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5-1要 約

シロイヌナズナの鉄栄養異常変異体の原因遺伝子として単離されたERD3遺 伝子と相

同性の高い遺伝子(OsFRDL)が,イ ネのゲノム 中に4個 存在 した。 これ らのOsFRDL

の配 列 は,FRD3と39.1～56.7%の 相 同性 を有 して いた 。 これ ら4つ のOsFRDL遺 伝

子のうち,3つ(OsFRDL1, OsFRDL2, OsFRDL3)を イネ の鉄 欠乏根か ら作製 した

cDNAラ イ ブラ リー よ り単離 した。 ノーザ ン解析および定量的RT-PCRに よ り,こ れ ら

の遺伝子の発現を解析した。OsFRDL1は,鉄 十分条件および鉄欠乏条件の根および地上

部で発現していた。OsFRDL2は,鉄 十分条件 の根,地 上部で ともに発現 して いた。鉄欠

乏条件では,地 上部で発 現が減 少 した。OsFRDL3は,鉄 十分条件の地上部 で発現 してお

り,鉄 欠乏処理 によって発現 が若干誘導された。OsFRDL1とGFPと の融合 タンパ ク質

をタマネギの表 皮細胞で発現させると,細 胞膜 に局在 した。OsFRDL1の プロモー ター-

GUS実 験を行うと,鉄 十分条件,鉄 欠乏条件ともに,長 距離輸送に関与する細胞で発現

していた。さらに,OsFRD乙1は 生殖過程 にお いて も発現 していた。
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5-2 実 験 方 法

5-2-1 イネゲノムデータベースを利用したFRD3ホ モログの検 索

AtFRD3と 高 い相 同性 を もつ イ ネ の遺 伝 子(OsERDL)を 探 す た め にOryza sativa L.

ssp.japonica (cv. Nipponbare) (Goff et al., 2002)の イ ネ ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス に 対 し

てBlast検 索 を行 った。検索の結果FRD3に 高 い相同性 を もつOsFRDLが4つ 見出 さ

れ た 。

5-2-2 cDNAラ イブラリー の ス クリー ニ ング

各OsFRDL遺 伝子を認識するプローブを作製し,鉄 欠乏処理をしたイネの根から調製

したcDNAラ イ ブ ラ リー(Higuchi et al., 2001)の ス ク リー ニ ング を行 った 。 プ ロー ブ

作製に用いたプライマーを以下に示す。

OsFRDL1  Forward  5'-CGTTACAACATCATTTGTGGCTGAA-3'

Reverse  5'-GTGATCTGATTGTTAGGTAGCGAAC-3'

OsFRDL2  Forward 5'-CAGTGTCACGACATCATTTGTTGCG-3'

Reverse 5'-GAGATCTGACTACCAAGTACTTTAG-3'

OsFRDL3  Forward 5'-AGCATCAGCTGGTATTGGTGTGTCGG-3'

Reverse 5'-AGCATCTGCAAGCAAAGATACCGCA-3'

5-2-3 OsFRD3の ノー ザ ン解 析

鉄 欠 乏 に よ るOsFRDLの 発 現 の変 化 を調 べ た 。 方 法 は3-2-1と 同様 に行 った 。

プ ロー ブ に は,5-2-2と 同 じ もの を用 いた 。

5-2-4 定 量 的RT-PCR

2-2-2と 同様 の 方 法 によ り行 っ た。 用 い た プ ライ マ ー は
,以 下 の通 りで あ る。

OsFRDL1F-RT 5'-CTCATGGCGATTATTATTAATCCTC-3'
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OsFRDL1R-RT 5'-TACTACTAATTAATGTATAATACTT-3'

OsFRDL2F-RT 5'-TGAGGTGGTTGGACTTTGTTGAACA-3'

OsFRDL2R-RT 5'-CCAATGCTCCGTATATCTCACGGTG-3'

OsFRDL3F-RT 5'-GCATGAGGAACCCAAAACAGAGCTA-3'

OsFRDL3R-RT 5'-AGCTGTTTACGCAGCAGCAAACTGG-3'

5-2-5 OsFRDL1-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。OsFRDL1の 全長 を増幅す るため に,以 下 のプライマー

を 用 いた 。

5'-GAGCTCTGGTACCATGGCTAGGTCTGAAGAAGA

5'-GAGACTCTGTCGACCTTCCGGAGGAACACCCAT

5-2-6 プ ロモ ー ター-GUS実 験 に よるOsFRDL1の 組 織 局 在

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 。

OsFRDL1の 翻 訳 開始 点 を起 点 と して8.0kbの プ ロモ ー タ ー領 域(2つ のUntraslated

regionを 含 む)を 増幅す るために,以 下 のプライマーを設計 した。

OsFRDpF 5'-GAGAGAGGTACCAGAGGCAGATACATTTTTTTTATCG-3'

OsFRDpR 5'-GAGAGAGGTACCGCCGGTGCCGGGCGGGGAAACGTACGTGTT-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。
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5-3 結 果

5-3-1 cDNAラ イブラリー の ス クリー ニ ング で 得 られ たクローン

cDNAラ イブラ リーのス ク リーニ ングにより,OsFRDL1, OsFRDL2, OsFRDL3が

単離 された。ゲ ノム検索で見 出されたもう一つのOsFRDL4は 単離する ことが出来なか

った。OsFRDL1は15個 のエキ ソンか らな ってお り,1番 目と2番 目のエキソ ンは非翻

訳領域で,3番 目のエキ ソンに開始 コ ドンが存在 していた。非常に長いイントロンを持ち,

1番 目の イ ン トロ ンは 約2.3kb,2番 目の イ ン トロ ン は約3.9kbの 長 さで あ っ た 。

OsFRDL2 は12個 のエキ ソンをもち,開 始 コ ドンは1番 目のエキ ソンに存在 して いた。

OsFRDL3 は14個 のエキ ソンを もち,開 始 コ ドンは1番 目のエキ ソンに存在 して いた。

Rogers et al. (2002) によれば,シ ロイ ヌナズナの FRD3 は13個 のエキソ ンか らな り,

1番 目のエキソ ンは非翻訳領域で,2番 目のエキ ソンに開始 コ ドンが存在する。また,1

番 目のイ ン トロンは約2.6kbの 長 さで ある。各OsFRDLとERD3の ゲノム構造の模式

図を図5.1に 示 した。

5-3-2 各遺 伝子がコー ドするOsFRDLタ ンパク質

スクリーニングによって単離された遺伝子がコー ドする各 OsFRDL のアミノ酸配列を

図5.2に 示 す 。FRD3 で膜貫通領域であると予測された部位は高度に保存されていた。一

方,N末 端近傍と,2番 目と3番 目の膜貫通領域に挟まれる領域は互いに相同性が低かっ

た 。 HMMTOP (http://www.enzim.hu/hmmtop/html/document.html; Tusnady

and Simon, 1998) による予測ではこの2つ の領域は細胞質側に位置すると予測された。
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図5.2 OsFRDLフ ァミリー とシ ロイヌナ ズ ナ のFRD3と の ア ミノ酸 配 列 の 比 較

TM: OsFRDL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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5-3-3 3つ のOSFRDLの 発 現 様 式

鉄欠乏処理 したイネ を用 いて,ノ ーザ ン解析 を行 った。OsFRDL1は 恒常的 に根で発現

して いて,鉄 欠乏処理 によって,発 現が若干誘導 された(図5.3)。 葉で は発現が観察 され

なか った。OsERDL2と OsFRDL3の 発現は,鉄 十分条件 および鉄欠乏条件の根,地 上部

ともにノーザ ン解析で は検 出されなかった(デ ータは示 さな い)。

次 に,OsFRDLの 発現量 を定量 的RT-PCRを 用 いて検 出 した(表5.1)。OsFRDL1は

恒 常的 に根で発現 して お り,鉄 十分条件 と鉄 欠乏条件 の葉で も弱く発現していた。根,地

上部で ともに鉄 欠乏によ り発現が若干減少した。OsERDL2は,鉄 十分条件 と鉄欠乏条件

の,根,地 上部 ともに発現 してお り,根,地 上部で ともに鉄欠乏 によ り発現が減少 した。

OsFRDL3は 地上部 で主 に発現 してお り,鉄 欠乏 によ って発現 がわず かに誘導された。

5-3-4 OsFRDL1の 細 胞 内 局 在 解 析

OsFRDL1-GFP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

の表皮細胞で一過的に発現させた。OsFRDL1-GFP融 合 タンパ ク質は,細 胞膜 に局在 し

た(図5.4)。 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(デ ー タ

は示 さな い)。

5-3-5 プ ロモーター-GUS実 験 によるOsFRDL1の 発現 の組 織局在の解析

OsFRDL1の 発 現 の組織 局在 を解 析す るため に,OsFRDL1の プ ロモ ー ター領域 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,

OsERDL1は 中心 柱の一部分において発現 していた(図5.5 A)。 表皮細胞や外皮細胞で

は発現 が観察 されなかった(図5.5 C)。中心柱 の細胞 の うち,OsFRDL1は 特 に原生導管,

後 生導管Iに 隣接す る内鞘細胞 と,篩 部伴細胞 において発現 して いた(図5.5 B)。 鉄 欠

乏条件 の根 においては,発 現の組織 局在性 は変化 しなか った(図5.5 D, E)。 鉄欠乏の根

の表皮細胞や外皮細胞 では発現が検出されなかった(図5.5 F)。

鉄十分条件の地上部において,OsFRDL1の 発現は維管束と葉肉細胞において観察さ
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図5.3 OsFRDL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

OsERDL1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、FS:鉄 欠乏葉。

表5.1 OsFRDL遺 伝子の定量的RT-PCR

各OsFRDL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RNA1 μg当

た りのOsFRDLの コ ピー 数 を示 す 。(mean ± SD; n=3)。CR:鉄 十 分根 、FR:

鉄 欠 乏根 、CR:鉄 十分 根 、FR:鉄 欠 乏 根 、CS:鉄 十分 葉 、FS:鉄 欠 乏 葉 。
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図5.4 OsFRDL1-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OsFRDL1-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。

ス ケ ー ル バ ー: 50 μm。



図5.5 根 に お け る OsFRDL1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 の表 皮 の拡 大 図。

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



図5.6地 上 部 に お け るOsFRDL 1の 発 現 様 式

(A, B)鉄 十分条件、(C, D)鉄 欠乏条件の最新葉。

(A, C)大 維管束 の拡大 図、(B, D)小 維管束 の拡 大図。

スケールバー: 50μm。
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れた(図5.6A, B)。 一方,鉄 欠乏の地上部 にお いては,大 維管束,小 維管束の篩部

伴細胞 にお いて強 い発現が観察された(図5.6C, D)。 葉肉細胞 に も発現が観察 された。

生殖器官においては,OsFRDL1は 開花前 の小穂 と外皮で発現 していた(図5.7 A)。

葯 にお いて も発現が観察 され(図5.7 B),特 に花粉で強 い発現が観察 された(図5.7 B)。

弱 い発現が花糸で検 出 された。さ らに,受 粉後,外 皮 の維管束 と小穂,子 房 に強 い発現が

観 察 された(図5.7 C)。 弱い発現 が雌ず いで検 出された。受粉後5日 目には,発 達 中の

子 房で強 い発現 が観 察 された(図5.7 D)。
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図5.7 OsFRDL1の 発 現 の 登 熟 過 程 で の 組 織 局 在

(A)開 花 前,(B)開 花 前の葯の拡大 図,(C)受 粉後,(D)受 粉後5日 。
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5-4考 察

本章では,シ ロイ ヌナズナの鉄栄養異常変異株の原因遺伝子 として単離されたFRD3

遺伝子 に着 目した。このホモログがイネではムギネ酸類の放出 トランスポーターとして機

能 しているのではないか と考えた。以下に,そ の仮説 にた どり着 いた過程 を記す。

5-4-1鉄 栄養異常を示すシロイヌナズナの変異株frd3

(Rogers et al., 2002)

シロイヌナズナの変異株frd3は 複雑 な表現型 を示す。frd3で は鉄十分条件において も

鉄欠乏状態 の野生株 と同程度に二価鉄 トランスポーター遺伝子(IRT1)が 発現 している。

frd3で は三価鉄 キ レー ト還元 酵素遺伝子(FRO2)の 発現 も同様 に常 に高 く,根 にお ける

還元活性 も常 に高い状態にある。また,frd3は 鉄十分条件 にお いて も根 か ら水 素イオン

を放出し,根 圏 のpHを 低下 させて いる。二価鉄 トランスポーターの発現誘導,根 にお け

る還元活性 の増加,根 圏pHの 低下 というこれ ら3つ の応 答はStrategy I植 物の鉄 欠乏

応答 と して知 られて いる。つま り,frd3は 恒常的 に鉄欠乏応答 のメカニズムが働いてい

る異常株である。常に鉄欠乏応答を示しているため,frd3は 鉄 および他 の金属 を地上部

に過剰 に集積する。また葉は鉄欠乏の典型的な症状であるクロロシスを呈する。このよう

に,frd3は 体内 に鉄 を過剰 に集積 してい るにもかかわらず,ク ロロシスを呈 し,あ たか

も鉄欠乏状態で あるかのよ うな応答を示す という,一 見複雑な表現 型を持 って いる。この

ような異常な表現型を引き起 こす原因遺伝子がポジショナルクローニングによって特定

された。その遺伝子がFRD3で ある。

シ ロイヌナズナの野生株でのFRD3遺 伝子 の発現は根 に特異的で,そ の発現量はわず

かであ り,鉄 欠乏処理 によ ってわず かに増加する。一方,変 異株frd3で は鉄十分条件 に

おいて野 生株 の10倍 か ら100倍 以 上の発現がみ られる。 プ ロモーター-GFP実 験 によ

る と,発 現 は根の維管束 周辺 の ごく限 られた部位で特異的に観察された(Green et al.,

2004)。FRD3が コー ドするタ ンパ ク質 は12個 の推 定膜貫通領域 を持ち,Multidrug and

Toxin Efflux Familyに 属す る ことが明 らか とな った。
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Rogers et al. (2002)は 表 現 型 の観 察 か らFRD3が ニ コチ アナ ミ ンの トラ ンス ポー タ

ー で あ る可 能 性 を示 唆 して いた
。 しか し,Rogers et a1. (2002)は,ZmYS1 (Curieeta上,

2001)が 「鉄-ニ コチ ア ナ ミ ン」 錯 体 の トラ ンス ポ ー ター で は な く,ニ コチ ア ナ ミ ン単

体 の トラ ンス ポ ー タ ー で あ る と考 え て いて,FRD3が そ のYSLと 相 同性 が 低 か った た め

に,FRD3は ニ コチ アナ ミ ン の トラ ンス ポ ー タ ーで あ る可 能 性 は 低 い と結 論 づ けた 。そ し

て,FRD3はMultidrug and Toxin Efflux Familyに 属 す る トラ ンスポ ー ター で あ る に

も関 わ らず,鉄 栄 養 状 態 を示 す 情 報 物 質 の レセ プ タ ー で はな いか と推 論 して い た。

5-4-2 FRD3 が ニコチアナミントランスポーターである可能 性

-見 複 雑 なfrd3の 表 現 型 は トマ トの変 異株chlorOnervヨ の 表現 型 に非 常 に よ く似 て い

る。ch1oronervaはNAS遺 伝 子 を 欠損 した変 異株 で(Ling et al., 1999) ,体 内 にニ コ

チ アナ ミ ン は検 出 され な い(Higuchi et al., 1996 a)。 この変 異 株 は土 壌 か ら吸収 した鉄

を植 物 体 内で 正 し く利 用 す る こ とが 出 来 な い(Becker et aL, 1995)。 表現 型 と して は ,

特 に地 上 部 の 若 い葉 で 葉 脈 間 ク ロ ロ シス を呈 し(Stephanand Grun, 1989),地 下 部 で は

常 に鉄 欠 乏応 答 を して いる。そ の た め に鉄 や 他 の金 属 を土 壌 か ら過 剰 に吸 収 し,地 上 部 に

過 剰 集 積 す る(Scholz, 1985; Becker et al. 1992)。

これ らの知見か ら,土 壌か ら吸収 した鉄 を体内で正 しく利用するにはニコチアナミンが

必須であることが明らかである。葉脈間クロロシスという表現型か ら,維 管束 か らの鉄の

積 みお ろ しにニ コチアナミンが大きく関与している事が考え られる。おそ らく,こ の積み

おろ しは 「鉄-ニ コチアナ ミン」錯体 の形で行われ,複 数種存在す るYSLの うちのいず

れかが機能 しているのであろう。根か ら吸収された養分は一度,導 管 または節管の通導組

織 に入 った後に地上部に運ばれる。YSLに よって通導組織か ら鉄が積 みおろされるため

には,通 導組織 内にニコチアナ ミンが存在する必要がある。chloronervaは ニコチアナミ

ンを体内で合成 しな いために積みおろしができないのだろう。一方,frd3変 異株はニコ

チ アナ ミンを合 成するが,導 管内 にニコチ アナ ミンを積み込むことができないのではない

か と考えた。なぜなら,frd3変 異株 は導管 内に三価鉄が沈着 してお り,鉄 は細胞 内には
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取 り込まれてお らず アポプラス トに存在す ると報告 されたか らである(Green et al.,

2004)。

導管内はアポプラス トであるので,導 管内への積み込みは細胞外への放出にあたり,

FRD 3がeffluxに 関 与 して いる フ ァ ミ リー に属 して いた こ と と矛 盾 しな い。も し,FRD 3

がニコチアナミンの導管への積み込みをしているならば,原 生導管に接する内鞘細胞で行

っている可能性が高い。なぜな ら,ニ コチアナ ミンを合成す るNASは イネの根 の内鞘細

胞で強い発現が観察されたからである(第2章)。 このように既往の知見を整理すること

によって,「 シロイ ヌナズナではFRD 3が 導管へ のニコチアナ ミンの積み込みを行ってい

る」 という仮説を立てた。

イネ科植物に特有のムギネ酸類の前駆体がニコチアナミンであることは,前 述したとお

りである。ムギネ酸類 とニコチアナミンの炭素骨格は等 しく,第3"位 の炭 素に結合す る

官能基がムギネ酸類では水酸基であるのに対し,ニ コチアナミンではアミノ基である。そ

こで,イ ネ のFRD3ホ モ ログはニ コチアナ ミンではな く,ム ギネ酸 類を細胞外 に放出す

る トランスポーターとして機能しているのではないかと考え,本 研究 に着手 した。

OsFRDL1の 発現 の組織局在 は,OsNASとOsYSL2の 発現の組織 局在 に類似 してお り,

同じ細胞で機能している可能性がある。これら3種 類の遺伝子は,鉄 十分条件の根の原生

導管に隣接する内鞘細胞 と,篩 部伴細胞 において発現 して いる(第2章,第4章,図5.5)。

さ らに,鉄 欠 乏条件 の地上部では,OsNAS1, OsNAS2お よびOsYSL2が,篩 部伴細胞

にお いて 強 く誘 導 され る(第2章,第4章,図5.6)。 従 っ て,OsFRDL1は これ らの遺

伝子と,同 じ細胞で働いている可能性が考えられる。おそらく,内 鞘細胞や篩部伴細胞で

合成されたニコチアナミンが,OsFRDLに よって導管や篩管に放 出 され,鉄 をキ レー ト

することで,鉄 が導管や篩管からの積みおろしや細胞に取り込むことが可能になると考え

て い る。

5-4-3 OsFRDLの 機 能 の 証 明 の た め に

OsFRDLが,ニ コチ アナ ミンまたはムギネ酸類 の放出 トランスポーターであることを
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証 明 す る に は,in vitroで の 実験 が不 可 欠 で あ る。放 出 トラ ンス ポー ター のin vitro実 験

は吸収の場合と比べて格段に難しい。吸収 トランスポーターの場合,酵 母の金属 トランス

ポー ターは数多 く単離されてお り,こ れ らの トランスポー ター を破壊した吸収変異株の相

補実験によって証明できる。しかし,放 出 トランスポー ター は吸収 トランスポーターほど

明らかにされてお らず,破 壊株 を用いた相補実験が難 しい。放出 トランスポーターの機能

決定が難 しいなかで,シ ロイヌナズナか ら単離 されたBOR1遺 伝子 は,酵 母 を用 いたin

vitro実 験 で ホ ウ素 の放 出型 の トラ ンス ポーターをコー ドしている ことが証明 された

(Takano etal., 2002)。 そ こで,本 研 究 に も応 用 出 来 る と考 え,酵 母 を用 いたin Vitro

実験を設計中である。

具体的には,酵 母のゲノムにムギネ酸類の生合成経路上の遺伝子群を組み込み,過 剰発

現させることによりムギネ酸類を大量に合成する酵母を作製する。そして,そ の酵母を

OsFRDLを 含 むプ ラス ミ ドで形質転換 し,酵 母 内及び,培 地 中のニ コチアナ ミンまたは

ムギネ酸類の量を測定することによりOsFRDLに よるムギネ酸類の放出活性を観察する。

酵母を用いた実験の他にアフリカツメガエルの卵母細胞を用いた実験系も考えられる。

Sasaki et a1. (2004)は ア ル ミニ ウ ム耐 性 に関 与 す る,リ ン ゴ酸 の放 出 トラ ンス ポー ター

をコー ドする遺伝子(ALMT1)を 単離 し,ア フリカツメガエル の卵母細胞 を用いてその

タンパク質の有機酸の放出活性を証明 した。ニコチアナミンまたはムギネ酸類と

OsFRDLの 遺伝子を卵母細胞内に導入し,物 質の膜通過を電気生理的に検証することに

よって放出 トランスポーターであることを証明できるのではないかと考えている。
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6-1 鉄の輸送経路について

本研究によって得られた,デ オキシムギネ酸生合成に関わる遺伝子群 (OsNAS1,

OsNAS2, OsNAS3, OsNAAT1, OsDMAS1), 「鉄-デ オキシムギ ネ酸」錯体 トランス

ポーター遺伝子 (OsYSL15) および 「金属-ニ コチアナミン」錯体 トランスポーター遺

伝子(OsYSL2)の 発現様式 を,鉄 欠乏条件 と鉄十分条件 の根 についてまとめた(図6.1)。

根 での輸送経路 につ いて,推 定 されるモデル を図6.2に 示す。根圏で可溶化 された鉄 は,

トラ ンスポーターを介 して根の シンプラス トへ吸収される。「Fe(III)-デ オキシムギネ酸」

錯体 は,こ れを輸送する トランスポーター (OsYSL15) が表皮細胞および外皮細胞で発

現 して い る こ とか ら(図3.5 D, F),こ れ らの 細胞 で 吸収 され る と考 え られ る。 ま た ,

Strategy I 機構で主要な役割を果たす二価鉄 トランスポーター遺伝子 (OsIRT1) のホモ

ログがイネからも単離された (Bughio et al., 2002) 。このことから,イ ネ科植物は二価

鉄イオンの形態でも鉄を吸収している可能性がある (石 丸,2003)。 しか し,フ リー の金

属イオンは細胞内に存在すると毒性が生じるので,植 物体内では鉄の大部分がキレーター

によって錯体を形成していると考えられる (Finney and O'Halloran, 2003) 。お そ らく,

OsIRT1 によ って根で シンプ ラス トに吸収 された二価鉄は, 即座にこれと親和性の高い

ニコチアナミンと錯体を形成すると考えている。

吸収された鉄はシンプラス トを通って,内 鞘細胞 まで輸送 される。 ここで,未 同定 の鉄

の放出 トラ ンスポーターによって,導 管(ア ポプ ラス ト)へ と放 出され る と考 え られる。

この過程は,お そ らくニコチアナ ミンは介 さない。なぜなら,ニ コチアナ ミンを合成でき

ない chloronerva は,地 上部まで鉄を輸送する事ができるからである (Scholz, 1985;

Becker et al., 1992)。 他 の 金属 で は,シ ロイ ヌ ナ ズ ナ のP-TypeのATPaseの 一 つ が,

亜 鉛 の導 管 へ の積 み 込 み を行 う ことが 示 唆 され て い る(Hussain et al ., 2004)。 鉄 にお い
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図6.1 本研究で決定された根における遺伝子発現の組織局在のまとめ

◎:強 く発 現 して い る。 ○:発 現 して い る。

△:弱 く発 現 して い る。-:発 現 が観 察 され な い。

MXI:後 生 導管I、MXII:後 生 導管II、PP:原 生 篩管 、PX:原 生導 管 。



図6.2 根における鉄移行の模式図

→○: OsYSL15(外 か ら内へ の移動)

→○: OsYSL2(外 か ら内へ の移動)

→○:推 定 され る未知 の鉄放 出 トランスポーター(内 か ら外へ の移動)

⇒:ア ポプラスト移動

←→:シ ンプ ラス ト移動

■:細 胞壁

―:細 胞膜
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て も,こ のよ うな トラ ンスポー ターが存在し,導 管への積み込み を行 って いるかもしれな

い 。

一般 に
,「 無機栄養 は導管 を通 って地上部に運ばれ,葉 で積 みおろ しが行わ れる」 と言

わ れ る。 しか し,こ の植 物 栄 養 の 常 識 が うち破 られ た。Tsukamoto et a1.(未 発 表)は,

根か ら吸収された鉄が,篩 管 を通 じて地上部へ と輸送 されることを証明している。この鉄

の篩管輸送を行 うために中心的な役割を担っている トランスポーターが,OsYSL15と

OsYSL2で あると考えて いる。 鉄欠乏条件では,OsYSL15とOsYSL2の 発現が篩部伴

細 胞 で 強 く誘 導 され る(図3.5 E, 4.3 B)。 さ らに,ニ コチ ア ナ ミ ン とデ オキ シム ギ ネ 酸

を 生 合 成 す る 遺 伝 子 も全 て,伴 細 胞 で 強 く誘 導 され るか らで あ る(図2.10 B, 2.12 C, 2.14

F)。

本研究によって得 られた遺伝子群の地上部での発現のまとめを示し(図6.3),地 上部

で の鉄 の移行 につ いて推定 されるモデルを示す(図6.4)。 地上部へ移行する鉄 には,導

管 を通 って来 る鉄 と,篩 管 を通 って くる鉄が ある。 まず,導 管 を通 って きた ものは,

OsYSL2が 鉄欠乏条件で導管柔細胞,篩部柔細胞および維管束鞘細胞で発現していること

か ら,こ れ らの細胞で シ ンプラス トへ取 り込まれると考えられる。シンプラス トに取 り込

まれた鉄は,光 合成の中心の場である葉肉細胞へと輸送されると考えられる。次に,篩 管

を通ってきた鉄は,一 度伴細胞 にお いて,未 同定の放 出 トランスポーターによってアポプ

ラス トへ放出されると考えられる。その後は,導 管から送られてきた鉄と同様の輸送経路

で,葉 肉細胞へ と輸送 される と考 えている。

6-2 今 後の展 望

本研究によ り,金 属 の輸送す るため に必要なキ レーター(ニ コチアナ ミン,デ オキシム

ギネ酸)の 合成酵 素遺伝子 と,こ れ らのキ レー ト錯体 の トラ ンスポーター遺伝子の発現の

局在が明 らかになった。今後はこれ らの遺伝子,お よび他 の金属 トランスポーター遺伝子

による,植 物体内での金属の輸送について,分 子レベルでの研究が活発になると期待され

る。特 に,予 想 され る研 究成果は,大 き く分 けて以下の3つ である と考 え られ る。
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図6.3 本 研 究 で決 定 され た 遺 伝 子 の 発 現 の葉 における組 織 局在 のまとめ

◎:強 く発現 して いる。 ○:発 現 して いる。

△:弱 く発現 して いる。-:発 現が観察 されな い。



図6.4葉 の維管束周辺における鉄移行の模式図

○ →: OsYSL15(外 か ら内への移動)

○→: OsYSL2(外 か ら内への移動)

○→:推 定される未知の鉄放出 トランスポーター(内 から外への移動)

⇒:ア ポプラス ト移動

⇔:シ ンプラス ト移動

:細 胞壁

―:細 胞膜

■:維 管束鞘細胞の細胞壁に存在する不透層をあらわす。
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第一に,さ らに強力な鉄欠乏耐性植物の創製への寄与である。すでにムギネ酸類生合成

能力を強化した結果,ア ルカリ土壌において鉄欠乏耐性を示すイネが作出されている

(Takahashi et al., 2001)。 しか し,水 耕 栽 培 で極 端 な 鉄 欠 乏 条 件 に した場 合,よ り高 い

鉄欠乏耐性を持つオオムギは激甚なクロロシスになっても新葉の展開や伸長には大きな

影響はないが,イ ネは新 葉の生長が著 しく抑制 される。このことか ら,植 物体 内での鉄の

利用効率は植物種によって大きく異なると考えられる。鉄の吸収だけでなく,鉄 の移行や

利用効率を高められれば,現 行の鉄欠乏耐性に新たな可能性を付与する事が可能となる。

第二に,鉄 を可食部に蓄積した植物の創製に寄与できると考えられる。種子において鉄

貯蔵タンパク質であるフェリチンを発現させ,鉄 の貯蔵能力を高めた結果,イ ネの種子中

の鉄 含 有 量 が3倍 に増 加 した(Goto et al., 1999)。 この 高鉄 含 有 イ ネ の鉄 吸収,移 行 能

力を強化することで,種 子中の鉄含有量をさらに飛躍的に増強させることが可能になると

期待される。本研究において,OsYSL2は,生 殖過程 で強 く発現す る事 が示 されてお り,

種子への鉄の輸送に重要な役割を果たしている可能性が示された。これらのトランスポー

ターを,効 果的 に利用す る事が今後の課題になると思われる。

第三に,可 食部への有害重金属の移行の抑制に寄与できると考えられる。植物体内での

鉄の動態は他の重金属の動態と密接に関連している。有害な金属であるカ ドミウムなどの

動態は今後の研究対象として重要になると予想される。FAO/WHO合 同食品規格委員会

(コーデ ックス委員会)で は,コ メ,小 麦,野 菜,軟 体 動物 な どの食 品にカ ドミウムの国

際的な基準値(上 限許容量)を 設定するための検討を行っている。平成16年3月 におい

て,コ メ1kg中 に含まれるカ ドミウム の上限許容量を0.4mgと して いる。将 来的には,

カ ドミウムの上限許容量 を0.2mg(=0.2ppm)と す る案が提唱 されている。 このような

状況の中,有 害な重金属の可食部における蓄積量の少ない植物は,今 後ますます需要が高

まっていくと考えられる。

各種金属 トランスポーターの機能と関連する遺伝子の発現を詳細に解明する事により,

植物体内の望む部位へ自由に金属を輸送,蓄 積することが可能になる日も,そ う遠くはな

いかもしれない。
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