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研究成果の概要（和文）： 

 

膜輸送体と機能類推されるイネ完全長 cDNAは約 1,500個ある。これらをイネゲノムリソースセ

ンターから入手し、Gap Repair Cloning 法を用いて酵母発現用プラスミド(pYES2)にサブクロ

ーニングした。得られたプラスミドを酵母に形質転換しライブラリーを構築した。その際、簡

便にスクリーニングが行えるように 96穴フォーマットでグリセロールストックを作成した。こ

のライブラリーを用いてヒ素の輸送体の単離を行い、17個のヒ素輸送体候補遺伝子（三価のヒ

素で 8遺伝子、五価のヒ素で 9遺伝子）の単離に成功した。 

 

 
研究成果の概要（英文）： 
 
The yeast expression library enriched with rice transporter genes was developed here. 
About 1,500 full length cDNAs were obtained from resource center and sub-cloned into 
yeast expression vector (pYES2). These plasmid were transformed into Saccharomyces 
cerevisiae and glycerol stocked. The library was screened on SD medium containing 
arsenic and arsenate. Total 17 As sensitive clones were screened. 
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１．研究開始当初の背景 
 
重金属の無毒化や輸送に関与する遺伝子が
数多く単離されているが、その研究の多くで、
“シロイヌナズナの変異体”または“酵母タ
ンパク質発現ライブラリー”をスクリーニン
グする方法が使われている。シロイヌナズナ
の変異体を用いる方法は、植物体中に同一の
機能をもつタンパク質が複数存在する場合
には利用できない欠点を有し、酵母を用いる
方法においては、“質の高いライブラリー”
と“巧妙なスクリーニング方法”の開発が必
要となる。どちらの方法もスクリーニングを
すれば必ず目的の遺伝子が単離できるとい
うわけではないことから、これまでのスクリ
ーニングにおいて単離できなかった遺伝子
が数多く存在するものと考えられる。そこで
本研究では、イネの輸送体に特化した酵母タ
ンパク質発現ライブラリーを構築し、そのラ
イブラリーを用いてヒ素の輸送に関わる新
奇トランスポーター（細胞外から細胞内、細
胞質から液胞、細胞質から細胞外、へヒ素を
輸送する）の単離を行った。 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目標はヒ素の輸送に関わる新奇ト
ランスポーターを単離することである。植物
から重金属の吸収に関わるトランスポータ
ーを単離する場合、酵母タンパク質発現ライ
ブラリーをスクリーニングする方法が有効
である。この手法においては、“ライブラリ
ーの質”と“スクリーニング方法の善し悪し”
が実験の正否を決定する。 
そこで本研究では、イネゲノムに存在する

全てのトランスポーターを発現するライブ
ラリーを構築し、それらをポジティブスクリ
ーニング（耐性株）またはネガティブスクリ
ーニング（感受性株）し、ヒ素の輸送に関わ
る新奇のトランスポーターを単離すること
を考案した。 
通常、酵母タンパク質発現ライブラリーを

構築する場合、単離目的とする遺伝子が発現
していると考えられる植物体から mRNA を抽
出した後、cDNAの合成、ライブラリー化を行
う。しかし、目的の遺伝子がその植物中で目
的通り発現しているかどうかを確認する手
段はなく、植物材料の選定は実験者の経験と
勘に頼るしかないのが現状である。 
この問題を解決する目的で、本研究では、

植物体を、ライブラリー作成の初発材料とす
るのではなく、完全長 cDNA としてすでに単
離され、輸送体をコードする遺伝子であると
機能類推されているものを初発材料とする
ことで、トランスポーターに特化したライブ
ラリーを構築することとした。 

 
３．研究の方法 
 
実験は大別して 4つ行った。①約 1,500個の
イネ完全長 cDNAをリソースセンターから入
手し、PCRによって完全長 cDNAを増幅した。
PCRに用いる Primerの 5’末端には酵母タン
パク質発現用ベクター（pYES2）と相同の配
列を付加した。②①で作成した PCR産物と直
鎖化したベクターを、酢酸リチウム法を用い
て酵母内に同時に形質転換した。PCR産物の
末端とベクターは相同な配列を持つため、酵
母内でこの配列間で相同組換えが起こり、最
終的に pYES2ベクターの GAL1プロモーター
の下流に、PCR増幅させたイネの完全長 cDNA
が挿入される（この方法を Gap Repair 
Cloning法という）。③Gap Repair Cloning
法によって構築したプラスミド（1,480個）
を酢酸リチウム法を用いて酵母に形質転換
し、得られた形質転換体を、96穴フォーマッ
トでグリセロールストックした（-80℃）。④
構築したライブラリーをヒ素を含む SD-ura
培地（ヒ素を含む）で培養し、ヒ素に対して
感受性または耐性になる株を選抜した。 
 
４．研究成果 
 
酵母用の発現ベクター（pYES2）にイネの輸
送体遺伝子を Gap Repair Cloning 法を用い
て挿入し、正しく挿入されたプラスミドを酵
母に形質転換した（次図）。 

 
最終的に、1,480 個のイネの輸送体遺伝子

を発現するライブラリーの構築に成功した。
このようにイネの輸送体遺伝子（植物の輸送
体遺伝子）だけを発現するライブラリーはこ
れまでに報告例がなく、世界に一つしかない
リソースであると考えられ、本研究の最大の
成果であると言える。このライブラリーは耐
性株のスクリーニング（ポジティブスクリー
ニング）に加えて、感受性株のスクリーニン
グ（ネガティブスクリーニング）も可能であ
る。通常のライブラリーではネガティブスク
リーニングは行えないことから、この点も本
リソースの特筆すべき点になっている。 



続いてこのライブラリーを 3μM または 10
μM の ASIIIまたは AsVを含む培地を用いて感
受性株のスクリーニングを行った。その結果、
3 価のヒ素で 8 株、5 価のヒ素で 9 株の感受
性株を単離することができた（下図）単離し
た遺伝子の中には、3 価のヒ素の輸送体とし
て単離・報告されている OsLsi1 が含まれて
いたことから、スクリーニングは正しく行え
たものと考えられた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

選抜された感受性株が、培地中のヒ素を過剰

に吸収したことで感受性を示したことを確

認する目的で、単離した酵母を、ヒ素を含む

液体培地で 1時間培養した後培養を止め、細

胞を硝酸分解しヒ素を抽出した後、ヒ素の含 

量を ICP-MSを用いて測定した（次図）。 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

その結果、単離した全ての酵母がベクター

のみを導入した酵母よりも高いヒ素含を有

量していることが明らかとなり、導入したイ

ネの輸送体にヒ素輸送活性があることが明

らかとなった。 
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