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研究成果の概要（和文）：アルミニウムイオンは、酸性土壌における主要な作物生育阻害因子で

ある。アルミニウムによる障害機構ならびに植物が持つ耐性機構について、エネルギー代謝（糖

代謝）に着目し、主として、タバコ培養細胞株とタバコ植物体を用いて解析した。その結果、

エネルギー代謝を呼吸から乳酸発酵に変換することで、アルミニウムが誘発するミトコンドリ

アの機能不全に基づく活性酸素種（ＲＯＳ）の生成を抑制する新しい耐性機構を見いだした。 
 
研究成果の概要（英文）：Aluminum ion is a major factor to inhibit plant growth in acidic 
soils.  Mechanisms of aluminum toxicity and tolerance in plants were examined, focusing 
on energy (sugar) metabolism in mainly cultured tobacco cell lines and tobacco plant.  
Our results suggest a novel aluminum tolerant mechanism which shifts energy metabolism 
from respiration to lactate fermentation so that the production of reactive oxygen species 
(ROS) via dysfunction of mitochondria under aluminum stress could be avoided. 
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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の中でも、

酸性土壌は、日本をはじめとし世界中で最も

広範囲に分布している。アルミニウム(Al)イ

オンは、酸性土壌に多く存在し、植物の主要

な生育阻害因子と考えられている。Alによる

根の伸張阻害機構についてはすでに多くの研

究がなされているものの、いまだその分子機

構については不明である。 

申請者は、これまで培養細胞の系や根を用

いて障害機構の解析を行い、細胞の増殖に直

接関わる障害として、ミトコンドリアの機能
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阻害とそれに連動したATP含量の低下並びに

ROSの誘発を見いだした。さらに、最近、培養

細胞や根の系においてAlが細胞内の糖含量を

減少させることや、根をAlで処理することに

より光合成産物である蔗糖（スクロース）の

根への転流が促進されることを見いだしてい

た。これらの結果はすべてAlのエネルギー代

謝への影響を示すものであり、Alが光合成か

ら解糖系を経て、ミトコンドリアでのATP合成

に至るエネルギーの流れ全体に影響を与えて

いる可能性を示している。 

一方、動物の系においても、アルツハイマ

ー病やパーキンソン病との関連から、Alの細

胞死誘発機構の解析がなされており、最近の

成果として、植物の系と同様に、Alによるミ

トコンドリアの機能障害や活性酸素の誘発が

報告されている。 

そこで、本研究では、これまで断片的に得

られてきたAl障害機構をエネルギー代謝の面

から再評価し、鍵となる分子をエネルギー代

謝経路に見いだし、そこに関わる酵素や遺伝

子を明らかにすることによりAlの障害機構や

耐性機構を解明したいと考えた。 

 

２．研究の目的 

Al の障害機構について、エネルギー

代謝への影響に焦点を当てて解析する

ことを目的とし、次の解析を行うことと

した。 

（１） 糖の取り込みや、糖代謝（解糖
系や酸化的リン酸化）に対する Al の影
響解析 
 
（２） 根における Al ストレスに呼応
した光合成促進の可能性、ならびに光合
成産物(スクロース)の転流促進の機構
解析 
 
（３） 発芽時に Al 高感受性を示すイ
ネの変異系統を用い、糖代謝について、
親系統との比較解析 

これらの解析を通して、Al の処理に

伴って変動する主要な代謝産物、酵素活

性、遺伝子を明らかにし、Al の根伸長

阻害や細胞死の原因となる分子を特定

すること、さらには Al 耐性に関わる分

子を特定することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
（１）材料：本研究では、タバコ（Nicotiana 

tabacum）の植物体ならびに培養細胞株を用

いた。比較解析に用いた培養細胞株のセット

は次の通りである。①野生株(SL)とSL株を変

異原処理してAlで選抜して得られたAl耐性

株(ALT301)（Devi et al. 2001, 2003）。両

株は互いに同質遺伝子系統。②SL細胞株にコ

ムギALMT1遺伝子を導入し高発現させた形質

転換細胞株とそのベクターコントロール細

胞株（Sasaki et al., 2004）。③野生株（BY-2）

にタバコのスクロース輸送体遺伝子NtSUT1

を導入し過剰発現させた株（OX株）と発現抑

制株[アンチセンス株(ANT株)とRNAi株]（未

発表）。 

（２）Al処理方法とAl応答反応の解析：対数

増殖期のタバコ細胞を塩化カルシウムとスク

ロースのみを含みpHを5に調整したAl処理用

培地に懸濁し、Alを添加して18時間培養をし

た。その後、細胞を回収し様々な解析に供し

た(増殖能力、細胞死の程度、遊離糖含量、β

1,3-グルカン含量、水含量、活性酸素種の発

生程度)（Abdel-Basset et al. 2010）。呼吸

量は酸素電極を用いて測定した。 

（３）メタボローム解析：Al処理後の細胞を

凍結乾燥後、ガスクロマト-質量分析法ならび

にキャピラリー電気泳動-質量分析法を用い

て解析した。 

（４）有機酸の定量ならびに糖代謝関連酵素

活性の測定：有機酸は酵素法で定量し、酵素

活性は細胞から粗酵素液を調製し常法に従い

測定した。 

（５）光合成の測定：水耕栽培で育てたタバ



 

 

コ植物体（７週程度）の根部をAlで処理し、

地上部の光合成活性を光合成蒸散測定システ

ムを用いて測定した。 

 
４． 研究成果 

主としてタバコ培養細胞株を用い、Al の

エネルギー代謝(糖代謝)への影響を解析し

以下の結果を得た。 

（１） Al による細胞伸張阻害機構：野生

株において、Al は添加直後から細胞の

遊離糖含量と水含量の増加を抑制し

た。14C-スクロースを用いた実験より、

Al はスクロースの吸収を阻害すると

ともに、細胞内に取り込んだスクロー

スの消費と細胞外への放出を促進し

た。一般的に、遊離糖含量の増加によ

る水ポテンシャルの低下は水吸収の

駆動力となる。従って、Al は糖吸収の

抑制と糖消費の促進により細胞内遊

離糖含量を低下させる結果、水吸収を

抑制し細胞伸張阻害を引き起こす可

能性が示唆された 

（Abdel-Basset et al. 2010）。 

（２） スクロース輸送体の細胞増殖な

らびに Al 応答への関わり 

 Al が培地からの糖の取り込みを阻害

する可能性がみられたことから、タバコ

のスクロース輸送体 NtSUT 遺伝子の発

現量を変化させた形質転換タバコ細胞

株を作成し、Al 応答を解析した。その

結果、Al はスクロース輸送体を介した

糖の取り込みを強く阻害し、過剰発現株

であっても取り込み量の改善や増殖能

の改善はみられなかった。一方、抑制株

では、Al 障害の指標であるβ1,3-グルカ

ンの合成や ROS誘発が促進された。一方、

Al を添加しない通常の培養条件では、

野生株と比較して過剰発現株で増殖速

度が増加し、発現抑制株で低下した。以

上の結果より、スクロース輸送体は、通

常の生育条件や Al ストレス下の生育に

おいて機能していること、しかし過剰発

現しても Al 耐性を獲得できないことが

示された。 

（３） 代謝変動の網羅的解析に基づ

く新規 Al 耐性機構の解析：野生株を用

いた代謝物の網羅的解析より、Al は糖

代謝全般（解糖系、乳酸発酵、エタノー

ル発酵、TCA 回路）を促進させる可能性

が示唆された。さらに、野生株に比較し

て Al 耐性株は、構成的に TCA 回路が抑

制され、解糖系－乳酸発酵系が促進され

ていることを示唆する結果を得た。これ

らの結果は、実際に、各経路の鍵となる

代謝産物や酵素の定量、さらに酸素消費

量（呼吸量）からも示唆された。 

本 Al耐性株の特徴は、Al処理時の ROS

生成の抑制である。エネルギー代謝を呼

吸から乳酸発酵にシフトすることで、呼

吸の電子伝達系を主たる発生源とする

ROS の誘発を抑制し Al 耐性を獲得して

いる可能性が高い。これは新規の Al 耐

性機構であり、Al 耐性機構を考える上

で重要な知見である。今後、両株の比較

解析を遺伝子発現レベルで行い、エネル

ギー代謝変換に関わる新しい Al 耐性遺

伝子を見いだしたい。 

さらに、野生株と Al 耐性株において

Al による細胞死の機構を比較解析した。

その結果、ROS 発生が細胞死の原因と考

えられる野生株と異なり、Al 耐性株で

は、液胞のプロテアーゼで細胞死を調節

する Vacuolar processing enzyme(VPE)

の遺伝子発現ならびに酵素活性が Al に

よって増加することを見出した。従って、

野生株ではミトコンドリア経由、Al 耐

性株では液胞経由の細胞死が誘発され



 

 

ている可能性が示唆された。 

（４） 代謝変動の網羅的解析に基づ

くコムギ Al 耐性遺伝子 ALMT の機能解

析：ALMT 遺伝子は、Al で活性化され

るリンゴ酸輸送体をコードし、Al 存在

下にリンゴ酸を放出し Al をキレート

して無毒化すると考えられている。本

研究では、ALMT タンパクのＣ末端側に

Al による活性化に関わるアミノ酸を

同定するとともに、ALMT 遺伝子を高発

現するタバコ細胞株とベクターコント

ロール細胞株を用いて、代謝物の網羅的

解析を行った。その結果、ALMT 遺伝子

高発現株では、TCA 回路の有機酸含量

に違いがみられたことから、ALMT タン

パクの発現は TCA 回路を含む有機酸合

成の制御関わる可能性が示唆された。 

（５） Al のインベルターゼ活性への

影響：培地のスクロースの取り込みは、

液胞のインベルターゼ活性によって

促進されることが報告されている。Al

の影響を野生株（SL）で調べたところ、

液胞インベルターゼの比活性が増加

することが分った。Al による細胞内の

糖代謝の促進（上記（１））と関連し

ている可能性がある。  

（６） 根におけるAlストレスに呼応

した光合成促進の可能性、ならびに光

合成産物(糖)の転流促進の機構解析:

タバコの根部をAlで処理した場合、光

合成活性は低濃度のAlでやや促進され

るものの、根の生育を阻害する濃度で

は阻害された。一方、光合成産物の根

への転流は促進され、根端の遊離糖含

量の増加がみられた。これに伴い、イ

ンベルターゼの活性上昇もみられ、イ

ンベルターゼが、細胞への糖の取り込

みと転流促進に関与している可能性が

示唆された。 

（７） 発芽時にAl高感受性を示すイ

ネの変異系統と親系統を用いた糖代謝

の比較解析：Al高感受性変異系統では、

野生系統と比較して、発芽時のデンプ

ンの可溶化が抑制されていた。また、

通常の生育条件においても生育抑制が

みられ、矮性を示すとともに、一穂当

たりの種子数も少なかった。さらに、

次世代の解析をした結果、本Al高感受

性の形質は、ヘテロで優性を示し、ホ

モで致死になると思われる結果を得た。

今後、野生系統とAl高感受性系統（ヘ

テロ接合体）との間で発現遺伝子の違

いに着目した解析を行いたい。 
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