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研究成果の概要（和文）：イネのユビキチンリガーゼHRZの基質候補であるグルタレドキシン（GRX）、bZIP転写
因子、bHLH転写因子等について、in vitro 実験を行った。GRX、bZIPがHRZ依存的に26Sプロテアソーム系により
分解されることを明らかにした。これらの遺伝子および、鉄欠乏誘導性ペプチドの遺伝子 IMA について過剰発
現イネ、発現抑制イネを作製、解析した。GRX、bZIP転写因子は HRZ の新規下流因子であり、鉄の体内輸送や利
用を促進することを明らかにした。また、bHLH転写因子、IMAペプチドは鉄欠乏応答を正に制御する因子である
ことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We conducted in vitro analysis for putative substrates of rice HRZ ubiquitin
 ligases, including glutaredoxins (GRX), and bZIP and bHLH transcription factors. We found that GRXs
 and bZIP are subjected to HRZ-dependent degradation via the 26S proteasome pathway. We also 
produced and analyzed transgenic rice plants overexpressing or repressing these genes or iron 
deficiency-inducible IMA peptide genes. We found that GRXs and bZIP are novel downstream factors for
 HRZs, and are facilitating iron utilization in rice plants. We also found that bHLH and IMAs are 
novel positive regulators for rice iron deficiency responses.

研究分野： 植物栄養学

キーワード： 鉄欠乏　ユビキチンリガーゼ　鉄硫黄クラスター　イネ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、イネにおいてHRZ が鉄の吸収や蓄積を抑える際に、GRX、bZIP転写因子、bHLH転写因子、IMAペプ
チドを介して鉄の輸送や吸収を調節していることが明らかになった。また、植物細胞内における鉄欠乏の感知と
シグナル伝達に関する知見が得られた。本研究の知見は、HRZ の働きを適切に調節し、鉄分を吸いにくい土壌で
も良好に生育する植物、鉄分が豊富な作物を創出することに貢献すると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
(1) 鉄は全ての動植物とほぼ全ての微生物にとって必須な元素である。土壌中には鉄は豊富に

存在するが、通常の好気的条件下では鉄の溶解度はきわめて低い。特に世界の耕地の約30％
を占める石灰質土壌では鉄がさらに溶けにくいため、植物は鉄を十分に吸収できず、鉄欠
乏になりやすい。鉄欠乏になると植物の生育は抑えられ、農作物の収量は著しく低下する。  
 

(2) 植物は体内の鉄が足りなくなると、鉄の吸収や移行に関わる遺伝子群を一斉に発現誘導す
る。この鉄欠乏応答経路の最上流に位置する、鉄欠乏シグナルとそれを感知する植物細胞
内センサー分子の実体は未だ不明だが、研究代表者は研究開始当初までに、HRZ という鉄
センサー候補分子を見つけ出した。HRZ は鉄欠乏応答を負に制御するユビキチンリガーゼ
であり、鉄および亜鉛と結合する。 

 
(3) 鉄硫黄クラスターは生体内での鉄の主要な機能ユニットであり、植物においては光合成・

呼吸における電子伝達系と酸化還元反応など多様な生体反応に補因子として必須の役割を
果たしているが、シグナル伝達への関与は知られていない。 

 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、イネのユビキチンリガーゼ HRZ と鉄硫黄クラスターが鉄欠乏応答・鉄栄養制御に果
たす役割を分子レベルで解明することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) HRZ の新規ユビキチン化基質の同定と鉄欠乏応答経路への関与の検証 

申請者らがこれまでに見出した HRZ のユビキチン化基質の候補である、鉄硫黄クラスター
生合成に関わると想定されるタンパク質［グルタレドキシン (GRX) など］、bZIP 型転写因
子および、他のグループにより基質候補と推定された bHLH 型転写因子などについて、リ
コンビナントタンパク質を大腸菌で発現・精製した。これらのタンパク質とイネ抽出液を用
いた in vitro 分解実験を行い、HRZ 発現抑制イネで分解活性が低下するかどうかを検証
した。これらのタンパク質と、リコンビナントの HRZ タンパク質とを用いて、HRZ による
in vitro ユビキチン化反応を測定した。また、酵母 two-hybrid 法、BiFC 法により、これ
らのタンパク質と HRZ との相互作用を調査した。 
これらのタンパク質の当該遺伝子の発現を増減させた形質転換イネをそれぞれ作製した。

これらのイネの鉄欠乏応答、鉄関連遺伝子の発現変化、金属の蓄積を調査し、鉄欠乏応答経
路への関与を検証した。 

 
(2) 鉄硫黄クラスターと鉄シグナルの伝達との関連性の調査 

鉄硫黄クラスターと結合すると予想されるアコニターゼ（ACO）および GRX の遺伝子の発現
抑制・過剰発現イネについて、鉄欠乏応答および鉄硫黄クラスター依存性酵素の活性を調査
した。また、酵母 two-hybrid 法、BiFC 法、形質転換イネの解析により GRX と bZIP との
相互作用を調査した。 

 
(3) HRZ の Rubredoxin type-fold の機能解析 

HRZ が持つ鉄結合ドメインのうち、鉄と結合することで鉄硫黄クラスターを形成すると推
定される Rubredoxin type-fold について、CRISPR/Cas9 により変異を導入したイネを作
製し、鉄欠乏応答、鉄関連遺伝子の発現変化、金属の蓄積を調査した。 

 
(4) HRZ と病害虫応答との関連性の調査 

HRZ 発現抑制イネと bZIP 過剰発現イネについて、病原菌への感受性を調査した。また、
HRZ の推定基質である bZIP 過剰発現イネにおけるサリチル酸・ジャスモン酸関連遺伝子
の発現変化を調査した。 

 
 
４．研究成果 
 
(1) bHLH 型転写因子 



酵母 two-hybrid アッセイの結果、HRZ は OsbHLH058、OsbHLH059、OsbHLH060 のうち、
OsbHLH058、OsbHLH060 と相互作用を示した。In vitro ユビキチン化反応の結果、HRZ によ
るこれらのタンパク質のユビキチン化は検出されなかった。OsbHLH058 過剰発現イネは鉄欠
乏耐性と種子への鉄蓄積を示した。これらのイネでは、鉄の吸収や輸送に関わる鉄欠乏誘導
性遺伝子の発現が鉄十分根で亢進していた。逆に、OsbHLH058、OsbHLH059 ノックダウンイネ
は鉄欠乏感受性を示し、鉄欠乏誘導性遺伝子の発現が低下していた。また、OsbHLH059 ノッ
クダウンイネは鉄欠乏時に新葉が褐変を示した。以上の結果から、OsbHLH058、OsbHLH059 は
鉄欠乏応答を正に制御する新規因子であることが示された。これらは HRZ の下流で働いてい
る可能性が考えられた。これらの結果をまとめて論文発表した(Kobayashi et al. 2019 
Plant Mol. Biol. 101: 471-486)。 

 
(2) bZIP 型転写因子、グルタレドキシン 

酵母 two-hybrid アッセイの結果、HRZ は OsbZIP83、OsGRX6、OsGRX9 と相互作用を示し
た。また、OsbZIP83 と OsGRX6 も相互作用を示した。これらの相互作用は、タマネギ表皮細
胞における BiFC アッセイでも確認された。イネの根抽出液を用いた in vitro 分解実験
により、OsbZIP83、OsGRX6、OsGRX9 が HRZ 依存的に 26S プロテアソーム系により分解される
ことを明らかにした。また、OsbZIP83 の分解は鉄欠乏により促進されることを明らかにし
た。OsbZIP83、OsGRX9 過剰発現イネは鉄欠乏耐性を示した。逆に、OsGRX6、OsGRX9 ノック
ダウンイネは鉄欠乏感受性を示した。これらのノックダウンイネでは、鉄の吸収や輸送に関
わる鉄欠乏誘導性遺伝子の発現がかく乱されていた。OsbZIP83 過剰発現イネでは、鉄の体内
輸送に関わる OsYSL2、OsNAS3 遺伝子および、病害抵抗に関連するファイトアレキシンの生
合成酵素遺伝子などのサリチル酸・ジャスモン酸関連遺伝子の発現が顕著に亢進していた。
以上の結果から、OsbZIP83、OsGRX6、OsGRX9 は HRZ の新規下流因子であり、鉄の体内輸送や
利用を促進すると考えられた。これらの結果をまとめて論文発表した(Kobayashi et al. 
2022 Plant J. DOI: 10.1111/TPJ.15767)。 
 

 
 
(3) アコニターゼ 

鉄硫黄クラスター要求性酵素であるイネのアコニターゼ OsACO1 が、イネの鉄欠乏応答性遺
伝子の発現を正に制御する新規因子であり、mRNA のステム―ループ構造を持つ特異的な配
列（PAIR motif と命名）に結合することをまとめて論文発表した (Senoura et al. 2020 
Plant Mol. Biol. 104, 629-645)。鉄硫黄クラスターが植物細胞において鉄シグナルとして
働く可能性を提示した。 

 
 



(4) 鉄欠乏誘導性ペプチド  
HRZ によって発現制御を受ける鉄欠乏誘導性ペプチド遺伝子 OsIMA1、OsIMA2 について過剰
発現イネ、発現抑制イネをそれぞれ作製した。OsIMA 過剰発現イネは鉄欠乏耐性と地上部へ
の鉄の蓄積を示した。また、これらのイネの鉄十分根では、鉄ホメオスタシスに関与する鉄
欠乏誘導性遺伝子のほぼ全てが顕著に発現誘導されており、その誘導率は鉄欠乏による誘導
率と正の相関を示した。一方、OsIMA 発現抑制イネは顕著な表現型を示さなかったが、発現
誘導イネと逆の傾向を示した。これらの結果をまとめて論文発表した（Kobayashi et al. 
2021 J. Exp. Bot. 72, 2196-2211）。 

 
(5) HRZ の Rubredoxin type-fold の機能解析 

HRZ の Rubredoxin type-fold に CRISPR/Cas9 により変異を導入したイネを形質転換により
作製し、遺伝子型・表現型調査と次世代の獲得を行った。ホモで変異が導入された系統で、
鉄欠乏応答と金属濃度の測定を行ったところ、Rubredoxin type-fold の変異により HRZ の
機能が欠失し、鉄の蓄積と鉄欠乏耐性が付与されることが示された（論文未発表）。 
 

(6) HRZ と病害虫応答との関連性の調査 
HRZ 発現抑制イネと bZIP 転写因子の過剰発現イネについて、いもち病菌、白葉枯病菌への
耐性を調査したが、明確な結果は得られなかった（論文未発表）。 
 

(7) その他 
上記以外のいくつかの HRZ 基質候補についても、リコンビナントタンパク質の in vitro 実
験により、HRZ 依存的な 26S プロテアソーム系による分解が示唆された。また、当該タンパ
ク質の発現を増減させた形質転換イネおよび CRISPR/Cas9 による変異イネを順次作製し、鉄
欠乏応答、鉄関連遺伝子の発現変化、金属の蓄積に関する解析を進めた。いくつかの遺伝子
がこれらの形質に影響することを見いだした（論文未発表）。 
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