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研究成果の概要：土壌に起因する環境ストレスが荒廃地の造林を行う上で問題になりやすい。

荒廃地造林技術の開発のために環境ストレスに対する樹木根の代謝応答の機構を明らかにする

必要がある。本研究では、樹木根の炭素代謝の応答を解析する手法を確立し、実際にいくつか

のストレスに対する応答を解析した。その結果、低酸素ストレスやアルミニウム過剰ストレス

には解糖系を阻害する作用があることが明らかになり、耐性樹種はその作用を回避する機構を

持つことが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
 シロイヌナズナやイネなどのモデル植物
を用いた植物生理学の研究は、全ゲノム情報
を得た後に急速に進歩し、トランスクリプト
ーム、プロテオーム、メタボローム解析とい
ったポストゲノム解析による新たな研究の
局面に入った。しかし、先行している数種の
モデル植物の機能解析だけでは、多様性に富
んだ植物の生活史や環境適応戦略を理解す
ることは困難であり、さらなるモデル植物の
候補が提案され、ゲノム解析やポストゲノム
解析が行われつつある。 
 樹木は永年性であり、モデル植物に比べ環
境適応力が優れている種があると予想され、

草本のモデル植物では解明できない機能が
明らかになる可能性がある。しかし、樹木の
モデル植物と言えるものはポプラに限られ
ており、環境ストレス耐性の優れた種がモデ
ル植物として集中的に研究されてはいない。 
 植物のストレス応答に関する研究では、こ
れまで、乾燥、低温、塩ストレスが主たる対
象であった。樹木では大半の研究が乾燥スト
レスに関するものである。しかし、実際の農
業、林業の場面では、乾燥ストレスの他に土
壌に起因する様々なストレスが問題となる。
土壌と直接相対する根の研究は非常に遅れ
ており、土壌に起因するストレスに対する根
の応答の生理学的研究は、その必要性が高い
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緊急の課題となっている。特に、農地のよう
に集約的な土壌改良や土壌管理が行われな
い林地での森林更新や植生を失った荒廃地
の造林の場面では、樹木の根のストレス応答
のありようは、その成否を決める要点である。 
  
２．研究の目的 
 本研究は、新たなモデル植物を提案するも
のではなく、樹木の代謝に関する網羅的解析
を行おうとするものでもない。モデル植物で
明らかになった情報を駆使し、樹木の環境ス
トレスへの代謝応答に関して、必ずしも網羅
的でない古典的な手法を用いて解析し、モデ
ル植物では解明できない機能を環境ストレ
ス耐性樹木から見出そうとするものである。 
 これまで私たちの研究グループが環境ス
トレス耐性樹木として選抜してきたフトモ
モ科のMelaleuca cajuputiを材料として、熱
帯低湿地荒廃地の環境造林の場面を想定し
たアルミニウム過剰、湛水といった土壌に起
因する環境ストレスに対し、根の解糖系、
TCA 回路といった炭素代謝系がどのように
制御されるのかを、代謝物の定量、酵素活性
の測定を通じて包括的に明らかにすること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 糖、有機酸、アミノ酸について、他植物で
用いられている抽出法がMelaleuca cajuputi
の根に適用できるかを検討し、定量法を確立
した。 
 解糖系、TCA回路の主要な酵素の活性につ
いて、他植物で用いられている抽出法および
活性測定法が Melaleuca cajuputi の根に適
用できるかを検討し、定量法を確立した。 
 これらの方法の詳細は、４．研究成果の項
で述べる。 
 確立した方法を、Melaleuca cajuputiの根
の低酸素、アルミニウム過剰ストレスへの応
答に適用した。 
 
４．研究成果 

Melaleuca cajuputi と Melaleuca 
bracteata、Eucalyptus camaldulensisの根
から、炭素代謝の主要物質である糖と有機酸
をエタノールで抽出し、精製することによっ
てガスクロマトグラフ（GC）あるいは高速
液体クロマトグラフ（HPLC）による定量を
可能にした。エタノールによる抽出物を減圧
固化した後に水で再溶解し、水溶液をイオン
交換カラムに通過させることによって糖と
有機酸を分離・精製した。陽イオン交換カラ
ムと陰イオン交換カラムを連続で通過させ
てできた画分を糖定量に用い、水溶液通過後
に陰イオンカラムに一旦保持されたものを
ギ酸で溶出させた画分を有機酸定量に用い
た。糖定量用の画分を減圧固化した後、固化

試料中のアラビノース、キシロース、フルク
トース、グルコース、ソルビトール、イノシ
トール、スクロース、ラフィノースをトリメ
チルシリル-オキシム誘導体化してキャピラ
リーGC で定量した。二次代謝物を多く含む
樹木由来の試料では夾雑物が測定を阻害し
やすいが、精製することによって GC測定時
のベースラインを安定させることができた。
また、夾雑物の除去によって誘導体化効率が
向上することを内部標準物質の回収率から
確認した。糖のアノマーが混在することなど
から糖と有機酸のピークと重なるという問
題が生じたため、陰イオン交換カラムによっ
て両者を分離させることが必須であった。有
機酸については、リンゴ酸を糖と同様の方法
でGCによって定量し、それ以外の有機酸（ク
エン酸、シキミ酸、フマル酸）はフォトダイ
オードアレイ検出器を接続した HPLC で定
量した。これらの測定では、各物質の回収率
は 70-90％であった。 

Melaleuca cajuputi と Melaleuca 
bracteata、Eucalyptus camaldulensisの根
を試料として、解糖系の中間代謝物である糖
リン酸の定量法を確立した。糖リン酸は過塩
素酸で抽出した。トリクロロ酢酸による糖リ
ン酸の抽出法と比べて、過塩素酸による抽出
法は、操作が簡便であり回収率が高かった。
糖リン酸は極めて微量の成分であるため、そ
れを基質とする酵素反応に共役する
NAD(P)H の増減から単純に定量する方法で
は検出感度の限界が問題となった。そこで、
これらの定量に、より検出感度が高い酵素サ
イクル法を用いることとした。植物、特に樹
木には酵素活性の阻害物質が存在するので、
糖リン酸の定量がこれらの樹種で可能かど
うか検討した。グルコース-1リン酸、グルコ
ース-6リン酸、フルクトース-6リン酸の定量
では、NADP+とNADPHの循環系を用いた。
NADP+ は こ れ ら の 糖 リ ン 酸 を
6-Phosphogluconolactone に変換させる過程
で等量生成するので、これを定量することに
よって糖リン酸を定量することができる。
UDP-グルコースと 3-ホスホグリセリン酸の
定量では、グリセロール-3リン酸とジヒドロ
キシアセトンリン酸の循環系を用いた。酵素
反応により、UDP-グルコースはグリセロー
ル-3リン酸に、3-ホスホグリセリン酸はジヒ
ドロキシアセトンリン酸に変換する系によ
り定量した。アセチル CoA はアセチル CoA
と CoAの循環系を用い、そのとき生成される
NADHの生成速度から定量した。どの循環系
においても、夾雑物が循環系で用いる酵素反
応の障害となった。この問題は抽出液にポリ
ビニルポリピロリドン（PVPP）を添加する
ことによって解消したことから、ポリフェノ
ール系物質が定量の障害となる主な夾雑物
であることがわかった。酵素サイクル法によ



 

 

る糖リン酸の定量は草本植物でもまだ適用
例が少ないが、樹木の根を試料とした場合に
も適用できることが確かめられた。また、酵
素サイクル法は検出感度が高く、少ない試料
液で定量できることから、マイクロプレート
リーダーを用いたハイスループット化が可
能である。本研究でも、マイクロプレートリ
ーダーによって効率的に測定を進めること
ができた。 
解糖系、TCA回路の主要な酵素の抽出と活
性測定は、抽出過程で PVPPによるポリフェ
ノールの除去を必要とすることと抽出緩衝
液のメルカプトエタノール濃度を高くする
という改変を除いて、概ね他植物で用いられ
ている方法と同じ手順で進めることができ
た。また、本研究ではスクロース分解にも着
目し、その反応を担う酵素としてインベルタ
ーゼとスクロースシンターゼを抽出して活
性を測定した。この結果と 13CO2パルスラベ
ルにより根への光合成産物の転流を解析し
た結果を合わせて炭素代謝に基質を供給す
る過程のストレス応答反応を明らかにした。 
代謝物の定量と酵素活性の測定で確立し
た手法を用いて、Melaleuca cajuptiの低酸素
ストレス耐性の機構を解析した。比較種の
Eucalyptus camaldulensisでは、根のエネル
ギー状態が低酸素ストレスによって悪化し
たが、エネルギー代謝の基質となるグルコー
スを培養液に添加することによってこの悪
化を防ぐことができた。このような回復効果
はスクロースの添加によっては認められず、
また低酸素ストレス下で Eucalyptus 
camaldulensis の根にスクロースが蓄積する
ことがわかった。一方、根のエネルギー状態
に影響のなかったMelaleuca cajuputiでは、
根にスクロースが蓄積しなかった。根のスク
ロース分解酵素の活性を測定した結果、この
ような種間差は低酸素ストレスによって液
胞インベルターゼ活性が阻害されるかどう
かの違いによることが示唆された。さらに、
Melaleuca cajuputiではスクロース分解活性
を 維 持 す る こ と で Eucalyptus 
camaldulensis で起こるような光合成産物の
転流阻害が回避されていると推測された。
Melaleuca cajuputiは低酸素ストレス下でも
エネルギー代謝への基質供給が阻害される
ことがなく、このことが低酸素ストレス耐性
を規定する要素の一つになっていると考え
られる。また、Melaeuca cajuputiでは、解
糖系の酵素が低酸素ストレスによって賦活
化する傾向にあった。しかし、葉から根への
炭素の転流量が増加しなかった、また、スク
ロース分解時の ATP 消費の減少につながる
スクロースシンターゼの活性の増加がみら
れなかった、あるいは根の呼吸速度の測定の
結果や解糖系の中間代謝物の定量の結果か
ら解糖系フラックスが増大している証拠は

なかったことから、解糖―アルコール発酵系
では湛水条件下での Melaleuca cajuputi の
根の高いエネルギー状態を説明できないこ
とが明らかとなった。したがって、Melaleuca 
cajuputiの強力な低酸素ストレス耐性の機構
を解明するためには、本研究で得た知見を土
台にしてエネルギー生産経路の詳細を検討
する必要があり、今後の課題となる。 
アルミニウムストレスに対する  耐性種

Melaleuca cajuputi と感受性種 Melaleuca 
bracteata の根の代謝制御の解析を行った。
どちらの種もアルミニウムストレスにより
解糖系フラックスが低下している可能性が
示された。しかし、根のエネルギー状態が悪
化したのは感受性種の Melaleuca bracteata
だけであった。耐性種のMelaleuca cajuputi
では、解糖系の最下流に位置するアセチル
CoA の量がアルミニウムストレス下でも維
持されており、TCA回路におけるエネルギー
生産には影響がなかったと推測される。スク
ロース分解や解糖系最上流部の代謝におい
ても両種にアルミニウムストレスに対する
応答の違いが見られた。今後、これらに関連
する代謝経路の詳細な解析を行うことによ
り、 Melaleuca cajuputi の Alストレス耐性
機構が解明される可能性がある。 
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