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研究成果の概要（和文）：イネの鉄欠乏応答に関与する転写因子IDEF1は、特徴的なドメインを介して二価鉄や亜鉛と
直接結合し、これが IDEF1 を介した鉄欠乏の初期応答に必須であることを明らかにした。IDEF1 は鉄および他の二価
金属と可逆的に結合することにより、植物体内の鉄栄養条件の変化を感知すると考えられる。また、イネの鉄欠乏応答
と鉄の蓄積を負に制御するタンパク質HRZを発見した。HRZは既知の制御因子とは異なるドメイン構造を持ち、異なる機
構で鉄欠乏応答と鉄の蓄積に関わると考えられた。既知の鉄関連遺伝子と同時に操作することにより、より優れた鉄欠
乏耐性・鉄富化作物の創製が可能になると考えられる。

研究成果の概要（英文）：In order to achieve expressional regulation in response to Fe availability, Fe 
sensing systems by sensors and signals must exist, but their identity has not been clarified in plants. 
We proposed that direct Fe binding to expressional regulators is a compelling candidate for the primary 
Fe sensing in plant cells. IDEF1 is a central transcriptional regulator of graminaceous genes involved in 
iron uptake and utilization, predominantly during early stages of iron deficiency. IDEF1 directly binds 
to divalent metals and sense the cellular metal ion balance caused by changes in iron availability. HRZs, 
novel regulators in rice, and BTS in Arabidopsis bind Fe and Zn, and possess ubiquitination activity. 
HRZ-knockdown rice plants show Fe efficiency and accumulation, with enhanced expression of Fe 
utilisation-related genes. HRZs/BTS are E3 ligases and negative regulators of iron deficiency responses 
in both graminaceous and non-graminaceous plants.

研究分野：植物栄養学・植物細胞工学
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１．研究開始当初の背景 
鉄は全ての生物の必須元素であり、植物は土
壌から鉄を吸収して生長する。世界の耕地の
約 30％を占める石灰質性土壌では、pH が高
いために鉄が溶け難く、植物は鉄を吸収でき
ないために鉄欠乏となり生育が阻害され、農
業生産性は減少する。一方、過剰な鉄は生体
に障害をもたらすため、植物は細胞内の鉄の
過不足を感知するメカニズムを備えて、鉄の
吸収と代謝を厳密に制御し、生体内の鉄のホ
メオスタシスを維持している。植物は鉄栄養
に応答して多くの遺伝子の発現を誘導する
が、我々はこの遺伝子発現制御機構について
分子レベルでの解明を目指して研究を進め
た。その結果、鉄欠乏を感知して発現が誘導
されるオオムギの遺伝子のプロモーター領
域に存在する、ふたつの鉄欠乏応答性シスエ
レメント、IDE1、IDE2 を世界で最初に同定
することに成功した。さらに、これらのシス
配列に結合して鉄獲得に関わる遺伝子群の
転写を活性化する、ふたつの転写因子 IDEF1、
IDEF2 をイネとオオムギから単離した。
IDEF1 の発現を強化したイネは、pH の高い
石灰質土壌における鉄欠乏に耐性であった。
IDEF1 と IDEF2 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、鉄欠乏応答性と耐性を
制御することが明らかになった。また、IDEF1 
と IDEF2 は共に鉄栄養状態に関わらず恒常
的に存在することから、鉄欠乏に応答する遺
伝子発現のマスタースイッチとして働くと
考えられた。しかしこの制御機構の根本とな
る鉄シグナルと鉄センサーの実体は未解明
のままであった。 
 
２．研究の目的 
上記のように、植物は鉄栄養に応答して多く
の遺伝子の発現を誘導するが、その根本とな
る鉄シグナルと鉄センサーの実体は未解明
であった。イネ科植物とは異なる鉄吸収機構
をもつ双子葉植物では、鉄応答に関わる転写
因子として FER の存在が報告されているが、
この転写因子が相互作用するシスエレメン
トについては未解明であり、鉄欠乏誘導性遺
伝子発現制御の全容は明らかでない。動物で
は IRP1、IRP2 という２種類の mRNA 結合タ
ンパク質が、鉄欠乏時にのみ mRNA の IRE
（Iron Responsive Element）に結合するこ
とによって安定化し、細胞の鉄代謝を翻訳レ
ベルで調節している。IRP1、IRP2 の鉄によ
る活性制御は、鉄-硫黄クラスターやヘムな
どの鉄補欠分子族を介して行われているこ
とが最近明らかになりつつある。鉄代謝制御
因子が鉄自身ではなく、鉄のタンパク質への
主たる結合様式であるヘム、鉄-硫黄クラス
ターなどの鉄補欠分子族を介して、鉄濃度の
変化を感知している。これに対して前述のよ
うに、植物の鉄栄養に関わるタンパク質の発
現調節は、mRNA のレベルではなく転写レベ
ルで行われている。従って、鉄濃度の感知機

構も動物とは大きく異なっていることが考
えられる。本研究は、植物がどのようにして
細胞内の鉄が不足しているか、あるいは過剰
であるかを識別する細胞内鉄感知の分子機
構を明らかにすることを最終目的とする。そ
のために、我々がイネ科植物において発見し
た鉄欠乏応答性転写因子、IDEF1 と IDEF2 の
シグナル受容機構を分子レベルで明らかに
することを目指した。また、得られた成果を
応用することによって、石灰質土壌における
農業生産性の飛躍的な向上をめざすことを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
IDEF1、IDEF2 は、どのように鉄欠乏を感知し
ているかを明らかにするために、まず始めに
IDEF1、IDEF2 が直接、鉄と相互作用する可
能性を検証した。もし、IDEF1、IDEF2 タン
パク質が直接鉄と結合することが明らかに
なり、鉄の有無によって遺伝子発現のスイッ
チが入るのであれば、一番シンプルな鉄感知
機構となり得る。そこで最初に IDEF1、IDEF2 
タンパク質が、鉄と結合できるかどうかを確
認した。大腸菌で大量に IDEF1、IDEF2 タン
パク質を発現させ、二価、三価と鉄の形態を
変え、その結合能を確認した。また、IDEF1、
IDEF2 タンパク質と相互作用するタンパク
質を、Yeast Two Hybrid 法により検索した。
その結果、相互作用するタンパク質候補とし
て得られたタンパク質についてさらに解析
を進めた。一方、韓国の T-DNA 挿入ラインと
Tos 挿入ラインを検索して、鉄欠乏誘導性遺
伝子群の発現が変化している変異体を得て
詳細に解析した。 
 
４．研究成果 
IDEF1 は N 末端の近くにヒスチジン、アスパ
ラギンの繰り返し配列（HN 領域）と、その
両側にプロリンに富む配列（P 領域）を持つ。
大腸菌から精製したリコンビナントタンパ
ク質を用いた生化学実験の結果、IDEF1 はこ
の HN 領域と P 領域を介して二価鉄、亜鉛、
銅、ニッケルなどの二価金属と結合すること
が明らかになった。この金属結合ドメインを
欠失した IDEF1 を過剰発現する形質転換イ
ネを作製し、IDEF1 の全長を導入したイネと
の比較を行った結果、このドメインは IDEF1 
を介した鉄欠乏の初期応答に必須であるこ
とが明らかになった。以上のことから、IDEF1 
は鉄および他の二価金属と可逆的に結合す
ることにより、植物体内の鉄栄養条件の変化
を感知して発現制御パターンを「初期応答」
から「その後の応答」へと移行するメカニズ
ムを有すると考えられる。さらに、鉄センサ
ー分子が鉄と直接結合するという仮説のも
とに研究を進めた結果、転写因子 IDEF1 に加
えて、イネの鉄欠乏応答と鉄の蓄積を負に制
御するタンパク質 OsHRZ1、OsHRZ2 を発見し
た。以前からマイクロアレイ法によりイネが
鉄欠乏になった時に発現が上昇する遺伝子



群を特定しており、この遺伝子群には、鉄の
吸収や利用に関わる既知の遺伝子の他に、機
能未知の遺伝子も多く存在した。そこで、こ
れらの中に鉄センサー遺伝子が含まれてい
る可能性を考え、これらの遺伝子がコードす
ると推定されるタンパク質の配列の中から、
鉄と結合する可能性がある配列を探索した。
その結果、AK288394、AK068028 という 2つの
タンパク質に、動物と微生物で鉄を結合する
ことが知られているヘムエリスリンという
ドメインが存在することを発見した。さらに、
この 2つのタンパク質には他にも 4種類のド
メインが存在し、このうち Zn フィンガード
メインは転写制御などに関わっている可能
性が指摘されている。また、RING-フィンガ
ードメインは E3 リガーゼ複合体を構成し、
タンパク質のユビキチン化を行ってタンパ
ク質の分解や活性を制御する。これらのドメ
イン構造から、AK288394、AK068028 は鉄と結
合して遺伝子発現制御を行う分子である可
能性が考えられた。そこで、AK288394 を
OsHRZ1、AK068028 を OsHRZ2 と命名して解析
を進めた。ヘムエリスリンドメインを持つタ
ンパク質は、イネだけでなく多くの植物に見
つかり、その一つがシロイヌナズナの BTS（ブ
ルータス）といわれるタンパク質で、この BTS
の発現を低下させたシロイヌナズナが鉄欠
乏耐性を示すことが以前に報告されていた
が、詳細な分子メカニズムは不明のままであ
った。一方、ヒトの FBXL5 タンパク質もヘム
エリスリンドメインを持ち、さらに F-ボック
スドメインも持っていて、このドメインは
RING-フィンガードメインと似た働きによっ
て E3 リガーゼ複合体を構成する。この 2 つ
のドメインの働きによって、FBXL5 は鉄栄養
関連遺伝子の発現を制御するヒトの鉄セン
サー分子であることが報告されている。植物
の HRZとヒトの FBXL5 は似た機能を持つ鉄セ
ンサー分子であることが期待された。また、
オーキシン、ジベレリンなど主要な植物ホル
モンの受容体関連分子が E3 リガーゼ複合体
を構成することが近年明らかになっており、
生物の様々なセンサータンパク質は、基本的
なドメインを巧妙に組み合わせて誕生した
ものが多いことが推察される。生物における
機能分子の進化過程を考察する意味でも非
常に興味深い。OsHRZ1、OsHRZ2、BTS タンパ
ク質を大腸菌で作製して精製し、まず、これ
らのタンパク質が金属と結合するか調べた
ところ、タンパク質 1分子あたり 2原子程度
の鉄を結合することが明らかとなった。また、
意外なことに鉄だけでなく同程度の量の亜
鉛とも結合した。いくつかのドメインを削っ
たタンパク質で実験を行ったところ、鉄と亜
鉛は主にヘムエリスリンドメインと結合し
ていることが判明し、植物のヘムエリスリン
ドメインが実際に鉄（および亜鉛）と結合す
ることが世界で初めて実証された。次に、
OsHRZ1、OsHRZ2、BTS タンパク質のユビキチ
ン化活性を調べたところ、これらのタンパク

質はユビキチン化活性を持つことが世界で
初めて証明された。この活性にはヘムエリス
リンドメインは必要ないことも確認された。
おそらく RING-フィンガードメインが活性を
持っていると推定される。さらに、RNA 干渉
法により OsHRZ1、OsHRZ2 の遺伝子発現を低
下させた形質転換イネ（HRZ ノックダウンイ
ネ）を作出し、鉄を除いた水耕液で栽培した
ところ、非形質転換イネよりも葉の黄化が遅
く、鉄欠乏耐性を持つことが明らかとなった。
さらに、このイネを石灰質アルカリ土壌のポ
ットに植えて長期的な鉄欠乏耐性を調べた
ところ、HRZ ノックダウンイネは非形質転換
イネよりも葉の緑色を保ったまま生育し、草
丈も高く、種子が実るまで鉄欠乏耐性を保っ
ていた。最終的な種子の収量は、非形質転換
イネの 1.5 倍～2 倍程度に上昇した。HRZ ノ
ックダウンイネは栽培時の鉄栄養条件に関
わらず、種子と茎葉に高濃度の鉄を蓄積した。
特に、種子（玄米）においては市販の合成培
土（鉄十分条件）と石灰質アルカリ土壌（鉄
欠乏条件）のポットで栽培したいずれの場合
にも、非形質転換イネの 2 倍～3 倍程度の鉄
を蓄積した。また、亜鉛も 1.3 倍～1.5 倍程
度蓄積した。この形質は、鉄富化作物の創製
に非常に有用であると考えられたので、次に
このイネを韓国の隔離圃場で栽培したとこ
ろ、やはり HRZ ノックダウンイネは非形質転
換イネと比較して玄米に 3.8 倍もの鉄と 1.2
倍の亜鉛を蓄積した。また、白米にも 2.9 倍
の鉄と 1.2 倍の亜鉛を蓄積した。さらに、HRZ
ノックダウンイネの遺伝子発現パターンを
調べたところ、HRZ ノックダウンイネは鉄の
吸収と移行に関わることが知られている鉄
欠乏誘導性遺伝子のほぼ全てを鉄十分条件
でも非常に高いレベルで発現していること
が明らかとなった。鉄が十分にある時にはス
イッチオフされているはずの遺伝子群が、
HRZ ノックダウンイネではスイッチオンにな
っているために、多くの鉄を体内に蓄積し、
また鉄欠乏に耐性になっていると考えられ
た。HRZ はイネの鉄欠乏応答と鉄蓄積を負に
制御する新規因子であることが明らかとな
った。HRZ はこれまでに知られていた植物の
制御因子とは異なるドメイン構造を持って
いて、異なるメカニズムで鉄欠乏応答と鉄の
蓄積に関わっていると考えられた。このこと
は鉄制御機構の全容解明に向けて学術的に
非常に重要であるだけでなく、既知の鉄関連
遺伝子と同時に操作することにより、より優
れた鉄欠乏耐性・鉄富化作物の創製が可能に
なると考えられる。 
さらに、鉄の感知に関わる分子を特定するこ
とを目的として、鉄十分の水耕栽培条件にお
いて鉄欠乏応答性遺伝子が異常な発現を示
す T-DNA 挿入イネ変異体を探索した。その結
果、多くの鉄欠乏誘導性遺伝子の発現が野生
型と比べて低下した変異体を単離した。この
変異体はアコニターゼをコードする遺伝子
座（OsACO1）に T-DNA がヘテロ型で挿入され



ており、OsACO1 の発現量は野生型の約半分に
減少していた。T-DNA 挿入イネとは対照的に、
OsACO1 の過剰発現イネは多くの鉄欠乏誘導
性遺伝子の発現が野生型と比べて上昇して
いた。OsACO1 は前述の動物の細胞質型アコニ
ターゼである Iron Regulatory Proteins
（IRP）と相同性が高い。大腸菌発現タンパ
ク質を用いた実験によって OsACO1 も RNA 結
合能を有することが明らかとなった。植物の
アコニターゼタンパク質はRNAとの結合を介
して鉄欠乏応答性遺伝子の発現応答に関与
している可能性がある。 
すべての生物にとって鉄は必須元素である。
あらゆる生命の根幹に関わる鉄代謝制御の
研究は、農学のみならず、医学・生物学の諸
分野にまたがる広い領域であり、バイオマス
エネルギー増産、二酸化炭素吸収による地球
温暖化の防止等への貢献だけではなく、ヒト
の健康への貢献までを含めた幅広い応用研
究への発展が期待される。 
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