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研究成果の概要（和文）：酸性土壌でみられる作物の生育阻害の主要な因子は、アルミニウム（Al）イオンである。Al
耐性機構とAlによる細胞死誘発機構についてタバコ培養細胞株ならびに幼植物を用いて解析した結果、（１）癌細胞で
みられるWarburg効果と類似の機構がAl耐性細胞株に存在し、好気条件であってもTCA回路を抑制し発酵を促進すること
でミトコンドリアにおける活性酸素種の生成を抑制していること、（２）細胞膜局在のスクロース輸送体の高発現によ
りAl耐性度が向上すること、（３）液胞プロセシング酵素が細胞死の誘発に関わることを見出した。

研究成果の概要（英文）：A major inhibitory factor of crop production in acidic soils is aluminum (Al) 
ion. Using cultured tobacco cell lines and seedlings of tobacco, we found (1) a novel avoidance mechanism 
of ROS production in mitochondria by repression of TCA cycle but enhancement of fermentations in cytosol 
even under normoxia, which is similar to the Warburg effect reported in cancer cells, (2) an increase in 
Al tolerance by the over-expression of sucrose transporter in the plasma membrane, and (3) the 
involvement of vacuolar processing enzyme in cell death mechanism under Al stress.

研究分野： 農学・農芸化学・植物栄養学・土壌学
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１． 研究開始当初の背景 
作物の生育を阻害する問題土壌として最も
広範囲に見られるのが酸性土壌であり、酸性
土壌ではアルミニウム（Al）イオンが生育阻
害の主要因子と考えられている。Al 障害は、
若い細胞で見られ、根においては根端伸長域
の細胞において細胞伸長阻害や細胞死を誘
発する。 
 
Al 障害機構については、Al イオンの結合部
位である細胞壁や細胞膜への影響が報告さ
れるともに、多くの植物種で根の伸長域特異
的な活性酸素種（ROS）の誘発が報告され、
細胞死との関わりが示唆されていた。我々も、
エンドウを用いて、根の伸長阻害と ROS 生成
が同調してみられること、さらにミトコンド
リアの機能阻害や呼吸阻害も連動している
ことから、Alイオンの細胞表層への吸着が細
胞内のミトコンドリアにROS生成を伴う機能
障害を誘発し細胞死に至るモデルを提唱し
ていた（Yamamoto Y., 2002）。 
 
Al の標的である根端数ミリにある伸長域の
しかも表層における障害を生化学的に解析
することは困難である。この欠点を補うため
に、我々は、脱分化し細胞増殖のみを活発に
行うタバコ培養細胞株を用いて Al 応答反応
を解析する系を確立した。さらに、タバコ培
養細胞株（SL株）から Al耐性細胞株（ALT301
株）を選抜し、これら同質遺伝子系統株の比
較解析から、Al 耐性細胞株では、Al 処理に
伴うROS生成が著しく抑制されていることを
報告した（Yamamoto Y. et al., 2002）。さ
らに、両株の代謝物を網羅的に比較解析する
ことで、Al 耐性株では TCA 回路で合成される
リンゴ酸、クエン酸等の有機酸含量が低下し、
発酵で生成される乳酸含量が増加している
ことを見出していた。これらのことから、Al
耐性機構の一つとして、「糖代謝・エネルギ
ー代謝において、解糖系の最終産物であるピ
ルビン酸の代謝を、ミトコンドリアでの TCA
回路から細胞質での乳酸発酵へシフトする
ことで、ミトコンドリアでの酸化的リン酸化
に伴う ROS 生成を抑制する」という作業仮説
を立てた。このような代謝変動は一般に低酸
素条件の植物で報告されているが、好気条件
下での報告は無い。一方、動物細胞では、細
胞増殖の盛んな癌細胞や胚細胞において、同
様の現象が報告されていた（Warburg 効果）。 
 
一方、Al 耐性機構に関しては、細胞外へ有機
酸を放出し Al をキレートすることによる Al
排除機構が最も良く解析されており、我々も
コムギより Al で活性化されるリンゴ酸輸送
体遺伝子 ALMT1 を単離し Al 耐性との関わり
を証明していた（Sasaki T. et al., 2004; 
Delhaize M. et al. 2004）。ここで、上に記
載した Al耐性タバコ培養細胞で立てた Al耐
性機構の作業仮説から考えると、Al が ALMT1

を活性化し有機酸を放出することの生理的
な役割は、細胞外の Al をキレートすること
に加え、細胞内の有機酸含量を低下させるこ
とでミトコンドリアでのROS生成を抑制して
いる可能性も考えられた。 
 
２． 研究の目的 
上記の研究背景を踏まえ、本研究では、Al 障
害機構ならびにAl耐性機構について、特に、
糖代謝・エネルギー代謝に関わる分子に着目
して、タバコ培養細胞の系を用いて解析する
こととした。さらに、培養細胞の系で得られ
た情報を植物体に展開し、Al 耐性植物の創出
をめざすこととした。 

（１） Al 耐性タバコ培養細胞株
と親株（SL 株）の代謝ならびに遺伝
子発現の比較解析      

作業仮説「エネルギー代謝の変換によりミト
コンドリアでの ROS 生成を回避する Al 耐性
機構」を検証するために以下の解析を行った。 

① 糖代謝関連酵素活性の比較解
析 

② 遺伝子発現の比較解析 
③ 作業仮説の検証 

（２） スクロース輸送体遺伝子
NtSUT1 に着目した Al 障害ならびに
耐性機構の解析 

植物細胞へ供給される糖はスクロースであ
ることから、細胞膜に局在するスクロース輸
送体に着目し、Al 障害機構・Al 耐性機構と
の関わりを、タバコ培養細胞株 BY-2 を用い
て解析し、さらにタバコ植物体でも解析した。 

① NtSUT1 遺伝子のクローニング
とタバコ培養細胞での発現解
析 

② NtSUT1 の高発現タバコ細胞株
ならびに発現抑制株の作成と
Al 応答の比較解析 

③ NtSUT1 の高発現タバコ系統な
らびに発現抑制系統の作成と
Al 応答の比較解析 

（３） 液胞に着目した Al による
プログラム細胞死誘発機構の解析 

液胞は有機酸や糖の貯蔵体であり、糖代謝・
エネルギー代謝にも密接な関係がある。さら
に、植物がウイルスに感染した際に誘導され
る過敏感細胞死の実行因子として液胞プロ
セシング酵素（VPE）が報告されていた。そ
こで、本研究では液胞にも着目し、Al が誘発
する細胞死と VPE との関連について、タバコ
培養細胞株BY-2を用いて解析した。さらに、
タバコ培養細胞の結果を基に、タバコ植物体
でも解析した。 

① タバコ培養細胞における VPE遺
伝子の Al 処理に伴う発現変動
の解析  

② タバコ培養細胞におけるVPE活
性の Al 処理に伴う変動解析  

③ タバコ植物体における VPE遺伝



子の Al 処理に伴う発現変動の
解析  

（４） ALMT1 の機能解析 
Al によって活性化されるリンゴ酸輸送体
ALMT1 について、コムギの TaALMT1 とシロイ
ヌナズナの AtALMT1 の機能について、アフリ
カツメガエルならびにタバコ培養細胞で発
現させ、比較解析した。 

① アフリカツメガエルを用いた
電気生理学的解析 

② タバコ培養細胞を用いた細胞
生理学的解析 
 

３． 研究の方法 
（１） Al 耐性タバコ培養細胞株

と親株（SL株）の比較解析  
① 酵素の活性は、対数増殖期のタ

バコ細胞から粗酵素液を調製
し、既報の方法に従って測定し
た。 

② 両株の違いをディファレンシ
ャルサブトラクティブハイブ
リダイゼーション法ならびに
マイクロアレイ解析で網羅的
に比較したあと、両株で差が認
め ら れ た 遺 伝 子 に つ い て
Real-time RT PCR 法により定量
的に比較した。 

（２） NtSUT1遺伝子の解析 
① SL 株より調製した cDNA より

NtSUT1 遺伝子をクローニング
した。NtSUT1-GFP遺伝子をタマ
ネギ表皮細胞にて一過的に発
現させ細胞膜局在を確認した。 

② NtSUT1 遺伝子を BY-2 株に導入
し高発現株（OX）ならびに発現
抑制株（RNAi）を作成した。
NtSUT1 遺 伝 子 配 列 を 基 に
NtSUT1 蛋白の抗体を調製し、蛋
白レベルでも発現量を確認し
た。親株、OX 株、RNAi 株を用
い、通常の培養条件における増
殖速度を集団倍化時間で、スク
ロースの取り込み速度を 14C-ス
クロースを用いて比較した。Al
処理は対数増殖期の細胞を用
いて 24 時間行い、その後、通
常の培養液に移し増殖速度と
スクロースの取り込み速度を
比較した。 

③ タバコ培養細胞と同様の手法
で NtSUT1 遺伝子をタバコ
（Samsun 系統）に導入し OX 系
統と RNAi 系統を作出した。Al
処理に伴う根伸長阻害と細胞
死の誘発について比較解析し
た。 

（３） 液胞に着目した Al による
細胞死誘発機構の解析 
① 対数増殖期の BY-2 細胞に Alを

添加し、Al 処理を開始後 24 時
間までの VPE遺伝子（VPE1、VPE2、
VPE3）の発現変動と増殖能の変
動を比較解析した。細胞死の定
量的な評価は、細胞膜が正常な
機能を失った時に細胞内に取
り込まれるエバンスブルーの
取り込み量で行った。 

② VPE の活性測定は、粗酵素液を
調製し、VPE の基質の分解によ
る蛍光を定量した。 

③ タバコの幼植物を水耕法で Al
処理を行い、根端部分を用いて、
VPE 遺伝子の発現と細胞死の誘
発を経時的に解析した。細胞死
の誘発は、細胞膜が正常な機能
を失うと細胞内に保持できな
くなる蛍光色素（FDA）を用い
て半定量的にモニタリングし
た。 

（４） ALMT1の機能解析 
① TaALMT1、AtALMT1およびそれぞ

れの N末端側ドメインと C末端
側ドメインを相互に入れ替え
たキメラ遺伝子をアフリカツ
メガエルで一過的に発現させ、
Al により活性化されるリンゴ
酸輸送活性を電気生理学的に
解析した。 

② 上記の遺伝子をタバコ培養細
胞株 BY-2 に導入し同程度に高
発現している株を選抜し、Al お
よびランタノイドを用いてリ
ンゴ酸の輸送活性を比較した。 
 

４． 研究成果 
（１） Al 耐性タバコ培養細胞株

と親株（SL 株）の代謝ならびに遺伝
子発現の比較解析  
① 糖代謝関連酵素活性の比較： 

解糖系の最終産物であるピルビン酸がTCA回
路・乳酸発酵・アルコール発酵の 3方向に分
かれる代謝の分岐点で各々働く鍵酵素につ
いて活性を測定したところ、Al 耐性株では構
成的に、ピルビン酸から乳酸発酵へすすむ反
応を触媒する乳酸脱水素酵素(LDH)の比活性
が高く、逆にピルビン酸からアセチル CoA へ
の反応を触媒するピルビン酸脱水素酵素
(PDH)の比活性が低かった。一方、ピルビン
酸からエタノール発酵への反応を触媒する
ピルビン酸脱カルボキシル酵素(PDC)ならび
にアルコール脱水素酵素(ADH)の比活性は、
ともに Al で誘導され、Al 耐性株でより高く
誘導された。 

② 遺伝子発現の比較： 
親株と Al 耐性細胞株で発現する遺伝子群の
網羅的な比較解析の結果、Al 耐性細胞株では、
構成的に糖シグナル応答遺伝子群、病原菌感
染応答関連遺伝子群、抗酸化酵素遺伝子群が
高く発現していた。糖代謝関連遺伝子で比較



すると、上記の解糖系から TCA 回路もしくは
発酵へと分岐する経路を触媒する酵素活性
の違いもすべて遺伝子発現の違いと一致し
た。TCA 回路に入る反応を触媒する PDH 遺伝
子の発現は両株で同程度であったが、本酵素
を阻害する PDH キナーゼ（PDK）の発現が Al
耐性細胞株で高まっていた。また、細胞内に
取り込まれたスクロースを解糖へ供給する
経路は複数有るが、Al 耐性細胞株では ATP を
消費することなく供給するスクロースシン
ターゼ遺伝子の発現が高くまた酵素活性も
高いことが分かった。 

③ 作業仮説の検証： 
親株と比較して、Al 耐性株では、乳酸発酵や
エタノール発酵への依存度を高めTCA回路を
抑制することで、ミトコンドリアでの電子伝
達系に伴うROS生成を抑制していると思われ
ること、一方で、スクロースの分解において
ATP を消費しないスクロースシンターゼへの
依存度を高めることでミトコンドリアの機
能抑制によるATPの不足を補っている可能性
が示唆された。これらの酵素活性の変化は遺
伝子発現で制御されていることから、これら
遺伝子群の発現を一括して制御する転写調
節因子の存在が予想された。癌細胞の
Warburg 効果は転写調節因子 HIF-1 で制御さ
れているが、Al 耐性細胞において HIF-1 に相
当する遺伝子を見出すことはできなかった。
今後、植物でみられる低酸素応答との比較解
析等により、好気条件においても構成的に発
酵系を促進し、ミトコンドリアの酸化的リン
酸化によるROS生成を抑制する遺伝子制御系
の詳細を明らかにしたいと考えている。 

（２） スクロース輸送体遺伝子
NtSUT1 に着目した Al 障害ならびに
耐性機構の解析 

BY-2 を親株とし、NtSUT1 遺伝子の OX 株と
RNAi 株を作成し比較解析した。通常の培養条
件では、増殖速度と NtSUT1 遺伝子の発現量
とが正の相関をすることが分かった。Al応答
反応の比較解析を行った結果、Al はスクロー
スの細胞内への取り込みを直ちに抑制する
こと、Al は NtSUT1 遺伝子の発現も抑制する
こと、Al 処理細胞を Al を含まない培地に移
したあとのスクロースの取り込み速度なら
びに増殖速度は、OX 株の方が親株よりも高い
ことから、NtSUT1 遺伝子の過剰発現により
Al 耐性度が向上することが明らかとなった。
なお、RNAi 株の Al 応答反応は親株と変わら
なかった。 

 
次に、タバコ培養細胞と同様の方法でタバコ
植物体で作成した OX系統と RNAi 系統を用い
て解析したところ、タバコ培養細胞と類似の
表現型がみられた。すなわち、通常の栽培条
件での根伸長速度は、NtSUT1遺伝子の発現量
と正の相関があること、Al処理に伴う根伸長
阻害は、NtSUT1遺伝子の高発現により抑制さ
れることを見出した。 

（３） 液胞に着目した Al による

プログラム細胞死誘発機構の解析 
BY-2 細胞株と根の両方において、Al 処理に
より VPE遺伝子の発現が促進され、それと連
動して細胞死の誘発が観察された。培養細胞
では VPE1 遺伝子の発現上昇が VPE 活性の上
昇ならびに増殖能の低下に先行していたこ
とから、VPE1遺伝子の発現促進が細胞死の原
因である可能性が強く示唆された。ただ、Al
の処理を開始してから VPE1 遺伝子の発現が
上昇するまでに数時間の遅延があり、この間
にどのような変動が誘発されているのかは
不明である。 

（４） ALMT1 の機能解析 
アフリカツメガエルでの解析では、TaALMT1
では安定した輸送活性が見られるが、
AtALMT1 ではほとんど見られなかった。両者
から作成したキメラ輸送体の解析から、
TaALMT1 の N 末端側のドメインが活性に重要
であることが分かった。次に、これらの遺伝
子を BY-2 株で安定的に高発現させた形質転
換体を作成し機能解析を行った。その結果、
植物細胞の中ではどちらの遺伝子も同程度
の輸送活性を示し、さらにキメラ遺伝子は、
両親よりも Al や他のランタノイドのいくつ
かに対してより感度良く応答することが分
かった。 

（５） まとめ 
Al 耐性タバコ培養細胞株とその親

株との比較解析から、Al 耐性細胞株では、糖
代謝・エネルギー代謝経路が、[解糖系-TCA
回路]から[解糖系-発酵系]にシフトするこ
とでミトコンドリアでの酸化的リン酸化に
伴うROS生成を抑制していることが強く示唆
された。さらに、Al 耐性細胞でみられるこれ
らの代謝変動が遺伝子発現のレベルで制御
されていること、病原菌感染応答関連遺伝子
群や抗酸化酵素遺伝郡の発現も高まってい
ることが明らかとなり、これら遺伝子群の発
現を一括して制御する転写調節機構の存在
が予想された。癌細胞の Warburg 効果も好気
条件下でミトコンドリアの酸化的リン酸化
から乳酸発酵にシフトするもので、Al 耐性細
胞の代謝系と酷似している。Warburg 効果は
転写調節因子 HIF-1 で制御されているが、残
念ながら、これに相当する遺伝子を Al 耐性
細胞において見出すことはできなかった。今
後、植物でみられる低酸素応答遺伝子群との
比較解析等も行うことで、好気条件にもかわ
らず構成的に発酵系を促進しミトコンドリ
アの酸化的リン酸化によるROS生成を抑制す
る遺伝子制御系の詳細を明らかにしたい。 
 
植物細胞へ供給される糖は光合成産物のス
クロースであり、細胞内へのスクロースの取
り込みはスクロース輸送体による。NtSUT1に
着目し Al の効果を解析した結果、Al はスク
ロースの取り込み直ちに抑制することから
細胞膜に局在するスクロース輸送体は Al の
標的の一つと考えられること、さらに Al は
NtSUT1 遺伝子の発現自身も抑制することが



明らかとなった。NtSUT1遺伝子発現を高める
ことで、タバコ培養細胞とタバコ植物体の両
方で Al 耐性度が向上した。従って、NtSUT1
遺伝子は Al 耐性度を制御する遺伝子の一つ
と思われる。 
 
Al による細胞死誘発機構の一つは、ミトコン
ドリアの機能不全に連動したROSの生成と考
えられるが、もう一つの機構が、液胞に局在
する VPE 遺伝子の Al による発現誘導による
液胞の崩壊である可能性が、本研究で強く示
唆された。液胞は糖や有機酸の貯蔵体である
ことから、糖代謝・エネルギー代謝の制御と
も関連している可能があり、Al が誘導する
VPE 活性の増加がどのようなプロセスを経て
液胞の崩壊を誘導し細胞死に至るのか、興味
深い。 
 
本研究では、Al 排除機構に関わるといわれて
いるAlで活性化されるリンゴ酸輸送体ALMT1
について、コムギとシロイヌナズナの各々該
当遺伝子ならびに両者のキメラ遺伝子を高
発現するタバコ培養細胞株を樹立し、Alやラ
ンタノイドへの応答反応の違いを明確にし
た。今後、これらリンゴ酸排出能の異なる OX
株を使って、Al 処理に伴うミトコンドリアの
機能や ROS 生成の程度、さらには発酵系の程
度を比較解析することで、ALMT1 の機能が細
胞外のみならず細胞内の耐性機構にも関与
する可能性を検討したいと考えている。 
 
本研究により、Al による細胞死の誘発には、
ミトコンドリアと液胞といった二つのオル
ガネラが関わることが明らかとなった。前者
は呼吸阻害と連動した ROS の生成、後者はプ
ロテアーゼをコードする VPE遺伝子の発現上
昇と強く連動しているが、いずれの事象も、
Al 処理開始後数時間の遅延を経て誘発され
ていた。従って、両オルガネラによる細胞死
の誘発が互いに連動している可能性もあり、
遅延期間のプロセスを解析することで、Al に
よる細胞死誘発を制御する鍵となる分子が
見出せるかもしれない。細胞死へのプロセス
をＯＮにする分子を解明できれば、その発現
を制御することで Al が誘発する細胞死を抑
制し耐性を付与することが可能となるであ
ろうし、何よりもこれらの解析を通して植物
の持つストレス応答機能への理解が深まる
ことを期待している。 
 
最後に、本研究では、タバコ培養細胞株とタ
バコ幼植物を使って解析を行ったが、対数増
殖のタバコ培養細胞で見出した Al 応答反応
は、根の伸長域においても同様にみられ、あ
らためてタバコ培養細胞を植物細胞のモデ
ル系として Al 障害や耐性機構を解析するこ
との妥当性が示された。 
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