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研究成果の概要（和文）：イネの膜輸送体を約1500種類発現する酵母タンパク質発現ライブラリーを構築し、こ
のライブライリーを用いて、殺虫剤の輸送体のスクリーニングを行った。本ライブラリーはこれまでの研究では
できなかったネガティブスクリーニングが可能であるため、選抜培地上で感受性を示す酵母を短期間で効率的に
スクリーニングすることが可能である。本研究では、殺虫剤への感受性を示す酵母を選抜し、その輸送体を欠損
したイネまたは過剰発現するイネを作出し、欠損すると殺虫剤の吸収量が減少し、過剰発現させると吸収量が増
加することが明らかとなった。構築したライブラリーが有効なスクリーニング方法であることが明らかとなっ
た。

研究成果の概要（英文）：The yeast protein expression library that expresses about 1500 rice membrane
 transporters was developed and used this librarye to screen for transporters of insecticides. This 
library enables negative screening, which has not been possible in previous studies. It is possible 
to efficiently screen yeast for susceptibility on selection media in a short period of time. In this
 study, we selected yeasts susceptible to insecticides and generated rice plants lacking or 
overexpressing the transporter, and found that the amount of insecticide absorption was reduced when
 the transporter was deficient and increased when it was overexpressed. The constructed library 
proved to be an effective screening method.

研究分野： 植物分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
イネには約1500種類の膜輸送体があると考えられている。そのうち、機能が明らかになっている輸送体は30%程
度であり、機能が不明な膜輸送体が数多く存在する。膜輸送体の欠損変異体を用いた研究は膜輸送体研究を行う
うえで最も強力な研究材料となるが、１つの膜輸送体を欠損しても表現型が現れない場合もある。本研究で構築
した実験手法は逆遺伝学的な手法を用いた手法であり、本ライブラリーを構築できたことで、これまで機能が明
らかになっていなかった膜輸送体の機能を次々に明らかにできるものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

イネには約 1500 種類の膜輸送体が存在していると考えられている。そのうち機

能が明らかになっているのは 30%であり、多くの膜輸送体の機能が明らかでは

ない。膜輸送体を欠損した変異体を使った研究は、膜輸送体の機能を明らかにす

る上で、とても有力な実験材料である。しかし、1 つの膜輸送体を欠損しただけ

では、表現型が現れないものも多く存在しており、膜輸送体研究の進展を送らせ

ていると考えられる。 

 

 

２．研究の目的 

本研究では、逆遺伝学的な研究方法を用いて膜輸送体の機能解明を行うための

実験プラットホームの構築を目指した。イネ完全長 cDNA を約 1500 種類入手

し、これを酵母タンパク質発現ベクターにサブクローニングし、イネの膜輸送体

をすべて発現する酵母タンパク質発現ライブラリーを構築し、このライブラリ

ーを用いて新奇の膜輸送体を選抜できないかを検証する。 

３．研究の方法 

相同組み換えを使ったクローニング方法であるGAP-repairクローニング法を用

いて、1500 種類のイネ完全長 cDNA を酵母タンパク質発現ベクターにサブクロー

ニングする。こうして構築したベクターを酵母に形質転換し、ライブラリーを構

築する。このライブラリーをさまざまな物質を含む培地で培養し、酵母の生育を

調査することで、導入された膜輸送体の機能を特定する。 

 

 

 

４．研究成果 

殺虫剤である thiamethoxam を含む培地でライブラリーを生育し、感受性を示



す酵母を選抜した。OsALT15 は酵母の thiamethoxam 吸収量を増加させた。

OsALT15 を欠損したまたは過剰発現するイネを作出し、thiamethoxam の吸収

量を調査したところ、欠損した場合、thiamethoxam の吸収量は減じ、過剰発現

させた場合、thiamethoxam の吸収量が増加した。過剰発現体では少ない殺虫剤

でウンカが死んだことから、OsALT15 を高発現するイネは少ない量の殺菌剤の

使用で防虫効果を示すことが明らかとなった。本研究により、イネの膜輸送体を

すべて発現するライブラリーは、新奇の膜輸送体をスクリーニングする手法と

して使えることが明らかとなった。 
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