
第3章 「鉄-デ オキシムギネ酸」錯体 トランスポーター

第3章 「鉄-デ オキ シムギネ酸」錯体 を輸送す る

OsYSL 15の 解 析

3-1要 約

「Fe(III)-デ オ キシムギネ酸」錯体 の トランスポーターをコー ドする トウモロコシの遺

伝子Zmys1と 相 同性 の高 い遺伝子(OsysL)が,イ ネのゲ ノム 中に18個 存在 した。 こ

れ らのOsYSLの 配列は,ト ウモ ロコ シで単離 されて いるZmYS1と37～76%の 相 同性

を有 して いた(水 野,2003)。 推定 され るアミノ酸配列を基 に,分 子 系統樹 を作製 した(図

3.1)。 その うち発現が鉄 十分条件 の根で観察されず,鉄 欠乏条件 の根で強 く誘 導 され る

Os睨15に つ いて解 析 を進めた。OsYSL 15は673ア ミノ酸残基 か らな り,16個 の膜

貫 通領域 を持つ と推定 された。OsYSL 15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 胞膜 に局在 した。OsxsL 15プ ロモー ター-GUS実

験 を行 うと,鉄 十分条件の根 にお いて節部に弱い発現が観察された。鉄十分条件の葉でも,

維管束 の筋部 に弱 く発 現 した。鉄 欠乏条件の根では,表 皮細胞,外 皮細胞,皮 層細胞 に発

現 が観察 され,特 に箭部伴細胞で強 い発現が観察された。OsYSL 15が 輸送す る物質を調

べ るた めに,ア フ リカツ メガエル の卵母細胞 を用いて,電 気生理学 的な実験 を行 った。

OsYSL 15は 「Fe(III)-デ オキ シムギネ酸」錯体 を輸送す ることが明 らかとなった。
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図3.1 OsYSLフ ァミリー 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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3-2実 験 方 法

3-2-1 OsYSLの ノー ザ ン解 析

鉄欠乏 によるObYSLの 発 現の変化 を調べた。2-2-10と 同様 の方 法にて栽培 を行 い,第

5葉 が展開 した ときに鉄 欠乏処理 を開始 し,10日 間鉄 を除 いた水耕液で栽培を行 った。

鉄十分条件のイネは,そ れまで と同 じ濃度 の鉄 を加えた水耕液で栽培 した。トータルRNA

の抽 出お よび,ノ ーザ ン解 析は2-2-1と 同様 の方法で行 った。以下 のプライマーを用いて,

各OsYSLに 特 異的なプ ローブを作製 した。イネの鉄欠乏根から作製 したcDNAを 鋳型

と して用 いた。

OsYSL2  Forward 5'-TCTGCTGGCTTCTTTGCATTTTCTG-3'

Reverse 5'-ACCATGTCGAACTCAGCATCCAGGA-3

OsYSL6  Forward 5'-ATCTCAACAGCAACTGTGCCAATGA-3'

Reverse 5'-TCCAAATAAACAACGGATTTTGCGC-3'

OsYSL 13  Forward 5'-GCCGTCTTCCGGAGCATAGCGATAC-3'

Reverse 5'-TCTTCATCAGAATCGTTGTTGCAAC-3'

OsYSL14  Forward 5'-AGCAATATTGGCACAAGCGGCACCG-3'

Reverse 5'-AGATCAATTGATCACGATGGCACGA-3'

OsYSL 15  Forward 5'-GCGTTCGCCGTGCTCACGAACGTGG-3'

Reverse 5'-ATCCTCCACCCATGAAATTAAACAC-3'

OsYSL 16  Forward 5'-ACCGACATGAACATGGGGTACAACT-3'

Reverse 5'-TCTATACGTCTGCATTGACGCTGTA-3'

3-2-2 OsYSL15-GFP融 合タンパク質による細胞 内局在 の解析

OsYSL15-GFP融 合 タンパ ク質 を発現 させ るた めに用いたベクターは,丹 羽康夫博士

(静岡県立大学)よ り提供 され たベ クター (CaMV 35S-sGFP(S65T)-NOS3') に,イ ン

ビ トロジ ェ ン社 のGateway Systemを 導 入 した も ので あ る。まず,、NcoIサ イ トとSalI

サイ トに以下のオ リゴリンカーを導入 した。用いた リンカー配列は,以 下の通 りである。

5'-TCGAGATATCGGTACCAGATCTGAGCTCGAGGTCGA

60



第3章 「 鉄-デ オキシムギネ酸」錯体 トランスポーター

5'-CTAGTCGACCTCGAGCTCAGATCTGGTACCGATATC

導入 されたEcoRVサ イ トで切断 し,こ こに三つ の遺伝子 断片(aatR1,ク ロラム フェ

ニ コー ル抵抗性 遺伝子,ccdB配 列,aatR2)を 持 つ フラグ メン トを導入 した。 これを

pDEST35S-sGFPと 名 付 けた 。

これに,OsYSL15のORF部 分 を導入 したベ クター を作製 した。OsYSL15遺 伝子 の

全長を,イ ネの鉄欠乏根か ら作製 したcDNAを 鋳 型 として,以 下 のプライマーを用 いて

増幅 した。

OsYSL15 GFP.F: 5'-CACCATGGAGCACGCCGACGCGGACCGCA-3'

OsYSL15 GFP.R: 5'- GCTTCCAGGCGTAAACTTCATGCAG-3'

増幅 したOsYSL15遺 伝子 断片 を,pENTR/D-TOPO(イ ンビ トロジェン)に サブク ロ

ー ニ ン グ した
。このベ ク ター をpENTR-OsYSL15と 名付 け た。続 いて,pENTR-OsYSL15

をLR recombination reaction(イ ン ビ トロジ ェ ン)を 用 いて,pDEST35S-sGFPに 導入

し た 。

タマネギの表皮細胞への遺伝子の導入,お よび蛍光顕微鏡を用いた観察はMizuno

et al.(2003)の 方 法 に 従 っ た 。

3-2-3 プ ロモーター.GUS実 験 によるOsYSL15の 組織局在 の解析

コ ン ス トラ ク トの 作 製,イ ネ の 形 質転 換 は2-2-8 ,2-2-9と 同様 に行 っ た。OSYSL15

の翻訳開始点を起点として,上 流1.5kb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。

OsYSL15p F 5' GAGAGAAAGCTTGTATAGCATTTGACTCCGCGGACTT3'

OsYSL15p R 5' GAGAGATCTAGAGGCGGCGGCGGCGGCGTCGATCTCG3'

形質転換イネのGUS活 性 の組織化学的観 察は,2-2-11と 同様 に行 った。

3-2-4ア フリカツメガエルの卵母細胞を用いたOsYSLの 輸送 活性の測定

OsYSL15を 卵 母 細 胞 で発 現 させ る ため に,cRNA(complementary RNA)をin vitro
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で合成 した。以下のプライマーを用いてOsYSL15の 全 長をイネの鉄欠乏根か ら作製 した

cDNAを 鋳型 としてPCRに よ り増 幅 した。

OsYSL15 F 5'-TCGTGGGAATTCTCGAGCAGCTAAGCGAGATCGACGC-3'

OsYSL15 R 5'-TTTATTTCTAGAATCCTCCACCCATGAAATTAAACAC-3'

増 幅 され たPCR断 片 を,EcoRIとXbaIで 消化 しpBluescriptII (SK-)に 導入 し,目 的

のコンス トラク トを得た。

OsYSL15のcRNAの 合 成 に は,MEGAscript SP6 kit (Ambion, Austin, TX, USA)

を用いた。方法は,付 属す る説 明書 に従 った。

刺激溶液 は,「 金属-ニ コチ アナ ミン」 また は 「金属-デ オキ シムギネ酸」を用 いた。

金属 とニコチアナミンまたはデオキシムギネ酸を量 りとり,イ オ ン交換水 に溶解 した。次

に,最 終濃度が5mMと な るようにHEPESバ ッファーを加 え,2N NaOHでpHを 調

整 した。得 られた刺激溶液 を4℃ の暗所で一晩静置 した。沈殿が生じた場合は,遠 心 し

て上清 を使用 した。

OsYSL15のcRNA 10 ngを,Igarashi et al. (2000)の 方 法 に よ り調 製 した 卵 母

細胞に注入 し,48時 間イ ンキ ュベー トした。卵母細胞を1m1の96mM NaCl, 2mM KC1,

5mM HEPES (NaOH)溶 液(pH7.5)に 置 き,固 定電圧法 によ り電流 を測定 した。 クラ

ンプ電圧は-60mV～-120 mVの 範 囲で 固定 し,作 製 した刺激溶液(10μ1)を 加 え

た時 の内向き電流 を測定 した。

1つ のア ッセイ につ いて,OsYSL15を 発現 させ た卵母細胞 を6つ と, OsYSL15を 発

現 させな い卵母細胞(ネ ガティブコ ン トロール)の6つ を,独 立 に用 いて測定 を行 った。

62



第3章 「鉄-デ オキシムギネ酸」錯体 トランスポーター

3-3 結 果

3-3-1 鉄 欠乏条件 によるOsYSLの 発現様 式

イネを鉄十分条件と,鉄 欠乏条件で水耕栽培し,OsYSL遺 伝子の発現様式をノーザン

解析によって明らかにした。ノーザ ン解析で転写産物が検出できたものについてのみ,図

3.2に 示す。OsYSL15とOsYSL16は 根特異的 に発現 していた。OsYSL15は 鉄十分条

件では根 において もほ とんど発現していなかったが,鉄 欠乏処理 によ って発現が強 く誘導

された。一方,OsYSL16は 根 にお いて鉄十分条件で微 弱に発現 し,鉄 欠乏条件で僅か に

発現 が誘導 された。OsYSL2は 鉄欠乏条件の葉で のみ,発 現が観察 された。OsYSL6は

葉,根 の どち らで も鉄十分条 件で発現 していて,鉄 欠乏処理 によ り発現が抑 制 された。

OsYSL13は 葉で も根で も鉄十分条件で発現 していた。葉における発現は鉄欠乏処理によ

って抑制されたが,根 における発現 に変化 はなか った。一方,OsYSL14は 葉,根 のどち

らで も鉄十分条件で発現 してお り,鉄 欠乏処理 による発現 の変化は観察 されなかった。そ

の他の遺伝子に関 してはこの栽培条件では発現は観察されなかった。他の金属による制御,

あ るいは他の生育ステー ジにお ける発現が考えられる。

3-3-2 OsYSL15の 構 造

OsYSL15は 推 定ORFが673ア ミ ノ酸残基か らな っていた。HMMTOPプ ログラム

(http://www.enzim.hu/hmmtop/; Tusnady and Simon, 1998)で 膜 貫 通 領 域 を推 定

した と こ ろ,16個 の膜 貫 通 領 域 を持 つ と推 定 され た。OsYSL15の ア ミ ノ酸 配 列 を図3.3

に示 し,推 定 され る膜 貫 通 領域 を下 線 で示 した 。
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図3.2 OsYSLの 鉄 欠乏による発現の変化

+Feは 鉄十分条件、-Feは 鉄欠乏条件で栽培 したイネ を示す。



図3.3 OsYSL 15と トウモ ロコシ のZmYS1と の ア ミノ酸 配 列 の 比 較

TM: OsYSL 15の 予 想 され る膜 貫 通 領 域 。

膜 貫 通 領 域 の予 測 に は、HMMTOPプ ロ グ ラム を用 い た(Tusnady and Simon, 1998)。
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3-3-3 OsYSL 15の 細 胞 内 局 在

OsYSL 15とGFPと の融合タ ンパク質 を,パ ーテ ィクルボ ンバー トメ ン トによってタ

マ ネ ギ の 表 皮 細 胞 に導 入 して 一 過 的 に発 現 させ,細 胞 内 局 在 解 析 を 行 っ た 。

OsYSL15-GFP融 合 タ ンパク質 は,細 胞膜 に局在 した(図3.4 A)。 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3.4 B)。 これ らの結 果 と,OsYSL 15

が膜貫通領域 を持つ こ とと合わせ ると,OsYSL 15は 細胞膜 にお いて機能 している と考え

られ る。

3-3-4 OsYSL 15の 発 現 の 組 織 局 在

OsYSL15の 発現 の組織局在 を,プ ロモーター-GUS実 験で解 析 した。発現は鉄十分

根 の中心柱の一部で観察された(図3.5 A)。 中心柱の細胞 の うち,原 生導管,後 生導管I

に隣接す る内鞘細胞 と,篩 部伴細胞 において特 に強 い発現がみ られた(図3.5 B)。 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OSYSL15の 発現が観察 された

(図3.5 C)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,OSYSL 15の 発現 は,表 皮細胞,外 皮細胞,皮 層細胞,中 心柱

の一部の組織で観 察 された(図3.5 D)。 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 部伴細胞で観察 された(図3.5 E)。 縦断切片を作製 して観察す ると,

OsYSL15の 発現 は,分 裂帯か ら伸長帯 の外皮細胞で発現していた(図3.5 F)。 また,一

部 の中心柱で も発現が観察 された(図3.5 F)。

鉄十分条件の葉では,篩 部伴細胞と,葉 肉細胞の一部,維 管束鞘細胞で発現が観察され

た(図3.6 A)。 鉄欠乏条件の最新葉でも,篩 部伴細胞と,葉 肉細胞の一部,維 管束鞘細

胞で発現が観察された。後生導管と原生導管の周囲で発現が観察される場合があった(図

3.6 B)。鉄欠乏条件の最大展開葉では,鉄 欠乏条件の最新葉の発現様式と同様であった(デ

ー タ は示 さな い)
。
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図3.4 OsYSL 15-GFPタ ン パ ク質 の タマ ネ ギ 表 皮 細 胞 に

おける細胞内局在

35Sプ ロモ ー ター によ ってOsYSL15-GFP融 合 タ ンパ ク質 を一 過 的 に

発現 しているタマネギの表皮細胞を共焦点顕微鏡で観察 し,三 次元構

築 した 像 。

A: OsYSLI5-GFPを 発 現 して い る細 胞,B: GFPの み 。

ス ケ ー ル バ ー: 50μm (A, B)。



第3章 「鉄一デオキシムギネ酸」錯体 トランスポーター

図3.5根 におけるOsYSL 75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: 500μm(C, F)、100μm(A, D)、50μm(B, E)。



図3.6 地 上部 におけるOsYSL15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:50 μm (A, B)。
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3-3-5 卵 母細胞を用いたOsYSL15の 輸送物質の 同定

アフリカツメガエルの卵母細胞にOsYSL15を 発現 させ,ク ランプ電圧 をかけて物質 を

与 え た と き の 卵 母 細 胞 に 流 れ る 内 向 電 流 を測 定 す る こ と に よ り,輸 送 活 性 を 調 べ た 。

OsYSL15は,「Fe(III)-デ オ キ シム ギ ネ 酸 」 錯 体 を 輸送 した(図3.7)。 「Fe(II)-ニ コチ

アナ ミ ン」,「Fe(III)-ニ コチ アナ ミ ン」 お よび 「Mn(II)-ニ コチ アナ ミ ン」錯 体 は輸 送 し

な か っ た。
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図3.7 OsYSL15の 輸 送 活 性 の 測 定

バ ーは平均値 ±SDを 示す。ND ,検 出 されず。
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3-4 考 察

3-4-1 OsYSL15に よる鉄 の 輸 送 に つ い て

アフ リカ ツメガエルの卵母細胞を用いた輸送活性の測定により,OsYSL15は 「Fe (III)

-デ オキ シムギ ネ酸」錯体を輸送す る事が明らかになった(図3 .7)。 さらに,プ ロモータ

ー-GUS実 験 よ り,鉄 欠乏根 の表皮細胞 と外皮細胞で強 く発現する事が明 らかになった

(図3.5 D, F)。 これ らのことか ら,OsYSL15は 鉄欠乏条件 において,分 泌 されたデオ

キ シムギネ酸 によって可溶化された鉄を根圏か ら吸収するための,主 要 な トランスポータ

ー である と考 えられる。

「Fe (III)-デ オキ シムギネ酸」錯体 が吸収 される部位は,鉄 欠乏根 の分裂域 と伸長域の

外 皮細胞 と表皮細胞 とが考えられる。Mihashi et al. (1989)は,multi-compartment

transport boxを 用 いて,オ オムギの根における 「Fe (III)-デ オキ シムギネ酸」錯体の吸

収 の部位 を調べた。 この実験によると,オ オムギ の根 の先端で は,「Fe (III)-デ オキ シム

ギネ酸」 錯体の吸収が少なく,根 の先端か ら5～40 mmで の吸収が最 も多か った。本論

文 の,プ ロモー ター-GUS実 験 によればOsYSL15は,分 裂域 と伸 長域 の外皮細胞 と表

皮細胞 で発現していることか ら,Mihashi et al. (1989)の 実験 と非常によ く一致 してい

る。Yoshida et al. (2004)は,ム ギネ酸類 の鉄溶解 力を利用 して,オ オムギの鉄欠乏根

の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 においても起 こる ことが示された。

根は,根 体 と根 冠に分ける ことがで きる。根冠は,根 体の先端を帽子 のよ うに覆 い保護

している。デオキシムギネ酸生合成に関わる遺伝子の発現は,根 体の生長点で強 い ことか

ら(第2章),根 体 の先端でデ オキ シムギネ酸生合成 も盛んであると考え られる。従って,

ムギネ酸類 の根 圏へ の分泌 は,根 体 の先端 で最 も盛 んで ある と考えている。 この付近で,

OsYSL15が 発現 して いることは,ム ギネ酸類 の分泌 と,「Fe (III)-デ オキシムギネ酸」の

吸収がほぼ同 じ部位で行われている可能性が高いことを示している。今後,未 同定 のムギ

ネ酸類分泌 トランスポーターの単離 と組織局在の解析によって,さ らに詳細 に分子 レベル

での解明が進むと期待される。
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OsysL15は 鉄 欠乏根 の箭部伴細胞で強 く発現していることか ら,「Fe (III)-デ オキシム

ギネ酸」錯体の筋管内輸送にも関与していると考えられる。植物が吸収した無機元素は,

通常導管を通り地上部へ輸送されると考えられている。しかし,鉄 欠乏条件では,地 上部

の生長点部位が鉄を早急に必要とするために,根 から直接節管を経由して地上部へ輸送す

る可能性がある。生長点などの新しい組織では導管は発達しておらず箭管が主な輸送経路

となることが考えられる。これらの仮説を裏付ける報告がいくつかある。デオキシムギネ

酸生合成に関与する遺伝子群は,鉄 欠乏根の箭部伴細胞で強く発現している(第2章)。

Mori et al. (1991)は 筋管 中にデオキ シムギネ酸が存在することを報告 している。さら

に,Tsukamoto et al. (未 発 表)は,根 か ら 「Fe (III)-デ オ キ シム ギ ネ酸 」 錯 体 と して 投

与 した鉄 は、鉄欠乏オオムギの最新葉へは節管を通 じて輸送されることを,Positron

Emitting Tracer Imaging System (PETIS)法 を用 いて 巧 妙 に証 明 して い る。

3-4-2 0sYSLの 多 様 な 発 現 様 式

OsYSL6とOsYSL13は 鉄十分条件 の葉で発現 し,鉄 欠乏処理 によって発現が抑制 され

た(図3.2)。 さらに,こ れ らの遺伝子 の発現様式 はOsNAS3の 発現様 式(図2.2)と 類

似 してい ることか ら,OsNAS3と 協 同的 に働 いている可能性 も考 えられる。同様 にシロ

イヌナズナのAtYSLの うちの一つ は鉄十分条件の葉で発現 し,鉄 欠乏処理 によって発現

が抑 制 され る(Jean et al., 2002)。 この遺伝子 は鉄過剰処理 によ り葉での発現が誘導さ

れ,こ の遺 伝子 を破壊 した変異株 は過剰の鉄に感受性を示す(Jean et al., 2002)。

OsYSL14は 葉,根 の どち らで も発現 してお り,鉄 欠乏処理 による発現 の変化 は見 られ

な か っ た(図3.2)。 ニ コチ ア ナ ミ ンは鉄 だ けで な く,マ ンガ ン,亜 鉛,コ バ ル ト,ニ ッケ

ル,銅 な どの遷 移 二価 金 属 を キ レー トす る(Benes et al.,1983)。 従 って,OsYSL14は

鉄以外の金属とニコチアナミンとの錯体を輸送している可能性があり,鉄以外の金属欠乏

処理をしたイネで発現が誘導されているかもしれない。

上記以外の12個 のOsYSLの 発現 は観察 されなか った(デ ータは示 さな い)。 これ らの

遺伝子は他の金属欠乏ストレスや,過 剰ス トレス,ま たは生育段階によって発現が制御さ
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れていて,今 回の栽培条件では発現していなかったのかもしれない。今回発現が確認でき

な か ったOsYSL4, OsYSL8, OsYSL10, OsYSL12は イ ネゲ ノム プ ロ ジェ ク トに よ る

完全長cDNAラ イブラ リー中に見 出された。これらの4種 類 のcDNAク ロー ンは花 か ら

抽 出 したmRNAを もとに作 ったcDNAラ イブ ラリー由来 であった(菊 池尚志,私 信)。

これらの遺伝子は生殖生長段階において特異的に発現しているのかもしれない。農業生物

資源研究所遺伝子機能研究チームによって作製されている,Tos17に よ るイネの遺伝子

破壊 系統 の中にOsYSL12が 破壊 された変異株(NE7024)が 見出 された。この変異株 は

半分が不稔形質を示 していた(宮 尾 安藝雄,私 信)。さ らに,生 殖 生長期 にお いて,OsNAS1

とOsNAS3遺 伝 子 が発 現 して い る こ とが 報 告 され て い る(Takahashi et al., 2004)。 し

たがって,18個 のOsYSLの うちのい くつかが,生 殖生長段階で 「金属-ニ コチ アナ ミ

ン」錯体の輸送に関与している可能性は非常に高い。
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第4章 「金属-ニ コチアナミン」錯体 を輸送す

るOsYSL2の 解 析

Plant Journal (2004) 39: 415-424

4-1 要 約

第3章 で見 出 した18個 のOsYSLフ ァミ リー のうち,鉄 十分条件,鉄 欠乏条件の根で

発現が観察 されず,鉄 欠乏条件の地 上部で発現が強 く誘導されるOsYSL2 (図3.2)に 着

目した。OsYSL2は674ア ミノ酸残基か らな り,14個 の推定膜貫通領域を持 って いた。

OsYSL2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,

細胞膜 に局在 した。OsYSL2の プロモーター-GUS実 験 を行 うと,鉄 十分条件の根 にお

いて箭部にOsYSL2の 弱い発現が観察された。鉄十分条件の葉でも,維 管束の篩部に

OsYSL2は 発現 した。鉄欠乏条件の葉では,OsYSL2は 全て の細胞で発現 してお り,特

に箭部伴細胞で強 い発現が観察 された。また,OsYSL2は 生殖器官 において も発現 した。

OsYSL2の 輸 送す る物質を調べるために,ア フ リカツメガエル の卵母細胞 を用いて,電 気

生理 学 的 な 実験 を 行 った。OsYSL2は 「Fe (II)-ニ コチ アナ ミ ン」錯 体 と,「Mn (II)-ニ コ

チアナミン」錯体を輸送した。OsYSL2は 「金属-ム ギネ酸類」錯体 を輸送 しなか った。

これ らの こ とか ら,OsYSL2はFe (II), Mn (II)の 箭 管 輸 送 に関 わ って い と考 え られ る。

さらに,OsYSL2は 種子 の登熟過程 にお いて発現 していることから,Fe (II)とMn (II)を

種子へ輸送する重要な役割を担っていると考えられる。
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4-2 実 験 方 法

4-2-1 OsYSL2-GFP融 合タンパ ク質による細胞 内局在 の解析

3-2-2 と同様 の方法で行 った。OsYSL2の 全長を増 幅す るため に,以 下のプ ライマー を

用 いた 。

5'-CACCATGGAAGCCGCCGCTCCCGAGATAG

5'-GCTTCCGGGAGTGAACTTCATGCAG

4-2-2 プ ロモーター-GUS実 験 による05Y3L2の 組織局在 の解析

コ ンス トラ ク トの作 製,イ ネ へ の遺 伝 子 の 導 入 は2-2-8,2-2-9と 同様 に行 った 。OsYSL2

の翻訳開始点を起点 として1.5kbの プロモー ター領域 を増幅す るた めに,以 下のブライ

マー を設計 した。

OsYSL2pF5'-GAGAGAAAGCTTAAAGGGAGTACTTCGCATGTAGAT-3'

OsYSL2pR5'-GAGAGATCTAGAGTGAAAGGTGGCGGCACCAGCTTAG-3'

形質転換イネ のGUS活 性 の組織化学的観察は,2-2-11と 同様 に行 った。

4-2-3 卵 母細胞を用 いたOsYSL2の 輸送活性 の測 定

3-2-4 と同様 の方法で行 った。OSYSL2を 卵母細胞で発現 させ るために,cRNAをin

vitroで 合成 した。以下 のプライマーを用いてOsYSL2の 全長をPCRに よ り増幅 した。

OsYSL2F5'-GAGAAGGAATTCCTAAGCTGGTGCCGCCACCTTTCAC-3'

OsYSL2F5'-CTCACCTCTAGAACCATGTCGAACTCAGACTCCAGGA-3'
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4-3 結 果

4-3-1 OsYSL2の 構 造

OsYSL2の 推 定ORFは,674の ア ミ ノ 酸 残 基 で あ っ た 。SOSUIプ ロ グ ラ ム

(http://sosui.proteome.bio.tuat.ac.jp/sosuiframeO.htm1; Hirokawa et a1., 1998)で

膜 貫 通 領 域 を推 定 した と こ ろ,14個 の膜 貫 通 領 域 を持 つ と推 定 され た。 推 定 され る ア ミ

ノ酸 配 列 と,推 定 され る膜 貫 通 の構 造 を図41に 示 す 。ZmYS1に はN末 端 側 に グル タ

ミ ン酸 を多 く含 む 配 列 が 保 存 され て い る(Curie et al., 2001)が,OsYSL2に は保 存 さ

れ て いな か った 。

4-3-2 OsYSL2の 細 胞 内 局 在

OsYSL2-GFP融 合 タ ンパ ク質 を,パ ーテ ィクルポ ンバー トメ ン トによってタマネギの

表皮細胞で一過的に発現させた。OsYSL2-GFP融 合 タンパク質は,細 胞膜 に局在 した(図

4.2 A)。 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4.2 B)。

4-3-3 OsYSZ2の 発 現 の 組 織 局 在

OsysL2の 発現 の組織局在 を解析す るため に,OsysL2の プロモー ター領域1.5kbを

GUSに つないだコ ンス トラク トを作製 し,イ ネ に導入 した。鉄十分条件 の根においては,

OsYSL2は 中心柱 の 一部,と くに篩 部伴細胞 にお いて発現 していた(図4.3 A)。 鉄欠乏

の根 においては,篩 部伴細胞 における発現 が誘導 されていた(図4.3 B)。 鉄欠乏の根の

表皮細胞,外 皮細 胞,皮 層細胞 において発現 は観察 されなかった。
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図4.1 OsYSL2とZmYS1と の アミノ酸 配 列 の 比 較 と推 定 され る膜 貫 通 構 造

TM: OsYSL2の 予想 され る膜貫通領域 を示 した(A) 。膜 貫通領域 の予測 には、
SOSUIプ ログ ラムを用 いた。SOSUIに よって得 られ た推定 され る膜 貫通構造(B) 。



図4.2 OsYSL2-GFPタ ンパ ク質 の タマ ネ ギ 表 皮 細 胞 に

おける細胞内局在

35Sプ ロモー ター によってOsYSL2-GFP融 合 タンパ ク質 を一過的に

発現 して いるタマネギの表皮細胞を共焦点顕微鏡で観察 し,三 次元構

築 した像 。

A:OsYSL2-GFPを 発 現 して い る細 胞,B:GFPの み。

ス ケ ー ル バ-:50μm(A,B)。



図4.3 OsYSL2の 発 現 の 根 と葉 鞘 に お け る組 織 局 在

(A)鉄 十分条件 の根,(B)鉄 欠乏条件の根。 挿入 図はそれぞれの中心柱の節部伴細胞の

拡大図。(C)鉄 欠 乏葉鞘。(D)葉 鞘の維管束の拡大図。黒三 角は鯖部伴細胞を示す。
スケールバー:500μm(C),100μm(A ,B)、25μm(D),5μm(A,B挿 入図)。
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鉄十分条件の地上部において,OsYSL2は 葉や葉鞘の維管束 の箭部細胞で発現していた

(図4.3C, D, 4.4A)。 一方,鉄 欠乏の地上部 にお いては,全 ての組織で発現 してお り,

特 に節部伴細胞 において強 い発現が観察された(図4.4B)。

OsYSL2の 生殖 生長期 における発現 を同様 に解析した。OsYSL2は 開花前の小穂 の維

管束 にお いて発現 していた(図4.5A)。 葯 の中心部分 に弱い発現が観察 されたが,花 粉

には発現 して いなかった。開花後には,発 現 は維管束 にお いて強 く,特 に穀皮の上端部 に

お いて強 い発現を示 した(図4.5B)。 受粉後5日 目では,発 達 中の子房 に強 い発現 が観

察 され た(図4.5C)。 さ らに,受 粉後8日 目に強 い発現が胚 と内胚乳 の周辺部に観察さ

れた(図4.5D)。 子房が熟 してか ら20日 後 には,胚 と内胚 乳の周辺 にお いて強 い発現が

観察された(図4.5E)。30日 後 には,20日 後 と同様 の組織 にお いて発現 が観察された(図

4.5F)。

4-3-4 卵 母細胞を用いたOsYSL2の 輸送 物質の同定

アフリカツメガエルの卵母細胞にOsYSL2を 発現 させ,ク ランプ電圧-60mVに お

いて物 質 を与 えた ときの卵母細胞に流れる内向電流を測定することによって輸送活性を

調べた。OsYSL2は,「Fe(II)-ニ コチアナミン」と 「Mn(II)-ニ コチ アナ ミン」錯体 を輸

送 した。 しか しなが ら,OsYSL2は 「Fe(III)-デ オキシムギネ酸」,「Mn(II)-デ オキシム

ギネ酸」,「Zn(II)-ニ コチアナ ミン」,「Cu(II)-ニ コチアナ ミン」お よびニ コチ アナミン

単体を輸送 しなかった(図4.6)。 「Mn(II)-ニ コチ アナ ミン」錯体 の輸送活性 を示した こ

とから,イ ネ にマ ンガ ン欠乏処理を行 いOsYSL2の 発現 を解析 した。 しか しなが ら,ノ

ーザ ン解 析 にお いては
,根,地 上部 ともにOsYSL2の 発現 は誘導 されなかった(デ ー タ

は示 さな い)。
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図4.4 OsYSL2の 発現の葉における組織局在

(A)鉄 十分条件,(B)鉄 欠 乏条件。黒三角は節部伴細胞 を示す。

ス ケ ール バ ー:25μm (A, B)。



図4.5 OsYSL2の 発現の登 熟過程での組織局在

(A)開 花 前,(B)受 粉 後,(C)受 粉 後5日,(D)受 粉 後8日,(E)受 粉 後20

日,(F)受 粉 後30日 。



図4.6 OsYSL2の 輸 送 活 性 の 測 定

バ ー は 平 均 値 ±SEを 示 す 。ND,検 出 され ず 。
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4-4考 察

4-4-1 OsYSL2の 輸送物 質特異性 について

OsYSL2の 輸送物質特異性 は,ト ウモ ロコシのZmYS1よ りも高 いことが判明 した。

ZmYS1の 輸 送 物 質 は,Schaaf et al. (2004)に よ っ て酵 母 と卵 母 細 胞 を用 い て解 析 が 進

められている。その報告によると,ZmYS1は 様 々な金属錯体を輸送する ことが明らかに

な って い る。 デ オ キ シム ギ ネ酸 を キ レー タ ー と して,Fe(III),Zn(II),Cu(II),Ni(II),そ

して低 い活 性 で あ るがMn(II),Cd(II)を も輸 送 した。 ニ コチ ア ナ ミ ン をキ レー ター と し

て,Ni(II),Fe(II),Fe(III)を 輸 送 した。 輸 送活 性 の を示 す 電 流 値 は,「 金 属-デ オ キ シム

ギネ酸」錯体で刺激 したほうが,「 金属-ニ コチ アナ ミン」錯体よ り高 いと報告されてい

る。したがって,ZmYS1は 「金属-デ オキシムギネ酸」錯体に対 して,高 い輸送親和性

を持つ と結論づ けている。

一方
,OsYSL2は,「 金属-デ オキ シムギネ酸」錯体は輸送 しなかった。「金属-ニ コチ

ア ナ ミ ン」錯 体 の うち で も,Fe(II)とMn(II)の み を輸 送 し,Fe(III),Zn(II)やCu(II)は

輸送 しなかった(図4.6)。OsYSL2の 輸送物質の選 択性 について,RobertCHider博

士に化学的な見地からご助言をいただいた。以下の3つ の理由により,輸 送物質の選抜が

行われていると考えられる。

1) Fe(II),Mn(II)は 原子半径が似てお り,ニ コチ アナミ ンとキ レー トした錯体は八面体

構造をとる。

2) Fe(II),Mn(II)の ニ コチ アナ ミ ン錯 体 は共 に ,Netcharge(-1)で あ る。

3) Cu(II),Zn(II)は 四 配位 で あ り,ニ コチ アナ ミ ン との錯 体 は 四面 体 構 造 を とる。

さらに,Fe(III)は 電子密度が 高 く(錯 体 を形成す る場 合,水 分子 が配位す る と考 え られ

る),ニ コチ アナ ミ ンとの錯体 はNet chargeが 中性 にな る ことが 明 らか にな っている

(von Wiren et a1. 1999)。 以 上 の こ とか ら,OsYSL2が 「Fe(II)-ニ コ チ ア ナ ミ ン 」 と

「Mn(II)-ニ コチ アナ ミン」錯体 のみ を輸送 し,他 の金属錯体 を輸送 しない ことは推定さ

れる金属錯体の構造と性質からも裏付けられた。しかし,詳 細な認識機構の解明には,こ

れらの金属錯体とOsYSLタ ンパク質の結晶構造解析などを行う必要がある。
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4-4-2 osYSL2は 根 からの鉄吸収 に関与しない

OSYsL 2はOSYSL 15と は異な り,鉄 欠乏の根 の表皮細胞や 外皮細胞では発現していな

い(図4.3B)。 さ らに,卵 母細胞 を用 いた物質 の輸送活性の測定においても,OsYSL2

は 「Fe(III)-デ オキ シムギネ酸」を輸送 しなか った。したがって,OsYSL2は 鉄欠乏時に

根圏か ら 「Fe(III)-デ オキ シムギネ酸」錯体を吸収するために働 くトランスポーターでは

ないと考えられる。

4-4-3 OsYSL2は 鉄 のイネ体 内での長距離輸 送に関与 している

一方
,OsYSL2は 維管束の箭部伴細胞 で発現す る ことか ら,少 な くとも鉄 とマンガ ンは

ニコチアナミンと錯体を形成し,篩 管を通じて長距離輸送されていると考えられる。鉄十

分条件において,地 上部,根 で ともに植物体 内にニ コチアナミンの存在がHPLCに よっ

て 確 認 さ れ て い る(Higuchi et al., 2001)。 さ らに,3つ のOsNASは,篩 部 伴 細 胞 で発

現 している(第2章)こ とよ り,篩 管へ のニ コチ アナ ミンの供給 を積極的に行っていると

考え られる。したがって,節 管内ではニコチ アナミンが金属に対して過剰に存在 し,効 率

良 く鉄 とマ ンガ ンを輸送 して いると考えられる。

OsYSL2は 鉄 欠乏 によ って,発 現が強 く誘導 され る ことか ら,鉄 欠乏時 に鉄輸送 を促進

するため に重要な役割を果たしていると考えられる。ノーザン解析では,根 では発現 して

お らず,鉄 欠乏の地上部で強 く誘導 される(図3.2)。 プロモー ター-GUS実 験か らは,

鉄 欠乏の葉のみな らず,鉄 欠乏の根 の節部で発現が強 くなった(図4.3B, 4.4B)。 鉄欠

乏により組織局在は変化せず,発 現する強度が増していた。鉄欠乏条件では,植 物体に含

まれるニコチアナミン含量が,鉄 十分条件 に比較 して葉で2～3倍 に上昇する(Higuchi et

al., 2001)。 さ らに,Tsukamoto et al.(未 発 表)は,鉄 欠 乏 オ オ ム ギ の最 新 葉 へ 移行 す る

鉄は,篩 管 を介 して輸送 され る ことをPETIS法 を用 いて巧妙 に示 した。 これ らのことか

ら,鉄 欠乏条件では根より吸収した鉄の一部は,篩 管を介して鉄を要求する組織や細胞へ

と速やかに輸送される可能性がある。この輸送形態として,「Fe(III)-デ オキシムギネ酸」
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第4章 「金属 ーニコチアナ ミン」錯体 トランスポーター

錯体 とともにrFe (II)一ニ コチ アナミン」錯体が想 定 され,OsYSL2が これ らの金属錯体

の輸送 に重要で あると考えている。

OsyS乙2はoNAs1, OSNAS2と 同 じく鉄欠乏の最新葉で葉 肉細胞全体に発現し,植

物体 内の鉄 の輸送 に関与 して いる可能性がある。OsYSL2の 発現 は,鉄 欠乏の最新葉 にお

いて強 く誘導 されていた(図4.4 B)。 さらに,OSNAs1とONAS2も 鉄欠乏 の最新葉

の全体 で,非 常 に強 く発現が誘導 されて いた(第2章)。 鉄欠乏時 に,鉄 を効率良 く利用

す るた めに,植 物体内ではOsNASが ニ コチ アナ ミンを多量 に生産 し,ニ コチ アナ ミンで

鉄 をキ レー トしOsYSL2に よ り 「鉄 ーニ コチ アナ ミン」錯体 として細胞内に輸送してい

るものと考えられる。また,種 子 の登熟過程 にお いて,oNAs1, oNAS3が 発現す る

こ とが 報 告 され て い る(Takahashi et a1., 2004)。 登熟 過 程 にお いて,種 子 へ 鉄 を輸 送 す

るために,ONAsとOsYsL2は 協 同 して働 いて いる と考 え られる。
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