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研究成果の概要（和文）：植物や微生物の細胞内浸透圧の調節は，環境変化の適応に必要である。KとNaの輸送
体は、養分やホルモンなどの吸収と循環、膜駆動力の維持、細胞内浸透圧調節、光合成活動に必須であり、植物
の生存を根底で支えている。K/Naバランスの恒常性維持を司る機構の中心的役割を果たすイオン輸送体やその発
現の解析，細胞内因子によるチャネルの活性調節，Ｋ輸送体，機械受容体の分子的成り立ちを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Control of the Intracellular osmolarity of the plant and microorganism is 
necessary for adaptation of environmental change. The membrane transport of K and Na is 
indispensable to absorption of nutrients and hormone, circulation, maintenance of membrane 
potential, and a photosynthesis, which supported plant growth. We have elucidated the control 
mechanism of the ion translocator which plays the central role of the system to control homeostasis 
maintenance of K/Na balance in plant cells, the manifested analysis and regulation of the channels, 
and the molecular construction of mechanosensitive channel in cyanobacteria.

研究分野：生物化学

キーワード： 浸透圧　耐塩性　イオン　輸送体　シロイヌナズナ　脂質修飾　環境ストレス　イオンチャネル

  ３版
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１．研究開始当初の背景 
 植物の三大必須栄養元素である K の取込
みと、耐塩性に重要な K/Naバランスの恒常
性維持を司る機構を解明する。植物は独自に
K 取込み系と、Na を細胞外に排出または液
胞に隔離するシステムを発達させた。K と
Na の輸送体は、養分やホルモンなどの吸収
と循環、膜駆動力の維持、細胞内浸透圧調節、
花粉管の伸長に必須であり、植物の生存を根
底で支えている。また、土壌から植物に侵入
する細胞毒性を示す金属の標的分子でもあ
る。K-Na輸送体が互いに協調して機能して，
植物の環境適応を明らかにする。 
 
２．研究の目的 
 シロイヌナズナの複数のK-Na輸送体を統
括的に調節する細胞内分子(リン酸化酵素・膜
結合型 Ca依存性制御因子)、K-Na輸送体の
概日性・組織発現(排水組織)、および非生体
金属イオンの輸送体への作用に関する解析
を行う。K-Na 輸送体とそれを統御する細胞
内調節系の探索により、環境ストレス適応性
を強化した植物の創生につながる基盤的知
見の獲得をめざして，申請者が単離解析して
いる植物の上記ストレスに関与する重要な
標的輸送系の選別と膜輸送が担う恒常性維
持機構の分子レベルの解明をめざす。 
 
３．研究の方法 
Na 輸送体遺伝子の発現評価 
 HKT と NHX 輸送体遺伝子(AtHKT1 および
AtNHX1～8)の輸送体の発現を検討するため
に，1.9～2.3kb のプロモーター領域をルシフ
ェラーゼ遺伝子(luxAB)に連結した。次に，
シロイヌナズナに導入した。ヘテロ株，ホモ
株の取得を行った。９種類のプロモーターの
概日性発現を暗条件の培養の後に，連続明培
養を行い概日性を調べた。GUS 遺伝子を
AtHKT1 プロモーター5.4, 2.3, 0.8kb に連結
して植物へ導入した。 
 
Na 輸送体遺伝子変異株の表現型の評価 
 シロイヌナズナの野生株、athkt1 変異株、
atnhx1 変異株、athkt1,atnhx1 の二重変異株
を培養して，明暗変化や環境ストレス処理を
行った。 
 
リン酸化による活性調節機構の解析 
 K チャネル（KAT2, AKT1, AKT2, GORK, SROK
および AtKC1）の細胞内 C 末端領域を発現す
るプラスミドを大腸菌に導入した。タンパク
質を精製後，リン酸化を検討した。 
 
Ca 結合タンパク質による輸送体の活性調節 
 Ca に結合するタンパク質の CPK1～CPK34、
CRK1～CPK8、CBL1,4,5,9 の N 末端領域 10 ア
ミノ酸に相当する遺伝子を，レポータータン
パク質遺伝子に連結した。無細胞翻訳系を用
いた放射性標識による脂肪酸の検出をすす
めた。 

 
陰イオンチャネルの細胞内因子による制御
系の解析 
 シロイヌナズナの陰イオンチャネル遺伝
子の RNA を卵母細胞に導入して，二本差し法
を用いた膜電位固定法により電流測定を尾
もなった。 
 
４．研究成果 
Na 輸送体遺伝子の発現評価 
 植物のシロイヌナズナで，Na および Kの膜
輸送を担う HKT と NHX 輸送体遺伝子(AtHKT1
および AtNHX1～8)の輸送体の概日性などの
発現に関して検討するために，1.9～2.3kb の
プロモーター領域をルシフェラーゼ遺伝子
(luxAB)に連結したプラスミドの作成を行っ
た。これまでに一部作成しており上記全ての
9 種類のプラスミドの完成を行った。次に，
シロイヌナズナへ導入して抗生物質耐性と
PCR による検出を行って，目的の植物の取得
を行った。ヘテロ株の取得後，ホモ株の取得
を行った。９種類のプロモーターの概日性発
現を暗条件の培養の後に，連続明条件におい
て調べたところ，概日性のリズムが見いださ
れた。輸送体の発現の概日性は光合成などの
機能と関連することが考えられ，細胞伸長や
膜電位維持の面で関与することがさらに示
された。 
 また，GUS 遺伝子を 5.4, 2.3, 0.8kb の
AtHKT1 プロモーターに連結して植物へ導入
して活性を比較したところ，短いプロモータ
ーでは活性が強いことが分かった。-2.3 ～
-0.8kb の領域の発現を抑制する領域が存在
すると考えられた。 
 
Na 輸送体遺伝子変異株の表現型の評価 
 野生株、athkt1 変異株、atnhx1 変異株、
athkt1,atnhx1 の二重変異株を用いて、明暗
条件や環境ストレス環境において地上部お
よび根の生長、度合いを比較する予定であっ
たが，上記変異株の表現型において，種子の
取得の難しいものが見つかった。これは，目
的と異なる変異が導入されていることが明
らかとなった。 
 
リン酸化による活性調節機構の解析 
 シロイヌナズナの 6 種類の K チャネル
（KAT2, AKT1, AKT2, GORK, SROK および
AtKC1）の細胞内側の C 末端領域を大腸菌で
発現，精製してリン酸化反応の検討を行った。
Thrがリン酸化されない状態を真似たAla(擬
非リン酸化残基)置換体と Thr がリン酸化さ
れた状態を真似たAspに置換した輸送体の作
成も行い，リン酸化検出をすすめた。Thr の
リン酸化が殆どのチャネルで抑制されるこ
とが分かった。 
 
Ca 結合タンパク質による輸送体の活性調節 
 Ca に結合するタンパク質であり，膜への移
行とそれによる膜輸送体との接触が予測さ



れている CPK1 ～ CPK34 、 CRK1 ～ CPK8 、
CBL1,4,5,9 の Myristoylation 候補 Gly(N 末
端から 2残基目)を含む N末端領域 10アミノ
酸をレポータータンパク質のN末端に連結し
た融合タンパク質を作成した。無細胞翻訳系
によって放射性標識による Myristoylation
により，脂肪酸の付与を検討した。多くの MG
配列をもつタンパク質が脂肪酸付与された。 
  
KUP 系の機能と役割 
 K トランスポーターの中でも KUP 系は微生
物から植物まで機能する輸送体の一つであ
る。細胞内のＫ濃度に関与する輸送体であり，
浸透圧ストレスに関与する。ポプラの KUP を
単離して，KUP がポプラでも環境変化に適応
することを見いだした。 
 
環境変化と浸透圧に関与するチャネルとそ
の制御機構の解析 
 パッチクランプ法を用いてオルガネラに
発現するチャネルを検討した。動物の茶円る
ホモログでは PI(3,5)P2 は輸送活性の調節
に関与したが，植物の液胞型チャネルには関
与しないことが分かり，調節系はそれそれ異
なることが分かった。 
 
浸透圧に対応する機械受容性チャネルの機
能解析 
 ラン藻は葉緑体の先祖と考えている。ラン
藻に発現する機械受容性チャネルを単離し
て検討を行ったところ，浸透圧変化に適応し
ていることが分かった。さらに，本遺伝子発
現は概日性リズムを示しており，太陽の影響
を透けて浸透圧調節に関与していることが
強く示唆された。 
 
陰イオンチャネルの細胞内因子による制御
系の解析 
 植物の原形質膜で発現する陽イオン輸送
体と対をなすと考えられている陰イオンチ
ャネルも，細胞内の浸透圧の調節に関与する
ことが示されている。今回，両輸送体の関係
が示されている。シロイヌナズナ遺伝子の
complementary RNA を卵母細胞に導入して，
電極二本差しイオンチャネル活性の測定に
よる輸送体の発現検討を行った。この結果，
いくつかの CPK6 タンパク質が脂質を受ける
と輸送活性を示すが，脂質修飾を受けないと
輸送活性が極端に減少することが明らかと
なった。Myristoylation が植物の細胞内で生
じた後に，Palmitoylation が効率よく生じる
ことが推定される。このことにより，水溶性
タンパク質が生体膜に移行するために，脂質
修飾がおこったのち原形質膜上の陰イオン
チャネルを活性化することが明らかとなっ
た。 
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