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研究成果の概要： 
イネ科植物の鉄欠乏に応答して遺伝子の発現を引き起こすシスエレメントIDE1とIDE2に結合す

る転写因子の検索とそれらの解析を行った。IDEF1とIDEF2、二つの転写因子を単離・同定するこ

とに成功した。また、鉄獲得に重要な転写因子IRO2も単離した。これらの転写因子を用いて鉄欠

乏耐性の組換え植物を作成した。DEF1、IDEF2、OsIRO2が鉄欠乏応答に関与する多段階の遺伝子

制御ネットワークを担うによって鉄欠乏応答性と耐性を制御することを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
世界の耕地土壌の約３分の１は石灰質アル

カリ土壌です。この石灰質アルカリ土壌では

高 pHのために鉄は難溶性の状態で存在する

ため、鉄(III)イオンはわずかの低濃度でし

か土壌溶液中に溶解していません。イネ科植

物(Strategy-II plants)は鉄欠乏条件下では

植物で唯一の鉄キレーターであるムギネ酸

類を放出しています。これまでにこのムギネ

酸類の生合成経路を確定し、また、ムギネ酸

類の生合成に関わる全ての酵素の精製、ある

いはそれらの遺伝子の単離に成功していま

した。鉄欠乏条件下で強く発現する遺伝子

(IDS1、IDS2、IDS3)およびタンパク質(APRT、
FDH)やその遺伝子に関して、種々の性質を明

らかにしてきました。また、IDS2プロモータ
ーを用いてタバコ、シロイヌナズナ、イネで

の発現解析を行うことによって、植物の鉄欠

乏応答性シスエレメントとして、IDE1、IDE2

という２つの配列を明らかにしました。この

IDE1と IDE2は、プロモーター上で協調的に

機能し、根特異的かつ鉄欠乏誘導性の遺伝子
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発現を付与します。植物では、重金属欠乏に

おいて働くシス因子として初めて同定され

たものです。このIDE1とIDE2はムギネ酸生

合成系の酵素遺伝子の上流領域に見つかる

ので、ムギネ酸類の分泌量の増加した鉄欠乏

耐性の植物を作成するためにもこの２つの

シスエレメントに結合するトランス因子の

同定と単離は必須な課題でした。このシスエ

レメント IDE1、IDE2による解析とは独立に

イネのマイクアレイ解析を行うことによっ

て新たなbHLH型転写因子IRO2を見出しまし

た。OsIRO2は鉄欠乏による発現の誘導を強く
受けます。IRO2はイネでもオオムギでも、鉄
十分では主に根で発現していますが、鉄欠乏

処理により全身で強く発現上昇します。本研

究では IDE1、IDE2に結合する転写因子の検

索、IRO2による鉄欠乏に応答した遺伝子発現

制御、これらとは異なる鉄欠乏応答性遺伝子

発現制御機構を明らかにすることをめざし

ました。 

 

 
２．研究の目的 
本研究ではイネ科植物、特にイネとオオムギ

のムギネ酸類による鉄獲得機構に関与する

遺伝子の鉄欠乏による発現に大きく関与す

るシス因子IDE1とIDE2に結合するトランス

因子の単離、鉄欠乏によってそれ自身が大き

く発現誘導されるbHLH型転写因子IRO2によ

って制御を受ける遺伝子およびその発現制

御機構の解明、それ以外の鉄欠乏応答性転写

因子の単離を行い、それらからイネ科植物の

鉄欠乏時の遺伝子発現制御機構を明らかに

することを目的としました。 

 

 

３．研究の方法 
① 酵母one-hybrid法を用いたトランス因子

の同定・単離：オオムギの IDS2遺伝子のプ
ロモーター領域から明らかとなった鉄欠乏

応答性シスエレメントIDE1とIDE2を用いて、

市販の酵母の one-hybridスクリーニングキ

ットでトランス因子のスクリーニングを行

った。スクリーニング用のライブラリーには、

鉄欠乏のイネとオオムギの根から抽出した

RNAを元に作成した cDNAプールを用いた。

Bait配列としては、IDE1、IDE2を単独で複

数回繰り返したもの、もしくはIDE1と IDE2

を接続したものなどいくつかの配列を作成

する予定である。 

② アフィニティクロマトグラフィーを用い

たトランス因子の同定・単離：シスエレメン

ト IDE1と IDE2を含む IDS2プロモーター領

域の一部を合成した。この際に 5’端をビオ

チンでラベルしておいた。鉄欠乏栽培したオ

オムギもしくはタバコの根から核抽出物を

得た。ビオチンラベルされたDNAと核抽出物

をいろいろな条件下で結合させた。これをス

トレプトアビジンが結合された樹脂の詰め

てあるカラムを通した。その後、LC-MS/MSな

どによるタンパク質配列の決定を行い、該当

するcDNAの単離を行うことを試みた。 

③ マイクロアレイによって得られたbHLH型

転写因子OsIRO2の解析： IRO2がムギネ酸を

介した鉄獲得に関与しているかどうかを調

べた。OsIRO2を過剰発現するイネ、RNAi法

により発現を抑制したイネを作成し、鉄欠乏

栽培することにより鉄欠乏に対する耐性、ム

ギネ酸分泌量、ニコチアナミンやムギネ酸の

生体内の存在量、植物体内の金属含量、ムギ

ネ酸生合成に関わる遺伝子あるいは鉄欠乏

で発現の誘導される遺伝子の発現量を確認

し、OsIRO2の植物体内での役割を明らかにす

ることを試みた。また、過剰発現体、発現抑

制体を用いてマイクロアレイ解析を行うこ

とにより OsIRO2の発現変化によって影響を

受けた遺伝子を探索し、OsIRO2の関わる鉄欠

乏応答性の遺伝子発現ネットワークモデル

を構築した。 

④ マイクロアレイからの鉄欠乏応答性転写

因子の解析：イネとオオムギのマイクロアレ

イ解析からDNA結合能、核移行能を持つと予

想される約 20個の遺伝子が鉄欠乏によって

発現誘導を受けていた。これらの遺伝子につ

いてノーザン解析によってその発現の誘導

性を確かめるとともに、RNAiによる発現抑制

植物の作成、過剰発現植物の作成を試みた。

さらに、プローブの数が約 44,000となった

新たなイネのマイクロアレイを用いて新た

に鉄欠乏処理による遺伝子発現の変化を測

定することにより更に数多くの転写因子が

明らかにすることを試みた。 

⑤ IDEF1、IDEF2の機能解析：IDEF1、IDEF22

を過剰発現するイネ、RNAi法により発現を抑

制したイネを作成し、鉄欠乏栽培することに

より鉄欠乏に対する耐性、ムギネ酸分泌量、

ニコチアナミンやムギネ酸の生体内の存在

量、植物体内の金属含量、ムギネ酸生合成に

関わる遺伝子あるいは鉄欠乏で発現の誘導

される遺伝子の発現量を確認し、IDEF1、

IDEF2の植物体内での役割を明らかにする。

また、過剰発現体、発現抑制体を用いてマイ

クロアレイ解析を行うことにより IDEF1、

IDEF2の発現変化によって影響を受けた遺伝

子を探索し、IDEF1、IDEF2の関わる鉄欠乏応

答性の遺伝子発現ネットワークモデルを構



 

 

築する。 

 
 
４．研究成果 

①イネ科植物の鉄欠乏応答性のシスエレメ

ント IDE1、IDE2に結合する転写因子の検索

を行った。IDE1はこれまでに知られている転

写因子の中でも植物特有の転写因子ファミ

リーABI3/VP1の未だ解析されていないサブ

グループに属し、IDE1内のCATGC配列に特異

的に結合することが分かった。IDEF1を恒常

的にタバコで高発現させると鉄欠乏の根で

のみ IDE1を介した発現が活性化された。さ

らに鉄欠乏応答性 IDS2プロモーターの制御

下でIDEF1を発現させた形質転換イネは、鉄

欠乏水耕液での鉄欠乏クロロシスの進行が

遅く、石灰質アルカリ土壌で良好な初期生育

を見せた。この形質転換イネは鉄欠乏条件下

での二価鉄トランスポーター遺伝子 OsIRT1

と鉄欠乏誘導性の転写因子 OsIRO2の発現を

促進させた。IDEF1は鉄欠乏応答に関与する

多段階の遺伝子制御ネットワークの初期段

階を担うことによって鉄欠乏耐性と耐性を

制御することがわかった。 

②イネの鉄欠乏誘導性 bHLH型転写因子

OsIRO2はムギネ酸類の生合成経路に関わる

酵素遺伝子、鉄トランスポーター遺伝子の発

現制御に必須である。この OsIRO2の過剰発

現イネは非組換えイネに比べてムギネ酸類

生合成経路の遺伝子の発現が高く、ムギネ酸

類の分泌量も多かった。 

③酵母を用いたone-hybridスクリーニング

によりIDE2に結合する転写因子の検索を行

った。鉄欠乏処理をしたイネの根から作成し

たcDNAライブラリーを用いた。スクリーニ

ングにより新規な転写因子IDEF2を単離した。

またその相同遺伝子をオオムギからも単離

した。IDEF2はNAC転写因子ファミリーに属

し、これまでは明らかにされていないグルー

プに存在する。ゲルシフト電気泳動解析およ

びcyclic amplification and selection of 

targets実験によってIDEF2はIDE2に存在す

るCA(A/C)G(T/C)(T/C/A)(T/C/A)を結合認識

配列とすることが分かった。IDEF2遺伝子の

発現はイネの根と地上部では恒常的であっ

た。RNAiおよびCRES-TによりIDEF2の機能

を欠損させた組換えイネでは，鉄の恒常性に

異常が起こった。通常のイネで鉄欠乏で発現

の誘導される二価鉄ニコチアナミンのトラ

ンスポーターであるOsYSL2がIDEF2機能欠

損イネでは発現誘導されなくなった。また、

このIDEF2機能欠損イネでの発現が抑制され

た遺伝子のプロモーター領域の多くでIDE2

様配列が見出された。 

 以上から、イネ科植物においては、鉄欠乏

というシグナルが何らかの形で伝えられ、そ

れを受け取って、まず、IDEF1、IDEF2の機能

が活性化され、OsIRO2のような上流にIDE1、

IDE2を持つ遺伝子の発現が誘導させる。そし

て、OsIRO2によってムギネ酸類生合成に関わ

る遺伝子およびさらに下流の転写因子、鉄欠

乏誘導性遺伝子の発現へとつながっていく

鉄欠乏応答性遺伝子の遺伝子発現ネットワ

ーク（下図）が新たに明らかとなった。 
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