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研究成果の概要（和文）：アルミニウムイオン(Al)は酸性土壌での植物の生育を阻害する主たる要因である。し
かし、その毒性機構については、酸化ストレスあるいは膜脂質流動性攪乱や、メタルイオン恒常性攪乱などが提
唱されているが、その詳細は明らかではない。
　本研究では、高濃度Al耐性微生物であるAcidocella aluminiiduransおよびRhodotorula taiwanensisの脂質組
成の解析を進め、Al感受性や耐性と脂質組成の関連について検討を加えた。また、モデル生物である出芽酵母か
らAl耐性変異株を確実に選択し、欠損によりAl耐性を示した脂質関連遺伝子群とAl毒性やAl耐性との関係に検討
を加えた。

研究成果の概要（英文）： Aluminum ion (Al) severely inhibits plant growth in acid soils. Although it
 has been proposed that the mechanisms of Al toxicity might be related to oxidative stresses, 
turbulences in functions of membrane lipids, or disturbances in metal ion homeostasis, it is still 
need to be clarified.   
    In this study, we analyzed the lipid compositions of highly Al-tolerant bacterium, Acidocella 
aluminiidurans, and yeast, Rhodotorula taiwanensis, and examined the relationships between their 
Al-tolerance and lipid compositions. In addition, Al-sensitive mutants were selected from a 
collection of deletion mutants (4826 strains) of Saccharomyces cerevisiae BY4741 and their 
mechanisms of Al-sensitivities, especially the lipid-related genes, were studied. 

研究分野：環境農学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 世界の陸地のおよそ 70％が耕作に適さな
いとされる問題土壌であり、その約 30％が酸
性土壌と言われているが、人口増加に伴う食
糧問題の解決のためには、酸性土壌での効率
的な作物生産が望まれている。酸性土壌環境
では、低 pH 以外に、各種金属類の可溶化に
よる金属過剰、土壌中のリンが金属塩として
不溶化するなど、複合的な環境ストレスによ
り植物の生育が阻害される。特に可溶化した
アルミニウムイオンは作物植物に対して強
い毒性を持ち、マイクロモラーレベルの濃度
で、根の伸長阻害などにより、作物植物の生
育阻害を起こすことが知られている。アルミ
ニウム毒性の分子メカニズムは、植物の生育
阻害だけではなくヒトの難病との関連も疑
われているため、精力的に研究され、物膜脂
質流動性の攪乱や、金属イオンの恒常性の攪
乱あるいは酸化ストレスが関与することな
どが指摘されているが、その詳細はいまだ明
らかになっていない。 
われわれは、これまでに強酸性土壌に適応
した植物を植物・微生物共生系として捉え、
タイ、ベトナム、中国などで多くの共生菌を
単離してきた。単離した各種共生菌のゲノム
配列を決定し、その情報を基に遺伝子破壊変
異株コレクションを作成し、各共生系の酸性
土壌適応機構の解明を目指して解析を行っ
てきた。その研究を通じて、アルミニウム耐
性に関して、以下のことを明らかにしてきて
いた。 
(1) 強酸性土壌適応植物・微生物共生系か
ら単離した高濃度アルミニウム耐性菌
Pullulanibacillus sp. CA42 株をイネに接種
するとアルミニウム含有水耕液でのイネの
生育向上が認められた。CA42 株が生産する細
胞外ホモ多糖にアルミニウム結合能がある
ことを示し、その糖鎖構造を決定し、ゲノム
上の生合成遺伝子を解析した。構造的には新
規多糖ではなかったが、これまでアルミニウ
ム結合性やアルミニウム耐性への関与は報
告されておらず、新しいアルミニウム耐性機
構として注目される結果であった。 
(2) 酸性の茶畑から高濃度アルミニウム
耐性酵母 Rhodotorula taiwanensis RS1 株を
単離し、アルミニウム存在下に肥厚化した細
胞壁にアルミニウムが蓄積する事を示した 
(Wang et al., 2013a)。また、同菌のミトコ
ンドリアゲノム配列を決定し (Zhao et al., 
2013)、プロテオミックス解析を行った結果、
100 mM アルミニウム 存在下で転写、翻訳、
DNA 修復、ゴルジ体機能やグルコース代謝に
関連するタンパク質が減少するのに対して、
リンゴ酸脱水素酵素が増加することを明ら
かにした。同条件下で、細胞内のリンゴ酸脱
水素酵素活性が上昇し、細胞内のクエン酸含
有量が増えていることから、細胞内でアルミ
ニウムをキレートしてアルミニウム耐性を
付与していることが示唆された (Wang et 
al., 2013b)。 

(3) 高 濃 度 ア ル ミ ニ ウ ム 耐 性 菌
Acidocella spp.が、これまでアルミニウム
耐性への関与が報告されていない、アルミニ
ウム結合性の低分子グルコース誘導体を細
胞外に分泌している事を明らかにした。 
(4) 強酸性土壌適応植物・微生物共生系か
ら単離した高濃度アルミニウム耐性菌
Acidocella aluminiidurans AL46 株 （Kimoto 
et al., 2010）のゲノム配列を決定し、網羅
的な遺伝子破壊株のセットを作成、アルミニ
ウム感受性変異株を多数単離した。アミノ酸
合成遺伝子破壊によるアルミニウム結合性
のアミノ酸誘導体蓄積など、その多くは既報
のアルミニウム耐性機構であった。 
(5) 強酸性土壌適応植物・微生物共生体か
ら単離した窒素固定菌の多くが単独ではア
ルミニウム感受性であるが (Aizawa et al., 
2010, 2011)、高濃度アルミニウム耐性菌と
混合培養すると高濃度アルミニウム存在下
でも窒素固定をすることを示した。 
(6) これら多くの高濃度アルミニウム耐
性微生物に多様な方法で検討を加えたが、ア
ルミニウム耐性に関与する因子として検出
されたのは、主として、アルミニウム結合性
のキレーターや多糖、細胞壁の完全性、細胞
内外でのアルミニウム局在性に関連する遺
伝子群であり、活性酸素種消去系などの酸化
ストレス関連遺伝子群はほとんど検出され
なかった。 
(7) 一方、これら高濃度アルミニウム耐性
微生物は、培養時のアルミニウムの有無によ
り、その脂質組成に大きな差異が認められた。
生物種によりその差異は異なるが、アルミニ
ウム存在下では、総脂質量の増加、複合脂質
の増加、不飽和脂肪酸の減少などが認められ
ていた。  
これまでの研究から、高濃度アルミニウム
耐性と膜脂質の組成の間に関連が認められ
たことから、これら高濃度アルミニウム耐性
微生物やモデル生物などのゲノム情報に基
づき作成した各種変異株について、アルミニ
ウム感受性を調べ、変化が認められた欠損株
について、脂質を解析することで、アルミニ
ウム毒性および耐性と膜脂質組成の間の関
係を明らかにすることが出来ると期待され
た。 
アルミニウム毒性および耐性と膜脂質組
成と間の関係を明らかにすることは、これま
で主として植物を材料として行われてきた。
それに比べて、高濃度アルミニウム耐性微生
物は、生育可能なアルミニウム濃度域が広い
ことから色々な培養条件を設定でき、脂質組
成も大きな差異を示すこととなどの特長が
あり、モデル生物である出芽酵母と併せて、
すでにゲノム配列を決定していること、さら
にゲノム情報に基づき網羅的遺伝子破壊コ
レクションを作成済みであること、複数の変
異を持つ変異株を作成できること、大量の試
料を短期間に調製可能なことなどから、これ
まで困難であったアルミニウム毒性やアル



ミニウム耐性に関与する膜脂質、例えば、ア
ルミニウム輸送にかかわる膜脂質などを明
らかにする端緒となることが期待された。 
本研究で用いる高濃度アルミニウム耐性
微生物は、アルミニウムによる膜脂質の組成
変化が大きい一方で、含まれる膜脂質に特殊
なものは検出されておらず、またゲノム、特
に膜脂質代謝に関連する遺伝子群は、大腸菌
あるいは出芽酵母などのモデル生物と共通
点が多い。すなわち、これらモデル生物の知
見や実験系を用いて解析可能であり、研究の
迅速な進展が期待できる。 
このような研究の進展により、アルミニウ
ム毒性の分子メカニズムにかかわる膜脂質、
例えば、アルミニウム毒性の標的となる膜脂
質や、アルミニウム輸送にかかわる膜脂質、
あるいはアルミニウム耐性に関与する膜脂
質などを明らかにすることができれば、アル
ミニウム耐性作物植物の育種の手がかりと
なることが期待される。 
 
 
２．研究の目的 
酸性土壌での効率的な作物生産を目指し、
アルミニウム毒性や耐性の分子メカニズム
の解明を試みている。その結果、われわれは、
上記のように、酸性土壌に適応した植物・微
生物共生系の研究から高濃度アルミニウム
耐性と膜脂質組成の間に関連があることを
見出した。 
本研究は、ゲノム配列を決定した高濃度ア
ル ミ ニ ウ ム 耐 性 微 生 物 Acidocella 
aluminiidurans AL46 株 や Rhodotorula 
taiwanensis RS1 株などについて脂質を網羅
的に解析し、アルミニウム感受性や耐性と脂
質組成の関連について、ゲノム情報に基づき
検討を進めるとともに、モデル生物である出
芽酵母を併せて用いることにより、例えばゲ
ノムワイドスクリーニングから単離される
アルミニウム感受性に変化を生じた脂質関
連遺伝子群の遺伝子欠損変異株を組み合わ
せて解析に用い、アルミニウム毒性および耐
性と膜脂質の関係、あるいは脂質と深く関係
する遺伝子群の生理機能との関係を、検討を
推し進めることにより明らかにすることを
目指した。 
 
 
３．研究の方法 
アルミニウム毒性、耐性と膜脂質組成（流
動性）関連を明らかにするために、酸性土壌
に適応した植物・微生物共生系から単離した
高濃度アルミニウム耐性微生物 Acidocella 
aluminiidurans AL46 株よりトランスポソン
変異法で作成した遺伝子破壊株コレクショ
ンと、モデル生物である出芽酵母の BY4741
株由来のノックアウトコレクション（4826
株）をResearch Genetics より購入し用いた。
コレクションよりアルミニウム感受性が確
実に変化した変異株を液体培養法で単離し

た 。 よ り 簡 便 な 寒 天 平 板 培 養 法 や
high-through output 法も併せて検討した。
検定には Dunnet 法を用いた。選抜したアル
ミニウム感受性に変異が認められた遺伝子
欠損株については、遺伝子の欠損部位の確認
を行った後に、機能グループ解析などの in 
silico 解析を行った。高濃度アルミニウム酵
母 Rhodotorula taiwanensis RS1 株などと併
せて、脂質解析、細胞内アルミニウム蓄積量
測定、生理機能解析などを行った。 
 
 
４．研究成果 
 モデル生物である出芽酵母 BY4741 株由来
のノックアウト・コレクション（4826 株）
からアルミニウム感受性が変化した変異株
を単離したが、簡便な寒天平板培養法や短時
間でアルミニウム存在下での生育を測定で
き る プ レ ー ト リ ー ダ ー を 用 い た
high-throughput 法などに比べ、液体培地で
4 日間培養し、その間の生育状況を詳細に観
察することで、確実にアルミニウム感受性に
変化を生じた変異株を単離することができ
た。その中には、high-throughput 法を用い
た類似の研究では報告されていない遺伝子
の欠損株も多く含まれていた。単離された変
異株の細胞内アルミニウム蓄積量をICP発光
分析装置で測定したが、親株と有意な差は認
められなかった。このことから、今回選択さ
れたアルミニウム感受性に変化を生じた遺
伝子欠損株の中から、アルミニウム輸送に何
らかの影響が生じたことによりアルミニウ
ム感受性に変化を生じた遺伝子欠損変異株
の候補を見つけ出すことはできなかったと
考られた。 
これらアルミニウム感受性に変化を生じ
た変異株の欠損遺伝子群を細胞機能グルー
プ解析した結果、エンドサイトーシスやトリ
カルボン酸回路、グルタミン酸生合成、イソ
クエン酸代謝などの細胞機能クラスにかか
わる遺伝子がアルミニウム毒性や耐性と関
連して有意に多く単離されていることが示
された。 
また、単離されたアルミニウム感受性変異
株には、in silico による細胞機能グループ
解析では検出されなかったが、スフィンゴ脂
質やリン脂質の生合成や組成および局在性
に影響を与える遺伝子を欠損しているもの
が多く含まれていることを明らかにし、その
解析を進めた。その中には、スフィンゴ脂質
やリン脂質の細胞内局在性や、細胞膜や内膜
系を構成する脂質二分子膜の外側の脂質層
と内側の脂質層への局在性に影響を与える
遺伝子群も含まれていた。これらの遺伝子の
欠損によるアルミニウム耐性のメカニズム
を解明するためには、脂質の網羅的解析では
なく、個々の脂質分子の細胞内あるいは細胞
膜内やオルガネラ膜内での分布や動きを調
べることが必要となる。特定の脂質分子を検
出するための分子プローブがすでに開発さ



れ、細胞分裂時の機能解析などで大きな成果
を挙げている。しかしながら、生きている細
胞内部の各種脂質分子を検出し、その動きや
分布を解析することは、未だ技術的には大き
な困難を伴っている。そのための効率的な検
出技術を開発することができれば、アルミニ
ウム毒性あるいは耐性にかかわるこれら遺
伝子群の分子メカニズムの解明が飛躍的に
進むことが期待される。今後はこれらの技術
にも検討を加えてゆく必要がある。 
一方、高濃度アルミニウム耐性微生物を用
いた研究においては、高濃度アルミニウム耐
性細菌 Acidocella aluminiidurans AL46 株
の遺伝子破壊コレクションからは、すでにア
ミノ酸合成遺伝子の破壊によりアルミニウ
ム結合性のアミノ酸誘導体が蓄積しアルミ
ニウム感受性に変化した株を単離していた
が、アルミニウム感受性に変化した脂質関連
遺伝子の欠損株を単離することはできなか
った。 
同株や高濃度アルミニウム耐性酵母
Rhodotorula taiwanensis RS1 株などの脂質
組成の検討を進めた結果、すでに明らかにし
ていたアルミニウム存在下での総脂質量の
増加、複合脂質の増加、不飽和脂肪酸の減少
などに加え、アルミニウム感受性とリン脂質
量と水酸化脂肪酸量が関連する可能性を認
め、これら脂質とアルミニウム感受性の関連
についてゲノム情報を基に解析を進めた。真
核生物に比べ細菌では、特定の脂質分子の動
きや分布を検出することは、その細胞の小さ
さゆえに技術的に未だに困難である。また、
細胞膜などの脂質二分子膜の内部に存在す
ると考えられる水酸化脂肪酸残基の挙動や
分布を詳細に調べる技術も必要となる。これ
ら脂質分子の（細菌）細胞における動きや分
布を調べる技術についても併せて検討を加
えてゆきたい。 
われわれは顕著な細胞保護効果が認めら
れる細胞外糖脂質についても検討を重ねて
きた。本研究では、その解析のモデル系とし
て、脂肪酸を付加した高分子を作成し、その
性質に検討を加えた。アニオン高分子に低い
割合で疎水性基を導入することで、アニオン
高分子に多様な保護効果機能を付与するこ
とができることを示した。これら脂質を付加
したアニオン高分子のアルミニウムに対す
る保護効果についても検討を加えてゆきた
い。 
 以上、本研究では、モデル生物である出芽
酵母と酸性土壌に適応した植物・微生物共生
系から単離した高濃度アルミニウム耐性菌
Acidocella aluminiidurans AL46 株および
Rhodotorula taiwanensis RS1 株などを用い
て、アルミニウム毒性あるいは耐性と脂質の
関連について、脂質の網羅的解析とゲノム情
報に基づいた解析を行い、アルミニウム毒性
あるいは耐性とリン脂質量と水酸化脂肪酸
量間の関連、あるいはスフィンゴ脂質やリン
脂質の細胞内や膜内部での局在性との関連

の可能性を認めた。 
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