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【静文内容の要旨】
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【研究題目】ｲﾈのK+, Na+輸送におけるHKT遺伝子の機能解析

【要旨】

高塩濃度環境は､多くの植物の生育や作物の生産性に重大な影響を及ぼす｡塩ｽﾄﾚ

ｽは浸透圧ｽﾄﾚｽとNa+ｲｵﾝ毒性に大別できる｡耐塩性植物の分子育種の研究は前

者に集中しており､植物細胞内へのNa+の流入の分子機構の解析は少ない｡本論文では､

細胞内のK+仰a+ｲｵﾝ恒常性に重要な役割を果たしているｺﾑｷﾞの高親和性K+仰a+ｼ

ﾝﾎﾞ-ﾀ-であるTaHKTl遣伝子のﾎﾓﾛｸﾞをｲﾈから単離し､機能を解析した.

1) TaHKTl遣伝子と相同性を示すcDNAを､ｲﾈの通常品種､日本晴から1種類

(Ni-OsHKTl)､耐塩性品種､ﾎﾞｯｶﾘから2種類(Po-αHKTl, Po-OsHKT2)単離したo

両晶種ともこれ以外のHKT遣伝子はないと思われたo 3遣伝子はいずれも530ｱﾐﾉ

酸残基をｺ-ﾄﾞしており､両晶種由来のOsHKTlﾀﾝ/toｸ質の推定ｱﾐﾉ酸配列は100

%-致した｡ OsHKTlとOsHKT2のｱﾐﾉ酸配列の相同性91%であった｡いずれも疎

水ﾌﾟﾛﾂﾄは類似しており膜ﾀﾝ^oｸ質である可能性が強く示唆された.

2) OsHKTlとOsHK72遣伝子の発現は両品種の根において､低K+ｲｵﾝ濃度で誘導

され､ 30mMのK+またはNa+ｲｵﾝにより抑制された.根における血sl'tuﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞ

ｲｾﾞ-ｼｮﾝにより､ OsHKTは表皮糸田胞および中心柱で発現していた.

3)酵母のK十輸送体欠損株の低K+培地における増殖を､ OsHK72遺伝子は相補した

が､ αHKTlは相補できなかった. -方､塩感受性酵母を用いた生育阻害試験の結果､

両OsHKT遣伝子発現株は､ Na+に対する感受性が高まり､両ChHKTﾀﾝ/toｸ質が低

親和性Na+輸送能を持つことが示唆された｡

4)ｱﾌﾘｶﾂﾒｶﾞｴﾙ卵細胞を用いた電圧固定実験により､ OsHKTlはNa+特異的輸

送体､ OsHKT2はK+仰a+共輸送体であることが分った..

5) OsHKTlと伽HKTZではN末端から88番目のｱﾐﾉ酸残基がそれぞれSerとGly

であった｡部位特異的変異によりこれらを入れ替えると両ﾀﾝﾊﾟｸ質のｲｵﾝ輸送特性

が逆転した.さらにS88G αHKTl遣伝子を発現する酵母は耐塩性が向上し､ OsHKTl

の低親和性Na+輸送括性が著しく減少した結果であると推定された｡

6)両OsHKTのN末端から363番目のAsnをSerに置換すると酵母のK+輸送括性に

は影響せず､ Na+輸送括性を減少させた. G88S, N363S OsHKTl二重変異遣伝子を導入

した酵母は海水の塩濃度より高い600mMNaClで増殖が可能になった｡

以上､耐塩性ｲﾈのﾎﾞｯｶﾘから得られた2種類のK+仰a+輸送体遣伝子の構造と機

能を違いを明らかにし､植物の耐塩性向上に大きく寄与する可能性が高い変異体の作成

に成功した｡
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【諭文蕃査結果の要旨】

進行しつつある塩土の緑化や､限界に達している水資源間題の解決するために豊富に

ある海水を潅概用水に利用するには､植物に塩ｽﾄﾚｽ耐性を付与することが最低限必

要である｡塩ｽﾄﾚｽは浸透圧ｽﾄﾚｽとNa+ｲｵﾝ毒性に大別され､耐塩性植物の分

子育種には両者に耐性を与えなければならないが,現在の研究は前者に集中している｡

本論文では､細胞のNa+ｲｵﾝ毒性を緩和するのに重要な､細胞内のK十仰a+ｲｵﾝ恒

常性に役割を果たしているK+仰a+ｼﾝﾎﾟ-ﾀ-遣伝子をｲﾈから単離し､機能の解析

と機能の改変について述べている｡

1)ｺﾑｷﾞのK+仰a+ｼﾝﾎﾞ-ﾀ-遣伝子, TaHKTlと相同性を示すcDNAを､ｲﾈの

通常品種､日本晴から1種類(Ni-CIsHKTl)､耐塩性品種､ﾎﾟｯｶﾘから2種類

(Po-OsHKTl, Po-OsHK7q単離しているo 3遣伝子はいずれも530ｱﾐﾉ酸残基から成

るﾀﾝ^oｸ質をｺ-ﾄﾞしており､両晶種由来のOsHKTlﾀﾝﾊﾟｸ質の推定ｱﾐﾉ酸配列

は同じであり､ﾎﾞｯｶﾘにはαHKTlに加えてOsHKT2が存在することを明らかにし

ている｡ OsHKTl､ OsHKT2共に､膜ﾀﾝﾊﾟｸ質であると推定している｡

2) CJsHKTlとαHK72遣伝子はｲﾈの根において､低K十ｲｵﾝ濃度で発現が誘導さ

れ30mM以上のK+またはNa+ｲｵﾝにより抑制されること､血sl'tuﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-

ｼｮﾝにより､根の表皮細胞および中心柱で発現することを示している｡

3)低濃度のK+培地では増殖できない酵母のK+輸送体欠損株に､ OsHK72遣伝子を

導入すると増殖可能となるが､ OsHKT遣伝子の導入では増殖できなかった.このこと

から少なくとも､伽HKT2は高親和性K+輸送能を持つことを明らかにしたo -方､

Na+ｲｵﾝ排出能を欠失した塩感受性酵母に､ OsHKTlまたはOsHK72遣伝子を導入す

ると､いずれも高濃度のNaCl培地での増殖が阻害されることから､両伽HKTﾀﾝﾊﾟ

ｸ質が低親和性Na十輸送能を持つことを示唆している｡

4)ｱﾌﾘｶﾂﾒｶﾞｴﾙの卵細胞に血vl'b10で転写させたOsHKTlまたはOsHK72

mRNAを導入しﾀﾝ/toｸ質を作らせ､電気生理学的解析を行った結果､ OsHKTlは

Na+特異的輸送体であり､ K+を輸送しないこと､伽HKT2はK十仰a+共輸送体であると

結論しているが､これは3)の結果とも-致する｡

5) N末端から88番目のｱﾐﾉ酸残基はOsHKTlではSer､ OsHKT2ではGlyであり､

これをを入れ替えたS88GOsHKTlはK+を輸送し､逆にG88SOsHKT2はK+を輸送でき

なくなり､両者の性質が逆転するという興味ある結果を得ている｡

6)両伽HKTのN末端から363番目のAsnをSerに置換した遣伝子を導入したすると

酵母ではNa+輸送括性が著しく減少すること､ G88S, N363S Osl}KTl二重変異遺伝子は

塩感受性酵母の増殖を600mMNaClでも可能になるという貴重な結果を得ている｡

以上､本論文は､ｲﾈの2種類のK+仰a+輸送体遣伝子の構造と機能を違いを明らか

にし､海水の塩濃度より高い600mMNaClでも生育可能な酵母を創成したことは､耐塩

性植物の育種に大きく頁献する成果である｡よって審査委員-同は,本論文が博士(ﾊﾞ

ｲｵｻｲｴﾝｽ)学位論文として価値あるものと認めた｡


