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研究成果の概要（和文）：イネのOsHMA3は細胞の中の液胞膜に存在し、そこで液胞内へカ

ドミウム（Cd）を輸送していることを明らかにした。通常、イネはOsHMA3の働きにより吸

収したCdを根に蓄積させているが、OsHMA3の機能喪失により多量のCdが茎葉部に輸送され

Cdを高蓄積する仕組みを明らかにした。また、OsHMA3を用いて植物組織のCd蓄積を制御で

きる可能性が示されるとともに、タンパク質の改変によるCd輸送活性の制御の可能性が示

された。 

 

 

研究成果の概要（英文）：In rice, cadmium (Cd) taken up in the cytoplasm of root cells 

is sequestrated into the vacuole of the cells via OsHMA3, then loading to the xylem 

and translocation to shoots of Cd are limited. By contrast, in Cd over-accumulating 

rice, Cd remains at a higher concentration in the cytoplasm due to the lack of OsHMA3 

function, and is available for loading to the xylem. This vacuole sequestrating by 

OsHMA3 is a key for over-accumulation of Cd in rice shoots.  And we also demonstrated 

that the overexpression of OsHMA3 allows control distribution of Cd in plants. 
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１．研究開始当初の背景 

有害重金属のカドミウム（Cd）は農耕地
に広くに蓄積しており、農産物を介して健

康障害を引き起こす。この問題に対処する
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ためには、植物が Cd を蓄積する機構を解

明することが不可欠である。近年、Cd を高

蓄積する植物の解析から HMA ファミリーに

属す一群の重金属輸送体が Cd の蓄積に関

わっていることが明らかになってきた。特

に、Cdを茎葉部に多量に蓄積している植物

では、導管へ Cdを送り出す輸送体が茎葉部

への Cd 輸送を高めることで重要な役割を

担っていることが明らかにされている。 

我々は、茎葉部に多量の Cdを蓄積するイ

ネ品種「長香穀」が、吸収した Cd を地上部

へと高移行させることで日本品種の5倍も

の Cd を茎葉部に蓄積する特徴を有するこ

とを明らかにした。この Cd 高移行性が単

一劣性遺伝子に支配されており、その原因

遺伝子として第7染色体に座乗するOsHMA3

遺伝子を同定してきた。「長香穀」が劣性

で Cd 移行を高める特性から、OsHMA3 は根

の細胞で液胞内に Cd を輸送する役割を担

っており、その機能が喪失されることで Cd

が茎葉部に高移行すると考えられた。 

この OsHMA3 の機能を分子レベルで明ら

かにすることでイネにおける Cd 輸送機構

解明の足掛かりが得られ、さらには OsHMA3

を活用して根や葉といった器官特異的に

Cd を集積させるイネの育成への道が開か

れるものと期待される。 

 
２．研究の目的 

本研究では、OsHMA3 の細胞内局在性を明

らかにするとともに、OsHMA3 の Cd 輸送活性

を明らかにすることで我々の仮説を実証し、

イネにおけるCd蓄積機構の一端を分子レベ

ルで明らかにすることを目的とした。さら

に、OsHMA3 の構造と Cd 輸送活性との関係を

解析するとともに、OsHMA3 遺伝子による Cd

輸送の制御技術の確立を目指した。 

 

３．研究の方法 

（１） OsHMA3 による Cd 高移行機構の解明 

Cd 高移行性品種の「長香穀」と Cd 低移

行性品種の「秋田 63 号」を 14 日間水耕栽

培し、それらの根から抽出した全 RNA から

cDNA を合成した。それらを鋳型とし、KOD 

plus（TOYOBO）を用いて OsHMA3 の cDNA 全

長を増幅した。これらの OsHMA3 の cDNA の

3’側に EGFP（Clonetech）を融合させ、こ

れらを 35s プロモーターと Nos ターミネー

ターの間に連結した。これらのプラスミド

をタマネギ表皮細胞に遺伝子銃で導入し、

25℃で 24時間後に蛍光顕微鏡で GFPの蛍光

を観察した。 

また、これら OsHMA3 の cDNA を pYes2

（Invitorogen）にクローニングした誘導ベ

クターを構築し、酵母野生株（IB1383）と YCF1

（Yeast Cadmium Factor 1）を破壊した Cd

感受性変異株Δycf1（YDR135c）に形質転換

した。形質転換した酵母を 2% D(+)Galactose

を添加した SD 液体培地を用いて 30℃で一晩

前培養した。細胞密度を１×107/mlに合わせ、

107～103の希釈系列を作成し、CdCl2を添加し

た 2%D(+)Galactose を含む SD 寒天培地にス

ポットして 30℃で 5日間培養した。 

さらに、OsHMA3 の cDNA を pCAMBIA1301M

の 35s プロモーターと Nos ターミネー

ターの間に挿入してバイナリベクタ

ーを構築した。これらをシロイヌナズ

ナのエコタイプ Col-0（ Col）にアグ

ロバクテリウムを介して導入した。 

様々な濃度で CdCl 2 を添加した

1/2MS 寒天培地を 50mL 分注した角形 2

号シャーレに、形質転換系統の種子を

殺菌して播種した。4℃で 2 日間の低

温処理後に明期 16 時間/暗期 8 時間に

設定した人工気象器を用いて 22℃で

生育させ、10 日または 14 日後に根長

を測定した。 

 

(2) OsHMA3 の機能解析 

「秋田 63 号」の OsHMA3 の cDNA を



鋳型とし、PCR により終止コドンを導

入して C 末端領域を削った 4 種類の

cDNA を作成した。これらをバイナリ

ーベクターの pCAMBIA1301M の 35s プ

ロモーターと Nos ターミネーターの

間に挿入した。これらをシロイヌナズ

ナ（Col）に導入し、形質転換系統（C889、

C836、C788 および C872）を作出した。 

CdCl 2 を 30 および 90μM の濃度で添

加した 1/2MS 寒天培地を 50mL 分注し

た角形 2 号シャーレに、殺菌処理した

形質転換系統の種子を播種した。4℃

で 2 日間の低温処理後、22℃で明期

16 時間/暗期 8 時間の条件で生育させ、

2 週間後に根長を測定した。 

 

(3) OsHMA3 による Cd の移行制御 

「秋田 63 号」の OsHMA3 の cDNA を含むバ

イナリーベクターをアグロバクテリウム法

で「日本晴」カルスに形質転換し、選抜し

たハイグロマイシン耐性カルスから植物体

を再生させた。一部の個体を5μgL-1のCdCl2

を含む水耕液を用いて明期 14hr；26℃／暗

期 10hr；22℃の人工気象器で 14 日間水耕栽

培を行ない、形質転換イネの Cd 移行能を解

析した。 

水耕栽培した植物体を地上部と地下部に

分割し、105℃で 24 時間乾燥した。乾物重

を計測後、過塩素酸法により分解して Cd 濃

度を ICP 発光分析装置で測定し、植物体の

Cd 濃度、Cd 蓄積量および Cd 移行率（全 Cd

蓄積量に占める地上部 Cd 蓄積量の割合）を

求めた。 

 

４．研究成果 

（１） OsHMA3 による Cd 高移行機構の解明 

「長香穀」において Cd を地上部へ高移行

させる遺伝子として同定された OsHMA3 は

P1B-ATPase ファミリーに属し、アミノ酸配列

の解析から 2 価の重金属を排出する膜輸送

体に分類された。OsHMA3 が重金属を輸送す

る膜を特定するため、GFP と OsHMA3 との融

合タンパク質をタマネギ表皮細胞で発現さ

せたところ、緑色蛍光は細胞の周辺部で観

察され、かつ、一部で蛍光が細胞内に窪ん

で発現していた（図 1A）。この部分には核

が存在しており、GFP の蛍光が核を避けるよ

うに発現していることが明らかとなった

（図 1B）。このことから、OsHMA3 は液胞膜

に局在し、液胞内へと 2 価の重金属を輸送

する機能を担っているものと推定された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

次に、OsHMA3 が機能する組織を特定する

ため、水耕栽培した「長香穀」と「秋田 63

号」の葉と根を用いて RT-PCR により発現を

解析したところ、何れの品種でも主に根で

発現していることがあきらかとなった。ま

た、根に比べて発現は弱いもの葉でも発現

していることが明らかになった。すなわち、

OsHMA3は根や葉においてCdを含む2価の重

金属の膜輸送に関わっていることが示唆さ

れた。 

 

 

 

 

 

 

 

OsHMA3がCdを輸送することを明らかにす

るため、液胞への Cd 輸送体をコードする

YCF1 遺伝子が破壊された酵母（Δycf1）で

 

 

図 1．OsHMA3の細胞内局在性 （矢印は核） 

図 2．酵母におけるOsHMA3の Cd輸送機能の解析 



「秋田 63 号」と「長香穀」の OsHMA3 を発

現させた。野生株は増殖が抑制されるもの

の 60μM の CdCl2を含む培地で増殖できた。

これに対し、変異株（Δycf1）は 30μM の

CdCl2を含む培地で殆ど生育できなかったが、

「秋田 63 号」由来の OsHMA3 を発現させた

変異株（Δycf1-A63）は 30μMの CdCl2を含

む培地で増殖することができた（図 2）。こ

のように「秋田 63 号」の OsHMA3 が YCF1 の

機能を相補したことから、イネの OsHMA3 が

Cd を液胞へと輸送するものと考えられた。 

一方、「長香穀」由来の OsHMA3 を発現さ

せた変異株（Δycf1-CKK）は 30μM の CdCl2

を含む培地で増殖できなかったことから（図

2）、「長香穀」の OsHMA3 は Cd 輸送機能が

著しく弱いか、喪失しているものと結論した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

植物においても OsHMA3 が Cd を輸送するこ

とを確認するため、液胞への Cd 輸送体であ

る AtHMA3 がフレームシフトにより機能を喪

失しているシロイヌナズナの Col-0（Col）に

OsHMA3 を導入して Cd 存在下での成長への影

響を解析した。 

Col は 60μM の CdCl2を含む培地で根の

伸長が著しく抑制されたが、「秋田 63 号」

由来のOsHMA3を導入した形質転換体は同じ

培地で根が伸長し、根長が有意に長くなっ

た（図 3、4）。これは OsHMA3 が形質転換体

の根で液胞内にCdを輸送したことで細胞質

の Cd 濃度が低下して Cd の毒性が軽減され

たためと考えられ、OsHMA3 が植物において

も Cd を輸送しているものと結論した。 

これに対し、「長香穀」の OsHMA3 を導入

した形質転換体の根長は Col と同程度で Cd

による根の伸長阻害が緩和されなかったこ

とから、植物においても「長香穀」の OsHMA3

の機能が喪失あるいは著しく低下している

ことが確認された（図 4）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

以上のように、OsHMA3 遺伝子にコードさ

れる膜輸送体が液胞へとCdを輸送すること、

また、Cd 高移行性を示す「長香穀」では

OsHMMA3 遺伝子に生じた構造変異によって

Cd 輸送機能が喪失または著しく低下してい

ることが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

すなわち、「秋田 63 号」などの通常のイ

ネでは、吸収された Cd は根の細胞において

OsHMA3 により液胞に蓄積される。そのため

地上部へのCd移行が抑えられている（図5）。

これに対し、「長香穀」では OsHMA3 の機能

喪失で根の細胞質に残留したCdが導管へと

図 3.  CdCl2(60μ M)を含む培地でのシロイヌナズナ（Col） 

と OsHMA3(「秋田 63 号」)の形質転換体の成長 

図 4．シロイヌナズナにおける OsHMA3 の機能解析 

A63：「秋田 63 号」由来の OsHMA3 の形質転換系統 

CKK:「長香穀」由来の OsHMA3 の形質転換系統系 

**：Col との 1%水準での有意差． 

図 5. イネにおける OsHMA3 による Cd 移行モデル 



排出され、地上部へと高移行する仕組みが

明らかとなった（図 5）。 

 

(2) OsHMA3 の機能解析 

OsHMA3 には、膜貫通ドメインの後に

9 個のシステインペアを含む長い C

末端領域（273aa）が存在しているが、

「長香穀」の OsHMA3 は C 末端領域の

53aa が欠失していた。植物の HMA フ

ァミリーには長い C 末端領域が存在

しているが、その長さや配列は遺伝

子によって異なっている。OsHMA3 の

C 末端領域の役割を明らかにするた

め、Ｃ末端領域を削った遺伝子をシ

ロイヌナズナに導入し、植物におけ

る Cd 輸送活性への影響を解析した。 

90μM の CdCl2を含む培地において、C889

と C836 は OsHMA3 と同程度の根長を示した

のに対し、C788 と C872 の根長は Col と有意

差が無く Cd によって伸長が抑制された（図

6）。培地の CdCl2濃度を 30μMに低下させた

場合にも同様の結果が得られたことから、

C788 と C872 では Cd 輸送活性が失われてい

るものと考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

また、C 末端領域を 216aa 削った C788 の

細胞内局在性は変化しておらず、液胞膜に

局在していたことから、削った 216aa に Cd

輸送に必要な構造が存在するものと考えら

れた。さらに、C836 では C 末端から 168aa

が削られていることから、少なくとも膜貫

通ドメインに続く 105aaが液胞への Cd輸送

に必要であることが明らかとなった。 

今後、この領域の構造解析を進めること

で OsHMA3 の Cd 輸送における C 末端領域の

役割を明らかにすることで、Cd 輸送機能の

改変が期待される。 

 

(3) OsHMA3 による Cd 移行の制御 

OsHMA3は液胞内にCdを特異的に輸送して

Cd の毒性を軽減することが明らかとなった。

OsHMA3を様々な組織で発現させることでCd

移行を制限し、組織に障害を与えずに多量

のCdを蓄積できる植物の育成が期待される。 

そこで、OsHMA3 をイネで強発現させるこ

とで Cd 移行の制御を試みた。イネ品種の

「日本晴」（NIP）は正常な OsHMA3 を

持つため茎葉部への Cd 移行率は 20%

程度で ある （ 図 7）。 これに 対し、

OsHMA3 を 35s プロモーターによって

高発現させた形質転換イネ（35s）で

は、茎葉部への Cd 移行率が僅か 4%

に低下し、茎葉部への Cd 移行をさら

に制限できることが明らかとなった

（図 7）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

「長香穀」では OsHMA3 が機能して

いないため茎葉部への Cd 移行が高

まっているが、その茎葉部で OsHMA3

を高発現させることで、Cd による障

図 6. シロイヌナズナにおける OsHMA3 の C 末端領域

が Cd 輸送におよぼす影響（90μ M CdCl2培地） 

   異なるアルファベット：1%水準で有意差（Tukey） 図 7．O s H M A 3に よ るCd 移行の制御  

CKK：「長香穀 」、NIP：「日本晴 」、 

35s：OsHMA3 を強発現させた「日本晴 」 

**：NIP に対して 1%水準で有意に異なる    



害を軽減させ、かつ多量の Cd を蓄積

するイネの作出が期待される。 
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