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養成技術者の研究・研修成果等

１．養成技術者氏名：鈴木雄二

２．養成カリキュラム名：「難溶性リン酸の可溶化能力を強化したユーカリの作出及び分子生理学的解析」

３．養成カリキュラムの達成状況
　３年間で予定した植物栄養吸収能力（酸性土壌耐性）の向上を２年間でほぼ達成した。次年度か
らこれまで得られた成果をもとに野外環境で実証する段階に移行する。一方、これまで研究を担当
した養成技術者・鈴木氏は養成技術者を退職し、東北大学に採用（平成 16 年度）となったが、王
子製紙が実施する実証研究の一部を産学連携によって継続する予定で進めている。

４．成果
　酸性土壌では施肥リンの多くが土壌中のAlやFeと結合して、難溶性リン酸塩を生成し利用効率
が低下する。昨年度までの研究により、難溶性リン酸の可溶化にはクエン酸の放出量を増やすこと
が効果的であることが明らかになっている。さらに、TCA 回路のクエン酸合成酵素（CS）の発現
量増加及び NADP 特異的イソクエン酸脱水素酵素（NADP-ICDH）の発現量の低下が、クエン酸
放出能力に関与することが示唆されていたため、それぞれの遺伝子あるいは両遺伝子の組換えによ
る効果をシロイヌナズナで検証した。CSを単独で過剰発現させた場合、CS活性が野生型の2倍増
加した形質転換体においては酸性土壌からのリン酸吸収量と個体生育量がそれぞれ 30％および
40％増加することがこれまでに明らかとなっている。NADP-ICDH の発現抑制を行った組換え体
においても予備的ではあるが同様にポジティブな結果が得られている。これら両遺伝子を同時に組
換えたシロイヌナズナについては現在解析を継続している。
　モデル植物で得られた結果から、ユーカリにそれぞれの遺伝子を導入し、難溶性リン酸の可溶化
効果を調査した。まずCS過剰発現ユーカリをリン酸アルミニウムを含む水耕液で栽培し、根におけ
るCS活性は野生型と比べ最大で2.2 倍に増加していた。このとき、根のクエン酸含量に形質転換体
と野生型との間で差は認められなかったものの、リンゴ酸含量が形質転換体において増加した（図
１）。しかし、CS 活性の増加が最大であった形質転換体(CS19)では、根からのクエン酸放出量が増
加した（図２）。これらのことから、ユーカリにおいてCS過剰発現は根からのクエン酸放出能の強
化に貢献することが示唆された。
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図１. 野生型および CS 過剰発現ユーカリの根のクエン
酸およびリンゴ酸の含量

図２. 野生型ユーカリおよび CS 過剰発現ユー
カリ CS19 の根からのクエン酸およびリンゴ酸

の放出量



次に、リン酸アルミニウムを含む水耕栽培した野生型ユーカリおよびユーカリ形質転換体CS19
のリン含量を測定した。野生型においては老化葉のリン含量は若い葉の約半分に低下していた
が、CS19においては大きな低下は認められず、CS19の老化葉のリン含量は野生型の1.8倍であ
った。リン欠乏の症状は老化葉などの古い組織から現れることが知られているが、形質転換体
では野生型と比べその症状が緩和されていた。これらのことから、CS過剰発現ユーカリでもシ
ロイヌナズナで得られた結果と同様に、難溶性リン酸の可溶化能が強化されることでリン吸収
が改善されることが強く示唆された。さらに、野生型ユーカリおよびCS19を酸性土壌で栽培し、
その個体生育について評価することとした。栽培開始後 3 ヶ月目の樹高、枝数、葉数および最

大枝長において CS19 が野生型ユーカリを上回る傾向にあ
った。栽培開始後4ヶ月目に地上部および根の新鮮重を測
定したところ、いずれもCS19の方が高く、特に根では24％
の重量増加が認められた（図３）。以上より、ユーカリにお
いて CS 過剰発現は酸性土壌での生育をある程度改善させ
ることが強く示唆された。
　さらにNADP-ICDHの発現抑制を行ったユーカリに関する
解析を行った。早生分枝の段階でNADP-ICDHの酵素活性を
指標にスクリーニングを行い、活性の低下が大きかったも
のに関しては植物体への再分化を行った。その結果、根に
おけるNADP-ICDH活性が野生型のそれぞれ32％および50％
にまで低下した2ラインを得ることができた。現在はこれ
らの形質転換体の土耕法による生育調査および有機酸代謝
関連の試験に関する準備を平行して行っているところであ
る。

　ユーカリにおいてCS過剰発現は根からクエン放出を促進し、難溶性リン酸からリン吸収能力を強
化するため、酸性土壌における生育が改善する結果を得た。また、細胞質型NADP-ICDHの発現抑制は
体内の窒素経済に大きな障害を引き起こすことなく同様の効果を示すことがシロイヌナズナにおい
て強く示唆された。このため、現在行っているNADP-ICDH RNAi形質転換体ユーカリにおいても好結
果が期待される。本プロジェクトの研究を通じて、世界中に広く存在する酸性土壌による植物の生
育阻害の問題は、遺伝子組換えにより解決できる可能性が強く示唆された。
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