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研究成果の概要（和文）： 

植物とラン藻の輸送体の塩と高浸透圧への関与を詳細に解析し、乾燥や塩の集積によるスト

レスに関わる本輸送系の機能的意義を明らかにすることを目標に研究を行った。Na や細胞内主

要イオン Kの植物の輸送系には他の生物とは異なる特徴がある。植物において K/Na トランスポ

ーターと Kチャネルは、植物の生体膜の物質移動を支配するイオン輸送体である。本研究は、

K/Na トランスポーターと Kチャネルを研究対象に解析をすすめ、膜輸送系の制御機構と膜を介

した情報伝達を解析した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

The membrane transport system is closely involved in the formation of membrane potential and 
adaptation to the abiotic stress. We aimed the physiological role of the channels and the transporters 
which mediated Na and/or K permeation across the plasma membrane and thylakoid membrane. There 
are some difference in Na and K transport system between animal cells and plant cells. We have studied 
the structure and function of the Na/K transporters and K channels in plant cells and cyanobacteria 
which are an essential system for the controlling the solute flux across the membrane.  
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１．研究開始当初の背景 

 K/Na バランスが環境適応に大切であるこ

とは知られていたが、それらを司る輸送体の

詳細な解明は始まったばかりであった。イオ

ンバランスや膜電位形成に関与する輸送体

を理解することで、植物の恒常性の維持と環

境ストレス適応が明らかになることが推定

されていた。 
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シロイナズナのＫチャネルとＮａトラン

スポーターの同定、構造機能、生理的意義を

解析した。膜輸送活性を直接測定することに

より機能をさぐる。浸透圧ストレス・塩スト

レスに関与するＫチャネルの細胞内調節の

一部を明らかにして、植物のホモログ遺伝子

となるラン藻の Na/H アンチポーターおよび

Na活性型ＫトランスポポーターKtr/HKT の機

能解析と調節系に関して知見を得る。膜電位

形成・環境に関与する植物の K および Na 輸

送体に関して、イオンチャネルの膜組込み、

トランスポーターのゲート機構の新たな知

見の獲得を目的とした 

 

３．研究の方法 

 輸送体遺伝子の単離、輸送活性を大腸菌、

酵母などもちいて電気生理学的手法を中心

に調べた。（パッチクランプ法・アフリカツ

メガエル卵母細胞膜電位固定法、反転膜・細

胞を用いたイオン分析等）中でも、酵母液胞

膜のパッチクランプ測定は特徴的な手法で

あり、新規チャネルの精緻な性質を解析する

ことができた。輸送体の細胞内局在性や発現

に関しては抗体を調製して検出した。 

 

４．研究成果 

シロイヌナズナのAtHKT1は高塩培地におけ

る植物の生育に寄与していることが知られて

いる。その機構を探る目的で、大腸菌・昆虫

細胞にシロイヌナズナAtHKT1の部分ペプチド

抗原-GST融合蛋白質を作成してウエスタンブ

ロティング法により、AtHKT1抗体の特異性が

高いことを確認した。次にAtHKT1の組織別発

現と細胞内局在性を免疫電子顕微鏡観察にお

いて調べた。野生株の道管に隣接する細胞で

ある木部柔組織の細胞の原形質膜にAtHKT1が

局在していることが明らかとなった。また

athkt1変異株の道管と師管内イオン濃度を測

定したところ、塩ストレスを負荷した生育条

件におけるNa

+

/K

+

濃度の比は、道管で高く篩管

で低かった。高浸透圧負荷におけるシロイヌ

ナズナ培養細胞のAtHKT1の転写物の量を調べ

た。Na, K添加により約50mM辺りまでは濃度依

存的にAtHKT1の転写量は増加したが、100mM程

度では低下した。また、ソルビトールやマン

ニトールでも同様の傾向が観察されたことか

ら、AtHKT1の発現はある程度の高浸透圧で最

も増加することが明らかとなった。以上の結

果から、AtHKT1は植物へのNa取り込み口とし

て機能して、塩害を防ぐために重要な役割を

もち、また高浸透圧に対しても働くことが示

された。 

AtHKT1のラン藻におけるオルソログ蛋白質

である Ktr 系は、高浸透圧ショックの適応に

関与する K

+

取込み輸送体である。さらに、Ktr

系以外の Kdp 系の浸透圧調節に関与を、変異

株を用いて検証した。その結果、Kdp は高浸

透圧への適応に必須ではないことが明らかと

なった。この結果は、Ktr 系が主な K 輸送系

として機能していることを示している。以上

の結果は、HKT/Ktr 系輸送系が浸透圧調節に

重要な役割を担っていることを示している。 

シロイヌナズナのAtHKT1は高塩ストレスに

対抗する輸送系として機能することが分かっ

ている。原形質膜に発現してNaを排出する

Na/Hアンチポーター(SOS1)と、液胞膜に発現

してNaを液胞内へ隔離することにより細胞質

から Naを取り除く Na/Hアンチポーター

(AtNHX1)が存在する。今回、AtNHX1とAtHKT1

の役割を明らかにする目的で両輸送系の二重

変異株を作成した。二重変異株は野性株と比

較して背丈が小さく、また葉も小さい表現型

を示した。この表現型はatnhx1の表現型と類

似していた。一方、100mMNaClを添加した培地

では二重変異株はathkt1とほぼ同様の感受性

を示し、atnhx1変異株よりも塩に対する感受

性が高かった。さらに、道管内のNa濃度を調

べたところ、二重変異株と同様であった。以

上のことはAtHKT1はNaの取り込み口として機

能していることが示された。 

HKT 系の膜貫通領域に存在する正電荷アミ

ノ酸の役割を調べた。AtHKT1 および小麦の

TaHKT1 の本アミノ酸を置換した変異体を作

成して、酵母およびアフリカツメガエル卵母

細胞発現系で輸送活性を調べた。TaHKT1 の K

輸送は中性電荷アミノ酸である Gln では、輸

送活性がある程度維持されたが、Ala や負電

荷アミノ酸の置換体は顕著に輸送活性が阻

害された。 

Ktr 系は HKT 系とホモログ蛋白質である。

Na で活性化される機構を探る目的で、細胞外

に面する側に存在する電荷アミノ酸を Alaに

置換した変異体を作成して、輸送活性に必須

となるアミノ酸を同定した。 

 イオンチャネルの中には、膜電位の変化で

チャネル孔の開口率が調節されているものが

ある。この調節を行う膜電位センサーは、正

電荷アミノ酸および負電荷アミノ酸を有する

３つの膜貫通領域(S2, S3, S4)で構成されて

いる。疎水度が低いにもかかわらず膜貫通領

域を形成する理由は知られていなかった。私

たちは 2002 年と 2003 年に、シロイヌナズナ

の KAT1 チャネルを研究対象に選び、膜貫通領

域翻訳後に、正電荷および負電荷アミノ酸同

士が電気的相互作用をすることにより電荷を

互いに中和して、小胞体膜に組み込まれるこ

とを示した。これはタンパク質の膜への挿入

様式としては極めて珍しい様式である。一方、

他のイオンチャネルにおける膜電位センサー

を形成する膜貫通領域には、疎水度が比較的

高い場合も存在することが分かっている。今

回、そのような場合でも上記の機構が成り立

つのか否かを、最もよく機能解析されている

Shaker チャネル（ShakerB）を対象に検討し



 

 

た。Shaker の S4 には６つの正電荷残基(Arg 

Lys)が４残基ごとに存在しているにもかかわ

らず、疎水度は KAT1 の S4 よりも高い。In 

vitro 転写翻訳系、イヌ小胞体膜を用いた実

験によって、Shaker の各膜貫通領域の性質と

膜挿入に関する能力を検討した。Shaker の S4

は一般的な疎水度を利用して膜に組み込まれ

る能力があるものの、それだけでは十分な組

み込み能力はなかった。Shaker の膜電位セン

サーの場合でも、KAT1 の場合と同様な膜貫通

領域同士が相互作用をして翻訳後に組み込ま

れる機能も保持していることが分かった。さ

らに、S2 の負電荷アミノ酸と S４の正電荷ア

ミノ酸の電荷相互作用を同定するとともに、

アミノ酸の側鎖の長さが C-C の距離が一つで

も異なれば起こらないことが明らかとなった。 

 植物と微生物には、動物にはみられないト

ランスポーターの Ktr/Trk/HKT 系トランスポ

ーターが存在している。このトランスポータ

ーの構造は K チャネルとほぼ同じ構造である。

Ktr/Trk/HKT 系トランスポーターの最後の膜

貫通領域のほぼ真ん中に G-R 配列が高く保存

されている。この R がチャネルとトランスポ

ーターの差異を示す原因と予測して、R を他

のアミノ酸に置換した（シロイヌナズナ

AtHKT1, 小麦 TaHKT1,ラン藻 KtyB）。正電荷

のアミノ酸（Lys）では輸送活性を維持したも

のの、中性および負電荷アミノ酸では輸送活

性に影響がみられた。これまで得られている

結晶解析データをもとに構築した予測構造か

ら、高く保存されている４つ目のループに存

在している負電荷アミノ酸と本 R アミノ酸の

間で電気的相互作用をとると推定した。その

相互作用は、イオン透過孔の開孔に制限を制

限を与えていると予想した。このため、

Ktr/Trk/HKT 系はトランスポーターであり、

チャネルのような大きなイオン電流を示さな

いと考えられた。 

液胞膜に局在することが示されている機能

未知のチャネル分子(遺伝子)の数は、生細胞

の液胞膜において輸送活性が検出されたチャ

ネルの種類の数よりも多い。本研究において、

タバコの液胞膜に存在する K チャネルの遺伝

子を見出した(NtTPK1)。BY2 から NtTPK1 のプ

ロモーター配列の単離をはかったところ３つ

の配列が得られた。そのうち、ひとつはほと

んど遺伝子発現の活性はなく、残り２つにプ

ロモーター活性が存在した。さらに、その２

つのプロモーター活性はタバコ培養細胞にお

いて高浸透圧で促進されることが明らかとな

った。植物液胞膜には数々のイオン輸送系が

存在しそれらがバックグラウンド電流として

観察されることから、内在性チャネル遺伝子

の破壊が可能な酵母を宿主細胞に用いて

NtPTK1 の機能解析を行った。細胞質側が酸性

になることによって顕著に活性化された。ま

た、細胞質側に EF-hand モチーフが存在して

Caにより調節を受けることが予測されていた

が、Ca より輸送活性が若干活性化されること

がわかった。また、ポリアミンによる輸送活

性阻害が起こることが分かった。たばこのポ

リアミン成分を調べたところ、スペルミジン

が最も多く含まれることが分かった。このよ

うな性質から、本 K チャネルはこれまで電気

生理学測定に基づいて分類されているチャネ

ル特性とは一致しないことから、新規の K チ

ャネルと考えられる。 

植物のKチャネルの中でも膜電位センサ

ーを持たないタイプのKチャネルである液

胞膜TPKチャネルの性質を酵母液胞膜に発

現させて検討した。たばこKチャネルTPKは

細胞質内側が酸性化することによって、輸

送活性が強くなることが知られている。今

回イオン選択孔の置換体の中には、この性

質が失われるものが存在した。イオン選択

孔の構造がｐH依存性に関係することが強

く示唆された。 

シロイヌナズナのKチャネルKAT1の構造

と機能を明らかにするために、精製系につ

いて検討した。昆虫細胞系を用いて全長の

蛋白質を生産させたところ、これまでには

得られない量の蛋白質を精製することが

可能となった。以前に、ペプチドにおいて

昆虫細胞系で精製を行ったことがあるが、

今回のように全長の蛋白質が得られるこ

とたことは、今後のKAT1の機能と構造解析

に有効である。 

野性株の酵母を巨大化する方法を用いて、

巨大化細胞とその液胞膜の調製を試みてき

たが、酵母の液胞膜に植物の Kチャネルと同

様のイオン輸送系が観察された。その本体は

原核生物や真核生物に存在する陽イオン輸

送体であり植物のイオンチャネル測定系と

して利用するにあたり、重要な知見であるこ

とからそのイオン特性について検証を行っ

た。Ca で活性化されることが明らかとなり、

たばこ Kチャネルと類似の性質をもつことが

明らかとなった。さらに、陽イオン選択性が

低いことも予測されたことから、今後植物の

液胞膜に存在するイオン輸送系の機能解析

には、本遺伝子変異株を用いた解析がバック

グランド電流を抑制する上で有効であるこ

とが示された。 

シロイヌナズナのKチャネルKAT1のC末領域

に存在するリン酸化を受けるアミノ酸が植

物から抽出されたリン酸化酵素においても

リン酸化を受けるのかを、シロイヌナズナ由

来の抽出液を用いて反応させた。そのアミノ

酸残基は32Pラベル実験においてリン酸化さ

れること、質量分析においても相当する残基

がリン酸化されることの両方に関して検討

した、さらに、置換体を電気生理学的手法で

調べたところ、輸送活性を維持する場合とし

ない場合に評価を分けた結果、T306がリン酸



 

 

化を受けてK輸送に関与することを明らかに

した。 

 Ca依存性リン酸化酵素もKAT1の輸送活性

の調節を行うことを明らかにした。CDPKキナ

ーゼはＰＭＡによって活性化されるキナー

ゼと類似のアミノ酸認識を示すことから、そ

の系を用いて行った。KAT1のNa末領域および

C末領域のリン酸化がKAT1の輸送活性を低下

させることを電気生理学定測定によって明

らかにした。 

植物やそのオルガネラは高浸透圧によっ

て細胞は水分を奪われて細胞体積は小さく

なる。その後、K 取り込み系が機能して、そ

れに応じて水が輸送されて、細胞体積が戻る

ことが知られているがその詳細は分かって

いない。細胞観察が比較的容易である単細胞

ラン藻を用いて Kの吸収と高浸透圧調節に関

与する K輸送体の同定と役割を解析した。Kup

変異株、Kdp 変異株その二重株などを作成し

て、それらの高浸透圧環境における細胞体積

回復についてマイクロ体積変化の観察が可

能な培養装置を用いて体積変化を追跡した。 
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