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研究成果の概要（和文）：トマトにおけるALMTファミリーリンゴ酸輸送体(SlALMT)について，果実や葉などの器
官特異的に発現する2つのSlALM遺伝子に着目し生理機能を解析した．本研究課題では，主に果実で発現する
SlALMTが，成熟初期の維管束で発現すること，輸送特性としてリンゴ酸と他ジカルボン酸を放出し，硝酸・塩素
イオンを取り込むことを明らかにした．この遺伝子の発現抑制系統を作製し，メタボローム解析を行ったが，リ
ンゴ酸含量に変化はみられなかった．葉で発現するSlALMT遺伝子は，気孔を構成する孔辺細胞で発現すること，
輸送特性として，リンゴ酸の放出が，外液にリンゴ酸を添加することで活性化されることを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：In this study, two tomato ALMT-family malate transporter genes expressed in 
fruit and leaf were analyzed. The SlALMT gene in fruit was found to be expressed in the vascular 
bundles during the early stage of maturation. The SlALMT transporter exhibited the efflux of malate 
as well as dicarboxylic acids, and the influx of nitrate and chloride. The transgenic suppresser 
were constructed and examined several metabolites. Malate content in mature green fruit was not 
different between wild type and the suppressor lines. The SlALMT gene in leaf was found to be 
expressed in guard cells. The SlALMT transporter exhibited the malate-efflux activated by 
extracellular malate concentration.

研究分野： 植物栄養学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ALMTファミリー輸送体は植物特異的なアニオン輸送体として多くの研究が進められているが，その性質の多くは
未解明である．申請者は，アルミニウム耐性遺伝子のTaALMT1，気孔閉口に関わるAtALMT12など，世界に先駆け
て研究を進めてきた．本研究課題では，モデル作物のトマトにおいて，果実を含めた器官・組織・細胞で発現す
るALMTファミリーの輸送機能と，関与する生理機能との関係を明らかにした．この成果は，作物がもつ様々なタ
イプのALMT輸送体の性質を理解し，活用することで，環境ストレス耐性の付与，農作物の成長制御と品質向上へ
の応用を可能にする． 

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ALMT タイプ輸送体は，申請者らにより世界で初めて，コムギの酸性土壌・アルミニウム耐性

遺伝子として発見された，アルミニウムで活性化されるリンゴ酸輸送体である．その後，ほと
んどの植物のゲノムデータベース上に ALMT 相同遺伝子が存在することが分かってきたが，微
生物や動物の既知のイオン輸送体とは相同性を示さない植物特有の輸送体であるため，その輸
送機能および生理的役割は不明なものが多い． 
以前の研究で，申請者らはトマト(品種 Micro-Tom)の果実で発現する SlALMT 遺伝子に着目

し，果実で発現する 2つの SlALMT4, SlALMT5 遺伝子を同定した．これらは，果実内の種子に
繋がる維管束で発現しており，種子へのリンゴ酸輸送が示唆された．さらに，電気生理学的解
析結果からリンゴ酸輸送機能を確認した．特にリンゴ酸輸送能の高かった SlALMT5 遺伝子につ
いては，遺伝子過剰発現トマトを作成し，GC-MS による解析を行った結果，完熟種子のリンゴ
酸とクエン酸含量の増大を見出し，SlALMT5 が種子の有機酸含量の調節に関与する事を明らか
にした（Sasaki et al. 2016）． 
その後，中国の研究者らがトマトの SlALMT9 が液胞膜に局在し，トマト品種間でみられるリ

ンゴ酸含量の違いに関与すると報告した（Ye et al. 2017）. それによると，SlALMT9 の約
400bp 遺伝子上流の３塩基の挿入と欠損（InDel）が，遺伝子発現を制御することで，リンゴ酸
の蓄積に違いがみられる．しかし，SlALMT9 遺伝子は，Micro-Tom や Heinz 1706 品種におい
て，果実ではほとんど発現がみられない（Sasaki et al. 2016）．ただし，Micro-Tom 品種で
も（成熟過程で変動はするものの）リンゴ酸は果実に蓄積していることから，他の ALMT また
は，他の輸送体の遺伝子等も果実のリンゴ酸含量に影響していると考えられた． 
 
 
２．研究の目的 
トマトには 16の SlALMT 遺伝子が存在する．そのうち，我々が見出した SlALMT4, SlALMT5 以

外に機能解析が行われているのは，SlALMT9 を含めて 3遺伝子である．そこで本研究では，モ
デル植物のトマトを用いて機能未知の SlALMT 輸送体の生理的な役割を解明すること，特に
SlALMT 遺伝子の発現器官と発現様式の違いに着目して解析することにした．その中でも，花器
官および果実の成熟初期に発現する遺伝子，葉で多く発現する遺伝子，根で発現する遺伝子を
予備的な知見から，解析する候補遺伝子とした． 
本研究課題では，さらにその中から生理機能が特徴的と考えられる遺伝子に焦点を絞り，そ

れら輸送体の機能の詳細を明らかにし，また遺伝子発現を改変した形質転換トマトを作出する
ことで，果実の品質や成長制御，環境ストレス耐性等の形質との関係解明を目的とした．  
 
 
３．研究の方法 
トマトの Heinz 1706 品種で報告のある SlALMT 遺伝子の発現プロファイルを参考に，申請者

自身がトマト Micro-Tom 品種を用いて行なった発現解析結果から，特徴的な SlALMT 遺伝子を
選択し，以下の手法により解析を行った． 
a）PCR 法による，それぞれの遺伝子が発現する器官・時期の解析． 
b）GFP 融合タンパク質の一過的発現によるタンパク質の細胞内局在の解析． 
c）電気生理学的手法による，輸送基質や活性化の特性の解析． 
d）生理機能が重要と思われる SlALMT 遺伝子について，発現を制御した形質転換トマトの作製

と，その形質について野生トマトとの比較解析． 
 
 
４．研究成果 
本研究では，16 あるトマト SlALMT 遺伝子の器官別の発現解析を行い，その中から，果実の成

熟初期，および気孔で発現する 2つの SlALMT 遺伝子に着目することで，以下に示す成果を得た． 
 
(1)トマト SlALMT 遺伝子の網羅的解析 
はじめに，Heinz 1706 品種を用いた遺伝子発現プロファイルと，Micro-Tom 品種を用いた PCR

法により，目的とする遺伝子発現の器官，組織，果実における成熟期について調査した． 
根で特異的に発現する SlALMT 遺伝子についても解析を行い，幼植物体の根のアルミニウム処

理や，栄養塩の欠乏処理により発現が変動するいくつかの候補遺伝子を見出した．これらの中で，
以下に示す 2 つの遺伝子[項目(2)および(3)]に特化して解析を進めることが，より研究の発展
につながると考えたため，根の遺伝子の解析については初年度以降，保留とした．今後，これら
の候補遺伝子についても，あらためて研究を進める予定である． 



 
(2)トマト果実の成熟初期に発現する SlALMT 遺伝子の解析 
これまでの研究から，トマト SlALMT 遺伝子のうち，すでに果実の成熟過程で恒常的に発現し

ていた 2 遺伝子(SlALMT4,SlALMT5)について，細胞内膜系で発現し，そのうちの 1つ，SlALMT5 が
種子のリンゴ酸含量に影響することを明らかにしている． 
本研究課題では，果実成熟の初期段階で主に発現している SlALMT 遺伝子について解析した．

プロモーター::GUS の形質転換トマトを作製し，発現組織を調べた結果，この遺伝子が果実の維
管束で発現することを明らかにした．また，GFP 融合タンパク質の一過的発現による細胞内局在
を観た結果，細胞膜に局在することが示唆された． 
 
この果実SlALMT遺伝子をアフリカツメガエル卵母細胞に発現させ，電気生理学的測定により，

輸送基質の解析を行った．その結果，この輸送体は，果実で発現する SlALMT4 と SlALMT5 よりも
高いリンゴ酸輸送活性を示した．さらに，リンゴ酸以外にもジカルボン酸のフマル酸やコハク酸
の排出，および硝酸と塩素イオンの流入の輸送活性が明らかとなった．しかし，トリカルボン酸
のクエン酸，酸性アミノ酸のアスパラギン酸，グルタミン酸の透過はみられなかった．  
 
次に，果実と種子の有機酸含量の調査のため，この SlALMT 遺伝子の過剰発現系統と発現抑制

系統の作出を行った．過剰発現系統については，CaMV35S プロモーターを用いたが，高い発現を
示す系統は得られたものの，homozygous 系統を得ることができなかった．その理由として，遺
伝子の過剰発現が生育に何らかの影響を及ぼす可能性が考えられる．それに対して，遺伝子発現
が野生株の 10-20%に抑えられた発現抑制系統については homozygous 系統を得ることができた．
この発現抑制系統を用いて，果実のメタボローム解析を行った．その結果，果実におけるリンゴ
酸およびジカルボン酸の含量は野生株と比較して，変化は認められなかったが，他のアミノ酸含
量に違いがみられた．そのアミノ酸変動の原因を解明するため，この果実 SlALMT タンパク質の
輸送機能について，今後もさらに解析を行う予定である． 
 

(3)トマトの気孔で発現する SlALMT 遺伝子の解析 
もう一つ詳細に解析したのは，トマトの孔辺細胞で発現する SlALMT 遺伝子である．この遺伝

子単離については，孔辺細胞を多く含む葉の表皮から RNA を抽出し，RT-PCR により 16 の SlALMT
遺伝子について発現解析を行った．その結果，一つの SlALMT 遺伝子が葉全体と比較して表皮で
高発現していた．その遺伝子のプロモーター領域をクローニングし，プロモーター::GFP を発現
させた形質転換トマトを作出した．そして，蛍光顕微鏡および共焦点レーザー顕微鏡を用いて，
形質転換トマトの葉の観察を行った結果，この遺伝子が孔辺細胞で発現することを明らかにし
た．さらに，細胞内局在を GFP 融合タンパク質の一過的発現により解析した結果，この SlALMT
タンパク質は，細胞膜に局在することが示唆された． 
 
アフリカツメガエル卵母細胞を用いた電気生

理学的手法により，孔辺細胞 SlALMT の輸送体の
特性を解析した．その結果，卵母細胞の外液にリ
ンゴ酸を添加し，さらに測定直前に卵母細胞内
にリンゴ酸を注入した際にみられる，リンゴ酸
放出にともなう高い「内向き電流」が測定され
た． 
「内向き電流」とは，マイナス側の膜電位固定

により生ずるマイナス方向に上昇する電流であ
り，この場合，リンゴ酸が細胞の外に放出される
ことを意味する．そしてさらに，このリンゴ酸放
出にともなう内向き電流は，植物膜の静止電位
（-100 mV）付近をピークとする「ベル型」の電
流・電圧曲線を示した（図 1）． 
 
細胞外のリンゴ酸は，グルコン酸を含む外液の

時よりもベル型を示す内向き電流のピークを負
の膜電位側（過分極側：-100 mV）に移動させる．
細胞外のリンゴ酸の存在により，広い膜電位の
範囲で（プラス側からピーク値まで）チャネル
が開き，リンゴ酸放出がおこる．そして，膜電位がピーク値よりも過分極になるとチャネルは閉
じ，リンゴ酸の放出は抑えられる（図 1）． 
 
これは，以前報告されたシロイヌナズナの AtALMT12 の結果と共通する輸送特性である． 
気孔が開くときは，孔辺細胞の細胞膜プロトンATPaseの活性化により水素イオンが放出され，

膜の脱分極が起こる．そして，膜が脱分極の状態では孔辺細胞の ALMT を介したリンゴ酸放出活
性が抑えられる．このようなメカニズムが植物の気孔の開閉時におきていると推測される． 

図 1 孔辺細胞の SlALMT が示す典型的な
電流・電圧曲線 
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さらに，孔辺細胞 SlALMT タンパク質の C 末端に GFP 等のペプチド・タグを付加することで，

「ベル型」を示さず，直線的な電流・電圧曲線へと電位依存性が変化することを見出した．その
ため，これら孔辺細胞の ALMT の C末端側には，共通した膜電位または外液リンゴ酸に対する感
受センサー部位が存在すると考えられた． 
加えて，電気生理学的解析から，孔辺細胞 SlALMT がリンゴ酸以外にもフマル酸とコハク酸を

輸送し，クエン酸は輸送しないという基質特異性も明らかにした． 
 
以上の結果から，トマトの孔辺細胞で発現する SlALMT 遺伝子の，気孔閉口への関与が示唆さ

れた．そして，アポプラスト側のリンゴ酸により孔辺細胞の ALMT が活性化され，細胞内のジカ
ルボン酸（リンゴ酸）を放出することでおこる気孔閉口のメカニズムが，様々な植物で共通する
ことが考えられた． 
現在，孔辺細胞の SlALMT が関与する生理機能を証明するため，この遺伝子を発現抑制する形

質転換トマトの作出と，生理的な形質の解析を進めている． 
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