
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２３年 ６月 ７日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）： 

（1）液胞膜亜鉛輸送体 AtMTP1 の亜鉛輸送能および金属イオン選択性を規定するアミノ酸残基

を特定した。 

（2）植物の新規情報変換タンパク質 PCaP1 と PCaP2 がミリストイル化されて細胞膜に局在し、

PCaP1 が銅応答性、気孔開閉に関わること、PCaP2 が根毛の発達形成に関わることを発見した。 

（3）H+-ピロホスファターゼの II 型ではなく、I 型が液胞膜で金属集積能力を支えていること

を明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）：I investigated Arabidopsis vacuolar membrane zinc transporter 

AtMTP1, novel cation-biding proteins PCaP1 and PCaP2, and H+-pyrophosphatase 

(H+-PPase), which are involved in metal homeostasis in plant cells.   

(1) AtMTP1 works as a Zn2+/H+ exchanger and has high affinity for zinc and zinc selectivity. 

We determined functional residues related to ion transport and selection of zinc.  

(2) PCaP1 and PCaP2 N-myristoylated are stably associated with plasma membrane. I 

found that PCaP1is involved in copper sensitivity and stomatal closer and PCaP2 in 

development of root hairs.  

(3) I clarified that Arabidopsis type I H+-PPase is localized to the vacuolar membrane and 

mainly contributes to metal homeostasis through activation of metal active transporters. 

The type II H+-PPase is a minor isoform and localized to the Golgi membranes.  
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１．研究開始当初の背景 

 

どの生物も、多様な金属を酵素あるいはタ

ンパク質の構造や機能を支える要素とし

て分子の構成要素として組み込んでいる。

たとえば、亜鉛は 300 種を超す多くの酵素

あるいはタンパク質の必須要素となって

いる。いずれの必須金属も不足すればそれ

ぞれの典型的な欠乏症を示し、逆に過剰で

あれば細胞や個体に障害をもたらす。植物

細胞では、細胞質の過剰な金属イオンの多

くは液胞に集積される。どの濃度以上が過

剰で、どの濃度までが許容範囲か認識しつ

つ液胞に隔離することが求められる。その

分子機構の詳細は未知の領域である。そこ

で、とくに亜鉛ホメオスタシスを具体的な

実験対象として、液胞膜 Zn2+/H+ exchanger

を中心に個別輸送分子の特性と、その遺伝

子欠失株での生理的な変化を解析するこ

とを大きな柱とした。また、液胞への亜鉛

集積は、液胞膜内外の H+の濃度勾配を利用

する。すなわち、プロトンポンプの機能で

液胞内が酸性化されており、その pH 勾配

を利用して、Zn2+/H+の交換輸送機構により、

亜鉛が液胞内に取り込まれる。したがって、

亜鉛輸送体とその機能を支えるプロトン

ポンプの両面での研究を進める必要があ

った。 

 

２．研究の目的 

 

植物細胞において、液胞が担う金属イオン

の集積機能に焦点を当てる。生育に必須な

Ca, Mn, Mg, Zn などは過剰分を液胞に蓄積

し、必要な時に細胞質に供給する機構を備

えている。本研究では，液胞へのイオン集

積機能を支える分子として Zn2+/H+対向輸

送体（Zn 輸送体、MTP1）とその機能をエネ

ルギー的に支えるプロトンポンプに焦点

を当てる。二次能動輸送体は V-ATPase と

H+-ピロホスファターゼ（V-PPase）の 2 つ

の H+ポンプが形成する pH 勾配を利用し作

動する。とくに Zn2+/H+対向輸送体の構造を

基盤とする作動機構、イオン濃度センサー

機能，生理機能の特性、そして一次・二次

能動輸送系の協調機構の解明を目的とす

る。さらに、金属イオンホメオスタシスに

関わると推定される新規金属結合タンパ

ク質（PCaP）を見出しているので、金属イ

オン輸送系との関連に焦点を当てる。これ

により金属イオンと H+サーキットの全容、

細胞質金属イオン濃度の調節機構を解き

明かす。 

 

 

３．研究の方法 
 

（1）Zn 輸送体の亜鉛濃度センサー機能の

解明： 液胞膜の Zn輸送体である MTP1 は、

細胞質側に His 残基が多数配列した領域

（His 領域）をもつ。His 残基は Zn2+との親

和性が高く、細胞質 Zn2+は His 領域に集積

してから、H+との対向輸送によって液胞内

に輸送されるものと推測している。MTP1 が

作動するのは細胞質 Zn2+が His 領域を飽和

させる濃度に上昇した時にのみであると

考えている。すなわち、His 領域が細胞質

Zn2+濃度のセンサーとしてはたらき、細胞

質に必要な Zn2+濃度を維持する機構となっ

ているとの仮説である。His領域のどのHis

残基が亜鉛濃度感知とイオン選択性に関

わっているのかを酵母発現系で解析した。

さらに、His 領域を欠失した MTP1 分子、あ

るいは種々のアミノ酸を置換した変異

MTP1 分子を遺伝子導入した植物を作出し、

植物体レベルでの機能を明らかにする実

験を進めた。とくに、亜鉛過剰条件での生
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育と、その環境での亜鉛集積量について、

生理的かつ化学的に定量解析し、我々の仮

説を検証した。 

 

（2）新規金属結合タンパク質の金属・塩

ストレス応答機構の解明： PCaPと名づけ

た新規の金属結合タンパク質は、少なく

ともカルシウムと銅イオンを結合し、ミ

リストイル脂質修飾により細胞膜に結合

している。PCaP遺伝子を欠損した植物株

を選抜し表現型を観察したところ、銅が

不足または過剰な生育条件において、顕

著な生育阻害がみられた。これらの生理

現象、とくに金属イオンストレスについ

て、金属の種類、濃度を変化（不足と過

剰）させつつ、PCaP遺伝子の発現と翻訳

産物のレベルがどのように変動し、応答

するかを解析した。PCaP の細胞膜局在の

意味を検証するため、ミリストイル化部

位となるN端から2番目のグリシンを変異

させた変異分子を発現させた植物体を作

出したので、その生理特性を解析し、金

属ホメオスタシス機構および耐塩性との

関連を解析した。 

 

（3）液胞膜H+-PPaseの構造ならびに二次

輸送体との機能的協調機構： H+-PPase

は約80kDaの単一タンパク質で構成され

る。植物にはI型（液胞型）に加えてII型

が存在し、その細胞内局在と量について

明確な知見を得ることを目的とした。ま

た、I型については、部位特異的変異導入

法によって見出した高機能型分子につい

て植物体に導入し、応用展開の可能性を

明らかにする。さらに、H+-PPase欠失株も

利用して、金属イオン輸送体とプロトン

ポンプ（H+-PPase）の機能的協調性と独自

性について、遺伝子発現レベルで差異を

明らかにする。これらを総合して、金属

イオンホメオスタシスに関する膜輸送系

を中心にモデルを提案することとした。 

 
 
４．研究成果 
 

（1）液胞膜亜鉛輸送体 AtMTP1 

 シロイヌナズナの輸送体 AtMTP1 を対象に、

特定のアミノ酸残基を他のアミノ酸に置換

し、これを酵母で異種発現し、亜鉛輸送機能

の測定を実施し、構造と機構の関係を明らか

にした。 

 AtMTP1 が Zn2+/H+ exchanger である事をは

じめて実証し、さらに亜鉛に対する親和性が

高く（Km = 0.30 M）、亜鉛選択性が高いこと

を明らかにした。AtMTP1 は複数の特徴的な配

列を持つ。構造と機能の関係を明らかにする

ためこれら特徴的な配列に変異を加え解析

を行った。His 領域には 25 個のヒスチジンが

含まれる。この領域の大部分(185-216 残基

目)を欠失させるとVmaxが野生型 AtMTP1の 11

倍に増加することを発見し His領域が亜鉛輸

送速度調節に関与することを明らかにした。

His 領域はイオンを集積し、かつ細胞質亜鉛

濃度センサーとして働いていると推定した。

細胞質に一定濃度以上の亜鉛が存在する時

にのみ AtMTP1 は亜鉛を輸送し、細胞質亜鉛

濃度の極端な低下と過剰を防ぎ、適切な濃度

範囲に調節する機能を果たしているとの機

能モデルを提案し論文等で発表した。 

 さらに CDF ファミリー特徴的配列、ロイシ

ンジッパーモチーフなど保存性の高いアミ

ノ酸への部位特異的変異導入より、2 番目の

膜貫通ドメイン（TM2）のCDF保存領域のHis90

と Asp94、そして TM5 の His265 と Asp269 が

推定亜鉛結合部位であること、C 末端領域が

亜鉛輸送に必須であること、N 末端が植物の

亜鉛輸送体特有の輸送速度調節およびイオ
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ン選択性に関わること、ロイシンジッパーモ

チーフが厳密な亜鉛選択性に必須であるこ

と、TM5 の Asn258 が活性調節に関わる事を示

す実験結果を得た。His 領域についても、個

別 His 残基の役割、His 残基の個数の重要性

等も検討した。これらの結果をもとに、

AtMTP1 のイオン選択および活性調節の分子

機構を明らかにしつつある。とくに、Asn258

は His 領域に直接繋がっており、細胞に微量

必須元素としての亜鉛を一定量残すための

安全弁の役割を果たすと推測される。これら

の成果は投稿論文執筆中である。 

 

（2）新規金属結合タンパク質の金属・塩ス

トレス応答機構 

 シロイヌナズナの PCaP1 および PCaP2 と名

付けた新規金属カチオン結合タンパク質に

ついては、生化学的な特性を解明するととも

に、それぞれの遺伝子改変株の生理的な特性

を解析した。生化学的特性として、PCaP1 と

PCaP2 のいずれも、N 末端側でミリストイル

化され、安定的に細胞膜に局在することを明

らかにした。細胞膜局在は、各 PCaP の C 端

側に緑色蛍光タンパク質 GFP を付加したもの

を、自己プロモーター制御下で発現させ根、

茎、葉、花等を、共焦点レーザー顕微鏡によ

り観察し、銅イオン過剰状態を含むいずれの

状況でも細胞膜局在であり、細胞膜から遊離

することはないことを明らかにした。なお、

PCaP1 は植物のいずれの組織でも発現し、

PCaP2 は根、とくに根毛、そして受粉後の花

粉管で発現することを明らかにした。 

 PCaP2 の過剰発現株は、発芽および初期成

長段階での耐塩性が高くなることを見出し

た。また、PCaP1 の遺伝子欠失株では暗所に

おいても葉の気孔閉口が十分達成できない

障害が生ずることが判明した。 

 これらの知見から、PCaP1 と PCaP2 はスト

レス等、ネガティブな生理的条件の際に、信

号を伝達する役割を担い、その機能を失う事

により、塩（PCaP1）や暗所（PCaP2）への応

答ができない状況に至っていると推定した。

詳細を含めて、学術論文をまとめている。 

 

（3）液胞膜プロトンポンプ：I型が液胞膜に

局在することに加えて、II 型の H+-PPase が

培養細胞や若い根および花弁組織細胞のゴ

ルジ装置に局在することを、特異抗体を用い

ることにより明らかにした。I型 H+-PPase に

つ い て は 、 自 己 プ ロ モ ー タ 制 御 下 で

H+-PPase-GFPを発現する植物株を数ライン得

て、安定した液胞形態の観察が可能な系を確

立した。成果は、論文としてまとめている。

かつ、いずれの細胞においても II 型は、I型

の 0.3％以下のタンパク質量しか存在しない

ことを明らかにし、複数種の中で、液胞の金

属耐性に寄与するのはI型H+-PPaseであるこ

とを明確にし、論文発表した。また、I 型

H+-PPaseの遺伝子破壊株あるいは機能欠失株、

および過剰発現株のホモラインも作出し、金

属イオン耐性等の生理的特性を解析できる

段階に達した。 
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