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研究成果の概要（和文）：イネ科植物は｢節｣において複数の維管束系を著しく発達させ、根から吸収した無機栄養素の
新葉や種子への優先的な分配を実現しているが、その分子機構は解明されていなかった。本研究ではイネ節で働く亜鉛
、銅、マンガンの輸送体タンパク質を同定し、元素毎に異なる特徴的な分配様式に大きく寄与していることを明らかに
した。これらはイネ科植物の生長戦略上の重要な新知見であるとともに、穀物の生産性・安全性・栄養価の向上に応用
できる。

研究成果の概要（英文）：Remarkably developed vascular systems in nodes of grass plants play a pivotal role
 for preferential distribution of mineral nutrients to the developing young leaves and grains, although th
e molecular basis were not understood. In this research, transporters for Zn, Cu and Mn in rice nodes were
 identified and the important contributions to the distinct distribution pathways for each element were un
raveled. 
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１．研究開始当初の背景 
  イネ科植物は節において複数の維管束系
を著しく発達させ、根から吸収したミネラ
ルの新葉や茎頂、特に穂への優先的な分配
を実現している。生理学実験や放射性トレ
ーサを用いた実験から、少なくとも鉄・亜
鉛・カドミウムなどのミネラルに関して、
節までは速やかに上昇するが、いったん節
に滞留し、蒸散の多い展開葉ではなく未展
開葉や穂へと優先的に輸送されることが知
られている。このような節における優先的
な分配には、節の維管束の配向や形態的特
徴などから、“肥大維管束”から”分散維管束
“への維管束間輸送経路が推定されていた
が、分子・遺伝子レベルの知見はほとんど
無く、節における輸送体分子の役割を実証
した研究は代表者らのケイ酸輸送体 Lsi6
の研究がほとんど唯一の例であった。 
２．研究の目的 
  本研究ではイネ節の選択的ミネラル分配
に関わる輸送体遺伝子の同定と機能解析(3
元素 4 遺伝子程度)を行うことによって、これ
までブラックボックスであったイネ科作物
の節の機能を遺伝子・タンパク質レベルで明
らかにすることを第一の目的とする。また、
節のミネラル分配機構において最も重要な
役割を果たすと考えられる肥大維管束木部
転送細胞や分散維管束における遺伝子発現
の制御機構を明らかにするため、木部転送細
胞に高発現するケイ酸輸送体 Lsi6 などのプ
ロモーター領域について、組織特異的発現を
制御するシス配列および転写調節因子を探
索する。 
 
３．研究の方法 
(1) 節の選択的ミネラル分配機構の解明 
マイクロアレイおよび定量的RT-PCRによっ
て見出した、節で高発現する Fe, Zn, Mn, Cu
などのミネラル輸送体候補遺伝子について、
遺伝子破壊株を検索、取得し、また RNAi 法
による発現抑制株を作成する。穂や止葉など
のミネラル蓄積を ICP-MS で測定し、アイソ
トープのパルスラベルを用いた組織レベル
でのミネラルの分布の比較などによってそ
れらの候補遺伝子の節における生理的な役
割を明らかにする。また抗体染色やプロモー
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する。輸送活性はアフ
リカツメガエル卵母細胞および酵母発現系
を用いてアッセイする。 
(2) 節組織特異的プロモーターの開発 
節の木部転送細胞に高発現する Lsi6 や新た
に同定した遺伝子のプロモーターを用いて、
木部転送細胞や分散維管束における遺伝子
発現に関わる制御領域を明らかにする。プロ

モーターのデリーションクローンに GFP レ
ポーターを付けたものを 8 種類程度用意し、
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
の変化を確認する。節特異的な転写制御領域
が見出された場合は、酵母 one-hybrid 法に
よる転写調節因子のスクリーニングを行う。 
 
４．研究成果 
  マイクロアレイ解析等によって節におけ
る高発現が明らかになったミネラル輸送体
候 補 遺 伝 子 、 OsNramp3 、 OsHMA2 、
OsYSL16 について、遺伝子破壊株などを用
いた機能解析を行い、いずれもミネラル元素
の分配に重要な役割を果たしていることを
明らかにした。 

   図１ 節の輸送体と維管束間輸送経路 
 
 (1) OsYSL16 は細胞膜に局在し、銅とニコ
チアナミンの錯体を輸送する。節においては
維管束篩部に発現し、加えて葉身、葉鞘の維
管束にも高発現していた。遺伝子破壊株では
下位葉の銅の蓄積が増加し、新葉や穂への銅
の分配が減少していた。また下位葉からニコ
チアナミン銅を与えた場合の転流も殆どみ
られなくなった。これらの結果から、
OsYSL16 は葉および節においてニコチアナ
ミン銅錯体の篩管へのローディングを担う
輸送体であり、銅の再転流に必要であること
が明らかになった。(図 1、発表論文③) 
 
(2) OsHMA2 は細胞膜に局在し、亜鉛および
カドミウムを細胞内に取り込む輸送活性が
みられた。免疫組織染色の結果、OsHMA2
タンパク質は節の維管束の篩部および根の
内鞘細胞に局在していた。Tos17 挿入変異株
を用いた解析の結果、根の発現については亜
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鉛およびカドミウムの地上部への転流に寄
与していた。地上部では、これらの変異株で
は上位節や新葉、穂への亜鉛およびカドミウ
ムの分配が減少し、逆に下位節や下位葉への
分配が増加した。亜鉛およびカドミウムはい
ずれも一旦節に蓄積した後、専ら発達中の新
葉や穂へと優先的に輸送されることが知ら
れており、OsHMA2 はこの特徴的な分配様
式に必要な、節の維管束篩部へのローディン
グを担うことが明らかになった。(図 1、発表
論文②) 
 
(3) OsNramp3 は細胞膜に局在し、マンガン
を細胞内へと輸送する活性がみられた。
OsNramp3 の発現は主に節において、肥大維
管束木部(木部転送細胞など)および分散維管
束篩部の両方にみられた。さらに免疫組織染
色の結果、マンガン欠乏条件では細胞膜に局
在するタンパク質が、マンガン過剰条件では
数時間以内に速やかに細胞内の小胞に取り
込まれ分解されることを見出した(図２) 
その結果、マンガン欠乏条件下の野生型株で
は、限られたマンガンの新葉や穂への優先的
な分配が観察されたが、遺伝子破壊株では大
半のマンガンが下位葉へと分配され、新葉や
穂への分配が著しく減少した。一方でマンガ
ン過剰条件下では野生型株と破壊株の分配
様式は一致し、蒸散量に応じて下位葉へと分
配された。このように、OsNramp3 は環境中
のマンガン条件に応じて節の維管束間輸送
を調節し、マンガン分配のスイッチとして機
能することが明らかになった。(図 1、発表論
文①) 
 

図２ 過剰マンガンに応答した OsNramp3
タンパク質(赤色)の分解 

 
(4) この他、鉄および亜鉛の分配に関わる新
規輸送体を同定し、解析と学会発表を行って
いる。 

 
(5) 節のミネラル分配機構において重要な役
割を果たすと考えられる肥大維管束周縁部
の木部転送細胞における遺伝子発現の制御
機構を明らかにするため、木部転送細胞に高
発現するケイ酸輸送体 Lsi6 およびマンガン
輸送体 OsNramp３のプロモーター解析を行
った。異なる長さの上流配列、構造遺伝子領
域、3’UTR に GFP レポーターを付加した合
計 10 種類のコンストラクトを用いて形質転
換イネを作成し、免疫組織染色などによって
GFP レポーターの発現部位を調査したとこ
ろ、一部のコンストラクトでは節以外の組織
における発現は内在の遺伝子と一致したが、
節の木部転送細胞においてはいずれのコン
ストラクトでも顕著な発現はみられなかっ
た。この結果から、木部転送細胞における遺
伝子発現制御に関わるシス領域は特定でき
なかったが、他組織とは異なる特異的な発現
制御機構の存在が示唆された。 
(6) 本研究によって、イネの節で働くミネラ
ル元素の輸送体タンパク質が、元素毎に異な
る特徴的な分配様式に大きく寄与している
ことが明らかになった。これはイネ科植物の
生存・成長戦略を理解する上で、これまで見
過ごされてきた重要な新知見である。しかし
その役割が解明された節の輸送体はまだご
く一部であり、ここで明らかになったマンガ
ン、銅、亜鉛、カドミウム以外のミネラル元
素についても節において何らかの分配制御
が予想されることから、本研究をより一層発
展させる必要がある。また、これらの知見に
基づき、分子育種や遺伝子工学的手法によっ
て節のミネラル分配を改変すれば、穀物の生
産性・安全性・栄養価の向上に応用できる。 
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