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研究成果の概要（和文）：リンゴ酸輸送体ALMT1の相同遺伝子を、果実モデル植物・トマトから単離し、果実での生理
機能を解析した。その結果、内膜局在型の２つのSlALMT遺伝子を見出し、電気生理学的解析によりリンゴ酸輸送能を示
す事、種子に繋がる維管束で発現する事、さらに1つは種子の発根に重要な種皮組織で強く発現する事を明らかにした
。過剰発現体を作成した結果、果実では差が無く、種子の有機酸含量に差があった事から、トマト果実熟成過程および
種子発芽過程で、種子での陰イオン輸送機能が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Endomembrane localized ALMT-family transporter in tomato were analyzed. SlALMT 
possessed malate and anion transport function. The overexpression of the gene could not show malate 
accumulation in fruits, but caused change of organic anion contents in seed, suggesting that SlALMT 
transporter is involved in organic anion metabolisms in seed.

研究分野：植物栄養学・土壌学

キーワード： リンゴ酸輸送体　ALMT　アニオン輸送　アルミニウム　電気生理学

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 有機酸の一つであるリンゴ酸は全て
の動植物において様々な代謝に関わっ
ている。植物では、CAM 植物における CO2
濃縮の蓄積物として、また TCA サイクル
の中間代謝産物としてリンゴ酸は重要
な物質である。一般に、植物の細胞でリ
ンゴ酸は、細胞質で 1-5 mM、液胞では
5-100 mM であり主に液胞内に蓄積され
ており、液胞浸透圧調節分子としても機
能する。 
 さらに有機酸は、果実の酸味成分とし
て重要である。果実の酸味は作物の食味
に関わるだけでなく、収穫時期の指標と
なり、また加工品（例えばワインや果実
飲料）の品質においても重要である。 
 液胞への有機酸の輸送に関わる遺伝
子の報告例は限られている。シロイヌナ
ズ ナ の AttDT は 液 胞 の
Na+/dicarboxylate transporter として
単離され、pH ホメオスタシスに関与す
るが、リンゴ酸を輸送する液胞チャネル
は AttDT 以外にも存在すると報告され
ていた（Emmerlich et al. 2003, Hurth 
et al. 2005）。その後、液胞のリンゴ酸
輸送体として AtALMT9 が同定された
(Kovermann et al. 2007)。しかしなが
ら、この欠損変異体の表現系に変化が見
られなかったことから、その時点では
AtALMT9 の生理的役割は不明であった。
その後、AtALMT9 が気孔の孔辺細胞の液
胞膜に局在し、気孔開口に関与すること
が報告されている（De Angeli et al. 
2013）。 
 AtALMT9 は、コムギのアルミニウム
(Al)活性化型リンゴ酸輸送体をコード
する遺伝子 ALMT1 (aluminum-activated 
malate transporter)の相同遺伝子とし
て報告されたものである。このコムギ
ALMT1 は我々が世界で初めて単離して
報告した(Sasaki et al. 2004)。 
 ALMT タイプ輸送体は、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。近年のゲ
ノム解析の進展により、シロイヌナズナ
以外にも、イネやポプラなど植物のゲノ
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、ほとん
どの場合その輸送機能および生理的役
割は不明である。 

 
 

２．研究の目的 
 植物の ALMT 輸送体の生理的役割は、
発現する組織や細胞内局在によって多
岐におよぶと予想され、未同定の ALMT
相同遺伝子の単離と特徴の解明は、新た
な作物科学イノベーションにつながる
ことが期待できた。 
 本研究課題では、液胞などの細胞内膜
に局在する ALMT 相同遺伝子に主眼を置
き、遺伝子の発現制御機構ならびに遺伝
子産物の機能・性質について明らかにし
た。材料としてナス科のモデル植物で形
質転換可能なトマト (cv. Micro-Tom)を
選んだ。果実の有機酸は植物種や熟成時
期によりその種類や量が変化すること
が知られている。トマトは果実にリンゴ
酸を含むため、果実成熟の過程で代謝制
御されていると考えられた。 
 
 研究目標としては以下のものを考え
た。 
1）トマト（cv. MicroTom）の果実で発
現する ALMT 相同遺伝子を単離し、発現
様式と発現組織を解析する。さらに、タ
ンパク質の細胞内局在を明らかにする。 
2）ALMT 輸送体のリンゴ酸・無機アニオ
ン輸送の特性を電気生理学的手法によ
り解析する。 
3）ALMT 遺伝子発現を制御した形質転換
トマトを作製し、果実のリンゴ酸蓄積量
や、アニオン輸送による成長制御機構へ
の関与を解析する。 
 以上の解析により、植物特異的な ALMT
タイプ輸送体の新たな生理学的機能の
解明を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 材料には、上述の様にトマト MicroTom
を用いた。本課題が採択された 2012 年に
Sol Genome Network より、トマト品種
Heinz 1706 より大規模なゲノム配列が公
開されたが、代表者らが研究を開始した
2011 年には EST と一部のゲノム配列があ
るのみだった。また品種も異なったことか
ら、MicroTom より、ALMT1 遺伝子および上
流配列は、 EST, ゲノム情報を元に
RACE-PCR および PCR によりクローニング
した。 
 
SlALMT の電気生理学的解析は、アフリカ
ツメガエル卵母細胞で cRNA を発現させ、
二電極膜電位固定法により、そのイオン
輸送特性を解析した。 



 
トマト MicroTom への SlALMT 遺伝子の過
剰発現および遺伝子抑制系統の作出は、
アグロバクテリウム法により行った。用
いたバイナリープラスミドはカリフラワ
ー35S プロモーターを持ち、カナマイシン
耐性遺伝子で選抜可能なものを使用した。
得られた形質転換体の果実のリンゴ酸は
酵素法により定量した。さらに、GC-MS 法
により、主な含有有機酸などを解析した。 
 
 
４．研究成果 
 本研究課題の研究期間内の主な成果は以
下の通りである。 

(1) ALMT 相同遺伝子の単離と発現様式、

発現場所の特定 

 ゲノムデータベースが公開されている

トマトを用いた。品種は公開データベース

のものとは異なるが、形質転換体が得られ、

室内で栽培可能な品種 MicroTom を用いた。

データベース上で、16 種類のトマト

SlALMT 遺伝子の存在を確認した。特に液

胞などの細胞内膜に局在するクレード 2

に着目し、5つの存在を見出し、それぞれ

の組織発現を解析した。その結果そのう
ち 2 つが果実の成熟過程で恒常的に発現

している事が明らかとなった。 

 細胞内局在の解析のため、SlALMT::GFP

を作製し、タバコ培養細胞のプロトプラス

トに一過的に発現させた結果、一つは小胞

体に、もう一つは小胞体と他の細胞内膜系

に局在する事が明らかとなった。この局在

が不明瞭な SlALMT の局在解析をさらに行

うべく、抗体を作製したが、残念ながら抗

体反応が弱く、イムノブロットなどによる

解析は行えなかった。 

 さらにプロモーター::GUS形質転換体を

作製し、組織における発現解析を行った。

その結果、果実では果皮と中軸の特に維管

束で発現しており、それが果実内の未熟種

子に繋がる事を明らかにした。 

 そのため、種子における遺伝子発現解析

を行った結果、胚と、一つは種皮の一部分

に特異的に発現していた。 

 

2）SlALMT 輸送体の電気生理学的手法によ

るイオン輸送機能の解析 

 この細胞内膜系の 2 つの SlALMT につい

て、遺伝子のクローニングを行い、アフリ

カツメガエル卵母細胞を用いた電気生理

学的手法でリンゴ酸輸送活性を測定した。 

 その結果、共にリンゴ酸輸送活性を示し

た。一つは、リンゴ酸を入れなくてもアニ

オン輸送を示し、リンゴ酸を卵母細胞に入

れるとさらに輸送活性が高まった。しかし、

もう一方は、実験により明確な輸送活性が

見られない事があった。その SlALMT は、

卵母細胞における発現が不安定であるた

め、リンゴ酸輸送活性にばらつきが見られ

たと推定している。 

 安定的にリンゴ酸を輸送する SlALMT に

ついて、さらに無機アニオンの輸送活性を

調べた結果、高い硝酸イオン輸送活性を示

し、それよりは低いが塩素イオンの輸送活

性も示した。これらの結果から、この

SlALMT はリンゴ酸のみならずいくつかの

無機アニオンを輸送する、比較的広い基質

特性を示すと考えられた。 

 

 (3) SlALMT 遺伝子の過剰発現体と欠損変

異体の作出と生理機能解析 
 輸送活性を明確に示した SlALMT 遺伝子

について 2 つの過剰発現系統を作製した。

一方で、発現抑制系統は得ることができな

かったが、後に述べるように発現抑制は致

死に至るため作製困難だった可能性もあ

る。 

 得られた SlALMT 過剰発現系統の果実お

よび葉などの組織におけるリンゴ酸含量

の測定を行った結果、果実におけるリンゴ

酸含量には大きな差はみられなかった。 

 果実の GC-MS 解析の結果も同様に、ほと

んどの有機酸に差はなかった。しかし、種

子中の有機酸含量を調べたところ、リンゴ

酸ではないが、SlALMT 過剰発現系統で高

い傾向がみられ、SlALMT の機能として有

機酸の蓄積量に影響することが示唆され

た。 

 以上の結果から、トマト果実の細胞内膜

に局在する ALMT は、果実の維管束を通じ

てのアニオン輸送に関与し種子の熟成や

発根の過程に関与する事が示唆された。 
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