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引き抜き性状 に対する土と

ジオ シ ンセ テ イ ク ス と の相乗効果 に つ いて
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要 旨

い ろ い ろな補強土構造物の設計に 際して生 じる問題点の
一

つ と して こ こ で は土及びジオ シ ン セ テ イ ク

ス の 引き抜き挙動に 関する研究を行 っ た｡ 砂質土及び粘性土 に対 して フ ォ
ー ト ラ ッ ク と ス タ ビラ ンカの

2 種類 の ジオ シ ン セ テ イ ク ス を用 い , それ ぞ れ 6 つ の 垂直応力の下で
一 連 の 引き抜き実験を行 っ た ｡ 実

験結果の解析に よると粘性土 で は フ ォ ー トラ ッ ク の方が ス タ ビ ラ ン カより大きな摩擦抵抗を持 つ の に対

し て
,
砂質土 の それは低い値を, ま た, 両試料に対し ス タ ビラ ンカ の方が フ ォ

ー ト ラ ッ ク より明らか に

高 い粘着力を示す ことが分か っ た｡ ジオ シ ン セ テ イ ク ス と土 と の組み合わせ に関係なく垂直応力及び引

き抜き変位の増加ととも に引き抜き応力が増加す ると いう
一

般的傾向が見られる ｡ こ の 傾は他の 文献に

見られ る研究結果と
一

致す る｡

キ
ー

ワ
ー

ド: ジオ シ ン セ テ イ ク ス , 補強土 , 引き抜き性状, フ ォ ー ト ラ ッ ク ,
ス タ ビ ラ ン カ ,

室内実験, 相乗効果



B ull . G r ad u a t e S ch o ol o f Bi o r e s o u r c e s
,
M i e U ni v .

N o .3 4 : 2 7 - 3 6

.
J u l y 3 1 , 2 0 0 7

●

E x p r e s s i o n o f T h l a s p t c a e r u l e s c e n s

p h y t o c h e l a ti n e s y n t h a s e g e n e

a n d i t s r o l e i n C d t o l e r a n c e i n y e a s t

T a k a f u m i M I Z U N O , T o y o h a r u S o N O D A , D a is u k e S u G I U R A a n d H i t o s h i O B A T A

F a c u lt y o f B i o r e s o u r c e s , M i e U n i v e r sit y , 1 5 7 7 K u ri m a m a c hi y a
- c h o

,
T s u

,
M ie 5 1 41 8 5 0 7 , J a p a n

A b s t r a c t

T h l a spi c a e r u l e s c e n s i s r e c o g n i z e d a s a t y p i c a l m o d el f o r s t u d y i n g h y p e r a c c u m u l a ti o n o f c a d m i u m ( C d)

a n d zi n c ( Z n ) , a n d h a s b e e n i n t e r e s t e d t o a p p l y i ts a b ili t y f o r e x t r a c ti o n o f C d f r o m c o n t a m i n a t e d s oil ･

H o w e v e r
,
C d t ol e r a n c e a bilit y o f T . c a e r ul e s c e n s h a s n o t b e e n a p p li e d f♭r d e v el o p l n g O f th e t e c h n i q u e o f

p h y t o r e m e d i a ti o n , b e c a u s e o f a l a c k o f u n d e r s t a n d i n g o f th e m e c h a n i s m i n v o l v e d i n C d
2 '

t ol e r a n c e a n d

h y p e r a c c u m u l a ti o n o f th i s p l a n t . I n o r d e r t o k n o w a b o u t p a r t lC IP a t e r o l e o f m e t al d e t o x i c a ti o n m e c h a n i s m

f o r h y p e r a c c u m u l a ti o n , a C D N A o f p h y t o c h el a ti n s y n t h a s e , w h i c h s y n t h e si s t h e m e t al c h el a tl n g P e P ti d e

p h y t o c h el a ti n , w a s cl o n e d f r o m T hl a spi c a e r u l e s c e n s , a n d i n v e s tig a t e d i ts w o r k fo r C d
2 +

t o l e r a n c e . T h e

d e d u c e d a m i n o a ci d s e q u e n c e o r cl o n e d P C S g e n e , n a m e d T c P C S , w a s 4 7 5 a m i n o a ci d l e n g th a n d s h o w e d

h i g h h o m ol o g y w it h P C S s fr o m N i h y p e r a c c u m u l a t o r p l a n t T h l a spi j aP o n i c u m a n d A r a bi d op si s th a ri a n a ･

E x p r e s si o n o f T c P C S g e n e c a r ri e d th e s t r o n g C d
2 +

t ol e r a n c e l o y e a st , a s s h o w n a s n o r m al g r o w th o n t h e

Y N B - U r a - a g a r p l a t e c o n t ai n l n g l O O 〃 M C d C 1 2 , a n d g r o w t h i n t h e c u lt u r e m e d i u m u p t o 3 0 0 〟 M C d
2 +

･

T h e s e d a t a s u g g e s t t
h a t P C S h a v e s o m e r o l e f♭r C d

2 +

t o l e r a n c e i n T ･ c a e r ul e s c e n s ･

K e y W o r d s : c a d m
i u m

, p h yt o c h el a ti n s y n t h a s e , p h y t o r e m e d i a t
i o n

,
T h l a spi c a e r ul e s c e n s , y e a s t

R u n n i n g titl e : P h y t o c h el a ti n s y n th a s e i n T hl a spi c a e r ul e s c e n s

I n t r o d u c ti o n

C l e a n l n g
-

u P s o il s c o n t a m i n a t e d w ith h e a v y m e t a ls i s a d iffi c u lt a n d c o m p li c a t e d t a s k , b u t C d p o ll u ti o n

i s a s e ri o u s p r o bl e m w o rl d w i d e , e s p e c i a ll y i n J a p a n
l)

. w id e s p r e a d C d p o ll u ti o n c a u s e s c o n t a m i n a ti o n o f

f o o d c r o p s s u c h a s ri c e a n d m a i z e , p o si n g a g r a v e t h r e a t t o th e h e a l t h o fJ a p a n e s e p e o p l e
2 ･ 3)

･

o n e s o lu ti o n t o t h i s p r o b l e m t h a t h a s b e e n d e v e l o p e d a n d s t u di e d v i g o r o u slァ
4 , 5)
i s p h ァt o r e m e di a ti o n , a

n e w s o il cl e a n - u
p
t e c h n i q u e u s i n g P

l a n t s t o b i o a c c u m u l a t e t h e h e a v y m e t a l c o n t a m i n a n t s ･ T h e p l a n t tis s u e

w i t h t h e a c c u m u l a t e d h e a v ァ m e t a l a r e t h e n h a r v e s t e d a n d t r e a t e d fらr d is p o s a l ･ S o m e m e t h o d s o r

p
h
y t o
r e m e di a ti o n s t u di e d i n c l u d e u si n g I n d i a n m u s t a r d ( B r a s si c a j u n c e a) , w h i c h a c c u m u l a t e s m a n y k i n d s

o r t o x i c m e t a ls i n i t s ti s s u e s
6)

･ H o w e v e r
,
c e r t a i n

p
r o b l e m s s u c h a s t h e l o w bi o m a s s o f m e t a l a c c u m u l a t l n g

p l a n t s a
n d s e c o n d a r y p o llu ti o n b y c h el a t e r c h e m ic a l s p r e v e n t t h i s t e c h n i q u e f r o m b e i n g w id e l y a d o p t e d ･

T o i m p r o v e t h e u tili t y o
f
p
h y t o r e m e di a ti o n , i n v e s tl g a ti o n s o f m e t a l a b s o r p t1 0 n , a c c u m u l a ti o n , a n d

d e t o x i fi c a ti o n s y s t e m s in p l a n t s a r e d e m a n d e d i n c o n j u n c ti o n w i th l o w
- t o x i c l t y

C h e l a t o r s ･

s o m e p l a n t s t h a t a c c u m u l a t e u n u s u a l l e v e l o r m e t a l s ( m e t a l h ァp e r a c c u m u l a t o r s) h a v e b e e n i n v e s tig a t e d

a n d a n a l y z e d a s a p p r o p r l a t e m o d e l s fらr p h ァt o r e m e di a ti o n
7)

･ A m o n g t
h e m , T h la s p l l S a g e n u s W i t h m a n y

2 0 0 7 年 3 月 6 日受理



2 8 T a k a f u m i M I Z U N O
,
T o y o h a r u S o N O D A , D a i s u k e S u G I U R A a n d H i t o s h i O B A T A

s p e ci e s o f h y p e r a c c u m u l a t o r s o f C d , Z n , N i a n d o t h e r m e t a l s , a n d m a n y s c i e n ti s t s h a v e b e e n s t u d y i n g t h e s e

s p e ci e s fわr t h ei r m e t a l r e si s t a n c e a n d a c c u m u l a ti o n ･ I n p a r tic u l a r , C d d e t o x i 丘c a ti o n i n t h e C d

h y p e r a c c u m u l a t o r s p e c i e s T hla sp i c a e r ul e s e c e n s h a s b e e n i n v e s tig a t e d v ig o r o u sl y b y m a n y r e s e a r c h e r s
8)-1 0)

,

r e v e a li n g It s r o l e f o r s u r v i v i n g i n C d c o n t a m i n a t e d s o il
ll)

･ F o r m e t a l h y p
e r a c c u m u l a ti o n

,
t h e r e a r e s e v e r a l

m e c h a n i s m s t h a t a r e t h o u g h t t o b e i m p o r t a n t ‥ 1) s t r o n g r e si s t a n c e t o m e t a l t o x i c i t y , 2) c o n s t a n t e x p r e s si o n

a n d p r o d u c ti o n o r m e t a l t r a n s p o r t e r p r o t ei n s i n t h e r o o t s , a n d 3) s e p a r a ti o n o f m e t a l s i n t o s t o r a g e ti s s u e s

s u c h a s v a c u o l e s a n d c e ll w a ll s . R e s i s t a n c e a n d / o r d e t o x ifi c a ti o n a r e v e r y I m p o r t a n t fo r a c c u m u l a tl n g t o x i c

m e t a l s s u c h a s C d .

F o r m e t al d e t o x ific a ti o n i n p l a n t s , s o m e p e p tid e a n d p r o t e i n s s u c h a s g l u t a t h i o n e , p h y t o c h el a ti n a n d

m e t a ll o t h i o n e i n h a v e b e e n r e p o r t e d t o a c t a s b i o l o g l C a l c h e l a t o r p e p tid e s , a n d t h e i r a p p li c a ti o n f♭r

p
h
y t o r e m e d i a ti o n h a s b e e n t e s t e d

1 2- 1 6)
I
p h
y t o c
h e l a ti n , w h i c h i s e n z y m a ti c a ll y s y n t h e si z e d b y p h y t o c h el a ti n

s y n t h a s e ( P C S) , h a s a s p e c ifi c d e t o x ifi c a ti o n a b ility fo r C d , a m e t a l w h i c h i s e x t r e m el y t h i o l r e a c ti v e
1 7

･
1 8)

I n o n e s t u d y , a n A r a bid op sis th a li a n a m u t a n t w it h P C S d e fi ci e n c y w a s r e p o r t e d t o b e h y p e r s e n si ti v e t o

c d
1 9)

, a n d i n a n o th e r , e x p r e s si o n o f A ･ i h ali a n a P C S i n b a c t e ri a l c e lls r e s u lt e d i n C d a c c u m u l a tio n
2 0)

･ T h e s e

r e s u lt s s u g g e s t th a t P C S h a s a r o l e i n C d r e si s t a n c e a n d d e t o x i fi c a ti o n i n pl a n t s ･ Si m il a r l y , i t i s s p e c u l a t e d

t h a t P C S p r o v id e s r e si s t a n c e t o a n d h y p e r a c c u m u l a ti o n o f C d i n T . c a e r u l e s c e n s .

I n o r d e r t o g a i n in f o r m a ti o n o n t h e r o l e o f p h y t o c h el a ti n s y n th a s e i n p h y t o r e m e d i a ti o n , w e cl o n e d t h e

P C S g e n e f r o m T . c a e r u le s c e n s a n d i n v e s t lg a t e d it s r o l e i n C d t o l e r a n c e b y e x p r e s s i o n i n y e a s t ･

M a t e r i a l s a n d M e t h o d s

P l a n t m a t e r i a l

T h e s e e d s o f T . c a e r u l e s c e n s e c o t y p e G a n g e s u s e d i n t h i s p a p e r w e r e o b t a i n e d f r o m D r ･ R ･ R ･ B r o o k s

( M a s s e y U n i v . , N e w Z e al a n d) . T h e s e e d s w e r e g e r m i n a t e d in p o t ti n g c o m p o s t in a g r o w t h c h a m b e r a t

2 3
o

C w it h a s c h e d u l e d ( 1 6 - h d a y/ 8 - h n i gh t) a r ti fi c i a l ligh t p e ri o d . A ft e r o n e m o n t h , p l a n t s w e r e g r o w n i n

a g l a s s h o u s e u n d e r a m b i e n t l i g h t w i t h i n a r a n g e o f 2 0
-3 0

o

C .

C l o n i n g o f t h e T c p c s g e n e

C l o n i n g a n d D N A s e q u e n c e d e t e r m i n a ti o n o f T cp c s C D N A w a s p e r f o r m e d a s d e s c rib e d i n o u r p r e v i o u s

p a p e r , w h i c h r e p o r t e d th e cl o n i n g o f a P C S g e n e f r o m J a p a n e s e N i - h y p e r a c c u m u l a t o r p l a n t T hl a sp i

j aP o n i c u m
2 1)

. I n s h o r t
,
t o t a l R N A w a s i s o l a t e d f r o m C d sti m u l a t e d T . c a el u r e s c e n s l e a v e s a n d u s e d fo r C D N A

t e m p l a t e s y n t h e si s b y r e v e r s e t r a n s c ri p ti o n a l r e a c ti o n w i t h M - M L V r e v e r s e t r a n s c r i p t a s e ( W a k o

c h e m i c a l s , O s a k a , J a p a n) .

T w o
p
ri m e r s

,
F W D 2 ( 5

-

- A T G Y T N G A Y T G Y T G Y G A R C C - 3
'

( Y ; C o r T , N ; A , C , G o r T , 良; A o r

G )) a n d R E V l ( 5
'

- A C C C A R T G N G G N G G R T A Y T T -3
'

) , d e si g n e d b ァ th e c o n s e n s u s r e g i o n s o f r e p o r t e d

p
h
y
t o c h el a tin s y n t h a s e s e q u e n c e s , w e r e u s e d f o r p a r ti a l a m p li fi c a ti o n o f T cp c s C D N A . T h e f r a g m e n t s o f

T cp c s w e r e d e t e r m i n e d b y 5
'

-

a n d 3
'

- R A C E m e t h o d s , w it h s e q u e n c e d e t e r m i n a ti o n p e r f o r m e d b y a n

a u t o m a t e d D N A s e q u e n c e r ( M o d e l 3 1 0 0 , A p p li e d B i o s y s t e m s J a p a n , T o k y o) . T h e D D BJ/ E M B L / G e n B a n k

d a t a b a s e w a s s e a r c h e d f o r h o m o l o g o u s s e q u e n c e s u s l n g B L A S T
22)

, a n d a li g n m e n t s o f D N A / p r o t e i n

s e q u e n c e s w e r e p e rfわr m e d u s l n g t h e C L U S T A L W m u l ti pl e s e q u e n c e a li g n m e n t p r o g r a m
2 3)

･

T c p c s e x p r e s s i o n i n ァe a s t

T h e T cp c s e x p r e s si o n p l a s m id w a s c o n st r u c t e d b y i n s e r ti o n d o w n s t r e a m o f t h e G a l l p r o m o t e r o f t h e



E x p r e s si o n o f T hl a spi c a e r u l e s c e n s p h y t o c h el a ti n e s y n th a s e g e n e a n d it s r o l e i n C d t o l e r a n c e i n y e a s t 2 9

i n d u c i bl e e x p r e s si o n v e c t o r p K T I O I G a l - H A I B S w i t h f u si o n i n t o t w o h e m a g g l u ti n in ( H A ) g e n e s , w h i c h

e n c o d e d a H A t a g a m i n o a ci d s e q u e n c e G Y P Y D V P D Y A
2 4)

･ T r a n sfわr m a ti o n o f t h e r e s u lti n g pl a s m i d

( p T c P C S) a n d a n e m p t y p l a s m i d t o t h e S . c e r e vi si a e s t r a i n BJ 1 8 2 4 ( M a T a , l e u 2 , u r a 3 , t rp l , p ep 4, ci r
'

) w a s

p e r f o r m e d b y t h e lit h i u m a c e t a t e m e t h o d
2 5)

,
a n d t r a n sf o r m a n t s w e r e c u l t u r e d i n a y e a s t n it r o g e n b a s e

m e di u m s u p p li e d w i t h t r y p t o p h a n a n d l e u ci n e ( Y N B - u r a
-
m e d i u m ) a n d a p p r o p ri a t e c a r b o n s o u r c e s ･

W e s t e r n b l o t ti n g f o r d e t e c t i o n o f r e c o m b i n a n t Tj P C S

C e11 - fr e e e x t r a c t s ( 5 fi g) o f r e c o m b i n a n t y e a s t s w e r e s u bj e c t e d t o 8 % S D S
I P A G E a n d bl o t t e d o n t o

P V D F m e m b r a n e ･ R e c o m b i n a n t T c P C S f u s e d w it h t w o H A - t a g
s w a s d e t e c t e d b y i m m u n o b l o tt l n g u S l n g

1 :1 0 0 0 dil u t e d a n ti - H A t a g m o n o c l o n a l a n ti b o d y ( S a n t a C r u z , C A , U S A ) a n d A m pli fi e d A l k a li n e

p h o s
p
h a t a s e I m m n o - B l o t As s a y K it ( B i o - R a d , A lfr e d N o v e l D ri v e H e r c u l e s , C A , U S A ) c o n t a i n i n g

a n ti - m o u s e I
g
G - bi o tin a t e d g o a t I g G , s t r e p t a v id i n , bi o ti n a t e d a lk a lin e p h o s p h a t a s e , a n d a c o l o r l n g r e a g e n t ･

C d t o l e r a n c e o f y e a s t d i s p l a y i n g T c p c s e x p r e s s i o n

P l a t e c u l t u r e e x p e ri m e n t : Y e a s t c e ll s t r a n s f o r m e d w it h e m p t y o r p T c P C S pl a s m id s w e r e p r e
-

c u lt u r e d

w ith Y N B - U r a - a t 3 0
o

C a n d 1 4 0 r p m u n til O D 6. .
- 0 .6 . C ell s w e r e d il u t e d t o O D 6.. - 0 . 0 1 i n d i s till e d w a t e r

a n d s p o tt e d ( 5 〝1) o n a g a r p l a t e s o r Y N B -

u r a
~
m e di u m c o n t a i n i n g 0 , 5 0 a n d l O O 〝 M o f C d C 1 2 a n d

s u p pli e d w it h l % g a l a c t o s e a n d l % s u c r o s e ( g e n e e x p r e s si o n p r o m o ti n g c o n d itio n) o r 2 % gl u c o s e ( g e n e

e x p r e s si o n s u p p r e s si n g c o n d iti o n) . C e ll g r o w t h w a s m e a s u r e d a ft e r i n c u b a ti o n a t 3 0
o

C f o r 3 d a y s .

L iq u i d c u l t u r e e x p e ri m e n t: P r e
-

c u l t u r e d c e ll s w e r e d il u t e d t o O D 6 00 = 0 ･0 0 1 w ith Y N B - U r a~ m e d i u m

c o n t a i n in
g
0 - 6 0 0 〝 M o f C d C 12 a n d s u p pli e d w it h l % g a l a c t o s e a n d l % s u c r o s e o r 2 % gl u c o s e a n d

c u lt u r e d a t 3 0
o

C w it h sh a ki n g a t 1 4 0 r p m . C ell g r o w t h w a s d e t e r m i n e d a s t h e v a l u e s o r O D 6｡ ｡ ･

R e s u l t s

A C D N A f r a g m e n t o f P C S t h a t h a d a l e n g th o f a b o u t 3 0 0 b p w a s s u c c e s s fu lly a m p lifi e d fr o m T ･

c a e r u l e s c e n s C D N A t e m p l a t e , a n d a 1 5 8 5 b p C D N A s e q u e n c e c o n t a i n l n g 1 4 5 5 b p o f p h y t o c h e l a ti n s y n t h a s e

g e n e ( T cp c s) w a s d e t e r m i n e d w i t h t h e c o n ti n u o u s 5
'

-

a n d 3
'

- R A C E ･
T h e d e d u c e d a m i n o a c i d s e q u e n c e o f

T cp c s ( T c P C S) h a d 4 8 5 a m i n o a ci d s ( Fig . 1 A ) , th e s a m e a s t h e p h y t o c h el a ti n s y n th a s e s f r o m A ･ th ali a n a ,

A . h a ll eli a n d T . j a P o n i c u m . T c P C S s h o w e d a h i g h d e g r e e ( 9 8 . 4 % ) o f si m il a rit y t o Tj P C S o f T ･ j aP o n i c u m ,

a n d a b o u t 9 0 % si m il a ri t y t o P C S s o f th e B r a s si c a c e a e p l a n t s B r a s si c a j u n c e a , A r a bid op si s th a li a n a , a n d A ･

h a lle ri . T h e P C S s o f t h e f e r n s A t hiy ri u m _y ok o s c e n c e ( C d h y p e r a c c u m u l a t o r) a n d P t e ri s vitt a t a ( As

h
y p e
r a c c u m u l a t o r s) s h o w e d si m il a ri t y o n l y a t N - t e r m i n a l r e g i o n . T h e p h yl o g e n e ti c t r e e o f th e s e P C S

p
r o t ei n s i s s h o w n i n F i g

･ 1 B ･

P r o d u c ti o n o f T c P C S f u s e d w it h t w o H A - t a g s w a s d e t e c t e d b y W e st e r n b lo t t l n g u S l n g a n a n ti H A
- T a g

m o n o c l o n a l a n tib o d y ( F i g .2) . R e c o m bi n a n t T c P C S w a s d e t e c t e d o n l y i n t h e y e a s t c u l t u r e d w it h l %

g a l a c t o s e a n d l % s u c r o s e , w h i c h i n d u c e d T cp c s e x p r e s si o n ･ T o c la rify th e m e a n i n g o f T cp c s e x p r e s sio n f o r

C d t o l e r a n c e , r e c o m bi n a n t y e a s t c o n t a i n i n g th e e x p r e s si o n p l a s m id o f T c P C S w a s s p o t t e d o n t h e y e a s t

n i t r o g e n b a s e ( Y N B - U r a ~ m e d i u m ) s u p p lie d w it h 0 - 1 0 0 FL M C d C 1 2 ･ T h e g r o w t h o f y e a s t c o n t a i n i n g a

c o n t r o l p l a s m i d 】 o r p T c P C S
I H A w h e n T cp c s e x p r e s si o n w a s s u p p r e s s e d b y g l u c o s e , w a s s t r o n g l y s u p p r e s s e d

w h e n C d c o n c e n t r a ti o n e x c e e d e d 1 0 0 FL M . I n c o n t r a s t , r e c o m bi n a n t y e a s t e x p r e s si n g T cp c s s h o w e d o b v i o u s

t o l e r a n c e t o C d a n d g r e w t h e s a m e a t a c o n c e n t r a ti o n o r l O O 〃 M C d a s a t 0 a n d 5 0 〝 M ( F i g ･ 3) ･

T h e C d t o l e r a n c e o f t h e y e a s t e x p r e s si n g T cp c s w a s al s o r e c o g n i z e d i n t h e li q u i d c u l t u r e ･ T h e

r e c o m bi n a n t y e a st c o n t a i n i n g t h e T cp c s g e n e s h o w e d a p p a r e n t g r o w t h i m p r o v e m e n t i n t h e m e d i u m
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F i g ･ 1 S e q u e n c e c o n s e r v a ti o n i n p
l a n t p
h y t D C h el a ti n s y

f lt h a s e

( A ) M u lt i pl e a li g n m e n t s o r d e d u c e d a m i n o a c id s e q u e n c e s o r p h y t o c h el a ti n

s y n t h a s e o f A 7 1a bid op ∫i s lh a li a ,I L2 , m e t al h y p e r a c c u m u l a t o r a r ld p h y l o r e m e d
i a ti o n

pl a n t s ･ T c : T h [ a spi L
･

L2 e r ul e s c e n s
,
Tj : 77 u a sp i j aJ N,7 u

'
c u m

,
Bj : B r a 5 Sic a j u n c e a A t =

A r a b id 申s is th al l
l
a ,7 a . A h : A rLZbid op si 5 h all e n . P v : Pt e ris L u

'

lt a la .
A y : A ETiy ri u m

J O k o sc e n c e . G e n B a n k a c c e s si o n n u m b e r s : A t P C S ; B A B O 9 0 6 7 ; Bj P C S l ･

B A B 8 5 6 0 2 ; A y P C S l , B A B 6 4 9 3 2; Tj P C S , B A B 9 3 1 1 9 ; T c P C S . B A l】9 3 1 2 0 ;

p v p c s l
,
A A T l 1 8 8 5 ; A h P C S l , A A S 4 5 2 5 6 . ( B) p h yl o g e n c ti c t r e e O f t h e P C S s .



F , x p r c s si o n o r T hl a 5P i c a e r u l e 5 C e n 5 P h y t o c h el a ti n e s y n t h a s e g e r le a n d it s r ol e i n C d t o l e r a n c e i n y e a s t
3 1

2 0 9 -

5 2

a lLiz

一 卜

T c P C S

3 4
-

き
r

F i g . 2
W e st e r n a n a l y si s o f Tj P C S i n r e c o m b i n a n t y e a s t s

T h e r e c o m b in a n t y e a s t c e ll s c a r r y l n g P T c P C S w e r e c u lt u r e d w it h Y N B- U r n

m e d i u m c o n t a i n l n g l % g a l a c t o s e a n d l % s u c r o s e . C r u d e c ell J
T
r e e e x t r a c t

c o n t ai n i n g 5 FL g p r o t e
i n w a s s u bj e c t e d t o S D S- P A G E o n 8 % g el ,

e】e c t r o t r a n sf e r r e d
,
a n d
p
r o b e d w i t h a n ti- H A m o n o cl o n a l a n tit , o d y ･

5 0

A
c o n t r ol

T c P C S

c o n t r o一

T c P C S

1 0 0 ( p M C d)

Fi g 1 3 ･ G r o w th o f T c P C S-i n d u c e d y e a st o n C d
ヒ

c o n t ai n l n g P l a t e s

T h e r e c o m b i n a n t y e a s t c a r r y l n g t h e e m p t y v e c t o r P K T I O- G al- H A- B S

( C o n t r o l) o r p T c P C S ( T c P C S) w e r e c u l t u r e (1 o n t h e Y N B- U r a
~ m e d i u m

c o n t ai n i n g v a r i o u s c o n c e n t r a ti o n s o f C d
2

･

.

A : T cp c 5 i n d u c ti o n pl a t e s ( 1 %

s u c r o s e a n d l % g a l a c t o s e ) . B : T cp c 5 r e p r e S S I O n pl a t e s ( 2 % gl u c o s e) ･ F i v e FL I

o f d il u t e d y e a s t b r o t h ( O D ｡ ,"
- 0 .0 1) w a s s p o tt e d a n d i n c u b a t e d a t 3 0

つ

c f o r 3

d a y s .



3 2 T a k a f u m i M I Z U N O
,
T o y o h a r u S o N O D A , D a i s u k e S u G I U R A a n d H i t o s h i O B A T A

c o n t a i n i n g
l O O 〝 M C d ( F i g . 4) a n d s u r v i v e d i n t h e g e n e e x p r e s si o n m e di u m w it h 3 0 0 /J M C d ( F i g . 5) .

G r o w t h d i ff e r e n c e s b e t w e e n t h e c o n t r o l a n d T cp c s e x p r e s si n g y e a s t w e r e n o t r e c o g n i z e d w h e n g e n e

e x p
r e s si o n w a s n o t i n d u c e d .

T h e s e d a t a in d i c a t e d t h a t T c P C S l e n d s C d d e t o x i 丘c a ti o n a bilit y .

D i s c u s s i o n

W e cl o n e d th e p h y t o c h el a tin s y n t h a s e g e n e f r o m T ･ c a e r u l e s c e n s a n d m e a s u r e d i t s a b ilit y t o c o n f e r C d

t o l e r a n c e ･ E x p r e s s i o n o f T c P C S p r o v i d e d o b v i o u s C d r e si s t a n c e t o y e a s t , i n d i c a t l n g t h a t p h y t o c h e l a ti n

p r o d u c ti o n r e s u lt s in C d t o l e r a n c e i n T . c a e r u l e s c e n s a n d h a s s o m e r o l e i n C d h y p e r a c c u m u l a ti o n i n th i s

p l a n t ･ H o w e v e r , t h e d e g r e e o f C d t o l e r a n c e w a s n o b e tt e r t h a n t h a t o f Tj P C S a n d T a P C S l , w h i c h w e r e

i s o l a t e d f r o m n o n - C d h y p e r a c c u m u l a t o r p l a n t s a n d t e s t e d f o r t h e i r C d t o l e r a n c e u n d e r t h e s a m e c o n d i
-

ti o n s
2 1

,
2 6)

･ T h i s r e s u lt s u g g e s t s t h a t t h e C d d e t o x i fi c a ti o n a bili t y o f P C S d o e s n o t di f f e r b e t w e e n p l a n t s , a n d

t h a t e x p r e s si o n i s n o t t h e m a in r e a s o n fo r t h e e x t r a o r d i n a r y a c c u m u l a ti o n o f C d i n T . c a e r u l e s c e n s .

T o d a t e
,
m a n y s c i e n ti s t s h a v e s t u d i e d t h e m e c h a n is m f o r C d h y p e r a c c u m u l a ti o n i n T ･ c a e r u l e s c e n s

,
a n d

s o m e u n l q u e C h a r a c t e ri sti c s o f t h is pl a n t h a v e b e e n h ig h lig h t e d ･ I t w a s r e p o r t e d t h a t a g e n e o r t h e Z I P

f a m il y t r a n s p o
r t e r h o m o l o g ( T c Z N T) w h i c h i s i m

p
o r t a n t f o r C d / Z n t r a n s

p
o r t
,
i s s t r o n

g
l y a n d

c o n s tit u ti v el y e x p r e s s e d i n t h e T ･ c a e r u le s c e n s r o o t
27)

･ T h i s s
p e c
i e s i s a l s o r e p o r t e d t o s t o r e C d p r l n C I P a ll y in

t h e l e s s m e t a b o li c a lly a c tiv e p a r t s o f t h e l e a f c e11 s
2 8

･
2 9)

･
T h e s e m e c h a n is m s a r e s p e c u l a t e d t o b e t h e m a i n

r e a s o n f o r th e e x t r a o r d in a r y C d a c c u m u l a ti o n i n T . c a e r ul e s c e n s s h o o t s . D e t o x ifi c a ti o n a n d r e si s t a n c e t o C d

b y P C S m a y w o r k a s a v a l u a bl e a dj u n c t t o C d t r a n s p o r t a n d i s o l a ti o n i n th is p l a n t .

T o d a t e , s e v e r a l t r a n s g e n i c p l a n t s o v e r e x p r e s s l n g m e t a l t o l e r a n c e
-

r el a t e d g e n e s h a v e b e e n p r o d u c e d , a n d

t h e ir a b ili ti e s fらr d e p u r a ti o n o r p o ll u t e d s o il h a s b e e n t e s t e d
3 0- 32)

･ F u r t h e r m o r e , P C S e x p r e s si o n i n p l a n t s h a s

b e e n fわu n d t o b e r el a t e d t o e n h a n c e d a r s e n i c a n d l e a d t o l e r a n c e
3 3 , 3 4)

･ T h e s e i n v e s t l g a ti o n s s t r o n g lァ s u p p o r t

≡
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I
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l n c u b a ti o n Ti m e (h r s)

F i g ･
4 G r o w th r e c o v e r y o f T cp c s e x p r e s si o n y e a s t i n h igh C d d

2 '

c o n d iti o n .

Y e a s t c ell s c a r r yi n g th e c o n tr o l v e c t o r ( p K T 1 0
- G al- H A

- B S
,
tri a n g l e s) , o r

Tj P C S e x p r e s si o n v e c t o r ( p Tj P C S , s q u a r e s) w e r e g r o w n i n Y N B
- U r a~(1 %

g a l a c t o
s e a n d l % s u c r o s e) c o n t ai n i n g n o C d

2 +

( o p e n s y m b o l s) o r 1 0 0 / J M C

d
2 +

( 丘11 e d s y m b ol s) . T h e a v e r a g e v al u e s o r O D 6 ｡｡ O f e a c h s a m p li n g ti m e ( n
- 3)

a r e s h o w n .
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C d
2 +
( 〟M)

F i g . 5 G r o w t h li m i t o f T cp c s e x p r e s si o n y e a s t i n h i gh C d
2 +

c o n d iti o n ･

T h e y e a s t c el
l s c a r r yi n g

th e c o n t r ol v e c t o r ( fill e d t ri a n gl e s) a n d p Tj P C S I H A

(丘u e d s q u a r e s) w e r e g r o w n a t v a ri o u s C d
2 +

c o n c e n t r a ti o n s . A : C ell s w e r e

c u lt u r e d i n T cp c s e x p r e s si n g c o n d i ti o n w i th Y N B
I U r a~s u p p li e d l % g al a c t o s e

a n d l % s u c r o s e . T h e a v e r a g e O D 6 ｡ ｡ a 鮎 r a 2 4
- h r i n c u b a ti o n ( n

- 3) i s s h o w n .

B : C e ll s w e r e c u lt u r e d w it h o u t T cp c s e x p r e s si o n i n Y N B
- U r a~ s u p p li e d 2 %

r a ffi n o s e . T h e a v e r a g e v al u e s o f O D 6.0 a ft e r a 4 0
- h r i n c u b a ti o n ( n

- 3) a r e

s h o w n .
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,
T o y o h a r u S o N O D A , D ai s u k e S u G IU R A a n d H i t o s hi O B A T A

t h e u tili z a ti o n o f t r a n s
g
e n i c p l a n t s f o r a c t u a l p h y t o r e m e d i a tio n a p pl i c a ti o n s , p r o v i d e d t h e y a r e

a c c o m p a
n i e d b

y
a
p p
r o
p
r l a t e ri s k a s s e s s m e n t s t u d i e s ･

A c k n o w l e d g e - e n t s

T h i s w o r k w a s s u p p o
r t e d i n p a r t b y a g r a n t

-i n - A i d f o r S c i e n tifi c R e s e a r c h f r o m t h e M i n i s t r y o f

E d u c a tio n , C u l t u r e , S p o r t s , S c i e n c e a n d T e c h n o l o g y o f J a p a n ( N o . 1 5 5 1 0 0 7 3) , T h e K u ri t a W a t e r a n d

E n v i r o n m e n t F o u n d a ti o n ( N o . 1 5 1 2 0 0) , a n d a g r a n t ( C ) f r o m M i e U n i v e r sit y i n 2 0 0 4 - 2 0 0 5 f o r y o u n g

r e s e a r c h e r g r o u p s ･

R e f e r e n c e s

1) I I M U R A K ( 1 9 8 1) B a c k g r o u n d c o n t e n t o f h e a v y m e t al s i n J a p a n e s e s oil s; I n K it a gi s h i K , Y a m a n e I ( e d s) H e a v y

m e t a l p o ll u ti o n i n s o
il s o fJ a p a n . J a p a n e s e S c i e n ti fi c S o ci e ti e s P r e s s , T o k y o , p p 1 9

- 2 6

2) C H IN O M ( 1 9 8 1) u p t a k e -t r a n s p o r t o f t o x i c m e t al s i n ri c e pl a n t s . I n K i t a g i s h i K , Y a m a n e I ( e d s) H e a v y m e t al

p o ll u ti o n i n s o il s o f J a p a n . J a p a n e s e S ci e n tifi c S o ci e ti e s P r e s s , T o k y o , p p 8 ト 94

3) A s A M I T ( 1 9 9 7) C a d m i u m p o ll u ti o n o f p a d d y fi el d s a n d h u m a n h e al th i n J a p a n ･ I n : A d ri a n o D C
,
C h e n ZI S , Y a n g

S - S
,
I sk a n d a rI K ( e d s) B i o g e o c h e m i s t r y o f t r a c e m e t a l . S ci e n c e R e v i e w , N o r th w o o d , p p 2 1 7

- 2 6 4

4) S A L T D E , B L A Y L O C K M , K u M A R N P B A , D u s H E N K O V V , E N S L E Y B D , C H E T I , R A S K I N I ( 1 9 9 5)

P h y t o r e m e d i a ti o n : A n o v el s t r a t e g y fo r th e r e m o v a l o f t o xi c m e t al s fr o m t
h e e n v i r o n m e n t u s l n g P l a n t s ･

B i o t e c h n o l o g y 1 3 : 4 6 8
1 4 7 4

5) B E R T I W R
,
C u N N IN G H A M S D ( 2 0 0 0) p h y t o s t a bili z a ti o n o f m e t a l s . I n R a sk i n I a n d E n sl e y B D ( e d s)

P h y t o r e m e d i a ti o n o f t o x i c m e t a l s
I U si n g pl a n ts t o cl e a n u p th e e n v i r o n m e n t ･ J o h n W il e y & S o n s , N e w Y o r k ･ p p

7 1 - 8 8

6) B L A Y L O C K M J , S A L T D E , D u s H E N K O V S , Z A K H A R O V A 0 , G u s s M A N C , K A P U L N I K Y , E N S L E Y B D , R A S K I N I

(1 9 9 7) E n h a n c e d a c c u m u l a ti o n o f P b i n l n d i a n m u s t a r d b ァ s oil - a p p li e d c h el a ti n g a g e n ts ･ E n v i r o n S °i T e c h n o1

3 1 : 8 6 0 - 8 6 5

7) B R O O K S R R ( 1 9 9 8) G e o b o t a n y a n d h y p e r a c c u m u l a t o r s . I n B r o o k s R R ( e d) p l a n t t h a t h y p e r a c c u m u l a t e h e a v y
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