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2-3-9 OSNAS2 の 発 現 はOSNAS1遺 伝 子 の発 現 に似 ている

OsNAS2の 発現様式は OsNAS1 遺伝子 の発現 と非常 に類似 していた。OsNAS2の 発

現 は比較 的弱 く,発 現 して いる細胞 も少なか った。OsNAS2 遺伝子 の発現 は,鉄 十分条

件 の内鞘細胞,伴 細胞 で観察 された(図2.12 B)。

鉄欠 乏条件 の根 においては,OsNAS2は 全て の細胞で非常 に強 く発 現 していた(図2.12

C)。 特 に,原 生導管 に隣接 する内鞘細胞で発現が強 かった。 また,鉄 欠 乏の葉 において

も維管束 と葉肉細胞で強い発現がみられ,特 に伴細胞での発現が顕著であった(図2.12

D)。 鉄十分条件 の葉 では発現 は観察 されなか った(デ ータは示 さない)。

2-3-10 OsNAS3は 内 鞘 細 胞 と伴 細 胞 で発 現 している

OsNAS3 遺伝子は,鉄 十分条件の根では,伴 細胞 と原生導管に隣接する内鞘細胞で発

現 して いた(図2.13 A)。 後 生導管Iの 周 りの導管柔細胞 において も発現 が観察 され る場

合が あった(デ ータは示 さな い)。 鉄欠乏条件 の根で は,若 干発現 は誘導 されたが,発 現

部位は,鉄 十分条件 と同様に原生導管に隣接する内鞘細胞 と篩部伴細胞のみであった(図

2.13 B)。 表皮細胞,外 皮細胞,皮 層細胞では発現 が見 られなか った(デ ータは示 さない)。

また,鉄 十分,鉄 欠乏条件ともに,分 枝根が出る部位では後生導管Iの 周囲の導管柔組織

で発現 が観察 された(図2.13 B)。

地上部でのOsNAS3 遺伝子の発現は,鉄 十分条件の篩部伴細胞,維 官束鞘細胞,一 部の

葉 肉細胞で観察 された(図2.13 C)。 鉄 欠乏条件で は発現は抑制 され,伴 細胞 と篩部柔細

胞 を含む箭部 のみ に発現がみ られた(図2.13 D)。 また,恒 常的 に孔辺細胞で発現 して い

た(図2.13 E)。

2-3-11 OsNAAT1遺 伝 子 の 発現 の 組 織 局 在 の 観 察

OsNAAT1の 発現 を,同 様 にプロモー ター-GUS実 験 で解析 した。発現 は鉄十分条件

の根 の中心柱 の一部で観察 され,表 皮細胞,一 部 の外皮細胞 で も観察 された(図2 .14 A,

C)。 中心柱 の細胞 の うち,原 生導管,後 生導管1に 隣接す る内鞘細胞 と,篩 部伴細胞 にお
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図2.13 OsNAS3の 発 現 様 式

(A, C, E)鉄 十 分 条 件、(B, D)鉄 欠 乏条 件 。(A, B)根 の 中心 柱 の拡 大 図、(C, D)葉 の大 維

管束 の拡大 図、(E)葉 の表面 の気孔付近 の拡大 図。矢印は気孔 を示 して いる。スケールバ

ー: 50 μm (A-D) 、10 μm (E)。



図2.12 OsNAS1とOsNAS2の 発 現 様 式

(A)鉄 欠乏条件の葉鞘 におけるOsNAS1の 発現様式。

(B)鉄 十分条件 の根 にお けるOsNAS2の 発現様式、(C)鉄 欠乏条件の根 における

OsNAS2の 発現様式、(D)鉄 欠乏の最新葉 にお けるOsNAS2の 発現様式。

ス ケー ル バ ー:500μm(A)、100μm(C)、50μm(B,D)。



図2.14 根 に お け るOsNAAT1の 発 現 様 式

(A-D)鉄 十分条 件、(E-H)鉄 欠乏 条件。(B, F)根 の中心柱 の拡大 図。(C, G)根 の表皮の拡

大図。(D, H)根 の縦断面。

ス ケ ー ル バ ー: 500 μm (D, H)、100 μm (A, E)、50 μm (B, F)、25 μm (C, G)。
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いて特 に強 い発現がみ られた(図2.14 B)。 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,中 心柱や外皮細胞 の一

部 でOSNAAT1の 発現 が観察 され た(図2.14 D)が,分 枝根や根毛 において発現 は観察

され なか った(デ ータは示 さない)。

鉄 欠乏条件 においては,OsNAAT1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2.14 E, G)。 特 に強 い発現が,原 生導管

と後生導管Iに 隣接す る内鞘 細胞 と,節 部伴細胞で観 察 された(図2.14 F)。 また,分 枝

根が 出根す る部位で は,鉄 十分,鉄 欠乏根 ともに,後 生導管Iの 周 りで強 い発現が観察 さ

れた(デ ータは示 さない)。縦断切片 を作製 して観 察する と,OSNAAT1の 発現 は,根 冠

分裂域,伸 長域を含めた根の全体で発現 していた(図2.14 H)。

鉄 十分条件の葉では,篩 部伴細胞で弱 い発現が観察 され た(図2.15 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 と篩部で強 い

発現が観察 された(図2.15 B)。 鉄欠乏条件の最大展 開葉で は,維 管束 を取 り囲む葉 肉細

胞,篩 部伴細胞 において発 現が見 られた(図2.15 C)。

2-3-12 OsDMAS1遺 伝 子 の 発 現 の組 織 局在 の 観 察

OsDMAS1の 発現 は,鉄 十分条件の根の中心柱 の一部で見 られた(図2.16 A , C)。 原

生導管,後 生導管Iに 隣接す る内鞘細胞で発現 していた(図2.16 B)。 縦断切片 を作製 し

て観 察する と,中 心柱の一部で発現 が観察 された(図2.16 D)が,分 枝根や根毛 にお い

て発現 は観察 されなか った(デ ータは示 さない)。

鉄 欠乏条件 においては,OsDMAS1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2.16 E , G)。 特 に強 い発現が,原 生導管 と

後生導管Iに 隣接す る内鞘細胞 と,篩 伴細胞で観察 された(図2.16 F)。 縦断切片を作製

して観察す ると,OSDMAS1の 発現 は,根 冠,分 裂域,伸 長域 を含めた根の全体 で発現 し

て いた(図2.16 H)。

鉄十 分条件の葉では,GUS活 性 は観察 されなか った(図2.17 A)。 鉄欠乏の最新葉で
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図2.15地 上 部 におけるOsNAAT1の 発 現様 式

(A)鉄 十 分条件、(B)鉄 欠 乏条件 の最新葉、(C)鉄 欠乏の最大展開葉。

ス ケ ー ル バ ー: 50 μm (A, B, C)。



図2.16 根 にお けるOsDMAS1の 発 現 様 式

(A-C)鉄 十 分 条 件 、(D-F)鉄 欠 乏条 件 。(B, E)根 の 中心 柱 の拡 大 図。(C, F)根 の縦 断 面 。

ス ケ ー ル バ ー: 500 μm (C, F)、100 μm (A, D)、50 μm(B, E)。



図2.17地 上 部 に お け るOsDMAS1の 発 現 様 式

(A)鉄 十分条件、(B)鉄 欠乏条件の最新葉。

スケールバー: 50μm (A, B)。
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は,篩 部で発現が観察 された。特 に,篩 部伴細胞 に発現が観察 された(図2.17 B)。 鉄 欠

乏条件 の最大展 開葉で は,最 新葉 の発現様式 と変わ らなかった(デ ータは示 さな い)。
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2-4 考 察

2-4-1 デオキシムギネ酸は鉄欠乏の根の全体で合成されている

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,NAS; NAAT

お よびDMASの 各遺伝子産物が必要で ある。イネ における これ らの遺伝子の発現 を,ノ

ーザ ン解析で検 出す る と,osNAS1, osNAS2, osNAAT1, OsDMAs1遺 伝子 の発現

が鉄欠乏処理 によって主 に根で強 く誘導 されていた(図2.2, 2.8)。 さ らに,こ れ らの遺

伝子 の発現 の組織局在 をプロモー ター-GUS実 験 によって解析す ると,全 ての遺伝子が

鉄欠乏 の根 の全体で発現 してお り,特 に根の分裂域,伸 長域 にお いてそ の発現が強 かった

(図2.10, 2.12, 2.14, 2.16)。Yoshida et a1. (2004)は,ム ギネ酸類の鉄溶解 力を利

用 して,鉄 欠乏オオムギ の根 にお いてムギネ酸類 が分泌 され る部位 を調べた。これによる

と,ム ギネ酸類 の分泌は,新 しい鉄欠乏根の先端でよ く起 こり,根 の基部 においても先端

ほ ど多 くな いが起 こる ことが示 された。プ ロモーター-GUS 解析 の結果か ら,根 の先端

で これ らの遺伝子 の発現が強 く,か つ根全体で発現 が観察 され ることか ら,合 成 され る場

と分泌の場 との間 には良い相関が あると考え られる。

トウモ ロコシのZmNASとGreen Fluorescent Protein (GFP)と の融合タ ンパ ク質 を

用 い た細 胞 内 局 在解 析 に よ る と,鉄 欠 乏 の根 で 強 く発 現 が 誘 導 され る ZmNAS1 と

ZmNAS2 は直径数 μm の小穎粒 に局在 して いた(Mizuno et aL,2003)。 オオムギの

HvNAS1 お よび HvNAAT-Aも,や は り細胞質基質 中の小穎粒 に局在 していた(根 岸,

1999)。 さ らに,HvNAS1, HvNAAT-A につ いては免疫 染色法 による解析 も行われ,

鉄 欠乏のオオムギ根端で増加す る粗面 小胞体 由来の小穎 粒(Nishizawa and Mori, 1987)

に これ らの酵素が局在する ことが明 らか とな って いる(Nagasaka et al., 2004)。 おそ ら

く,鉄 欠乏で発現 が強 く誘導 され,か っHvNAS1 と相 同性が 高いOsNAS1とOsNAS2,

さ らにOsNAAT1も 同様 の小穎粒 に局在 し,機 能 している と予想 され る。 さ らにこの小

穎粒が,鉄 欠乏 の根 の先端で観察 され ることは,OsNAS1とOsNAS2の 発現が根の先端

で強 い ことと一致 して いる(図2.10)。 イネでは,こ の小穎粒 の存在 は報告 されていない

が,イ ネ にお いて もムギ ネ酸類 の生合成 と貯蔵 の場 として機能す る,粗 面小胞体 由来 の小
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胞 に相 当す る穎 粒 が存 在 す る と考 え られ る(Nozoye et a1., 2004)。

また,OsNAS1とOsNAAT1は,鉄 十分条件の根の外皮細胞で発現が見 られ る場合 が

あ っ た(図2.9, 2.14)。 鉄 十 分 条 件 の イ ネ(Highuchi et al.1996)や オ オ ム ギ(Takagi

et a1., 1984)で も,微 量 なムギネ酸類 の分泌が報告 されている。 これ らの細胞での遺伝

子発現は,局 所的に鉄を必要とした細胞が,鉄 を獲得するためにデオキシムギネ酸類を合

成す るための ものではな いか と考え られる。

2-4-2OsNAS1とOsNAS2遺 伝 子 は長 距 離 輸 送 に関 与 す る細 胞 で発 現 している

プ ロモーター-GUS実 験 によれば,OsNAS1お よびOsNAS2は 原生導管 と後生導管1

に隣 接 す る内 鞘 細 胞 で 強 く発 現 して いた(図2.9, 2.12)。 また,同 じ細胞 でOsNAAT1,

OsDMAS1も 発 現 して いた(図2.14, 2.16)。 この こ とか ら,ニ コチ ア ナ ミ ン も し くはデ

オキシムギネ酸が導管での鉄の輸送に関与している可能性が考え られる。この可能性を支

持する報告がいくつかある。鉄十分条件と鉄欠乏条件のイネの導管液中に,デ オキシムギ

ネ 酸 が 検 出 さ れ る(Mori and Nishizawa, 1987; Kawaietal., 2001)。 地 上 部 に 鉄 を 運

ぶた めに,植 物は導管 を利用 して輸送 して いる と考え られて いる。 「Fe(III)一デオキシム

ギ ネ 酸 」 錯 体 は,導 管 中 のpH5.2-6.0で は,「Fe(III)-ニ コチ アナ ミ ン」 錯 体 よ りも安 定

で あ る(von Wiren et al., 1999)。 導 管 中 に クエ ン酸 が 多 く存 在 す る こ とか ら,「Fe(III)

-デ オキ シムギ ネ酸」または 「Fe(III)一クエ ン酸」錯体 が導管 における鉄の輸送形態 とし

て,可 能性が 高い と考 えて いる。

OsNAS1とOsNAS2, OsNAAT1, OsDMAS1は,鉄 欠乏条件 の地上部の伴細胞で も

発 現 して いた(図2.11, 2.12, 2.15, 2.17)。 鉄 欠 乏 の イ ネ の地 上部 に は,ニ コチ ア ナ ミン

とデ オ キ シム ギ ネ酸 双 方 の存 在 が 報 告 され て いる(Higuchi et al., 2001)。 従 って,全 て

のニコチアナミンがデオキシムギネ酸へ変換されているわけではなく,ニ コチアナミン自

体 も鉄 のキ レー ター として地 上部で働 いて いる もの と考 え られ る。

筋 管 内 のpHは,7.8-8.0で あ る。 このpH領 域 で は 「鉄 一ニ コチ アナ ミ ン」 錯体 の安

定性 は,「 鉄 一デオキ シムギネ酸」や 「鉄 一クエ ン酸」錯体 よ りも高い ことが,コ ンピュ
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ー ター シ ミ ュ レー シ ョンか ら明 らか にな った(von Wiren et al., 1999)。 これ らの こ とか

ら,箭 管 内 の 鉄 の移 動 はニ コチ アナ ミ ン を介 した輸 送 が,有 力 で あ る と考 え られ る。ニ コ

チ ア ナ ミ ン を合 成 で き な い トマ トの変 異 体chloronervaで は,鉄 が地 上 部 のア ポ プ ラス

ト内 に 沈 殿 し て い る(Scholz et al., 1992; Yoshimura et al., 2000)。 さ ら に,

Chloronervaの 地 上部 を野生株の台木 に接 ぎ木す る と,ク ロロシスの表現 型が回復する

(Rudolph et al., 1985)。 これ らの ことか ら,ト マ トのNAS遺 伝子 も,導 管周 囲の内鞘

細胞や篩部 伴細胞 で発現 している ことが考 え られ る。

2-4-3 OsNAS3は 細 胞 内 で金 属 栄 養 の 恒 常 性 に関わ る

これまでの結果 か ら,イ ネ科 のNASは,機 能 によって2種 類 に分類できる と考 え られ

る。1つ 目は,分 泌す るムギネ酸類の前駆体 であるニ コチ アナ ミンを合 成す る役割で ある。

2つ 目は,細 胞 内でニ コチ アナ ミンを合成 し,金 属 の恒常性 に関与す る と考 え られる。

OsNAS3は,以 下 に述べる理 由によ り,ト ウモ ロコシのZmNAS3と ともに主に後者 の

機能 を担 って いる と考 え られ る.

OsNAS3は,発 現様式,組 織局在がOsNAS1お よびOsNAS2と 大き く異なって いた。

ノーザ ン解 析 によ り,OsNAS3の 発現 は鉄十分条件の根 では観察 されず,鉄 欠乏条件の

根 にお いて若 干の誘導が観察 された(図2.2)。 さ らに,定 量 的RT-PCRの 結果か ら,

OsNAS3は 根で の鉄欠乏誘 導性 が,OsNAS1とOsNAS2に 比較 して極めて低 かった(表

2.1)。 鉄 欠乏イネの根を用 いた ウェス タンブロッ ト解 析 にお いて も,OsNAS3の スポ ッ

トはOsNAS1とOsNAS2の スポ ッ トよ りも微弱で あった(図2.4 B)。 イネ科植物で は,

鉄欠乏 によ ってムギネ酸類の合成量が増大す るため,ム ギネ酸類生合成経路 上の主要な酵

素であるNASの 発現が,鉄 欠乏処理 によ って抑制 され る という結果は予想外で あった。

プ ロモー ター-GUS実 験 によ り組織 局在 を調べ ると,鉄 欠乏条件では,OsNAS3は 根 の

中心 柱の一部 に局在 し,根 圏に近接す る表皮細胞,外 皮細胞,皮 層細胞での発現 は観察 さ

れなか った(図2.13 B)。 さ らに,OsNAS3は 地上部 で恒常的 に発現 してお り,こ の発現

パ ター ンは根か ら分泌す るムギネ酸類 の前駆体 で あるニ コチアナ ミンを供給す る 目的 と
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は考 えに くい。

OsNAS3とZmNAS3は,遺 伝子 の発現パ ター ン,タ ンパク質 の構造,組 織 局在 が非

常 に良 く似 ている ことか ら,イ ネ科植物 にお いて同 じ役割を果た して いる と考え られる。

この2つ の遺伝子 は,地 上部で恒常的 に発現 してお り,鉄 欠乏処理 によってその発現 が抑

制 され る。 タ ンパ ク質 の構造 は,N末 端 に親水性 の残基 を持 っていて,他 のNASと 比

べて長 い。現在 までに単離 されたNASの 分子系統樹 を示す(図2.18)。OsNAS3は 今 ま

で単離 され たNASの 中で,分 子 系統樹 にお いて トウモ ロコシのZmNAS3,オ オムギの

NASHOR2の 近縁 に位置す る(Mizuno et al., 2003)。Nakazono et al.(2003)がLaser

Capture Microdissection法 を用 いて,ト ウモ ロコ シの子 葉鞘 にお いて維管 束 のみ の

RNAを 抽 出 しマイ クロア レイ解析 を行 った ところ,ZmNAS3が 発現 して いた。これは,

OsNAS3が 篩部伴細胞 に発現す る ことと非常 に類似 している(図2.13C)。 これ らの共通

点 は,OsNAS3とZniNAS3が 属する第2のNASグ ループが,イ ネ科植物 にお いて同様

の役割 を果 た している ことを示唆 して いる。

2-4-2節 にも記 したよ うに,ニ コチ アナ ミンはStrategy II植 物だけでな く,Strategy I

植物 に とって も必須 の物質である。トマ トの変異株chloronervaはNAS活 性 を欠損 して

お り(Higuchi et al., 1996a),植 物体 内で鉄 を正 しく利用する ことがで きな い(Becker

et al., 1995)。 この変異株 は野生株 に比べ,全 ての組織 で鉄含量が 高い(Scholz, 1985;

Becker et al., 1992)に もかかわ らず,若 い葉で の葉脈間ク ロロシス とい う典型的な鉄 欠

乏症状 を示す(Stephan and Grun, 1989)。 野 生株 を台木 に して変異株chloronervaを

接 ぎ木す る ことによ り変異株 の表現型 は正常化する(Bohme and Scholz, 1960)。 また,

ニ コチ アナ ミ ンの葉 面塗布 によ って も表現型 の正常化 が見 られ る(Budesinsky et al.,

1980)。 また,HvNAAT-A遺 伝子をタバコへ導入 し,過 剰発現 させ ると内生のニコチ ア

ナ ミンがケ ト体へ と変換 されて,結 果的 にニコチアナミ ン欠損 とな りchloronervaに 似

た表現型 を示 した(Takahashi et al., 2003)。 これ らの報告 はニ コチ アナ ミンが非イネ科

植物 にお いて も,体 内 の鉄の恒常性 に必要不可欠で ある ことを示唆 している。

ZmNAS3とGFPと の融合 タンパ ク質をタマネギの表皮細胞で一過的 に発現 させ ると,

細胞 質 に局在 した(Mizuno et al., 2003)。 従 って,OsNAS3の 属す るNASグ ループは,
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図2.18 NASフ ァミリー の 分 子 系 統 樹

ORFの 確定 したNASタ ンパ ク質 の分子系統樹。OsNASは イネ、AtNASは シロ

イ ヌナズナ、HvNASお よびNASHORは オオムギ、LeNASは トマ トか ら単離 さ

れたNASを 表す。 それぞ れの遺伝 子のアクセ ッシ ョン番号 を以下 に記す。

OsNAS1(AB021746)、OsNAS2(AB23818)、OsNAS3(AB023819)、

ZmNAS1(AB061270)、ZmNAS2(AB061271)、ZmNAS3(AB042551)、

AtNAS1(AB021934)、AtNAS2(AB021935)、AtNAS3(AB021936)、

AtNAS4(BAD22596)、HvNAS1(AB010086)、HvNAS2(AB011265)、

HvNAS3(AB011264)、HvNAS4(AB011266)、HvNAS5(AB011268)、

HvNAS6(AB011269)、HvNAS7(AB019525)、NASHOR1(AF136941)、

NASHOR(AF136942)、LeNAS(AJ242045)。
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積極的にムギネ酸類の合成には関与せず,細 胞内において様々な金属の恒常性 に関わって

いるものと考 え られ る。鈴木 らによ り,亜 鉛欠乏によ りOsNAS3の 発現が地上部,根 の

両方で強 く誘導されることが明 らかになった(未 発表)。亜鉛は細胞内で様 々な生体反応

に重要な役割 を果た して いる(Marschner, 1995)。 細胞 内器官へ亜鉛 を輸送するために,

「Fe(III)-ム ギネ酸類」錯体 トランスポーターのホモ ログ(YSL)が 用 い られている可能

性が ある。なぜ な ら,ト ウモロコシのZmYS1は 「Zn(II)-デ オキ シムギネ酸」を輸送 し

(Schaaf et al., 2004),イ ネ は18個 も のYSLが ゲ ノム 上 に存 在 す る(第3,4章)。 こ

れ らの うちのい くつかが 「Zn(II)-ニ コチアナ ミン」錯体 を輸送基質 とし,液 胞,ミ トコ

ン ドリアや クロロプラス ト等 の膜 に局在 して働 いている可能性が高 いか らである。従 って,

亜鉛要求性が高まった細胞では,OsNAS3が ニコチアナミンを積極的に生産 しその濃度

を上 げ,亜 鉛 をキ レー トす る ことによ り利用効率の向上を図って いると推 定 される。また

ニコチアナミンは,金 属の過剰ス トレスか ら植物を守る機能を有 していることも考えられ

る 。Fe過 剰(Pich et a1., 2001),Ni過 剰(Vacchina et al., 2003),Zn過 剰(Weber

et al., 2004)に 対 して,ニ コチ アナ ミンが液胞 に過剰 な金属 を隔離 して,細 胞へ の傷害

を回避 している可能性がある。現在,金 らによ りニコチアナミン合成酵素を過剰発現させ

た形質転換タバコを用いて,様 々な金属過剰への耐性検定が行われている(未 発表)。今

後,ニ コチアナ ミンの金属欠乏 ・過剰へ の役割が,分 子 レベルで詳細 に解明 されてい くだ

ろ う 。

2-4-4 OsDMAS1の 活 性 と構 造 に つ い て

ムギネ酸類生合成経路 のうちケ ト体か らデオキシムギネ酸への反応を触媒する酵素は,

Shojima et a1. (1990)に よ るRI取 り込 み実 験 に よ ってNAD(P)H依 存性 で あ る こ とが

確認 され ていた。 根岸(2002)は,オ オムギのデオキシムギネ酸合成酵 素遺伝子 の単離

を試 み た 。 この酵 素 がaldo-keto reductase superfamilyに 属 す る との 仮 説 に基 づ き,

この フ ァミ リー内 に存在す る保存 されたア ミノ酸配列か ら,デ ィジェネ レー トプライマー

を設計 しPCRを 行 った。得 られ たPCR断 片 を用 いて鉄欠乏オオムギ根cDNAラ イブラ
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リーか ら遺伝子 のスク リーニ ングを行 った結果,グ ルタチオ ン還元酵素 に相 同性の高い鉄

欠乏誘導性遺伝子を二つ単離 した。これらの遺伝子産物のタンパク質はケ ト体か らデオキ

シムギネ酸を生成する反応の触媒活性をもつことから,こ れらの遺伝子はHvDMAS1,

HVDMAS2と 命名 された。そ の後,こ れ らの遺伝子 と相 同性 の高 いHvDMAS3が 単離 さ

れ た(Bashir et al., 2004)。

本研究を始めるにあた り,イ ネよりデオキシムギネ酸合成酵素遺伝子の単離を試みた。

HVDMAS1の 配列を基 に,こ れ と相 同性 の高 い遺伝子をイネのデータベースで検 索 した。

その結果,イ ネのグルタチオン還元酵素遺伝子(OsGR)が 最も高い相同性を有していた

(Kaminaka et al., 1998)。 そ こで,ノ ー ザ ン解 析 によ って,OsGRの 発 現 を調 べ た。

OsGRは 恒常的 に地上部で強 く発現 してお り,根 での発現 は弱か った。鉄欠乏処理 によっ

て遺伝 子の発現 の変化 が観察 されなかった(デ ータは示 さない)。 これ らの ことか ら,イ

ネにはHvDMASに 相同性の高いデオキシムギネ酸合成酵素は存在 しない可能性が考え

られた。すなわ ち,HvDMASに 相 同性の高いタ ンパ ク質以外 にもケ ト体 を還元す る酵素

が存在することが予想された。

そ こで,農 業生物資源研究所の協力 によ り21,938個 のクロー ンを独立に認識す るオ リ

ゴマイクロアレイを用いて,鉄 欠乏イネの根で発現が誘導される遺伝子の探索を行った。

そ の結 果,鉄 欠 乏 によ り誘 導 され るaldo-keto reductase superfamilyに 属 す る還 元 酵

素遺伝子を一つ見いだした。この遺伝子の産物であるタンパク質は,デ オキシムギネ酸合

成酵 素活性 をを示 した ことか ら(図2.7),イ ネのデオキシムギネ酸合成酵素(OsDMAS1)

と命 名 した。

OsDMAs1と 相同性の高い遺伝子を他の植物種で検索し,予想されるアミノ酸配列をも

とに,分 子 系統 樹を作成 した(図2.19)。OsDMAS1と 高い相同性 を持つ遺伝子が,オ オ

ム ギ(HvDMAS4),ト ウ モ ロ コ シ(ZmDMAS1),コ ム ギ(TaDMAs1),ソ ル ガ ム

(SbDMAS1)な どの,ム ギネ酸類 を合成す るイネ科植 物 に存在す る ことが明 らか になっ

た。一方,ム ギネ酸類 を合成 しな いシロイ ヌナズナで,最 も相 同性 の高 いAt1g 59950.1

は57%の 相 同性 しかなか った。 さらに,現 在 まで に当研究室 で行われたイネ科のマイク

ロア レイ解析か ら,OsDMAS1と 相 同性 の高 い遺伝子 の発現 パター ンを検証 した。そ の結
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図2.19 OsDMAS1類 似 遺伝 子 の分 子 系 統 樹

推定ORFの アミノ酸配列 につ いて分子系統樹 を作製 した。
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果,OsDMAS1と 相 同性 の 高 い遺 伝 子 の発 現 が,鉄 欠 乏 オ オ ム ギ(Suzuki et al.,

submitted),鉄 欠乏 トウモ ロコ シ(根 岸,未 発表)の 根で強 く誘導 されて いる ことが 明

らかになった。 したが って,こ れ らのOsDMAS1様 遺伝 子はイネ科植物 に広 く存在 し,

デ オキシムギネ酸合成 に関与 して いる可能性が示 された。

本研究 で単離 した,aldo-keto reductase型 のOsDMAS1は,イ ネ科植物 に広 く存在

し,基 本的なデオキ シムギネ酸合成 を担 って いると考え られる。これ に加えて,オ オムギ

で は多量のムギネ酸類 を生合成す るた めに,ケ ト体か ら還元す る過程 を強化す るため に,

グ ル タ チ オ ン還 元 酵 素 を 基 に して,独 自 の 還 元 酵 素(HvDMAS1, HvDMAS2,

HvDMAS3)を 進化 させた可能性 が考え られ る。 オオムギのムギネ酸類 の分泌量 は,イ

ネ と比較 して数 十倍以 上に達 し(Higuchi et al., 1996b),ム ギネ酸類合成 の酵素活性 も

非常 に強 い。例 えば,ニ コチ アナ ミン合成酵素遺伝子 は,イ ネ には全ゲ ノム中に3つ しか

存在 しないのに対 し,オ オ ムギで は現在 まで に9つ の存在 が確認 されて いる。また は,ム

ギネ酸類 生合成を行 うため に,効 率の良い細胞 内局在を とるためにHvDMAS1～3が 進

化 してきた可能性 も考え られる。

OsDMAS1の 酵素活性 の測定 の際,限 外濾過 でOsNAAT1とOsDMAS1を 濃縮 し,

NAAT反 応液 とNADPHを 同時 に添加す る ことで,OsNAAT1とOsDMAS1を ニ コチ

アナ ミンに同時に反応 させ る と,連 続 して反応 を行 った場合 と比較 してデオキ シムギネ酸

の 生成 量が60%低 下 した(デ ー タ は示 さな い)。 反 応性 が低 下 した原 因 と して,

OsDMAS1のLys-260を 含む4つ のアミノ酸残基(IVKS)に,PLPが 結合す ることに

よってDMAS活 性が大き く低下する機構が ある と考 えて いる。このア ミノ酸残基 にPLP

とNADPHが 競合 的に結合す る ことは,オ オムギのaldo-keto reductaseフ ァミ リーの

内の,glyceraldehydeとerythroseを 特 異的 に還元す る酵素の研究か ら明 らか にされた

(Roncarati et al., 1995)。 野生型のglyceraldehyde還 元酵素は,反 応液へのPLPの

添 加 によ って反応 効 率が著 し く低下す る。 一方,Lys-262を 含 む4つ のア ミ ノ酸残基

(IPKS)の 内のLysがMetに 置換 され た変異型酵素は,通 常条件 での活性が低 いものの,

PLPに よる活性 の低下が軽減 され る。この原因 として,「IPKS」 のアミノ酸配列の変異 に

よって,PLPと の結合能が低下 した ことが考え られてい る。 さらに,反 応 を行 う前 に野
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生型 の還元 酵素をNADPH溶 液 に加 え,NADPHを 還元酵素 と結合 させ た場合,PLPの

添加 による活性 の低下 が軽減 される。以上の ことよ り,NAAT反 応 とDMAS反 応 を同時

に行った場合,NAAT反 応液 に含 まれるPLPがNADPHよ りも先 にOsDMAS1に 結合

したため に,DMAS活 性 が低下 した もの と考 え られ る。従 って,効 率良 くデオキ シムギ

ネ酸 を合成す るため には,OsNAAT1とOsDMAS1は 異なる細胞 内局在 をとる必要があ

る可能性が示唆 され る。

2-4-5 OsNAS1とOsNAS3は 水 の輸 送 に関 与 す る可 能 性 が ある

0sNAS1とOsNA53は,そ れぞ れ機動細胞 と孔辺細胞 で発現 していた(図2.11 H, 2.13

E)。 これ らの細胞 は共 に水の輸送 によって機能 が制御 され る ことを特徴 としている。 こ

の ことか ら,ニ コチ アナミンも しくは,「 金属-ニ コチ アナ ミン」錯体が,水 の輸送の制

御 を通 して これ らの細胞 の機能 制御 に関わ る可能性が ある。機 動細胞 は,イ ネ科植物の葉

の上表皮 に特 有の組織で,葉 の水分が減少す る と,機 動細胞が膨圧 を失 って収縮す る。こ

の収縮 によ って稜 と稜が 引き寄せ らる。これが上表 面側 の機動細胞で一斉に起 こる ことに

よ り,葉 は上表面側 に巻 き込 まれ る。機動細胞 内の水 の調節 を行 う原形質膜 上の水チ ャン

ネルが,二 価 カチオ ンによ って阻害 される ことによ り,こ の制御 を行 っている との報告が

ある(Gerbeau et al, 2002)。 この ことは,「 二価 金属-ニ コチ アナ ミン」錯体が水チ ャ

ンネル活性化の制御 を行 って いる可能性 を示唆 して いる。

OsNASは アブ シジン酸 によって,発 現が制御 されている可能性が ある。なぜ な ら,ア

ブ ジシン酸 に応答す るシス配列(ABRE)様 配列ACGTGが,OsNAS遺 伝子 のプロモー

ター領域 に存在す るか らで ある。OsNAS1の 上流領域 に一つ(-1544～-1549), OsNAS2

の上流領域 に一つ(-386～-391), OsNAS3の 上流領域 に二 つ(-148～-153, -360～-365)

存在する。これ らのシス配列 は,ア ブジシン酸 を感知 し遺伝子の発現制御 を行 って いる可

能性 も考え られ る。

一方
,植 物体内の水分の制御 には亜鉛が関与す る。気孔 の開閉 に亜鉛が必要 とされ るこ

とがカ リフラワーで調べ られて いる(Sharma et al., 1995)。 亜鉛欠乏の ヒヨコマメで
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は,水 ス トレス条件下で,浸 透圧の調節 が適切 にで きな くな ることも報告 されて いる

(Khanet al., 2004)。 さらに,亜 鉛欠 乏のオオムギは,水 の地 上部へ の移行が抑 制さ

れ ることが示 されて いる(Tsukamoto et al.,未 発表)。 上述 したよ うに,OsNAS3は 亜

鉛 の栄養 との関係が深 い可能性が ある。これ らの ことか ら,「 亜鉛-ニ コチアナ ミン」錯

体が,気 孔 の開閉や浸透圧 の調節 に介在 して いる可能性 が考 え られ る。
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