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研究成果の概要（和文）：アルミニウムイオンを吸収しつつ耐性を示す「内部抵抗性」植物のアジサイ(Hydrangea mac
rophylla)の耐性機構を研究し、酸性土壌耐性新戦略の創成を目指した。アジサイを酸性土壌で栽培し、各組織のAl含
有量、Al輸送体遺伝子の発現量を解析した。酸性土壌ではHmVALT遺伝子の発現量と組織のAl量が有意に増加した。HmVA
LTを導入したシロイヌナズナを0.5 mM AlCl3 水溶液を吸水させ栽培した。野生種（cv. Col-0）の一部は生育不良を起
こし葉の枯死が観察されたが、HmVALT過剰発現株では開花まで問題無く生育した。HmVALT酸性土壌耐性における重要性
が明らかにできた。

研究成果の概要（英文）：Hydrangea macrohpylla accumulates Al3+ in the sepal vacuoles, which is 
responsible for blue coloration. This phenomenon would be involved in the Al tolerance of hydrangea in 
acidic soils. To clarify the mechanism of Al-tolerance, blue-cultivars of hydrangea were grown on a 
acidic and neutral soils from cuttage stage to fully blooming, then, the composition of organic 
components, Al content and expression level of genes involving in Al-tolerance were analyzed.
Expression level of HmVALT and Al content in leaf of +Al was higher than that of-Al. It is suggested that 
expression of genes involving Al-tolerance might be induced by Al-treatment at the early stage. The 
overexpression of HmVALT in Arabidopsis thaliana conferred Al tolerance, therefore, we cultivated A. 
thaliana with/without Al until the mature stage, then, the Al content and gene expression levels were 
analyzed. The growth of wild type (Col-0) was defected while the HmVALT overexpressed plant was grown 
without any damage.

研究分野：生物有機科学
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１．研究開始当初の背景 
 酸性土壌は世界の耕地の約３割を占め作物
の生育に甚大な被害を及ぼす（図１）。主要因
は、地殻に 7％も含まれ pH 5.5 以下になると
可溶化する Al3+で、数μMの濃度で根に障害を
与え、養・水分の吸収を阻害して植物の成長
を著しく阻害する。従って、今後の人口増を
考えた上でも、Al 耐性の研究は地球規模での
重要課題である。 

 従来の耐性研究は Al の吸収抑制が中心で 
(Fujii et al. Nature Comm. 2012, Ryan et 
al. J. Exp. Bot. 2011)あった。根から有機
酸を放出して根圏で Al とこれらの有機酸と
の錯体を形成させて Al の吸収を抑制すると
いう戦略である。有機酸としては、リンゴ酸
やクエン酸が知られ、根におけるこれらの輸
送体遺伝子の発現やタンパク質の機能解明
研究が行われてきた。一方、アジサイ
(Hydrangea macrophylla) を 含 め チ ャ 
(Camelia sinensis) や ソ バ (Fagopyrum 
esculentum)などいくつかの植物も酸性土壌
耐性を獲得しているが、これらは、植物体内
に多量の Al を蓄積しても耐性であることが
知られている。これらは「内部 Al 抵抗性」
と呼ばれているが、その機構に関する研究は
遅れていた。申請者らは、Al を吸収し 20 mM
以上もの濃度で液胞に貯めて青色の花を咲
かせるアジサイの研究から、耐性に重要な役
割を担う Al 輸送体を初めて取得した(図２、
PLOS ONE, 2012, Genes Cells, 2013)。しか
し、本タンパク質の機能については、酵母と
シロイヌナズナを用いて耐性を獲得するこ
とは明らかにできたものの、Al 輸送機構や発
現がいかなる条件で誘導されるかなどは未

解明であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、我々が 2013 年に液胞内への
Al輸送に関わる輸送体として同定した3種類
の候補タンパク質について(液胞膜局在型輸
送体 : HmVALT, 細胞質膜局在型輸送体 : 
HmPALT1, HmPALT2)、酸性土壌における Al 内
部抵抗性機構の仕組みを明らかにすること
を目的とする。すでに植物における機能はシ
ロイヌナズナで過剰発現株を用いた Al 耐性
試験により明らかにし、HmVALT 過剰発現株で
Al 含有培地に置いて根の伸長阻害を受けな
いことを確認できた。しかし、本遺伝子およ
びタンパク質が恒常的に発現しているのか、
何らかの刺激で誘導されるのかや、実際に Al
が植物体内にどの程度集積するのか、さらに
は、本輸送体の Al 輸送機構など、耐性機構
の全容は不明であった。本研究では、これら
について研究した。アジサイにおいて、酸性
土壌処理によって本遺伝子およびタンパク
質の発現に影響があるかどうか、ならびに、
Al の集積に影響があるかを明らかにする実
験を実施した。さらに、モデル植物のシロイ
ヌナズナを用いて、すでに得ていた形質転換
体と野生株とを比較し、Al処理による遺伝子
の発現および Al の集積を調べることで、耐
性獲得の仕組みの解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
３−１．アジサイを用いた実験 
 アジサイは青色品種の西洋アジサイ
（Hydrangea macrophylla cv. Narumi BLue）
を実験に用いた。挿し芽して発根させた後、
ハウス内で栽培した。鉢上げした日をステー
ジ１（0 日）として、計 8 回サンプリングし
た。およそ 300 日間で開花したので（ステー
ジ８）花期はさらに 8-1、8-2，8-3 と 3分割
した。通常の青色用土壌(-Al)とそこへさら
に硫酸アルミニウムを添加した土壌(+Al)で
挿し芽からガク片が着色するまで約1年間育
てたものを試料とした。経時的に根、茎、葉、
ガク片組織を採取して生育条件の違いによ
る各組織の Al 含有量、有機成分、ならびに
Al 輸送体遺伝子の発現を経時的に分析した。
Al量はICP発光分析法により行高速液体クロ
マトグラフィー法で、標品と比較することに
より同定・分析した。Al 輸送体遺伝子の発現
は定量的 RT-PCR で定量した。 
 
３−２．シロイヌナズナを用いた実験 
 シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）
は、HmVALT 単体を導入した形質転換体及び
HmVALT と HmPALT1、HmVALT と HmPALT2 の二種
類の遺伝子を導入した二重変異体を用いた。
比較のために野生株の Col-0 を用いた。形質
転換体については、カナマイシン耐性を利用
して選抜した T2 種子を用いた。MS 培地で発
芽させた後、バーミキュライトを入れたポッ
トへ植え替え、インキュベータ内で栽培した。

図１．酸性土壌の分布. Baligar et al., 1998 

図２．植物におけるアルミニウムの無毒化



吸水は底面吸水とし、ポットを入れたバット
に水道水またはそこへ塩化アルミニウムを
溶かした水を用いた。播種 40 日後に収穫し
て、組織内の Al 量を定量分析した。 
 
４．研究成果 
４−１．アジサイにおける酸性土壌耐性 
４−１−１．生育への影響 
 栽培にあたり、まず、土壌のpHを測定した。
-Alの土壌pHは4.1、+Al土壌は3.9とかなり酸
性度が高いことがわかった。比較のため名古
屋大学圃場の土壌pHを測定したところ、6.4
であった。 
 アジサイは、いずれの条件でも正常に成長
し開花期を迎えた。しかし、+Al区の花は青色
であったが、-Al区では、花色が目視でもはっ
きり差異がわかえるほど紫色となった（図３）。
これまでの我々の研究により、アジサイの花
色に関わるアントシアニンは1種類で（デルフ
ィニジン3-グルコシド）3種類の助色素の組成
およびAlのアントシアニンに対する当量、お
よび液胞pHによって発色が変化することがわ
かっている。今回の-Alでの発色の違いは、Al
量の違いによることが強く推測された。 
 

 
図３．アルミニウム処理の違いによる花色． 
 
４−１−２．組織のAl含有量 
 植物体の各組織別にAlの含有量を測定した。
-Alの葉、根、ガク片のAl含量はそれぞれ75.5、
52.5、20.6 mg/kg FWであった。これに対し+Al
はそれぞれ180.8、90.7、46.8 mg/kgFWであっ
た。Al含量は葉が最も多く、続いて根、ガク
片の順であった。またすべての組織において
+AlでのAl含量は-Alの約2倍であった。葉、根
では-Alに比べて+Alでの組織のAl含量がP < 
0.05で有意に高かった。この結果からアルミ
ニウム添加土壌で生育したアジサイは各組織
により多くのAlを集積することがわかった。 
 
４−１−３．組織の有機物分析 
 アジサイガク片から有機成分を抽出し、
HPLC により含まれる成分の同定と定量を行
った。完全に色づいた S8-3 のアジサイのガ
ク片には Dp3G、3CQ、5CQ、5pCQ が含まれて
いた。定量分析の結果、Dp3G、3CQ、5CQ、5pCQ
の含量は-Al ではそれぞれ 0.68、3.8、2.1、 

 
図４．処理区の別による組織のAl含有量の違
い． 
 
0.64 mmol/g FW であった。これに対し＋Al
のアジサイガク片に含まれるそれぞれの有
機成分の含量は 0.78、2.9、1.9、0.54 mmol/g 
FW であった。今回の分析の結果は、＋Al と
－Al のアジサイのガク片に含まれる有機成
分の含有量と組成比には有意な差は見られ
なかった。 
 次に S8-3 のアジサイの葉に含まれる有機
成分を調べた。両処理区で3種類の助色素3CQ、
5CQ、5pCQ が含まれていた。-Al の葉におけ
る3CQ、5CQ、5pCQの含量はそれぞれ3.4、0.32、
0.016 mmol/g FW であった(表 6)。+Al の葉に
おける3CQ、5CQ、5pCQの含量はそれぞれ2.5、
0.19、0.091 mmol/g FW であった。ガク片と
は異なり、葉は 3CQ が主成分で 5CQ、5pCQ の
含有量は低いことがわかった。 
 
４−１−４．Al輸送体遺伝子の発現量 
 我々のグループが同定したAl輸送体遺伝子
(HmVALT, HmPALT1, HmPALT2)の発現量がAl処
理により変動するのかどうかをRT-PCRで定量
分析した。 
 まずアジサイの葉における発現解析を行っ
た (図５)。葉と根では我々の既報のとおり
HmPALT1は発現していないことが確認できた
ので、HmVALTとHmPALT2の定量を行った。-Al
の葉ではHmVALTの発現量はS2から3にかけて
増加し、いずれもS1と比較して有意に高かっ
た。+Alの葉ではS2 においてさらに多く発現
し、有意差も認められた。S3で一旦低下した
後、S8で再び発現量は増加した。HmPALT2の発
現量に関しても、ほぼ同様の変化を示した。
-Alと+Alとを比較すると、いずれのステージ
においても、+Alの葉の発現量は有意に高かっ
た。 
 続いてアジサイの根におけるAl輸送体遺伝
子の発現解析を行った(図６)。HmVALTの発現
量は、-Al、+Alのいずれも捨て＾時が進むに
つれて増加したが、S8で低下した。HmPALT2
の発現量もS1よりもS2は増加したが、その後
現象した。-Alと＋Al間で比較するとHmVALT
と同様にHmVALTと同様に+Alの方が有意に高
かった。 



  
 以上の結果は、Al処理によりHmVALTおよび
HmPALT2遺伝子の発現が誘導されることを強
く示唆するものである。 
 最後に着色したアジサイのガク片組織のAl
輸送体遺伝子の発現解析をおこなった (図７，
８)。ガク片が色づくにしたがって、これらの
遺伝子の発現量がどう変化するかを調べた。
HmVALTは-Alで増加したのに対し+Alでは減少
した(図７)。同様にHmPALT2の-Alにおける発
現量はステージが進につれて増加したのに対
し、+Alでは減少した(図７)。 
 HmPALT1は-Alでステージが進につれ増加し、
+Alでは減少した(図８)。+Alでは-Alよりも早
い段階でAl輸送体遺伝子の発現が誘導されて
タンパク質が既に十分存在している可能性も

考えられる。これに対し-Alではアジサイの生
育状況に応じた遺伝子発現制御が起きている
のではないかと推測される。今後は遺伝子発
現量とAl輸送体タンパク質の発現量の両方を
調べる必要があると考える。 
 
４−２．シロイヌナズナにおけるAl耐性 
４−２−１．生育への影響 
 水道水、0.05 mM および 0.5 mM AlCl3 を
含む水道水を用いて栽培したシロイヌナズナ
を播種後40日まで観察した。HmVALT過剰発現
株では開花まで問題無く生育することがわか
った。一方野生種は、水道水と0.05 mM AlCl3 
では形質転換体と差は認められなかったが、
0.5 mM AlCl3 を与えた株では生育不良を起こ
し葉の枯死が観察された。以前の研究では根
の伸長阻害しか観察していなかったが、生育
期全般をとおして、HmVALTを導入した形質転
換体はAl耐性になることが初めて明らかにで
きた。 
４−２−２．Al含有量 
 シロイヌナズナの試料を湿式灰化して組織
のAl含有量を測定した。個体数が少なかった
ため、0.05mMAlおよび0.5mMAl添加条件で育て
た3種類の形質転換体の葉と茎だけの分析に
留まった。HmVALT1を導入した形質転換体では、
0.05 mM AlCl3水溶液で生育させた時には38.6 
mg/kgFWであったが0.5 mM AlCl3水溶液条件下
では98.8 mg/kgFWと増加した。吸水させる水
に含まれるAlが多いほど葉に多くのAlを集積
することがわかった。根から吸収され葉まで
移行することがわかった。茎に関してはいず
れの形質転換体においてもアルミニウムは検
出限界以下であった。今後は、サンプルを増
やし再現性を確認する必要があると考える。 
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