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研究成果の概要（和文）：イネ科植物の節は著しく発達した維管束群が高度に組織化されており、栄養素の“維
管束間輸送”によってその分配を制御していることが次第に明らかになってきた。本研究ではイネの節において
リン、ホウ素、鉄の維管束間輸送と器官間の分配に関わる新奇輸送体を同定し、その生理機能解析を行った。こ
のうちリンの新規輸送体SPDTは節の維管束木部などに発現し、リンの維管束間輸送を促進することで新葉や種子
へのリンの優先的な分配に寄与する。
また節の肥大維管束木部転送細胞で高発現するケイ酸輸送体Lsi6のプロモーター解析を行い、組織特異的な遺伝
子発現を制御する領域を推定した。

研究成果の概要（英文）：Nodes of graminaceous plants containing highly developed and fully organized
 vascular systems, which involved in “inter-vascular transfer” of mineral nutrients. In this 
study, we identified novel node localized mineral transporters for phosphorus, boron and iron in 
rice. Each transporter mediate inter-vascular transfer and contribute to preferential distribution 
control of each elements. In addition, we conducted promoter analysis of rice silicic acid channel 
Lsi6, which highly express in xylem transfer cells in enlarged vascular bundles in node. We estimate
 a regulatory promoter region for the tissue specific gene expression.

研究分野： 植物分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
植物は土壌中の無機栄養素(ミネラル元素)

の過不足に対処するため、根のミネラル吸収
能力を変化させるだけではなく、限られたミ
ネラルを発達中の新しい組織や種子へと優
先的に分配し、また過剰なミネラルを古い組
織に隔離する能力を備えている。このような
ミネラルの選択的分配は、古典的な生理学実
験や放射性トレーサを用いた実験、著しく発
達した維管束群が集まる組織構造などから、
節が主要な舞台であると考えられてきた。し
かし、その分子メカニズムについては最近ま
で未解明であった。研究代表者らは 2009 年
に、イネの節に高発現するケイ酸輸送体Lsi6
を介した維管束間輸送が、穂への優先的なケ
イ素分配に不可欠であることを初めて明ら
かにした。さらに、マンガン、銅、亜鉛、ケ
イ素、カドミウム、ヒ素の節における分配に
関与する輸送体を同定し、世界的にも類例の
無い先駆的な研究を行ってきた。 
 

２．研究の目的 
イネの節においてミネラルの分配や貯留

に関わる新規遺伝子を同定し、その役割と節
の機能を解明する。また節の維管束間輸送に
おいて中心的な役割を果たす、肥大維管束の
木部転送細胞に特異的な遺伝子発現を制御
するシス配列および転写制御因子を同定す
る。 
 
３．研究の方法 
（１）節の各組織に高発現するミネラル分配
関連候補遺伝子の選定 
イネの栄養生長期の基部節および出穂期の
上位節から肥大維管束木部転送細胞および
分散維管束篩部をレーザーマイクロダイセ
クション法によって分取し、トランスクリプ
トーム解析を行った結果に基づき、節の各組
織で高発現するリン、ホウ素、鉄の分配への
関与が推測される新規輸送体候補遺伝子を

選定した。また節におけるミネラルの貯留に
関わる因子として、液胞膜局在が予想される
各種ミネラル輸送体、キレート化合物の合成
および輸送に関わる遺伝子からも同様に候
補遺伝子を選定した。RT-PCR による発現解
析を節および節以外の様々な組織でおこな
い、節における発現が特に顕著な遺伝子につ
いて以下の解析を行った。 
（２）節のミネラル分配関連遺伝子の機能解
明 
レトロトランスポゾンTos17やT-DNA挿入
による遺伝子破壊株を検索、取得し、無い場
合にはゲノム編集技術(CRISPR/Cas9 法)に
よる変異体を作成した。各器官のミネラル蓄
積をICP-MSによって測定し、またSEM-EDX
や各種染色法、アイソトープのパルスラベル
を用いた器官/組織毎のミネラル分布の比較
などによって節における生理的な役割を解
析した。また同時に器官および生育時期別に
定量的RT-PCRによって詳細な発現解析を行
い、免疫組織染色とプロモーターGFP形質転
換イネによって組織局在を、GFP融合遺伝子
とウエスタン解析によって細胞内局在を明
らかにした。輸送体遺伝子については輸送活
性をアフリカツメガエル卵母細胞および酵
母発現系を用いてアッセイを行った。 
（３）節の木部転送細胞に高発現する遺伝子
のプロモーター解析 
節の肥大維管束木部転送細胞に高発現する
ケイ酸輸送体 Lsi6 についてプロモーター解
析を行い、木部転送細胞における遺伝子発現
に関わる制御領域の同定を試みた。プロモー
ターのデリーションクローンに GFP レポ
ーターを付けたものを多種類用意し、形質転
換イネにおいて RT-PCR と GFP 蛍光、GFP 
に対する抗体染色によって組織特異性を確
認した。 
 
４．研究成果 
（１）イネ節のミネラル分配関連候補遺伝



子の機能解析 
イネ節で高発現するミネラル輸送体候補

のうち、４つの遺伝子について解析を行った。 
SPDT/OsSultr3;4 については、節の維管束

木部および維管束間の柔細胞に発現し、細胞
膜に局在するリン酸取り込み輸送体である
ことを明らかにした。SPDT の変異体では、
節、新葉、種子へのリンの分配が減少し、下
位葉へのリン蓄積が増加したことから、
SPDT が発達中の器官へのリンの優先的分配
に寄与していることが明らかになった。（雑
誌論文③参照）また、SPDT に加えて、
OsPHO1;2 も節において リンの分配に関与
していることを見出し、その機能について詳
細な解析を行っている。（学会発表⑥） 
ホウ酸の輸送体OsNIP3;1 については、節

の肥大維管束木部柔細胞の細胞膜に局在し、
変異体においてはホウ素の分配に影響する
ことを明らかにした。詳細な生理機能解析の
結果OsNIP3;1は、新葉へのホウ素の分配に
寄与し、破壊株ではホウ素欠乏条件下で著し
く生育が悪化した。その発現はホウ素欠乏-
ホウ素過剰に応答して、転写レベルおよびタ
ンパク質レベルで制御されることを明らか
にした。（雑誌論文①参照） 
鉄の輸送体候補については、免疫組織染色

の結果、節の肥大維管束木部において細胞膜
に局在することを明らかにした。またその変
異体では節および新葉の鉄濃度が低下し、新
葉は鉄欠乏クロロシスを呈した。引き続きよ
り詳細な生理機能解析や輸送基質の同定な
どを試みている。 
さらに金属結合タンパク質として知られ

るメタロチオネインのうち、節で著しく高発
現する2分子種について、遺伝子破壊株を取
得し、生理機能解析を行った。 その結果こ
れらの遺伝子は、それぞれ亜鉛及び銅の分配
や節への蓄積性に影響を及ぼすことが明ら
かになった。さらに二重変異体においてはよ
り顕著な表現型を示した。ミネラルの維管束

間輸送を担う節においては他の器官よりも
様々な金属元素が高濃度で蓄積することか
ら、これらのメタロチオネインは節における
亜鉛や銅の貯留と輸送をサポートする役割
があると推測される。 
（２）節の木部転送細胞に高発現する遺伝子
のプロモーター解析 
節の肥大維管束木部の周縁部に形成され
る木部転送細胞は導管に面した細胞壁の内
殖によって細胞膜の表面積が拡大しており、
維管束間輸送の起点として様々なミネラル
輸送体を高発現していると考えられる。した
がってこの組織特異的な遺伝子発現制御の
解明は節の栄養素分配を理解する上で重要
であり、また栄養素の分配を改変する応用に
もつながる。本研究では肥大維管束木部転送
細胞に高発現するケイ酸輸送体 Lsi6 のプロ
モーターを対象として、その組織特異的発現
を制御するシス配列の同定を試みた。 
まず、最長 5 kb までの Lsi6 プロモーター、
ORF(1 kb)またはイントロンを含むゲノム配
列(4 kb)、3’UTR配列(0.5 kb)と GFPレポー
ター遺伝子を組み合わせた、合計 14 種類の
コンストラクトを作成し、組換えイネを作成
して、GFPに対する免疫組織染色によって節
における発現組織特異性を評価した。ところ
が、いずれのコンストラクトでも本来 Lsi6
が高発現する肥大維管束木部には発現が見
られず、代わりに分散維管束木部などで発現
が見られた。Lsi6 は節だけで無く、葉の導管
に隣接する細胞などにも発現するが、それら
の発現は組換えプロモーターでも再現でき
た。したがって節における Lsi6 の高発現は、
単に維管束が発達することによる見かけ上
の高発現では無く、節組織特異的な未知の発
現制御機構の存在が示唆された。（学会発表
③） 
次にLsi6遺伝子の上流約2.4 kbにT-DNA
が挿入された新規変異株を取得し、この挿入
が内在の Lsi6 の発現様式に影響を及ぼさな



いことを明らかにした。さらにLsi6 プロモー
ター上の 2 カ所を同時にターゲットとする
CRISPR/Cas9 法による変異導入を試み、プ
ロモーター領域が数百 bp 以上欠失した数種
類の新規変異体の作出に成功した。しかし、
いずれの欠失系統でも節における Lsi6 の発
現様式に大きな変化はみられず、野生型イネ
と同様に肥大維管束木部転送細胞で高発現
していた。 
これらの結果から、何らかの未知の理由に

よって Lsi6 の組換えプロモーターは本来の
発現組織特異性を発揮しなかったものの、イ
ネゲノム上の内在の Lsi6 遺伝子について発
現制御に関わる蓋然性が高い領域を約 250 
bp に絞り込むことができた。  
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