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研究成果の概要（和文）：本研究では、植物の細胞内鉄センサーを明らかにするために、イネの転写因子 IDEF1
 およびユビキチンリガーゼ HRZ に注目し、これらの金属との結合と鉄欠乏応答の制御とを繋ぐ分子メカニズム
を調査した。IDEF1 の DNA 結合性、タンパク質安定性は鉄栄養条件により明確には変化しなかった。HRZ のタ
ンパク質安定性、局在および機能が、金属との結合で変化する可能性を見いだした。HRZ の下流で、鉄硫黄クラ
スターの合成と輸送に関わるタンパク質および bZIP 転写因子が機能する可能性を見いだした。イネの鉄欠乏の
初期応答と HRZ による鉄栄養制御に、ジャスモン酸経路が関わることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In order to clarify intracellular iron sensors in plants, we investigated 
molecular mechanisms linking metal binding and regulation of iron deficiency responses in rice 
transcription factor IDEF1 and ubiquitin ligase HRZs. We did not observe clear changes in DNA 
binding property and protein stability of IDEF1 by iron nutritional conditions. In contrast, our 
results suggested changes in protein stability, localization and function of HRZs by their metal 
binding. Proteins involved in iron-sulfur cluster biosynthesis and transport, and a bZIP 
transcription factor, were suggested to function downstream of HRZs. Jasmonate signaling was found 
to be involved in early responses to iron deficiency and HRZ-based regulation of iron homeostasis in
 rice.

研究分野：農学（植物栄養学、植物分子生物学）

キーワード： 鉄欠乏　イネ　遺伝子発現　転写因子　ユビキチンリガーゼ　センサー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
世界の耕地の30％以上を占める石灰質土壌では、植物は鉄を吸収しにくく生育に適さないが、本研究はこのよう
な土壌でも良好に育つ植物の開発につながる。さらに、植物が土壌中から吸収する鉄は、食物の鉄分の由来とな
るため、本研究は鉄栄養価の高い米などの食物の開発につながる。学術的には、植物の鉄感知を担う細胞内鉄セ
ンサーと鉄欠乏シグナルの実体は未だに明らかになっていない。本研究はこれらの解明につながる重要な知見を
提供するものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 
(1) 鉄は全ての動植物とほぼ全ての微生物にとって必須な元素である。土壌中には鉄は豊富に存

在するが、通常の好気的条件下では鉄の溶解度はきわめて低い。特に世界の耕地の約30％を占め

る石灰質土壌では鉄がさらに溶けにくいため、植物は鉄を十分に吸収できず、鉄欠乏になりやす

い。鉄欠乏になると植物の生育は抑えられ、農作物の収量は著しく低下する。  

(2) 植物は体内の鉄が足りなくなると、鉄の吸収や移行に関わる遺伝子群を一斉に発現誘導する。

研究代表者らは、長年にわたってこの発現制御メカニズムを、生理現象からシグナル伝達経路を

逆に辿る形で一歩一歩解明してきた。  

(3) この鉄欠乏応答経路の最上流に位置する、鉄欠乏シグナルとそれを感知する植物細胞内セン

サー分子の実体は未だ不明だが、研究代表者は研究開始当初までに、イネから IDEF1 と HRZ と

いう２種類の鉄センサー候補分子を見つけ出した。IDEF1 は鉄欠乏応答を正に制御する転写因子

であり、二価鉄および他の二価金属と可逆的に結合することから、鉄と他の金属との濃度比を感

知している可能性が考えられた。一方、HRZ は鉄欠乏応答を負に制御するユビキチンリガーゼで

あり、鉄および亜鉛と結合することを、研究代表者らは研究開始当初までに明らかにしていた。 

 
２．研究の目的 

 
本研究では、IDEF1 と HRZ が真の細胞内鉄センサーであるかどうかを明らかにすることを目

指して、鉄および関連金属との結合(インプット）と鉄欠乏応答の制御（アウトプット）とを繋

ぐ分子メカニズムを解明することを目的とした。 

 
３．研究の方法 

 
(1) 金属との結合状態が IDEF1 の DNA 結合様式に与える影響の解析  

完全長または金属結合ドメインを欠失したIDEF1-GFP 融合遺伝子を発現する形質転換イネを

作製した。これらを鉄十分条件および鉄欠乏条件で水耕栽培し、IDEF1 と DNA との結合をクロ

マチン免疫沈降に続く定量的 PCR 法により解析した。 

 
(2) 金属との結合状態が IDEF1 のタンパク質分解に与える影響の解析 

非形質転換イネと、IDEF1 タンパク質の安定性に影響を与える可能性がある形質転換イネを鉄

十分条件および鉄欠乏条件で水耕栽培し、ウエスタン解析により IDEF1 の発現量を検定した。 

 

(3) 鉄との結合状態が HRZ のタンパク質分解と細胞内局在、機能に与える影響の解析 

① HRZ の部分配列、またはその変異配列と GFP との融合遺伝子を発現する形質転換イネを作

製した。これらを鉄十分条件および鉄欠乏条件で水耕栽培し、共焦点レーザー顕微鏡で GFP を

検鏡し、ウエスタン解析を行った。 

② 植物体における HRZ の機能と鉄栄養条件との関連性を調査するために、HRZ の発現量を低

下させたイネ（HRZ ノックダウンイネ）を鉄過剰条件で栽培し、生育および鉄関連遺伝子の発現

量を調査した。  

 

(4) HRZ が鉄硫黄クラスターと結合して機能を変化させるかどうかの検証  



HRZ と鉄硫黄クラスターの形成と輸送に関わると推定される Glutaredoxin (GRX) タンパク

質との相互作用を酵母 two-hybrid 法と pull-down 法で調査した。また、当該 GRX 遺伝子の発

現量を変化させた形質転換イネを作製し、鉄欠乏応答を解析した。 

 

(5) HRZ によるユビキチン化標的タンパク質の同定と解析  

① ユビキチン化を触媒する RING-finger ドメインを欠失した HRZ を bait とした酵母 

two-hybrid 法により、HRZ の標的タンパク質候補をスクリーニングした。一方、研究代表者ら

は研究開始までにプロテオーム解析を行い、HRZ ノックダウンイネの根で発現が上昇しているユ

ビキチン化分解標的タンパク質候補を見いだした。これらの候補タンパク質の中から鉄栄養制御

に関わる可能性の高いものについて、in vitro ユビキチン反応系および細胞抽出液の分解実験

系により、HRZ がユビキチン化するかどうか検証した。また、これらの発現量を変化させた形質

転換イネを作製し、鉄欠乏応答を解析した。 

② HRZ ノックダウンイネで発現量が変化する遺伝子およびタンパク質を探索した結果、ジャ

スモン酸関連遺伝子が多く見出された。そのため、HRZ ノックダウンイネおよび非形質転換イネ

を鉄十分条件および鉄欠乏条件で水耕栽培し、根内ジャスモン酸類濃度およびジャスモン酸関連

遺伝子の発現を調査した。また、ジャスモン酸による鉄欠乏誘導性遺伝子群の発現制御パターン

を調査した。 

 

４．研究成果 

 

(1) 金属との結合状態が IDEF1 の DNA 結合様式に与える影響の解析  

クロマチン免疫沈降の結果、IDEF1 は、結合最小配列である CATGC を含む様々なプロモータ

ー配列と結合した。これらの標的 DNA 配列との結合パターンは、鉄栄養条件で明確には変化し

なかったが、金属結合ドメインを欠失させると結合度が減少する傾向が見られた。 

 

(2) 金属との結合状態が IDEF1 のタンパク質分解に与える影響の解析 

IDEF1 タンパク質の発現量は低く、HRZ の発現を変化させた形質転換イネや鉄栄養条件により、

発現量に明確な差異は認められなかった。 

 

(3) 鉄との結合状態が HRZ のタンパク質分解と細胞内局在、機能に与える影響の解析   

① OsHRZ1、OsHRZ2 の全長またはC末端側領域のみをイネに導入すると、根で mRNA は高発現

したがタンパク質は全く検出できなかった。一方、鉄・亜鉛が主に結合するN末端側領域をイネ

に導入すると、根で GFP が検出された。鉄栄養条件により、GFP の局在と発現量に変化が観察

された。また、鉄・亜鉛結合ドメインに変異を導入すると、GFP の発現は減少した。以上の結果

から、HRZ のC末端側には、自身のタンパク質を恒常的に不安定化させる領域がある一方で、HRZ 

のN末端側の金属結合ドメインは、鉄栄養条件により自身のタンパク質の安定性または局在を変

化させることが示唆された。 

 

② HRZ ノックダウンイネを鉄過剰条件で栽培したところ、極度の鉄過剰に感受性を示し

た。また、このイネは地上部に非形質転換体よりも多くの鉄を蓄積した。さらに、鉄の吸収

や輸送に関与する鉄欠乏誘導性遺伝子群の発現が HRZ ノックダウンイネでは亢進するが、こ

の度合いが鉄過剰条件ではさらに顕著であった。以上のことから、HRZ は鉄過剰条件でも重



要な機能を果たすことが明らかになった（雑誌論文 4）。細胞内の鉄濃度が増加すると、HRZ 

は鉄または亜鉛との結合度の変化により活性または安定性を増大させる可能性が考えられる。

しかしながら、HRZ の mRNA レベルでの発現量は、これとは逆に鉄欠乏により誘導される。

この理由として、鉄欠乏状態の植物が、急な環境変化により鉄の溶解度が急激に上昇した時

に過剰な鉄を取り込まないために、あらかじめ負の制御因子である HRZ を多く発現している

可能性が考えられる。さらに、HRZ 自身が金属との結合により自らの活性または安定性を制

御することにより、適度な鉄の吸収と輸送を維持しているものと考えられる（雑誌論文 1, 2, 

3）。 

 

(4) HRZ が鉄硫黄クラスターと結合して機能を変化させるかどうかの検証 

2 種類の別のサブグループに属する GRX が、HRZ と結合することを明らかにした。これらの

GRX の発現を低下させた形質転換イネは、鉄欠乏に感受性を示したが、葉の鉄濃度は非形質転

換体と顕著な差がなかった。これらのノックダウンイネの鉄十分根では、鉄の吸収や輸送に関

わる遺伝子の発現が亢進している一方で、鉄十分葉ではこれらの発現が低下している傾向があ

った。以上の結果から、GRX は葉における鉄の利用と鉄欠乏応答制御に関与していると考えら

れた。GRX が鉄硫黄クラスターを介して HRZ の機能に影響を与えているかどうかの検証は今後

の課題である。 

 

(5) HRZ によるユビキチン化標的タンパク質の同定と解析  

① 酵母 two-hybrid スクリーニングにより、HRZ と相互作用するタンパク質として (4) に記

した GRX が同定された。また、プロテオーム比較解析により、鉄硫黄クラスターの合成に関わ

ると予想されるいくつかのタンパク質の発現量が、HRZ ノックダウンイネの根で非形質転換体よ

りも高いことを発見した。これらのことから、HRZ の下流には鉄硫黄クラスターを介した鉄栄養

制御が存在すると考えられた。さらに、プロテオーム比較解析で bZIP 転写因子が同様の発現パ

ターンを示していた。in vitro ユビキチン反応系および細胞抽出液の分解実験系により、 HRZ 

が当該 bZIP 転写因子をユビキチン化することが示唆された。当該 bZIP 遺伝子の過剰発現イネ

は、鉄欠乏に耐性を示し、鉄の吸収や輸送に関わる遺伝子の発現量に変化が見られたことから、

このbZIP 転写因子が HRZ の下流で転写制御に関わる可能性が示された。 

 

② HRZ は既知の鉄吸収・輸送に関わる遺伝子群のほか、ジャスモン酸類の生合成に関わる遺

伝子群も負に制御していた。非形質転換イネに鉄欠乏処理を施すと、ごく初期にジャスモン酸類

の生合成に関わる遺伝子の発現が誘導され、根内のジャスモン酸類濃度が上昇した。HRZノック

ダウンイネの根では鉄十分条件でもジャスモン酸類濃度が高かった。鉄欠乏誘導性遺伝子の発現

はジャスモン酸類により負に制御されていたが、この制御が鉄欠乏初期に一時的に解除された。

以上の結果から、鉄欠乏の初期応答と HRZ による鉄ホメオスタシスの制御にはジャスモン酸経

路が関わると考えられた（雑誌論文5）。 
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