
第3章Fe欠 乏耐性イネの創製

3-1要 約

地 球 上 の お よそ30%の 耕 地 は,pHが 高 く,Feを 吸収 しに くい石 灰 質 アル カ リ

土 壌 で あ り,Fe欠 乏 は世 界 の農 業 にお い て重 要 な問題 とな っ て い る。 これ ま で

に,イ ネ は土壌 か らFeを 吸 収す る た めにFe3+-MAsに よるFe吸 収機 構(Strategy II)

を持 つ こ とが知 られ て き た。 さ らに,イ ネ が これ に加 え てFe2+吸 収 機 構 も持 っ

て い る こ とを本 研 究 の第2章 にお い て 明 らか に した。 イ ネ は,こ の よ うに2つ

のFe吸 収機 構 を持 っ て い るに も関 わ らず,他 の イ ネ科 植 物 に比 べ てFe欠 乏 条

件 に弱 い。 これ は,pHの 高 い 条件 でFe耐 性 を発揮 す るた め に必 要 なMAsの 分

泌 と,Fe3+還 元 酵 素 活 性 の 両 方 が イ ネ で は低 い た めで あ る と考 え られ る。そ こで

本 章 で は,酵 母 のFe3+キ レー ト還 元酵 素遺 伝 子FRE1を 植 物 にお け る発 現 に適 し

た配 列 に 改 変 し,さ らにPCR法 に よ りラン ダ ム ミュー テー シ ョン を導 入 す る こ

とに よ り,高pH条 件 で も高 い活 性 を持 つ よ うに改 変 したFe3+キ レー ト還 元 酵 素

遺 伝 子refrel/372 (Oki et al., 2004)を,Fe2+ト ラン ス ポー ターOsIRT1の プ ロモ ー

ター につ な ぎ,イ ネ に導 入 した。 形 質 転 換 体 で は,Fe欠 乏 条 件 に応 答 して 根 に

お け るrefrel/372の 発 現 誘 導 が観 察 され た。Fe欠 乏 条 件 下 で 形 質転 換 体 は,ベ

ク ター コ ン トロー ル に 比 べ,高 いFe3+還 元酵 素活 性 を示 し,Fe吸 収 と蓄積 が増

大 した。さ らに,形 質 転 換 体 は 石灰 質 アル カ リ土壌 にお け るFe欠 乏 耐性 を示 し,

ベ クタ ー コ ン トロー ル に対 して,約7.9倍 の収 量 を示 した。
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3-2実 験方法

イネ形質転換用コンストラクトの作製

第2章 で 作 製 した,OsIRT1プ ロモ ー ター にuidA遺 伝 子 を連 結 した プ ラス ミ ド

pIG121Hm-OsIRT1proを も と に,作 製 を 行 っ た 。refre1/372遺 伝 子 を 含 むpOHプ

ラ ス ミ ド(Oki et al.,2004)をXba IとSal Iで 処 理 してrefre1/372を 切 り出 し,

pIG121Hm-OsIRT1proの 同 サ イ ト内 の 配 列 と置 換 した 。

植物サンプル

第2章 に記 した形質転換体の栽培 条件 と同様 に行 った。 但 し,Fe欠 乏処理5

日後 に,各 種実験 のサ ンプ リングを行 った。

イ ネ の 形 質 転 換,Fe3+キ レー ト還 元 酵 素 活性 測 定 と ク ロ ロ フ ィル 含 量 測 定,

PETISに よ る計 測 は,第2章 と同様 に行 った。

ゲ ノ ミ ッ クPCRとRT-PCR

形 質 転 換 体 か らの ゲ ノムDNAの 抽 出 はMurray and Thompson (1980)の 方 法

に従 っ た。Fe欠 乏 条 件 の植 物 サ ン プル か ら第2章 と同様 に トー タルRNAを 抽 出

した。refre1/372を 特 異 的 に認 識 す るた め にrefre1/372.F, refre1/372.Rプ ライ マ ー

を用 い,OsIRT1を 特 異 的 に認 識 す るた め にOsIRT1.F,OsIRT1.Rプ ライ マ ー を用

い,α-tubulinを 特 異 的 に認 識 す るた め にOsα-tubulinRT.F, Osα-tubulinRT.Rプ ラ

イ マ ー を用 い た。これ らの プ ライ マ ー を用 い,ゲ ノ ミ ックPCRとRT-PCRを 行 っ

た。 これ らのPCR産 物 につ い て は,ア ガ ロー ス ゲル の電 気 泳 動 で 長 さを,シ ー
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クエ ンサー で配列 を確認 した。

石灰質アルカ リ土壌でのFe欠 乏耐性検定

形 質 転 換 体 のT1種 子 を,明 期25℃,14時 間,暗 期20℃,10時 間 の 条件 に制

御 され た天 然光気象室で生育 させ た。2週 間後,1gの 緩効性 の被覆肥料CFR-M2

(住 友 化 学)(Morikawa et al.,2004)を 加 えた500gの 石灰 質 ア ル カ リ土壌(富

山県,日 本海鉱 業株式会社)に 移植 し,自 然光 の温室 で育てた。対照 区の培 土

と して は,ボ ン ソル(Sumitomo Chem. Co., Osaka, Japan)を 用 い た 。 生 育3

日ごとに各植 物の草丈 とSPAD値 を計測 した。種子成熟期にお ける,種 子 と茎

葉 の乾 重量 を計測 した。
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3-3実 験結 果

3-3-1形 質 転 換 体 のrefre1/372の 発 現 様 式

酵 母 由来 の 改変 型Fe3+キ レー ト還 元酵 素遺 伝 子refre1/372(Oki et al.,2004)を

OsIRT1プ ロモ ー ター につ な ぎ,ア グ ロバ クテ リウム法 を用 い てイ ネ に導入 した。

T1の 形 質 転 換 体 が45ラ イ ン得 られ た。そ の うち4ラ イ ン につ い て ゲ ノ ミックPCR

法 に よ り確 認 した と こ ろ,3ラ イ ン にrefre1/372が 導 入 され て い る こ とを確 認

した(図3-1a)。RT-PCR法 に よ り,形 質転 換 体 のFe欠 乏 条 件 の 根 でrefre1/372

が発 現 し,OsIRT1も 発 現 して い る こ とを確 認 した(図3-1b)。 ベ ク ター コ ン

トロー ル で はOsIRT1は 発 現 して い た がrefre1/372の 発 現 は検 出 され な か っ た。

Fe十 分 条件 で は 形 質 転 換 体,ベ ク ター コン トロー ル 共 にrefre1/372,OsIRT1は

発 現 して い な か った(デ ー タ は示 さな い)。 この こ とか ら導 入 され たrefre1/372

は,OsIRT1プ ロモ ー ター に よ って,Fe欠 乏 に応 答 した発 現 制 御 を受 け て い る こ

とが 明 らか とな っ た。

3-3-2形 質転 換体 の根 に お け るFe3+還 元酵 素 活性

形 質 転 換 体 のFe欠 乏 根 にお け るFe3+還 元 酵 素 活 性 を測 定 した(図3-2)。Fe

欠 乏 条 件 で5日 間 生育 させ た形 質 転 換 体 のFe3+還 元 酵 素 活性 は,ベ クター コ ン

トロー ル よ りも高 い値 を示 した。 す な わ ち,ラ イ ン7,8,11は,ベ ク ター コ ン

トロー ル に比 べ,そ れ ぞれpH5.5で1.8,2.2,2.2倍,pH8で1.6,1.8,1.6倍

のFe3+還 元 酵 素 活 性 を示 した(図3-2)。

3-3-3形 質 転 換 体 のFe吸 収 と蓄積 量
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形 質 転 換 体 でFeの 吸 収 と蓄積 が増 大 してい るか どうかを確 認 す るた めに,PETIS

法 を用 い て測 定 を行 っ た。発 芽 後,2週 間Fe十 分 条 件 で 育 て た後,Fe欠 乏 条 件,

も し くはFe十 分 条 件 に移植 し,5日 間生 育 させ た イ ネ を用 い,根 か ら52Fe3+-EDTA

(0.43MBq, 30.7fmol)とFe3+-EDTA(0.1mM)を 投 与 した。 形 質 転 換 体(ラ イ

ン7)は,ベ ク ター コン トロー ル の約2倍 のFe吸 収 と蓄積 を示 した(図3-3a)。

Bio-imaging Analyzer System(BAS)を 用 い てFeの 蓄 積 を確 認 した と ころ,形 質

転 換 体 は,ベ クター コ ン トロー ル よ りも多 くのFeを 吸収,移 行,蓄 積 して い る

こ とが確 認 で きた(図3-3 b-e)。

3-3-4形 質転 換 体 のFe欠 乏 耐性

形 質転換体 の石灰質 アル カ リ土壌 にお ける生育を検定 した(図3-4,5)。 形質

転換 体(ラ イ ン7)は 石灰質 アル カ リ土壌 で もFe欠 乏症状 を示 さず,通 常培 土

であ るボ ン ソル に定植 した場合 とほぼ同様の生育を示 し,種 子 をつけた(図3-4

a, b)。 石灰 質アルカ リ土壌 での草丈は,形 質転換 体は,石 灰質 アル カ リ土壌

に移植 した40日 後 にはベ クター コン トロールの約2倍 になった(図3-5a)。

また,最 新葉 での クロロフィル含 量 もベ クター コン トロール の約2.5倍 となった

(図3-5b)。 形 質転換体は石灰 質アルカ リ土壌 で生育 させ た場合 に もクロロフ ィ

ル 含 量 は低 下せ ず,ベ ク ター コ ン トロール を ボ ン ソル で 生 育 させ た場 合 と同様

の推 移 を 示 した 。 また,ボ ン ソル で の 生育 に は,形 質 転 換 体 とベ クタ ー コ ン ト

ロー ル の 間 に差 は なか っ た(デ ー タは示 さな い)。 石灰 質 ア ル カ リ土壌 に 定植

して17週 間 後 の 種 子 を除 い た地 上 部 の 乾物 重 は,ベ ク ター コ ン トロー ル の1.9

倍 で あ り,種 子 の乾 物 重 は7.9倍 で あ った(図3-5c, d)。
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3-4考 察

進 化 工 学 の 手 法 に よ り作 製 した 合成Fe3+キ レー ト還 元酵 素遺 伝 子refre1/372を

イ ネ に 導入 し,Fe欠 乏 時 のFe3+還 元酵 素活 性 を強 化 す る こ とに よ り,石 灰 質 ア

ル カ リ土壌 にお い てFe欠 乏 耐性 を示 す イ ネ の作 出 に成 功 した。 これ らの形 質 転

換 体 は,ベ ク ター コ ン トロー ル に比 べ,Fe欠 乏 条件 下 で 高いFe3+還 元酵 素活 性

を示 し,高 いFe吸 収 と蓄 積 量 を示 した(図3-2,3)。 これ らの結 果 は,形 質 転

換 イ ネ がFe3+をFe2+に 還 元 し,そ のFe2+をFe2+ト ラン ス ポー ター に よ って 吸 収 し

た こ とを示 してい る。

イ ネ は,Fe欠 乏 条 件 に な って もFe3+還 元 酵 素活 性 が誘 導 され ず(図2-6),

これ まで 調 べ られ て い るStrategy I植 物 と比 較 して も還 元 酵 素 活 性 が 低 い 。

Strategy I植 物 で は,Fe3+還 元 酵 素 遺伝 子 を導 入 す る こ とに よ り,Fe欠 乏 耐 性 を

持 つ タバ コを作 製 す る ことが試 み られ てきた(Oki et al., 1999; Andrew et a1., 1999)。

当研 究 室 で は まず,酵 母 のFe3+キ レー ト還 元 酵 素遺 伝 子FRE1を タバ コ に導 入 し

た が,形 質 転 換 タバ コはFRE1を 発 現 せ ず,Fe3+還 元酵 素活 性 の上 昇 は 見 られ な

か っ た。そ こで,植 物 で も このFe3+還 元酵 素 が機 能 す る よ うにFRE1の 配 列 を改

変 し,改 変 型Fe3+キ レー ト還 元酵 素遺 伝 子refrelを 完 全 合 成 した。そ して,refrel

を35Sプ ロモ ー ター に連 結 して タバ コに 導入 す る こ とに よ って,よ り強 力 なFe3+

還 元 酵 素 活性 を持 つ 形 質 転 換 タバ コの 作製 に成 功 した(Oki et al., 1999)。 さ ら

に,石 灰 質 ア ル カ リ土壌 の よ うな 高 いpH条 件 下 で も,高 いFe3+還 元酵 素活 性 を

維 持 で き る よ うにす るた め に,PCR法 に よ りrefrelの 塩 基配 列 に ラ ンダム に ミュー

テ ー シ ョン を導 入 し,培 地pH8.0で も高 い活 性 を示 す 酵 素 の ス ク リー ニ ン グ を

行 っ た。 そ の結 果,refre1/372が 得 られ た。 このrefre1/372を35Sプ ロモ ー ター

に連 結 して導 入 した タバ コは,石 灰 質 アル カ リ土壌 で も高 いFe3+還 元酵 素 活性

を示 した(Oki et al., 2004)。 それ ゆ え,こ のrefre1/372を イ ネ に導 入 す る こ と
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が,石 灰 質アルカ リ土壌の よ うにFeが 利用 され に くい土壌 に耐性 を示す形質転

換イネ の作製 に最適だ と考 えた。

これ ま で に,イ ネ にFe3+キ レー ト還 元 酵 素 を導入 す る試 み もい くつ か な され

て き た。Vasconcelos et al. (2004)は,ア ラ ビ ドプ シス のFRO2の ゲ ノム配 列 を

イ ネ に 導入 した が,mRNAが 検 出 で き な か っ た。当研 究 室 の 井 上 らは,refre1/372

をOsNAS1プ ロモ ー ター につ な ぎ,イ ネ に導 入 した が,Fe3+還 元 酵 素活 性 の 上昇

は観 察 され な か った(未 発 表)。 それ ゆ え,refre1/372を イ ネ で機 能 させ るた め

に は,適 切 な プ ロモ ー ター を使 用す る こ とが重 要 だ と考 えた。 シ ロイ ヌ ナ ズナ

で は,Fe十 分 条件 下 で はFRO2もIRT1も 発 現 しない が,Fe欠 乏 条 件 にす る と

24時 間後 に は,根 の 外 皮 細 胞 でFRO2とIRT1の 発 現 が誘 導 され る。ま た,FRO2

あ る い はIRT1を35Sプ ロモ ー ター に よ り強 制 的 に転 写 させ て も,Fe欠 乏条 件 で

な け れ ば,タ ン パ ク 質 に 翻 訳 され な い とい う転 写 後 制 御 も 受 け て い る(Connolly

etal., 2002, 2003; Vert et al., 2002)。 イ ネ で は,Fe2+ト ラ ン ス ポ ー タ ーOsIRT1が

Fe欠 乏 条件 の根,特 に外 皮 細胞 で発 現 が誘 導 され る(第2章)。 以上 の こ とか

ら,シ ロイ ヌ ナ ズ ナ な どの 双 子 葉植 物 のFe吸 収 機 構 で あ るStrategy Iを イ ネ に

付 与 す るた め に は,OsIRT1プ ロモ ー ター に よ りFe3+キ レー ト還 元酵 素 の発 現 を

制 御 す る こ とが 適 切 だ と考 え た。 今 回,refre1/372をOsIRT1プ ロモ ー ター に つ

な い だ 遺伝 子 をイ ネ に導 入 す る こ とに よ り,refre1/372の 発 現 をOsIRT1の 発 現

と同調 させ るこ とが可能 になった。Fe欠乏に よるFe3+還 元酵 素活性 の上昇 とFe2+

トランス ポー ター活性 の上昇 が協調す るこ とに よ り,石 灰質 アルカ リ土壌 にお

けるFe欠 乏耐性 を示す形質転換イネ を得 ることができた。

refre1/372を 酵 母 で 発 現 させ,pH8で 活 性 測 定 を行 うと,変 異 導 入 前 のrefre1

の約6倍 のFe3+還 元 酵 素 活 性 が観 察 され た(Oki et al., 2004)。 しか しな が ら,

refre1/372を 導 入 した イ ネ のFe3+還 元 酵 素 活性 は,ベ クター コン トロー ル に比 べ
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約2倍 に しか上 昇 しな か っ た。以 前,35Sプ ロモ ー ター でrefre1/372を 常 時過 剰

発 現 させ た タバ コで も,Fe3+還 元酵 素活 性 の上 昇 率 は約2倍 で あ っ た(Oki et al.,

2004)。 しか しな が ら,こ れ らの 形 質 転 換 体 は,Fe3+還 元 酵 素 活性 が約2倍 に し

か 上昇 しな い に もかか わ らず,石 灰 質 アル カ リ土 壌 でFe欠 乏 耐性 を示 した。 こ

の こ とか ら,植 物 で はFe3+還 元 酵 素 活 性 が 必 要 以 上 に増 加 しない よ うに ,Fe3+

還 元 力 が制 御 され て い る こ とが 考 え られ る。一 方 で,Fe3+還 元 酵 素 活 性 を適 切 な

組 織 お よび 栄養 条 件 で 巧 み に上昇 させ る こ とで,さ らにFe欠 乏条 件 に 耐性 の あ

るイ ネ が で き る と考 え る。
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図3-1 PCR法 に よ るrefre1/372の 導 入 確 認 と発 現 解 析

(a)ゲ ノ ミ ッ クPCRに よ るrefre1/372の 検 出。 形 質 転 換 体(7,8,11),

ベ ク ター コ ン トロー ル(V) 。(b)Fe欠 乏 条 件 に お け るrefre1/372と

OsIRT1のRT-PCR解 析 。



図3-2 形質転換体Fe欠 乏根 のFe3+還 元酵 素活性

3週 間Fe十 分 条 件 で生 育 させ た イ ネ を,Fe欠 乏 条件 に移 植

し,5日 後 に根 のFe3+還 元 酵素 活 性 を測 定 した。 形 質 転換 体

(7,8,11),ベ ク ター コ ン トロー ル(V)。 活 性 測 定 は,pH

5,も し くはpH8で 行 っ た。 各9連 の平 均 ± 標 準 偏 差。



図3-3 PETIS法 を 用 い たFe吸 収 実 験

(a)茎 で のFeの カ ウ ン トの 相 対 値 。 形 質 転 換 体 ラ イ ン7(TF),ベ ク ター コ ン

トロ ー ル(V)。(b)形 質 転 換 体 のBAS画 像 。 赤,橙,黄,緑,青 の 順 にFe存

在 量 が 多 い こ と を 示 す 。(c)bの 植 物 の 写 真 。(d)ベ ク タ ー コ ン トロー ル の

BAS画 像 。(e)dの 植 物 の 写 真 。



図3-4石 灰 質アルカ リ土壌 での 形質転換体 とベクター コ

ン トロールの生育の様子

(a)石 灰 質 ア ル カ リ 土壌 お よ び ボ ン ソル(通 常 培 土)で の 生 育(移 植4

週 間 後)。 形 質 転 換 体(TF:左),ベ ク ター コ ン トロー ル(V:中,

右),,(b)石 灰 質 ア ル カ リ土 壌 で の 生 育(移 植17週 間 後)。 形 質 転 換 体

(TF:左),ベ ク ター コ ン トロ ー一ル(V:右)。



図3-5 石灰 質アル カ リ土壌 での形質転換体 とベクター コン トロー

ルの生育検定

(a)石 灰 質アルカ リ土壌 お よびボ ン ソルでの生育曲線。移植後,0日 か ら70日 までの

草丈。TF(形 質転換 体):各5連 の平均 ± 標 準偏 差,V:各3連 の平均 ± 標準偏 差

。(b)ク ロロフ ィル含量 の変化。TF:各5連 の平均 ± 標準偏差,V:各3連 の平均 ±

標 準偏差。(c)種 子 を除 く地上部 の乾重 量。TF:各5連 の平均 ± 標準偏差,V:各3
連の平均 ± 標準偏差。(d)種 子 の乾重量。TF:各5連 の平均 ± 標 準偏差 ,V:各3連
の平均 ± 標準偏差。



第4章 イネの新規Znト ラ ンスポー タ-遺

伝 子(OsZIP4)の 単離 と解 析

(Ishimaru et al.,J. Exp.Bot.(2005)56,3207-3214)

4-1 要 約

Znは,植 物 の 正 常 な 生 育 に必 要 不 可欠 な元 素 で あ るが,イ ネ に お け るZn輸

送 の 分 子 機 構 に 関 して は研 究 開 始 当 時 ほ とん ど知 見 が な か っ た 。 本 章 で は,イ

ネ のFe2+イ オ ン トラ ン ス ポー ター 遺 伝 子OsIRT1に 相 同性 の高 い 配 列 を持 つ4つ

の遺 伝 子,OsZIP4,OsZIP5,OsZIP6,OsZIP7を 単 離 した。 マ イ ク ロア レイ解 析

と ノー ザ ン解 析 に よ り,OsZIP4は,Zn欠 乏 条件 の茎 葉 と根 で 強 く発 現 が誘 導 さ

れ る こ とが 明 らか に な っ た。 定量 的RT-PCRに よ り測 定 した,Zn欠 乏 条 件 下 の

茎 葉 で のOsZIP4の 転 写 産 物 の量 は,2003年 に報 告 され た イ ネ のZnト ラ ンス ポ ー

ター 遺 伝 子OsZIP1お よびOsZIP3(Ramesh et al.,2003)の 転 写 産 物 量 の1000倍

以 上 で あ っ た。OsZIP4の 導入 に よ りZn吸 収欠 損 酵 母(Δzrt1, Δzrt2)の 生育 が

回 復 した こ とか ら,OsZIP4はZnの トラン ス ポー ター で あ る こ とが示 され た。

OsZIP4-GFP融 合 タ ンパ ク質 を,タ マネ ギ の表 皮 細 胞 に一過 的 に発 現 させ た と こ

ろ,細 胞 膜 に局 在 した 。In situハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョン法 に よ り,OsZIP4転 写

産 物 の組 織 局 在 を検 出 した とこ ろ,OsZIP4は,Zn欠 乏 条 件 の植 物 体 全 体 で 発 現

し,特 に 篩 部 細 胞 で強 く発 現 して い た 。 さ らに,OsZIP4は,Zn欠 乏 条 件 の 分 裂

組 織 で 顕 著 に発 現 して い た。 これ らの 結 果 よ り,OsZIP4は,イ ネ の植 物 体 内 の

Zn輸 送 と転 流 に 関 わ るZnト ラ ンス ポー ター で あ る こ とが 示 唆 され た。
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4-2 実験 方法

植物 サ ンプル,金 属含量 の測 定,酵 母 の金属吸収欠損株 の作製,GFP融 合 タン

パ ク質 に よる細胞 内局在 の解析 は,第2章 と同様 に行 った。

マイクロア レイ実験

イ ネ の 完 全 長cDNA計 画(http://cdna01.dna.affrc.go.jp/cDNA/)の 配 列 情 報 を も

と に 合 成 され た21,938遺 伝 子 を 含 む,イ ネ の22K custom oligo DNA microarray kit

(Agilent Technology, Tokyo, Japan)を 用 い て,マ イ ク ロ ア レイ 実 験 を行 っ た 。RNeasy

Plant Kit (Qiagen, Tokyo, Japan)を 用 い,イ ネ の 茎 葉 と根 か らRNAをSDS-フ ェ

ノ ー ル 法 に よ り抽 出 し た 。RNAの 濃 度 を 分 光 光 度 計 で 測 定 し,Agilent 2100

Bioanalyzer (Agilent Technology)で 分 解 され て い な いRNAの 存 在 を確 認 した 。

Agilent Low RNA Input Fluorescent Linear Amplification Kit (Agilent Technology)を

用 い て200ngのRNAをCy-3ま た はCy-5で 標 識 した 。この 標 識 プ ロ ー ブ をAgilent

rice 22K oligo DNAマ イ ク ロア レイ に ハ イ ブ リダ イ ズ し,Agilent Microarray Scanner

(Agilent Technology)とFeature Extraction software (Agilent Technology)で 測 定 し

た 。 詳 細 な 実 験 方 法 お よび デ ー タ の 処 理 方 法 は,付 属 の 説 明 書 に 従 っ た 。

PCR法 に よ るOsZIP4の 単 離

Knowledge-based Oryza Molecular Biological Encyclopedia website

(http://cdna01.dna.affrc.go.jp/cDNA/)を 検 索 し た と こ ろ,OsIRT1に 相 同 性 の 高 い

遺 伝 子 と し て,OsZIP4, OsZIP1, OsZIP3の 配 列 が 確 認 で き た 。PCR法 を 用 い て,

OsZIP4, OsZIP1, OsZIP3を 単 離 す る た め に,OsZIP4 forward, OsZIP4 reverse,

OsZIP1 forward, OsZIP1 reverse, OsZIP3 forward, OsZIP3 reverseプ ラ イ マ ー を 作
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製 した 。Zn欠 乏 条 件 お よ びFe欠 乏 条 件 の イ ネ の 根 を も と に 作 られ たcDNAラ

イ ブ ラ リー(Bughio et al.,2002)を 鋳 型 と して,上 記 の プ ラ イ マ ー を 用 い てPCR

を 行 っ た 。 得 られ た 増 幅 断 片 をpENTR/D-TOPO (lnvitrogen , Carlsbad, CA)に サ

ブ ク ロ ー ニ ン グ し,そ れ ぞ れpENTR-OsZIP4, pENTR-OsZIP1 , pENTR-OsZIP3

と名 づ け た 。Thermo Sequenase Cycle Sequencing kit (Shimadzu , Kyoto)とDNA

sequencer (DSQ-2000L;Shimadzu)を 用 い た シ ー ケ ン シ ン グ に よ り ,配 列 を 確 認

した 。

ノーザン解析

第2章 と同様 に 行 った,た だ し,各 レー ン につ き10μgの トー タルRNAを 用

い た。PCR法 で 増 幅 したOsZIP4 , OsIRT1, OsZIP1のORFを32Pで ラベ ル した

もの をプ ロー ブ と して ハ イ ブ リダイ ズ した。

定量 的 リアル タ イ ムーPCR

第2章 と同様 の 方 法 で トー タルRNA1μgあ た りのOsZIP4, OsZIP1, OsZIP3

の 転 写 産 物 量 を算 出 した。OsZIP4を 特 異 的 に認 識 す るため にOsZIP4 RT .F, OsZIP4

RT.Rプ ライ マ ー,OsZIP1を 特 異 的 に認 識 す るた め にOsZIP1 RT.F , OsZIP1 RT.R

プ ライ マ ー,OsZIP3を 特 異 的 に認識 す るた め にOsZIP3RT .F, OsZIP3 RT.Rプ ラ

イ マ ー を用 い た。

酵母での発現ベクターの作製

酵 母 の 発 現 ベ ク タ ー と し てpYH23(Bughio et al., 2002)を 用 い,相 補 実 験 を行 っ

た 。pYH23は,ADH1プ ロモ ー タ ー 下 にHind III, Pvu II, Pst I, Xho I,Sst I,
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Xba I, Not Iサ イ トを 持 つ 。 こ のpYH23をHind IIIとXba Iで 処 理 し,1,579bp

のMultiSite Gateway Three-fragment (Invitrogen)のReading Frame Cassette Aを サ

ブ ク ロ ー ニ ン グ した 。 こ の フ ラ グ メ ン トに は,Gatewayシ ス テ ム に 必 要 なattR1

サ イ ト,attR2サ イ トを が あ り,そ の 間 にchloramphenicol耐 性 遺 伝 子,ccdB遺

伝 子 を 含 ん で い る 。 こ の 改 変 し た プ ラ ス ミ ドを,destinationベ ク タ ー と して,

pDESTADHと 名 づ け た 。destinationベ ク タ ー(pDESTADH)と,entryベ ク タ ー

(pENTR-OsZIP4)を 混 合 し,LR反 応(attLサ イ ト,attRサ イ トとattR1サ イ ト,

attR2サ イ トの 相 同 組 換 え 反 応;Invitrogen)を 行 い,ADH1プ ロ モ ー タ ー にOsZIP4

を つ な い だ ベ ク タ ーpYH23-OsZIP4を 作 製 した 。OsZIP1やOsZIP3も 同 様 の 手 法

を 用 い,発 現 ベ ク タ ー の 作 製 を 行 っ た 。 酵 母 へ の 形 質 転 換 に は,lithium-acetate

法 を 用 い た(Gietz and Schiestl, 1995)。

OsZlP4-GFP融 合 タ ンパ ク質 の 発 現 ベ ク ター の作 製

CaMV35S-Sal I-Kpn I-sGFP(S65T)-NOS3'をEcoRVで 切 断 し,1711bpの

Gateway Vector Conversion System (Invitrogen)のReading Frame Cassette Aを 挿 入

し た 。得 られ た プ ラ ス ミ ドをpDEST35S-sGFPと した 。OsZIP4のORFを,OsZIP4

ORF5,OsZIP4 ORF3の プ ラ イ マ ー を 用 い て,増 幅 し た 。 増 幅 したOsZIP4断 片

をpENTR/D-TOPO(Invitrogen)に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し,pENTR-OsZIP4を 作 製

した 。 これ を 用 い てLR反 応 を 行 い,35S-OsZIP4-sGFPを 作 製 した 。

In situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョン

2週 間Zn十 分条件 で生育 させ た後10日 間Zn欠 乏条件 で生育 させたイネ を用

いた。4%(w/v)の パ ラホル ムアルデ ヒ ドで36時 間固定 し,エ タノールで脱水
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を行 っ た。 脱 水 後,組 織 片 をパ ラホ ル ム に包 埋 し,厚 さ10μmで 切 片化 し,ス

ラ イ ドグ ラ ス に 載 せ た 。OsZIP4 RT.F, OsZIP4 RT.Rプ ラ イ マ ー を 用 い て,cDNA

ラ イ ブ ラ リー(Bughio et al., 2002)を 鋳 型 と して,PCR法 に よ り増 幅 した 配 列 を

pCR-TOPOベ ク タ ー(Invitrogen)に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ した 。 こ の プ ラ ス ミ ドを

Hind IIIで 処 理 し直 鎖 状 に した 後,T7 RNA polymeraseで 転 写 し,in situハ イ ブ リ

ダ イ ゼ ー シ ョ ン用 の セ ン ス プ ロ ー ブ,ア ン チ セ ン ス プ ロー ブ を作 製 した 。

digoxigenin-11-UTP (Roche, Mannheim, Germany)で,そ れ ぞ れ の プ ロ ー ブ を 標

識 し,脱 パ ラ フ ィ ン化 したサ ンプ ル と42℃ で20時 間ハ イ ブ リダイ ズ した後,50%

SSCと50%ホ ル ム ア ル デ ヒ ド混 合 溶 液 で 洗 浄 し た。これ をanti-digoxigenin alkaline

phosphatase conjugate (Roche)と30分 間,室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト した 後,nitroblue

tetrazolium/5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphateを 基 質 と し て 発 色 を 行 っ た 。 こ の

サ ン プ ル をAxiophoto microscope (Carl Zeiss, Tokyo, Japan)で 観 察 し た 。 以 上 の

実験手法 の詳細 は,各 キ ッ ト,酵 素に付属の説明書に従 った。
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4-3 実験 結果

4-3-1 イ ネ に お け るZIPフ ァ ミ リー 遺 伝 子 の単 離 と系統 樹 解 析

イ ネ のZIPフ ァ ミ リー 遺 伝 子 と して,第2章 で 解 析 し たOsIRT1, OsIRT2の 他

に 本 研 究 の 進 行 中 に 報 告 され たOsZIP1, OsZIP2, OsZIP3遺 伝 子 が 存 在 す る

(Ramesh et al., 2003)。 本 章 で は,イ ネ のZn輸 送 機 構 に 関 して 更 な る知 見 を 得 る

た め に,イ ネ の 完 全 長 デ ー タ ベ ー ス(http://cdna01.dna.affrc.go.jp/cDNA/)か ら,

OsIRT1に 相 同 性 の 高 い 遺 伝 子 を 検 索 した 。 そ の 結 果,新 た に4つ のOsZIP遺 伝

子;OsZIP4(accession.no.AB126089),OsZIP5(accession.no.AB126087),OsZIP6

(accession.no.AB126088),OsZIP7(accession.no.AB126090)を 発 見 した の で,

これ ら をPCR法 に よ り単 離 した 。OsZIP4, OsZIP5, OsZIP6, OsZIP7は ア ミ ノ

酸 配 列 でOsIRT1と そ れ ぞ れ54%,51%,33%,50%の 同 一 性 を 示 し,シ ロ イ ナ

ズ ナ のZIP1と は58%,49%,44%,35%の 同 一 性 を示 した(図4-1)。 ま た,Oryza

sativa L. ssp. Japonica cv. NipPonbare (Goff et al., 2002)の ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス 上

を 検 索 した と こ ろ,さ ら に3つ のOsZIP遺 伝 子(OsZIP8, OsZIP9, OsZIP10)

を 同 定 した 。 そ れ ゆ え,イ ネ に は2個 のOsIRT遺 伝 子 と10個 のOsZIP遺 伝 子 が

存 在 す る こ と が 明 ら か と な っ た(図4-1)。

4-3-2 OsZlP遺 伝 子 フ ァ ミ リー の マ イ ク ロア レイ解 析

Zn欠 乏条件 に よ りどの よ うな遺伝子 が発現制御 を受 けているかを網羅的 に解

析 す るため に,特 に金 属 トランスポー ター をコー ドす る と予測 され る遺伝子 の

発現変化 に注 目して,21,938個 の遺伝子 を含 むイネの22Kマ イク ロア レイ スラ

イ ドを用い て,マ イ ク ロア レイ実験 を行 った。 このマイ クロア レイス ライ ド上
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には,OsIRT1を 含 め,6つ のOsZIPフ ァ ミ リー 遺伝 子 が 存在 した(表4-1)。 こ

れ らの うち,OsIRT1, OsZIP4, OsZIP5遺 伝 子 はZn欠 乏 条 件 の 根 で 発 現 が誘 導

され,OsZIP4, OsZIP5, OsZIP7遺 伝 子 はZn欠 乏 条件 の茎 葉 で 発 現 が誘 導 され

て い た 。OsZIP4のZn欠 乏 に よ る発 現 誘 導 は特 に顕 著 で あ り,Zn欠 乏 条 件 で の

発 現 量 をZn十 分 条 件 での 発 現 量 で割 っ た値(発 現 比)は,マ イ ク ロア レイ 上 の

全21,938個 の遺 伝 子 中,茎 葉 で は4番 目,根 で は14番 目に高 い 値 を示 した 。

4-3-3 OsZIP4お よび他のOsZIPsの 様々な金属栄養素欠乏条件におけ

る発現解析

Zn欠 乏 条 件,Fe欠 乏 条件,Mn欠 乏 条件,Cu欠 乏 条件 で生 育 させ た イ ネ にお

け るOsZIP4, OsIRT1, OsZIP1の 発 現 変 化 を ノー ザ ン解 析 に よ り調 べ た。OsZIP4

の発 現 は,Zn欠 乏 条 件 の茎 葉 と根 で 強 く誘 導 され て い た が,他 の金 属 欠 乏条 件

で は,ほ とん ど変 化 は な か っ た(図4-2-1)。 これ に対 して,OsIRT1はFe欠 乏

条件 の根 で 発 現 が 誘 導 され て い た。 また,OsZIP1は,Zn欠 乏 条件 下 で は発 現 の

誘 導 が 見 られ ず,Cu欠 乏 条件 の根 で発 現 の誘 導 が 見 られ た(図4-2-1)。 ま た,

OsZIP3の 転 写 産物 は,検 出 で きな か っ た(デ ー タは示 さな い)。

定 量 的RT-PCR解 析 を行 い,OsZIP4の 発 現 が,Zn欠 乏 条 件 の 根,茎,葉 で誘

導 され て い る こ とを確 認 した(図4-2-2)。 ま た 最 新 葉 で 最 も強 く発 現 が誘 導 さ

れ て い た。 一 方,OsZIP1の 発 現 を,定 量 的RT-PCR法 に よ り検 出 した と ころ,

ノー ザ ン解 析 の 結 果 と一 致 して,発 現 はZn欠 乏 条 件 に よ り抑 制 され て い た(図

4-2-3)。 注 目す べ き こ とに,OsZIP4の 転 写 産 物 量 は,Zn欠 乏 条件 の 地 上部 で は,

OsZIP1に 比 べ,1000倍 以 上 多 か っ た。ま た,OsZIP3の 転 写 産 物 は,定 量 的RT-PCR

法 で も検 出で き な か っ た。
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次に,Zn欠 乏の進行度 に よるOsZIP4の 発現量 の変化 を調べ るため に,経 時

的 に 育 て た イ ネ を採 取 し,ノ ー ザ ン解 析 を行 っ た(図4-3)。OsZIP4の 発 現 は,

Zn欠 乏条件 の根 では3日 目か ら誘導が始 ま り,7日 目で最大 とな った後,下 降

に転 じた(図4-3)。 一方,茎 葉 で は5日 目か ら誘 導 が始 ま り,14日 目で最 大 と

な っ た。 また,Znの 再 投 与 後,8日 目には根,茎 葉 と もに発 現 が 完 全 に検 出 で

きな くな った 。

マイ クロア レイ解析 に用いたイネの体 内における金属含量 を計測 した(図4-4)。

Zn欠 乏 条 件 の イ ネ の 茎 葉 で は,Zn含 量 が10分 の1に 減 少 してい た 。 ま た,Zn

欠乏条件 の根 では,Fe含 量は2倍 になっていたが,Mn含 量 とCu含 量 には変化

が なか った。Zn欠 乏条件の茎 葉では,Zn以 外 の金属含量 に変化はなか った。同

様 に,Fe欠 乏条件,Mn欠 乏条件,Cu欠 乏条件 で生育 させ たイネの金属含量 は,

欠乏処 理 した金 属含量 が低 下 した以外 には,変 化 が見 られ なか った(デ ー タは

示 さな い)。

4.3-4 OsZIP4の トラ ン ス ポ ー ター 機 能 の 解 析

酵母の高親和性Znト ランスポー ター を相 同組換 えによ り破壊 したZn吸 収欠

損 株CM-ZRT(△zrt1,△zrt2)を 用 い て,OsZIP4に よ る 相 補 実 験 を 行 っ た(図4-5)。

ネ ガテ ィブ コ ン トロール と してベ クター(pYH23)の み を導 入 した株,ポ ジテ ィ

ブ コ ン トロ ー ル と してRamesh et al.(2003)に よ りZnの トラ ン ス ポ ー タ ー 活 性

が報 告 され たOsZIP3を 導 入 した 株 を作製 した。Zn欠 乏 培 地 にお い て,ベ クター

の み を導 入 したZn吸 収 欠 損 株 と比 較す る と,OsZIP4,ま た はOsZIP3を 導 入 し

た株 は,顕 著 に 生育 が 回復 した(図4-5a,b)。

ま た,OsZIP4をFe吸 収 欠 損 株CM-FET(△fet3,△fet4)に 発 現 させ,相 補 実

験 を行 っ た。OsIRT1を 導入 した もの を ポ ジテ ィブ コ ン トロー ル と して用 い た。
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Fe欠 乏 条 件 に した培 地 上 では,OsZIP4を 導 入 した株 は生 育 が回 復 しな か った が,

OsIRT1を 導 入 した株 は,生 育 が 回 復 した(図4-5c)。 同様 に,Mn吸 収 欠 損株

CM-SMF(△smf1),Cu吸 収 欠 損 株FTRUNB1(Δctr1)を 用 い て,そ れ ぞれMn,

Cu欠 乏培 地 で 相 補 実験 を行 っ た が,OsZIP4を 発 現 させ て も,生 育 は 回復 しな か っ

た(デ ー タ は示 さな い)。

4-3-5 OsZlP4の 細 胞 内 局 在 解 析

OsZIP4-GFP融 合 タ ンパ ク質 を タマ ネ ギの 表 皮 細 胞 に一過 的 に発 現 させ る と,

細 胞 膜 に局 在 した(図4-6a)。 一 方,GFPの み を一過 的 に発 現 させ る と,細 胞

質 と核 に局 在 した(図4-6b)。

4-3-6 OsZlP4発 現 の 組 織 局 在

In situハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョン法 を用 い て,Zn欠 乏 イ ネ に お け るOsZIP4転

写 産 物 の組 織 局在 を調 べ た(図4-7)。Zn欠 乏 条 件 の根 で は,主 に維 管 束,特 に

篩 部 で発 現 が観 察 され た(図4-7-2b)。 さ らに,根 端 分 裂 組 織 で,強 い発 現 が観

察 され た(図4-7-1c)。Zn欠 乏 条 件 の 葉 で は,OsZIP4の 転 写 産 物 は,す べ て の

維 管 束 と,葉 肉細 胞 に存 在 した(図4-7-2b)。 また,根 と同様 に茎 頂 分 裂 組 織 で

も,特 に 強 い 発 現 が観 察 され た(図4-7-2c)。

52



4-4 考 察

イ ネ のOsZIP遺 伝 子 群 を単 離 し,発 現 様 式 を解 析 した とこ ろOsZIP4がZn欠

乏 条 件 に よ り顕 著 に発 現誘 導 され る遺伝 子 で あ る こ とを明 らか に した(図4-1,

2,3;表4-1)。 さ らに,OsZIP4は,細 胞 膜 に局在 す るZnト ラン ス ポー ター で

あ る こ とが 明 らか とな っ た(図4-5,6)。 ま たOsZIP4が,Zn欠 乏 条 件 の篩 部 で

発 現 して い た こ とか ら(図4-7),Znの 転 流 に 関わ る可能 性 の あ る トラン ス ポー

ター で あ る こ とが 考 え られ る。Ramesh et al.(2003)が 単離 したOsZIP1,OsZIP3

は,Zn欠 乏 条件 に よ って,発 現 が誘 導 され るイ ネ のZnト ラ ンス ポ ー ター で あ

る と報 告 され て い る。 ま た,OsZIP1,OsZIP3は 葉 の維 管 束,根 の維 管 束,外 皮

細 胞 で発 現 す る と報 告 され た 。 しか しな が ら,本 研 究 に よ る解 析 で は,Zn欠 乏

に よ るOsZIP1,OsZIP3の 発 現 誘 導 は 見 られ な か っ た(図4-2-1,-3)。 一 方,

OsZIP1の 発 現 は,Cu欠 乏 条件 の根 で誘 導 され て い た。 この こ とか ら,OsZIP1

はZn輸 送 に加 え,Cu栄 養 に も関 わ る遺 伝子 で あ る こ とが示 唆 され た 。 対 照 的

に,OsZIP4の 発 現 はZn欠 乏 条 件 で 強 く誘 導 され た(図4-1,2,3;表4-1)。

マ イ ク ロア レイ 解 析 で は,Zn欠 乏 条 件 で のOsZIP4の 発 現 誘 導 比 は,ア レイ 上

の 全 遺 伝 子 の うち地 上 部 で は4番 目に高 い もの で あ っ た。 さ らに定 量 的RT-PCR

解 析 に よ り,OsZIP4の 転 写 産 物 量 はOsZIP1やOsZIP3の 転 写 産 物 量 よ り も圧 倒

的 に 多 い こ とが 明 らか に な った(図4-2-3)。 この こ とか ら,イ ネ の植 物 体 内 に

お い てOsZIP4は す で に 報告 され て い るOsZIP1,OsZIP3と 同 等,も しくは それ

以 上 にZnの 恒 常性 維 持 に 関 して 重 要 な役 割 を担 って い る と考 え られ た。Zn欠

乏 条 件 の 葉 で はOsZIP4は 維 管 束 と葉 肉 細胞 で発 現 し,Zn欠 乏 条 件 の 根 で は,

表 皮 細 胞 や 皮 層 細 胞 で は発 現 せ ず,主 に維 管 束 で発 現 して い た(図4-7)。 この

こ とか ら,OsZIP4は 土壌 か らZnを 吸 収 す る トラ ンス ポ ー ター で は な く,植 物

体 内 で のZnの 移 行 に 関 わ る トラン ス ポー ター で あ る と考 え られ る。OsZIP4の
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発 現 部 位 は,イ ネ に お け る金 属 の長 距 離 輸 送 に関 わ る金 属-NAト ラ ン ス ポー ター

OsYSL2(Koike et al.,2004)の 発現 部 位 と非 常 に よ く似 て い る。 さ らに興 味 深 い

こ とに,根 端 分 裂組 織 お よび 茎 頂 分 裂組 織 で,強 いOsZIP4の 発 現 が 検 出 され た

(図4-7-1c,2c)。ZnはDNAの 複 製,RNAの 代 謝,細 胞 分 裂,タ ンパ ク質 合 成

な ど様 々 な場 面 で必 要 で あ る と され る(Uchiyama et al.,2002)。 イ ネ に お い てZn

は 分 裂 組 織 に 高濃 度(750mg/kgDW)に 集 積 され て お り,分 裂 組 織 のZnを 高 濃

度 に維 持 す る た め に,イ ネ は根 か ら吸収 したZnを 分 裂 組 織 に優 先 的 に送 り込 む

機 構 を備 え て い る こ とが報 告 され てい る(Haslett et al.,2001)。 分 裂 組 織 にお け

るZn要 求 性 を満 たす た め に,OsZIP4が 重 要 な機 能 を果 た して い る こ とが考 え

られ る。

二 酸 化 炭 素 固定 を行 うた め に は,二 酸 化 炭 素 と炭 酸水 素 イ オ ン を相 互 に変 換

す る カー ボ ニ ッ クア ン ヒ ドラー ゼ が 必 要 で あ る。 この 酵 素 は,立 体 構 造 を維 持

す るた め にZnが 必 要 で あ る。 従 って,Znを 細 胞 内 に取 り込 むOsZIP4は 光 合 成

に お い て も重 要 で あ る と考 え られ る。Hacisalihoglu et al.(2004)は,コ ム ギ に お

い て,Znの 増 加 に よ りカー ボ ニ ッ クア ン ヒ ドラーゼ の発 現 と活 性 が 増 加 す る と

報 告 して い る。 根 で のOsZIP4の 発 現 は,Zn欠 乏 の初 期 に誘 導 され,10日 目で

ピー ク をむ か え,そ れ 以 降,Zn欠 乏 状 態 が長 く続 く と徐 々 に発 現 の 誘 導 は減 少

した(図4-3)。 今 回 の実 験 で用 い たイ ネ は,Zn欠 乏 に移 して か ら10日 目ま で

は,根 も茎 葉 も伸 長 が続 い た が,そ れ 以 降 はZn欠 乏 に よ り著 し く生 育 は抑 制 さ

れ た(デ ー タは示 さな い)。 つ ま り,根 の生 育 が 止 ま るま で,根 のOsZIP4の 発

現 が誘 導 され て い る と考 え られ る。 対 照 的 に,Zn欠 乏 条 件 の茎 葉 で のOsZIP4

の発 現 は,根 で の 発 現誘 導 よ りも遅れ て起 こ り,Zn欠 乏 条件 が長 くな るに つれ

て増 加 した 。OsZIP4は,Zn欠 乏 条件 の葉 で は葉 肉細 胞 に存 在 した(図4-7-2b)。

ま た,Zn欠 乏 条件 に よっ て,特 に最 新 葉 でOsZIP4の 発 現 が 増加 した(図4-2-2)。
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これ らの結果 は,OsZIP4が,最 大展開葉 か ら最新葉へのZnの 長 距離輸送 に重

要 であ ることを示唆 してい る。

Zn欠 乏 は 多 くの 場 合,茎 葉 にお け るFe含 量 を増 加 させ,酸 化 障害 を 引 き起 こ

す 。 た と えば,タ バ コ,オ オ ムギ で は,Zn欠 乏 条件 にお け る植 物 のFe含 量 は,

Zn十 分 条 件 の植 物 に比 べ 高 くな って い る(Zhang et al.,1989;Kobayashi et al.,

2003)。 しか しな が ら,Zn欠 乏 条件 のイ ネ のFe,Mn,Cuの 金 属 含 量 は,Zn十

分 条件 の イ ネ と同等 で あ っ た(図4-4)。 酵 母 にお け る相 補 実験 で は,OsZIP4は,

Zn以 外 の 金 属(Fe,Mn,Cu)を 輸 送 しな か った(図4-5c)。 ま た,OsZIP1や

OsZIP3もZnを 輸 送 す るが,FeやMnは 輸 送 せ ず,OsIRT1とOsIRT2はFeを 輸

送 す る がZn,Mn,Cuを 輸 送 しな い(Ramesh et al.,2003;本 論 文第2章)。 つ ま

り,OsZIP4を 含 む,イ ネ のZIPフ ァ ミ リー 遺 伝 子 は,特 有 の金 属 イ オ ンに特 異

性 が高 い こ とが 考 え られ る。 も し,OsZIP4の 輸 送 基 質特 異性 が 高 くな けれ ば,

あ る金 属 欠 乏 条 件 に よ り,他 の 金 属 過剰 害 を 引 き起 こす 可能 性 が あ る。 そ れ ゆ

え,イ ネ にOsZIP4を 導 入 す る こ とに よ り,Zn欠 乏 条 件 に耐性 を持 ち,か つ 他

の金 属 の過 剰 害 を 引 き起 こ さない よ うな 形 質転 換 イ ネ を創 製 で き る と考 え る。
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表4-1 OsZIP遺 伝子 ファ ミ リーのZn欠 乏条件 における

マイク ロア レイ解析

Zn欠 乏条件 での発現量 をZn十 分条件で の発現量 で割 った値(発 現比)

を示 す。 各4連 の平均 ± 標準偏差。



図4-1 ZIPフ ァ ミリー遺伝 子の分子系統樹

イ ネ,お よび シ ロイ ヌ ナ ズ ナ に 存在 す るす べ て のZIPフ ァ ミ リー 遺 伝 子 の 分子 系

統 樹 。 推 定ORFの ア ミノ酸 配 列 につ いて,CLUSTAL W neighbor-joining法 を用

い,分 子 系 統 樹 を作 製 した。Os:イ ネ(Oryza sativa),At:シ ロイ ヌ ナ ズ ナ

(Arabidopsis thaliana)。



図4-2-1 OsZIP4お よび他のZIPsの 様 々な金属栄養素 欠乏条

件 における発現解析

OsZIP4, OsIRT1, OsZIP1の ノー ザ ン 解 析 。C: Zn十 分 条 件,-Zn: Zn欠 乏

条 件,-Fe: Fe欠 乏 条 件,-Mn: Mn欠 乏 条 件,-Cu: Cu欠 乏 条 件 。



図4-2-2 OsZIP4の 発 現 解 析

各 部 位 で の0sZIP4の 定 量 的RT-PCR解 析。OsZIP4に 特 異 的 な プ ライ

マ ー を用 い た。 トー タルRNA 1μg当 た りのOsZIP4の 転 写 産 物 量 を示

す 。 各3連 の 平 均 ± 標 準 偏 差。



図4-2-3 OsZIP4お よ び 他 のZIPsの 発 現 解 析

OsZIP4, OsZIP1, OsZIP3の 定 量 的RT-PCR解 析 。 各OsZIPに 特 異 的 な

プ ラ イ マ ー を 用 い た 。 トー タ ルRNA 1μg当 た りのOsZIP4, OsZIP1,

OsZIP3の 転 写 産 物 量 を 示 す 。 各3連 の 平 均 ± 標 準 偏 差 。n.d.;検 出 さ



図4-3 OsZIP4のZn欠 乏条件 による経時的 な発現 変化

2週 間Zn十 分 条件 で 生 育 させ た イ ネ をZn欠 乏 条件 に移 植 し,0,1,3,5,7,

10,14,22日 目に そ れ ぞ れ サ ンプ リン グ を行 った。 ま た,14日 間Zn欠 乏処 理

を した イ ネ をZn十 分 条件 に移 植 して8日 間生 育 させ てサ ンプ リン グ した(14+

8)。



図4-4 Zn欠 乏条件 で生育 させ たイネの金属 含量

2週 間,Zn十 分条件 で生育 させ たイネを,Zn欠 乏条件 に移植 し,2週 間後 にサ ンプ

リングを行 った。 各3連 の平均 ± 標準偏差。



図4-5 酵母 のZn吸 収欠損株 を用 いたOsZIP4の 相補 実験

(a)Zn吸 収 欠損株 に,ベ ク ター コン トロー ル(pYH23), OsZIP4, OsZIP3を 発 現 さ

せ た株 のZnを 除 い たSD固 形 培 地 上で の 生育.(b)SD液 体培 地 で の 生 育 曲線 。 各9

連 の 平 均 ± 標 準 偏 差 。(c)Fe吸 収 欠損 株 に,ベ ク ター コ ン トロー ル(pYH23),

OsZIP4, OsZIP3を 発現 させ た株 の50μM BPDSを 加 えたFe欠 乏SD固 形 培 地 上 で

の 生 育。



図4-7-1In situハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン法 に よ るZn欠 乏 イ

ネ の 根 に お け るOsZIP4の 組 織 局 在

(b,c) OsZIP4の ア ンチ セ ンス プ ロー ブ を用 い た切 片像 。(a) OsZIP4の セ

ン ス プ ロー ブ を用 い た切 片 像 。(a)根 の 横 断 面 。(b)根 の 中心 柱 の横 断

面 。(c)根 端 分 裂 組 織 の縦 断 面。 ス ケー ル バ ー: (a) 100μm,(b) 50μm,

(c) 400μm。



図4-7-2 In situハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン 法 に よ るZn欠 乏 イ

ネ の 茎 葉 に お け るOsZIP4の 組 織 局 在

(b,c)OsZIP4の ア ンチ セ ン スプ ロー ブ を用 い た切 片像 。(a)OsZIP4の セ

ン ス プ ロー ブ を用 い た切 片 像 。(a)最 新 葉 の大 維 管 束 の横 断 面 。(b)大 維

管 束 の横 断 面。(c)茎 頂 分 裂組織 の 縦 断 面。 矢 印 は,茎 頂 を示 して い

る。 ス ケ ー ル バ ー:(a,b)400μm,(c)800μm。



第5章 総括

5-1 イ ネ のFeト ラ ンス ポー ター に つ いて

これ ま で,イ ネ はFe3+-MAsに よっ て しかFeを 吸 収 しな い と考 え られ て きた

(Romheld, 1987; Romheld and Marschner, 1986)。 しか し,イ ネ は,根 の表 皮 で の

Fe3+還 元 酵 素 活 性 は検 出 で き ない が,根 圏 か ら直接Fe2+を 吸 収 で き る こ とが,本

研 究 に よ り示 され た 。 また,こ の根 圏 か らのFe2+吸 収 は,OsIRT1とOsIRT2が

担 って い る こ とが 示 唆 され た。 イ ネ が根 圏 か らFe2+を 直接 吸 収 す る機 構 は,こ

れ ま で に提 唱 され たStrategy I,Strategy IIの い ずれ と も異 な る,イ ネ 独 自のFe

吸 収機 構 で あ る。この機 構 は,Fe2+が 豊 富 に存 在 す る湛 水 条 件 に適応 した イネ が,

進 化 の 過 程 で獲 得 した もの で あ る と考 え られ る。現 在,OsIRT1, OsIRT2が イ ネ

の 根 にお け るFe2+吸 収 に どの 程 度 寄 与 して い る か を知 るた め に,RNAiシ ス テ ム

を用 い,OsIRT1変 異 体,OsIRT2変 異体 の作 製 を行 って い る。

さらに,進 化工学 の手法 に よ り作製 した合成Fe3+還 元酵 素遺伝子refre1/372を

イネ に導入 し,Fe欠 乏時のFe3+還 元酵素活性 を強化す るこ とに よ り,石 灰質 ア

ル カ リ土壌 にお けるFe欠 乏耐性 を示す イネの作 出に成功 した。 オオムギのNA

ア ミノ基転移酵素 ゲノム遺伝子 をイ ネに導入す ることによ り,MAsの 分 泌量 を

増加 させStrategy II機構 を強化 した形質転換 イネ は,石 灰質アルカ リ土壌 でのFe

欠 乏耐 性を示 した(Takahashi et al., 2001)。 今 回作製 したFe3+還 元酵素活性 を強

化 したイネ に,NAア ミノ基転移酵素 ゲノム遺伝子 あ るい は他のMAs合 成酵素

遺 伝子 を導入す るこ とに よ り,さ らにFe欠 乏条件 に強い耐性 を持 ち,石 灰 質ア

ル カ リ土壌 で も収量の高いイネを創製 できる と考 える。
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イネ は,本 研 究で明 らか に したFe2+吸 収機 構 に加 え,Strategy IIの構成要素で

あるDMAの 生合成経路 とFe3+-DMAの 吸収機構 を持 つ ことが明 らかに され てい

る。 まだ未解 明のDMA分 泌機 構が明 らかになれ ば,DMAの 生合成 か ら分泌,

植 物体 内へのFe吸 収 までの一連の過程,つ ま り土壌 か らのFe獲 得機構 が明 ら

かにな る と考 える。

一 方 で
,植 物 体 内 のFeの 形態,移 行 経 路 は,い くつ か の 実験 に よっ て示 され

て い る。OsYSL2は 篩 部 で発 現 し,Fe2+-NAの 形 態 でFeを 細胞 内 に 取 り込 ん で

い る(Koike et al., 2004)。In vitroの 実 験 で も,Fe2+はNAと の結 合 定数 が 高 い こ

とか ら,植 物 体 内 で もFe2+-NAの 形 態 で移 行 して い る こ とが 示 唆 され て い る(von

Wiren et al., 1999)。 ま た,ト マ トの ク ロ ロネ バ は,NAS遺 伝 子 の 変 異 に よ り,酵

素活 性 を持 たず,NAが 合 成 で き ない 変 異 体 で あ り,葉 脈 間 ク ロ ロシ ス を示 す

(Higuchi et al., 1996)。 ま た,NAア ミノ基 転移 酵 素 遺 伝 子 を タバ コ に導 入 し,植

物 体 内 のNAを ケ ト体 に変 換 す るこ とに よって,植 物 体 内 のNAを 減 少 させ る と,

葉 脈 間 ク ロ ロ シス が 生 じた(Takahashi et al., 2003)。 これ らの結 果 は,NA欠 損

植 物 で はFeが 葉 肉 細 胞 に輸 送 され な い こ とを示 して お り,少 な く と も葉 脈 か ら

葉 肉細 胞 へ はFeはFe2+-NAの 形 態 で移 行 してい る と考 え られ る。

一 方 で
,ク ロ ロネ バ の葉 脈 部 分 に注 目す る と,ク ロ ロシ ス症 状 の 出 て い な い

こ とが 分 か る(Higuchi et al., 1996)。Fe2+-NAの 形 態 とは異 な った何 らか のFeの

形 態,お よび 何 らか の機 構 で,根 か ら葉 脈 までFeが 移 行 してい る と考 え られ る。

これ ま で に,導 管 で はFeは 体 内 に あ る クエ ン酸 とキ レー トしてFe3+-ク エ ン酸 錯

体 を形 成 して い る こ と も報 告 され て い る た め(Lopez-Millan et al., 2000),こ れ が

Feの 導 管 にお け る輸 送 形 態 の1つ で あ る と考 え られ る。

この よ うに,植 物体 内でのFeの 移行形態,移 行経路の ほ とん どは,ま だ充分

に明 らかにな っていない。根 の外皮 細胞 か ら吸収 されたFeは,葉 に移行す るま
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で,以 下の よ うな様 々な トランスポーターに よって移 行が制御 され てい る と考

え られ る。

1,Feが 外 皮 細 胞 か ら中 心 柱 へ向 か うた めの細 胞 間 にお ける トランスポー ター 。

2,篩 部 柔組 織 か ら篩 管 へ 送 り込 む た め のFe放 出型 トラ ンス ポー ター

3,篩 部 で のFe流 入型 トラ ンス ポー ター

4,導 管 へ 送 り込 む た め のFe放 出型 トラ ン ス ポー ター

5,葉 脈 の篩 管 か らのFe放 出 型 トラン ス ポー ター

6,葉 肉 細 胞 で のFe流 入 型 トラ ンス ポー ター

7,種 子 で のFe流 入 型 トラ ンス ポ ー ター

ま た,Feは 多 くの 移 行 形態 を とって 移 行 して い る こ とを考 え る と,そ れ らの

形 態 に そ れ ぞれ 対 応 した数 多 くの金 属 トラ ンス ポ ー ター が存 在 す る と考 え られ

る。 これ らの トラン ス ポー ター の 中で も,実 験 手 法 が確 立 され て い るFe流 入 型

トラ ンス ポ ー ター の解 析 は,比 較 的 進 ん で い る。 一 方,動 物 界 で は,ferroportin

とい うFe放 出型 トランス ポー ター の解 明 が進 んで い るが(Donovan et al., 2000),

植 物 界 に お い て,Fe放 出型 トラ ンス ポ ー ター は一 切 同定 され てお らず,今 後 の

大 き な研 究課 題 にな る と考 え る。

ま た,細 胞 内 にお け るFeの 分配,移 行,蓄 積 も同様 に,ほ とん どが未 解 明 で

あ る。 細胞 内 に 取 りこ まれ たFeは,ミ トコン ドリア,葉 緑 体,液 胞 な ど,様 々

な器 官 に輸 送,貯 蔵 され る。 酵 母 で は,MRS3,4と い っ た ミ トコン ドリアFe

流 入 型 トラ ン ス ポー ター(Foury et al., 2002),CCC1と い った 液 胞Fe流 入 型 トラ

ン ス ポー ター(Chen et al., 2000)が 同 定 され て い る。 この よ うな遺 伝 子 が,植 物

界 に も存 在 す る こ とが 考 え られ,さ らに葉 緑 体 膜 上 で のFeト ラ ンス ポ ー ター も

存 在 す るの で は な い か と考 え られ る。
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5-2 イ ネ のZnト ラ ンス ポ ー ター に つ いて

OsZIP4は,Zn欠 乏誘導性 のZnト ランスポー ターであ ることが示 され た。 ま

た,植 物全体 に発現す る と共 に,篩 部や分裂域 で顕著 に発現 した。OsZIP4は,

新 しい細胞群 で発現す る ことか ら,種 子 でのZn蓄 積に も関わ るこ とが予想 され

る。 適切 なプ ロモー ター にOsZIP4を つなぎ,イ ネ に導入す る ことに よ り,Zn

欠 乏耐性イネ,あ るいは種子 中にZnを 多 く蓄積す るイネの創 製が可能 にな ると

考 える。

イ ネ のZnト ラ ンス ポー ター の解 析 は,本 研 究 のOsZIP4とRamesh et al.(2003)

に よ るOsZIP1, OsZIP3が 報 告 され て い るだ け で あ る。これ ま で他 の植 物 種 で は,

Zn-DMAを 輸 送 す る トウモ ロ コシ のYS1流 入 型 トラ ン スポ ー ター(Schaaf et al.,

2004),維 管 束 でZnを 輸 送 す る シ ロイナ ズナ のHMA1,HMA2流 出型 トラ ンス

ポ ー タ ー(Mills et al., 2003; Hussain et al., 2004),液 胞 にZnを 蓄 積 させ る シ ロ イ

ナ ズ ナ のZAT流 出 型 トラ ン ス ポ ー ター(van der Zaal et al., 1999)が 知 られ て い

る。 イネ にお ける,こ れ らの相同遺伝子 の発現 と局在,あ るいは タンパ ク質 の

機能 を同定す る ことが望 まれ る。

これ らの遺伝子 を用 いて,一 度吸収 され た植物体 内のZnを 必要な部位 に効率

よ く分配 し,液 胞 に隔離 して蓄積 したZnを 再利用す るこ とがZn欠 乏耐性 に最

も有効 だ と考 え られ る。例 えば,Zn欠 乏 を感知 した時に液胞膜 の流 出型 トラン

スポー ター を発現 させ て細胞質へ のZnの 供給 を強化 した り,流 出型の トランス

ポー ター を古い組織 の細胞 の細胞膜 に発現 させて,積 極 的にZnを 新 しい組織細

胞 に送 り込んだ りす るこ とに よ りZn欠 乏耐性植物 を作製 で きると考 え られ る。

その際,流 入型 の トランスポー ター と流 出型 の トランスポー ター を発現 させ る

こ とによって,植 物体内のZnの 恒常性 が崩 れない よ うに,そ れぞれ 巧みに制御

され る ことが必要 である。 もちろん,植 物 が吸収 できるZnの 少 ない土壌 で,根
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か らのZn吸 収機構 を強化す ることに よって,Zn欠 乏耐 性植物 を作製 してい く

こ とも,今 後の魅 力的な研 究課題 であろ う。

同時 に,ヒ トの健康増進 に役立つ可食部 のZn含 量 の高い穀物の創製が求 め ら

れ てい る。 ヒ トが必須 元素 と して摂取す るZnは,動 物 由来 の食 品であれ植物 由

来 の食 品であれ,究 極的 にはすべて植 物が土壌 か ら吸収 したZnで あ る。植 物 を

食糧 とす るヒ ト,さ らに家畜 にもZn欠 乏の症状が多 く報告 されてい る。そのた

め,穀 物や飼料 とな る作物の可食部 のZn含 量 を増加 させ るこ とが絶 対的に必要

で ある。そのた めに も,Znの 輸送機構 を解 明 し,可 食部 にZnを 蓄積す る穀物

を創 製 し,日 々の主食か ら安定的にZnを 摂取で きるよ うにす る ことが,今 後 の

展望 であ る。
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