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略語表

APRT  アデ ニ ン ・ボ ス ホ リボ シル トラ ンス フ ェ ラーゼ

(adenine phosphoribosyltransferase)

AVA アベ ニ ン酸(avenic acid)

DMA 2'-デ オ キ シ ム ギ ネ 酸(2'-deoxymugineic acid)

epiHDMA 3-エ ピ ヒ ド ロ キ シ-2'-デ オ キ シ ム ギ ネ 酸

(3-epihydroxy-2'-deoxymugineic acid)

(epi) HMA 3-(エ ビ)ヒ ドロ キ シ ム ギ ネ 酸(3-(epi) hydroxymugineic acid)

GUS β-glucronidase

IDS3 Iron deficiency specific clone No.2

1DS3 Iron deficiency specific clone No.3

SAM S-ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン(S-adenosylmethionine)

NA ニ コ チ ア ナ ミ ン(nicotianamine)

NAS ニ コ チ ア ナ ミ ン 合 成 酵 素(nicotianamine synthase)

NAAT ニ コ チ ア ナ ミ ン ア ミ ノ 基 転 移 酵 素(nicotianamine aminotransferase)

DMAS デ オ キ シ ム ギ ネ 酸 合 成 酵 素

PLP ピ リ ドキ サ ー ル リ ン 酸(pyridoxyl 5-phosphate)
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第1章 序章

1-1研 究 の 背 景

現在64億 人である世界人 口は今 なお急速 に増加 してお り,年 間7600万 人の割合で増

えて いる(世 界人 口白書,2004)。 そ して,国 連の推計では現在か ら2050年 まで に約

25億 人が増加す ると見 られるが,こ れは1950年 の全世界 の人 口に匹敵する。 しか し,

現在です ら人 口を支え るだ けの食糧の生産は十分 とは言 えず,世 界では,8億 人以上が栄

養不足 に苦 しんで いる(The State of Food Insecurity in the World, 2001)。

今後も不足が予想される食糧の増産をいかに達成するかは,人 類にとって重要な問題で

ある。これまでも第一次,第 二次緑の革命により単位面積当た りの収穫量を増加させ,人

口の増加に対応 してきた。しか し現在,単 位面積 当た りの収穫量の増加率は既 に頭打ちに

なってきており,こ れ以上の収穫量の飛躍的な増加は期待できない。この深刻な食糧問題

の有力な解決方法のひとつは耕地面積の拡大である。すなわち,今 までは耕地として利用

されていなかった,も しくは利用されていても高い収量を確保出来なかった不良土壌の活

用に問題解決の糸口がある。

不 良土壌 の中で も特 に,石 灰質 アルカ リ土壌は鉄 欠乏地帯 として世界 中に広 く存在す る

(図1.1)。 石灰質 アルカ リ土壌 では鉄 は植物 には吸収 されに くい水酸化 第二鉄 の形で不

溶態 と して存在 しているため,植 物 は鉄欠乏ク ロロシスを呈 し,症 状が重 い場合 にはやが

て枯死 して しまう(図1.2)。 このよ うな土壌 が世界 の耕地土壌 のおよそ 三分の一を しめ

て いる(Wallace and Lunt, 1960)。 従 って,不 溶態 として豊富 に存在す る鉄を石灰質

アルカ リ土壌か ら吸収で きるような植物,特 にイネ科 の作物 を作 出できれば食糧増産,砂

漠の緑化などの様々な問題に対応できる。そのような鉄欠乏耐性を備えた植物の作出を最

終的な 目標とし,植 物の鉄獲得および鉄栄養 に関する研究を行っている。
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図1.1世 界 にお けるアル カリ土 壌 の分 布

WRB,FAO/Unesco Soil MAP of the World 調 べ に よ る 。

図1.2鉄 欠 乏 クロロシスを呈 したイネ

写真提供:森 川クラウジオ健治
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1-2植 物 の鉄獲得機構

鉄は植物を含む全ての生物にとって必須な元素である。生体内ではヘムタンパク質や非

ヘムタンパク質の構成要素として利用され,呼 吸や光合成,DNA合 成などの多 くの生体

プ ロセ ス に関 与 して い る(Weinberg, 1989)。

高等植物はこの必須元素である鉄を土壌から吸収する方法として,2種 類の鉄獲得機構

を 進 化 さ せ て き た 。 これ ら の機 構 はStrategy I, Strategy IIと して 提 唱 さ れ て い る

(Marschner et al., 1986;図1.3)。

双子葉植物 とイネ科以外の単子葉植 物はStrategy Iを 持つ。根か ら放出す るカフェイ

ン酸 な ど のキ レー ト物 質 によ り土 壌 中のFe(III)を 可 溶 化 し(Hether et al., 1984),根 の

細 胞 膜 上 の三 価 鉄 キ レー ト還 元 酵 素 が 「Fe(III)-キ レー ト」 をFe(II)に 還 元 し,こ れ を

Fe(II)ト ラ ンス ポ ー タ ー で 吸収 す る(Romheld and Marschner, 1981)。 三価 鉄 還 元 酵 素

(FRO2)お よびFe(II)ト ラ ンスポー ター(IRT1)の 遺伝子 は シロイ ヌナズナか らそれぞ

れRobinson et al.(1999),Eide et al.(1996)に よ っ て 単 離 さ れ た 。 ま た,鉄 欠 乏 条 件

にさ らされ る と,根 圏へのプ ロ トン分泌 によ り土壌pHを 低下 させ,根 圏へのキ レー ト物

質の分泌量増加によ り土壌溶液中の可溶態鉄の濃度を上昇させ,さ らに根の細胞膜表面に

存在 す る還 元 酵 素 の 活性 が 上 昇 す る(Olsen and Brown,1980; Marschner et al.,1986;

Rornheld, 1987)。

一方
,イ ネ科植 物はStrategy IIを 持つ。 イネ科植物 は鉄 の要求性が高 まる と,イ ネ科

植 物 特 有 の三価 鉄 のキ レー ター で あ るム ギ ネ酸 類 を根 で 合 成 し,分 泌 す る(Takagi,

1976;高 城,1984)。 この分泌はカ リウムの放 出を伴 い,ア ニオ ンチ ャネル阻害剤 によ っ

て阻 害 され る ことか ら,ム ギネ酸類 は一価 の アニオ ンと して放 出 され る と考 え られ る

(Sakaguchi et al., 1999)。 分 泌 され た ム ギ ネ酸 類 は土 壌 中の 不溶 態鉄 を キ レー トして 可

溶化 し,「鉄-ム ギネ酸 類」錯体 として特有 の トランスポー ター によ り根で再吸収 される。

この 「鉄-ム ギネ酸類」錯体 の トランスポー ター(YS1)の 遺伝子 は トウモ ロコシか ら単

離 さ れ た(Curie et al.,2001)。
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Strategy I

Strategy II

図1.3高 等 植 物 の 鉄 獲 得 機 構:Strategy IとStrategy II
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1-3ム ギネ酸類の生合成経路および関連遺伝子

ムギネ酸類はイネおよびカラスムギの根のroot washか ら鉄溶解力活性を有する物質

と して最 初 に発 見 され(Takagi, 1976),そ の後 オ オ ム ギ(品 種 ミ ノ リムギ)のroot wash

か ら精 製 され た物 質 の構 造 が 決 定 され,ム ギ ネ 酸 と命 名 され た(Takemoto etal., 1978)。

さ らに2'-デ オ キ シ ム ギ ネ 酸,3-ヒ ドロキ シム ギ ネ 酸,3-エ ピ ヒ ドロキ シム ギ ネ酸,ア ベ

ニ ン酸,デ ィスティコ ン酸 な どの一連 のムギネ酸類が同定され,鉄 とのキ レー ト活性 が確

か め ら れ た(Fushiya et al., 1980, 1982; Sugiura et al., 1981; Nomoto et al., 1981a,

1981b; Nomoto and Ohfune 1982; Mino et al., 1983)。 こ れ ら の ム ギ ネ 酸 類 は 植 物

(phyto)が 合 成,分 泌 す る鉄(sidero)の 運 び手(phore)で あ る た め,phytosiderophore

と呼ばれて いる。

ムギネ酸類はこれまでに天然から9種 の化合物が見つかってお り,メチオニンを前駆体

と して,図1.4に 示 す 経 路 で 根 に お いて 生 合 成 され る(Mori and Nishizawa, 1987;

Kawai et al., 1988; Shojima et a1., 1990; Ma and Nomoto, 1993; Ma et al., 1999; Ueno

et aL, 2004)。 基 質 とな る メチ オ ニ ン は 地 上 部 か らで は な く根 で 供 給 され て い る

(Nakanishi et aL, 1999; Bughio et al., 2001)。 イ ネ 科 植 物 の 中で も種 に よ り分 泌 され る

ムギネ酸類の種類は異な り,ま たその分泌量にも差がある。ムギネ酸類の分泌量はオオム

ギ>コ ムギ>エ ンバク>ラ イムギ>>ト ウモロコシ>>ソ ルガム>イ ネの順番 に多いこ

とが報 告 され て い る(高 城,1984; Lytle and Jolley, 1991)。

このムギネ酸類の分泌量の差はイネ科植物における鉄欠乏耐性の強さの差 と強い相関

が ある。 これ まで に,図1.4に 示 した生合成経路 上の酵 素をコー ドす る遺伝子 がオオ ム

ギか ら単離,同 定され,こ れ らの遺伝子の発現は全て鉄欠乏処理によって誘導されること

が ノー ザ ン解 析 お よ びDNAマ イ ク ロア レイ法 に よ り明 らか にな った(Nakanishi et al.,

1993, 2000; Okumura et al. 1994; Takizawa et a1., 1996; Higuchi et al., 1999a;

Takahashi et al. 1999; Kobayashi et al., 2001;根 岸,2002; Negishi et al., 2002)。 ま

た これ らの うち,オ オ ムギのニ コチ アナ ミンアミノ基転移酵 素遺伝子(HvNAAT)を 含む

ゲノム断片を導入 したイネは野生型のイネと比べ,鉄 欠乏条件下でムギネ酸類の分泌量が
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ムギネ酸類

図1.4 ムギネ酸類の生合成経路

双子葉植物はニコチアナミンまでを生合成する。イネはデオキシムギネ酸までを

生合成する。オオムギは、デオキシムギネ酸および他のムギネ酸類を生合成する。
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増 加 し,鉄 欠 乏 耐 性 を示 した(Takahashi et al, 2001)。

1-4 ムギネ酸類 とニコチアナミン

ムギネ酸類がイネ科植物に特有の物質であるのに対 して,ム ギネ酸類の前駆体であるニ

コチ アナ ミ ンは これ まで に調 べ られ た全 て の高等 植物 で見 出 され て いる(Kristensen

and Larsen, 1974; Noma and Noguchi, 1976; Kasai et al., 1978, 1979; Stephan and

Rudolph, 1984; Rudolph et al., 1985)。 ニ コ チ ア ナ ミ ン は タバ コ の葉 で 最 初 に発 見 され

た が(Nomaetal., 1971),そ の生 理機 能 は 長 ら く不 明 の ま まで あ った 。 双子 葉 植 物 にお

いて も,イ ネ 科 植 物 のム ギ ネ 酸 類 の生 合 成経 路 と同様 に,ニ コチ アナ ミ ンはS-ア デ ノシル

メチ オ ニ ンの3分 子 重 合 によ り生 合 成 され る こ とが 明 らか に され て い る(Shojima et al.,

1989; Higuchi et al., 1995, 1996a)。 現在 知 られて い るニ コチ アナ ミ ンの機 能 の多 くは

トマ トの 自然突然変 異株,chloronervaの 研 究 によ って明 らか にされた。chloronerva

は生育が遅 く,新 葉 に葉脈 問ク ロロシス を呈 し(図1.5),通 常 の栽培条件下では過剰 に鉄

を吸収 し,吸 収 した鉄 を通導組織 に過剰 に集積す る(Scholz, 1965)と い う特徴 を示す。

この 変 異 株 を正 常 化 す る物 質 と してnormalizing factorが アル フ ァル フ ァか ら同定 され

(Scholz and Rudolph, 1968),構 造 が 決 定 さ れ た(Budesinsky et al., 1980)。 こ の

normalizing factorは ニ コチ ア ナ ミン と同一 の物 質 で あ った。chloronervaは ニ コチ ア

ナ ミ ン合 成酵 素(NAS)活 性 を 欠損 して い る(Higuchi et al., 1996a)。 さ らに、 近 年 に

な っ て,chloronervaの 表 現 型 がNAS遺 伝 子 の一 塩 基 変 異 によ る もの で あ る ことが 明 ら

か に な っ た(Ling et aL, 1999)。 こ う して ニ コチ アナ ミ ンは 高等 植 物 の鉄 栄 養 に重 要 な

機 能 を果 た して い る こ とが 明 らか とな っ た 。 そ の後 ニ コチ ア ナ ミ ン はFe (II), Mn (II),

Zn (II), Co (II), Ni(II), Cu(II)な どの 二 価 重 金 属 とキ レー トす る(Benes et al., 1983)。

これ に対 して 、 ム ギ ネ 酸 類 は 特 にFe (III)と強 くキ レー トし,そ の他 に,Ca (II), Fe (II),

Mn (II), Zn (II), Ni (II), Cu (II)と もキ レー トす る(Murakami et al., 1989)。 表1.1に ム

ギ ネ 酸 お よび ニ コチ アナ ミ ン の各 金 属 との錯 体 の安 定 度 定 数 を示 す 。
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図1.5 葉脈 間 クロロシスを呈 する

トマトの 変異 株chloronerva
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表1.1ム ギネ酸(MA)と ニコチアナミン(NA)の 各金属との錯体 の安定度定数

(Benes et al., 1983; Murakami et al., 1989)

a) n. r.は 報 告 されて いな い ことを意 味す る。

b) von Wiren et al., 1999に よ る 値

このように,ム ギネ酸類 とニ コチ アナ ミンとは金属 のキ レー ター としての化学 的性質が

よ く似てお り,Fe(III)を キ レー トした時の錯体のモデル図 もよ く似て いる(von Wiren

et al. 1999)。 ムギネ酸類 とニ コチ アナ ミンの大 きな違 いは,ム ギネ酸類がイネ科植物 に

よ って植物体 外 に分泌 され,鉄 の獲得 に機能 して いるのに対 し,ニ コチアナ ミンは体外 に

分泌 されな いという点で ある(Fushya et al., 1982)。 そ のため,「 植物 によって合成,分

泌 され,鉄 と可 溶 性 複 合体 を形 成 した後,植 物 によ って 再 吸 収 され る物 質」 と い う

phytosiderophoreの 定義 にはニ コチ アナ ミンはあてはま らな い。

1-5「 鉄-ム ギ ネ酸 類 」錯 体 トランスポ ーター

ムギ ネ酸類 の生合 成経路 上の遺伝子 については,当 研究 室 にお いてOkumura et al.

(1994)がIds2を オオムギか ら単離 して以来,次 々 と単離 されて きた。 しか し,「 鉄-ム

ギネ酸類」錯体 を土壌か ら吸収する トランスポー ター に関 しては,当 研 究室の三橋 らがそ

のタ ンパク質の単離 を 目指 し,研 究を行 ったが成功 しなか った。実際 に遺伝学 の手法か ら

そ の遺伝子(YS1)が 単離 された のは21世 紀 を迎 えてか らで あった(Curie et al., 2001)。

ムギ ネ酸類 はイネ科植物 に特有 の物質で あ り,Strategy I植 物はムギネ酸類を吸収 しない

(Romheld, 1987)こ とか ら,YS1も イネ科植物特 有 の遺伝子 と推測 される。 しか し,

Strategy I植 物 に属 す る シ ロイ ヌナ ズ ナ のゲ ノム に はYS1に 相 同性 の高 い遺 伝 子

(AtYS1-Like: AtYSL)が8個 も見 出された(Curie et al., 2001)。 ムギネ酸類 を合成 も利
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用 もしない シロイヌナズナが AtYSL を持つ ことは,シ ロイ ヌナズナ に存在す るニ コチア

ナ ミンが植 物体内 にお いて ムギネ酸類 と同様 の役割 を果た して いる ことを示唆 して いる。

つま り,AtYSLタ ンパ ク質は植 物体 内で 「鉄-ニ コチ アナ ミン」錯 体の トランスポータ

ー として機能 して いる と考え られる(Walker , 2002)。

1-6本 研究 の概要

当研 究室で は,ム ギネ酸類生合成に関わ る遺伝子群 を単離 してきた。 しか し,植 物体 内

にお けるムギ ネ酸 類やそ の前駆 体で あるニコチ アナ ミ ンの機 能 は詳細 には明 らか にな っ

て いな い。これ を明 らか にす るため に本研 究では,ニ コチ アナ ミンお よびムギネ酸類 の生

合成 に関与す る遺伝子(第2章),「Fe-ム ギネ酸類」錯体 を輸 送す る トランスポー ター

遺伝子(第3章),「Fe-ニ コチアナ ミン」錯体 を輸送す る トランスポー ター遺伝子(第

4章),さ らにニ コチ アナ ミンを輸送する可能性 のある トランスポー ター遺伝子(第5章)

が,鉄 欠 乏条件 および鉄十分条件 のイネ にお いて どの組織で発現す るか を三次元的に解析

した。
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