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研究成果の概要（和文）：乾燥や塩の集積によって環境の浸透圧が上昇することにより，その環境に生育する植物細胞
は脱水による生命の危険にさらされる。水の移動は浸透圧に影響を受けており，具体的には生物においては陽イオンの
NaとKが中心となる。この陽イオンの細胞内の濃度の調節を担う物質輸送体は植物細胞のイオン環境の維持において重
要な役割を果たすこととなる。本研究では，NaとKの輸送体に関して，検討を加えて，膜輸送体の成り立ちを解析した
。これまで輸送機能や役割が分かっていなかった輸送体を明らかにすることができた。環境ストレスに対抗するために
必要なNaやKの輸送体の解析を通じて耐ストレス植物の分子育種の基盤の解明を行った。

研究成果の概要（英文）：Drought stress and accumulation of salt lead to increase the osmolarity of the env
ironmental space. This gave the dehydration of plant cells, which ends up to jeopardize the plant life. Th
e water movement across the biological membrane is affected by osmolarity and therefore the concentrations
 of cation, sodium ion and potassium ion are crucial for them. The intracellular concentrations of these c
ation play an important role in ion homeostasis in plant cells. In this study, membrane transport system f
or sodium ion and potassium ion has been analyzed and their structure and function has been investigated. 
The increase of the resistance against the environmental stress in plant cells has been studied through th
e elucidation of their sodium and potassium transport system, which is closely involved in understanding t
he molecular mechanism of osmolarity homeostasis.
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１．研究開始当初の背景 
 乾燥による塩の集積で浸透圧が上昇し植
物細胞が脱水をうけ，この結果，植物の生産
性を抑制する。高濃度の Na が，K摂取を阻害
して細胞質のイオン恒常性を破綻させる。ま
た，イオン環境は細胞質内の機能や膜電位の
維持に必須である。陽イオンは，個体の外か
らの吸収となるため，吸収を行うための輸送
系が生体膜に存在して，必要なときに貨イオ
ン透過が開口して細胞内に元素を取り入れ
る。取り入れられた陽イオンが，脱水を防ぐ
役割を担うが，適切な濃度に保たれる必要が
ある。また，植物内へ転流されて，組織特異
的に機能して，恒常性維持をはかっている。
これまでに，分子レベルにおいて K恒常性の
維持に関与するいくつかの K 輸送分子や Na
輸送体が，環境変化の適応に機能することが
知られているものの，個々の Na や K 輸送体
の理解は徐々にすすめられているが、輸送体
の連携や協調による耐ストレス機構はほと
んど分かっていなかった。 
 
２．研究の目的 
 Na や K 輸送体の理解と，これらの輸送体の
る耐ストレス機構の解明を行い，環境変化へ
の耐性を高めるための基盤的な知見を獲得
するために，AtHKT1 や Kチャネルと Kとラン
ポーターの構造，機能と細胞内や固体におけ
る役割の解明を進める。これにより，Na や K
の輸送体の解析を通じて耐ストレス植物の
分子育種の基盤と耐塩性植物の創生を目的
とする。 
 
３．研究の方法 
 実験材料は，モデル植物のシロイヌナズナ，
と，オルガネラ膜の解析に向けて，光合成細
菌のラン藻，酵母，大腸菌とその変異株を用
いて解析した。イオン輸送活性については，
電気生理学的な測定を行い，構造解析に関し
ては，アルカリフォスファターゼ遺伝子を融
合する方法を大腸菌において行った。また，
概日性に関しては，分解速度が比較的早いル
シフェラーゼ遺伝子をプロモーターの下流
につなげた遺伝子を構築した後，野生株に本
遺伝子を導入した。個々の実験操作に関して
は，研究成果においても概説した。植物の変
異株の作出に関しては，次世代の種子の作出
により，目的の植物変異株の取得を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) 出芽酵母に 2 つの Na 輸送体(AtHKT1 と
AtNHX1)を共発現させて、Na 輸送と液胞内の
Na 蓄積にともなう液胞および細胞体積の比
較をめざし、出芽酵母の原形質膜と液胞膜に
存在する Na の K 輸送体遺伝子に変異を導入
したが、予定していた 4重変異株の取得はで
きなかった。次に、酵母の Na 輸送体遺伝子
の不活化(原形質膜 Na 排出系 ena1-4 と液胞
膜 Na/H アンチポーターnhx1)を行って、作成

された酵母変異体に AtHKT1 と AtNHX1 を導入
した。Na 高濃度培地、ソルビトール高浸透圧
の影響は明瞭に検出することはできなかっ
た。 
 
(2) 植物の栄養元素ではない Na の植物細胞
への流出入経路の可能性が期待されている
AtHKT1 植物体に関して，その輸送体の Na 循
環系およびイオンバランスの制御を司る機
構の解析を行った。シロイヌナズナの AtHKT1
の promoter 領域には様々な制御因子が存在
していることが報告されている。athkt1 のプ
ロモーター活性の検討を目的にGUS融合遺伝
子の構築を行った。開始コドンから上流の約
5kb に存在している 2 回のダイレクトリピー
ト配列の有無を施した 5.4kb と 2.3kb のプロ
モーター配列に GUS 遺伝子を連結して，その
遺伝子を植物体に導入した。この 5.4kb のプ
ロモーター領域にしばしば変異等が生じた
ことなどから，導入植物までの時間が予想以
上にかかった。この理由は，長さの問題に加
えて、プロモーター領域に結合する制御因子
の存在や、二次構造の形成が影響を与えてい
ることが考えられた。また、作成したプラス
ミドの形質転換効率も極めて低かった。
AtHKT1プロモーター配列にGUS遺伝子を連結
した遺伝子が導入された植物のGUS活性の測
定を行った。AtHKT1プロモーター5.4kと2.3k
のプロモーターは，過去に作成されていた
0.8kb のプロモーターと比べて，GUS 染色の
度合いは小さいことが分かった。このことは，
プロモーターの-2.3kb～-0.8kb の間に抑制
領域が挿入されていることを示唆している。 
  
(3) AtHKT1 の機能を調べる目的で，シロイヌ
ナズナの athkt1 変異株に AtHKT1 を強制的に
発現植物体の作成を行った。AtHKT1 プロモー
ターの下流に AtHKT1 を導入した遺伝子を作
成した。さらに，Na に比較して Kに選択性の
ある S68G の AtHKT1 輸送体や K選択性の高い
TaHKT1 においてもそのプラスミド構築を行
い植物へ導入した。また，Na 循環の中心的役
割を担う輸送である AtHKT1 や AtNHX1-8 の概
日性リズム発現の検討を行った。各遺伝子
promoter 下流にルシフェラーゼ遺伝子を連
結して野生株に本遺伝子の導入を行った。ヘ
テロ体からホモ体を複数株得るために、PCR
における遺伝子導入具合の検討と形質転換
体の作成を行った。作出された植物を用いて
発現を検討したが，発現レベルの小さいもの
が多く，詳細な検出測定が必要であった。 
 
(4) これまでに解析されていないシロイヌ
ナズナの Ca と H を輸送すると考えられてい
た CHX は，K も輸送する可能性が高いと考え
られている。K 輸送体不活化した大腸菌にお
いてCHXのK輸送活性が検出された。このCHX
は花部で発現しており，稔性に関わる輸送体
であることが示唆された。また，細胞膜以外
の細胞内小器官の膜で機能して、細胞内イオ



ンの恒常性に関与することが明らかとなっ
た。 
 
(5) K トランスポーターであり耐塩性にも関
わっている AtKUP1 の遺伝子発現が，塩・乾
燥ストレスのセンサーとして知られている
転写因子の膜結合型b-ZIPに制御される可能
性について，シロイヌナズナを用いて解析し
た。シロイヌナズナの b-ZIP 転写因子の中か
ら，乾燥や塩ストレスで活性化する転写因子
の候補としてAtHB5,6,16を選択して，AtKUP1
発現誘導を検討した。膜浸透性のデキサメタ
ゾンを植物に添加して、不活性型から活性型
へコンフォメーション変化するデキサメタ
ゾン結合タンパク質に構造変化を与えて，
AtHB5,6,16 を融合したタンパク質遺伝子の
構築を行い，シロイヌナズナに導入した。こ
のシロイヌナズナは AtKUP1 プロモーター発
現活性をレポーター遺伝子GUSに連結した遺
伝子が導入されている。検討を加えたところ，
転写因子の活性をデキサメサゾンの添加の
有無によってGUS活性の変化の検出はできな
かった。 
 
(6) AtKUP1 シロイヌナズナに 13 種類ホモロ
グ遺伝子が存在する。KUP は原核生物から真
核生物に存在する輸送体であるにもかかわ
らず、アミノ酸構造からの疎水性予測のみの
情報しかなく，実験的な構造解析はなされて
いなかった。大腸菌で AtKUP1 の構造解析す
るために機能発現を，大腸菌の Kトランスポ
ーター欠損株に導入して機能相補を行い，本
研究で用いるベクターでも機能することを
確認した。その後，PhoA 融合蛋白質を作成し
た。しかし，生産物の細胞毒性を示すコンス
トラクトが見いだされたことから，植物の
KUP のホモログタンパク質である大腸菌
EcKUP で検討することした。PhoA を Kup の推
定される膜貫通領域の間およびその後に融
合させて膜貫通構造の解析を行ったところ，
全てのコンストラクトで発現が確認された。
疎水性から推定される膜貫通領域に同じで
あり，C 末領域に存在する疎水性領域は膜貫
通領域とならないことが明らかとなった。 
 
(7) Na および K輸送体の協調的な機能統御が
耐塩性植物の作出に重要な基盤となる。ラン
藻の浸透圧変化に機能するチャネルの解析
を行った。葉緑体の先祖であるラン藻の機械
受容性チャネルを検討した。浸透圧変化に対
応することを明らかにするとともに，概日性
リズム発現を行うことを見いだした。 
 
(8) ラン藻のチラコイド膜で機能するKチャ
ネルの存在を見いだした。H 駆動力に影響を
与える輸送体であり，光合成とエネルギー変
換に重要なことが明らかとなった。一方，こ
のホモログ輸送体は，植物のオルガネラにも
存在することが予想され，葉緑体においても
耐塩性の維持に重要な機能を持つことが予

測された。 
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