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研究成果の概要（和文）：植物細胞は金属イオンの濃度を調節しつつ生命活動を維持している。その調節に関わ
るイオン膜輸送系、濃度感知装置に焦点を当て、以下の成果を得た。1）液胞膜Zn輸送体MTP1の細胞質側のHisに
富んだ領域が、細胞質イオン濃度を感知し、低濃度では細胞質Zn濃度を維持するため活性を抑制する役割をもつ
ことを証明した。2）新規亜鉛輸送体MTP12がMTP5とヘテロ多量体を形成し、ゴルジ装置に局在することを解明し
た。3）細胞膜のCa結合タンパク質PCaP1について、金属結合による構造変化、培地銅イオン過剰による発現増
大、遺伝子欠失株での銅感受性増大、気孔の閉口機能への寄与等の生理機能を解明した。

研究成果の概要（英文）：Plants regulate concentrations of metal ions in order to maintain their 
activities. We focused on the ion transport systems and ion-sensing machineries and revealed the 
followings. 1) The cytosolic histidine-rich loop changes its configuration and functions acts as a 
sensor of cytosolic zinc to maintain an essential level in the cytosol. This was evidence by in vivo
 examination using loss-of-function mutant plants. 2) New-type zinc transporter MTP12 forms a 
hetero-oligomer with MTP5 and functions as zinc transporter in the membrane of Golgi apparatus. 3) A
 newly identified calcium-binding protein PCaP1, which is stably associated with the plasma 
membrane, changes its conformation by binding with metal ions. The expression of PCaP1 gene is 
enhanced by increased copper levels and its loss-of-function mutant plants become sensitive to high 
copper levels. Also, PCaP1 is involved in the closing mechanism of stomata in leaves.

研究分野： Biochemistry, Plant Molecular Biology
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１．研究開始当初の背景 
 植物細胞は、亜鉛、マグネシウム、カルシウム

等の必須金属イオンを過不足なく濃度調節しつ

つ、生命活動に利用している。この点は、分子

機構の解明が十分とは言えない状況であった。

そこで、液胞が担う金属イオンの集積機能とそ

れを支えるプロトンポンに焦点を当て、分子素子

自身とシステム全体としてのイオン調節機構の

両面を解明することを目的とした。さらに、新規

な亜鉛輸送体候補分子 AtMTP12 にも注目し分

子生物学的特性を解明することとした。 

図 1 植物の膜輸送システム. 液胞膜輸送分子等

を中心にした模式図 
 
 
２．研究の目的 
 植物は必要な金属の余剰分を液胞に蓄え、

必要に応じて細胞質に供給する。本研究では、

液胞への金属集積を担う Zn2+/H+対向輸送体

（MTP1）、Ca2+/H+対向輸送体（CAX）とその機

能を支える H+-ピロホスファターゼ（H+-PPase）に

焦点を当てる。二次能動輸送体は V-ATPase と

H+-PPase が形成する pH 勾配を駆動力する。各

分子の詳細な作動機構、イオン濃度センサーを

含む機能ドメイン、膜局在のダイナミズム、生理

機能の特性，そして他の膜輸送系の協調機構

の解明を目的とする。亜鉛輸送体群は多様な分

子種で構成される。その中で、分子サイズが極

めて大きな分子種 MTP12 に注目し、この未知分

子種の高次構造、細胞内局在、機能の解明も

進めることとした。さらに、金属イオンホメオスタ

シスに関わると推定される新規金属結合タンパ

ク 質 （ PCaP: Plasma-membrane associated 

Ca-binding protein）について、その遺伝子の特

性、金属イオン応答との関連に焦点を当てる。こ

れにより金属イオン濃度の調節と備蓄の機構、

主要な膜輸送素子の機能構造の詳細を解明す

る。以上を、研究開始当初の目的とした。 

 
図２ 植物の細胞がもつ亜鉛輸送体. 亜鉛輸送

体には能動輸送体、受動輸送体、イオンチャネル

等、多様な分子種があり、その主な分子を中心に

した模式図. 本研究では、MTP1、MTP5、MTP12

を解析対象とした. 
 
 
３．研究の方法 
 植物細胞は金属イオンの濃度を調節しつつ生

命活動を維持している。その調節に関わるイオ

ン膜輸送系、濃度感知装置に焦点を当て、生化

学的、分子生物学的な手法で分子装置と昨日

解明を進めることとした。実験対象として、モデ

ル植物シロイヌナズナを用い、液胞膜 Zn 輸送体

MTP1、新規亜鉛輸送体 MTP12、細胞膜の Ca

結 合 タ ン パ ク 質 、 液 胞 膜 プ ロ ト ン ポ ン プ

H+-PPase を対象分子として設定し、イオンの定

量も含めた解析を進めた。また、植物全体にお

ける特定分子の役割を明らかにするため、遺伝

子改変植物の生育等の定量的、定性的な評価

も実施した。 

	
	
４．研究成果	

 植物細胞は金属イオンの濃度を調節しつつ生

命活動を維持している。その調節に関わるイオ
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ン膜輸送系、濃度感知装置に焦点を当て、以下

の成果を得た。1）液胞膜 Zn 輸送体 MTP1 の細

胞質側の His に富んだ領域が、細胞質イオン濃

度を感知し、低濃度では細胞質 Zn 濃度を維持

するため活性を抑制する役割をもつことを証明

した。2）新規亜鉛輸送体 MTP12 が MTP5 とヘテ

ロ多量体を形成し、ゴルジ装置に局在することを

解明した。3）細胞膜の Ca 結合タンパク質

PCaP1 について、金属結合による構造変化、培

地銅イオン過剰による発現増大、遺伝子欠失株

での銅感受性増大、気孔の閉口機能への寄与

等の生理機能を解明した。さらに、４）液胞膜に

おける金属イオン輸送体をエネルギー面で支え

るプロトンポンプ H+-PPase についても、機能を

支える分子構造、生理機能について新たな知

見を得た。 

 

 以下、それぞれの研究項目について概説す

る。 

（1）シロイヌナズナの液胞膜に局在する亜鉛輸

送体 AtMTP1 は、過剰な亜鉛を液胞内に能動

輸送（Zn2+/H+交換輸送）することで、植物の過

剰亜鉛耐性を支える分子である。この分子の亜

鉛輸送機能に重要と想定される細胞質ヒスチジ

ンループ（His ループ）に注目した。His ループは

亜鉛輸送のブレーキ役を担うことを酵母異種発

現系により明らかにしている。また、この His ルー

プは、亜鉛の結合によって構造が変化すること

をすでに明らかにしている。そこで、このループ

を欠落した変異 AtMTP1 を、導入した株を作出

して生理的な特性を解析した。特徴的な形質と

して、亜鉛不足条件（培地添加亜鉛 0 uM）では、

変異 AtMTP1 導入株は野生株に比べて著しく

生育が抑制された。その原因は、亜鉛不足環境

でありながら、変異 AtMTP1 が根の液胞に必要

以上に亜鉛を輸送ししてしまい、地上部への亜

鉛供給を抑制してしまうためであった。Plant & 

Cell Physiology 誌（2015）に発表し、極めて重要

な知見としてよく読まれ、引用もされている。  

 また、根のどの部位が金属イオン集積に重要

であるかを解明するため、根毛を形成しない変

異株 NR23 を作出し、その生理特性を解析した。

その結果、根毛は、リン、鉄、カルシウム、亜鉛、

銅、カリウムの吸収に極めて大きな役割を果たし

ていること、さらにリン酸等吸収に必要なリンゴ酸、

クエン酸の分泌の 70％ほどを担っていることを

明らかにした。Journal of Experimental Botany 誌

（2014）に発表したところ、根毛機能を定量的に

示す極めて重要な論文としてよく引用されてい

る。 

 

（2）植物の亜鉛輸送体群は、多様な分子種を含

んでいる。その中に、CDF ファミリーの MTP があ

る。MTP1 は上述のように液胞膜で Zn2+/H+交換

輸送体として、液胞への亜鉛輸送に貢献してい

る。類似分子として 10 種以上あるが、なかでも

MTP12 は分子サイズが、MTP1 の 2 倍ほどもあり、

推定膜貫通領域は 14 個と推定されていた。しか

し、その分子特性は未解明であった。そこで、

MTP12 を対象として、とくに酵母発現系、および

シロイヌナズナ培養細胞系を用いて特性を解明

した。とくに、MTP12 は MTP5 とのヘテロ多量体

（おそらくヘテロ二量体）を形成し、細胞内のゴ

ルジ装置に局在し、亜鉛輸送能をもつという、大

きな発見につながった。ゴルジ装置での亜鉛輸

送の生理的な意義はこれからの課題であるが、

成果を FEBS Journal誌（2015）に発表した。新規

発見としてよく読まれている。 

 

（3）当研究室が発見した膜局在型カルシウム結

合タンパク質 PCaP1 については、その遺伝子欠

失株の表現型が明確に生じないことから、生理

機能が解明されないままであった。本研究では、

タンパク質特性、遺伝子応答、細胞内局在、遺

伝子欠失株の表現型を解析した。その結果、次

の結果を得た。(a) PCaP1 はカルシウムのみでな

く、マグネシウムとの結合特性を示し、結合により

分子構造を変化させる。(b) PCaP1 タンパク質は

植物のほとんどの細胞の細胞膜に安定的に局

在している。さらに、(c) 遺伝子欠失株では、過
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剰銅イオン濃度条件では感受性が高くなり、

PCaP1 が銅イオンホメオスタシスに寄与している。

(d) 遺伝子欠失株では、暗条件下での気孔を閉

じる機能に障害が生ずる。これらの知見の一部

を、Journal of Plant Research（2016）に発表した。

世界の他の研究グループも本知見に関心を寄

せ、新たな共同研究もスタートした。 

 

（4）液胞膜は金属イオンの集積にとって不可欠

のオルガネラであり、細胞質金属イオンをエネル

ギー依存的に液胞内に能動輸送する。エネル

ギー供給源の一つとして、液胞膜内外の pH 勾

配 が あ る 。 上 述 の Zn2+/H+ 交 換 輸 送 体

（AtMTP1）も pH 勾配を利用する能動輸送体で

ある。液胞膜に pH 勾配を形成するのは、液胞

膜 H+-ATPase および H+-PPase の２つのプロトン

ポンプである。そこで、H+-PPase の分子構造の

特徴とその遺伝子の機能欠失株の特性を解析

した。分子構造については、基質ピロリン酸

（Mg-PPi 複合体）結合領域、H+透過経路、液胞

側での H+遊離サイト等を中心に、部位特異的変

異酵素を作出して、基質加水分解機構およびプ

ロトン輸送活性を測定することにより、個々のアミ

ノ酸残基を評価した。20 個を越す個別残基の評

価を達成したのみにかかわらず、基質加水分解

能をもつがプロトンポンプ機能をもたない「脱共

役型」変異酵素を得た。これは、同一酵素がも

つ２つの機能を切り分けることができることを示

す、極めて重要な発見であった。成果を Journal 

of Biochemistry（2014）に公表した。注目度と引

用頻度が高い。 

 さらに、この「脱共役型」変異 H+-PPase を、

H+-PPase 遺伝子欠失株に導入したところ、欠失

株がもつ表現型（子葉の形状変化等）が回復し

た。すなわち、正常な生育には、H+-PPase の基

質加水分解機能のみが重要であるという知見を

得た。その一方で、H+-PPase を過剰発現した株

は栄養成長後期において、統計的に優位な成

長促進効果を示した。その成果は、Frontiers of 

Plant Science（2016a）に発表した。これらの成果

から、金属ストレス等に対する貢献も想定され、

今後、PPi 加水分解のみでなく、プロトンポンプ

機能が顕著に表出する生理現象を継続的に研

究する意義が高いと考えている。 

 また、H+-PPase の遺伝子欠失株が、培地の窒

素栄養源によっては、組織壊死など顕著な表現

型を示したので、その結果も Frontiers of Plant 

Science（2016b）に発表した。 
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