 90%以上が土壌有機物などに結合し，錯体の形態であること 52)が知られ

ている.したがって，このような低分子の銅ー有機物錯体がそのままの形態で植

物に吸収される可能性が予想されるが，植物が錯体分子を吸収しているのか，

リガンドから解離して存在する銅イオンを吸収しているのかについては不明の

点が多い.銅と土壌有機物との反応と植物による吸収に関する研究はこれまで
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必ずしも少なかったわけではなく，腐植質火山灰土壌における銅欠乏の発生な

どを通じて精力的な研究が行われてきた 3N 7) しかし，緒論でも述べたように，

近年では土壌に銅，亜鉛などの新たな負荷が生じる可能性もあり，土壌中の銅

の存在形態と可給性および植物による銅吸収形態についてさらに詳細を明らか

にする必要があると考えられる.

以上のような観点から，本章第 1節では，土壌に銅が負荷された場合，銅の

土壌中での存在形態の変化が植物による銅吸収に及ぼす影響について，亜鉛の

場合と比較検討することを目的に栽培試験を行った.また，土壌有機物に吸蔵

された銅の可給性および植物による銅吸収形態について考察するために腐植酸

銅水溶液を用いた水耕試験を行った.さらに，第 2節では，低分子合成キレー

ト剤を共存させた銅溶液を用いて水耕試験を行い，植物が低分子銅錯体分子を

吸収しているのかリガンドから解離して存在する銅イオンを吸収しているのか

を明らかにしようと試みた.

第 1節 植物による銅吸収に土壌有機物の及ぼす影響

第 1章第2節の実験結果から，土壌に添加した銅が土壌有機物に吸蔵される

傾向は夜久野土壌，黒音地土壌などの土壌有機物に富む土壌で特に著しいと考

えられた.そこで，本節では，これらの土壌のうち夜久野土壌を取り上げ，鍋

または亜鉛を段階的に添加した夜久野土壌にイタリアンライグラス，レッドク

ローパを播種，生育させ 2回の刈り取りを行って地上部の銅，亜鉛含量の測定

を行った.そして，選択溶解，逐次抽出処理による供試土壌中での銅，亜鉛の

存在形態の検討ならびに栽培後土壌から抽出した腐植酸，フルボ酸両分中のこ

れらの元素含量の分析結果を通じて，土壌中での銅の存在形態と植物による銅

吸収を亜鉛の場合と対比し，これが異種植物聞でどのように異なるかを比較検

討した.さらに，銅添加処理を行った夜久野土壌から銅を吸着，吸蔵した腐植
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酸(腐植酸銅)を抽出しこれを用いて水耕試験を行い，腐植酸に吸着，吸蔵さ

れた形態、の銅の可給性および腐植酸の共存する水溶液からの植物による銅吸収

形態について考察を加えた.

1 )実験方法

(1)供試土壌

1.腐植質火山灰土壌を用いた栽培試験

第 1章第2節で用いた夜久野土壌を用いた.夜久野土壌の主な化学的性質は

すでに表ト12に示した通りである.原土のままではpHが低くリン酸吸収係数も

高いため植物の生育に不適当と考えられたので，夜久野土壌に対して中和石灰

量の測定を行い，炭酸カルシウム (4gjkg風乾土)でpH5.0に矯正し，さらにリ

ン酸吸収係数の1.5%に当たる過リン酸石灰(1. 86gjkg風乾土)を添加したもの

を供試土壌とした.

(2)栽培方法

塩化銅(II )および塩化亜鉛を風乾土1kgに対してし 0.1， 0.01， O.OOlmmol 

の割合で添加した 4処理区を設けた.添加元素を土壌と均一に混和するために，

200， 20， 2， O. 2mmol/lの塩化銅(II ) ，塩化亜鉛水洛液5mlをタルク粉末10gの

上に加え， 600Cで蒸発乾国後，乳鉢でよく磨砕したものを供試土壌1kgとよく混

和した.しかるのちに，プラスチック容器に処理を施した土壌1kgを充填し，イ

ネ科のイタリアンライグラスあるいはマメ科のレッドクローパの種子を 1ポッ

ト当り 0.3g播種し，ガラス室内で栽培した.播種は1983年5月31日に行い，イタ

リアンライグラスは25日後に，レッドクローパは38日後に 1回目の刈り取りを

行い，さらに栽培を続け25日後にイタリアンライグラス，レッドクローパとも

に2回目の刈り取りを行った.

(3)選択諮解，逐次抽出法および土壌有機物の分画方法

(2)で述べたのと同様の方法で銅，亜鉛の添加処理を行った供試土壌50gをネ
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ジ蓋付きポリ瓶にとり圃場用水量に保った.密栓状態で 1カ月間25
0

Cに放置し

た後，土壌を室内で風乾し乳鉢でよく混和した.この土壌に，第 1章第2節で

述べた選択溶解，逐次抽出法を適用した.また，銅，亜鉛添加処理を行う前の

土壌及び栽培後の土壌から次に述べる方法で腐植酸，フルボ酸画分の抽出を行

った.すなわち，土壌50gにO.5N水酸化ナトリウム溶液500mlを加え，一夜放置

後上清部をとり，硫酸を加えpH2とした.さらに一夜放置後，ろ別して沈澱部

を腐植酸画分，上清部をフルボ酸画分とした.なお，このようにして供試土壌

から抽出した腐植酸の色調係数(Ll log k)は0.516であり，腐植化の程度は高

いと考えられた.

(4)分析方法

重金属の土壌中全含量及び腐植酸中含量は，風乾細土，腐植酸乾燥粉末を硫

酸，硝酸を用いて湿式灰化し原子吸光分析によって定量した.なお，灰化の際

に過酸化水素水を分解促進剤として使用した.フルボ酸画分中の重金属含量は

フルボ酸画分をそのままICP法及び原子吸光法で分析した.腐植酸及びフルボ酸

画分中の重金属含量は風乾土19当りに換算して表示した.選択溶解，逐次抽出

処理によって得られた各画分中の銅，亜鉛含量は第 1章第 1節で述べた方法で

分析した.また，収穫した植物体は， 600Cで乾燥し生育量を測定した後，硫酸，

硝酸を用いて湿式灰化し原子吸光分析に供した.

2 )結果

各処理区のイタリアンライグラス，レッドクローパ収穫物乾燥重および銅，

亜鉛含量を表2-1，2-2に示した.

銅添加区の場合，イタリアンライグラスではlmM添加区でもO.OOlmM添加区に

比べて生育促進が観察されたが，レッドクローパではo.1mM添加区でO.OOlmM添

加区よりも生育が促進されたものの1mM添加区では生育量は低下した.亜鉛添加

区では，レッドクローパの 1回目の刈り取りで亜鉛添加量が増すにつれ生育量
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表2-1 供試土壌に生育させたイタリアンライグラス地上部の

銅，亜鉛含量 (μg/g乾燥重)

1回目の刈り取り 2回目の刈り取り

処理区(mM)

乾燥重(g) Cu Zn 乾燥重(g) Cu Zn 

Cu 0.001 1.83 4.50 21.1 1.49 3.32 23.9 

0.01 1. 97 5.58 20.0 1. 72 3.84 28.2 

0.1 1. 97 10.2 24.8 1. 30 6.72 38.5 

2.02 23.2 28.7 2.15 8.48 36.6 

Zn 0.001 2.30 5.60 31.1 2.18 4.40 36.7 

0.01 2.66 4.97 33.7 1. 78 4.00 42.6 

0.1 1. 98 5.27 41.6 1. 68 3.90 36.3 

l 2.24 5.57 73.1 2.17 3.90 63.9 

表2-2 供試土壊に生育させたレヅドクローパ地上部の鋪，亜鉛

含量 (μg/g乾燥重)

1回目の刈り取り 2回目の刈り取り

処理区(mM)

乾燥重(g) Cu Zn 乾燥重(g) Cu Zn 

Cu 0.001 3.66 7.58 31.9 1.49 10.2 42.1 

0.01 2.67 10.3 :33.2 1.81 12.3 42.4 

0.1 3.15 14.2 36.4 1.52 11. 7 41.9 

2.47 45.8 48.9 1.19 15.8 53.5 

Zn 0.001 3.97 8.54 37.3 1.84 11.4 55.4 

0.01 2.78 10.37 37.6 1.94 12.0 53.3 

0.1 2.66 9.87 48.2 1.84 8.17 61.7 

l 2.74 9.43 79.6 1.84 8.47 125 
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図2-1 名処理区に生育させたイタリアンライグラス， レッドクローパの地上部

銅，亜鉛含量

の低下が認められた.しかし，全ての処理区において過剰の銅，亜鉛によるク

ロロシスは発生せず，外観上の異常は認められなかった.銅添加区の植物体中

銅含量は 1回目に刈り取った植物体では土壌への銅添加量が増加するにつれ

て増加したが 2回目に刈り取った植物体ではその増加傾向が抑えられた.そ

の傾向はイタリアンライグラスよりもレッドクローパにおいて顕著であった.

これに対して，亜鉛添加区では 1回目 2回目の刈り取りとも同様の増加傾向

を示した.図2-1にその模様をグラフにして示した.また，銅添加によって植物

の亜鉛含量は増加する傾向が認められたが，亜鉛添加では銅含量にほとんど影

響を及ぼさなかった.

供試土壌に銅，亜鉛の添加処理を行い 1カ月間インキュベートした土壌中

での銅，亜鉛の存在形態を選択溶解，逐次抽出処理によって分画した結果を，

図2-2，2-3に示した.また，銅，亜鉛添加処理を行う前の供試土壌の重金属含
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表2-3 銅，亜鉛添加処理前の供試土壌およびそれから抽出した

l腐植酸，フルボ酸画分中の銅，亜鉛含量 ( mgjkg風乾主)

土壌中全含量 腐植酸画分 フルボ酸画分

Mn 936 (100) 2.90 (0.31) 9.73 (1.04) 

Co 9.36(00) 0.64 (6.87) 1.46 (15.6) 

Ni 21.3 (100) 0.36 (1.67) 0.38 (1. 76) 

Cu 19.3 (00) 5.43 (28.1) 0.22 (1.13) 

Zn 70.0 (100) 0.83 (1.19) 0.71 (1.01) 

括弧内は，土壌中全含量を100とした檀

量およびそれから抽出した腐植酸，フルボ酸画分中の重金属含量を表2-3に，各

処理区の裁培後土壌中の銅，亜鉛全含量およびそれから抽出した腐植酸，フル

ボ酸画分中の銅，亜鉛含量を表2-4，2-5に示した.

選択溶解，逐次抽出処理の結果(図2-2，2-3)を見ると，第 1章第2節でも

示したように，添加した銅の非常に高い割合が土壌有機物吸蔵態画分に検出さ

れるのに対して，添加した亜鉛は銅の場合に比べて，交換態，特異吸着態，マ

ンガン酸化物吸蔵態画分に分布する割合が高い結果が得られた.また，土壌有

機物の分画結果(表2-3----2-5)では，供試土壌に含まれていた銅は，土壌中全

含量の約30%が0.5N水酸化ナトリウム溶液によって抽出され，そのほとんどが高

分子の土壌有機物を含むと考えられる腐植酸画分中に存在した.さらに，銅添

加を行った土壌においても，添加した銅が腐植酸画分に取り込まれる割合は著

しく高い結果が得られた.一方，亜鉛は土壌中全含量の約2%しかO.5N水酸化ナ

トリウム溶液によって抽出きれなかった.
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表2-4 イタリアンライグラス栽培後土壌およむJそれから摘出した

腐植酸，フルボ酸画分中の銅，亜鉛含量 ( mg/kg風乾土)

処理区(mM) 土壌中全含量 腐植酸画分 フルポ酸画分

Cu 0.001 17.8 (00) 3.38 (19) 0.06 (0.4) 

0.01 19.4 (100) 4.59 (24) く 0.01(0.0) 

0.1 25.9 (100) 6.09 (24) 0.01 (0.1) 

l 107 (100) 21.5 (20) 0.30 (0.3) 

Zn 0.001 72.7 (100) 0.45 (0.52) 0.44 (0.5) 

0.01 73.4 (100) 0.54 (0.74) 0.30 (0.4) 

0.1 74.7 (100) 0.43 (0.58) 0.47 (0.5) 

131 (100) 1.43 (1.1) 2.07 (1.6) 

括張内は，土壌中全含量を100とした値

表2-5 レヅト、クローパ栽培後土壌およびそれから拍出した

腐植酸，フルポ酸画分中の銅，亜鉛含量 ( mg/kg風乾土)

処理区(mM) 土壌中全含量 官植酸画分 フルホ、酸画分

Cu 0.001 18.4 (100) 5.03 (27) 0.40 (2.2) 

0.01 19.3 (100) 7.02 (36) 0.20 (1.0) 

0.1 24.8 (100) 12.2 (49) 0.54 (2.2) 

l 95.4 (100) 49.3 (52) 3.78 (4.0) 

Zn 0.001 85.5 (100) 0.61 (0.7) 0.60 (0.7) 

0.01 79.4 (100) 0.60 (0.8) 1. 00 (1. 3) 

0.1 78.7 (100) 0.60 (0.8) 1. 64 (2.1) 

l 134 (100) 0.74 (0.6) 2.99 (2.2) 

括弧内は，土壌中全含量を100とした値
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3 )考察

選択溶解，逐次抽出処理における土壌有機物吸蔵態画分の抽出にはピロリン

酸ナトリウム溶液を用いたのに対して，腐植酸，フルボ酸画分の抽出には水酸

化ナトリウム溶波を用いた.これは，次節の水耕実験において腐植酸粉末を用

いる際にピロリン酸塩の混入を避けるためであるが，このような強アルカリに

よる抽出法では，銅，亜鉛が水酸化物として沈澱し，腐植酸，フルボ酸画分に

抽出されなかったり，これらの画分間で再分配が生じている可能性がある.特

に亜鉛の場合，選択溶解，逐次抽出法では土壌中全含量の約10----30%が土壌有機

物吸蔵態画分に抽出されたのに対して， 0.5N水酸化ナトリウム溶液では，約2%

しか抽出されなかったが，上に述べたようなことが理由と推察される.しかし，

銅の場合，①土壌中全含量の約30%という高い割合が0.5N水酸化ナトリウム洛液

によって抽出され，硫酸酸性にしても可溶化されることなくそのほとんどが腐

植酸画分に検出されたこと，②銅添加濃度を高めるにつれ腐植酸画分の銅含量

が増加したこと，そして，③選択溶解，逐次抽出処理の結果でも0.5N水酸化ナ

トリウム溶液で抽出された量に匹敵する銅が土壌有機物吸蔵態画分に検出され

ていることなどから，銅は特に高分子の土壌有機物に対する吸着性が亜鉛に比

べて著しく高いと考えられた.一方，亜鉛は図ト3に示したように銅と比較して

交換態，特異吸着態，マンガン酸化物吸蔵態の各画分に分布する傾向が大きく，

1 rv ing-¥I/i 11 iamsの序列からも推定されるように，亜鉛の土壌有機物との錯形成

能は銅よりも小さいと考えられた.

土壌中での銅のこのような存在形態に対して植物の銅含量を見ると，イタリ

アンライグラス，レッドクローパともに 2回目に刈り取った植物体中の銅含量

は1回目のそれよりも低下しており，栽培期間中に土壌有機物，特に腐植酸に

よる銅の吸着，吸蔵が進行したために，植物に対する可給度が低下したと推定

された.また，この傾向は，図2-1に示したようにイタリアンライグラスよりも

レッドクローバにおいて顕著であり，根圏における銅吸収あるいは，吸収した
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銅の地上部への輸送能力に植物種間差が存在することが示唆された.今回の実

験条件では銅，亜鉛の添加によって植物に過剰症状はあらわれず，lmmol/kg風

乾土以下の銅，亜鉛添加は植物に生育障害を引き起こすには低い濃度であった

と考えられた.したがって，栽培試験で 2回目の刈り取りでの銅吸収が 1回

目よりも低下したことは，植物根の活性低下によるものではなく，土壌中にお

ける銅可給度の変化によるものと考えられた.砂壌土，砂土，有機質土壌にカ

ドミウム，鉛，亜鉛，銅を添加して，オートムギを生育させ，重金属吸収量を

土壌間で比較すると，いずれの元素でも有機質土壇からの吸収量が最も低いこ

と53)や，土壌溶液中の銅，亜鉛の存在形態について，亜鉛では約50%，舗では

90%以上が金属酸化物や土壌有機物に吸着されて錯体となっていること 54!が報

告されている.特に腐植質火山灰土壌では，変異荷電を有する粘土鉱物や土壌

有機物が重金属に対して選択吸着性を示し，土壌pHなどの影響を受けつつ土壌

溶液中のこれらの元素の濃度を決定していると考えられる.今回の実験条件で

は土壌pHが5.0と低いが，粘土鉱物とは異なる吸着特性を有する腐植が銅に対し

て著しく高い選択吸着性を示したために，土壌溶液中への銅の供給量が低下し

たと考察された.一方，亜鉛では，粘土鉱物に吸着された形態や，土壌pHの影

響を受けて比較的容易に可溶化する酸化物などに吸蔵されて存在する傾向が大

きかったために，銅の場合よりも土壌諮液中への亜鉛の供給が維持されていた

のではないかと推察された.また，銅添加により植物体の亜鉛含量が増加する

傾向が認められた.これは，土壌中で銅が亜鉛の吸着サイトに対して競合した

結果，土壌溶液中への亜鉛の供給量が増加したためと考えられるが，植物体内

における亜鉛の吸収移行にも銅が影響を及ぼした可能性がある.

2. 腐植酸銅水溶寝からの植物による銅吸収

1 )実験方法

(1)腐植酸銅の調製
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夜久野土壌に風乾土lkg当り O.lmo 1相当の鋼を塩化銅(II )水溶液を用いて添

加し，園場用水量に保ち， 200Cで1カ月開放置した.この土壌から第 1節 1. 

で述べた方法で腐植酸を抽出し， 60
0Cで乾燥後磨砕したものを腐植酸銅とした.

この腐植酸銅を溢式灰化後原子吸光分析した結果，腐植酸銅19中には4480μgの

銅が含まれていた.なお，原土から抽出した腐植酸19中には74μgの銅が含まれ

ていた.

(2)吸収実験の方法

0.5ppmの銅を塩化銅(II ) ，腐植酸銅， EDTA銅の形態で与えた区の計3処理

区を設けた. EDTA銅区は腐植酸銅からの銅吸収を合成有機錯体銅よりの吸収と

比較するために設けた.腐植酸銅はあらかじめ最少量のO.lN水酸化ナトリウム

溶液に溶解後，所定の濃度に希釈し，塩酸を用いてpH6.0に調整した.腐植酸

銅の溶解および中和に用いた水酸化ナトリウム，塩酸の影響を避けるため，塩

化銅(II ) ， EDT A銅の各区についても同様の操作を行い， pH 6.0に調整した.

また，カルシウムイオンは植物根細胞膜の構造やイオンの透過性を正常に保つ

ための必須イオンであることが知られている 55)ので，実験は0.5mM塩化カルシ

ウムの共存下で行った.供試植物はイタリアンライグラスおよびレッドクロー

パとし，イタリアンライグラスは発芽後3週間，レッドクローパは発芽後4週

間木村氏B液で載培し，種子0.3g由来の植物体を 1検体として実験に用いた.

この期間中，水耕液は 1週間に 1度交換した.吸収実験には， 3 1の名処理区

の水港液を含むa/5000ワグネルポットに 2検体の植物体を移植し，処理開始後

0， 1， 3日後:にサンフ。リングした.

(3)分析方法

植物根の銅吸収量を正確に把握するためには，細胞壁などに吸着して存在す

る銅を洗浄することが必要である.銅の場合，有機物に対する特異吸着性が高

いことから，通常洗浄に用いられるカルシウムイオンでは不十分で，物理化学

的性質が銅イオンに近い鉛イオンを用いることが適当であることが報告されて
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いる 56) 予備実験の結果，イタリアンライグラス，レッドクローパに対しては，

5mM硝酸鉛溶液を用いて5
0

Cで2時間洗捧することが適当と考えられたので，サン

プリングした植物体の根部を 1検体は水で，他の 1検体は上記の方法で洗捧し

た後地上部と根部に分け， 60
0

Cで乾燥後硫酸，硝酸で湿式灰化し，原子吸光分

析を行った.

2 )結果および考察

腐植酸の存在が植物の養分吸収，生育に及ぼす影響については，水耕液中で

の腐植酸の存在が，過剰に存在する亜鉛濃度を低下させることによって，その

吸収量を減少させたという報告57)がある.一方，オオムギを用いた砂耕試験で，

腐植酸の諒加が銅吸収を促進し生育量を増加させたという報告5れもある.今回

の水耕試験では腐植酸自体の生育促進効果は認められなかったが，これは播種

後3-4遇間栽培した植物体を使用していることと試験期聞が短かったためと考

えられた.

O.5ppmの塩化銅(II ) ，腐植酸銅， EDTA銅水諮譲を用いた水耕試験の結果を

図2-4(A)， (B)， (C)に示した.イタリアンライグラス，レッドクローパの地上

部，根部共に腐植酸銅やEDTA銅の形態、で銅を与えた場合には，塩化銅(II )と

して与えた場合よりも銅含量は低下し，特に根部でその傾向が著しかった(図

2-4 (A)， (C)) .また，根部を鉛イオンで洗浄することによって得られた根部

銅吸収量はいずれの処理区においても水で洗冷した場合の約1/2となったが，銅

を無機態で与えた場合の方が有機態で与えた場合よりも銅吸収量が高いという

傾向は変わらなかった(国2-4(B)， (C)) .この結果は，腐植酸銅やEDTA銅の

錯体からの銅吸収は非常に遅いことを示していると考えられた.

水で洗浄した根部の銅含量と鉛イオンで洗浄して得られた根部銅吸収量の差

から，植物根に吸着した鋼の量を算出し表2-6に示した.銅は有機物に対する特

異吸着性が高いため，植物根に吸着されて存在する銅の量は水耕試験に用いた
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表2-6鉛イオンで洗浄された舗の量 (μgCu/1検体)

イタリアンライグラス

時間(日)

塩化銅(II ) 印TA鋼腐植酸銅

135 4.4 5.0 

112 1.4 。3 

レヅドクローパ

時間(日)

塩化銅(II ) EDTA鋼)鹿植酸鋪

116 6.9 6.0 l 

114 
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水溶液中に存在する銅イオン濃度を反映していると考えられる.鉛イオンによ

って脱着された銅イオンの量は銅の供給形態が塩化銅(II )の場合に最も高く，

水溶液中の銅イオン濃度は塩化銅(II ) >>腐植酸銅>EDT時国の順であると推

定された.したがって，このような水洛液中での銅イオンの活動度の低下が植

物の銅合量低下の原因ではないかと思われた.

P e t ru z z e 11 iら58)は， Neubauer法を用いてコムギの栽培を行った土壌から土

壌有機物を抽出し，ゲル漉過を行った結果，低分子の土壌有機物に弱く吸着さ

れた形態の銅は植物に吸収されるのではないかと推定している.腐植酸に結合

した銅の植物に対する可給性は，腐植酸の化学構造，分子量分布などによって

左右されると考えられ，今回の結果と他の実験結果を直接比較することはでき

ない.また，土壌中においては腐植は，土壌の物理性を向上させるなど，水耕

液中に添加された腐植酸とは異なる役割をも有すると考えられる.しかし，腐

植駿銅を用いた水耕試験の結果から，第 1節 1.の栽培試験で 2回目に刈り取

った植物体の銅含量が 1回目のそれよりも低下した原因を次のように考察する

ことができる.すなわち，低分子の土壌有機物に吸着した鍋がそのまま植物に

吸収される可能性を否定することはできないが，土壌に添加した銅が裁培期間

中に土壌有機物に吸着され，それから解離して存在する植物に吸収可能な銅イ

オンの土壌溶液中での濃度が低下したためと考えられた.

最後に，根部から地上部への銅の移行度を知るために0---1，1---3日目の間の

植物体中の銅の全増加量で，その間の地上部の銅増加量を割り， 100倍した値を

算出し表2-7に示した.銅の地上部への移行度は，イタリアンライグラスでは銅

の供給形態が変わっても差が認められなかったが，レッドクローパの1---3日目

では，塩化銅(II )の場合には65であるのに対して，腐植酸銅， EDTA銅の場合

には， 8.3， 7.0と非常に低い値を示し，根部から地上部への銅の移行度に植物

間差が認められた.この結果や，第 1節 1.の栽培試験で 2回目の刈り取りに

おける銅吸収量低下がレッドクローパにおいて顕著に観察されたことなどから，
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表ト7根部から地上部への銅の移行度

時間(日)

。--....1
1--....3 

時間(日)

0--....1 

1"-3 

イタリアンライグラス

官植酸銅

38 

腐植酸銅

43 

8.3 

EDTA銅

45 

41 

レソドクローパ

四TA銅

39 

7.0 

塩化銅(II ) 

26 

35 

塩化銅(II ) 

27 

65 

レッドクローパ地上部の銅含量は，イタリアンライグラスよりも根圏での銅存

在形態の影響を受けやすいと考えられた.

第2節 低分子銅錯体水諮液からの植物による銅吸収形態

低分子合成キレートの共存する水溶液からの植物による重金属の吸収形態に

関する研究は，特に， EDTA (エチレンジアミン4酢酸)の共存する場合につい

てよく研究されている 16・6o ，-v 66 ) EDT Aの共存する場合の鉄の吸収に関しては，

根面で鉄イオン(田)がEDTA鉄錯体から解離して細胞膜に存在する担体に結合

するという説6O)と錯体の形態で吸収されるとする説61)の 2説があり，吸収形

態に植物の鉄栄養状態や試験水耕液のEDTA-鉄濃度が影響を及ぼす可能性が指摘

されている 62) カドミウムに関しては，サトウダイコンによるEDTAカドミウム

水溶液からのカドミウム吸収量は，解離して存在するカドミウムイオン濃度と
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直線的関係があると報告されている 6υ. HalvorsonとLindsay6 4 .ι5 )は， EDTAな

どのアミノカルボン酸系のリガンドの共存する水耕液中での各種金属イオンの

モル分率を様々なpHにおいて計算し，その水耕液を用いて吸収実験を行い， ト

ウモロコシによる亜鉛の吸収形態がリガンドから解離した亜鉛イオンであるこ

とを明らかにした.さらに彼らは，過剰のリガンドの存在が亜鉛欠乏を引き起

こすことやその際の水耕液中の亜鉛イオン濃度について報告している.また，

著者ら I6 )は，銅について同様の実験を行い， EDTA銅やNTA銅(ニトリロ三酢酸

銅)水溶液からの植物による銅吸収形態はリガンドから解離して存在する銅イ

オンが大部分であることを示した.一方， Harrisonら氏自 Jは，オオムギ切断根が

D-アミノ酸よりもいアミノ酸をよく吸収することに着眼し，これらの共存する

銅溶液からのオオムギ切断根による銅吸収量を比較したところ，差が見られな

いことから， リガンドから解離して存在する銅イオンが吸収されると考察して

いる.

以上のように，一般に， EDTAなどのアミノカルボン酸系のリガンドを水耕液

中に共存させると，錯体の生成を通じて，植物による銅，亜鉛，カドミウムな

どの吸収量はリガンドが共存していない場合に比べて低下することはよく知ら

れている.そして，このことについて， DekockとMitche1l67iは，生成した錯体

分子の荷電性が植物根によって錯体分子が吸収され易いかどうかを左右する l

つの要因であるとしている.彼らは，ーl価の負荷電または無荷電の錯体は植物

根によって吸収されるのに対して ，-2価の負荷電を有する錯体は吸収されにく

いことを報告している.しかしながら， EDTAなどのアミノカルボン酸系のリガ

ンドと異なって，正に荷電した錯体を形成する場合を含めて植物による吸収形

態を比較検討した例は見あたらない.そこで，本節では，銅と錯化した結果，

-2， 0， +2価に荷電し，いずれも構造の類似した平面型の錯体を生成する低分子

合成キレート剤として， EDT A， EDDA (エチレンジアミン 2酢酸)， T ri en (トリ

エチレンテトラミン)を供試し，これらのリガンド濃度を水搭液中の全銅濃度
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が一定のもとで段階的に変化させた水溶液からの植物による銅吸収量を測定す

るとともに，水溶液中でリガンドから解離して存在する銅イオン濃度をイオン

選択性電極を用いて測定し，植物による銅吸収形態が錯体分子と解離して存在

する銅イオンのいずれなのかを明らかにしようと試みた.なお，実験に用いた

リガンドの構造式は，図2-5に示した通りであり 3種類のリガンドのうち， E 

DTAとEDDAはそれぞれ4または 2個のカルボキシル基を有するために，銅と錯化

した結果，ー2価または無荷電の錯体を生成するのに対して， Trienはリガンド自

体が無荷電であり， +2価の銅錯体を生成すると考えられる 68)

1 )実験方法

(1)吸収実験の方法

供試植物として，第 1節と同じくイネ科のイタリアンライグラスとマメ科の

レッドクローパを用いた.イタリアンライグラス，レッドクローパともに発芽

後4週間銅を添加していない木村氏B壌で栽培し，種子O.15g由来の植物体を 1

検体として以下の実験に用いた.なお，この期間中，水耕壌は 1週間に 1度交

HOOC CH2¥jCH2 COOH 

) N CH2CH2 N ¥. 

HOOC CH2〆 ¥CH2COOH 

EDTA 

( ethylenedjam i netetraacetic acid) 

H ¥. / H 

)N CH.，CH.， N < 
/"  ¥，，"2¥.."2¥ 

HOOC CH2/ ー ¥CH2COOH 

EDDA 

( ethylenediamine司 N，N'-diaceticacid) 

H ¥/  H 

)N CH2CH2 N <. 
Nl:l2CH2CH2/ ¥ CH2CH2NH2 

Trien 

( triethylenetetramine ) 

図2-5 実験に用いたリガンドの構造式
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換し，銅の供給は蒸留水からにまかせた.ジエチルジチオカルパミン酸ナトリ

ウムーメチルイソブチルケトン抽出法4T )による原子吸光分析の結果，栽培に用

いた蒸留水中の銅は約5ppbであった.

10-4M塩化銅 (II)水溶液にリガンドを10-3.ョペ 10-4自ち ，10-4.10 10-4.3白M

共存させてリガンドから解離して存在する銅イオン濃度を変化させた水溶液，

および対照としてリガンドを含まない10-4 M塩化銅(II )水溶液を用いて 2日間

の吸収実験を行った.第 1節の水耕試験と同じく，吸収実験は0.5mH塩化カルシ

ウム共存下で行った.さらに，この実験では，試験水溶液中のpH及びリガンド

から解離して存在する銅イオン濃度を一定に保つために，実験開始時に試験水

溶液のpHを5.0とした後，図2-6に示したような流動水耕装置を用い， 100m1の吸

収実験用試験管に 1検体の植物体を供試し，これに対して51の試験水溶液を循

環させつつ実験を行った.また，水溶液中でリガンドから解離して存在する銅

イオン濃度を銅イオン選択性電極を用いて明らかにした.吸収実験は 2回反復

を行い，その平均値を結果として用いた.

ヒゴ

図2-6 実験に用いた流動水耕装置の概要
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(2)分析方法

サンプリングした植物体は，地上部と根部に分けた後60
0

Cで乾燥し，硝酸と

過塩素酸 (4:1)を用いて湿式灰化し，原子政党法で銅を測定した.

試験水溶液中のリガンドから解離して存在する銅イオン濃度の測定には，東

亜電波社製CU-125銅イオン選択性電極を用いた.標準液として0.5mMの塩化カル

シウムを共存させた10-3"'10-t3MのpH5.0の塩化銅(II )溶液を調製し，一定速

度でかくはんしながら電極電位(mV)を測定し，標準液濃度の対数値に対して

電極電位をプロットし標準曲線を作成した.試験水溶液についても同様の方法

で電極電位を測定し標準曲線から銅イオン濃度を求めた.BlaedelとDinwiddie

の報告69iにしたがって 1つの試料の測定を終えて次の試料に移る際には，電

極をO.025M硫酸に浸せきし洗浄を行った.また，この電極の測定値は，外界の

光の影響を受けることが認められたので暗黒下で実験を行った.以上の方法に

よると，いずれの試料でも電極電位は10分以内に平衡に到達し，電位のドリフ

トはO.lmV/min以内となった.平衡に達したときの電位の再現性は:t1mV以内で

あった.試験水溶液中のリガンドから解離して存在する銅イオン濃度の測定は

3回反復を行い，その平均値と標準偏差を結果に示した.

2 )結果および考察

試験水溶液中のリガンドから解離して存在する銅イオン濃度の測定結果を表

2-8に示した.また，吸収実験の結果を図ト7に示した.この図では，リガンド

聞の比較を容易にするために，対照区である10-4M(100μM)の塩化銅(II )水

港液からの銅吸収量を 1とした場合の各処理区の根部または地上部の銅含量を

縦軸に，表2-8に示した各処理区のリガンドから解離して存在する銅イオン濃度

を横軸にとった.

植物根に存在する銅の大部分は，細胞壁に吸着されて存在することが報告さ

れている.しかし，この実験では，第 1節の水耕試験で行ったような鉛イオン
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表2-8 試験水溶液中でリガンドから解離して存在する銅イオン濃度

(全銅濃度は10-4 H ) 

Cu2+濃度 (μH)

リガンド濃度(M) 

EDTA EDDA Trien 

10-3.9日 < 1.0 < 1. 0 2.0土0.1

10-4.05 l1.8::!:0.3 18.1::!:0.5 29.1::!:0.2 

10-4.10 21.6::!:0.6 28.2::!: O. 6 33.8土0.8

10-.1.3日 51.1::!:0.6 56.7::!:0.6 58.0::!:1.7 

による洗油操作などを行っていないため，図2-7に示した根部銅含量には，根に

よって吸収された銅に加えて，吸着されて存在する銅も含まれていると考えら

れる.根部調合量は，いずれの処理区でも試験水溶液中のリガンド濃度が増加

するにつれて減少する結果が得られたが， レッドクローパのTrien処理区やイタ

リアンライグラスの10-3.8MTrien処理区では，その減少傾向は他の処理区に比

べて抑えられた.この結果は，リガンド濃度の増加にともなって水溶液中でリ

ガンドから解離して存在する銅イオンが減少したために，銅イオンの植物根へ

の吸着量が減少したためと考えられた.また，生成したEDTA富岡や印DA銅は正に

荷電していないため，植物根細胞壁の負に荷電した吸着サイトへ結合されにく

かったのに対して，正に荷電したTrien銅の場合は，銅イオンよりは吸着されに

くかったものの，植物担細胞壁への吸着性を示したことが推察された.しかし，

Trien処理区における根部銅含量が他の処理区よりも高いという結果は，生成し

たTrien銅がEDTA銅やEDDA銅よりも植物根によって容易に吸収されたことを示し

ているとも推定された.さらに，水溶液中で錯化されて存在する銅の割合が約

75%以下の場合には，イタリアンライグラスのTrien処理区の根部銅含量はEDTA
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験の結果

対照区とした10-4M塩化銅(II )水溶液からの植物による銅吸収量は，

イタリアンライグラスの場合，地上部67.4:t12.8μg/g乾物重，根部
10800士1220μg/g乾物重，レッドクローパの場合，地上部44.4:t13.2
μg/g乾物重，根部6530:t274μg/g乾物重であった.

図2-7

これは，吸収されたTrien銅がEDTA銅処理区よりも低くなる結果が得られたが，

よりも容易に根部から地上に移行したためと思われた.

対照区である 10-4 M塩化銅EDTAおよびEDDA処理区の植物体地上部銅含量は，

( II )水溶液を用いた場合よりも低下し，各処理区の地上部銅含量の対照区に

これらの処理区の地上また，対する比はいずれの処理区でも1.0以下であった.

部銅含量は，試験水溶液中の銅イオン濃度が低くなるにつれて減少する結果が

この減少傾向はEDTA処理区の方がEDDA処理区よりも顕著で

EDTA銅水溶液中での根面の銅の存在形態をz
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PRを用いて研究した結果から，リガンドから解離した銅が根細胞から分泌され

たアミノ酸と結合し，地上部に移行すると推定している.一方， Graham7 1 jは，

植物根細胞の内外には膜電位差に起因する鋸イオンの電気化学ポテンシャル差

が存在し，銅イオンの吸収に対する大きな起動力となりうることを指摘してい

る.銅イオンが電気化学ポテンシャル勾配に沿ってそのまま吸収されるのか，

根面でアミノ酸などに結合してから移行するのかについては未だ解明されてい

ないが，以上の実験結果は， EDTAやEDDAなどのアミノカルボン酸がリガンドの

場合，リガンドから解離して存在する銅イオン濃度が地上部銅含量を決定する

重要な要因であることを示すと考えられた.また，すでに著者ら 16)は，銅と

ー2価または-3価の錯体を生成すると考えられるEDTAおよびNTAを用いて水耕実験

を行い，これらのリガンドの共存下では植物体地上部銅含量が著しく低下する

ことを示したが，リガンド間での差は認められなかった.しかし，今回の実験

結果で，地上部銅含量の減少傾向がEDDA処理区よりもEDTA処理区でより顕著に

観察されたことは，植物による主要な吸収形態はリガンドから解離して存在す

る銅イオンであるが，無荷電の錯体であるEDDA銅は，負に荷電したEDTA銅より

もより容易に植物によって吸収され，地上部に移行していることを示すと推察

された.

一方， Trien処理区の地上部銅含量は， EDTA， EDDA処理区とは逆に，水溶液中

で錯化されて存在する銅濃度が増加するにつれて高くなる結果が得られた.対

照区であるlO-4M塩化銅(II )諮液で処理した植物体地上部は，実験終了時には，

過剰の銅によるクロロシスやしおれが観察されたのに対して， 10-3.8MのTrien

を共存させた処理区では，地上部銅含量は対照区の2.5倍(イタリアンライグラ

ス)， 4.2倍(レッドクローパ)であるにもかかわらず，このような症状は観察

されなかった.この結果は， Trienの共存下では，正に荷電したTrien銅分子の

方がリガンドから解離して存在する銅イオンよりも速やかに吸収され，地上部

に移行することを明白に示していると考えられた.さらに， Trien銅分子が吸収
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されやすい傾向は，レッドクローパにおいて著しいと考えられ，第 1節の水耕

試験の結果と同じく，レッドクローバ地上部の銅含量は，根圏の銅存在形態の

影響を受けやすいと考えられた.

正に荷電した錯体を生成するリガンドの共存が植物による重金属の吸収に及

ぼす影響についての研究例は少なく， Smeuldersら7己 υがTetren銅(テトラエ

チレンベンタミン銅)の吸収について報告しているのみである.彼らは，銅を

Tetren銅の形態で与えた場合方が無機態の場合よりも地上部銅含量が増加する

こと，および，地上部では銅とTetrenが1:1で存在することを示している.しか

し，無荷電または負に荷電した銅錯体の場合との比較は行なっていない.今回

の実験結果は，正に荷電した銅錯体はリガンドから解離した銅イオンや無荷電

または負に荷電した銅錯体よりも容易に植物根によって吸収され，地上部に移

行することを明らかに示すものと考えられる.さらに， DekockとMitche1l6ilに

よって提案された"錯体分子の荷電性が，その錯体分子が植物によって吸収さ

れ易いかどうかを左右する重要な要因である"という仮説は，正に荷電した錯

体の場合も含めて支持できるものと考えられた.

土壌中では腐植酸などの土壌有機物と銅との錯体形成が植物の銅吸収量に影

響を及ぼすものと考えられる.Minnichら74)は，汚泥を施用した土壌からのサ

ヤエンドウによる銅吸収について調べた結果，地上部の銅吸収量は土壌洛液中

の全銅濃度ではなく，銅イオン活量と関係があることを報告している.また，

第 1節の水耕試験でも，銅を腐植酸銅の形態で与えた場合には，同濃度の無機

態の銅イオンを与えた場合よりも植物の銅含量は低下した.この銅含量の低下

の 1つには，高分子の土壌有機物に吸着，吸蔵されて安定な複合体を形成して

いる銅が植物によって利用されないことが考えられた.しかし，低分子の銅有

機物錯体であっても，土壌有機物は一般に酸性官能基であるカルボキシル基や

フェノール基を有し低いPKa値を示すことから，その銅錯体は負に荷電している

と考えられる.したがって，土壌溶液中では， EDTAやEDDAの場合と同じく，リ
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ガンドから解離して存在する銅イオン濃度が植物の銅含量に重要な影響を及ぼ

すと推定された.

第3節要約

土壌に負荷された銅の存在形態の変化が植物による銅吸収に及ぼす影響につ

いて検討するために，夜久野土壌に銅，亜鉛を段階的に添加し，イタリアンラ

イグラス， レッドクローパを播種生育させ 2回の刈り取りを行い，地上部の

銅，亜鉛含量を調べた.銅添加区では 2回目に刈り取った植物体中の銅含量は

1回目よりも低下したことから，土壌中での銅可給度の低下が示唆された.こ

の傾向は，イタリアンライグラスよりもレッドクローパにおいて顕著であり，

植物間差が認められた.壷鉛添加区では，銅添加区で観察されたような亜鉛含

量の低下は認められなかった方，夜久野土壌に同様の銅，亜鉛添加処理を

施し 1カ月間インキュベートした土壌中の銅，亜鉛の脊在形態を，第 l章で

述べた選択溶解，逐次抽出法を用いて検討した結果，添加した銅の大部分が土

壌有機物吸蔵態画分に抽出されたのに対して，亜鉛は，銅よりも交換態，特異

吸着態，マンガン酸化物吸蔵態の各画分に分布する傾向が大きいことが確認さ

れた.また，栽培試験終了後の土壌から腐植酸，フルボ酸画分を抽出し，銅，

亜鉛含量を調べた結果，銅は，土壌中全含量の20%以上が腐植酸画分に存在した

のに対して，亜鉛は約1%であった.そこで，土壌有機物に吸着，吸蔵された形

態の銅の植物に対する可給度について検討し栽培試験の結果に解釈を加えると

ともに，植物による銅吸収形態について考察することを目的に次のような水耕

試験を行った.

栽培試験に用いた土壌に銅添加処理を行い，それから銅を吸着，吸蔵した腐

植酸(腐植酸銅)を抽出し，それを用いて水耕試験を行った. 0.5ppmの銅を含

む腐植酸銅， EDTA銅，塩化銅(II )水溶液を用いた水耕試験の結果，イタリア
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ンライグラス， レッドクローパの銅含量は，塩化銅(II )区>>腐植酸銅区>

EDTA銅区の順となり，銅は，土壌有機物に吸着，吸蔵されたり， EDTAと錯体を

形成することで，植物に容易には吸収されない形態に変化することが確認され

た.この結果は，腐植酸に吸着，吸蔵されて存在する銅のうち，水溶液中でそ

れから解離して存在する銅イオンが植物によって吸収されることを示すと推察

された.したがって，栽培試験で2回目に刈り取った植物体の銅含量が低下し

たのは，栽培期間中に添加した銅の土壌有機物による吸着，吸蔵が進行したた

めに，吸収可能な銅イオンの土壌溶液中への供給が低下し，植物に対する銅可

給度が低下したためと推定された.また， レッドクローパの場合，銅の供給形

態によって根部から地上部への銅の移行度に差が認められ，植物間で体内での

銅の移行性に違いがあると思われた.

以上の実験結果から，土壌有機物や， EDTAの共存する水溶液からの植物によ

る銅吸収形態は，リガンドから解離して存在する銅イオンではないかと推定さ

れたが，植物が錯体分子を吸収しているのか，リガンドから解離して存在する

銅イオンを吸収しているのかさらに詳細を明らかにするために，低分子合成キ

レート剤を用いて次のような水耕試験を行った.低分子合成キレート剤として，

銅と-2，0， +2に荷電した構造の類似した錯体を生成するEDTA，EDDA， Trienを

供試した.水溶液中の全銅濃度一定のもとでこれらのリガンド濃度を変えるこ

とにより，リガンドから解離して存在する銅イオン濃度を変化せた水容液を用

いてイタリアンライグラス，レッドクローパによる銅吸収量を調べた.また，

同時に，水溶液中の銅イオン濃度を銅イオン選択電極で測定し明らかにした.

EDTAm， EDDA銅水溶按からの植物による銅吸収量は水溶液中でリガンドから解

離して存在する銅イオン濃度が高くなるにつれて増加した.しかし， Trien処理

区では，水溶液中のリガンドから解離して存在する鋼イオン濃度が低い場合の

方が植物体地上部の銅含量は高くなる結果が得られ，その傾向はレッドクロ一

八において顕著であった.これらの結果から， EDTA， EDDAの共存下では，植物
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による銅吸収形態は， リガンドから解離して存在する銅イオンが大部分である

のに対して， Trienの共存下では，正に荷電したTrien銅分子が，リガンドから

解離して存在する銅イオンよりも速やかに吸収移行されると考えられた.この

ように，銅錯体分子が植物によって吸収されやすいかどうかには，錯体分子の

荷電性が重要な意味を持つことが明らかとなった.また，土壌溶液中に存在す

る低分子土壌有機物一銅錯体は，負に荷電していると想定されることから，その

錯体分子は容易には植物に吸収されないことが予想された.したがって，第 2

章の実験結果を通じて，土壌からの植物による主要な銅吸収形態は，土壌溶液

中でリガンドから解離して存在する銅イオンであると推察された.

さらに，栽培試験で 2回目の刈り取りにおける銅含量の低下がイタリアンラ

イグラスよりも著しかったこと，および，水耕試験で，銅の供給形態によって

根部から地上部への銅の移行性に違いが認められたことやTrienの共存による地

上部銅含量の増加傾向がイタリアンライグラスよりも顕著であったことなどか

ら，レッドクローパ地上部銅含量は，イタリアンライグラスよりも根圏の銅存

在形態に影響されやすいと考えられた.
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第3章 植物根への銅の吸着と地上部への移行

第 2章の実験を通じて，土壌からの植物による銅吸収には，土壌溶液中で解

離して存在する銅イオンが重要であると考察した.したがって，土壌に過剰の

銅が負荷された場合には，土壌溶液中の銅イオンが植物に悪影響を及ぼす可能

性があり，ごのような場合の植物根による銅イオンの吸収過程も明らかにして

おく必要があると思われる.

植物細胞は動物細胞と異なり，陽イオン交換能力を有する細胞壁におおわれ

ている.植物根によって吸収された陽イオンは，細胞壁のフリースペースに存

在する負荷電と相互作用を及ぼし合いながら細胞膜に到達すると考えられる.

そして，この相互作用を通じて，陽イオンは選択的に細胞壁に吸着され，フリ

ースペース内のイオン濃度や植物体内でのイオンの移行にも影響が生じると考

えられる 75)特に，銅イオンは，土壌中で土壌有機物に吸着，吸蔵される傾向

が著しかったことからも明らかなように，有機物に対する結合能力が著しく高

く，植物根に存在する銅の場合も，大部分が細胞壁などに吸着されて存在する

ことが知られている 76)さらに，植物に吸収された銅が地上部へ移行する際に

も，導管壁などに対して吸着性を示すことが報告されており 77) 地上部銅含量

の植物種間差の一因となるのではないかと思われる.また，銅，亜鉛，鉛など

の重金属に対して耐性を有する植物の根細胞壁へのこれらの重金属の吸着は，

容量に限界が存在することから疑問視もされているが，耐性機構の 1つとして

あげられている 78) したがって，重金属耐性を有しない一般の植物においても，

過剰の銅イオンにさらされた場合には，細胞壁などへの鋼の吸着が，地上部へ

の銅の移行を抑制するのに役立つ可能性が想定される.以上のように，植物根

への銅の吸着は，植物による銅吸収過程や，吸収された銅の体内での分布に影

響を及ぼす重要な要因と考えられ，根細胞壁の銅に対する吸着特性やその容量，
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根に吸着された銅の地上部への移行性などについて明らかにすることが必要で

ある.

細胞壁の示す陽イオン交換特性に関して物理化学的モデルを適用しようとし

た例は多く報告されており，カリウム，ナトリウム，カルシウム，水素イオン

の吸着に対する選択係数や解離定数が決定されている 79........3 I )銅に関しても，

Van CutsemとGillet82)は，プラスモ(也些且主 ι些斗主)の細胞壁を用いて，
銅，亜鉛，カルシウムの三者間での交換反応について研究し，銅に対する 2種

類の交換サイトの存在を指摘している.しかし，根細胞壁の銅に対する最大吸

着容量を明らかにしようとした例は見あたらない.また，根に吸着した銅の地

上部への移行性に関する研究も少ない.そこで本章では，まず，過剰の銅を吸

収させた場合の植物根における銅の形態別存在量を分画試験によって把握する

とともに，根に吸着されて存在する銅の洗諦実験を行い，細胞壁画分に存在す

る錦の量を明らかにしようと試みた.また，近年報告されている天然水の金属

錯化容量の測定法33)にならって，根細胞壁の有する銅に対する最大吸着容量を

明らかにし，その容量と洗諦実験，分画試験の結果とを比較検討した.さらに，

根に銅吸着処理を施した植物を用いて噴霧栽培を行い，植物根に吸着された銅

が地上部へ移行するのかどうかについて検討した.

第 1節 過剰吸収した銅の植物根における存在形態

一般に，水耕試験を行った場合の植物体根部銅含量は地上部よりも高く，そ

の傾向は水耕液中の銅濃度が高いほど顕著であることが知られている 84) この

ような場合，植物根によって吸収された銅の量を正確に把握するためには，細

胞壁などに吸着されて存在する銅の量を明らかにすることが必要である.銅イ

オンの植物根に対する吸着強度は他のイオンに比べて著しく高く，このような

形態の銅を脱着させるためには鉛イオン 513)や水素イオン (6)を用いて洗浄した
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り，放射性同位体元素(64 CU)をトレーサーとして用い，銅イオン(63 CU)で

脱着する必要があるとされている 7b )しかし，第2章第 1節で行ったような鉛

イオンを用いる方法は洗浄に長時間を必要とし，また 64CUは半減期が12.8時

間と短く扱いにくい放射性同位元素である.そこで本節では，過剰の銅を与え

たイタリアンライグラス， レッドクローパの根部に吸着して存在する銅を，水

素イオンを用いて脱着する方法について検討し，その量を明らかにすることを

試みた.また，同様の方法で銅を与えた両植物の根部を磨砕抽出し 4画分に

分画を行い，根に存在する銅の形態別存在量を測定した.さらに，細胞壁画分

における銅の存在様式について考察するため，この画分の粉末を用いて酵素に

よる加水分解，水素イオンによる脱着実験を行った.また，膜壁画分に存在す

る銅の量と切断根から水素イオンによって脱着された銅の量との比較を行った.

1 )実験方法

(1)水素イオンによる脱着実験の方法

第2章第 1節2.で述べた方法でイタリアンライグラス，レッドクローパを

播種後4週間裁培した後， 5.0ppmの銅を塩化銅(II )の形態で含む木村氏B液

に移植した. 3日間の処理を行った後，根部を切断してその1.OOgをとり，ポリ

エチレン製のメッシユで作成した2x 2cmのバッグにいれた.50mlのO.OlN塩酸，

10mMトリス塩酸緩衝液 (pH7.4) ，または蒸留水を100ml容ビーカーにとり，こ

れらの溶液に切断根をいれたバッグを浸せきした.5， 10， 15， 30， 60分間マグ

ネチックスターラーでゆっくりとかくはんした後バッグを取り除き，この聞に

溶液中に溶出された銅の量を測定した.また，脱着実験前後の切断根の銅含量

を測定した.さらに，塩酸を用いた脱着実験では，水素イオンが細胞膜を傷つ

ける可能性が指摘されており 76) その場合には，細胞質に存在する銅やアミノ

酸などが溶出すると考えられる.そこで，溶液中に同時に溶出されたアミノ酸

量の変化を測定し，細胞膜が傷つけられたかどうかの目安とした.
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図3-1根部に存在する銅の分画方法

(2)根部に存在する銅の分画実験の方法

(1)と同様の方法で 3または 6日間銅を吸収させたイタリアンライグラス， レ

ッドクローパの切断根を用いた.この切断根の一部は60
0

Cで乾燥し，根部全銅

含量の測定に供試した. 2.00gの切断根を乳鉢にとり， 10mlの10mHトリス塩酸緩

衝液 (pH7.4)を加えて磨砕したのち，遠心して上清部(51 )と沈澱部(Pl ) 

を得た.沈澱部(Pl )についてこの操作をさらに 2回繰り返し，上清部(52 ， 

53 )と沈毅部(P2 )を得た.上清部 (51，52，53)を集め，これに270mlのアセ

トンを加えて冷蔵庫内で一夜放置し水溶性タンパク質を沈澱させた.これを遠

心し，得られた上清部を減圧下で30mlに濃縮して A画分，法澱部をエタノール，

エーテルで洗浄したのち減圧下で乾燥して P画分とした.一方， トリス塩酸緩

衝液による抽出後に得られた沈澱部(P2 )は， 8Hの尿素を共存させた20mlの1%

ドデシル硫酸ナトリウム (SDS)溶液を用いて1000Cで10分間の抽出を行った.

冷却後これを遠心し，得られた上清部を S画分，沈澱部を水，エタノール，エ

ーテルで洗捧したのち減圧下で乾燥し C画分とした.このようにして得られた

4画分中の銅含量を測定した.なお A画分は，アセトン可溶性の低分子のア

ミノ酸や糖などを p画分は水溶性タンパク質を s画分は膜タンパク質など

を c画分は主として細胞壁を含むと考えられる.以上の分画操作の概要を，

図3-1に示した.

-59-



また c画分の銅の存在状態について検討するため 3日間銅を吸収させた

植物根から調製した C画分粉末30mgに対して， O. 2M酢酸緩衝液 (pH5.5)を用

いて調製した， 2.5%， 5.0%のセルラーゼまたはマセロザイム (OnozukaR10， 

Yakuruto)溶液20mlを作用させ加水分解を行った (300C，24時間).加水分解

終了後，遠心して上清部と沈澱部にわけ，それらの銅含量を測定した.ブラン

クとして，酵素を共存させていない0.2M酢酸緩衝液を用いて同様の実験を行っ

た.また， 5.0%の酵素を用いた加水分解によって得られた上清部を， O.lM酢酸

緩衝液 (pH5.5)を溶離液として， Sephadex G-25を用いてゲルろ過し(カラム

サイズ3x 35cm， 流速20ml!時間， 7mlずつ分取)銅の溶出状態を調べた.

さらに C画分に存在する銅のうち，水素イオンによって交換される量を知

るために 3日間銅を吸収させた植物根から調製した C画分粉末30mgに， 5mlの

O.OlN塩酸を加え10分間かくはんしたのち遠心し，得られた上清部および沈澱部

の銅含量を測定した.

(3)分析方法

各種試料中の銅含量の測定は原子吸光法によって行った.水素イオンによる

脱着実験で得られた溶液はそのまま原子吸光分析の試料とした.植物根および

P， C画分，遠心して得られた各種沈搬部などの固体試料は硝酸及び過塩素酸

(4: 1)で湿式灰化して分析試料とした.A画分および酵素による加水分解で得

られた上清部は蒸発乾国後固体試料と同様の方法で s画分は硫酸を用いて湿

式灰化して分析試料とした.また，ゲルろ過によって得られた各フラクション

は，蒸発乾国後O.lN塩酸に溶解し，一滴法原子吸光分析B5 Jで銅の測定を行った.

また，アミノ酸の分析は， MooreとSteinB6Jの方法で行い，結果は，ロイシン当

量で表示した.

2 )結果および考察

5.0ppmの銅を 3日間吸収させた植物根を用いて水素イオンによる銅の脱着実

験を行った結果を図3-2に示した.
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トリス塩酸緩衝液または蒸留水を用いた場合には， 60分間の洗浄を行っても

根部全銅含量の10%以下の銅しか溶出されなかったのに対して， 0.01N塩酸を用

いた場合には， 10分以内に根部全銅含量の67%(イタリアンライグラス)または

60% (レッドクローパ)の銅が溶液中に検出された.しかもこの10分間に0.01N

塩酸中に溶出されたアミノ酸量は， トリス塩酸緩衝液や蒸留水を用いた場合と

同じ程度に低く保たれていた.一方， 0.01N塩酸で10分以上の洗浄を行った場合

にも，洗浄時聞が長くなるにつれて洛出される銅の量が漸増する結果が得られ

たが，同時に溶出されたアミノ酸量は， 10分(レッドクローパ)または15分(

イタリアンライグラス)以降には， トリス塩酸緩衝液や蒸留水で洗浄した場合

よりも有意に多い結果が得られた.したがって， 0.01N塩酸を用いて 10分以上の

洗浄を行うと，水素イオンが細胞膜を傷つけ，アミノ酸と共に細胞質に存在す

る銅が同時に溶出された可能性があると考えられた.以上の結果は， O. 01N塩酸

を用いて短時間(10分間)の洗浄を行うごとで，細胞膜を傷つけることなく，

効率的に根に吸着されて存在する銅を脱着できることを示すと考えられた.

5.0ppmの銅を 3または 6日間吸収させた植物根を用いて分画実験を行った結

果を表3-1に示した.また c画分粉末を用いて酵素による加水分解， 0.01N塩

酸による洗捧実験を行った結果を表3-2に示した.さらに c画分から酵素によ

る加水分解で可溶化された画分をゲルろ過した結果を図3-3に示した.

表トlに示したように， 3日間 6日間の処理を行ったいずれの場合でも，根

部全銅含量および各画分に抽出された銅含量はレッドクローパのほうがイタリ

アンライグラスよりも高い結果が得られた.また，レッドクローパの場合，処

理期間が違っても画分間での銅の分布の様子に明らかな変化は認められなかっ

た.一方，イタリアンライグラスの場合 3日目の分画結果の銅回収率が低い

ため実験誤差を大きく含むと考えられるが，処理期間の長い場合の方が cお

よびS画分により多くの銅が分布する傾向が認められた.さらに， レッドクロ

ーパでは AおよびP画分に分布する鍋の割合がイタリアンライグラスよりも
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表3-1 根部に存在する銅の分画結果 (μgCu/g新鮮重)

イタリアンライグラス

日 根部全銅含量 C画分 S画分 P画分 A画分銅回収率(克)

3 113 17.3 17.9 6.33 21.8 56 

(27) (28) (10) (34) 

6 123 36.0 30.5 5.59 15.7 72 

(41) (35) ( 6) (18) 

レッドクローバ

日 根部全銅含量 C画分 S画分 P画分 A画分銅回収率(%) 

3 195 46.0 78.0 37.3 55.2 111 

(21) (36) (17) (26) 

6 254 59.0 78.5 34.9 51.9 88 

(26) (35) (16) (23) 

(括弧内は，各画分の和を100としたときの値)

高く，細胞質中でアミノ酸や水港性タンパク質とともに存在する銅の割合が高

いと推察された.

主として細胞壁を含むと考えられる C画分に検出された銅は 3日間の処理

を行った場合，根部全銅含量の27%(イタリアンライグラス)または21%(レッ

ドクローパ)であった(表3-1).さらに c画分をO.OlN塩酸で洗浄した場合，

C画分中の銅の80----90%が10分以内に迅速に脱着された.一方， 5.0%のマセロザ

イムまたはセルラーゼを用いてごの画分を処理した場合，いずれの酵素を用い

ても C画分に存在する銅の50----60%が加水分解とともに可溶化された(表3-2) . 
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表3-2 C画分に対する酵素による加水分解処理およびO.OlN塩酸による洗治

実験の結果 (μgCu/g C画分乾燥重)

イタリアンライクーラス レッドクローノt

処理区 沈殿部上清部銅回収率 沈殿部上清部銅回収率

(%) (%) 

セルラーゼ

2.5 % 239 300 110 698 560 117 

(44) (56) (55) (45) 

5.0 % 210 318 107 588 732 123 

(40) (60) (44) (56) 

マセロザイム

2.5 % 253 248 102 717 522 115 

(50) (50) (58) (42) 

5.0 % 219 300 106 578 636 113 

(42) (58) (48) (52) 

フJランク 435 104 110 1040 109 107 

(酢酸緩衝液 (81) (19) (90) (10) 

0.2 M， pH 5.5) 

O.OlN塩酸 49.8 434 125 219 968 99 

(10) (90) (18) (82) 

(括弧内は，沈殿部と上清部の和を100としたときの値)

さらに，この可溶化された画分をゲルろ過したところ，マセロザイムを用いた

場合には一部無機態の銅が検出されたが，銅の大部分は高分子画分に検出され

た(図3-3).酵素による加水分解実験では， O.OlN塩酸によって脱着された量

に匹敵する銅を可溶化することができなかったが，これは単一の酵素を作用さ

せる実験しか行っていないためと考えられた.したがって，以上の実験結果か

ら C画分中に存在する銅は，主としてペクチンやセルロースに吸着されて存

在すると推察された.植物根の示すCEC発現の母体がペクチンであること 87)は
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図3-3 C画分に酵素を作用させることで可溶化された画分のSephadexG-25に

よるゲルろ過の結果

矢印はブルーデキストランの溶出位置を，破線は検出限界を示す.

(イタリアンライグラス/マセロザイムで銅回収率が低いのは，試料中

の銅濃度が低いことによる)

広く認められており，明らかに銅の吸着にもベクチンが貢献していると考えら

れた.またDrover88lは，植物根をセルラーゼで処理するとCECが小さくなるこ

とを報告しており，今回の実験結果からも，セルロースがベクチンに加えて銅

の吸着に貢献していると推察された.

一方 s画分に抽出された舗は，主として細胞壁や細胞膜に結合したタンパ

ク質とともに存在する銅と考えられる.しかし，この画分の抽出の際に共存さ

せた尿素は銅との錯形成能を有することから，ペクチンやセルロースに吸着さ

れて存在し本来C画分に抽出されるべき銅の一部が s画分に混入した可能性

がある.したがって，膜壁成分に存在する銅は CおよびS画分の両方に分配
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され抽出されたと考えられた.表3-1に示したように 6日目の分画結果では，

CおよびS画分に抽出された銅の割合は，イタリアンライグラスでは根部全銅

含量の約70%，レッドクローパでは約60%であり，この割合は，切断根をO.OlN塩

酸で10分間洗浄した場合に脱着された銅の割合(図3-2)にほぼ匹敵するという

結果が得られた.

したがって，水素イオンによる脱着実験，分画試験の結果から，イタリアン

ライグラス，レッドクローバを5.0ppmの銅で:.3または 6日間処理した場合，根

部全銅含量の少なくとも60---70%が膜壁成分に吸着されて存在すると考察された.

第2節 植物根細胞壁画分の銅吸着容量

第 1節の実験結果から， 5. Oppmの銅を含む水耕液から銅を吸収させたイタリ

アンライグラス，レッドクローパの根部に存在する鋼の60%以上という高い割合

が，膜壁成分に吸着して存在することが示された.水耕譲中の銅は，多量元素

の共存下で植物根に吸着されることから，吸着量は外部諮液のイオン強度， pH 

などによって変化すると考えられ，その吸着量の変化は，植物体内での鍋の移

行や分布にも影響を及ぼすと推定される.したがって，異なるイオン強度， pH 

のもとで植物根細胞壁の示す銅に対する吸着容量を明らかにする必要があると

思われる.一方，重金属イオンに対する"錯化容量"の概念が，環境中の水へ

排出された重金属の挙動を評価する方法として西村83)によって紹介されており，

近年では，土壌腐植の金属錯化容量と腐植化度の関係についての研究89Nヲ1)や，

フルボ酸の金属錯化容量の測定92)などが行われている.そこで，本節ではこの

概念に基づいて，天然水の金属錯化容量測定の方法83)を植物根細胞壁粉末懸濁

液に適用し，異なるイオン強度， pHでの銅に対する最大吸着容量を明らかにし

ようと試みた.
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1 )実験方法

(1)植物根細胞壁粉末の調製方法

第2章第 1節2. で述べた方法で播種後4週間栽培したイタリアンライグラ

ス，レッドクローパの切断根から， Kawamuraら93 )の方法を一部改変して以下の

方法で細胞壁粉末を抽出した.切断根を水で磨砕した後遠心して沈澱部を得，

エタノール，エーテルで洗諦し，減圧下で乾燥した.得られた粉末をαーアミ

ラーゼ (pH6.8の50mMリン酸緩衝液中， 8単位1m!)を用いて450Cで4時間加水分

解し，デンプンを除去した.つづいて，アクチナーゼ (pH7.0の印刷リン酸緩

衝液中， 100ppm)を37
0Cで24時間作用させタンパク質の除去を行った.遠Jl;し

て沈澱部を得，減圧下で乾燥したものを細胞壁粉末とした.さらに，この細胞

壁粉末をw型とするために， O. 01N塩酸に30分間懸濁した.遠心して得られた沈

澱部を水およびアセトンで洗浄し過剰の酸を除去したのち減圧下で乾燥した.

以上の操作によって得られた『型の細胞壁粉末を以下の実験に用いた. 1. Ogの

切断根から得られたw型の細胞壁粉末は，イタリアンライグラスの場合70.8mg，

レッドクローパの場合57.5mgであった.

なお，この実験では，第 1節とは異なる分画方法をとったが c画分調製に

用いた8Mの尿素を含むSDS溶液による抽出方法では，細胞壁粉末に混入した尿素

が，以下の適定実験中に銅イオンと錯体を形成する可能性が考えられたためで

ある.

(2)最大吸着容量の測定方法

100mg (イタリアンライグラス)または50mg(レッドクローパ)のr型の細胞

壁粉末を500mlのO.OlNまたはO.lN硝酸カリウム溶液に懸濁し，少量のO.OlN塩酸

または水酸化ナトリウム溶液を用いてpHを4.5，5.0， 5.5に調整した.懸濁液の

pHに変化が認められなくなってから，さらに 1時間ゆっくりとかくはんしなが

ら放置した.この懸濁液に1000ppmの銅を含む硝酸銅(II )諮液を10μlずつ5分

間隔で滴下した.懸掲液中の銅イオン濃度を銅イオン選択性電極を用いて5分間
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隔で測定した.用いた電極およびそのキャリプレーションの方法等は第2章第

2節で述べたのと同様であるが，適定実験中はO.025N硫酸による電極の洗浄は

行わず，電極を;曹、濁液中に浸したままとした.また，標準液は硝酸カリウム溶

液を用いて調製し，適定実験の条件と同じpHおよびイオン強度で標準曲線を作

成した.患、濁液のpHも連続的に測定し， pHの低下が認められた場合には，少量

のO.OlN7Jく酸化ナトリウム溶読を滴下して実験開始時のpHが維持されるようにし

た.なお，実験中は，マグネチックスターラーを用いて一定速度でゆっくりと

懸濁液をかくはんした.また，プランクとして， pHおよびイオン強度が同じ条

件で細胞壁粉末を含まない硝酸カリウム溶液を用いて，同様の適定実験を行っ

た.

適定実験終了後，懸濁漉中の全銅濃度(滴下した銅の全量)に対して，解離

して存在する銅イオン濃度をプロットして適定曲線を作成した.この適定曲線

を用いて，西村83)の方法にしたがって銅に対する最大吸着容量を決定した(結

果および考察参照). 

2 )結果および考察

図3-4に植物根細胞壁粉末の懸濁液に銅イオンを滴下して得られた適定曲線を

示した.一般に，銅錯化容量を有する試料に銅イオンを滴下していった場合，

加えた銅の全濃度を横軸に，解離して存在する銅イオン濃度を縦軸にとると，

図3-5に示したような曲線部分と傾き 1の直線部分とからなる適定曲線が得られ

る.曲線部分は錯化に寄与しているサイトが銅で飽和されるまでを，直線部分

はそれ以降をあらわすと考えられる.この場合最大錯化容量は，適定曲線の直

線部分を延長し，図3-5のAB間に相当する銅の量として求めることができる 83)

この方法にしたがって，図3-4から植物根細胞壁粉末の銅に対する最大吸着容量

を決定した結果を表3-3に示した.

同じpHおよびイオン強度で両植物の銅に対する最大吸着容量を比較すると，
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図3-4 植物根細胞壁に銅イオンを滴下して得られた適定曲線



， ， ， ， 
， ， 
、，'

婦ι ，
母トゾ'， 
A，' 

------..-可， ; 

" " ， 
，，シ千

[

コ
O
]

+付

随
制
高
入
対
ι
P
R
コ
O
時
い
柑
ほ
い
F
J
選
法

[Cu ]t 加えたCuの会濃度

銅錯化容量測定の模式図 83) 図3-5

植物根細胞壁粉末の銅に対する最大吸着容量

(μg CU/g細胞壁粉末乾燥重)

表3-3

イオン強度0.10イオン強度0.01処理区

22 ) 

( 55) 

( 70) 

300 

770 

( 27) 

( 78) 

( 130 ) 

380 

1100 

イタリアンライグラス

pH 4.5 

pH 5.0 

pH 5.5 

レッドクローノ可

pH 4.5 

983 1830 

( 77) 

( 111) 

( 108) 

1330 

1930 

( 85) 

( 100 ) 

(257 ) 

1470 

1740 pH 5.0 

pH 5.5 1870 4470 

括弧内の値は，細胞壁粉末の収量を用いて

根部新鮮重当りに換算した最大吸着容量の値
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双子葉植物であるレッドクローパの方が単子葉植物であるイタリアンライグラ

スよりも大きい結果が得られた.植物根のCECも双子葉植物の方が大きいことが

知られており，ベクチン含量の差に原因があるとされている 87) したがって，

銅に対する最大吸着容量に関しでも，両植物間での細胞壁の多糖類の構成の違

いが影響を及ぼしていると推察された.

細胞壁への陽イオンの吸着に関して， SentenacとGrignon81)は次のような 2

種類の吸着機構を想定している. 1つは，細胞壁の有する負荷電と陽イオンと

の間のGouy層における静電的な相互作用によるものであり，もう 1つは，細胞

壁に存在するカルボキシル基などと陽イオンとの特異的な結合(錯結合)によ

るものである.同じイオン強度で最大吸着容量の大きさを比較した場合，いず

れの植物でも， pHの低い場合の方が小さな値が得られたが，この結果は，上の

考え方に基づくと，①細胞壁に存在するカルボキシル基への銅の錯化に水素イ

オンが競合したため，または，②カルボキシル基への水素イオンの付加によっ

て細胞壁表面の負荷電密度が低くなったために銅の静電場への蓄積量が低下し

たため，と考えられた.一方，同じpHでは，イオン強度の高い場合の方が最大

吸着容量の大きさは小さくなる結果が得られた.これは，高いイオン強度では，

高濃度のカリウムイオンの存在が，細胞壁表面の静電場への銅の蓄積を抑制し

たためと考えられた.しかし， pH 4.5では，イオン強度の影響は顕著でなく，

低いpHでは細胞壁表面の負荷電量が減少するために，銅が静電場へ蓄積される

よりも，カルボキシル基などに錯化されて存在する傾向が大きいことが原因と

推察された.さらに，イオン強度が低い場合のレッドクローパの最大吸着容量

は， pH 5.0から5.5の間で著しく増大する結果が得られ，植物間で， pHに対する

変化に差が認められた.この結果に対する理由は明らかではないが， Ritchieと

Larkum94 )はアオノリ(Enteromorpha intestinali~ (L.))の細胞壁へのナトリ

ウムの吸着が細胞壁の収縮を通じて減少することを報告しており，今回の実験

においても，細胞壁の膨張/収縮などが銅の吸着に影響を及ぼした可能性もあ
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ると思われた.

以上のように，植物根細胞壁粉末の銅に対する最大吸着容量はpHおよびイオ

ン強度の影響を大きく受けることが明らかとなった.一般に，水耕栽培を行っ

た場合，根圏のpHは根から分越されるrイオンや有機酸のために低下すると考

えられ，第 1節で 6日間鍋を吸収させた後の水耕液のpHも，イタリアンライグ

ラスの場合4.0，レッドクローパの場合4.5に低下していた.そこで， pH 4.5， 

イオン強度0.01で測定した植物根細胞壁粉末の銅に対する最大吸着容量の値を

根部新鮮重当りに換貸し，第 1節の分画実験で膜壁成分に存在すると考えられ

た銅の量(CおよびS画分に抽出された銅の量)と比較すると，後者の方がか

なり高いという結果となった.このことは，第 1節の実験条件では，本節で評

価することのできた最大吸着容量はすでに銅イオンで飽和されていることを示

すと考えられた.さらに，第 1節の実験条件では，銅と細胞壁の接触時間が本

節の場合よりも著しく長いことから，物理的にあまり反応性に富んでいない細

胞壁の吸着サイトへも銅が吸着した可能性が想定された.しかしながら，以上

の実験結果から，本節で評価した最大吸着容量は，植物根による鋪吸収の最初

のステップにおいて，短時間で迅速に銅と反応しうる吸着サイトの量やそのpH，

イオン強度に対する変化を評価する上で有効な方法と考えられた.

第3節 植物根に吸着した銅の地上部への移行性

第2節の実験結果から，根圏に存在する銅イオンは， pHやイオン強度の影響

を受けつつ植物根細胞壁に吸着されると考えられた.このような植物根への銅

の吸着は，フリースペース内の銅イオン濃度を変化させることを通じて，地上

部へ移行する銅の量にも影響を及ぼすと推察される.また，細胞壁に吸着され

た銅が地上部へ再移行する可能性も想定される.しかし，これらの点について

の研究例は少なく，一定の結論も得られていない. JarvisとRobson95)は，植物
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体地上部が銅欠乏症状を示している場合でも，根に蓄積された銅は地上部へ移

行しないことを報告している.しかし，一方でLinehan96)は，根面に吸着した

重金属は，細胞から分泌されたアミノ酸と結合して錯体を形成し，外部溶液と

の聞に拡散経路のない場合にはウォーターフリースペース内に蓄積され，細胞

内への取り込みおよび植物体内での移動が促進されると考察している.そこで

本節では，過剰の銅を与えた場合に植物根に吸着された銅が地上部へ移行する

のかどうかについて噴霧栽培法を用いて検討を行った.

1 )実験方法

第 2章第 1節2. で述べた方法で，播種後4週間栽培したイタリアンライグ

ラスおよびレッドクローパを用いてガラス室内で次のような実験を行った.

これらの植物根に銅吸着処理を施すために，根部を1.OOppmの銅を塩化銅(II) 

の形態で含む0.5mK塩化カルシウム溶液に30分間浸せきした.その後，①図3-6

に示したような装置を用いて，超音波加湿器で発生させた0.5mK塩化カルシウム

溶液の水蒸気を，昼間は 1時間に15分間，夜間は 2時間に15分間づっ根部に導

入して， 23.5時間の噴霧栽培を行う区と，②銅吸着処理に用いた溶液に通気を

r
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図3-6 噴霧栽培用装置の概要
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表3-4 銅吸着処理直後およびその後噴霧栽培，水耕栽培を

行った場合の地上部および根部銅含量 (μgCujg乾物重)

処理時間 イタリアンライグラス

水耕栽培 噴霧栽培 地上部 根部 地上部+根部

0.5 5.95a 793a 59.1a 

0.5 23.5 10.4 b 569b 52.5a 

24.0 10.7 b 1562c 127 b 

処理時間 レッドクローパ

水耕栽培 噴霧栽培 地上部 根部 地上部+根部

0.5 5.97a 11BOa 192a 

0.5 23.5 9.07b 1120a 200a 

24.0 9.29b 1B40b 302b 

異なるアルファベット聞には1%レベルで有意差あり

開始し，銅吸着処理に引き続いてそのまま23.5時間の水耕栽培を行う区を設げ，

処理を開始した.

銅吸着処理直後および処理終了後の植物体をサンプリングし，地上部と根部

に分け60
0

Cで乾燥した後，硝酸と過塩素酸 (4:1)で湿式灰化し，原子吸光法で

銅を測定した.実験は10反復で行い，その平均値を結果に示した.

2 )結果および考察

実験結果を表3-4に示した.この表では，上から，銅吸着処理直後，銅吸着処

理後噴霧栽培を行った場合， 1. OOppmの銅を含む0.5mM塩化カルシウム溶液で噴

霧栽培と同一時間水耕栽培を行った場合の根部および地上部の銅含量を示した.
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この実験では，植物根への銅吸着処理を30分間という比較的短時間で行って

いることから，銅吸着処理の終了時には，第2章で測定した最大吸着容量に寄

与しているような細胞壁の吸着サイトに根部の大部分の銅が保持されているも

のと考えられる.噴霧栽培と水耕栽培のいずれの場合でも，地上部銅合量は銅

吸着処理直後に比べて有意な増加を示し，噴霧栽培を行った場合の根部鍋含量

は，銅吸着処理直後に比べて減少した.さらに，表3-4の数値を植物体 1検体当

りに換算すると，噴霧栽培前後での根部での銅の減少量は地上部での増加量に

ほぼ匹敵することから，地上部銅含量の増加は，根部から移行したものによる

と考えられた.しかし，この地上部へ移行した銅は，イタリアンライグラスで

は，銅吸着処理直後の根部全銅含量の約8%，レッドクローバでは約2%という非

常に小さな割合であった.したがって，銅吸収の初期の段階において迅速に植

物根細胞壁に吸着された銅は，地上部へ非常に移行しにくいと考えられた.

Kornerら97)は，オオムギ切断根を用いてラベルしたニッケルイオン (63Ni)

のイン・ブラックスを測定した実験で，ラベルしていないニッケルイオン溶液

に切断根を15分間浸せきする前処理を行うと，その前処理を行わなかった場合

に比べて 63Niのイン・ブラックスが増大することを報告している.彼らはこの

結果を，前処理を行った場合，ラベルしていないニッケルイオンが細胞壁の結

合部位を占有したために 63Niの細胞壁への吸着量が減少し，その結果，フリ

ースペース中の63Niの濃度が上昇したためと解釈している.したがって，銅の

場合にも細胞壁への吸着は，少なくとも吸収の初期の段階では，フリースペー

ス中の銅イオン濃度を低下させることを通じて，地上部へ過剰の銅が移行する

ことを抑制するのに役立っていると考えられた.

一方， 1. OOppmの銅を含む塩化カルシウム洛液で水耕栽培を行った場合，根部

および地上部銅含量は，銅吸着処理直後よりも有意な増加を示したが，地上部

における増加は，噴霧栽培を行った場合とほとんど差が認められなかった.こ

の結果は，水耕栽培の場合でも，植物根への銅の吸着がフリースペース中の銅
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イオン濃度を外部溶液よりも低下させ，噴霧栽培を行った場合と同じ程度に保

っていたことを意味すると考えられる.第 1節の分画試験で膜壁成分に存在す

ると考えられる銅の量と第2節で澗定した最大吸着容量とを比較した際に考察

したように，銅と細胞壁との接触時聞が長い場合には，最大吸着容量を超えて

膜壁成分に銅が吸着される可能性が考えられる.したがって，本節の実験で，

水耕実験の終了時に最大吸着容量に寄与している植物根細胞壁の吸着サイトが

すでに銅で飽和されたかどうかは明らかでないが，その場合でも，物理的にあ

まり反応性に富んでいない吸着サイトへの銅の吸着が進行し，フリースペース

中の銅イオン濃度を外部溶液よりも低下させることを通じて，地上部へ過剰の

銅が移行するのを抑制したと考えられた.

第4節要約

植物が過剰の銅にさらされた場合に植物根細胞壁に吸着されて存在する銅の

量，存在様式，および地上部への移行の可能性について検討するために，以下

のような一連の実験を行った.

5.0ppmの銅を含む木村氏B液で3日間銅を吸収させたイタリアンライグラス，

レッドクローパの切断根を用いて，根に吸着されて存在する銅のO.OlN塩酸によ

る脱着実験を行ったところ，根部全銅含量の67%(イタリアンライグラス)また

は60%(レッドクローパ)の銅が， 10分以内に脱着された.また，同様の処理を

3または 6日間行った植物根を磨砕抽出し，主として細胞壁を含むA画分，膜

タンパク質などを含むS画分，水溶性タンパク質を含むP画分，低分子のアミ

ノ酸などを含むA画分の4画分に分画を行った.その結果， O.OlN塩酸によって

脱着された量に匹敵する銅が，膜壁成分を含むと考えられる CおよびS画分に

検出された.したがって， 5.0ppmの銅を 3または 6日間吸収させた場合，根に

存在する銅の少なくとも60"-70%が膜壁成分に吸着されて存在すると考えられた.
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さらに c画分粉末を酵素を用いて加水分解した際に同時に溶出される銅の量

および存在状態， O.OlN塩酸によって脱着される銅の量について検討した結果か

ら c画分に存在する鋼は，ベクチンやセルロースなどの細胞壁構成多糖に吸

着されて存在すると考えられた.

次に， pHおよびイオン強度が異なる場合に，植物根細胞壁が吸着可能な銅の

量について検討するために，イタリアンライグラス，レッドクローパの根部よ

り細胞壁粉末を調製し，それを用いて銅に対する最大吸着容量の測定を行った.

細胞壁粉末の示す最大吸着容量は，同じイオン強度ではpHの低いほど，同じpH

ではイオン強度の高い場合の方が小さくなる結果が得られ，外部溶液のpHおよ

びイオン強度の影響を大きく受けることが明らかとなった.また，最大吸着容

量に対するpHの影響に植物問で顕著な差が認められた.一方，この実験で得ら

れたpH4.5，イオン強度0.01における最大吸着容量の値と，さきに述べた分画

実験で膜壁成分に吸着して存在すると考えられた銅の量とを比較した結果，こ

れらの植物に5.0ppmの銅を 6日間与えた場合，最大吸着容量の測定によって評

価されるような銅に対して迅速に吸着性を示すサイトは，すでに飽和状態にあ

ると考えられた.

最後に，植物根細胞壁に吸着された銅の地上部への移行性について検討する

ために，イタリアンライグラス，レッドクローパの根部に30分間銅吸着処理を

施した後， 23.5時間の噴霧栽培を行なった場合と銅吸着処理に用いた銅搭液で

同一時間水耕栽培を行った場合とで，地上部へ移行した銅の量について検討し

た.24時間後の地上部銅含量はいずれの場合でも有意な増加を示したが，噴霧

栽培と水耕栽培とで、地上部へ移行した銅の量に有意な差は認められなかった.

さらに，噴霧栽培を行った場合， 23.5時間で・地上部へ移行した銅は，銅吸着処

理直後の8%(イタリアンライグラス)または2%(レッドクローパ)であった.

これらの結果から，植物根に吸着した銅の地上部への移行性は非常に小さいと

考えられた.さらに，植物根細胞壁への銅の吸着は，少なくとも吸収の初期の
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段階ではフリースペース内の銅濃度を外部溶液よりも低下させ，地上部への銅

の移行を抑制するのに役立つと考えられた.
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総括

本研究では，①土壌中での銅の存在形態を，堆肥や汚泥肥料などの農業資材

に銅と同時に高濃度含有されていることが多く，かっ植物の微量必須元素でも

ある亜鉛の場合と比較すること，②植物による銅吸収形態を明らかにするごと，

③植物による銅イオン吸収の最初のステップである根細胞壁と銅イオンとの相

互作用と地上部への銅の移行性について検討すること，を目的とした.

まず，土壌中での銅，亜鉛の存在形態を明らかにするために，施設栽培土壌

(灰色低地土)および銅，亜鉛を添加した3種類の火山灰土壌(夜久野土壌，

黒音地土壌，赤音地土壌)を供試して，選択溶解，逐次抽出処理による銅，亜

鉛の分画実験を行った.その結果，供試した土壌中では，鏑は土壌有機物吸蔵

態画分に最も多く分布し，土壌有機物含量の高い夜久野土壌，黒音地土壌でそ

の傾向が著しいことが示された.一方，亜鉛は，いずれの土壌でも銅の場合に

比べて，交換態，特異吸着態，マンガン酸化物吸蔵態などの画分に多く分布し，

銅と，亜鉛の間で主要な存在形態、に差が認められた.

次に，銅を添加した夜久野土壌を用いて，イタリアンライグラス，レッドク

ローパの栽培試験を行ったところ 2回目に刈り取った植物体の銅含量が 1回

目よりも低下する結果が得られ，栽培期間中に銅が土壌有機物に吸蔵されるこ

とによって，植物への銅可給度が低下したと推察された.また，鍋を吸着，吸

蔵した腐植酸を夜久野土壌から抽出し，それを用いて水耕試験を行ったところ，

植物による銅吸収量は，銅を無機態で与えた場合よりも著しく低下することが

確認された.したがって，銅は，土壌有機物に吸着，吸蔵されることによって，

植物に容易には吸収されない形態に変化すると考えられた.さらに，植物は，

土壌溶液中で高分子の腐植酸などから解離して存在する銅イオンを吸収してい

るものと推察した.この点を詳細に明らかにするために，低分子合成キレート
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剤を共存させた銅諮液を用いて水耕試験を行った.その結果，アミノカルポン

酸系のリガンドのように鋼と錯化した結果，無荷電または，負に荷電した錯体

が生成する場合には，植物による銅吸収形態はリガンドから解離して春在する

銅イオンが大部分であるのに対して，正に荷電した錯体が生成する場合には，

錯体分子の方がそれから解離して存在する鋼イオンよりも容易に植物によって

吸収されることが明らかとなった.

しかし，土壌溶液中では，銅は，低分子の土壌有機物と負に荷電した錯体を

生成すると考えられることから，土壌に鍋の負荷があった場合には，土壌諮液

中の遊離の銅イオンが植物に悪影響を及ぼすと想定された.そこで，植物が過

剰の銅イオンにさらされた場合の根における形態別存在量について明らかにす

るためにイタリアンライグラス，レッドクローパを供試して分画実験を行った.

また，根に吸着されて存在する鋼の脱着実験を行った.その結果， 5.0ppmの鋼

を3または6日間吸収させた場合，植物根に存在する鋼の少なくとも60-70%と

いう高い割合が膜壁成分に吸着されて存在することが示された.また，供試植

物の接部から細胞壁粉末を調製し銅に対する最大吸着容量について検討した結

果，その容量は，外部譲渡のpHおよびイオン強度の影響を大きく受けることが

明らかとなった.さらに， 5.0ppmの鏑を6日間吸収させた植物担では，細胞壁

の銅に対する最大吸着容量で示される吸着サイトは飽和状態にあると考えられ

た.

最後に，植物根に吸着した鏑の地上部への移行性について噴霧栽培法を用い

て検討を行った.その結果，植物根に吸着した鋼の地上部への移行性は非常に

小さく，細胞壁への鋼の吸着は，少なくとも銅吸収の初期の段轄では，フリー

スペース中の鋼イオン濃度を低下させることによって，地上部へ過剰の鋼が移

行するのを抑制するのに役立つていると考えられた.

本研究で特筆すべきは，次の3点である.
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( 1 )選択溶解，逐次抽出法によって，供試土壊中での銅の主要な存在形態が

土壌有機物に吸蔵された形態であることを示し，同時に，その植物への可給性

を明らカ瓦にしたこと.

( 2 )銅有機物錯体水溶液からの植物による銅吸収形態について検討し，生成

する銅錯体の荷電性が，その錯体分子が植物によって吸収され易いかどうかに

重要な影響を及ぼすことを明らかにしたこと.

( 3 )植物根細胞壁の銅に対する最大吸着容量に外部溶液のpHおよびイオン強

度が及ぼす影響について明らかにし，その容量と水耕試験を行った場合に膜壁

成分に存在する銅の量とを比較検討したこと.

近年では，下水汚泥やゴミのコンポスト化処理物などの再生有機質資材が農

耕地に還元されるようになってきており，土壌に質的に新しい重金属汚染が生

じる危検性が懸念されている.そのような場合に， (1)で述べた選択溶解，

逐次抽出法は，土壌溶液中への重金属の供給速度や，供給源(プール)の大き

さを把握する上で非常に有用な方法であると考えられる.また， (2)に関連

して，正に荷電した銅錯体がきわめて容易に植物に吸収されるという事実は，

銅に限らず，土壌溶液中での重金属錯体の存在状態(荷電性)をも明らかにす

ることが，植物体地上部の重金属濃度を適切に管理する上で必要であることを

指摘するものである.さらに， (3)で評価した最大吸着容量は，植物根固に

急激な重金属イオンの増加が生じた場合，どの程度の量までを植物根が保持で

きるかという目安になると考えられる.このように，本研究は，土壌ー植物生態

系における重金属，特に銅の動態について明らかにしようと試みたものであり，

土壌学的あるいは植物栄養学的観点からばかりでなく，今後ますます重要にな

ると予想される重金属による環境問題に対処する上においても，貴重な基礎的

知見を提供するものと考える.
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