
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成 24 年 6 月 13 日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：植物における土壌からの鉄吸収は、すべての生物の食物連鎖の根本を

成しており、非常に重要である。イネ科植物におけるムギネ酸類による鉄取り込み機構を解明

するために、ムギネ酸類鉄錯体トランスポーターと基質であるムギネ酸の両面から解析を行っ

た。オオムギの根から同定した新規トランスポーターの局在と基質選択性を比較し、さらに、

ムギネ酸標識体合成と輸送活性を測定して、ムギネ酸を用いた鉄輸送に関する基礎的知見を集

積し、それの応用展開を検討した。 
 
研究成果の概要（英文）：Iron uptake from the soil in plants is a crucial event for all living 
creatures. Graminaceous plants have developed a specific strategy based on the 
phytosiderophores, mugineic acids. We identified transporters in barley and synthesis the 
mugineic acids derivatives as molecular probes. These studies are essential for further 
biological studies, and will hopefully lead to better crop production. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）イネ科植物はムギネ酸類と総称される
ファイトシデロフォアを生合成し、これを根
から分泌することで、土壌中の難溶性の３価
鉄と錯体を形成し、可溶化して、YS トランス
ポーターを介して再吸収することにより、鉄
イオンを効率的に取り込んでいる。YS トラン
スポーター遺伝子を応用して世界の不良土
壌の約３０％を占めるアルカリ土壌での栽
培を促進するイネの開発が行われている。 

 
（２）様々な植物から異なった基質特異性を
持つ YS、YSL(YS 様)トランスポーターが同定
されているが、類似するムギネ酸・鉄錯体ト
ランスポーターの間でそれぞれに特徴的な
基質特異性を規定する分子基盤が解明され
ていない。 
 
２．研究の目的 
イネ科植物、特にオオムギを材料として、
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根圏に存在するムギネ酸・鉄錯体を認識し、
植物組織内へ取り込むトランスポーターの
分子メカニズムの解明を、ムギネ酸を軸に
明らかにすることを目的とする。そのため
に、 
（１）ムギネ酸・鉄錯体選択的なトランスポ
ーターHvYS1 の基質選択性を決定している膜
外ループに焦点を当て、この領域内の基質選
択性を担うアミノ酸を特定する。 
（２）ムギネ酸を最も多く分泌するオオムギ
において HvYS1トランスポーターのホモログ
を同定し、その局在と基質選択性の違いを解
明する。 
（３）YS トランスポーターと基質の結合部位
を決定するためにムギネ酸の蛍光標識体を
作成する。 
（４）結晶 X線構造解析により基質選択性を
解明するために、YS トランスポータータンパ
ク質の全長を精製する。 
 
３．研究の方法 
（１）HvYS1 と ZmYS1 の７番目の膜外ループ
部分は、アミノ酸配列相同性の少ないことが
知られており、このループ部分に相当する 43
残基ペプチドの 2次元 1H-15N 相関 NMR スペク
トル（HSQC）を測定した。また、αヘリック
ス度を AGADIR プログラムにより計算した。
その際、αヘリックス形成への寄与が高い
HvYS1 の 20 アミノ酸（a.a.373-392）を１つ
ずつ相当する ZmYS1 のアミノ酸に置換した。
計算の結果、HvYS1 の 377 番目のセリンをア
ラニンに置換した HvYS1（S377A）の配列のα
ヘリックス度が３分の１に低下したので、こ
の１アミノ酸変異体のベクターをクイック
チェンジ法により作成し、HvYS1（S377A）、
および、その逆に相当する ZmYS1（A381S）の
cRNA を各々アフリカツメガエル卵母細胞
(oocytes)においてタンパク質を発現させ、
トランスポーター活性を測定した。 
（２）鉄欠乏状態で栽培したオオムギの根か
らゲノム解析と RNA の 5’RACE 法により、ム
ギネ酸鉄錯体選択的なトランスポーター
HvYS1 のホモログである HvYSL2 を同定し、そ
の局在を抗体染色で同定し、輸送活性を
oocytes 発現系により測定した。 
（３）ムギネ酸の 2-ヒドロキシ基にプロパル
ギル基を導入して、クリック反応により標識
体をベンゾフェノン、クマリン、トリアゾー
ル、アクリジンなどの標識体を作製した。鉄
錯体の形成を FTICRMS で確認し、輸送活性は
アフリカツメガエル卵母細胞発現系を用い
て比較した。 
（４）基質選択性の異なる HvYS1, ZmYS1 ト
ランスポーターの結晶化を目指し、HIS タグ
付きタンパク質の精製を試みた。昆虫細胞系
の発現ベクターに YS トランスポーターの全
長および糖鎖修飾アミノ酸変異体遺伝子を

挿入し、Invitrogen 社の Bac-to-Bac バキュ
ロウィルス発現システムを用いて昆虫細胞
(Sf9)に感染させ、トランスポーターを発現
させた。昆虫細胞での発現を GFP と YS 抗体
染色で確認した後、トランスポーター活性は
55Fe-DMA の取り込み量をシンチレーションカ
ウンターで測定することによって求めた。１
Ｌの細胞培養液から膜タンパク質画分を得
て、Ni-NTA カラムでタンパク質を精製した。 
 
４．研究成果 
（１）ムギネ酸類・鉄錯体トランスポーター
の基質特異性に重要なアミノ酸配列の解
明：トウモロコシ由来でムギネ酸以外の金属
錯体も輸送するトランスポーターである
ZmYS1 と HvYS1 の基質選択性の違いを解明す
るため、それぞれに特徴的な６番目の膜外ル
ープのペプチド（約 40 アミノ酸残基）が基
質選択性に関与していることは既に報告し
ている（基盤 C 研究成果報告書）。本研究で
はこのループ部分の NMR 解析において、43 残
基ペプチドの 2 次元 1H-15N 相関 NMR スペクト
ル（HSQC）を測定し、NMR ピークのアミノ酸
を同定し、CD実験と同様に HvYS1 が ZmYS1 に
比較して、より明確な２次構造をとっている
ことを明らかにした。DPC（ドデシルホスホ
コリン）ミセル存在下でデオキシムギネ酸鉄
錯体の滴定実験を行い、HvYS1 のみループ後
半部分のシグナルがシフトしたことから、こ
の部分が膜に結合し、基質輸送に関与するこ
とが示唆された。 
また、HvYS1 の１アミノ酸変異体である

S377A、および、これに相当する ZmYS1 の変
異体（A381S）を導入したベクターを各々作
成し、oocytes にトランスポーターを発現さ
せた。両変異体を用いて、デオキシムギネ酸
(DMA)の Fe(III)、Cu(II)、Zn(II)錯体のトラ
ンスポート活性を電気生理活性によって測
定 し た 。 ZmYS1(A381S) は HvYS1 同 様 に
DMA-Fe(III)を選択的に輸送する活性を示し
たが、逆に HvYS1（A377S）はもとの HvYS1 の
鉄選択性が消失し、Cu(II)や Zn(II)錯体も輸
送するようになった。これらの結果を合わせ
ると、HvYS1 の 377 番目のセリンが鉄選択性
に関与していることが強く示唆された(図
１)。 

図１ HvYS1, ZmYS1, 1 アミノ酸変異体の輸送活性にお

ける鉄選択性比較 
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（２） HvYSL2の同定：鉄欠乏状態で栽培した

オオムギの根からムギネ酸鉄錯体選択的なト

ランスポーターHvYS1と67.3 %の相同性があ

るHvYSL2を同定した。HvYS1が表皮細胞に発現

しているのに対し、HvYSL2は内皮細胞に局在

していることを抗体染色により明らかにした

(図２)。この結果は、HvYS1により土壌から吸

収されたムギネ酸類鉄錯体をさらに地上部に

移行するために、HvYSL2が働いていることを

示唆している。また、HvYS1がムギネ酸鉄錯体

選択的に輸送するのに対し、HvYSL2は他の亜

鉛、ニッケル、銅、マンガン、コバルトなど

の金属錯体も輸送して、ZmYS1同様に広範な基

質を輸送するトランスポーターであることを

明らかにした。 

 
図２ 鉄欠乏オオムギの根でのHvYSL2の発現 

HvYSL2抗体染色(A, C, E)、ブランク(B, D, F) 矢印で示

す赤く発色している内皮細胞が抗体でHvYSL2の発現を示

している。スケール, 50 μm 
 

（３）ムギネ酸標識体の合成：       

図３ ムギネ酸標識体の合成 

ムギネ酸の 2’-ヒドロキシ基にプロパルギ
ル基を導入して、クリック反応によりベンゾ
フェノン(5b)、クマリン（5c）、アクリジン
（5e）などの標識体を化学合成した（図３）。 
また、これらが鉄錯体を形成することをフー
リエ変換イオンサイクロトロン共鳴質量分
析装置（FTICRMS）で確認した。HvYS1 トラン
スポーターを発現させた卵母細胞の電気生
理実験を用いて、これらのムギネ酸標識鉄錯
体の輸送活性を測定した結果、ムギネ酸より
若干減少するものの、20-60％の顕著な輸送
活性を有することが分かった（図４）。 

図４ ムギネ酸標識鉄錯体の輸送活性 
黒ボックス；HvYS1 cRNA, 白ボックス；水インジェクシ

ョンした oocytes の輸送活性 

 さらに、ムギネ酸クマリン標識鉄体におい
ては卵母細胞内で蛍光を観測したことによ
り、トランスポーターを介して取り込こまれ
ることを確認した。しかし、ムギネ酸 3’ア
クリジン標識体は電気生理実験や蛍光観察
で活性を認められなかった。この結果により
輸送活性のあったベンゾフェノン体に、リン
カーでキャップとしてアクリジンを繋げた
ものを合成し、光親和標識体として使用でき
るか検討する。 

（４）ムギネ酸類・鉄錯体トランスポーター

の精製：基質選択性の異なるHvYS1, ZmYS1ト

ランスポーターの結晶化を目指し、昆虫細胞

系の発現ベクターにYSトランスポーターの全

長および糖鎖修飾アミノ酸変異体遺伝子を導

入して、このベクターを昆虫細胞に感染、発

現させた。ZmYS1-GFP-HISを昆虫細胞に発現さ

せて、ZmYS1抗体染色を行った結果、細胞膜に

GFPともに発現しており、発現タンパク質の局

在を確認した(図５)。HvYS1,ZmYS1のHISタグ

たんぱく質の発現細胞においても、共に細胞

膜に発現していた。 

 

図５ YSタンパク質を発現させた昆虫細胞での局在 

 (A) ZmYS1-GFP-HIS発現 (B) control (GFP-HIS発現ベク
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さらに、ZmYS1-GFP-HIS, ZmYS1-HIS, 

HvYS1-HISタンパク質を各々発現させた昆虫

細胞はDMA-55Fe(III)の取り込み活性があるこ

とを証明した（図６）。 

図６ YSタンパク質を発現させた昆虫細胞(Sf9）での

DMA-55Fe(III)の取り込み活性 

 

このことにより、植物のYSトランスポーター

の局在と機能を昆虫細胞でも保持しているこ

とを確認した。これまでに、HvYS1およびZmYS1

の全長、GFP無し、HISタグ付きでタンパク質

の収量を増やすことができた。昆虫細胞の膜

画分からＹＳタンパク質を精製し、結晶化を

試みることができた。 
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