
山形大学・農学部・客員教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１５０１

基盤研究(B)（一般）

2017～2015

膜脂質層の分子的改変による、イオンストレスマルチ耐性植物の創生

Making new tolerant plants by molecular modification of the lipid bilayer

７０００７０７９研究者番号：

我妻　忠雄（WAGATSUMA, Tadao）

研究期間：

１５Ｈ０４４６６

年 月 日現在３０   ９   ３

円    13,200,000

研究成果の概要（和文）：Indicaは、Alによる膜脂質層内での隙間形成による膜透過性増大を阻止できない
stigmasterolが著しく多いことが解った。pah1pah2シロイヌナズナはAl耐性が弱く、膜脂質成分がwild-typeと
は異なった。HMGPAHはCd耐性が向上した。HMGイネはAl耐性が向上する傾向だったが、さらに検討中である。PAH
はイネのリンリサイクリングを促進し低リン耐性強化に貢献し、下位葉でのPL分解能の高さが、イネの低リン耐
性を向上させることも解った。以上により、膜脂質層のsterolを増やしPLを減らすことが、イオンストレスマル
チ耐性に重要であると示唆された。

研究成果の概要（英文）：Stigmasterol, non-effective sterol species for blocking membrane 
permeabilization, was found to be contained higher in popularly cultivated Al-sensitive Indica than 
Japonica cultivars. Higher expression of HMG encoding the key sterol biosynthetic HMGR, lower 
stigmasterol and lower transport of isopentenyl diphosphate, pivotal intermediate for sterol 
biosynthesis, to plastid are found to be beneficial for higher Al tolerance. PAH encoding 
phosphatidate phosphohydrolase (PAP) is known as a key gene to decrease phospholipid (PL). Membrane 
lipid composition of Al-sensitive pah1pah2 Arabidopsis is different from that of wild-type. HMGPAH 
Arabidopsis line is more tolerant to Cd toxicity. Al tolerance of HMG rice lines is generally higher
 than wild-type, and further in detail investigation is continued. PAH is considered to contribute 
to the greater low-phosphorus (P) tolerance by enhancing the P-recycling. Higher hydrolizing ability
 of PL in the lower leaves enhances low P tolerance of rice.

研究分野：農学
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１．研究開始当初の背景 
（１）世界のコメ生産量の８割を占める

Indica は、酸性土壌の重要な生育制限要因の

一つであるアルミニウム（Al）過剰害への耐

性が Japonica よりも弱いが、その理由は不

明である。Al 耐性イネの創生は重要課題であ

るが成功していない。 

 

（２）酸性土壌に耐えるためには、Al 耐性に

プラスして Ca、P などの養分不足や低 pH へ

の耐性も必須であるが、現在このような視点

での研究は皆無であり、養分吸収性の低さ、

植物体中の至適養分濃度の低さ、一旦吸収し

た養分の体内での利用効率性の高さが重要

である。我々はこれまでの研究で、膜ステロ

ール(sterol)の増加・リン脂質(PL)の低下で

Al 耐性が向上することを明らかにした。

sterol の増加には sterol 生合成経路の上流

にある HMG（メバロン酸生成する HMG-CoA 還

元酵素コード遺伝子）、PLの低下には PAH（ホ

スファチジン酸脱リン酸化酵素コード遺伝

子）をそれぞれ過剰発現させるのが有効では

ないかと予想した。 

 

（３）これまでの研究で低リン耐性の強いイ

ネ品種は、ＰＬからガラクト脂質（ＧＬ）へ

の変換能が高いことが解り、低リン条件に適

応するためのリンリサイクリング能には、Ｐ

ＬからＧＬへの再編が重要な鍵となってい

るものと考えられた。 

 
２．研究の目的 
（１）根細胞膜脂質の sterol を高め、ＰＬ

割合を低下させて、イネの Al 耐性を向上さ

せること。 

 

（２）HMG や PAH を過剰発現させた、種々の

イオンストレスへのマルチ耐性を強化した

植物を創生する。そのために、それら植物の

各種表現型(phenotype)を解析する。さらに、

ノックダウンさせた植物との比較も行う。そ

のために、供試植物材料としては、イネのみ

ではなくシロイヌナズナも用い、酸性複合ス

トレスへのマルチ耐性、各種重金属耐性、高

Na 耐性を解析すること。 

 

（３）Indica と Japonica イネ品種間での Al

耐性比較、HMG 発現量の違いと Al耐性との関

係、sterol 種の違いと Al 耐性の関係を明ら

かにすること。 

 

（４）リンリサイクリング能の低リン耐性へ

の貢献度、低リン条件での phenotype 解析を

行う。 

（５）HMG や PAH を過剰発現もしくは遺伝子

破壊したイネやシロイヌナズナを用い、低リ

ン耐性が強化されるか否かを検証するとと

もに、これらの系統で見られる生理学的特性

（ストレス耐性、イオン吸収)や、分子生物

学的な影響を調査すること。 

 

（６）低リン耐性の異なるイネ品種の地上部

及び根部における脂質再構成機構の詳細を

リピドーム解析により明らかにすること。 

 
３．研究の方法 
（１）temperate japonica と Indica aus の

イネを Al 処理し、凍結乾燥根端 1 cm で、

OsHMG2 、OsHMG3 の Real-time qRT-PCR を行

った。凍結乾燥根端 1 cm の sterol を GC-MS

で測定した。 

 

（２）HMG、PAH 過剰発現体、それらの二重

組換え体シロイヌナズナを 20～25 系統作製

した。35プロモーター過剰発現 AtHMG 組換え

シロイヌナズナ T2、35 Promoter 過剰発現

AtPAH 遺伝子組換えシロイヌナズナ T2、Ａ

tALMT1 Promoter：AtHMG 組換えシロイヌナズ

ナ T2、CaMV 35S Promoter 及びリンゴ酸トラ

ンスポーターAtALMT1 Promoter を使用した。 

 

（３）イネの過剰発現系統を用いた解析では、



野生株（コシヒカリ）、vector control (NOS)、

PAH 過剰発現系統(PAH)、HMG と PAH 両方の過

剰発現系統（HMGPAH）を異なるリン濃度や Al

での処理を行った。シロイヌナズナの過剰発

現系統を用いた解析では、野生株(Col-0)、

HMG、PAH2、HMGPAH2、pah1pah2 系統を無菌的

に-P、+P の 1/2MS 培地で処理を行った。 

 

（４）低リン耐性の異なるイネ品種を低リン

処理し、部位・葉位別のリピドーム解析を行

った。 

 
４．研究成果 

（１）temperate japonica Al 感受性イネ品

種は、暗所で根端での Al 集積が抑えられ、

Al 耐性が向上した。根端の PL には差がなか

った。Al処理での膜脂質層内の隙間形成によ

る透過性増大に対して抑止効果を有しない

stigmasterol の増大は Al 耐性を弱くし、減

少は強くすることが本研究で初めて明らか

された。また、従来不明であった Indica の

著しい Al感受性の理由は stigmasterol が多

いためである可能性が初めて示唆された。

sitoterolからstigmasterolへの反応に関与

する sterol-Δ22-desaturase をコードする 

CYP710A1 への注目が将来期待される。sterol

生合成経路の上流にある鍵遺伝子 HMG2、HMG3

の発現増大や、下流での sterol 生合成への

鍵材料である isopentenyl diphosphate 

(IPP)の plastid への分配状態を知ることは、

cytosol/ER-plastid 間での crosstalk を明

らかに出来ると考えた。その結果、

cytosol-plastid 間での IPP 輸送の制御も下

流での sterol 生合成原料を増やし Al耐性強

化に貢献しているものと考えられ、今後の課

題として指摘される。 

 

（２）シロイヌナズナ pah1pah2 は、培地-P

条件でのみ野生系統に比べて Al 感受性を示

した。一方、Al 耐性は、AtHMG、AtPAH、

AtALMT1Promoter:HMAGAtALMT1Promoter:HMA

G:PAH2 は WT との間に有意な差が認められな

かったが、これは Al応答性リンゴ酸分泌の

ためと思われた。アノテーションがついてい

る 150の脂質成分を用いた主成分分析の結果、

第一主成分では pah1pah2 はいずれの条件下

でも他と大きく異なっていた。 第二主成分

では組換え体系統間で差異がみられた。また、

検出できた 80の脂質成分で Al 応答性（Ａｌ

／コントロールの比）の主成分分析を行った

ところ、組換え体系統は Col-0（WT）と

pah1pah2 と異なっていた。組換え系統におけ

る Al ストレスによる脂質成分変化の差異が

示唆された。それらの脂質成分変化が前述し

た AtALMT1を含めた遺伝子の転写応答へ影響

を及ぼすかどうかは今後の課題である。 

 

（３）過剰 Cd、Ni、Na、Cu、Mn 耐性及び低

Ca,低 pH耐性についても同様に耐性試験を行

った。その結果、pah1pah2 は著しい Cd 感受

性を示し、HMG 及び PAH2 は、ＷＴに比べて

Cd 耐性を示した。これらは新規発見であり、

脂質成分改変で作物に重要であるＣｄ耐性

を獲得できたことは意義が大きく、イネ組換

え体についても調査する必要がある。 

 

（４）作出を進めた多くのイネ HMG 過剰発現

系統で Al 耐性の強化が認められたが、この

耐性強化は常に見られるわけではなく、不安

定な結果であった。遺伝子の過剰発現処理は、

イネ自体のHMG遺伝子発現には影響が無かっ

た 。 HMGR の 活 性 は SnRK1 (sucrose 

non-fermenting-1-related protein kinase) 

への翻訳後修飾によって調整されるとの報

告もあることから、過剰発現系統における

HMGR 酵素活性の測定や sterol 合成の関連遺

伝子群の発現量などの詳細を調査する必要

があると考えられた。一方、全根伸長量を基

準とした評価では Al 耐性差が認められた。

今後は、このスクリーニング法の妥当性をさ

らに検証し、sterol 含量、HMGR 酵素等の活



性測定、sterol 合成に関わる他の遺伝子の発

現量、根細胞プロトプラストの filipin 染色

による sterol のイメージング等に研究を進

展させたい。T2、T4 世代の PAH 系統の Al 耐

性スクリーニングを行った結果、NOS 系統と

比較して Al 耐性が高く、いくつかの系統で

は統計的に有意だった。また、リン欠乏で前

処理することで、高ナトリウムあるいは高ニ

ッケル条件下で栽培したコシヒカリの根ナ

トリウム、ニッケル含有率はリン十分条件下

で前処理したものよりも有意に低下し、耐性

も強化される傾向がみられた。Al だけではな

く、これらの陽イオン過剰害に対する耐性も

PL 割合を低下させることで強化されること

が示唆される。これらの陽イオン耐性につい

ても今後 PAH過剰発現系統により確認したい。 

 

（５）HMGPAH 過剰発現系統イネは、NOS 系統

と比べて根の生育が+P, -P区とも有意に低く、

両遺伝子の過剰発現により根の生育が抑制

される可能性が考えられた。PAH3, 6 系統の

0 ppmP 区では地上部、根部ともリン濃度が有

意に低かった。このことから、PAH 過剰発現

は、リンのリサイクリングを促進する結果リ

ン濃度を低下させ、低リン耐性の強化に寄与

すると考えられた。 

 

（６）シロイヌナズナの各系統は、+P 区では

HMGPAH 過剰発現系統で、-P 区では PAH2 およ

び HMGPAH 過剰発現系統で生育が高い傾向が

示された。地上部リン濃度は、+P区では系統

間で有意差は見られないが、-P 区では PAH2

過剰発現によるリン濃度の低下が示唆され

た。培地に添加した sucrose によって激しい

リン欠乏症状が生じたものと推察され、PAH

遺伝子が動物と同様に lipinとしてシグナル

伝達に関与し、PLを減らすだけでなく脂質代

謝全体の調節に関わっている可能性が示唆

された。 

 

（７）低リン耐性の異なるイネ品種は、P0区

では PLクラスが減少し、非 PL クラスは増加

した。耐性の強い赤米の P0 区/P8 区は非 PL

は他品種よりも高く、PL では低かった。+P

区に比較して-P 区での非 PL のグルクロノシ

ルグリセロールの増加度合は、赤米で高かっ

た。赤米は、非 PL のジガラクトシルジアシ

ルグリセロール（DGDG）、モノ GDG、スルフォ

キノボシル DG、非極性脂質のトリアシルグリ

セロールが、－P 区でいずれも＋P 区よりも

増加し、その度合は上位葉で下位葉よりも高

かった。一方、各種の PL クラスの傾向は、

上記と逆であった。これらの結果から、脂質

の再構成を行う度合にイネ品種間差が確認

され、赤米の低リン耐性の高さには、脂質の

再構成を行う能力の高さが寄与し、赤米は、

下位葉ではより多くの PL を分解し、上位葉

ではより多くの非 PL を合成して、脂質の再

構成を行うことにより体内におけるリンの

利用効率を高めていると示唆された。 
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