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研究成果の概要（和文）：植物のマグネシウム膜輸送を担うと考えられていた MRS2 タンパク質について、シロ
イヌナズナ 3種 およびイネ 2種類の MRS2 タンパク質のMg2+の輸送とAlによる阻害効果およびAl 輸送を、人工
脂質二重層膜に再構成した精製タンパク質および変異大腸菌における機能相補実験により、解析した。その結
果、MRS2 タンパク質は、Mg2+輸送能をもつMg2+輸送タンパク質であるが、そのAl感受性は、MRS2 タンパク質に
よって大きく異なることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Plant MRS2 proteins may play a role in Mg2+ transport. Magnesium and 
aluminum transport activity and Al inhibition of Mg2+ transport of 3 Arabidopsis thaliana MRS2 
proteins and 2 Oryza sativa MRS2 proteins were analyzed using purified MRS2 proteins reconstituted 
into liposomes and functional complementation assay with Escherichia coli mutants. The results 
showed that these MRS2 proteins could transport Mg2+, but their Al sensitivity was much different 
among the MRS2 proteins.

研究分野： 生化学、分子生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
生物細胞にとって、細胞内外のイオン環境

の調節が非常に重要であることは言うまで
もない。この細胞内外のイオン環境の保持、
調節に決定的な役割を果たしているのが、細
胞膜あるいは細胞内小器官膜系に存在する
イオン輸送タンパク質である。この重要性を
反映して、イオン輸送系タンパク質、すなわ
ち、ポンプ、チャネル、トランスポーターが、
世界的に非常に活発に研究されていた。Ca2+、
Na+、K+、Cl- の膜輸送を担うイオンポンプあ
るいはチャネルが生物膜より精製され、遺伝
子が次々とクローニングされ、Ｘ線回折によ
り構造が決定されて、発現実験によりその機
能および調節様式が解析されていた。これら
は、いずれも生理的に非常に重要なイオンで
あるが、このほかに、生理的に非常に重要で
はありながら、その輸送システムの解析や、
濃度保持・調節の機構の解析がこれらのイオ
ンに比べ非常に遅れていたものが、マグネシ
ウムイオン (Mg2+) であった。 
動物細胞における Mg2+ の動態解析は、医

学的重要性の見地から、いくつかの研究室で
行われてきた。我々は、単一細胞レベルで細
胞内の Mg2+ 濃度を測定し、増殖刺激により 
Mg2+ 濃度変化が起こることを世界ではじめ
て報告した。しかし、植物細胞における細胞
レベルの解析は、その重要性にもかかわらず、
ほとんど行われていなかった。また、分子レ
ベルでの解析は、動物細胞、植物細胞を問わ
ず、真核生物ではすすんでいなかった。した
がって、真核生物における Mg2+ 膜輸送シス
テムの分子的解明は、真核細胞における Mg2+ 
動態調節メカニズムを探る上での鍵となっ
ていた。 
外部刺激に応答するシグナリング物質と

して、Ca2+ とその動員機構が注目されて久し
く、多くの研究者によってその解析が精力的
にすすめられてきた。生化学的にみると Mg2+ 
は Ca2+ とリガンドを共有するものが多く 
(たとえば ATP)、Ca2+ の動員に対しても Mg2+ 
の動態が鍵となる。現に、Mg2+ は Ca2+ の天
然の拮抗薬として作用する。Mg をリガンド
とする酵素、タンパク質は 300 以上にも及
び、その種類と数を考えると、生体における 
Mg の意義、役割は極めて重要と考えられる。
実際、我々は、細胞内 Mg2+ 濃度が、ヌクレオ
チド合成の基本的な調節因子としてはたら
いていることを、動物細胞において、世界に
先駆けて明らかにしてきた。一方、植物にお
いては、光合成反応にはたらく炭酸固定酵素
系の活性が Mg2+ によって調節されている。
すなわち、葉緑体内の Mg2+濃度の上昇によっ
て、炭酸固定系酵素の活性は S 字的に上昇
する。したがって、植物における Mg2+ 膜輸
送システムの分子的解明は、植物の Mg2+ 濃
度コントロールシステムの解明につながり、
Mg2+ 濃度のコントロールを通じて、炭酸固定
酵素の細胞内活性レベルの上昇によって炭
酸固定能の増強につながる可能性が考えら

れた。 
微生物においては、MgtE と CorA と名付け

られたタンパク質が主要な Mg2+ 膜輸送タン
パク質として機能していると考えられてい
る。このうち CorA タンパク質は、C 末端近
くに２つの膜貫通へリックスをもち、そのう
ちの一つのへリックスにある４つのアミノ
酸残基からなる (Y/F)GMN モチーフは、生物
種を通じて非常によく保存されている。植物
にもこのような構造的特徴をもつタンパク
質が、一次構造をもとに見出され、MRS2 タ
ンパク質と名付けられている。 
ヒトにおいては、家族性低マグネシウム血

症患者の遺伝子解析により、Mg ホメオスタ
シスを調節する膜イオンチャネルとして、
TRPM6 および TRPM7 タンパク質が浮かび上
がってきた。しかし、相同なタンパク質は、
植物では見出されず、植物では、動物とは異
なった機構によって、Mg ホメオスタシスが
調節されている、と考えられる。現在、植物
において、Mg ホメオスタシスを調節するタ
ンパク質として、二つのタンパク質が考えら
れている。一つは、液胞に存在する Mg2+/H+ 逆
輸送タンパク質であり、もう一方が、本研究
で対象とする MRS2 タンパク質である。しか
し、植物の Mg2+ 輸送タンパク質の機能解析は、
我々が行ったシロイヌナズナの MRS2 タンパ
ク質、AtMRS2-10 の機能解析以外、報告され
ていなかった。 
現在、分子的解析が最も進んでいる Mg2+膜

輸送タンパク質は、微生物の CorA タンパク
質である。好熱菌 CorA タンパク質はホモ五
量体から成り、各モノマーの C末端近くの２
つのヘリックスが膜を貫通し、その２つの膜
貫通ヘリックスをつなぐ約 10 残基から成
るループ部分のみが細胞外に露出している。
植物の MRS2 タンパク質も、一次構造の比較
から、ほぼ同じトポロジーをもっているもの
と予想されている。 
可溶性アルミニウムは、酸性土壌における

植物の生育不良の主要因である。すなわち、
pH が下がることにより土壌中の Al が、植
物の根に障害を与え、生育障害を引き起こす。
この Al による生育障害をマグネシウムの
施肥が緩和する。また、シロイヌナズナの 
AtMRS2-10 を実験的に過剰発現させたタバ
コは、Al 耐性能を示すことが報告されてい
る。このように、Al 耐性機構において、Mg2+

が重要な役割を果たしている可能性が高い。 
植物では、シロイヌナズナに比べて、イネ

は Al 耐性植物であり、その Al 耐性機構が
活発に研究されている。我が国において主食
であるイネは、シロイヌナズナと同じように
MRS2 がファミリータンパク質を形成してい
る。しかし、イネの MRS2 タンパク質が精製
され、その Mg2+ 膜輸送活性および Al による
その阻害が測定されたことはなかった。 

 
２．研究の目的 
本研究では、以下の点を明らかにすること



を目的とした。 
（１）シロイヌナズナの AtMRS2 タンパク質
の Mg2+ 膜輸送が、Al によって阻害されると
いう報告はあったが、Al そのものの膜輸送
の知見はなかった。そこで、AtMRS2 が Al を
膜輸送するかどうか、を明らかにすることを
第一の目的とした。さらに、AtMRS2 ファミ
リータンパク質には、細胞内局在が異なる 9 
種類のメンバーが存在する。それらのメンバ
ー間で、Al 輸送能にちがいがあるかどうか、
を明らかにすることを目的とした。 
 
（２）Al が MRS2 の Mg2+ 膜輸送を阻害する
際、Al の作用点として、Al が最初に結合す
る細胞外ループ領域か、あるいは、それ以降
のチャンネル孔、細胞内領域のいずれかが考
えられた。シロイヌナズナの AtMRS2 タンパ
ク質への Al 作用点がこのうちのいずれで
あるか、を明らかにすることを目的とした。 
 
（３）イネの MRS2 ファミリータンパク質の
Mg2+ 膜輸送活性を測定することとした。シロ
イヌナズナ AtMRS2 との Al阻害能 あるいは 
Al 輸送能のちがいを分子的に比較して、イネ
の Al 耐性機構における MRS2 タンパク質の
役割の重要性を明らかにすることを目的と
した。 
 
３．研究の方法 
(1) 植物 Mg2+膜輸送タンパク質 recombinant 
protein の調製 
シロイヌナズナ Arabidopsis thaliana 由

来の 3 種類の AtMRS2 タンパク質およびイネ 
Oryza sativa 由来の 1種類の OsMRS2 タンパ
ク質の cDNA を材料として、これらのタンパ
ク質を大腸菌で発現し、単離精製した。大腸
菌での発現は、強力な発現が期待できる pET 
システム（pET28)を用いた。 
 
 (2) Mg2+ および Al 膜輸送活性測定 
 Recombinant タンパク質をリポソームに
再構成し、リポソーム外液に Mg2+ もしくは 
Al を加え、リポソーム内の遊離 Mg2+ 濃度も
しくは Al 含量を測定した。遊離 Mg2+ 濃度の
測定には蛍光指示薬 mag-fura-2 を用いた。
mag-fura-2 は、遊離型と Mg 結合型とで励起
スペクトルが異なるため、二つの励起波長に
おける蛍光強度の比が、Mg2+ 濃度に依存して
変化する。蛍光指示薬 mag-fura-2 存在下に
リポソームを作成し、recombinant タンパク
質を導入した。一定時間インキュベーション
後に、リポソーム内の Mg2+ 濃度変化を蛍光分
光光度計によって測定した。Al の測定には
蛍光指示薬 morin を用いた。morin 存在下に
リポソームを作成し、recombinant タンパク
質を導入した。一定時間インキュベーション
後に、リポソーム内の Al 濃度変化を蛍光分
光光度計によって測定した。 
 
(3)  AtMRS2 タンパク質の機能部位の解析 

 微生物の相同タンパク質 CorA の先行研
究を参考に、輸送活性に影響を与えると考え
られるアミノ酸残基を変異させた変異タン
パク質や、異なる AtMRS2 タンパク質を相同
する領域で組み替えたキメラタンパク質を
作成し、その機能の解析を行った。 
 
(4) Mg2+ 要求性大腸菌 Mg2+ 膜輸送多重変異
株を用いた機能相補実験 
 本研究室で作成した、大腸菌において Mg2+ 

輸送に関与すると考えられる３つの遺伝子
を欠失させた Mg2+ 要求性大腸菌 Mg2+ 膜輸送
多重変異株に、3種類の AtMRS2 タンパク質お
よび2種類のOsMRS2タンパク質のcDNA を導
入し、その Mg2+ 要求性の相補能を解析した。 
 
４．研究成果 
(1)シロイヌナズナ Mg2+ 膜輸送ファミリータ
ンパク質 AtMRS2 の調製とカチオン輸送活
性測定 
シロイヌナズナの細胞膜に存在する 

AtMRS2-10、液胞膜に存在する AtMRS2-1 お
よび葉緑体膜に存在する AtMRS2-11 を大腸
菌で発現し、単離精製した。精製した AtMRS2 
タンパク質をリポソームに組込み、リポソー
ム内のカチオン濃度を、蛍光指示薬を用いて
測定した。これまで、シロイヌナズナの細胞
膜に存在する AtMRS2-10 の Mg2+膜輸送活性
が、Al によって阻害されることを明らかに
してきたが、AtMRS2-10 は、Co2+、Ni2+、Zn2+ は
ほとんど輸送せず、AtMRS2-10 は、Mg2+を主
に輸送するタンパク質であることが明らか
となった。一方、AtMRS2-10 と相同性の高い
AtMRS2-1 の Mg2+膜輸送活性は、Al によって
阻害されず、Al に対する感受性に大きな違
いがあることが明らかとなった。 
 
(2) 大腸菌 Mg2+膜輸送多重変異株によるシ
ロイヌナズナ AtMRS2 タンパク質の機能解
析 
生育に Mg2+要求性を示す大腸菌 Mg2+膜輸

送多重変異株 (ΔcorA、ΔmgtA、ΔyhiD) に、
シロイヌナズナ AtMRS2-10、AtMRS2-1 およ
び AtMRS2-11 を発現させて、AtMRS2 タンパ
ク質の機能解析を行った。AtMRS2-10 と
AtMRS2-11 はともに、変異株の Mg2+要求性を
相補して低濃度の Mg2+でも生育が可能とな
り、培養外液の Al がその生育を阻害した
（図）。この方法によって MRS2 の Mg2+膜輸
送活性と Al によるその阻害が解析可能と
なった。 
AtMRS2-1 は、変異株の Mg2+要求性を相補

して低濃度の Mg2+でも生育が可能となり、一
方で、AtMRS2-1 を発現させた大腸菌変異株
の生育は、Al によって大きく阻害されず、
AtMRS2-1 は、AtMRS2-10 よりも低い Al3+ 感
受性を持つことが示された。 
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図 大腸菌 Mg2+膜輸送多重変異株による 
AtMRS2-10 および AtMRS2-11 の機能解析 
 大腸菌  Mg2+ 膜輸送多重変異株に 、
AtMRS2-10 (a) および AtMRS2-11 (b) を発
現させ、LB培地に、さらに 1 mM Mg2+ を加え
(a) もしくは Mg2+ を加えず (b)、さらに、0、
0.5、1、2 mM AlCl3 を加えて大腸菌を培養し、
菌の成長を、OD600 を測定して追跡した。 
 
 
(3) シロイヌナズナ Mg2+ 膜輸送ファミリー
タンパク質 AtMRS2 間のキメラタンパク質
の作成 
 相同性は非常に高いものの Al 感受性が大
きく異なる AtMRS2-10 と AtMRS2-1 に着目し
た。AtMRS2-10 と AtMRS2-1 に唯一存在する細
胞外領域は、アミノ酸 2 残基のみが異なる。
細胞外領域を互いに交換した細胞外領域を
もつキメラタンパク質を作製し、それぞれの
キメラタンパク質の Mg2+輸送能と Al3+の阻害
効果を、精製したタンパク質を組み込んだリ
ポソームおよび大腸菌 Mg2+膜輸送多重変異
株を用いて解析した。その結果、AtMRS2-1 と
AtMRS2-10 の Mg2+輸送に対する Al3+の効果の
違いに寄与するのは細胞外領域ではない事
が示された。 
 
 (4) イネ MRS2 タンパク質の調製と Mg2+輸
送活性測定 
 イネはシロイヌナズナに比べて、Al 耐性
である。精製した OsMRS2-1 を組み込んだリ
ポソームを用いて Mg2+の輸送と Al による阻
害効果を解析した。その結果、OsMRS2-1 は
Al を輸送せず、Al 耐性の Mg2+輸送タンパク質
であることが示された。 
 
(5) 大腸菌 Mg2+膜輸送多重変異株によるイ
ネ OsMRS2 タンパク質の機能解析 

 イネの MRS2 タンパク質 OsMRS2-1 およ
び OsMRS2-6 を大腸菌 Mg2+膜輸送多重変異
株に発現させた。OsMRS2-1 および OsMRS2-6 
はともに、大腸菌変異株の Mg2+要求性を相補
したが、両者の Mg2+輸送の Al3+感受性には大
きな違いがあることが、示された。 
 
補助事業期間全体を通じて、シロイヌナズ

ナ 3種 およびイネ 2種類の MRS2 タンパク
質の Mg2+の輸送と Al による阻害効果、および
Al 輸送を解析した。その結果、MRS2 タンパ
ク質は、植物における Mg2+輸送タンパク質で
あるが、その Al 感受性は、MRS2 タンパク質
によって大きく異なることを明らかにした。
今後、MRS2 タンパク質分子内の Al 感受性部
位を特定することにより、世界規模で問題と
なっている Al による植物の生育阻害に対
する分子育種に貢献できる可能性を示した。 
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