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研究成果の概要（和文）：アジサイガク片からアルミニウム輸送体遺伝子を３種類取得し、その機能を明らかにした。
液胞膜型輸送体のHmVALTと細胞膜型のHmPALT1はアクアポリンに、もう一種の細胞膜型であるHmPALT2は、アニオンパー
ミエースに高い相同性を有した。アジサイの組織における局在を調べたところ、HmVALTとHmPALT2はアジサイの全ての
組織で発現し、HmPALT1はガク片だけで発現した。さらに、アルミニウム選択性に重要なアミノ酸残基を特定した。HmV
ALTをシロイヌナズナに導入するとアルミニウム耐性となった。この成果は将来、地球上の耕地面積の約40％を占める
不良酸性土壌での作物生産性の向上に寄与できる。

研究成果の概要（英文）：Hydrangea is tolerant of acidic soils in which toxicity generally arises from the 
presence of the soluble aluminum (Al) ion. When hydrangea is cultivated in acidic soil, its resulting 
blue sepal color. The concentration of vacuolar Al in blue sepal cells can reach levels of approximately 
15 mM, suggesting the existence of an Al-transport and/or storage system. We identified three transporter 
genes being responsible for Al hyperaccumulation; one vacuolar membrane-localized Al transporters genes 
HmVALT and two plasma membrane-localized ones, HmPALT1 and HmPALT2. HmVALT and HmPALT1 are both members 
of the aquaporin family, HmPALT belongs to anion permease family. The localization of each protein was 
confirmed. Immunoblotting results indicated that HmVALT and HmPALT2 are expressed all the tissues, but 
HmPALT2 was only in sepals. The overexpression of HmVALT in Arabidopsis thaliana conferred Al-tolerance 
and those of HmPALT1, 2 becomes Al-sensitive.

研究分野： 生物有機科学
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１．研究開始当初の背景 
 アジサイが酸性土壌で青く咲くのは土壌
に含まれるアルミニウムイオンが可溶化し
て根から吸収され、ガクでアントシアニンと
錯体を形成するためである。ガク片にはデル
フィニジン 3-グルコシド（1）が唯一の色素
として存在し、助色素として、クロロゲン酸
（2）、ネオクロロゲン酸（3）、p-クマロイル
キナ酸（4）が共存する。これらの成分を混
合すると安定な青色溶液が得られるが、花色
変異の仕組みや、Al3+の吸収・蓄積機構は不
明であった。 
 申請者らは、着色一細胞のミクロ分析手法
を確立し、色の違いによる液胞 pH、色素、助
色素、Al3+含有量を分析した（Plant Cell 
Physiol. 2003, Biosci. BIochem., Biotech. 
2009）。その結果、細胞が青いほど液胞 pH 値
は有意に高く、Al3+が増加することがわかっ
た。通常の植物には毒である Al3+が、アジサ
イの有色液胞内では 15 mM 以上もの高濃度で
集積し、細胞外のアポプラストではなく、細
胞内へ高集積することが実証された(Biosci. 
BIochem., Biotech. 2009)。その上、紫色の
アジサイでは細胞の色が多様であることも
見いだし、成分の組成比と液胞 pH の違いが
細胞の色を決定することを解明した。しかし
ながら、アルミニウムが細胞内へ取り込まれ、
液胞まで到達するまでの分子機構について
は、不明なままであった。 
 その上、世界の耕作可能面積のうち 3割は
酸性土壌で耕地不適とされ、Al3+の可溶化に
より根の伸張が阻害され枯死する。従来の酸
性土壌耐性の研究は、根からの有機酸放出に
よる Al3+の吸収抑制が主で（review: Ryan et 
al. J. Exp. Bot., 2011）、液胞への隔離機
構の研究はほとんど行われていない。従って、
本 Al 輸送体の機能解明は、酸性土壌耐性研
究の上でも極めて重要である。 
 申請者は独自の遺伝子探索研究により、研
究開始直前に、アジサイの青色ガク片から 2
種類の新規アルミニウム輸送体遺伝子
（HmVALT, HmPALT1）を取得した。両輸送体
の働きでガク片液胞へ Al3+が貯まるものと考
えており、アルミニウムを高蓄積する酸性土
壌耐性植物から、Al 輸送体遺伝子が得られた
のは初めてであった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、新たに得たアルミニウム輸送体
遺伝子の発現および遺伝子産物の機能解明
を行うことを目的に行った。植物の各組織に
おける輸送タンパク質の発現や細胞内局在
を明らかにし、その輸送機能を調べた。また、
輸送遺伝子の発現制御機構の解明研究を進
めた。輸送タンパク質の機能とイオン選択性
などの活性解析については、酵母やモデル植
物のシロイヌナズナを用いて、遺伝子導入に
より調べた。また異種生物に遺伝子導入を行
い輸送体タンパク質の大量発現系を構築で
きれば、多量にタンパク質が入手できる。こ

れを用いれば、結晶化による構造解明や輸送
機構解明に資することができ、輸送の実体を
精密化学的に解明することが可能となる。そ
こで、異種発現用の遺伝子コンストラクトの
設計と調製を実施した。 
 さらに、アルミニウムの輸送に関与する新
規輸送体遺伝子の取得や、アルミニウム耐性
に寄与する新規遺伝子の探索も行った。 
  
３．研究の方法 
３-１）輸送体遺伝子(HmVALT、HmPALT1、
HmPALT2)の取得 
 青色アジサイのガク片由来のtotal RNAを
用いて、着色ステージ別（1-3）のタグのつい
た完全長cDNAライブラリーを作製し、約12000
個の配列を解読した。解読した約12000個の配
列情報を用いて、カスタムマイクロアレイを
作製し、解析を行った。サンプルは、ステー
ジの1-3別にtotal RNAを用意して解析した。 
その解析から得られた情報を基にガクの着色
テージが進むにつれて発現が誘導される遺伝
子を列挙し、さらにその遺伝子情報から液胞
局在の可能性のあるものに絞った。そのうち、
何らかの基質を輸送する可能性があるものを
6個に絞った。 
 上記で絞った6個の遺伝子をpYES2に挿入し、
アルミニウム感受性酵母株YJL159w株に導入
した。この酵母をアルミニウム含有培地で培
養し、増殖の有無で耐性を評価した。アルミ
ニウム耐性となった遺伝子導入酵母について
は、酵母内のアルミニウム量を測定した。 
 得られた配列の相同性から、さらに輸送体
遺伝子を同様の手法で探索した。 
 
３−２）輸送体遺伝子 (HmVALT、HmPALT1、
HmPALT2)および遺伝子産物の発現解析 
 HmVALT遺伝子を蛍光タンパク質との融合タ
ンパクを作るようにpRI201-ANに導入し、その
プラスミドを調製した。既知の液胞膜局在で
あるγTIP-GFPと共にタマネギにパーティク
ルガンで打ち込み21時間後に共焦点レーザー
顕微鏡で観察した。他の取得した遺伝子につ
いても同様の実験を行い、局在解析を行った。 
さらに、定量的RT-PCRと、タンパクレベル

でのガクのステージ毎の変化をウェスタンブ
ロットで調べた。 
 
３−３）輸送体遺伝子産物(HmVALT、HmPALT1、
HmPALT2)の機能解析 
 アルミニウム輸送能に重要なアミノ酸部
位を調べるために、他のファミリータンパク
と異なるアミノ酸部位に変異導入を行い、導
入した酵母を用いてアルミニウム含有培地
での生育を調べ、輸送活性を評価した。 
 PALT2において、他の金属の輸送能がある可
能性が示唆されたので、各金属の液胞膜金属
輸送体欠損酵母株に遺伝子を導入し各々の金
属を含んだ固形培地での生育を調べた。 
 
３−４）シロイヌナズナへの輸送体遺伝子の



導入と発現による機能解明 
 シロイヌナズナに各々の遺伝子を導入し
得られた形質転換体をアルミニウム含有培
地で育て、耐性を評価した。 
 
４．研究成果 
４-１）輸送体遺伝子(HmVALT、HmPALT1、
HmPALT2)の取得 
 液胞型アルミニウム輸送体候補遺伝子と
して、HmVALTを取得した。植物の液胞膜型ア
クアポリンファミリー（TIP）に属すること
がわかった。252 アミノ酸残基からなり、２
つの NPA モチーフを持っていた。ブドウの
TIP3 およびシロイヌナズナの TIP1;3 との相
同性はそれぞれ、88％、79％であった。 
 アクアポリンファミリーに属する細胞膜
型の遺伝子を同様の方法で探索した。その結
果 HmPALT1 を取得した。本遺伝子は、304 ア
ミノ酸残基から成り、２つの NPA モチーフを
持っていた。ポプラの NIP およびヒマの
TIP1;1 との相同性はそれぞれ、84％、82％で
あった。 
 さらに酵母を用いてアルミニウム耐性に
なる細胞膜局在のタンパク質遺伝子を検索
した結果、アニオンパーミエース ArsB/NhaD
ファミリーに属する HmPALT2を取得した。206
アミノ酸残基から成るタンパク質であった。 
 
４−２）輸送体遺伝子産物(HmVALT、HmPALT1、
HmPALT2)の局在解析 
 HmVALT は液胞膜に、HmPALT1、HmPALT2 は
細胞膜に局在することが確認できた。これら
のタンパク質がアジサイ組織に存在するか
どうかを調べたところ、HmVALT は根、茎、葉、
ガク片（ステージ 1-3）の全ての組織で発現
が観測された一方、HmPALT1 は、ガク片（ス
テージ 1-3）だけで発現が認められた。いず
れも、ステージが進むにつれて、発現量は増
加した。HmPALT2 は、HmVALT 同様に、根、茎、
葉、ガク片（ステージ 1-3）の全ての組織で
発現が観測された。HmPALT2 も他のタンパク
質同様、ガク片では着色が進むにつれて、発
現が増加した。 
 
４−３）輸送体遺伝子産物(HmVALT、HmPALT1、
HmPALT2)の機能解析 
 酵母にそれぞれの遺伝子を導入して発現
させ、アルミニウム含有培地で培養し、細胞
内のアルミニウム量を定量した。 
 HmVALT(図１)、HmPALT1(図２)のいずれも、
ベクターコントロールと比較して、遺伝子を
導入した細胞でアルミニウム含有量が有意
に高いことがわかり、いずれも、アルミニウ
ムを運ぶことが示された。 
 HmPALT2 については、何らかの錯体を形成
してアルミニウムを輸送する可能性もあっ
たので、酵母を有機酸非存在下およびクエン
酸存在下で培養し、細胞内のアルミニウムを
定量した。アルミニウム輸送能は培地の pH
で変化することがわかった(図 3)。また、ク

エン酸共存下でもアルミニウムは輸送され
たが、輸送能は低かった。 
 

 
図１．HmVALT を発現させた酵母のアルミニウ
ム含有量. 

 
図２．HmPALT1 を発現させた酵母のアルミニ
ウム含有量. 
 

 
図３．HmPALT2 を発現させた酵母のアルミニ
ウム含有量(クエン酸非存在下). 
 
 アルミニウム選択性に関与するアミノ酸
を特定する目的で、アミノ酸を変異させた配
列の遺伝子を作製して酵母に導入し、輸送活
性を調べた。HmVALT の 162 番目のロイシンお
よび HmPALT1 の 181 番目に挿入されたグルタ
ミン酸の存在がアルミニウム輸送に重要で
あることが示唆された。 
 HmPALT2がAl以外の金属の輸送能を持つ可
能性が示唆されたので調べた。液体培地で培
養して菌体を回収して金属量を測定したと
ころ、いずれも、Ni、Co、Fe、As(III)、Cd
は有意に含有量が上がり、Zn は有意に下がっ



たことから、それぞれの金属イオンの取り込
みおよび排出が証明された。 
 
４−４）シロイヌナズナへの輸送体遺伝子の
導入と発現による機能解明 
 シロイヌナズナに３種類の遺伝子(HmVALT、
HmPALT1、HmPALT2)をそれぞれ導入してアル
ミニウムを含んだ培地で生育させ、根の伸長
を計測してアルミニウム耐性度を評価した。 
 HmPALT1 を単独で発現させると、野生株と
比べて根の長さが短く、アルミニウムに感受
性となることがわかった。一方、HmVALT を発
現させると、根の長さは野生株よりも長く、
耐性となった。HmPALT1 と HmVALT を共発現さ
せると、根の伸長は HmVALT 単独とほぼ同じ
程度まで回復した(図 4)。 

 
図４．シロイヌナズナを用いたアルミニウム
耐性試験（HmPALT1 と HmVALT）. 
 
 HmPALT2 も図４とほぼ同様の結果となった
(図 5)。これらのことから、HmVALT はアルミ
ニウムイオンを液胞へ隔離して毒性を回避
し、HmPALT1、2 はアルミニウムを細胞質へ運
ぶため感受性になると考えられる。さらに、
共発現では、細胞質に運ばれたアルミニウム
が液胞へ隔離されるため、耐性が回復すると
考えることができる。 

 
 
図５．シロイヌナズナを用いたアルミニウム
耐性試験（HmPALT2 と HmVALT）. 
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