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研究成果の概要（和文）：ドイツLeibniz Institute of Plant Genetics & Crop Plant Research（IPK）von 
Wiren教授の研究チームとバイロイト大学Clemens,S.教授の研究チームに滞在し、鉄と錯体を形成した状態とし
ていない状態のムギネ酸類を区別して測定する系、Shizosaccharomyces pombeのNA合成酵素を用いて安定同位体
窒素15Nで標識したNA（15N-NA）を作出する方法を習得した。

研究成果の概要（英文）：At Prof. von Wiren laboratory of Leibniz Institute of Plant Genetics & Crop 
Plant Research（IPK）in Germany, the methodology was learned to valuate of the chelate status of the
 mugineic acid family phytosiderohore and nicotianamine (NA). At Prof. Clemens,S. laboratory of 
Bayreuth University in Germany, the methodology was learned to produce stable isotope nitrate 15N 
labeled NA (15N-NA) by Shizosaccharomyces pombe.

研究分野： 植物栄養　植物分子生理
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
全ての生物にとって必須な元素である鉄は土壌中に豊富に存在するが、その大部分が水に溶けにくい難溶性三価
鉄として存在している。特に土壌pHの高い石灰質土壌では、ほとんどの鉄が水に溶けていないため、生育した植
物は深刻な鉄欠乏に陥り、収量は激減する。石灰質土壌は世界の陸地の約３０％を占めるが、特に欧米諸国に多
く存在している。本研究を行うことにより、実際問題の顕在化している欧米諸国の研究チームと連携して研究を
進める体制を構築することができた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（１）全ての生物にとって必須な元素である鉄は土壌中に豊富に存在
するが、その大部分が水に溶けにくい難溶性三価鉄として存在してい
る。特に土壌 pH の高い石灰質土壌では、鉄の大部分は三価鉄として
存在しており、ほとんどが水に溶けていない。石灰質土壌で生育した
植物は深刻な鉄欠乏に陥り、収量は激減する。石灰質土壌は世界の陸
地の約３０％を占めるが、特に欧米諸国に多く存在している。石灰質
土壌でも生育しうる作物を開発するため、世界中の研究者が植物の鉄
獲得機構の全容解明を目指して精力的に研究を行ってきた。 
 
（２）イネ科植物は、必須元素である鉄を土壌から獲得するために、
三価鉄キレーターであるムギネ酸類を根から根圏へ分泌し、三価鉄を
キレートして可溶化し、三価鉄・ムギネ酸類錯体として鉄を獲得する。
ムギネ酸類は、植物体内において鉄と結合し、鉄移行や可食部への鉄の蓄積に関与する。また、
ムギネ酸類生合成の中間物質であるニコチアナミン（NA）も植物体内における鉄移行を担う。 
 
（３）報告者はイネ科植物の鉄獲得機構において残された最後のピースであったムギネ酸類分
泌トランスポーターTOM1 の単離・同定に成功した（Nozoye et al., 2011; Nozoye et al., 2013; Nozoye 
et al., 2015)。同時に NA を細胞外へ分泌する活性を持つ NA 分泌トランスポーターENA1 も単離
した。この結果は TOM1 や ENA1 のムギネ酸類及び NA の分泌活性を初めて証明したものであ
り、当該分野のブレークスルーになった。植物には、TOM1 や ENA1 に相同性の高い遺伝子群、
TOM･ENA ファミリーが存在する。これらは根圏へのムギネ酸類分泌だけでなく植物体内にお
けるムギネ酸類や NA の移行、細胞内におけるムギネ酸や NA の輸送を担っている可能性が考え
られるが、その機能は未知のままであった。 
 
（４）ムギネ酸類はムギネ酸顆粒と名づけられた細胞内の小胞
で合成され、小胞輸送により細胞膜付近に輸送された後、小胞
から一度細胞内に分泌され、その後 TOM1 により細胞外へと分
泌されると推定されている（図 2 ;Nishizawa and Mori, 1987; 
Nozoye et al., 2004)。報告者はイネの NA 合成酵素（NAS）遺伝
子 OsNAS2 と緑色蛍光タンパク質 sGFP との融合遺伝子をイネ
に導入し、OsNAS2-sGFP 融合タンパク質がイネの根細胞におい
て細胞内をダイナミックに動く顆粒に局在することを明らかに
した（Nozoye et al., 2014a）。これによりイネでは少なくとも NA
合成までは顆粒で行われていると考えられた。また、NAS に存
在する二つの細胞内小胞輸送モチーフ、ダイロイシンモチーフ
とチロシンモチーフがそれぞれ顆粒への局在あるいは顆粒の動
きに必要であることを示した。ムギネ酸類はイネ科植物のみで
合成されるが、NA は双子葉植物を含む全ての植物で合成される。報告者は双子葉植物であるシ
ロイヌナズナの全てのニコチアナミン合成酵素 AtNASs の細胞内局在を調べたが、いずれも細胞
質に一様に局在し、顆粒状の局在は見られなかった(Nozoye et al., 2014b)。この結果から、双子葉
植物の NA 合成はイネ科植物とは異なり、顆粒で行われるのではないことが示唆された。 
報告者はイネでは NAS の顆粒への局在および顆粒の動きが植物の鉄栄養の恒常性維持に関与

している可能性を見出した。OsNAS2-sGFP 導入イネでは NA が高蓄積し、鉄欠乏誘導性遺伝子
群が鉄十分条件にも高発現していた。一方、チロシンモチーフ変異型 OsNAS2-sGFP 導入イネで
は融合タンパク質に活性があるにも関わらず、NA の高蓄積は認められず、鉄恒常性にも変化は
認められなかった。以上から、イネではムギネ酸類や NA が顆粒で合成され、細胞内小胞輸送機
構が関与する小胞輸送により細胞内の適切な場所へ輸送されることが、鉄の恒常性維持に必要
であると考えられた。ムギネ酸顆粒の小胞輸送に関わる分子の同定は、ムギネ酸類の分泌機構の
みならず、ムギネ酸類や NA を介した鉄恒常性維持の分子メカニズム解明の突破口となる事が
期待された。 
 
 
２．研究の目的 
（１）ムギネ酸類は、土壌中から必須元素である鉄を獲得するためにイネ科植物が根から分泌す
る三価鉄キレーターである。ムギネ酸類はその前駆物質である NA とともに、植物体内や細胞内
の鉄の移行や輸送も担う。また、植物体内における鉄欠乏シグナル伝達物質として鉄恒常性維持
にも関与すると考えられ注目されている。植物体内・細胞内のムギネ酸類や NA の移行・輸送は
分子レベルで厳密に制御されていると考えられるが、その分子機構は大部分が未知のままであ
る。本研究はムギネ酸類及び NA の分泌を担うトランスポーターTOM・ENA ファミリーの機能



解析と、ムギネ酸類生合成の場であると推定されるムギネ酸顆粒の解析を行う。ムギネ酸類及び
NA の植物体内・細胞内における移行・輸送機構を分子レベルで解明し、植物におけるムギネ酸
類や NA を介した鉄の移行・輸送、鉄恒常性維持機構を理解することを目的とした。 
 
（２）石灰質土壌で生育した植物は深刻な鉄欠乏に陥り、収量は激減する。石灰質土壌は世界の
陸地の約３０％を占めるが、特に欧米諸国に多く存在している。本研究で対象としている TOM・
ENA ファミリーは、根圏へのムギネ酸類分泌だけでなく、植物体内におけるムギネ酸類及び NA
の輸送を介して鉄の移行・輸送に関与するトランスポーターである。TOM・ENA ファミリーの
機能解析は基礎科学的な重要性に加えて、幅広く応用面でも発展できることが期待されるため、
実際問題の顕在化している欧米諸国の研究チームと連携して研究を進めることが必要不可欠で
ある。本研究を行うことにより、ムギネ酸類や NA の分泌型トランスポーターの解析技術を向上
するだけでなく、これまで競争関係にあった研究機関との連携関係を構築することも目指す。 
 
 
３．研究の方法 
TOM･ENA ファミリーの機能解析によりムギネ酸類や NA の体内及び細胞内での移行機構を調
べるためには、ムギネ酸類・NA の微量分析技術やムギネ酸類や NA を可視化する技術が必要で
ある。本研究により、ドイツの 2 つの研究施設において以下の実験技術について習得した。 
 
（１）ドイツ Leibniz Institute of Plant Genetics & Crop Plant Research（IPK）の von Wirén 教授の研
究チームは鉄と錯体を形成した状態としていない状態のムギネ酸類を区別して測定する系を確
立している(Xuan et al., 2006)。報告者はムギネ酸類あるいは NA が鉄恒常性の感知に関与してい
ると推定しているが、それはムギネ酸類や NA が鉄と錯体を形成した形態と形成していないフ
リーの形態を取りうるためであると推測している。OsNAS2-sGFP 導入イネはムギネ酸類・NA 含
量が高まっており、鉄十分条件で生育した場合でも鉄欠乏誘導性遺伝子群の発現が誘導されて
いる。このイネにおいてフリーの状態で存在するムギネ酸類や NA の割合を計測することで、ム
ギネ酸類や NA の鉄恒常性維持機構への関わりを考察した。 

 
（２）ドイツバイロイト大学植物生理学研究科（Department of Plant Physiology, University of 
Bayreuth）の Clemens,S.教授の研究チームは Shizosaccharomyces pombe の NA 合成酵素を用いて
安定同位体窒素 15N で標識した NA（15N-NA）の作出に成功している(Schmidt et al., 2011)。
Clemens.S 教授らは 15N-NA を内部標準として用いることで植物組織における微量な NA を ultra-
performance liquid chromatography / electrospray ionization time-of-flight mass spectrometry（UPLC/ESI-
TOF-MS）により測定する方法を確立した。報告者は生化学的な手法を用いて放射性同位体 14C-
S-アデノシルメチオニンから 14C-NA 及び 14C-デオキシムギネ酸（DMA）を合成する系を確立し
ているが、14C は放射性同位体であるために扱いが煩雑である。そこで 15N-NA の合成・精製手
法及び、15N-NA を用いた NA 微量分析技術を習得し、 ENA・TOM ファミリーの植物体内にお
ける機能を明らかにすることを目指した。さらに NanoSIMS を用いて細胞内における 15N 標識ア
ミノ酸の局在を調べる技術が東京大学において利用可能である。この技術に応用することで、細
胞内における DMA 及び NA の局在を調べた。 
 
 
４．研究成果 
（１）ESI-MS 法により鉄と錯体を形成した状態としていない状態の DMA 及び NA を区別して
測定する系を習得した 
 
 ドイツ IPK に 2017 年 4 月〜6 月に滞在し、Xuan らの報告したフリーのムギネ酸類を測定する
方法にて、報告者の作出したイネの NA 合成酵素 OsNAS2 と緑色蛍光タンパク質 GFP の融合タ
ンパク質を発現する OsNAS2-GFP 形質転換イネ、及び非形質転換の導管液における NA・DMA
のキレート状態を測定した。Xuan らの報告した ESI-MS 法は、報告者が IPK に滞在した際には
行われておらず、系を確立するところから研究を開始した。IPK は各研究装置に専門のテクニシ
ャンがおり、テクニシャンが責任を持って実験系の確立を行うシステムが存在していた。報告者
の実験系についても ESI-MS 装置専任のテクニシャンであった Dr. Moya, Y.A.T.と Dr. Hajirezaei, 
M-R.の協力の元、実験を進めることができた。OsNAS2-GFP 形質転換イネ、及び非形質転換の導
管液を採取するため、IPK においてイネの生育を試みたが、日本と比べて緯度が高く気温が低い
ため、生育が遅く、滞在期間中に十分な導管液の採取が行えなかった。日本で採取した導管液を
持参していたため、そちらを用いて分析を行ったところ、金属と錯体を形成していないフリーの
状態の NA と DMA を検出することができた。ただ、日本で採取した導管液はサンプル数が少な
かったことと、金属と錯体を形成した NA、DMA と、フリーな状態の NA、DMA について、検
量線をどのようにひくのかという課題が生じたため、もう少し検討を行う必要がある。 
 
（２）NA 分泌トランスポーターENA1 は細胞膜だけでない細胞内の顆粒状構造に局在すること
を見出した 



ニコチアナミン排出型トランスポーターとして単離・同定した ENA1 の植物体内における生
理的役割について解析した結果をまとめて論文投稿を行い、受理された（Nozoye et al., 2019）。
ENA1 はアフリカツメガエルの卵母細胞を用いた輸送活性試験により、ニコチアナミンを細胞外
へ排出することが示されていたが（Nozoye et al., 2011）、植物体における機能は未知のままだっ
た。本研究において、プロモーターGUS 解析により、ENA1 は鉄十分条件ではほとんど発現が見
られず、鉄欠乏状態のイネの根全体と、根と地上部が連結する部位であるディスクリムネーショ
ンセンターで発現が見られることを明らかにした。ENA1 の細胞内局在を調べるために、sGFP
との融合タンパク質の細胞内局在をタマネギの表皮細胞、イネの根細胞において観察した。
ENA1-sGFP 融合タンパク質は、主に細胞膜に局在していたが、一部の蛍光シグナルが細胞質に
観察された。ドイツ IPK 滞在中に、高感度の共焦点レーザー顕微鏡を用いることにより、ENA1-
sGFP 融合タンパク質は細胞質では顆粒状構造に局在していることを見出した。ENA1 過剰発現
イネと ENA1 ノックアウトイネを作製及び単離して、解析を行った。ENA1 過剰発現・ノックア
ウトイネはいずれも明確な表現型は示さなかった。ENA1 過剰発現イネは発芽後まもない時期に
は、根が短く多数の根毛が見られたが、成長するとともにこの表現型は見られなくなった。ENA1
ノックアウトイネのマイクロアレイ解析により、根のクロロプラストや細胞内小胞輸送に関わ
る遺伝子群の発現が野生型株に比べて変化していることを見出した。さらに ENA1 ノックアウト
イネでは鉄十分条件で鉄欠乏誘導性遺伝子の発現が誘導される一方で、鉄欠乏条件では鉄欠乏
誘導性遺伝子の発現が野生型株に比べて誘導されていないことを見出した。以上の結果より、
ENA1 は根の細胞膜とクロロプラスト等の細胞内小器官の間を小胞輸送により巡回しているこ
と、ENA1 の機能が植物の鉄恒常性維持に関与している可能性が示唆された。 
 
（３）15N-NA の作出法を習得した 
ドイツバイロイト大学に 2017 年 9 月〜12 月に滞在し、Clemens 教授の研究チームの開発した

緑色蛍光タンパク質とシロイヌナズナの NA 合成酵素の融合遺伝子 GFP-AtNAS1 を分裂酵母
S.pombe に発現させることにより、放射性同位体窒素標識 NA（15N-NA）を合成する方法を習得
した。原料として用いる安定同位体窒素を含む塩化アンモニウムは高額であるが、最も合成量の
高い条件は検討されていなかった。そこで、タイムコース実験、及び培地組成の検討を行い、最
適な合成条件を見出した。日本に帰国後は東京大学で利用可能な NanoSIMS を用いて、15N-NA
取り込み実験の条件検討を行った。 
 
（４）視察 
欧州諸国には多数の石灰質土壌が広がっており、その現場を視察することは、鉄欠乏耐性作物

を作出する上で非常に重要である。ムギネ酸類はイネ科植物のみが合成すると言われている。一
方、NA はイネ科植物だけでなくこれまで調べられた全ての植物に存在し、鉄だけでなく亜鉛や
銅、マンガンなどの二価金属と結合する。NA は植物体内における金属の輸送や金属の恒常性維
持に関与していると考えられている。欧米諸国では作物として特に双子葉植物が重要であるた
め、NA に着目した研究が精力的に展開されている。欧州諸国では、石灰質土壌における鉄欠乏
が深刻な問題となっているため、植物の鉄栄養に関わる研究を行っている研究者同士の関係は
密接である。欧州内の多数の研究者の間で数々の共同研究プロジェクトを抱えており、最先端の
実験手法を取り入れた研究を展開している。報告者は 2017 年 8 月にスペインサラゴザ大学、イ
タリアボローニャ大学、オランダワーヘニンゲン大学を、2017 年 9 月にはといつデゥッセルド
ルフ大学を訪問して、積極的なディスカッションを行った。また、オランダハーグとアムステル
ダムの植物工場を視察した。 
 
（５）得られた成果の国内外における位置づけとインパクト、今後の展望 
 
全ての生物にとって必須な元素である鉄は土壌中に豊富に存在するが、その大部分が水に溶け
にくい難溶性三価鉄として存在している。特に土壌 pH の高い石灰質土壌では、鉄の大部分は三
価鉄として存在しており、ほとんどが水に溶けていない。石灰質土壌で生育した植物は深刻な鉄
欠乏に陥り、収量は激減する。石灰質土壌は世界の陸地の約３０％を占めるが、特に欧米諸国に
多く存在している。石灰質土壌でも生育しうる作物を開発するため、世界中の研究者が植物の鉄
獲得機構の全容解明を目指して精力的に研究を行ってきた。ムギネ酸類は、土壌中から鉄を獲得
するためにイネ科植物が根から分泌する三価鉄キレーターである。ムギネ酸類や NA は、植物体
内及び細胞内における鉄の移行・輸送にも関与する。ムギネ酸類の合成量・分泌量は植物の鉄欠
乏耐性能力と正の相関があるため、植物の鉄欠乏耐性を向上するためにはムギネ酸類や NA の
移行・輸送機構を理解する必要がある。本研究で対象としている TOM・ENA ファミリーは、根
圏へのムギネ酸類分泌だけでなく、植物体内におけるムギネ酸類及び NA の輸送を介して鉄の
移行・輸送に関与するトランスポーターである。TOM・ENA ファミリーの機能解析は基礎科学
的な重要性に加えて、幅広く応用面でも発展できることが期待されるため、実際問題の顕在化し
ている欧州諸国の研究チームと連携して研究を進めることが必要不可欠であった。本研究を行
うことで、欧州諸国との構築関係を築くことができ、ENA1 についての論文を発表することがで
きた。さらに、国際チームを組み、オンラインジャーナルの Frontiers in Plant Science において植
物の金属輸送に関わるリサーチトピックを組織することができた。また、本研究では Clemens 教



授の元で 15N-NA を合成・精製し、植物体内における NA・DMA の動態をトレースするための条
件検討を行った。また、von Wirén 教授の研究チームと共に CE-coupled MS 分析技術を用いて
OsNAS2-sGFP 導入イネに存在する NA 及び DMA の形態を調べる実験を習得した。これらの技
術は日本においてまだ条件検討を続ける必要があるが、両技術はともに当該分野の最先端の手
法であり、これらの技術により TOM/ENA ファミリーを介したムギネ酸類・NA の移行・輸送機
構を直接調べることができ、今後の研究の大幅な進展が期待される。 
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