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研究成果の概要（和文）：本研究では鉄欠乏耐性を示すヒヨスの根の呼吸機構とフラビン類分泌の機構の解明を進めた
。プロテオミクスにより、鉄要求性の高い呼吸鎖複合体Iが減少すること、リボフラビンの分泌は結合型フラビンFMNの
分解とde novo 合成の促進の両方によることを証明した。また、呼吸活性の上昇とリボフラビンの分泌が関連すること
を示した。加えて、鉄欠乏下では鉄とエネルギーを節約する代謝系に切り替え、これらを根の成長に用いることも示し
た。形態的特徴として鉄欠乏下では根端の肥大化が見られるが、これは細胞の横幅の増加と根毛の発達によることを非
破壊的観察で解明した。細胞表面積の拡大による鉄獲得戦略と推測された。

研究成果の概要（英文）：The mechanism on respiration and riboflavin secretion working under Fe deficiency 
in Fe deficiency-tolerant Hyoscyamus albus roots was studied. Proteomic analysis showed that the 
mitochondrial complex I which requires high amounts of Fe was decreased under Fe deficiency. Riboflavin 
secretion occurred by both the enhancements of FMN hydrolysis and de novo synthesis of riboflavin. An 
increase of respiration activity was closely related to riboflavin secretion, too. Many metabolic 
pathways were changed into Fe- and energy-saving manners: instead, they utilized Fe and energy for more 
essential growth. As a morphological change, root-tip swelling has been observed. Nondestructive 
histochemical analysis with a laser microscope revealed that the enlargement of cell width and 
rhizodermal development contributed to this phenomenon. Increase in cell surface area must help to 
acquire Fe.

研究分野： 環境科学

キーワード： 鉄欠乏　ストレス耐性　双子葉植物　フラビン類　根
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）	

１．	 研究開始当初の背景 
 

生物多様性の保全や人の生命の安全保障
の観点から、今取り組むべき最優先課題に、
地球温暖化の原因である二酸化炭素削減や
人口増加を支える食糧増産が挙げられる。こ
れらへの最も効果的な対処方法は、植物が育
たない不毛な土地を緑化することだと考え
られる。実際、不毛の大地は地球の表土の
67%を占め、その中、半分はアルカリ土壌に
よると報告されている（国連食糧農業機関、
1998）。近年は、温暖化の進行や地下水を用
いる過度の灌漑農業により、土壌のアルカリ
化が進行し、事態は一層深刻となっている。 

アルカリ土壌で植物が育たたず、砂漠化す
る原因の主なものに、植物が鉄欠乏に陥るこ
とが挙げられる。鉄は土壌に豊富に存在する
が、通常は三価鉄として存在しており、中～
アルカリ性では水にほとんど不溶で、植物は
吸収できない。光合成や呼吸などの酸化還元
反応を担う鉄の欠乏は、植物の生育に深刻な
問題であるため、世界中の研究者が植物の鉄
獲得戦略の解明に取り組んできた。その結果、
高等植物には図１に示した Strategy I および
IIと呼ばれる２つのタイプの存在が明らかに
された。	 	 	  

図１. 植物の鉄獲得機構の概要 

一方、双子葉植物の一部の種で鉄欠乏時に
リボフラビンを根から放出するものが報告
されてきたが、この機構や役割は不明なまま
であった。 
報告者は鉄欠乏下で生育可能な植物種を

探索し、ナス科のヒヨス (Hyoscyamus albus)
の根が生育すること、生育時に根からリボフ
ラビンを放出する現象を見出した。生長には
エネルギー供給は必須であるが、好気呼吸を
担うミトコンドリアの呼吸鎖電子伝達系は
多くの鉄イオンを必要とすることから、鉄欠
乏時に最も影響を受けると考えた。そこで、
鉄欠乏下の呼吸鎖電子伝達系に着目して、呼
吸鎖複合体の各構成要素に特異的な阻害剤

の影響を鉄欠乏時と鉄十分時で比較したと
ころ、顕著な相違が見られた。つまり、鉄欠
乏時には鉄含量の顕著な減少にもかかわら
ず、呼吸活性が上昇し、鉄十分時と異なる電
子伝達系が機能していることを示唆する結
果が得られた。この結果に基づき、鉄欠乏下
で機能する呼吸鎖電子伝達系モデルを提案
した (J. Plant Physiol. 2010;167:870-878)。 

 

 
図２. 鉄欠乏下で機能する呼吸鎖電子伝達系
モデル（鉄欠乏下の主機構：太字太枠で表示. 
鉄十分下の主機構：破線細枠で表示.	 各要素
の鉄要求量を数値で示した） 
 
	 この仮説では、呼吸鎖電子伝達系に含まれ
るタンパク質の中で、多くの鉄イオンを必要
とするフラビンタンパク質(Iおよび II)、およ
びエネルギー生産に寄与しない代替オキシ
ダーゼ経路が機能しないことで、鉄の節約と
エネルギー効率を上昇させていること、また、
この事が根からのリボフラビンの放出を引
き起こしていることを提唱した。 
 
２．研究の目的 
 
	 本研究は報告者が提唱した鉄欠乏耐性植
物の呼吸鎖電子伝達系モデルの正当性の検
証と耐性機構の解明、およびフラビン類分泌
の生理的・生態学的役割の解明を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
	 鉄欠乏下と鉄十分下で生育させたヒヨス
培養根のプロテオーム解析、遺伝子発現解析、
酵素活性測定、および根の形態や活動観察等
を行い、多面的に検討することで、モデルの
検証を行った。 
 
１）	 プロテオーム解析 
	 少量の植物材料から Guanidine 法を用い
て抽出した少量のタンパク質をミニゲルで
二次元解析するための、スモール・スケール
解析方法の確立を行った。その後、比較プロ
テオームの手法により鉄欠乏下で実際に発
現が高進したものや低下したタンパク質を
TOF−MSで解析し、データベースに基づき同
定した。 
 
 

Strategy I 植物 

 
◆双子葉と単子
葉植物（イネ科以
外） 

◆双子葉植物の
一部 
 

Strategy II 
植物 
 
◆イネ科単子
葉植物 

1.プロトン放出による根
圏の酸性化 
2.三価鉄の溶解と有機酸
放出によるキレート作成 
3.膜酵素による二価鉄へ
の還元と組織への鉄の取
込み 
 
＋	 ﾘﾎﾞﾌﾗﾋﾞﾝの分泌	
（理由や役割不明？）  
 
1.ファイトシデロフオア
（キレート剤）の分泌 
2.三価鉄とのキレート作
成により、複合体のまま
で鉄の組織への取込み 
 



２）	 生合成関連遺伝子発現解析 
	 リボフラビン生合成に関与するヒヨス特
異 的 遺 伝 子 群 、 RibA/B, RibC, RibD, 
Riboflvin synthase/FMN hydrolase のクロ
ーニングを行い、鉄の有無による遺伝子の発
現変動を解析した。同様に、アルカロイド生
合成に関与する遺伝子の発現も解析した。 
  
３）	 酵素活性測定 
	 呼吸とリボフラビン分泌の相関を見るた
めに、鉄欠乏下での呼吸活性の変動を TTC
還元法で、FMN分解酵素活性を HPLCで解
析した。 
 
４）	 根端の非破壊的観察 
	 鉄欠乏下で特異的に観察される根端から
のリボフラビンの分泌及び根端の肥大化の
詳細を明らかにする為、自家蛍光や蛍光染色
を用いて共焦点レーザー顕微鏡（Olympus 
FV-1000）で非破壊的に根端を観察した。 
	
	
４．研究成果	
	
1）鉄欠乏下のリボフラビン分泌部位と源	
	
	 本研究課題の目的である、鉄欠乏下に置か
れたヒヨスの根からリボフラビンが分泌さ
れる現象の解明のために、分泌されるリボフ
ラビンは de	novo	合成の促進によるものか、
または結合型リボフラビン FMN（呼吸鎖複合
体 Iの補酵素）の分解によるものかの検討を
行った。	
	 最初に、分泌部位を特定するために、リボ
フラビンの組織レベル、細胞レベルでの分布
を、その自家蛍光に基づき共焦点レーザー顕
微鏡を用いて観察した。その結果、リボフラ
ビンの分泌は鉄欠乏下の根に特有で、組織レ
ベルでは根端付近に、細胞レベルではアポプ
ラストに主にリボフラビンが分布している
ことを示した（図 3）。	
	 次に、リボフラビンが de	novo	合成の促進
によるものか、または結合型リボフラビン
FMN（呼吸鎖複合体 I の補酵素）の分解によ
るものかを明らかにするために、リボフラビ
ンの生合成に関与するヒヨスの遺伝子
RibA/B, RibC, RibD, Riboflvin synthaseの
クローニングを行った。その遺伝子配列に基
づき、特異的プライマーを設計して、これら
遺伝子群の発現を RT-PCR法で解析した（図
４）。その結果、生合成に関与する RibA/B, 
RibC, RibD のいずれもが、鉄欠乏下で発現
が顕著に増加すること、鉄欠乏に置かれて早
い段階で増加することがわかった（図４）。 
	 ただし、リボフラビン生合成の最終段階に
関 与 す る Riboflavin	 synthase	 は FMN	
hydrolase	と同じ遺伝子上にあることが判
明し、遺伝子発現の結果からは判定できなか
った。そこで FMN	hydrolase の酵素活性を測
定することにした。	

	
 
図3.	a,鉄十分；b,鉄欠乏	;c,	鉄欠乏の根端

から100-200	µm付近の細胞像 
 

	 	 	 	  
	 	 	 	 	 RibA/B 	 	 RibC	 	  RibD 

 
図４. リボフラビン生合成遺伝子の発現 

（16時間後の発現量の比較） 
	
	 	
	 その結果、鉄欠乏下に置かれて 3日目以降
には FMN	hydrolase の活性が有意に高くなる
ことが明らかになった。これは鉄欠乏下のリ
ボフラビンの分泌や呼吸活性の上昇ともほ
ぼ一致した。	
	 	
	 以上の結果から、鉄欠乏下でのリボフラビ
ンの分泌にはリボフラビンの de	novo	合成の
促進と FMN（呼吸鎖複合体 Iの補酵素）の分
解の両方が関与していることが判明した。ま
た、リボフラビンの分泌と呼吸との密接な関
係が示唆された。	
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2）比較プロテオーム解析による鉄欠乏耐性
根の特性	
	
	 鉄欠乏による影響が最も顕著に顕れるの
は根端である。そこで根端を材料として比較
プロテオーム解析を行うために、まずは少量
の材料で解析可能なスモール・スケールの解
析法の確立を行った。植物材料の特性を考量
し、ラージ・スケールの従来法の中から最適
なものを選び、改良を加えることで植物組織
100	mg から抽出した 20	µg のタンパク質量を
二次元電気泳動により分離し、蛍光染色する
ことにより 200 以上のスポットを分離するこ
とが出来た。更に、ヒヨスはモデル植物では
ないものの、ナス科のデータベースを利用し
て、鉄欠乏時に特異的に蓄積が変動するタン
パク質 48 個を見出し、そのうち 36 個を同定
できた（図 5、表１）。	

	

図 5.タンパク質の二次元解析	 	 	 	 	 	
A:鉄十分；B:鉄欠乏	

	

図 6.	同定されたタンパク質の機能別分類	
	
	 これら３6 個のタンパク質をその機能の違
いにより、糖代謝、タンパク質・アミノ酸代
謝、ニ次代謝等、エネルギー生産、構造と成

長、防御に関わるものの６つに分類した（図
6）。	
	
表	1.	比較プロテオーム解析データ	

Protein yield and spot 
number +Fe   - Fe 

Root tips (mg FW) 100   100 

Protein yields (mg 
protein g-1FW) 4.92± 0.60 

 
5.57 ± 0.56 

No. of spots detected 218 ± 4 
 

219 ± 4 

Comparative protein 
profile -Fe/+Fe     

No. of spots changed* 48 
  

(increased in abundance) (30)  
(decreased in abundance) (18)  

No. of spots identified 36 
  

(increased in abundance) (22)  
(decreased in abundance) (14)   

	
	 得られた結果が示していることは、糖の異
化が促進され、それに伴って有機酸、特にリ
ンゴ酸の根からの分泌が促進されたことで
ある。また、アミノ酸の de	novo	合成が抑制
される一方、タンパク質の分解が促進されて
いることから、不要なタンパク質の分解によ
って生じたアミノ酸を組織の成長や分化に
使用している様子が伺える。	 	
	 	
	 同様に、アミノ酸起源の窒素を含む二次代
謝産物（アルカロイド）の生合成に関与する
タンパク質、Cyp80F1	及び H6H をコードする
遺伝子発現は鉄欠乏下で抑制され（図 7）、実
際にアルカロイドの蓄積の減少も検出され
た。このように、貴重なアミノ酸の節約が見
られるのが鉄欠乏時の特徴だ。	
	 一方、鉄欠乏特有の現象であるリボフラビ
ンの分泌が、リボフラビンの生合成に関わる
RibD	遺伝子の発現の上昇と関係しているこ
とも判明した（図 7）。これは先に１）で示し
た結果と一致するものである。	
	

	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
図 7.	トロパンアルカロイド及びリボフラビ

ンの生合成関連遺伝子の発現比較	
	
	



３）鉄欠乏下での根の形態変化	
	
	双子葉植物で広範に見られるようにヒヨス
においても、鉄欠乏時に根端の肥大化現象が
観察されている。この肥大化は細胞数の増加
によるものか、または細胞のサイズの増大に
よるものかを明らかにするため、鉄欠乏下で
の細胞数とサイズの変動を調査した。	
	細胞を蛍光試薬 SYTO14 で染色することで、
非破壊的に共焦点レーザー顕微鏡を用いて
細胞数とサイズを測定することが可能とな
った（図 8）。そこで根端から 1	mm 間隔で４	mm
までの根の分裂領域の細胞数とサイズの変
動を経時的に観察した。その結果、鉄欠乏に
晒されて２日目で根端 1	mm の部分で細胞の
縦方向のサイズの短縮化が顕著に観察され
た（図 8）。	
	 	
	実際に計測したところ、鉄欠乏処理５日目
には細胞の長さが有意に減少し、幅と厚みが
有意に増加していた（表 2）。また、細胞数の
変動についても調査したところ、細胞のサイ
ズの変動ほど顕著ではないものの、細胞数の
増加も見られた（結果省略）。更に、根端の
表面構造の観察結果から細胞の表面に多数
の根毛状の発達が観察された（図 9）。	
	

図8.根端細胞の蛍光染色イメージ画像 
（a,根軸に平行面；b,横断面；c,縦断面）	
	
	

 

	
図 9.	根端付近の表面構造	

	

 

 

 

 

 

表２. 根端細胞のサイズの計測 

length 110.8 ± 31.3

width 20.3 ± 2.2

depth 10.1 ± 2.0

length 112.5 ± 25.7

width 19.5 ± 3.5

depth 9.4 ± 2.2

length 29.8 ± 7.0 ***

width 24.1 ± 3.5 ***

depth 20.8 ± 4.0 ***

length 114.1 ± 28.9

width 16.6 ± 2.3

depth 12.0 ± 2.8

length 32.7 ± 8.8 ***

width 27.5 ± 4.5 ***

depth 18.4 ± 4.5 ***

length 119.7 ± 32.2

width 17.6 ± 3.0

depth 9.2 ± 1.9

Day 10

-Fe

Control

Control

Day 5

-Fe

Control

point 1

Day 1

-Fe

 

((有意差	 *** p < 0.001) 

	
	このように、鉄欠乏下に置かれた根では根
の伸長方向の成長が抑制され、代わりに肥大
化することが明らかになった。また、この肥
大化には細胞の幅の増大が主な要因であり、
加えて細胞表面における根毛の発達が寄与
していることを明らかにした。	
	
	
	
	 以上の結果から、本研究は報告者が提唱し
たヒヨスにおける呼吸鎖電子伝達系モデル
の中、実際に呼吸鎖複合体 Iが低下している
ことをプロテオミクスのデータより証明す
ることができた。また、フラビン類の分泌が
de novo合成の促進だけでなく、結合型フラ
ビン類の分解促進によるものであることを
示し、モデルの正当性を強調した。生理的特
徴からも呼吸とフラビン分泌が密接に関連
することを示した。加えて、鉄欠乏耐性の耐
性機構が呼吸機構のみでなく、他の代謝系に
おいても、鉄とエネルギーを節約する仕組み
によることを解明できた。そして節約したエ
ネルギーを根端の成長に使用することが示
唆された。根端では肥大化が観察されるが、
これは細胞の横方向への増加と根毛の発達
によることが明らかになった。肥大化させる
ことで表面積を大きくし、鉄の吸収能を高め
ていると推測された。 
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