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研究成果の概要（和文）：酸性土壌の主な生育阻害因子にアルミニウム毒性やマンガン毒性がある。本研究の生
理学的な解析からソバは酸性土壌に強いだけでなく地上部にアルミニウムとマンガンを集積することが分かっ
た。さらにソバのマンガンやアルミニウムの吸収、集積の分子機構を明らかにするため、ソバのNrampファミリ
ーに着目し研究を進めた。Nrampファミリーは生物界に広く存在し、金属イオンを輸送することが報告されてい
る。ソバには７つのNramp遺伝子が根または葉で発現していた。酵母やシロイヌナズナを用いた解析からソバの
マンガン吸収はFeNramp5が担うことを突き止めた。

研究成果の概要（英文）：Toxicity of both aluminium (Al) and manganease (Mn) has been recognized as 
limiting factors of crop productivity on acidic soils. Buckwheat (Fagopyrum esculentum Moench) is a 
well-known acid soil tolerant species. Physiological study showed that buckwheat is also able to 
accumulate high Mn in the leave not only Al. The natural resistance-associated macrophage proteins 
(Nramps) constitute a large family in bacteria, fungi, plants and mammals. In this study report 
isolation and characterization of seven Nramp transporter genes in buckwheat. Heterologous 
experiment showed Mn concentration in yeast expressing FeNramp5 was higher than vector control and 
other lines. Futheremore expression of FeNramp5 in atnramp1, a mutant defective in Mn uptake in 
arabidopsis, rescued the phenotype. These results suggest that at least FeNramp5 is involved in the 
transport of Mn in buckwheat.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
食糧不足問題を解決することは人類の抱える重要な課題の一つである。この問題の解決策のとして、これまでに
農耕地として利用されていない、または生産性の低い問題土壌での作物の生産性の向上が期待されている。世界
の耕地面積の3－4割は酸性土壌であり、そこでの主な生育阻害因子にアルミニウム毒性やマンガン毒性がある。
ソバは酸性土壌に強い植物であることが知られている。本研究ではソバが地上部にアルミニウムとマンガンを集
積することを明らかにした。さらに、ソバのマンガン吸収に関与する輸送体を突き止めた。これはソバの酸性土
壌耐性を理解するうえで重要な新しい知見であり、酸性土壌での作物の生産性向上に貢献する可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
食糧不足問題を解決することは人類の抱える重要な課題の一つである。この問題の解決策の

として、これまでに農耕地として利用されていない、または著しく生産性の低い問題土壌での作
物の生産性の向上が期待されている。世界の問題土壌の中で最も広い面積を占めるのは酸性土
壌である。酸性土壌は世界の農耕地の約 3～4 割を占め、様々な要因によって作物の生育が阻害
されている。その中で主要な生育阻害因子にアルミニウム毒性ストレス、次にマンガン毒性スト
レスがある。しかし、一部の植物は酸性土壌で生存するためのアルミニウムやマンガン耐性機構
を獲得している。植物のアルミニウム耐性は植物種間または品種間によって大きく異なる。イネ、
ライムギ、ソバはコムギやオオムギに比べてアルミニウム耐性が高いことが知られている。これ
までに我々はイネ科の作物を中心にアルミニウム耐性機構について研究を行っており、オオム
ギやイネ、ライムギなどから根圏でアルミニウムの無毒化に関与するクエン酸輸送体を単離、同
定している。（Furukawa et al., 2007; Yokosho et al., 2010; Yokosho et al., 2011）。 
一方、高い酸性土壌耐性を持つソバだがその分子メカニズムは明らかでない。ソバは一年性の

草本類でアジアやヨーロッパを中心に世界中で栽培されている。2015 年には全ゲノム情報が解
読、公開され、分子レベルでの研究の加速が期待されている（Yasui et al., 2015）。これまでの
生理学的な解析からソバにはアルミニウムに対して根からシュウ酸を分泌し無毒化を行う体外
無毒化機構、アルミニウムを根から吸収し、地上部に輸送し、最終的に葉の液胞に隔離する体内
無毒化機構といった二つのユニークな耐性機構が備わっている。これらの耐性機構には多くの
未同定の輸送体の関与が予想されいた。一方で酸性土壌に強いソバにはアルミニウム耐性機構
だけでなく、何らかのマンガン耐性機構も持ち合わせていることが予想されるが研究開始当初
にはソバのマンガン耐性に関する知見はほとんどなかった。 
我々はソバのアルミニウム耐性機構の先行研究として、アルミニウム処理したソバの根と葉

から RNA-Seq 解析を行い、根と葉のアルミニウムに対する応答性について遺伝子発現のプロフ
ァイリングを行なっている（Yokosho et al., 2014）。さらに、この網羅的な遺伝子発現データを
基に FeIREG1 がソバの根においてアルミニウムの体内無毒化機構に関わることを明らかにし
た（Yokosho et al., 2016）。しかし、FeIREG1 は根の先端の液胞膜に局在することから、アル
ミニウムの吸収、移行、地上部での無毒化には他の遺伝子が関与していると考えられていた。 
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２．研究の目的 
世界の問題土壌の中で最も広い面積を占めるのは酸性土壌である。酸性土壌は世界の農耕地

の約 3～4割を占め、そこではアルミニウムやマンガンなどの金属過剰ストレスが問題となって
いる。ソバは酸性土壌に強い作物であり、アルミニウムに対して根からシュウ酸を分泌すること、
またアルミニウムを高濃度で地上部に集積することが知られているが、その分子レベルでの研
究はほとんどされていない。本研究ではソバの強い酸性土壌耐性の分子メカニズムを明らかに
することを目的とし、ソバからアルミニウム吸収やシュウ酸分泌の輸送体など、アルミニウム耐
性に関わる新規輸送体の単離を目指す。また、酸性土壌ではアルミニウム毒性だけでなくマンガ
ン毒性も問題となる。ソバは酸性土壌に強い作物であるが、ソバのマンガン耐性機構については
あまり着目されていなかった。そこで本研究ではソバのアルミニウム耐性機構だけでなくマン
ガンの吸収や耐性機構についても研究を行い、より実際の土壌に近い形でソバの酸性土壌耐性
機構を理解することを目的とする。 
 

３．研究の方法 
本研究では効率よくソバから酸性土壌耐性に関わる遺伝子の単離するために、逆遺伝学的な

手法を用いて研究を進めた。これまでに我々が作成したソバの根と葉のアノテーション付き
RNA-Seq データからアルミニウムやマンガン耐性に関わる遺伝子の単離を試みた。 



イネではアルミニウムとマンガンの吸収に関わる遺伝子がすでに単離されており、同じ
Nramp ファミリーに属している（Xia et al.,2010; Sasaki et al., 2012）。そこで本研究ではソバ
の Nramp ファミリーを中心に解析を行なった。まずそれぞれの遺伝子の全長を単離し、酵母に
発現させアルミニウムやマンガンなどの輸送基質の特定を試みた。また根や葉における遺伝子
の発現量やアルミニウムやマンガンによる応答性についてリアルタイム PCR によって定量し
解析を行った。細胞内局在性を調べるために、遺伝子と GFP との融合コンストラクトを作成し、
ソバのプロトプラストに一過的に導入して蛍光顕微鏡で観察した。組織内発現パターンの解析
にはレザーマイクロダイセクションを用い、ソバの根全体、表皮を含む外側の層を除いた根、中
心柱に切り分け、リアルタイム PCR によって解析した。さらに、植物体における遺伝子の機能
を明らかにするためにシロイヌナズナに形質転換を行い生理学的な解析を行った。また、ソバの
マンガン吸収、集積や耐性については知見が少ないため輸送体の単離とともに生理学的な解析
も行った。異なるマンガン濃度で栽培したときの生育の違いや、酸性土壌で栽培した際の根や各
部位でのミネラルの集積を ICP-MS で解析した。 
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４．研究成果 
酸性土壌での主な生育阻害因

子はアルミニウムとマンガンの
過剰毒性である。ソバは酸性土
壌に強く地上部に高濃度のアル
ミニウムを集積する。一方ソバ
のマンガン毒性に対する研究は
少ない。本研究ではまずソバを
pH4.5、pH5.0 の土壌で栽培し、
地上部の金属含量を比較した。
その結果 pH4.5 の酸性土壌で栽
培したソバは pH5.0 の土壌に比
べ地上部のアルミニウムとマン
ガンの濃度が約 35 倍に増加し
た（図 1）。またソバを異なるマ
ンガン濃度（0.5、50, 100, 200 
µM）で水耕栽培した結果, 200 µM のマンガンを含む培地では地上部に 5000 mg kg-1を超える
マンガンを集積していたが、植物の乾物重にはいずれの濃度で栽培しても大きな違いはみられ
なかった。これらの結果は、ソバはアルミニウムだけでなくマンガンも地上部に集積するという
ソバの酸性土壌耐性を理解するうえで重要な新しい知見を提示した。今後この研究を皮切りに
ソバのマンガン耐性機構に着目した研究も活発になると考えられる。 
次にソバのマンガンやアルミニウムの吸収、集積の分子機構を明らかにするため、私たちはソ

バの Nramp ファミリーに着目し研究を進めた。Nramp（The Natural resistance-associated 
macrophage proteins）ファミリーは生物界に広く存在し、金属イオン（Al3+, Fe2+, Mn2+, Cd2+ 
など）を輸送することが知られている。ソバの
RNA-Seq データをもとに Nramp ファミリーを
検索したところ、ソバには７つの Nramp 遺伝子
が根または葉で発現していた（図 2）。 
それぞれの遺伝子について絶対定量による発現
量の比較を行ったところ、FeNramp4, 5, 6 は主
に根で発現していたが、FeNramp1, 2, 3, 7 は根
と葉の両方で発現していた。根における金属欠
乏による発現応答について調べたところ、
FeNramp1 の発現量は鉄欠乏に応答し 6 倍に増
加し、FeNramp2 と 5 は 2-3 倍程度増加した。
FeNramp5 の発現量はマンガン欠乏によって
2.5 倍増加していた。また、アルミニウム処理に
より FeNramp2 の発現量が 3 倍増加していた。
さらにレーザーマイクロダイセクションを用い
た根の組織特異的な発現解析から、FeNramp1, 
2, 5 は根の全体で発現することが明らかとなっ
た。ソバの Nramp タンパク質の輸送基質を特定
するために酵母にそれぞれの遺伝子を発現さ



せ、輸送活性測定を行った。その結果、FeNramp1,2,5 を発現させた酵母にはマンガンの輸送活
性があった。特に FeNramp5 のマンガン輸送活性は FeNramp1,2 よりも高かった（図 3）。さ
らに FeNramp5 にはマンガンだけでなくカドミウムの輸送活性もあり、FeNramp1 には鉄の輸
送活性があることを明らかにした。一方、ソバの Nramp ファミリーにはアルミニウムの輸送活
性を示すものはなかった。 
ソバの Nramp 細胞内局在を明らかにするために FeNramp1,2,5 との GFP との融合タンパク

質をソバのプロトプラストまたはタマネギの表皮細胞に発現させたところ FeNramp1、5 は細
胞膜に FeNramp2 は液胞膜に局在した。最後に、植物体での FeNramp5 の機能を明らかにする
ために、シロイヌナズナのマンガン吸収変異体 atnramp1 に FeNramp5 を発現させ相補実験を
行った。その結果、FeNramp5 は atnramp1 の表現型を相補することができた。これらの結果
から FeNramp5 はソバのマンガン吸収を担う輸送体であることを突き止めた。この成果はソバ
の酸性土壌耐性を理解するうえで重要であり、ソバに限らず酸性土壌での作物の生産性向上に
貢献する可能性がある。さらに、FeNramp5 はカドミウムの輸送活性もあることから、カドミ
ウム濃度を抑えたソバの作出など、安全な作物生産にもつながる可能性がある。 
 一方、ソバの Nramp ファミリーの中にはアルミニウムを輸送するものは無かった。上記の
Nramp ファミリー以外にもシロイヌナズナではアルミニウム－リンゴ酸輸送体としていられて
いる AtNIP1;2 のソバでの相同遺伝子についてアルミニウム輸送活性を行った。FeNramp の実
験と同様に酵母に FeNIP1;2 を発現させアルミニウムやアルミニウム有機酸錯体（Al－クエン
酸、Al－リンゴ酸、Al－シュウ酸）の輸送活性を行ったがいずれも有意な輸送活性は認められな
かった。この結果は、ソバのアルミニウム吸収には既知の遺伝子とは異なる輸送体が関与してい
る可能性があり、今後は逆遺伝学的な手法だけでなく変異体のスクリーニングなど順遺伝学的
な手法も取り入れる必要があると考えている。 
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