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研究成果の概要（和文）：枯渇しつつあるリン酸質肥料は使用量の節約が望まれている。一方で、耕地土壌中ではリン
が難利用性の形で蓄積されている。一部の植物は有機酸やホスファターゼを分泌することによって難利用性リン利用能
を高めている。そこで、機能を理解し、活用する目的で本研究を実施した。
難利用性リン利用能の高い植物において新たに有機酸トランスポーターを単離した。また、有機酸トランスポーターが
根からの有機酸分泌に大きく貢献することを示した。また、酸性ホスファターゼや有機酸トランスポーターの発現量の
増強により難利用性リンが可溶化し、植物による利用性が向上されることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：It is expected to save amount of P fertilizer usage, because the resource is 
depleting. On the other hand, unavailable forms of P are accumulated in cultivated lands. Specific group 
of plants has ability to access the unavailable P by high ability to secrete organic acids and 
phosphatase. This study aimed to investigate and apply their functions.
Several genes for organic acid transporter have been isolated from plants, which are able to access 
unavailable P. It was suggested that these transporters contributed to higher ability of organic acid 
exudation. It was indicated that transformation of organic acid transporter and acid phosphatase improved 
the availability of P in the rhizosphere soil by their mobilizing functions.

研究分野：植物栄養学・土壌微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 リン酸質肥料の原料であるリン鉱石資源
は、経済的に採掘可能な埋蔵量はわずか数十
年程度と予測されており、涸渇に瀕している。
その一方で、多くの耕地土壌には難溶性リン
や有機態リンの形で未利用のリンが多く蓄
積している。これらの土壌未利用リンの吸収
能を向上することができれば、リン酸質肥料
の使用量の削減が可能となると考えられる。
低リン条件でもよく生育することのできる
シロバナルーピンなどの植物は土壌未利用
リンの利用能が高いことから、その吸収能力
を解明し、その機能を利用する試みが行われ
てきた。 
 土壌中のリンは、有機態リンが高い割合を
占める。これは、有機態リンが分解されにく
いため蓄積することが主要因と考えられる。
ただし、根や土壌微生物の分泌するホスファ
ターゼは、土壌中の有機態リンを分解し、無
機リン酸を放出することができる。これまで
に、ホスファターゼの遺伝子組換えによる根
圏土壌における有機態リンの利用能を向上
する取り組みが行われている。土壌糸状菌由
来のホスファターゼの一種であるフィター
ゼ遺伝子 phyA をシロイヌナズナに導入した
ときに、土壌に最も多く蓄積する有機態リン
化合物のフィチン酸からのリン吸収能が向
上したことも報告されている。また、我々が
シロバナルーピンから単離した根分泌性酸
性ホスファターゼ遺伝子 LASAP2をタバコに
過剰発現させたところ、フィチン酸からのリ
ン吸収能が向上した。しかしながら、これら
のホスファターゼ遺伝子組み換え株を土壌
で栽培した場合、有機態リンの吸収能を高め
る効果は限定的であることが明らかとなっ
てきた。その原因は、土壌中に存在する有機
態リンの多くは無機態リンと同様に難溶性
であることによると結論づけられている。 
 土壌中のリンは、その多くが難溶性の形態
で存在しているため、植物は直接吸収するこ
とができない。植物は、有機酸を根から分泌
して、キレート能によって難溶性リンを可溶
化する能力がある。ところが、有機酸の分泌
を担う鍵である有機酸のトランスポーター
はこれまでに同定されておらず、その機能の
解明は進んでいなかった。そこで、我々はこ
れまでに低リン条件下で機能を発揮する有
機酸トランスポーターの単離を試み、根から
分泌される主要な有機酸であるリンゴ酸と
クエン酸の輸送に関わるトランスポーター
をシロイヌナズナから単離することに成功
した。これらのトランスポーターの機能欠損
株は有機酸分泌が顕著に低下することを突
き止めた。この有機酸トランスポーターの機
能を活用することができれば、植物による土
壌未利用リンの吸収能を飛躍的に改善する
ことができると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、有機酸トランスポーターと酸性

ホスファターゼの能力を活用することによ
り、植物による土壌未利用リンの吸収能を向
上することを目的として行った。 
 
３．研究の方法 
(1)有機酸トランスポーターの解析 
 有機酸分泌を担うトランスポーターは、ア
ルミニウムストレス条件下で誘導されるリ
ンゴ酸トランスポーターALMT とクエン酸
トランスポーターMATEがこれまでに報告さ
れている。リン欠乏における有機酸分泌は分
泌誘導機構がアルミニウムストレスとは異
なるため、別のトランスポーターがその機能
を担うことが示唆されている。我々は、これ
までに低リン条件のシロイヌナズナ根で特
異的に発現する AtALMT-PI1 と AtMATE-PI1
の単離に成功した。これらの遺伝子の変異株
はそれぞれ低リン条件下でのリンゴ酸、クエ
ン酸の分泌が低下することが示されている。
そこで、これらの遺伝子のプロモーター領域
の下流に GUS 遺伝子を連結した系統を育成
し、プロモーター解析を行う。また、
AtALMT-PI1, AtMATE-PI1の配列情報を基に、
より輸送活性が高いことが期待されるシロ
バナルーピン(Lupinus albus)の低リン誘導型
ALMT, MATEオーソログの単離、解析を進め
た。 
 
 (2)有機酸トランスポーターと酸性ホスファ
ターゼの単独および多重過剰発現系統の作
出とリン吸収能の解析 
 我々はこれまでにシロバナルーピン根分
泌性酸性ホスファターゼ LASAP2遺伝子を単
離した。難溶性有機態リンの溶解能と分解能
を同時に高める目的で、ALMT および MATE
遺伝子を単独、もしくは LASAP2と多重に組
換えたシロイヌナズナ過剰発現系統を確立
した。確立された単独発現系統、多重発現系
統を用いて、土耕栽培を実施し、リン吸収能
の向上についての検証を行った。 
 
(3) クラスター根における根分泌物の解析と、
根圏の微生物群集構造への影響 
 クラスター根で発現誘導される抗菌性酵
素の単離および微生物群集構造の解析を実
施した。クラスター根で発現誘導される遺伝
子群を網羅的に解析するため、クラスター根
特異的 cDNAライブラリーを作成し、次世代
シークエンサーを用いて塩基配列の解析を
実施するとともに、CE-MSを用いた根分泌物
質の網羅解析を実施した。また、クラスター
根圏で有機態リンの分解に関わる細菌を単
離し、16S rDNA 塩基配列に基づく簡易同定
を行うとともに、根圏土壌より直接 DNA を
抽出し、DGGEおよびクローン解析によって
根圏微生物の群集構造の解析を実施した。 
 
(4) 低リン耐性の高いヤマモガシ科およびカ
ヤツリグサ科植物の特殊な根の形態と生理
機能の解析 



 ヤマモガシ科のピンクッションハケア
(Hakea laurina)およびヤマモガシ (Helicia 
cochinchinensis)のクラスター根形成について
水耕および土耕レベルで観察を行った。また、
ハケアにおけるホスファターゼおよび有機
酸トランスポーター候補遺伝子の単離を行
った。さらに、日本在来カヤツリグサ科植物
のダウシフォーム根形成と根圏のリン形態
の調査を行い、ダウシフォーム根形成とリン
吸収の関係について調査を行った。 
 
４．研究成果 
(1)有機酸トランスポーターの解析 
 シロイヌナズナより単離したリン欠乏誘
導型有機酸トランスポーターのうち、リンゴ
酸トランスポーターAtALMT3 およびクエン
酸トランスポーターAtMATE-PI1 のプロモー
ター::GUS 発現系統を確立し、発現部位局在
性を確認したところ、いずれにおいても根端
上部の有機酸分泌の高い領域において強い
発現が見られた。シロイヌナズナより単離し
たリンゴ酸トランスポーターAtALMT3 の
T-DNA挿入変異株にAtALMT3の cDNAを組
み込んだところ、そのリンゴ酸分泌能が復帰
したことから、AtALMT3 がリン欠乏時のリ
ンゴ酸分泌を担うことを裏付けた。 
 AtALMT3 のアミノ酸配列をもとに、有機
酸分泌能の高いシロバナルーピンのオーソ
ログLaALMT-PI1の完全長cDNAを単離した。
そのアミノ酸配列から、LaALMT-PI1 は細胞
膜に局在するリンゴ酸トランスポーターで
あることが示唆された。有機酸分泌能の高い
シロバナルーピン根のクエン酸分泌を担う
候補遺伝子として LaMATE-PI1 を単離した。
LaALMT-PI1 と合わせて発現量を調査したと
ころ、LaALMT-PI1 はリンゴ酸分泌能の高い
若いクラスター根で、LaMATE-PI1 はクエン
酸分泌能の高い成熟したクラスター根で発
現量が多いことが示された。また、
LaMATE-PI1 の発現はリン欠乏で形成された
クラスター根に特異的に誘導されることが
示された。一方で、LaALMT-PI1 はリン欠乏
だけでなくアルミニウムによっても発現が
誘導されることが示された。 
 
(2)有機酸トランスポーターと酸性ホスファ
ターゼの単独および多重過剰発現系統の作
出とリン吸収能の解析 
 LaMATE-PI1 をリン欠乏誘導型酸性ホスフ
ァターゼLASAP2のプロモーター制御下で発
現するシロイヌナズナコンストラクト
(LpMA 系統)、LaMATE-PI1 と LASAP2 を同
時に発現するコンストラクト(LpLAMA系統)、
LASAP2 のみを発現するコンストラクト
(LpLA系統)を用いて土耕栽培を行った。その
結果、可給態リンが少ない条件下で、野生株
よりも全ての組み換え系統で生育とリン吸
収の向上が示唆された。一方、有機酸分泌と
酸性ホスファターゼ分泌の両方の効果が期
待された LpLAMA系統では LpMA系統と同

程度の生育であり、相乗的な効果は観察され
なかった。 
 
(3) クラスター根における根分泌物の解析と、
根圏の微生物群集構造への影響 
 クラスター根圏から単離したフィチン酸
分解細菌の性質を調査したところ、若いクラ
スター根でリンゴ酸、成熟したクラスター根
でクエン酸を資化する細菌の割合がそれぞ
れ高く、フィチン酸の可給化には有機酸の分
泌に伴って変化する細菌群集が強い影響を
及ぼすことが示唆された。 
 標準リン条件、リン欠乏条件で栽培したシ
ロバナルーピンの根での遺伝子発現および
根分泌物と根の抽出物に含まれる代謝産物
の解析を行った結果、リン欠乏条件で膨大な
量の有機酸分泌が増加するほか、アミノ酸な
ど複数の化合物が多く分泌されることが明
らかとなった。シロバナルーピン根圏で見ら
れる特異的な微生物群集構造の変化には、基
質としての有機酸分泌だけでなく、これらの
分泌物質が影響を及ぼしている可能性が示
唆された。 
 
(4) 低リン耐性の高いヤマモガシ科およびカ
ヤツリグサ科植物の特殊な根の形態と生理
機能の解析 
 クラスター根を形成し、低リン条件下でも
よく生育する木本植物ピンクッションハケ
アからクラスター根特異的に発現する酸性
ホスファターゼ HlSAP1の完全長 cDNAを単
離し、そのアミノ酸配列から、HlSAP1 は分
泌型タンパク質であることが示唆された。ま
た、ピンクッションハケアが形成したクラス
ター根の根分泌物を分析したところ、多量の
リンゴ酸、クエン酸が多く含まれた。この植
物から AtALMT3および AtMATE-PI1のオー
ソログと考えられる HlALMT-PI1 および
HlMATE-PI1 の単離に成功した。これらの遺
伝子は、有機酸分泌の多いクラスター根で発
現量が多いことが示された。 
 日本に唯一生息するヤマモガシ科植物で
あるヤマモガシの根がクラスター根を形成
していることを発見した。また、このクラス
ター根は極めて高い酸性ホスファターゼと
有機酸分泌能を有していることを見いだし
た。また、ヤマモガシにおける葉のリン含有
率は極めて低いことから、土壌中からのリン
吸収能力に長けているのみならず、高いリン
リサイクリング能力も有していることが示
唆された。 
 日本に自生するカヤツリグサ科植物が低
リン土壌条件でクラスター根と似た役割を
果たすダウシフォーム根を形成することを
見いだした。 また、ダウシフォーム根を多
く形成する個体ではその根圏での難利用性
リンの有効利用が行われていることを見い
だした。 
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