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研究成果の概要（和文）：酸性硫酸塩土壌とは、硫化鉄を多く含む海成粘土層が開墾などにより地表に露出し、
これが酸化して生じる硫酸が原因となって土壌および周辺水域がpH1～4という強酸性を呈する土壌である。これ
までに申請者は、東南アジアの酸性硫酸塩土壌の湿地に適応する植物を探索し、その根圏からイネの生育促進能
をもつ有用微生物群を得てきた。その中で、酸性条件下で植物生育促進能があり、かつ細菌の中で最も高濃度の
アルミニウム耐性を示すAL46株、および根圏にバイオフィルムを形成するCA42株を得た。本研究は、AL46株や
CA42株をモデルとして、新たなアルミニウム耐性・酸性土壌適応機構の一端を明らかにすることを目的とした。

研究成果の概要（英文）：A novel aluminum-tolerant bacterial strain CA42 was isolated from the 
aquatic plant Eleocharis dulcis, which grows in a highly acidic swamp in Vietnam. Inoculation with 
CA42 allowed Oryza sativa to grow in the presence of 300 μM AlCl3 at pH 3.5, and biofilms were 
observed around the roots. Using 16S rRNA gene sequencing analysis, the strain was identified as 
Pullulanibacillus sp. CA42. This strain secreted large amounts of an extracellular polysaccharide 
(CA42 EPS). Furthermore, the aluminum tolerance of CA42 cells was attenuated by pullulanase 
treatment directly on the live CA42 cells. These results suggest that CA42 EPS adsorbs aluminum ions
 and is involved in the aluminum tolerance mechanism of Pullulanibacillus sp. CA42. Thus, this 
strain may be a potential plant growth-promoting bacterium in acidic soils. In addition, this study 
is the first to report a glycogen-like polysaccharide that adsorbs aluminum ions. 

研究分野：微生物生態学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
酸性硫酸塩土壌とは、海成粘土層が開墾などにより地表に露出し、これが酸化して生じる硫酸が原因となって土
壌および周辺水域がpH1～4という強酸性を呈する土壌である。東南アジアの酸性硫酸塩土壌の湿地に適応する植
物を探索し、その根圏からイネの生育促進能をもつ有用微生物群を得てきた。その中で、酸性条件下で植物生育
促進能があり、かつ細菌の中で最も高濃度のアルミニウム耐性を示すAL46株やイネの根圏でバイオフィルムを形
成するCA42株を得た。本研究は、AL46株のプロテオーム解析およびCA42株のバイオフィルムの構造解析により、
新たなアルミニウム耐性・酸性土壌適応機構の一端を明らかにすることができた。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
酸性硫酸塩土壌とは、酸性土壌の中でも、硫化鉄を多く含む海成粘土層が開墾などにより地表
に露出し、これが酸化して生じる硫酸が原因となり、土壌および周辺水域が pH1～4 という強酸
性を呈する土壌である。この土壌では、強酸性に伴い土壌中から可溶化してくるアルミニウムや
重金属が原因の金属過剰障害、可溶化したアルミニウムとリン酸が結合し、不溶性リン酸塩を形
成することによるリン酸不足などが複合して植物の生育阻害を引き起こす。人口増加に伴い農
作物の収量増加が求められている東南アジアでは、特に農業上深刻な問題となっている。しかし、
酸性硫酸塩土壌全体の中和は困難であり、農作物の根の周囲の微細環境（根圏）に共生可能な植
物根圏微生物を活用した （１） 強酸性環境の中性化、
（２） 過剰金属の不活化、（３） 不溶性リン酸の可溶化、
（４） 窒素化合物の供給が期待されているが、未だ実用
化はなされていない。 
申請者は、本研究に先立ち、現地研究者と共にベトナ
ム・タイなど東南アジアの酸性硫酸塩土壌の湿地に適応
する植物を探索し、その根圏からイネの生育促進能をも
つ有用微生物群を得てきた。選抜した菌株のなかで、AL46
株は上記（１）～（４）の条件を満たす菌株で、既報と
比較して最も高い高濃度アルミニウム・重金属耐性（表
1）を示す新種であり、かつ図 1に示すような複数のアル
ミニウム耐性機構を持っている可能性がある。 
 

 
２．研究の目的 
AL46 株のアルミニウム耐性は、現地の酸性硫酸塩土壌で検出したアルミニウムイオン濃度（3-
7 mM）の 28 倍以上(200 mM)という強い耐性を示し、作物品種の多くがμMレベルで生育阻害を
受けることから考えても、その能力は突出している。AL46 株は、既報の細菌の中で最も高いア
ルミニウム耐性を示しているだけでなく、複数の酸性土壌適応に有効な形質を併せ持つ菌株で
ある。また、類縁菌での金属耐性に関わる情報も少なく、AL46 株をモデルにすることで、新た
なメカニズムが発見できる可能性があると期待していた。 
本研究では、イネの生育促進能を持つ高濃度アルミニウム耐性菌として選抜した AL46 株を用い、
そのアルミニウム耐性・適応機構の解明を目的として、アルミニウム存在下での耐性に関わるタ
ンパク質の網羅的解析（プロテオーム解析）を実施した。 
また、単離菌株の 1 種でカヤツリグサ科植物 Eleocharis dulcis から単離された



Pullulanibacillus 属細菌 CA42 株（図 2）は Al 耐性、pH 上昇能、インドール酢酸生産能を持つ。 
CA42 株をイネの根に接種し、pH 3.5 で AlCl3を添加した条件におけるイネの栽培実験を行った
ところ、CA42 株を接種したイネは生育が可能になった。この際に、イネの根にバイオフィルム
状の物質が見られ、このバイオフィルム状物質が Al3+からイネの根を保護している可能性が考え
られた（図 3）。よって、本研究では、バイオフィルムの主成分と考えられる多糖について Al3+の
吸着能および多糖の構造について検討を行った。 

 
３．研究の方法 
アルミニウムの存在下、非存在下で AL46 株を培養して細胞を回収後、タンパク質を抽出し、
SDS-PAGE での分離後にトリプシン消化して LC/MS/MS 分析することで、網羅的に蛋白質を同定・
定量するショットガンプロテオームを行った。これによりアルミニウム等の金属耐性に関与す
るタンパク質の候補を選抜し、それぞれのタンパク質の発現量を解析した。 
CA42 株のバイオフィルムについては、培養後の菌体を生理食塩水に回収・振盪して多糖を剥離
させ、DNase、RNase を用いて核酸物質を分解し、フェノール・クロロホルムでタンパク質を除
去した後、透析により精製を行い、凍結乾燥をして取得した。取得した多糖を AlCl3溶液と反応
させ、PCV 法により溶液中に残る Al3+濃度を測定した。その結果、多糖を反応させた溶液は、溶
液中に残存する Al3+濃度の減少が見られた。これにより多糖に Al3+の吸着能がある事が確認され
た。そこで、詳細な機能について検討を行うために構造解析を行った。 
 



４．研究成果 
AL46 株を塩化アルミニウム濃度が 0 mM, 20 mM の培地を用いて培養してショットガンプロテ
オーム解析を実施した。その結果、0 mM に対して 20 mM の試料中で 4倍以上増加したタンパク
質は 32 個あり、16 倍以上増加したタンパク質は 8個あった。その中には物質の輸送に関係する
タンパク質が多くみられ、中でもリン酸の輸送に関係するタンパク質が複数見つかった。アルミ
ニウム存在下では土壌中のリン酸が不溶化して根からの取り込みが困難となるため、リン酸輸
送に関わるタンパク質が検出されたのは興味深い。また、高濃度（90 mM）のアルミニウム存在
下でも「4倍以上増加」で 3個、「16 倍以上増加」で 4個が 20 mM の条件で検出されたタンパク
質と共通して検出され、これらのタンパク質は特にアルミニウム耐性機構において重要な役割
を果たすことが期待できた。 
 
CA42 株のバイオフィルムを構成する多糖の組成について HPLC で調べたところ、糖の組成成分
についてはグルコースのみが検出された。次にメチル化分析・NMR を用いて構造解析をしたとこ
ろ、主鎖にα1-4 結合を持ち、グルコース残基が約 10 個ごとにα1-6 結合の側鎖を持つ構造と分
かり、CA42 株の Al3＋の吸着能を持つ多糖はグリコーゲンである事が判明した（図 4・5）。 
本研究で、酸性土壌地帯に適応する植物根圏から植物生育促進能をもつ 2株の根圏細菌、すな
わちアルミニウム耐性菌である AL46 株とバイオフィルム生産菌である CA42 株を用いて、その
酸性土壌耐性機構の解明につながる基礎的知見を得ることができた。今後はこれらの知見が具
体的にどの程度耐性に寄与しているかなどの検討を進める予定である。 
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