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研究成果の概要（和文）：本研究は、これまで植物の環境応答においてほとんど研究されてこなかったイノシト
ールピロリン酸(PP-IPs)に着目し、その環境ストレス耐性における役割を明らかにすることを目的とした。主と
して、PP-IPs合成酵素遺伝子のうち我々が植物で初めて同定したOSKCS1~6の機能解析を中心に研究を行った。
　その結果、植物の環境応答に重要な役割を果たすアブシジン酸に対する応答にPP-IPsが関与する可能性を初め
て明らかにするとともに、これまで1種類しか見つかっていなかったPP-IPs合成酵素に、植物でも2種類存在する
ことを初めて指摘することができた。

研究成果の概要（英文）：In plants, inositol pyrophosphates (PP-IPs) have not been studied so far. We
 aimed to clarify the role of PP-IPs in plant environmental stress responses. We focused on the 
functional analysis of PP-IPs synthase genes, OsKCS1-6. 
 We identified two kinds of PP-IPs synthase genes, which are homologous to yeast genes, VIP1 and 
KCS1. We indicated for the first time the possibility that PP-IPs may have a role in abscisic acid 
response during seed germination.

研究分野：植物環境工学

キーワード： 環境ストレス　イノシトールピロリン酸　アブシジン酸
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 地球の自浄能力を超えた急速な環境劣化が
進む中で、厳しいストレス環境に耐性で収量
性の高い作物の開発が急務である。これまで
にもストレス応答因子や適合溶質の利用、活
性酸素除去系の活性化、細胞死の制御等によ
る耐性植物の作出が試みられてきたが、未だ
に十分であるとは言い難い。植物の持つ新た
なストレス耐性機構の解明とその利用が望
まれている。 
 イノシトールリン酸化合物の中でもイノ
シトール六リン酸から合成される高エネル
ギー型のイノシトールピロリン酸(PP-IPs)は、
動物や酵母において塩ストレスや高温スト
レス等の環境ストレス応答において重要な
役割を果たすことが知られている。酵母では
一位のリン酸基にさらにリン酸基を付加す
る PP-IPs合成酵素(VIP1)に加えて、五位のリ
ン酸基にリン酸基を付加する酵素(KCS1)が
存在する（図 1）。しかし、申請当時は、植物
においては PP-IPsの生理機能はもちろん、合
成酵素すら明らかになっていない状況であ
った。我々は申請当時、植物で PP-IPs合成酵
素候補遺伝子を世界で初めて同定すること
に成功した。そこで、我々は、植物の環境
ストレス応答におけるイノシトールピロリ
ン酸の役割を明らかにし、イノシトールピ
ロリン酸が関与するシステムを利用したス
トレス耐性作物の作出を目指そうと考える
に至った。 

図 1. 酵母におけるイノシトールピロリン酸
合成経路 
 
２．研究の目的 
 本研究は、これまで植物の環境応答におい
てほとんど解析されてこなかった PP-IPs に
着目し、その環境ストレス耐性における役割
を明らかにすることを目指した。本研究では
特に、植物の PP-IPs合成酵素遺伝子候補であ
る OsKCS1,2,3,4,5,6 の６種類の遺伝子に着目
し、研究を進めた。本研究によりストレス
耐性植物作出のための新たな基盤が作られ
ることが期待される。 
 
 
 

３．研究の方法 
(1) PAGE 
 0.4M HCl, 10% Na2SO4を含む抽出バッファ
ーを用いて破砕種子からイノシトールリン
酸類を抽出した。 
 抽出したサンプルを、35.5%ポリアクリル
アミドゲルにロードし、4℃、450V、40mA
で 48時間泳動した後、0.05%トルイジンブル
ー染色液で染色してイノシトールリン酸類
を検出した。主な方法は Losito et al.(2009)に
従った。 
(2) 酵母の相補性検定 
 EUROSCARFより購入した酵母の KCS1欠
損変異体 (BY4741; Mata; his3D1; leu2D0; 
met16D0; ura3D0; YDR017c::kanMX4)および
O’Shea博士から譲渡された VIP1欠損変異体
(W303; leu2-3 112try1-1 can1-100; ura3-1 
ade2-1 his3-11,15)にイネの候補遺伝子を導入
して実験に用いた。イネ候補遺伝子は、
pENTR または pYES2 または pYES-DEST52
に導入して用いた。 
 KCS1 の相補実験では、対数増殖期の酵母
を 0.8M NaClを加えた培地に移し、37℃で培
養して塩・高温ストレス条件を与えた。過酸
化水素ストレスは過酸化水素水を最終濃度
5mMになるように加えた培地で 30℃,3時間
培養することで与えた。 
 VIP1の相補実験では、対数増殖期の酵母を
リンが不足した条件（リン濃度 10μM）に移
し、リン欠乏応答が起こるかを調査した。 
(3) イネ組換え体 
 発現の組織特異性を明らかにする目的で
OsKCS1〜6 遺伝子の上流約 2kb を GUS遺伝
子に連結したコンストラクトをイネ品種「日
本晴」に導入した。 
 OsKCS1〜6 遺伝子または OsVIP1,2 の
cDNA 領域をアンチセンス方向にアクチンプ
ロモーターと連結させたコンストラクトを
イネ品種「キタアケ」に導入した。 
 イネ品種「コシヒカリ」の低フィチン酸変
異体 osmrp13 種子で OsMRP13 遺伝子を高発
現させるため、種子特異的プロモーターに
OsMRP13 遺伝子を連結したコンストラクト
を作成し、osmrp13 変異体に導入した。種子
特異的遺伝子発現調節には18kDaオレオシン
遺伝子のプロモーターを用いた。 
 イネの形質転換には Agrobacterium 法を用
いた。組換え体は T3世代以降まで育成し、ホ
モ系統を選抜して用いた。 
(4) 発芽実験 
 滅菌した種子を 10μM のアブシジン酸
(ABA)を含む水溶液を浸したろ紙上で 28℃の
条件で発芽させた。根が 1mm 以上出現した
種子を発芽種子とした。 
(5) フィチン酸(イノシトール六リン酸; IP6)
の定量 
 2.4% HCl で抽出した IP6 を Mitsuhashi et 
al.(2005)の方法に従い、イオンクロマトグラ
フィーにより解析した。陰イオン交換カラム
Dionex IonPac AS20を用いて KOHのグラジ



エント(5mM-80mM)で溶出、分離し、電気伝
導度で検出した。 
 
４．研究成果 
(1) PAGEによる PP-IPsの検出 
 イネ種子から抽出したイノシトールリン
酸類を PAGE により分離・検出したところ、
IP6、イノシトール七リン酸(IP7)、及びイノシ
トール八リン酸(IP8)のバンドを検出するこ
とができた（図 2）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. PAGEによ
るイノシトール
リン酸類の検出 
 

 IP7 および IP8 は熱処理により分解される
ことが知られている。抽出液を 100℃20分間
加熱処理したところ、IP7 と IP8 のバンドが
消失したことから、検出されたバンドが
PP-IPsである可能性は高いと判断した。 
 特筆すべきは、純度の高いポリアクリルア
ミドを用いて強度を高めたゲルを使用した
ところ、これまで分離できなかった二種類の
IP7、すなわち、一位のリン酸基がリン酸化さ
れたイノシトール七リン酸(1-IP7)と五位のリ
ン酸基がリン酸化されたイノシトール七リ
ン酸(5-IP7)を二本の別々のバンドとして検出
できた点である（図 2）。 
 これにより、一位にリン酸基を付加する
PP-IPs 合成酵素(VIP1)に加えて、五位にリン
酸基を付加する PP-IPs 合成酵素(KCS1)が植
物に存在する可能性が初めて示された(図 1)。 
 
(2) 酵母欠損変異体を用いた遺伝子の同定  
 ① イネ KCS1相同遺伝子の同定 
 イネ KCS1候補遺伝子には 6種の相同遺伝
子が存在した。これらはそのアミノ酸配列か
ら、OsKCS1〜3, OsKCS4〜5, 及び OsKCS6
の 3 つの clade に分類された。塩・高温スト
レス、および過酸化水素水ストレスに対する
酵母KCS1欠損変異体のイネOsKCS1〜6によ
る相補性検定の結果から、OsKCS1 が最もよ
く酵母 KCS1 のストレス応答機能を相補する
こと、OsKCS2 と OsKCS5 もある程度機能を
相補することが明らかとなった。 
 ② イネ VIP1相同遺伝子の同定 
 酵母ではリン欠応答の調節に VIP1 が合成
した 1-IP7 が働くことが知られている。この
過程をイネ VIP1 候補遺伝子が相補するかを
検討したところ、OsVIP1および OsVIP2とも
に酵母 VIP1 のリン欠応答機能を相補するこ
とが明らかとなった。 

 
(3) イネ KCS1の遺伝子発現 
 ① 組織特異性 
 イネ KCS1候補遺伝子の遺伝子発現を Real 
time RT-PCR により解析したところ、
OsKCS1,2,3,4,5,6の 6種類の遺伝子全てが、調
査した全ての器官（根、葉、花、および種子）
で発現していることが明らかとなった。さら
に詳しい発現部位を同定するため、各遺伝子
のプロモーター領域を GUS 遺伝子に連結し
たコンストラクトを導入した組換えイネを
作出し、遺伝子発現部位を調査した。根や葉
では、表皮を除き、維管束を中心とした全て
の組織で発現が見られ、根端では特に強く発
現した。花では葯や花粉での発現が強く見ら
れた。また、未熟種子では、胚とアリューロ
ン層で強い発現が見られた一方で、胚乳では
ほとんど発現が見られなかった。以上の発現
パターンに、6 種類のイネ KCS1 候補遺伝子
間での違いは見られなかった。 
 ② ストレス応答 
 発芽後 8日目の実生を用いてイネ KCS1遺
伝子が塩ストレスに応答するかを調査した
ところ、OsKCS1, OsKCS2, OsKCS4, および
OsKCS6 の 4 遺伝子が塩ストレスに応答して
発現量を増加させることが明らかとなった。 
 
(4) 発芽における ABA応答 
 植物では各種のストレス応答において植
物ホルモンの一種であるアブシジン酸(ABA)
が重要な役割を持つ。PP-IPsが植物のストレ
ス応答に関与するのであれば、PP-IPs の増減
は ABA シグナリングにも影響を与えると考
えられる。そこで、OsKCS1〜6, OsVIP1〜2
の発現量を変化させた組換えイネ、および
PP-IPs合成酵素の基質量が変化した低フィチ
ン酸（IP6）変異体を用いて、発芽時の ABA
応答を調査した。 
 ABA 処理により、イネの発芽は遅延する。
野生型に較べて発芽がさらに遅延すれば
ABA感受性が高まったということであり、野
生型よりも発芽が早まれば ABA 感受性が低
下したということを示している。 
 
 ① OsKCS1~6発現抑制体 
 イネKCS1候補遺伝子の 3つの cladeに各々
属する OsKCS1, OsKCS4, および OsKCS6 の
発現抑制体のホモ系統を用いて、発芽におけ
る ABA感受性を調査したところ、OsKCS4発
現抑制体と OsKCS6発現抑制体は野生型と変
わらなかったが、OsKCS1 発現抑制体は野生
型よりも発芽が遅れ、ABA感受性が高くなっ
ていることがわかった（図 3）。酵母の欠損変
異体を用いた相補性検定において、酵母の
KCS1 の機能を最もよく相補した OsKCS1 で
のみ ABA 感受性に差が見られたことは、植
物での ABA応答に OsKCS1の PP-IPs合成機
能が関与することを示唆している。 



 

図 3. PP-IPs 合成酵素遺伝子発現抑制体にお
ける ABA応答(10μM ABA, n=15, 3-4反復) 
 
 さらに、PAGEにより種子の PP-IPs量を調
べたところ、OsKCS1 発現抑制体では 5-IP7
が減少し 1-IP7 が増加していることが明らか
となった（図 4）。これは、OsKCS1の発現抑
制により 5-IP7合成が抑制されたことで 1-IP7
がより多く合成されたためと考えられた。 

 
 
 
 
 
 
図 4. OsKCS1 発
現抑制体種子に
おける PP-IPs の
検出 
 

 
 ② OsVIP1,および OsVIP2発現抑制体 
 OsVIP1とOsVIP2の発現抑制体のホモ系統
を用いて、発芽における ABA 感受性を調査
した。OsVIP2発現抑制体の ABA応答には野
生型と差は見られなかったが、OsVIP1発現抑
制体は野生型よりも発芽が早まり、ABA感受
性が低下することがわかった（図 3）。登熟〜
発芽の際には OsVIP1 のみが高い発現を示す
ため、OsVIP1の発現抑制だけが ABA応答に
影響を与えた可能性が考えられた。 
 また、OsVIP1 発現抑制体種子の PP-IPs 量
を調べたところ、5-IP7が増加し 1-IP7が減少
していることが明らかとなった。これは、
OsVIP1の発現抑制により 1-IP7合成が抑制さ
れたことで 5-IP7 がより多く合成されたため
と考えられた。 
 
 ③ 低フィチン酸変異体 
 PP-IPsはフィチン酸(IP6)を基質として合成
される（図 1）。従って、IP6量が変化した種
子では、発芽における ABA 応答が影響を受
ける可能性がある。そこで、低フィチン酸の
形質を示すイネ osmrp13 変異体を用いて
ABA 応答を調査することにした。OsMRP13
はフィチン酸を液胞に運ぶトランスポータ
ーであり、osmrp13 変異体では、フィチン酸

合成が抑制されて低フィチン酸となること
が知られている。 
 osmrp13 変異体の種子には野生型の 3 割程
度のフィチン酸しか蓄積されない（図 5）。変
異体の発芽時の ABA 応答を調べたところ、
野生型に較べて発芽が早まり、ABA感受性が
低下することがわかった（図 6）。また、変異
体の種子では5-IP7も1-IP7も減少することが
明らかとなった（図 7）。 

 
 
 
 
 
図 5. イネ osmrp13変
異体と osmrp13 変異
体でOsMRP13を高発
現させた組換え体
(m/M)の種子に含ま
れる IP6量の比較 
 
 

 
図 6. 低フィチン酸変異体(osmrp13)および高
フィチン酸組換え体(m/M)における ABA 応
答 (10μM ABA, n=15, 3-4反復) 

 
 
 
 
 
図7. 低フィチン酸
変異体(osmrp13)お
よび高フィチン酸
組換え体 (m/M)種
子における PP-IPs
の検出  
 

④ 高フィチン酸組換え体 
 上述の osmrp13 変異体で OsMRP13 遺伝子
を種子特異的に高発現させた組換え体を作
出したところ、種子に含まれる IP6 量は 1.5
倍以上に増加した（図 5）。この組換え体を用
いて発芽時の ABA 応答を調べたところ、発
芽が大きく遅れ、ABA感受性が高くなったこ
とがわかった（図 6）。さらに、組換え体種子
の PP-IPs 量を調べたところ、5-IP7 も 1-IP7
も大きく増加していることが明らかとなっ
た（図 7）。 



 本実験で用いた OsMRP13 高発現体では種
子特異的プロモーターを用いている。種子特
異的に OsMRP13 を高発現させても発芽の
ABA応答が大きく変化したことから、種子に
蓄積された PP-IPsが発芽時の ABA応答に重
要な役割を担うことが示唆された。 
 
 以上のように、PP-IPsの合成・蓄積に関わ
ると考えられる遺伝子の発現を変化させる
と、発芽の際の ABA 応答が変化することが
明らかとなった。ABA応答に変化の見られた
OsKCS1発現抑制体、OsVIP1発現抑制体、お
よび osmrp13 変異体の結果をまとめると表 1
のようになった。ABA感受性と IP6, 5-IP7, お
よび 1-IP7量との関係を比較すると、1-IP7量
が少ないと ABA感受性が低くなり、1-IP7量
が多いと ABA 感受性が高くなるという関係
が成り立つことがわかる。一方、IP6や 5-IP7
の量と ABA 感受性との間には、このような
明瞭な関係性は見られない。 
 

 
 本研究から、PP-IPsのうち、1-IP7が ABA
シグナリングに関与する可能性が高いこと
が初めて示唆された。 
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