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2-1要 約

イネ科植物がS-ア デ ノシル メチオニ ンか らデオキシムギネ酸を生合成するためには,3

つ の酵素が必要で ある。ニ コチアナ ミン合成酵素(NAS),ニ コチアナミ ンアミノ基転移

酵 素(NAAT)と デオ キシムギネ酸合成酵素(DMAS)で ある。本論文では,デ オキ シ

ム ギ ネ 酸 生 合 成 に 関 わ る遺伝 子群(OsNAS 1, OsNAS 2, OsNAS 3, OsNAAT 1,

OsDMAS 1)を,イ ネか ら単離 した。大腸菌で各 タンパク質を発現させてin vitroで 反応

を行 う と,そ れぞれが酵素活性 を有 していた。さらに,OsNAS 1, OsNAS 2, OsNAS 3,

OsNAAT 1,OsDMAS 1の 各 プロモー ター領域を,レ ポーター遺伝子で ある β-グルク ロ

ニ ダーゼ(GUS)遺 伝子 に連結 した コ ンス トラク トを作製 し,イ ネに導入 して発 現部位

を解 析 した。OsNAS 1, OsNAS 2,OsNAAT 1は,鉄 欠乏 の根の全体で発現 してお り,こ

れ ら3つ の遺伝子 は鉄欠 乏によ りイ ネの根から分泌されるデオキシムギネ酸生合成を行

っていると考えられた。また,3つ の遺伝子が維管束 の篩部伴細胞で強く発現したことか

ら,イ ネにおいてニコチ アナミ ンまたはデオキシムギネ酸が鉄の長距離輸送に関与してい

ると考えられた。
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2-2実 験 方 法

分子生物学的実験方法は,「 ク ローニ ング とシー クエ ンス」(農 村文化社),「 バイオ実験

イ ラス トテイテ ッ ド」(1)～(4)(秀 潤社),「 モデル植物 の実験 プロ トコール イネ ・シロイ

ヌナズナ編」(秀 潤 社)等 によった。使用 した溶液,培 地等の組成は これ らに記載 されて

いる通 りである。ここでは本研究を行 うにあたって重要な点,改 良 した点 につ いて詳 しく

記載す る。

2-2-1ノ ー ザ ン 解 析

形質転換体 イネおよび非形質転換体イネの根と葉からの トータルRNAの 抽出は,SDS-

フェ ノール法 で行 った。トータルRNA(10μg)を0.66Mホ ルム アルデ ヒ ドを含 む1.2%

(w/v)変 性 アガ ロースゲルで泳 動 し,Hybond-N+メ ンブ レンに2×SSPEで トランス

フ ァー した。

以 下 の特 異 的 プ ライ マ ー の 組 み 合 わ せ で,Higuchi et al. (2001)に よ り単 離 され た 各

OsNAS遺 伝子 を鋳型 としてPCRを 行 った。

OsNAS1 forward 5'-GTCTAACAGCCGGACGATCGAAAGG-3'

OsNAS1 reverse 5'-TTTCTCACTGTCATACACAGATGGC-3'

OsNAS2 forward 5'-TGAGTGCGTGCATAGTAATCCTGGC-3'

OsNAS2 reverse 5'-CAGACGGTCACAAACACCTCTTGC-3'

OsNAS3 forward 5'-GACTGCTTCCATCGCTTGCTACCTC-3'

OsNAS3 reverse 5'-CGCAACAGAGACAATGGTTGATTGT-3'

増幅 された各 断片 を電気泳 動後,ゲ ルか ら切 り出 して精製 し,PCRラ ベル法 によって[α

-32P]dATPで 標 識 し た
。

ハイブ リダイゼーシ ョンは 自動ハイブ リダイゼーション機で行った。Church and

Gilbert (1984)の ハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョン液(250 mM NaH2PO4-H3PO4pH7.2,7%

(w/v)SDS,1mM EDTA pH8.0)を20ml,精 製 した プ ロー ブ を5μ1入 れ て65℃

で 一 晩 ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 メ ン ブ レ ン の 洗 浄 は,30ml の 20mM
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NaH2PO4-H3PO4 pH7.2, 1% (w/v) SDSを 用 いて65℃,15分 を2回 行 った 。検 出

にはBAS-2000シ ス テ ム とイ メ ー ジ ング プ レー ト(Fuji Film)を 用 い た。

2-2-2 定 量 的 リア ル タイム-PCR

ノー ザ ンプ ロ ッ ト解 析 の際 に抽 出 した トー タ ルRNAを 用 いた 。 トー タルRNAに 含 ま

れ るゲ ノムDNAを 完 全 に消 化 す るた め にDNaseI (RNase-free) (TaKaRa)で 処 理 し

た 。付 属 の取 扱 説 明書 に従 っ た。逆 転 写 反 応 にはSuperScript II (Invitrogen)を 用 いた。

Smart Cycler (TaKaRa)を 用 いて 定 量 的 リア ル タ イ ム(RT)-PCRを 行 った。Smart

Cyclerの 付 属 説 明書 に従 っ た。 既 知 濃 度 の プ ラス ミ ドを 用 い て 同条 件 で 反 応 させ て検 量

線 を作 製 し,ト ー タ ルRNA 1μgあ た りのOsNAs転 写 産 物 量 を算 出 した 。

2-2-3 ウ エ スタンブ ロット解 析

タンパク質抽 出から二次抗体による検出までの一連の実験方法はHiguchi et a1.(1999b)

の方法に従った。鉄欠乏条件で育てたイネの根からタンパク質を抽出し,二次元電気泳動

(2D-PAGE)を 行った後,PVDF膜(Millipore)に 転写した。NASを 検 出する一次抗体として,

鉄 欠乏オオムギ根から精製 したNASタ ンパク質を抗原とするマウス抗体を用いた(Higuchi et

aL, 1999b)。 二次抗体にはヤギの抗マウスIgG (H+L)抗 体にホースラディッシュのペルオキシダ

ーゼを融合させたタンパク質(Bio-Rad)を 用いた。最後にdiaminobenzidineに よってスポットを

検 出した。

2-2-4 マルトース結合タンパク質融合タンパク質の大量発現

pMALベ クター(New England Biolabs)は マルトース結合タンパク質(MBP)を コードする

malE遺 伝子を含み,強 力なPtacプ ロモーターの下,大 腸菌で大 量にMBPを 発現させる。malE

遺伝子の下流に目的のタンパク質をコードする遺伝子を融合させ,そ のコンストラクトを用いて大

腸菌を形質転換することで,「MBP-目 的のタンパク質」の融合タンパク質を大腸菌に大量発現さ

せることができる。大量発現された融合タンパク質はMBPの アフィニティーカラムであるアミロース
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レジンカラムを用いて精製することができる。純度の高いMBPと の融合タンパク質を調製し,in

vitroで の各種 酵素の活性測定を行った。

以下のプライマーを用いて,イネの鉄 欠乏根から作製したcDNAを 鋳型とし各遺伝子の全長を

増幅した。

OsNAS2 forward 5'-gagagagaattcATGGAGGCTCAGAACCAAGA-3'

OsNAS2 reverse 5'-gagagaggatccTCAGACGGATAGCCTCTTGG-3'

OsNAS3 forward 5'-gagagagaattcATGACGGTGGAAGTGGAGGC-3'

OsNAS3 reverse 5'-gagagaggatccCTACGAGGAGGGCAGCTTCT-3'

OsNAATl forward 5'-gagagaagatctATGGCACCGACGACGGCGGCGGCGG-3'

OsNAATl reverse 5'-gagagatctagaCTAGATATAATTTAAAGGGTTTTTC-3'

OsDMASl forward 5'-gagagatctagaATGAGCGACGGCGGCGCAGGCGCCA-3'

OsDMASl reverse 5'-gagagaaagcttTCATATCTCGCCGTCCCAGAGGTCG-3'

増 幅され た各PCR断 片を,pBluescriptII(SK-)に 組 み 入れ た。組み 入れ た配 列を,Thermo

Sequenase fluorescent labeled primer cycle sequencing kit(Amersham LIFE

SCIENCE)を 用 いて,DSQ-2000L DNA Sequencer(島 津 製 作 所)に よって確 認 した後,断 片

をpMAL-c2(New England Biolabs)ベ クターに導 入 し,目 的のコンストラクトを得 た。

2-2-5 NAS活 性 の 測 定

in vitroで のNAS活 性 測 定 はHiguchi et al.(1994)とSuzuki et al.(1999)の 方

法 に従 っ た。1μgの 精 製 した 融合 タ ンパ ク質 を50μlの 反 応 バ ッ フ ァー(50mM Tris-HCl,

1mM EDTA, 3mM dithiothreitol, 10μM (p-amidinophenylmethylsulfonyl

fluoride, 10μM trans-epoxysuccinyl-L-leucylamido(4-guanidino)butane, pH8.7)

に混 合 し,[14C]S-ア デ ノ シル メチ オ ニ ン(SAM)を 終 濃 度20μMに な る よ うに加 え た。

25℃ で20分 間 反 応 させ,5MHClを 終 濃 度0.2Mに な るよ う に加 え て 反応 を停 止 した。

反応 液 をTLCLK6プ レー ト(Whatmann)に ス ポ ッ トし,フ ェ ノール:n-ブ タ ノー ル:

ギ酸:水(12:2:2:3v/v)の 展 開溶 液 で 展 開 した。融合 タ ンパ ク質 に よ って 合 成 され た[14C]
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ニ コチ アナ ミ ンの検 出 に はBAS-2000シ ス テ ム とイ メー ジ ン グ プ レー ト(Fuji Film)を

用 い た。

2-2-6 NAAT活 性 の 測 定

酵 素 活性 の 測 定 はOhata et al. (1993)とKanazawa et a1. (1994)の 方 法 に従 って

行 った 。 まず,限 外 濾 過(Ultrafree MC, Millipore)に よ って,酵 素 液 を濃 縮 した 。そ の

後,反 応 液 を ウ ル トラ フ リー の 濾 過 カ ップ 内 に加 え て 反 応 を開 始 した 。 反 応液 の組 成 は,

50 mM TAPS/KOH (pH9.0), 5mM MgCl2,150μMニ コチ アナ ミ ン,10mM 2-オ

キ ソ グ ル タ ー ル 酸,10μMピ リ ドキサ ー ル リ ン酸(pyridoxyl5-phosphate; PLP)と し

た。タンパク質の量は,反 応液50μ1に 対 して5μgを 用 いた。 反応条件 は,25℃,30

分間で行 った。反応 の停止 は,4℃ に冷却す る と同時 に限外濾過 によって,酵 素を反応液

か ら除去す る事 によって行った。限外濾過によって得 られた濾液 に4μ1の0.25M NaBH4

を添加 し,1分 間室温 で還元 を行 って,濾 液 中の酵素反応 生成物(ケ ト体)を デオキシム

ギネ酸 へ変換 した。これに,46μ1の ムギネ酸類 分析HPLCの 第 一溶離液 を添加 して還元

反応 を停止し,HPLCで 分析,定 量 を行 った。

2-2-7 DMAS活 性 の 測 定

模式 図を図2.1に 示す。OsNAAT1に よって生成 されたケ ト体 を基質 として用いDMAS

活性 を測定 した。まず,限 外濾過 によってOsDMAS1を 濃縮 した。 これ に,50μ1の ケ ト

体 を含 む反応 生成溶液 に,10μ1のNADPHを 加 えて終濃度 を,3.8, 5.0,ま たは25μM

とした。反応条件 は,26℃,30分 間で行 った。反応 の停止 は,4℃ に冷却す ると同時 に,

限外濾過 によ って酵素 を反応液か ら除去する事によって行った。 これに,40μ1の ムギネ

酸 類分析HPLCの 第一溶離液 を添加 して還元反応 を停止し,HPLCで 分析,定 量 を行 っ

た。
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図2.1 OsNAAT1, OsDMAS1酵 素 活 性 の 測 定 方 法
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2-2-8 イネ形 質転換用コンストラクトの作 製

3つ のOsNAS遺 伝 子 の プ ロモ ー タ ー領 域 を増 幅 す るた め に,以 下 の プ ライ マー を設 計

した。 翻 訳 開 始 点 を起 点 と して,OsNAS1, 2, 3, OsNAAT1, OsDMAS1に つ いて,そ

れ ぞ れ 上 流1.6, 1.8, 1.0, 1.7, 1.3kbの プ ロ モー ター 領 域 を増 幅 した。PCRの 鋳 型 に は,

抽 出 した イ ネ の ゲ ノムDNAを 用 いた。

OsNAS1pF 5'-ctctctctaagcttCTCGAGGATCTGTTTGCACGTGGTGG-3'

OsNAS1pR 5'-ctctctctctagaCTGTGAAGCTATGTCGCGGTTGGGAAC-3'

OsNAS2pF 5'-ctctcttctagaGCGGTAGTAGTAAAACCGATTCAGATTCAG-3'

OsNAS2pR 5'-ctctctctaagcttCTCGAGGATCTGTTTGCACGTGGTGG-3'

OsNAS3pF 5'-tgtgtgaagcttTGGTAACTACAGCGTAGG-3'

OsNAS3pR 5'-tgtgtgtctagaCTCTCTCTCTCGATCGATT-3'

OsNAAT1pF 5'-ctctctaagcttCTTAATGGCACAGAGGGAAAAACCT-3'

OsNAAT1pR 5'-ctctcttctagaGGCCGTGCTCTGTTTTTTGTTGGT-3'

OsDMAS1pF 5'-gagagactcgagACCCCTAGACATTTTACGTTGTTGA-3'

OsDMAS1pR 5'-gagagaactagtGGCTGGAGGCAGAGTGTTCCCCTCT-3'

増 幅 さ れ た 各PCR断 片 を,プ ラ イ マ ー に 組 み 込 ん で あ る 制 限 酵 素 サ イ トを 用 い て

pBluescriptIISK+(Stratagene)に サ ブ ク ロー ニ ン グ した 。配 列 を確 認 した プ ロモ ー

タ ー 配 列 を,pIG121Hm(Hiei et al.,1994)の 適 切 な制 限 酵 素 サ イ トへ 導入 した。

2-2-9イ ネの形質転 換

2-2-8で 作 製 した コ ンス トラ ク トを ア グ ロバ ク テ リウ ム法(Hiei et al.,1994)に よ り

イ ネ(Oryza sativa L.cv.Tsukinohikari)に 導 入 した 。 完 熟 種 子 を播 種 して 作 製 した

4週 目の胚 盤 カ ル ス を,ア グ ロバ クテ リウム の 懸 濁液 に30秒 間 浸 漬 した。3日 間 の感 染

の後,形 質 転 換 され た 細 胞 をハ イ グ ロマ イ シ ンBを 用 いて,30mg/Lで2週 間 ,50mg/L

で2週 間選 抜 した。 再 分化 誘 導 は30g/Lス ク ロー ス,30g/Lソ ル ビ トー ル,2g/Lカ

ゼ イ ン,5mM2-(N-モ ル ホ リ ノ)エ タ ンス ル ホ ン酸,2mg/Lα-ナ フ タ レン酢 酸,1mg/L

カ イ ネ チ ン,250mg/Lク ラ フ ォ ラ ン,50mg/Lハ イ グ ロマ イ シ ンBを 含 むMS培 地
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で2週 間行 った。そ の後 の再分化 は30g/Lス クロース,250 mg/Lク ラフォラン,50

mg/Lハ イ グロマイ シ ンBを 含むMS培 地で28℃,16時 間明期,8時 間暗期 で行 った。

再分化 植物 を土壌を用いて温室で栽培し,T 1種子を得 た。

2-2-10 イネ の 栽 培

形質転換体イネお よび非形質転換体イネの栽培は,30℃,14時 間明期,10時 間暗期 の

条 件 に制 御 され た 天 然 光 気 象 室 で 行 っ た。T 1種 子 は,2%の 次 亜 塩 素 酸 で殺 菌 した 後,

50 mg/Lの ハ イ グ ロ マ イ シ ンBを50 mg/L含 むMS培 地 上 で 発 芽 させ た。 播 種4週 間

後 に,水 耕 栽 培 を 開 始 した 。 水 耕 液 の組 成 は以 下 の通 りで あ る。2 mM Ca (NO 3) 2・

4H 2 O,500 μM MgSO 4 ・7H 2 O,100 μM Fe (III)-EDTA,700 μM K 2 SO 4 ,100 μM KC1,

100 μM KH 2 PO 4 ,10 μM H 3 BO 3 ,0.5 μM MnSO 4 ・5H 2 O,0.5 μM ZnSO 4 ・7H 2 O, 0.2 μM

CuSO 4 ・5H 2 O, 0.01 μM (NH4) 6 Mo 7 O 24 ・4H 2 O。 水 耕 液 は毎 週 取 り替 え,pHは 毎 日1M

HC 1で5.3に 調 整 した 。鉄 欠 乏 処理 は,第5葉 が 展 開 した とき にFe (III)-EDTAを 水 耕 液

か ら完 全 に取 り除 くこ と によ り行 った。 鉄 欠 乏 処 理14日 後 に,各 種 実験 のサ ン プ リン グ

を行 った。

2-2-11 形 質転 換イネのGUS活 性の組織化学 的観 察

2-2-10 の方法で栽培したT 1形質転換イネをサンプリングし,観察を行う部位をカミソリで0.5

～1 .0 cmに 切り分けた。切断した組織塊 は乾燥とGUSの 失活を防ぐため,氷 冷した滅菌水に入

れた。

オートクレープで融解した4%の 寒 天をペトリ皿に流しこみ,楊 枝で撹拌しながら温度を下げ

ていき,表 面に寒 天の薄膜ができはじめた頃(40℃ 以下)に 用意した組織塊を包埋した。組織塊を

埋め込む際,後 の切片化が簡便となるように,組 織塊が水 平になるようにした。室温で10分 間,

4℃ で10分 間冷却した。

切 片 の作 製 法 は,村 上 ら(1992)の 方 法 に従 った。切 片 の作 製 にはDTK-1000 microslicer

(Dosaka EM Co. Ltd., Kyoto, Japan)を 使 用 した。包 埋 試 料をペトリ皿か ら寒 天 ごと大 きく切
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り出して,寒 天の底 面と試料を切る面と平行になるようトリミングした。包埋した試料の周りの余分

な寒天を,試 料が露出しないよう切り落とした。DTK-1000 microslicerに 固定させた試料トレイ

の中央にアロンアルファで寒天試料塊を接着した。切片の厚さは,縦 断切片の場合は80 μm,横

断切片の場合は地 上部で100 μm,根 で130 μmと した。刃の振 動数は6～7,刃 の前進速度は

4～6で 行つた。得られた切片を氷冷した滅菌水中に保存した。

GUSの 酵 素 反応 液 はJefferson et al. (1987)の 方 法 に準 拠 し,Kosugi et a1. (1991)の 改

良 法 で行 つた。上記 で 得 られ た切 片を1000 rpmで 遠 心 して 落とし,滅 菌 水 を除去 した。これ に

GUS染 色 液 を500 μL加 え,氷 冷 しながら30分 間 減 圧脱 気 した。GUS染 色液 の組 成 は以 下 の

通 りで ある。1 mg/ml 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-glucronide (X-gluc), 3 mM

K 4 [Fe (CN) 6], 0.5 mM K 3 [Fe (CN) 6], 50 mM Sodium phosphate buffer (pH 7.0), 20%

methanol。37℃ で20分 間 から一晩GUS反 応 を行わせ た。反 応 液 に70%エ タノール700 μL

を加 え,反 応を停 止 した。クロロフィル 等 の色 素 を除 去 するために,70%エ タノール に浸 漬 し,ゆ っ

くりと振盈した。

70%エ タノールに保存した試料から,少量のエタノールを抜きとり,そこに蒸留水を加えた。これ

を繰 り返し,ゆっくりと液を蒸留水に置換した。その後,ピ ンセットの先で切片を丁寧に広げてスライ

ドグラスに載せた。その上に70%の グリセロールを2～3滴 たらして,カ バーグラスを静かにかぶせ

た。余分なグリセロールは,キ ムワイプをカバーグラスの縁に密着させて取り除いた。観察には

Axiophoto microscope (Carl Zeiss, Tokyo, Japan)を 用い,取 扱いは付属のマニュアルに

従 った。
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2-3 実験 結 果

2-3-1 3つ の05NAS遺 伝子 の発現様 式

イネを鉄欠乏処理したときのOsNAS遺 伝子の発現変化を,それぞれのOsNAS遺 伝子を特

異的に検 出するプローブを用いたノーザン解析によって明らかにした(図2.2)。 鉄十分条件の根,

地上部および,鉄 欠乏条件の根,ク ロロシスを呈した最新葉と,ならびにその時点での最大 展開葉

を用いた。OsNAS1遺 伝子の発現は鉄十分条件の根で弱く観察され,鉄 欠乏により,根,地 上部

ともに強く誘導された。この発現様式は,OsNASl遺 伝子のORF全 体をプローブにして行つたノ

ーザ ン解析と同じ結果であつた(Higuchi et a1., 2001)。OSNAS2遺 伝 子の発 現様 式 は,

OsNAS1遺 伝子と非 常に類似していた。一方,OsNAS3遺 伝子の発現様式はOsNAS1, 2両 遺

伝子とは大きく異なっていた。OsNAS3遺 伝子は鉄十分条件の根で弱く発現しており,鉄欠乏に

よって若干誘導された。さらに,OsNAS3遺 伝子は鉄十分条件の葉で発 現しており,鉄欠乏によっ

て発現が抑 制された。すなわち,OsNAS3遺 伝子は鉄 欠乏によって根と,地 上部で異なる遺伝子

発現応答を示した。

ノーザ ン解析の結果を確認するために,OsNASの 発現量 を定量的RT-PCRを 用いて検

出 した(表2.1)。OsNAS1, 2遺 伝子 の発現 は根で鉄欠乏によ り,140～250倍 誘導 され

て いた。さ らに,OsNAS1, 2は 鉄 欠乏葉で,ク ロロシス を呈 した葉の方 が,最 大 展開葉

よ りもそれぞれ30倍,16倍 の遺伝 子発現 が観察 された。一方,OsNAS3遺 伝子の発現

は,鉄 欠 乏根で鉄十分根 に対 して5倍 の誘導が観察 された。 また,OsNAS3遺 伝子 の発

現 は鉄欠乏 の葉で は観察 されなかった。これらの結果は,ノ ーザ ン解析の結果 と良 く一致

して いた 。

2-3-2 OsNASタ ン パ ク質 のin vitroで の 活 性 検 出

OsNAS遺 伝子 がNAS活 性 のあるタンパ ク質をコー ドしているかどうかを確かめるた

め,in vitroでOsNASのNAS活 性 を測定 した。OsNAS1がNAS活 性 を持つ ことはす

で にHiguchi et a1. (2001)に よって報告 されて いる。OsNAS2お よびOsNAS3タ ンパ

ク質 をそれぞ れマル トース結 合タンパク質(MBP)と の融合 タ ンパ ク質 として大腸菌で

大量合成した。これ らの融合タンパク質はともにNAS活 性 を示 した(図2.3)。 一方,
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図2-2OsNAS遺 伝子の鉄十分条件および鉄欠乏条件における発現様式

(A) OsNAs遺 伝 子の ノーザ ン解析。CR:鉄 十分根、FR:鉄 欠乏根、CS:鉄 十分葉、FY
:鉄 欠乏の最新 葉、FG:鉄 欠乏 の最大展開葉。

(B) 用 いたプ ローブが各OSNAs遺 伝 子 を特 異的 に認識す るか どうかを、各遺伝子をプロ

ットしたメンブレンでのプラスミドサザ ン解析により確認した。

表2-1 OsNAS遺 伝子の定量的RT-PCR

各OsNAS遺 伝 子 に特 異 的 な プ ライ マ ー を 用 いて 定量 的 に リアル タイ ムPCRを 行 っ

た。 逆 転 写 に は ノー ザ ン解 析 と同 じRNAを 用 いた。 トー タ ルRNA 1μg当 た りの

OsNAsの コ ピー 数 を 示す 。(mean±SD; n=3)。CR:鉄 十 分 根 、FR:鉄 欠 乏根 、

CS:鉄 十 分 葉 、FY:鉄 欠 乏 の 最 新 葉、FG:鉄 欠 乏 の最 大 展 開 葉、nd:検 出 さ れず 。



図2.3OsNASタ ン パ ク質 のNAS活 性

NASタ ンパク質 をマル トース結合タ ンパク質(MBP)と の融合 タンパ ク質 として発

現 させ、[14C]S-ア デ ノシル メチオニ ン(SAM)を 基質 とした酵素反応 液を薄 層クロマ

トグラフィーで展開 した。NA、SAMの レー ンには[14C]で ラベ ル した標準ニ コチア

ナ ミン、標準SAMを それぞ れスポ ッ トした。HvNAS1の レー ンには,す でに酵素活

性 を持つ こ とが報告 されているオオムギのHvNAS1タ ンパ ク質 によ る酵素反応液 をス

ポ ッ トした。

図2.4イ ネ の 根 に 存 在 す るNASタ ンパ ク質 の 検 出

(A) 鉄十分条件の根、(B) 鉄 欠乏条件 の根。 図中の数字 はOsNASタ ンパ ク質を示

す。1: OsNASI、2: OsNAS2、3: OsNAS3。
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MBPの みでは活性は検 出 されなか った。

2-3-3イ ネの根 のウエスタン解 析によるNASタ ンパク質の検 出

抗NASタ ンパク質抗体 を用 いて2D-PAGEで のウエスタ ンブ ロッ ト解析 を行 った(図

2.4)。Higuchi et al. (2001)の 報告通 り,OsNAS1お よびOsNAS2タ ンパ ク質は鉄欠

乏によ り誘 導 されていた。さらに分子量とpIの 値か ら判断 して,OsNAS3の スポ ッ トを

同定 した。 ノーザ ン解析の結果 と同様に,OsNAS3タ ンパ ク質 の発現 は,鉄 十分条件で

微 弱 に検 出 され,鉄 欠乏 によ って若干誘導 された。

2-3-4 OsNAAT1の 単 離と発現様式の解析

イネのゲノム上に5つ のOsNAAT様 遺伝子 を見 いだ した。これ ら5つ のOsNAATに

つ いて特 異的 な プ ロー ブ を作製 し,イ ネで の発現 を ノーザ ン解 析で検 出した。5つ の

OsNAATの うちの1つ は,鉄 欠乏の根 で強 く誘導 された(図2.8)。 これをOsNAAT1

と命 名 した。 また,3つ のOsNAAT様 遺伝子 の発現は鉄栄養 に影響 されず,地 上部,根

において恒 常的 に発現 して いた(デ ータは示 さない)。 残 りの1つ は発現が全 く観察 され

なかった ことから,他 の生育条件 あるいは,生 殖成長期 に発現す る と考 え られた(デ ータ

は示 さない)。OsNAAT1は 全長1332 bpで あ り,推 定ORFは444ア ミノ酸残基で あ

っ た。OsNAAT1の ア ミ ノ酸 配 列 はHvNAAT-Aお よびHvNAAT-Bと そ れ ぞ れ76%

の 相 同性 を示 した(図2.5)。NAATが 触 媒 す る 反応 は ピ リ ドキ サ ー ル リン酸(PLP)依

存 的 で あ る ことが 報 告 され て い る(Shojima et al., 1990)。HvNAATに 保 存 さ れ て い る

ピ リ ドキ サ ー ル リン酸 との結 合 部 位 周 辺 の ア ミ ノ酸 残 基 が,イ ネ のOsNAAT1で も保 存

され て いた 。 しか し,HvNAAT-Aに3つ,HvNAAT-Bに6つ 保 存 され た機 能 未 知 の

ペ プチ ド配 列"SNGH"(Takahashi et al., 1999)は,OsNAAT1で は保 存 されて い

な か った 。
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図2.5 OsNAAT1と オ オ ム ギ のHvNAAT-A、 HvNAAT-Bと の ア ミノ酸 配 列 の 比 較

水色枠は推測 され るピリ ドキサール リン酸(PLP)結 合部位(リ ジン *)周 辺

のコ ンセ ンサス配列 を示す。
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2-3-5 OsNAATタ ン パ ク質 のin vitroで の 活 性 検 出

OsNAAT1遺 伝子 がNAAT活 性 のあるタンパ ク質 をコー ドしているか どうかを確か

めるため,in vitroで のNAAT活 性 の測定を行 った。OsNAAT1とMBPと の融合タ ン

パ ク質 は,NAAT活 性 を示 した(図2.6)。 一方,MBPの みで は,NAAT活 性は検 出さ

れ なかった。

2-3-6 OsDMAS1の 単 離 と活 性 検 出

デ オ キ シ ムギ ネ 酸 生合成の最終 ステ ップの反応 は,ニ コチ ア ナ ミ ンの ア ミ ノ基 が

NAATに よ り転移 され生成 したケ ト体 を還元することである。これに類似する反応とし

て,ケ シのaldo-keto reductaseの 一つが,morphinoneの ケ トン基をmorphineの 水

酸基 へ と還元す る反応 を触 媒す る(Unterlinner et al., 1999)。Shojima et al. (1990)

は,デ オキ シムギネ酸 への還元 反応 はNADPHを 介 して行われて いると報告 して いる。

従 って,NADPH依 存的 なaldo-keto reductase superfamilyに 属する還元酵素 によっ

て,こ の反応 が行われる と予想 された。この反応を触媒する遺伝子を同定するために,農

業 生物資源研 究所のDNAバ ンク長 長村吉晃博士 の ご協 力によ り,鉄 欠乏および鉄十分

条件のイネを用 いた22Kマ イ クロア レイ解 析を行った(デ ー タは示 さない)。鉄 欠乏 の根

で強 く誘導 される数多くの遺伝子の中から,aldo-keto reductaseに 属する還元酵素 を

コー ドす ると推定される遺伝子を見いだした。

この遺伝子が,デ オキ シムギネ酸合成(DMAS)活 性 のあるタンパ ク質 をコー ドしてい

るかどうかを確かめるため,In vitroでDMAS活 性 を測 定 した。MBPと の融合 タンパ ク

質 は,DMAS活 性 を示 した(図2.7)。 また,反 応液 中のNADPHの 濃度 を25uMか ら

5uM, 3.8uMへ と低 下 させ る ことによ りDMAS活 性が低下 した ことか ら,こ の還元酵

素の活性 はNADPH依 存的である ことが明 らか にな った。一方,MBPの みで は,DMAS

活性 は検 出 されなか った(デ ー タは示 さな い)。 以上 によ り,こ の還元酵素遺伝子はコー

ドす るタ ンパク質がDMAS活 性 を有 し,鉄 欠乏 の根で強 く誘導 される ことか ら,こ れを

OsDMAS1と 命名 した。
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図2.6 HPLCに よるOsNAAT1の 酵素活性測定

(A) OsNAAT1, (B) DMA Standard, (C) MBPの み。

黒三角はデオキ シムギネ酸のピークを示す。

他のピークは夾雑物である。MBPの チャー トで見 られ るピー クは

デオキシムギネ酸とは溶出時間が異なっている。



25 μM NADPH

25 μM NADPH

1 μg OsDMAS1

5 μM NADPH

1 μg OsDMAS1

3.8 μM NADPH

1 μg OsDMAS1

図2.7 HPLCに よるOsDMAS1の 酵素活性の測 定

還元酵素活性を図2.1の 方法 に従 ってHPLCに よ り測定 した。黒三角はデオキシム

ギネ酸のピークを示す。他のピークは夾雑物である。25 μM NADPHに 見 られる ピ

ークはデオキシムギネ酸とは溶出時間が異なる。
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OSDMS1は 全 長1285 bpで あ り,推 定ORFは318ア ミ ノ酸 残 基 で あ った。OsDMAS1

はaldo-keto reductaseに 見 られ る特 徴 的 な3つ の配 列 を有 して いた(デ ー タ は示 さな

い)。aldo-keto reductaseに つ い て はX線 を用 い た結 晶構 造 解 析 の研 究 も多 くな され て

お り,NADPHと の結 合 部位 を探 索 す る研 究 が報 告 されている。動物 のaldo-keto

reductaseに 高度 に保 存 され たLys-11は,NADPHの 結 合 サ イ トで あ る と され(Schade

et aL, 1990), OsDMAS1に もLys-9に 保 存 され て い た 。 ヒ トのaldo-keto reductase

の変異導入や化学的修飾による研究か ら,Lys-262を 含む4つ のアミ ノ酸残基(IPKS)

はPLPとNADPHの 結 合 サ イ トで あ る と され て い る(Morjana et al., 1989; Bohren et

al., 1991)。 この4つ の ア ミ ノ酸 残 基 の うち,OsDMAS1はLysを 含 めた3つ の ア ミ ノ酸

残 基(IVKS)を 持 って いた。

2-3-7 OsNAAT1とOsDMAS1の 発 現 様 式 の 解 析

イネを鉄 欠乏処理 したときの,OsNAAT1とOsDMAS1の 発現変化 を,ノ ーザ ン解析

によって明 らかに した(図2.8)。 鉄十分条件 の根,地 上部お よび鉄欠乏条件の根,ク ロロ

シス を呈 した最新葉 と,そ の時点 での最大展開葉を用いた。OsNAAT1は 鉄十分条件 で,

恒 常的 に発現 して いた。OsNAAT1の 発現 は,根,地 上部 とも鉄欠乏によ り強 く誘導さ

れた。地上部での発現は,鉄 欠乏の最新 葉で最大展 開葉 よ りも若干強かった。

OsDMAS1は,鉄 十分条件で恒 常的に発現 して いた。鉄欠乏によ り,OsDMAS1の 発

現 は根 で強 く誘導 された。OsSDMAS1の 地上部で の発現は,鉄 欠乏の最新葉 と最大展開葉

とで顕著な差は見られず,恒 常 的な発現が観察 された。

2-3-8 OsNAS1遺 伝 子の発現 の組織 局在 の観察

OsNAS遺 伝子の植物体内での生理的役割を明らかにするために,3種 のOsNAS遺 伝

子の各プロモーター領域の下流にGUS遺 伝子を連結したコンス トラクトをイネに導入し,

鉄十分条件と鉄欠乏条件での各OsNAS遺 伝子の発現の組織局在について解析した(プ ロ

モーター-GUS実 験)。3つ のOsNASは いずれも維管束の長距離輸送に関わる細胞で発

32



図2.8 OsNAAT1とOsDMAS1の 鉄 欠 乏 に よ る 発 現 の 変 化

CR:鉄 十分根,FR:鉄 欠乏根,CS:鉄 十分葉,

FY:鉄 欠乏 の最新葉,FG:鉄 欠乏の最大展 開葉。
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現 して いた。OsNAS1の 発現 は,鉄 十分条件 の根 にお いて 中心柱 で見られたが,表 皮細

胞,外 皮細胞,皮 層細胞では見 られなかった(図2.9 A)。 ただ し,時 折,表 皮細胞 と外

皮細胞で も発現が検出される場合があった(図2.9 G)。 中心柱 の細胞の うち,OsNAS1

遺伝 子は特 に原生導管,後 生導管Iに 隣接す る二つの内鞘細胞 と,節 部伴細胞 において発

現 して いた(図2.9 B, C, D)。 また,他 の内鞘細胞や後生導管1の 周辺 の導管柔細胞で も

発現が観察 された。縦断切片を作製 して観察すると,OsNAS1遺 伝子 の発現 は中心柱や

外皮細胞の一部で観察された(図2.9 E)が,分 枝根や根毛 にお いて発現は観察 されなか

っ た(図2.9 F)。

鉄欠乏条件の根においては,(兆MS1遺 伝 子の発現は,表 皮細胞,外 皮細胞,皮 層細

胞,中 心柱の全体 を含めた全ての組織 で観察された(図2.10 A)。 原生導管 と後生導管1

に隣接す る内鞘細胞 と,伴 細胞で特 に強 い発現 が観察 された(図2.10 C, D)。 また,分 枝

根 が出根す る部位では,鉄 十分,鉄 欠乏 のイネ ともに,後 生導管1の 周 りで強 い発現が観

察 された(図2.9B,2.10B)。 鉄欠乏根 の根冠,分 裂域,伸 長域 を含めた根の全体で発現

が観 察された(図2.10 E, F, G)。

次 に,地 上部で のOsNAS1の 発現 を同様 に観察 した。鉄十分条件の葉では,GUS活 性

は通 常は観 察 されなか った(図2.11 A)。 鉄 欠乏の最新葉で は,維 管束,葉 肉細胞 を含む

全 ての細胞 で発現 が見られた。特に,導 管 と飾部で顕著 な発現が観察 された(図2.11 B, F)。

鉄 欠乏条件の最大 展開葉 では,維 管束 で強 い発現が見 られ,維 管束を取 り囲む葉 肉細胞 に

おいて も発現が見られた(図2.11 C, E)。 また,筋 部伴細胞 にお いて も強 い発現が観察さ

れた(図2.11 G)。OsNAS1遺 伝子 は鉄欠乏の葉鞘 の維管束 で も発現が見 られた(図2.12

A)。 葉鞘 は外側 の古 い組織か ら,新 しい組織へ と層 を形成 している。 これ らの層の,外

側か ら二層 まで は発現 が観察 されなかった。第三層と第四層の基本柔組織で発現が観察 さ

れ,特 に維官束で強 い発現 が観察 され た。鉄十分条件での葉鞘での発現はみ られなかった

(デー タは示 さな い)。 また,時 折,機 動細胞での発現 が観察 された(図2.11 H)。
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図2.9鉄 十 分 条 件 の 根 に お け るOsNAS1の 発 現 様 式

*、MXI:後 生導 管I、MXII:後 生導 管II、CC:伴 細 胞 、EN:内 皮 細 胞 、LR:枝 根 、Pr

内鞘 細 胞 、PX:原 生 導管 、PP:原 生 篩 管 、EP:表 皮 細 胞 、EX:外 皮 細 胞 、S:ズ ベ リ ン

層。

ス ケ ー ルバ ー: 500μm (E)、100μm (A-E)、50μm (B, G)、10μm (C, D)



図2.10 鉄 欠 乏 条 件 の 根 に お け るOsNAS1の 発 現 様 式

*、MXI:後 生 導 管I、MXII:後 生 導 管II、CC:伴 細 胞 、EN:内 皮 細胞 、LR:分 枝 根、Pr:内

鞘 細 胞 、PP:原 生 篩 管 、PX:原 生 導管 。 矢印 は根 毛 細 胞 を示 して い る。

ス ケ ー ル バ ー: 500μm (E)、100μm (A-E)、50μm (B, G)、10μm (C, D)



図2.11 地 上部にお けるOsNAS1の 発現様 式

(A, H)鉄 十 分 条 件 、(B, D, F)鉄 欠 乏 条 件 の最 新葉 、(C, E, G)鉄 欠 乏 の最 大展 開葉 。

MX:後 生 導 管 、ST:箭 管 、 矢 印:箭 部 伴 細 胞 。 ス ケ ー ル バ ー: 500 μm (I)、200 μm (A

－E) 、50 μm (D, E)、10 μm (F, G)。




