
イネアクアポリン遺伝子の同定と

その発現及び機能解析

岩手大学大学院連合農学研究科

　　　生物資源科学専攻

櫻井淳子

　　　　2008年3月



月次

第1章緒論
　　　第1節　植物の水分生理・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　　1

　　　第2節　アクアポリン・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　　2

　　　第3節　植物のアクアポリン・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　　6

　　　第4節　本研究の目的と意義・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　　10

第2章　イネの全アクアポリン遺伝子の同定

　　　第1節　緒言・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　　12

　　　第2節　材料及び方法・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　　12

　　　第3節　結果・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　　13

　　　第4節　考察・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　　14

第3章　イネアクアポリンの発現及び局在性解析

　　　第1節　緒言・・’・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　　16

　　　第2節　材料及び方法・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　　16

　　　第3節　結果・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　　’21

　　　第4節考察・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　24

第4章イネアクアポリンの水輸送活性

　　　第1節　緒言…　　◆・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　　29

　　　第2節　材料及び方法・・・・…　　命白・・・・・・・・・・・・…　　29

　　　第3節　結果・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　　32

　　　第4節　考察・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　　33

第5章　環境ストレスに対するイネアクアポリンの発現応答

　　　第1節　緒言・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　　36

　　　第2節　材料及び方法・・・・・・・・・・・・・…　　、・・・・・…　　37

　　　第3節　結果・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　　40’

　　　第4節　考察・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　　41

第6章総合考察
　　　第1「節　イネアクアポリンの発現・局在・水透過性に関する

　　　　　　　プロファイリング・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…　　44



第2節．イネアクアポリンが環境ストレス応答に果たす役割・・・・…　48

第7章　摘要・・・・・…

Sumヨ皿aエy・　・　・　・　・　・　…

謝辞・・・・・・・・…

引用文献・・…　　∵・・

図表・・・・・・・・…

　’　”　°　’　°　’　書　゜　°　’　°　°　°　’　°　’　・　…　　　∋　・　・51

’”@°°°°°’”　°’’’’”　・’・…　　　54

…∴＿＿…．＿．，．．＿57

　・　・　・　・　・　…　　　　●　・　・　・　…　　　　．　●　・　…　　　　：　・　・　58

．　・　●　二●　・　●　・　．　．　・　●　・　．　・　・　．　．　・　．　・　●　白　・　●　65

装



第1章　緒論

第1節　植物の水分生理

　植物は光合成に必要なCO2を吸収するために気孔を霧くが、詞時に蒸散によって水分を

失うというリスクを背負っている。そのために、植物は根から盛んに吸水を行い必要な水

分を得ている。しかし、蒸散量の多いヒマワリの場合、わず葎箆分で自身の葉の含水量と

同量の水が失われることが知られている（Boyer　lgs5きgしたがって．董寮ら鍔毅水がスム

ーズに行われなければ植物は水ストレスを受け、いわゆる「しお麓」等鍔墓蒙を呈するe

さらに水ストレスが激しくなった場合には．成長停止｛野纏璽壁㍉一嚢甕墓ξ霧董大な霧

題を引き起こす。

　根の表皮から水が吸収され葉の気孔から蒸散されるまで｛乃撞麹藁轟註妻聾萎藁勇董蓑ミ裏

全く抵抗がなくスムーズなわけでは魁・．維管耀纏の灘で璽㌶誌ξ籔繋藁爆

れるくSteudle　and　Peterson　1998）が、根の表皮から道管に至るまで鐙馨嚢ま怠藁で轟轟

管から気孔までの経路では、水が移動する際に魂数の議麟を灘す騒纂璽麟・こ

れらの部位では蜘流れにくさ、すなわ樋水蹴が擁する⇒た詩て遷藁轟嶽蓮

植綱撚と蒸散のバランスを司る鯉なファク‥霊ると融る遵齢撞鯖下

では．こ曝繊抗噛をfE〈－esつこと雛繧巖1鐘批麟麟ランスを雛なが

ら生育することができる．しかしぶ境雑の変椎額鞠鑓櫨抗縄魁た場舎

には魂塞と蒸散のバランスが脚、水ス持スを噺るぷ握鰯敷量料とLて

齢たイ初験麟によ嘘の通水蹴が繍L魂静巻くく水ストレスを鮒て

、輸雛樋場に蜘てもしばしば癖巽る⇒た筋て議水鮒とい穂まれた

綴境踵つ鞠勢聴馴麟の鱗轟抗爆糎勧塞分・告ス磯持甦

寿喜こ重i要瀞と肇うことがわかる。
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　植物体内の細胞層を通過する水移動経路にっいては、特に根の表皮から道管に至る経路

において研究が進んでいる。Steudle（2000）は、根での水移動経路は3っの要素から構成さ

れるというモデルを提唱している（composite　transport　model、　Fig．1－1）eアポプラスト（細

胞外）経由の水移動経路（apoplastic　pathway）、原形質連絡を通るシンプラスト経由の水移

動経路（sy皿plastic　pathway）・細胞の膜を通過する細胞横断型の水移動経路（transcellular

pathway）の3経路である。Symplastic　pathwayとtranscellular　pathwayについては厳密には区

別ができないので、通常は両者をまとめてcelLto－cell　pathwayと呼ばれている。

　根の内皮及び外皮細胞の細胞壁には、疎水性の物質が沈着してカスパリー線を形成して

いる（Fig．1－1）。成熟帯（根の先端ではなく基部よりの部位）では疎水性物質の沈着がさら

に進み、スベリン層を形成しているため、アポプラスト経由の水輸送が大きく阻害される。

したがって、根全体の通水抵抗を考えた場合には、cell－to－cell　pathwayにおける水輸送、特

に細胞の膜を通過するtranscellular　pathwayが重要な役割を果たすと考えられる。この

transcellular　pathwayのキーとなる生体分子が、次節で述べるアクアポリンである。

第2節　アクアポリン

　以前は、水は生体膜リン脂質二重層を自由に拡散透過し、生理的にはそれでも十分であ

ると推測されていたが、腎臓や赤血球膜、あるいは植物の液胞膜は水透過率が極めて高い

ことから、水透過の特別な分子装置の存在が示唆されてレ｝た（Verkman　1989）。　Prestonら

（1992）は、ヒトの赤血球膜に存在するタンパク質（CHIP28、後にAQPIと命名）が水透

過機能を持つことを証明し、この分子を「アクアポリン」として報告した．その後、植物

（Maurel　et　al．1993）や微生物（Calamita　et　a1．1995）、昆虫（Le　Caherec　et　al．1996）等でも

次々にアクアポリンが存在することが明らかにされ、アクアポリンは生物に必須の重要分

子として認識されるようになった。
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　アクアポリンは生体膜に存在するチャンネルであり、別名「水チャンネル」とも呼ばれ

るeアクアポリンは自らエネルギーを変換して水を能動輸送するわけではなく、受動的な

水輸送を行う。膜内外に十分な浸透圧差がある場合、玉つのアクアポリン分子は毎秒20億

から30億もの水分子を透過することができるe水透過速度は浸透圧差に依存し、また輪送

方向は膜内外の両方向に可能（浸透圧の低い方から高い方向に水が移動）である。輪送基

質は水分子が主であり、イオンは全く透過しないが、グリセロール、尿素、アンモニア、

二酸化炭素、ケイ素、ホウ素等を輸送するアクァポリンが複数報告されている（Maurel　20⑪7）。

　アクアポリンの水透過活性をin　vitroで測定する場合には、以下のような方法が用いられ

ている。測定に用いる材料（膜小胞、あるいは細胞やプロトプラスト）によって方法が多

少異なるが、原理的には、膜内外に浸透圧差を与えて体積を変化させた場合の変化速度か

ら水透過活性を求めるという手法に基づいている。体積変化の測定には大きく2つの方法

があり、測定対象のサイズが大きい場合（細胞やプロトプラスト）には、顕微鏡下でその

体積変化を直接測定する（Preston　et　al．1992、　Mural　and　Kuwagata　2997）p測定文橡のサイズ

が小さい場合（膜小胞）には、光学的手法（ス5ップトフロー光散乱法）で体積変化を灘

定する（Laizξet　al．1995）。これは、反応系に一定の波長の光を照射した場合の散乱光の変

化を測定し、光散乱度と膜小胞のサイズが蓮線的な相関関係にあること（Laizるet　al．　ig95）

を利用して、膜小胞の体積変化を推定する方法である。膜小胞のサイズが小さいと光鐡裁

度は大きく、膜小胞のサイズが大きいと光散乱度は小さいことになる。

　また、次節で詳しく述べるように、ほとんどの生物は複数のアクアポリンを伺時に嚢現

しているので．細胞内のアクアポリン全体の掻性を翻定するのか・あるいは・個々のアク

アポリンあ水透過活性を評価するのか、その持的によって異なる手法でアクアポリン鍾牲

を評鍾することが必要である。アクアポリン全体の括性は・組織から摸画分｛摸小鍾）を

巣離した後、上記のストップトフロー光散乱法｛こて水透過活聲を翻定することによ撰浮鍾

できる。あるL｝は、プロトプラストを用いてその体積変化から細胞の水透過揺挫を求める
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こともできる。これらの実験を行う場合は、同時に、アクアポリンの阻害剤である塩化水

銀（HgC12）を添加し、その阻害程度から、全水透過性に対するアクアポリンの貢献度を評

価する・HgCl2はアクアポリンのみならず多くのタンパク質の活性阻害剤として機能するこ

と、またHgC12による阻害を受けないアクァポリンも報告されている（Ma　et　al．！997，

Kxajimski　et　al．2000）ことから、結果の解釈には注意を要するが、おおよそのアクアポリン

活性について評価することができる。

　個々のアクアポリンの水透過活性を評価する場合には、アフリカツメガエルの卵母細胞

発現系、あるいは酵母の異種遺伝子発現系を用いた実験系がよく利用される。アフリカツ

メガエルの卵母細胞を用いる方法では、あらかじめ目的のアクアポリン遺伝子のeRNAを

直接卵母細胞に注入して、アクアポリンを細胞膜に発現させた後，細胞内外に浸透圧差を

与えて体積変化速度を直接測定する（Presten・et・al．1992）。この方法は簡便であるが．全ての

アクアポリンを強制的に細胞膜に発現させること、また用いる卵母細胞によって発現量が

異なること等のデメリットがある。酵母の発現系も同様に目的のアクアポリン遺誌子を酵

母で発現させるが、酵母から膜画分を単離し．その水透過括挫をストップトフロー光鐡議

法で測定する（Sllga　an6　Maeshlma　2gg4）e本手法はアフリカツメガエルの卵母細胞を用舞る

方法より振雑であるが、ウェスタンプロット法を用いれば単離した膜麺分におけるアクア

ポリン発現量を把握することができるので、アクアポリンの発現捻率裟欝じて斑鑑二塞透

遜揺性を評緬することが可能である。

　アクアポリンは四量体で機能し．それぞれの皐量捧の季央に塞の透遜翼が存姦する

　くev｛urata　et　al．2900）｛Flg　1　－2A）。アクア毒Ijン単量i麿主呑つの摸貫遜ぺき3ックスと2t

のfX－一フヘリックス〈摸貫通へ蓼ックスの半分程度の長さ）の墓本骨梼を持っ撰暮1．2Bき。

また2つのノa一フへ9．fックスの討末端捌に垂裏As9－P　｛｝－Aia　t㌔らなts　N？A毛チー一フが霧鍾

する9仁ト鐙アクア毒琴ン緯封の翼纏壼捧霧造解霧の霧髪から・アクア藁リンが塞分子

を選択籔こ藁速董送するメカニズムが窮らか董こなった鋤斑鐘璽惑誼P奪㌔アクア藁彗ン
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の水透過孔は・出口・入口に近い部分は広く開いているが、透過孔の中央付近は細くなっ

ている。2つのNPAモチーフは水透過孔の孔径が最も狭い（約3A）中心部に対をなして

存在し、直径2．8Aの水分子がぎりぎり通過できるサイズになっている。アクアポリンの

透過孔では、水素結合によりつながった水分子が数珠つなぎになっているが、NPAモチー

フを通る際には水分子同士の水素結合がいったん切れ、水素結合の相手を隣接する水分子

からNPAモチーフのアスパラギンのアミド基に置き換える。次に、水分子は少し移動し、

水素結合の相手を隣接するもう一つのNPAモチーフのアスパラギンのアミド基に移す。さ

らに移動すると、孔の向こう側に位置する水分子と水素結合し、チャンネル中心部を通り

抜ける。また、水透過孔周辺に存在するアミノ酸残基の組成については、出口・入口に近

い部分は親水性のアミノ酸残基が多いのに対し、孔の中心付近は疎水性のアミノ酸残基が

多い（Murata　et　al．2000）。このような透過孔の構造が水分子の選択的高速輸送を可能にし

ていると考えられている。

　アクアポリン研究が進んでいるヒトでは13種類のアクアポリンが存在し、それぞれの

アクアポリンが種々の臓器・細胞に局在して機能していること、またアクアポリン遺伝子

変異により様々な疾患が生じること等が明らかになりつつある（King　et　al．2004、　Ver㎞an

2005）。動物のアクアポリンについては、細胞内での局在性が変化することにより、細胞

の水透過性が変化することが報告されている。その一例として、ほ乳類のアクアポリン

AQp2が挙げられる（Nejsum　2005）。AQp2は腎臓集合管に多量に存在するアクアポリンで

あり、集合管細胞の管腔膜及び管腔膜直下の細胞内小胞膜上に局在している。細胞内小胞

のAQP2は、抗利尿ホルモン・バソプレッシンの作用でエキソサイトーシスにより小胞膜

ごと管腔膜へ融合する。その結果、管腔膜上のAQP2量が増加し・管腔膜の水透過性が増

加し、集合管における水の再吸収が促進される。バソプレッシンを除去すると、エンドサ

イトーシスにより再びアクアポリンは小胞膜上に移行する・このAQP2の局在性の変化は・

AQP2のリン酸化・脱リン酸化やcAMPによる制御を介して行われるという報告があり・
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その全体像の解明に向けて研究が進められている（Nejsum　2005）。同じような局在性の変

化による水透過性の制御は、耳下腺や涙腺に存在するAQP5でも見られる（lshikawaεt　al．

1999・Tsubota　et　aL　200　D。植物のアクアポリンにおいても、環境ストレスを受けた場合に

細胞レベルで局在性が変化する例が報告されている（次節参照）が、その生理的意義につ

いてはまだ明らかにされていない。

第3節　植物のアクアポリン

　植物には動物より多くのアクアポリンが存在する。例えば、シロイヌナズナ、トウモロ

コシではそれぞれ35および33種類のアクアポリン遺伝子が同定されている（Chaumgm　et　al．

2001、Johanson・et・al．2001）。これら植物のアクアポリンは、アミノ酸配列上の特徴から4つ

のサプファミリー、PIP（plasmamembrane　iEninsic　pretein）．　TIP（tonoplast　inWtnsic　preiein）　，

MP（nodulin26・－like　intrinsic　protein）、　SIP（small　and　basic　intrinsic　pretein）に大別される。　P珪

とTIPは、その名前の通り、それぞれ細胞膜と液胞膜に局在するアクアポリンである

（Maeshi磁1　et　al、1992、　Kaldenhoff　et　al．1995）。　P三PやTIPの中には．それぞれ二酸化炭素及

びアンモニアの輸送を担うアクアポリンが存在することも報告されている（UetaelE　et　al．

2e93、　Hanba　et　al．2004、　Jaha・es・al．20G4、　Leqlle　et　al．29e5）。詞Pは．ダイズの根粒纈胞に襲

生する根粒菌を包む包膜に局在する分子として発見された（趣宜metal．三987）が、糧粒のな

い植物にもNPが多数存在する。N欝とSIPについては植物体内での機能が少しずつSEらカ｝

になりつつある。MPと部Pは、ともに水輸選活性が抵くく1議短響a磁a1．2鑓象iYgaliace　gi

al．2096）、いくつかの撞Pについてはグリセロール．尿素、ケイ霧ホウ素を輸送すること

が確認されている｛Ma　et　al．2006，璽㎞G登t鼠20蓮W雄蹴斑盛2g霧。　NWとS建0）譲

麹内での潟在1こっいて▲ま、纏胞摸あるいはE童に揚在することが報告されている｛tSISIgawa　gl

al．20θ5、　Ma書aL　2◎06、　M皿錘垂e掘．2fig6）　．

書



　植物体でのアクアポリンの生理機能を評価するために、形質転換体を用いた実験が報告

されている。シロイヌナズナのAtPIP2；2は根で多く発現するアクアポリンであるが、この

遺伝子をT－DNAにより破壊した植物体は、成長そのものに大きな異常は認められないが、

根の細胞の水透過率が約30％低下した（Javot　et　al．2003）eまた、タバコのアクアポリン

NtAQPIの発現を抑制すると、蒸散量が減少し、茎や葉の水ポテンシャルも低下するととも

に、根の通水コンダクタンスが低下した（SiefritZ　et　al．2002）。シロイヌナズナのAtPIP　1；2

をタバコに過剰発現した場合、成長も蒸散も促進され、気孔の数も増え、光合成能も上昇

した（Aharon　et　al．　2003）。オ才ムギのHvPIP2；1をイネに過剰発現した場合には、根の通水

コンダクタンスが40％増加し、根に対する地上部の生重量も50％増加した（KatSuhara・et・al．

2003）。これらの結果から、アクアポリンはcell－t“cell　pathwayに重要な役割を果たすととと

もに、植物の成長と代謝にも影響を与えることがわかる。

　環境ストレスとアクアポリンの関係についても様々な研究結果が報告されている。例えば、

アクアポリンは植物の乾燥ストレス耐性と密接に関わっていることが明らかになりつつあ

るeAlexanderssonら（2005）は、シロイヌナズナに乾燥ストレスを与えた場合、多くのPIP

及びTIP遺伝子発現量が根において低下することを明らかにした。また、タバコの細胞膜

型アクアポリンNtAQP　Iの発現を抑制すると、乾燥ストレスに弱くなったという報告もあ

る（Siefritz　et　al．2002）。一一fi、シロイヌナズナのAtPIP1；2をタバコに過剰発現した場合も

乾燥ストレスに弱くなる（Aharon　et　a▲．2003）。水田イネと陸稲イネにおいて、細胞膜型アク

アポリンRWC3の発現の浸透圧ストレス応答性を比較したところ、水田イネでは発現量が

低下し、陸稲イネでは増加したことから、RWC3は陸稲イネの乾燥ストレス耐性に寄与して

いる可能性が示された（Lian　et　al、2004）。また、水田イネにストレス応答性プロモータを用

いてRWC3を発現させると、乾燥ストレス耐性が強化された（Lian　et　al．2004）・これらの

実験結果をまとめると、アクアポリン発現量の多寡と乾燥ストレス感受性について統一し

た関係は見られないが、少なくともアクアポリンの量的変動が植物の乾燥ストレス耐性に
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影響を与えることがわかる。おそらく、標的アクアポリンが植物の吸水に有利にはたらく

のか、それとも脱水を促進するのか、その役割の違いにより乾燥ストレス耐性が変化した

ものと考えられる。

　塩ストレスとアクアポリンの関係についても、乾燥ストレスと同様の報告がある。トウモ

ロコシに200mMの塩ストレスを与えた場合には、多くのPIP及びTIP遺伝子発現量が低下

した（Zhu　et　aL　2005）。一方、イネに100　mMの塩ストレスを与えると、茎葉で含水率の低

下や成長阻害が見られるが、オオムギのアクアポリンHvPIP2；1を過剰発現させた場合には、

さらに症状が激しくなった（Katsuhara　et　al，2003）。この場合、アクアポリン量の増加によ

り、塩ストレス下においてイネの脱水が促進されたのではないかと考えられる。

　以上のように、アクアポリンの量的変動が植物の乾燥や塩ストレス耐性を変化させること

が明らかになったが、量的変動だけでは説明できない現象も報告されている（下記参照）。

これらの現象には、アクアポリンの活性レベルでの調節、すなわちアクアポリンゲートの

開閉調節の関与が指摘されている。これまでに報告があったアクアポリン活性の調節機構

としては、リン酸化やpHによるゲート開閉メカニズム、　H202濃度変化による活性変化、

細胞内局在性の変化等があげられる。

　リン酸化によるアクアポリン活性制御は、ホウレンソウで初めて報告された（Johansson・et

al．1998）。　SoPIP2；1のC末274番目及びハーフヘリックス（HB、　Fig．1－2参照）直後の115

番目のセリン残基のリン酸化がアクアポリン活性の発揮に必須であることが、部位特的ア

ミノ酸置換やリン酸化阻害剤を用いた実験から明らかとなった。SoPIP2；1の結晶構造解析

の結果も、これらのアミノ酸残基のリン酸化がゲートを開くために必要であることを明確

に示している（T6mroth－Horsefield　et　al．2006）。

pHによる活性制御は、シロイヌナズナを材料として報告されている（Toamaire・Roux　et　al，

2003）。嫌気ストレスによる根の通水コンダクタンス低下は、細胞質の酸性化が原因で生じ

る。AtPIP2；2の細胞質側に位置する100p　d（Fig．1－2参照）のヒスチジン残基は、細胞質の
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pHセンサーとして機能し、細胞質が酸性化するとこのヒスチジン残基がプロトン化し、ア

クアポリンゲートが閉じる。このメカニズムは、ホウレンソウのSoPIP2；1のX線立体構造

解析の結果から、構造的にも証明されている（T6mroth－HorseHeld　et　al．2006）。また、この

loop　dのヒスチジン残基は、多くの植物のPIPで保存されたアミノ酸残基であることから、

細胞質酸性化によるアクアポリンゲート閉鎖機構は、多くの植物で保存されたメカニズム

であると考えられる。

　また、H202によるアクアポリン活性制御の可能性も指摘されている。　Leeら（2004）は、

低温によるキュウリの根の通水コンダクタンスの低下は、低温により発生したH202がアク

アポリン活性を阻害するため生じるのではないかと報告している。Arocaら（2005）は、低

温感受性の異なるトウモロコシ品種を材料に用いて実験を行った。低温処理による根の

PIP2型アクアポリン発現量の変動を調べたところ、両品種ともにPIP2型のタンパク量は減

少せず、リン酸化アクアポリン量はむしろ増加していた。一方、両品種の差はH202の発生

量と相関しており、低温感受性品種では低温によりH202量が2倍に増加していたことから、

H202がアクアポリン活性を低下させ根の通水コンダクタンスを低下させるのではないかと

考察している。

　アクアポリンの細胞内局在性の変化については、動物のAQP2、　AQP5で詳しく研究が進

められ、局在性の変化が細胞の水透過性を制御することが明らかになっている（第2節参

照）が、植物でも同じような現象が観察されている。Vera・－Estrellaら（2004）は、塩生植物

Mesembtyanthem　um　cr　ystallinumの培養細胞および植物体を用いて、液胞膜型アクアポリン

McTIP　1；2の局在を検討した。ストレスを与えない場合には液胞膜に局在していたが、200

mMの浸透圧ストレスを与えると、液胞膜のみならず他のオルガネラにも局在するように

なることを見出した。この才ルガネラの正体については明らかにされていない。Boursiacら・

（2005）は、シロイヌナズナに100mMの塩ストレスを与えた場合、根の通水コンダクタン

スがわずか45分で1／2に低下し、4時間後には元の値の約30％まで低下するのに対し、ア
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クアポリン遺伝子およびタンパクの発現量はそれほど顕著に低下しないことを明らかにし

た。GFPとアクアポリンの融合タンパク質をシロイヌナズナで発現させ、塩ストレスを与

えて根の細胞内での局在を観察したところ、処理45分後のサンプルで、AtTIP　1；1が液胞膜

及びその内部の小胞様構造に局在していることを確認した。また、処理120分後のサンプ

ルでは、同様にAtPIP　1；L　AtPIP2；1が細胞膜及びその内部の小胞様構造に局在していること

を確認した。著者らは、これらの結果を基に、アクアポリンの局在性の変化が細胞の水透

過性を変化させているのではないかと考察している。

第4節　本研究の目的と意義

　以上のように、遺伝子データベースが充実したシロイヌナズナやトウモロコシを中心と

して植物におけるアクアポリン遺伝子の種類、発現様式、環境ストレス下での機能、そし

て活性調節機構が明らかになりつつある。しかし、世界で最も多くの人々が主食とする重

要穀物イネについては、どのようなアクアポリン遺伝子が存在するのか、また、その機能

についての報告が少ないe本研究を開始した時点では、9種のイネアクアポリンについて個

別に報告がなされていたにすぎない。それらはPIPが4種（OsPIPla、・R・rVCI，R・rVC3，0sPIP2a）

（Malz　and　Zauter　1999、　Li　et　al．2000、Lian　et　al．2004）、TIPが4種（OslTIP1、OsTIPI、OsTIP2，

Os　TIP3）（Liu　et　al．1994、　Takahashi　et　al．　2004）、　NIPが1種（0ぷ砲αP1）（Liu　et　al．1994）で

あった。しかし、第2節で述べたように、植物には30種以上のアクアポリンが存在するこ

とが明らかになっている。イネアクアポリンが植物体内でどのような機能を果たすのか、

また、環境ストレスに対する反応にアクアポリンがどのように関わっているのか、といっ

たアクアポリンの役割に関する全体像を理解するためには、イネが持っ全アクアポリンを

念頭に置いて議論を行わなければならない。また、イネは湛水条件で生育するため、これ

まで報告されていた畑作物とは異なるアクアポリンの種類や発現様式が明らかになる可能
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性がある。

　そこで、本研究では、まず第2章において、未だ明らかにされていなかったイネの全ア

クアポリン遺伝子を同定することから研究を開始した。次に、第3章で、これらのアクア

ポリンのイネ体内での遺伝子及びタンパクレベルの発現特性について明らかにするととも

に、第4章では発現量の多い主要なアクアポリンについて個別にその水透過活性を評価し

た。em　3、4章の結果から、イネのそれぞれの器官・組織で重要な役割を果たすアクアポ

リンがどのメンバ・一・一・なのかを特定し、イネアクアポリンの発現・局在・水透過性に関する

プロファイルを作成した。第5章では、これらのアクアポリンに焦点を絞り、低温ストレ

ス、高CO2処理等の環境ストレスによって植物体が受ける変化とアクアポリンにどのよう

な関係があるのか明らかにするため、まずアクアポリンの量的変動に着目して検討を行っ

、た。

　今後、地球規模で気象変動が激しくなることが予想され、イネの生産性や品質に悪影響

を及ぼすおそれがある。例えば、移植直後の春先の低温による苗の活着不良や低温伸長性

の阻害（西山1985）、また穂ばらみ期の冷温による障害型不稔（西山1985）、登熟期の高

温による白穂発生等の様々な障害の頻発が懸念される。また、今後の大気CO　2濃度上昇や

それに伴う温暖化が中長期的にイネの生産性・品質に多大な影響を与えることも考えられ

る。種々の環境ストレスは水ストレスと密接に関わっていることから、イネアクアポリン

の発現や機能変化から環境ストレス発生メカニズムの解明も期待される。本研究で明らか

にされたイネアクアポリンの全遺伝子情報やその発現、局在性、そして水透過性などの基

礎的知見は、環境ストレス発生メカニズムの解明に向けて、また将来の気象変動に対応し

たイネ栽培管理技術の開発に向けて、非常に有用な情報を提供するものと考えられる。
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第2章イネの全アクアポリン遺伝子の同定

第1節　緒言

　イネにおけるアクアポリンの機能を明らかにするためには、まずイネの全アクアポリン

遺伝子を同定する必要がある。モデル植物で全ゲノム配列が最も早く解読されたシロイヌ

ナズナや、EST情報の充実している重要穀物トウモロコシでは、それぞれ35および33種

の全アクアポリン遺伝子が同定されている（Chau皿ont・et・al．・2eOl、　Johanson　et　al．2001）。イ

ネでは、9種（OsPIPIa、　R　PVCI，　R　MC3、　OsPIP2a、　Os7arlPl、　OsTIPI、　Os・TIP2、　OsTIP3、

OsrMIPI）のアクアポリン遺伝子のクローニングについて報告がある（Liu　et　al、1994、　Malz

『and　Sauter　1999、　Li・et・al．2000、　Lian　et　al．2004、　Takahashi　et　al．2004）が、まだ全アクアポリ

ン遣伝子が明らかにされていない。本研究を開始する直前にイネの全ゲノム配列が解読さ

れたことから、まず、イネ全アクアポリン遣伝子を同定し、その配列情報を明らかにする

ことを目的として解析を行った。

第2節材料及び方法

　すでに全アクアポリン遺伝子が同定されているトウモロコシおよびシロイヌナズナの配

列をもとに、イネゲノムデータベース（RGP；h　・〃r．dna．aMc　o，’／）およびNCBIデータ

ベース（一）からBLAST検索を行い、イネアクアポリン遺

伝子を探索した。なお、本研究では、品種ニホンバレ由来の遺伝子のみを探索した。候補

遺伝子配列の重複するものについて整理を行い、得られたイネアクアポリン遺伝子の推定

アミノ酸配列を元にClastal　Wプログラム（Thompson　et　al．1994）にて系統樹解析を行った。

解析結果はTreeViewプログラム（Page　1996）にて表示した。また、イネとトウモロコシの
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全アクアポリンを構成要素とする系統樹解析も行った。

第3節　結果

　データベースから見いだされたイネアクアポリン遺伝子について重複するものについて

整理しt：結果、少なくとも33種のアクアポリン遺伝子が見出された（Table　2－1）。なお、各

アクァポリン遺伝子の命名は、トウモロコシのアクアポリンの命名法に従い行った。具体

的には、系統樹解析（Fig．2－1）の結果を元に、相同性が高いトウモロコシとイネアクアポ

リンには同様の通し番号（例；ZmPIP　1；1とOsPIP　I；1）をつけることをルールとした。すで

に9種のイネアクアポリン遺伝子（OsPIPIa、　RPVC1、　R・PVC3，0sPIP2a、　Os　ITILPI，　OsTIPI、

OsTIP2、　OsTILP3、0∫畑P1）がデータベースに登録されていたが、これらは異なる研究者

により独自に命名されていた（Table　2－1、　Notes）ので、他の植物での命名法と整合性を取

るために、本研究では上記の方法により改めて命名を行った。また、見出された33種のイ

ネアクアポリン遺伝子以外に、アクアポリン類似配列を持つ遺伝子が十数種存在したが、

アクアポリンの基本的構造（6つの膜貫通領域と2つのハーフヘリックス、NPAモチーフ様

配列）を欠失していたり、フレームシフトにより配列途中に停止コドンが入っていたり、

あるいは同じく配列途中のフレームシフトにより異様に長いタンパク質をコードしていた

こと等から、これらの遺伝子はアクアポリンの機能は持っていないと考え、今回の結果に

は加えなかった。

　イネアクアポリン遺伝子の推定アミノ酸配列から系統樹解析を行ったところ、シロイヌ

ナズナやトウモロコシで報告されている結果と同様に、4つのサプフ．アミリー（PIP、　TIP、

NIP，　slP）に大別されることが明らかとなった（Fig．2－2）eそれぞれの内訳を見ると、　PIPが

11種、TIPが10種、　NIPが10種、　SIPが2種であった。　l　l種のPIPは、さらに2つのグル

ープに分類され、3種のPIP　1型アクアポリンと、8種のPIP2型アクアポリンで構成されて
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いた。10種のTIPは、　TIP　L　2、3型がそれぞれ2種ずつ、丁IP4型が3種、　TIP5型が1種

に分類された。10種のNIPは、　NIPI型が4種、　NIP2型が6種であった。　SIPは、　SIPI型と

SIP2型がそれぞれ1種ずつであった。系統樹の枝の長さからも判断されるように、　PIPはそ

れぞれのメンバー間で配列の相同性が高かった（58．5～92．7％）が、TIP、　NIP及びSIPのそ

れぞれのメンバー間では、相同性が低かった（例えばOsSPI；1とOsSIP2；1の相同性は33．0％）。

第4節　考察

　イネアクアポリン遺伝子の数は、シロイヌナズナで見出された35種類よりは少なかった

が、同じ単子葉植物のトウモロコシが持つ33種類と同数であり、植物は種を問わず30種

類以上のアクアポリンを持つことが実証された。植物は、動物（ヒトの場合は13種類）に

比べ、はるかに多くのアクアポリンを持つが、動物より過酷な環境で限られた期間に効率

的に水分を吸収し成長をとげるため、多数のアクアポリンの種類を備えていると考えるこ

とができるe

　本研究以前に9種のイネアクアポリン遺伝子がデータベースに登録されていた。このう

ち6種（OsPIPl　a、　Os　7・TIP1，0s・TIPI、　OsTIP2、　Os・TIP3、05畑P∫）は今回の解析結果から

見出された遺伝子と配列が100％一致していた。残りの3種、RrVCI（Li　et　aL　2000）、RPVC3

（Lian　et　al．2004）、OsPIP2a（Malz　and　Sauter　1999）については、それぞれOsPIPI∫1、OsPIPI：3、

OsPIP2，・　1と非常に近いが、異なる配列を持っていた。これは、以前に報告されたアクアポ

リン遺伝子が今回用いた品種（ニホンバレ）とは異なる品種からクローニングされたもの

であることも原因の一つと考えられる。例えば、R・PVCIはジャポニカ品種の早稲統一からク

ローニングされた（Li　et　al．2000）。したがって、イネ品種によってアクアポリン遺伝子配列

に多型が生じる可能性があるのかもしれない。

　イネアクアポリンの種類について、他の植物と異なる点は、（1）PIP、特にPIP　I型アクア
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ポリンの種類が少ない、（2）他の植物アクポリンと相同性が低い特徴的なPIP2型アクアポ

リン（OsPIP2；7，0sPIP2；8）が存在する、（3）NIPの種類が多い、等があげられる。

　まず（1）については、シロイヌナズナでは5種、トウモロコシでは6種のPIP　1型アクァ

ポリンが報告されているのに対し、イネでは3種しか同定されなかった。しかし、シロイ

ヌナズナやトウモロコシでは、体内で多く発現しているPIP　1型が主に2種のアクアポリン

のみであって、残りのPIP1型の発現量は低いことが報告されている（Alexandersson　et　al．

2005、Hachez　et　al．2006a）。イネで同定された3種のPIPI型アクアポリンについても、

OsPIP！；1とOsPIP　1；2の2種の発現が特に多い。さらに、もう1種のPIP　1型であるOsPP　I；3

も比較的多く発現しており（第3章参照）、これらのメンバーのみで十分にイネ体内で必要

とされるPPI型のアクアポリン量が十分にまかなわれているものと考えられる。

　（2）のOsPIP2；7とOsPP2；8については、他の植物アクアポリンと相同性の低い特徴的

な配列を持ち、イネ特有の生育条件や機能に関係するアクアポリンとしてはたらいている

可能性も考えられる。しかし、OsPIP2；8にっいては通常の生育条件下では発現量が低い（第

3章参照）ことから、イネ体内での機能上の意義はあまりないことも考えられる。両者と

も、6つの膜貫通領域と2つのNPAモチーフを持つなどアクアポリンの基本的構造は満た

しているが、実際に水透過活性を持つのかどうかについては今後の検討が必要である。

　（3）のMPについては、シロイヌナズナで9種、またトウモロコシで5種が報告されて

いるのに対し、イネでは10種もの遺伝子が同定され、その機能に興味が持たれる。Maら

（2006）は、OsNIP2；1（Lsi1）が水ではなくケイ素（イネに多量に蓄積され、重要な役割を

果たす元素）を輸送することを明らかにした。また、最返、Fuj　iwaraら（2007）は、　OsN　P3二1

がホウ素（高等植物の微量必須元素）を輸送することを報告した。他の植物では、アクア

ポリンは水だけでなく様々な低分子化合物（グリセロール、尿素、アンモニスニ酸化炭

素等）を輸送することも明らかにされっつある（Maurel　2007）ことから、イネNIPの機能

を解明するためには、その輸送基質を解明することが重要だと考えられる。
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第3章　イネアクアポリンの発現および局在性解析

第1節　緒言

　第2章において、イネには33種のアクアポリン遺伝子が存在することを明らかにした。

これらのアクアポリンのイネ体内での発現様式を明らかするために、本章では遺伝子及び

タンパクレベルにおける発現解析を行った。まず、葉身や根等の器官レベルでの発現比較

を行い、続いてそれぞれの器官の組織内でのアクアポリン局在性を解析した。これらの結

果から、それぞれのアクアポリンがどの器官のどの組織に局在しているのかを明らかにし

たe

第2節　材料及び方法

〈用いたイネ品種と栽培方法〉

　イネ品種はあきたこまちを用いた。種子をスポルタックスターナSE（日産化学）の200

倍希釈液で1日間消毒した後、水に浸潰して2～3日間常温で芽出しを行った。ハトムネ状

態になった種子を選び、1／5000アールワグネルポット（直径159㎜x高さ190㎜）に播

種した（Fjg．　3－1）。具体的には、ワグネルポットに粗いナイロンメッシュをかぶせたザルを

セットし、ザルの深さ約2cmまでバーミキュライトを敷き詰めたのち、バーミキュライト

を十分にしめらせ、種子を表面から深さ約1cmの位置に播種した。播種後、ワグネルポッ

ト上部をアルミ箔で覆い、人工気象室（明期25℃／暗期20℃、12時間明期、相対湿度75％、

光強度400μmols－lm－2）に置いた。4日後にアルミ箔をはずし、バーミキュライトの底が水

に浸る程度にワグネルポットに水を入れて生育させ、6日後から水耕栽培を開始した。水耕

液の組成は窒素（NH4NO3）、リン（NaH2PO4）、カリ（K2SO4）、カルシウム（CaC12）、マグ
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ネシウム（MgSO4）がそれぞれ10　PPm、鉄（Fe（111）－EDTA）がO．4　PPm、マンガン（MnC12）

が0」ppmであり、pH　5．0に調整して用いた。水耕液は2日でワグネルポット1ポット分の

水耕液（約2．5L）が交換されるように点滴灌漉を行うか、あるいは1日おきに交換した。

〈遺伝子およびタンパク発現解析用のサンプリング方法〉

　分げつ初期（播種21日後）及び穂ばらみ期（播種56日後）に葉身と根をサンプリング

した。葉身は上位3葉から、根は根端から3分の1の部分をサンプリングし、直ちに液体

窒素で凍結させ一80℃で保存した。約は穂ばらみ期（播種56日後）から出穂期（播種67日

後）にかけて、穂上の特定位置にある穎花（特定穎花、Fig．3－2　A）からのみサンプリング

した。穎花長と約の発育ステージには相関があるため（Fig．3－2　B）、穎花長で判断して各発

育ステージの菊を採取したe

〈RNA抽出方法〉

　凍結したサンプルを、液体窒素で冷却した乳鉢・乳棒で粉砕した後、RNeasy　Plant　Mmi｝Kit

（キアゲン社）を用いてtotal・RNAを抽出した。抽出方法はメーカーの推奨プ［コトコールに

従い行った。

〈cDNAの合成＞

cDNAの合成はReverTra　Ace（TOYOBO）とOligo（dT）20　primer（TOYOBO）を用いて行っ

た。逆転写反応は、42℃で1時間行い、その後、99℃で5分間変性してcDNA原液とした。

＜半定量的RT－PCR法によるアクアポリン発現量の解析＞

　PCR反応は、　AinpliTaq　GOLD（ABI）と各アクアポリンの3’・UTR配列から選定した特異

的プライマー（Table　3－1）を用いて行った。反応条件は、94℃・30秒（変性）、58℃・30秒
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（アニーリング）、72℃・1分（伸長）を1サイクルとして行い、各アクアポリンメンバー

の発現量に応じて、最適なサイクル数（Fig　3－3、34、括弧内の数字）で各サンプル間の発

現量の比較を行った。PCR反応後のサンプルを15％アガロースゲルにて電気泳動後、　CCD

カメラで撮影し、NIH　Imageプログラム（一）を用いてバンド

の濃淡を定量した。内部標準として、18S　rRNAあるいはaetin　mRNA量を用いて各アクア

ポリン発現量を補正した。なお、抽出したRNAサンプルにゲノムDNAの混入がないこと

を確認するため、Table　3；1に示したプライマーペア（PIPI；1－3’とPIPI；ls、両者はイントロ

ンを挟んで設計されている）を用いてPCRを行った。

〈粗膜画分抽出法〉

　乳鉢・乳棒を用い液体窒素下で粉砕した植物組織に、3倍量の抽出液（50mM　Tris－acetate

（pH　7．5）、　O．25　M　sorbitol、2mM　EG］rA，10　pM　4・amidinophenylmethane・sulfonyl　fluoride

hydr㏄hloride（p－APMSF）、1％（w／v）polyvinylpyrrolidone　K－30、2mM　DTT）を添加し、氷

冷した乳鉢・乳棒でサンプルを磨砕した。以下の操作は全て4℃で行った。磨砕液を2，500　g

で5分、さらに10，000　gで15分遠心した後、上清を超遠心用チューブに移し、150，000gで

30分間超遠心を行った。得られた沈殿に懸濁液（50mM　Tris－acetate（pH　7．5）、2・mM　EGTA、

10　pM　p－APMSF、2mM　DTT）を添加しテフロンホモジナイザーで懸濁した後、再度150，000

gで30分間超遠心を行った。沈殿に少量の懸濁液を添加し、テフロンホモジナイザーで懸

濁して粗膜画分とした。

＜タンパク量の定量＞

　Bi（FRad　Protein　Assay（BioRad）を用いて行った。検量線はBSAで作成した。
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＜アクアポリンペプチド抗体の作製＞

　PIP及びTIPの推定アミノ酸配列を元に各分子種特異的なペプチド配列を選定し（Fig．　3－2）、

合成ペプチドを作製した後、KLH（keyhole　limpet　hemocyanin）と結合させ、ウサギに注射

して抗体を作製した。抗体は抗血清として採取した。ペプチド合成と抗体作製は、ともに

オペロン社（http：〃www．operon．com）に委託した。

〈抗体の反応特異性の検定〉

　各アクアポリンを発現させた酵母（第4章参照）から抽出した粗膜画分に対し、作製し

たアクアポリンペプチド抗体を用いたイムノプロット（次項参照）を行い、反応特異性を

検討した。

〈イムノブロット解析〉

　粗膜画分をSDS－PAGE用サンプルバッファー一（10・rnM　Tris－HCI（pH6．8）、6°／・（v／v）glycerol、

2％（w／v）SDS、0．01％（w／v）BPB）と混合し、60℃で10分間処理した後、　SDS－PAGEに

供した。SDS－PAGEは12．5％のe－PAGEL（アトー）を用いて行った。，泳動バッファー一には、

2．5mM　Tris、19．2　mM　glycine、0．01％（w／v）SDS（pH8．2）を用い、ゲル1枚あたり20　mA定

電流で80分間泳動した。泳動後、PVDFメンブレン（1㎜obilon－P、　Millipore）に転写（15・V、

40分）した。転写bufferには48　mM　Tris、39　mM　glycine、20％（v∫v）methanol、　O．02％（w／v）

SDSを用いた。

　以下に記した抗体反応の操作は全て常温で行った。転写後のメンプレンを4％（w／v）skim

milkを含むTBS・buffer（20・mM・Tris－HCI（pH7．5）、140　mM　NaC1）で数時間ブロッキングを

行った。その後、アクアポリンペプチド抗体を、0．05％（v／v）Triton・X－100を含むTBS　buffer

（TBST）にて1　，OOO～5，000倍に希釈して、メンブレンと一晩反応させた。　TBSTで4回洗

浄後、HRP－1inked　anti－rabbit　protein　A抗体（GEヘルスケアバイオサイエンス）をTBSTにて
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2，000倍に希釈して、メンブレンと1時間反応させた。TBSTで3回、　TBS　bufferで2回の順

に洗浄した後、ECL　detection　reagents（GEヘルスケアバイオサイエンス）と1分問反応させ

検出を行った。化学発光の観察はライトキャプチャー（アトー）を用いて行った。

〈組織サンプルの固定と切片の作製〉

　イネ（あきたこまち）をp．16～17に示す栽培法を用いて生育させ、播種38日後に目的と

する種々の部位の一次根を切り出した。葉身サンプルには、播種18日後の植物体を用い、

最上位展開葉の中央部分1cm程度を切り出した。サンプルの固定処理は、パラフィン包埋

作業を除いて、全て常温で行ったe組織切片は切り出したらすぐ固定液（3．7％（v／v）

fbrmaldehyde、5．0％（v／v）acetic　acid、50％（v／v）ethanol）に入れ、アスピレーターで脱気

を行いつつ固定液を浸潤させた。50％（v／v）、60％（v／v）、70％（v／v）、85％（v／v）、95％（v／v）

の工タノール液に順に30分ずつ浸して固定液を工タノールに置換した後、0．05％（v／v）エ

オシンを含む95％（v／v）エタノールで一晩染色を行った。100％エタノールで30分ずつ3

回処理した後、75％（v／v）エタノール＋25％（v／v）キシレン、50％（v／v）工タノール＋50％

（v／v）キシレン、25％（v／v）エタノール＋75％（v／v）キシレン、100％キシレン液に順に

30分ずつ浸して固定液をキシレンに置換した後、62℃オープンにてパラフィン（Paraplast

Plus，　SIGMA）置換を行った。パラフィン液は4、5時間おきに数回にわたって交換した。パ

ラフィンプロックとして包埋した後、適当な大きさに切り出して、ミクロトームRM2125RT

（ライカ）にて厚さ7μmの連続切片を作製した。

〈免疫組織染色〉

　免疫組織染色の以下の操作は、全て常温で行った。組織切片をのせたスライドグラスを

100°／・キシレンに5分ずつ2回浸してパラフィンを溶解させた後、100％工タノール中に10

分ずつ2回浸し、その後、95％（v／v）工タノール、85％（v／v）エタノール、70％（v／v）エ
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タノールの順に1分ずつ浸した。さらに、ペルオキシダーゼプロック液（0．3％（v／v）過酸

化水素を含む100％メタノール）に30分間浸して、サンプルに内在するペルオキシダーゼ

活性を除去した。その後、水で5分ずつ3回、PBS・buffer（10mMリン酸ナトリウム緩衝液

（pH72）、155　mM　NaC1）で5分ずつ3回洗浄を行った。洗浄後に、組織切片の周りをパッ

プペン（Liquid　Blocker　Super　Pap　Pen、大同産業）で囲んだ後、ブロッキング液（1％（w／v）

BSA及び0．2％（v／v）Tween20を含むPBS・buffer）を少量（数IOO　pl）静かに添加して数時

間ブロッキングを行った。ブロッキング液を除いた後、各アクアポリンペプチド抗体ある

いは免疫前血清をPBSTにて25～300倍に希釈して一晩反応させた。　PBS・bufferにて3回洗

浄後、HRP－linked　anti－rabbit　protein　A抗体をPBSにて200倍に希釈して1時間反応させた。

PBS　bufferで3回洗浄した後、DAB溶液（0．1％（w／v）3，3’－diaminobenzidien　tetrahydr㏄hloride、

0．2％（v／v）H202、100・mM　Tris－HCI（pH7．2））と10分間反応させた。水で3回洗浄した後、

カバーグラスをかけて、光学顕微鏡（BX50F－3、オリンパス）で観察した。

第3節　結果

　RT－PCR法により33種のイネアクアポリン遺伝子の葉身、根及び約における発現を調べ

たところ、アクアポリンの種類によって異なる器官に局在していることが明らかとなった

（Fig．3－3）o　OsPIPI；1、　Os、PIPI；2、　OsPIP2；1、　Os」PfP2∫2、　OsPIP2，6、　Os　TIPI，・1、　OsTIP2∫2、

OsNIP3∫1，05皿P∫」，　OsSIP2；1は葉身と根の両方で発現しているのに対し、　OsPIP1；3，

OsPIP2；3、sPIP2i4、OsPIP2∫5、Os　TIP2；1、05MP2ゴは主に根で発現していた。一方、OsPIP2；7、

OsTIPI；2、　OsTIP4∫3は主に葉身で発現していた。分げつ初期と穂ばらみ期の2つの生育時

期で比較した場合、多くのアクアポリンについて発現の器官特異性に大きな変化は見られ

なかった。

　生殖器官の菊では、特にOsPIP1，1，0sPIP2；6、　OsTIPI；1、OsTIP2；2、　OsNIPI；1，0sSIPI；1，
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OsSl、P2∫1が根と同程度あるいはそれ以上に発現していた（Fig．3・・4）。またOsPIPI；2、OsPIP2；1、

OsPIP2；2、　OsPIP2；4は根よりも発現が低かったが、　PCRサイクル数から判断して、約でも

比較的多く発現していると考えられた（Fig．3－4）。これらのアクアポリンの発現は発育ステ

ージ毎にパターンが異なり、OsPIP1；1．　OsTIPI；1のように発育ステージ全般にわたって発

現しているものもあれば、OsPIP2∫4，0sPIP2：6のように小胞子後期までに発現し出穂期に

は発現しないものもあった。

　Fig－3－3の結果から、イネ体内で遺伝子発現量の多いと考えられるアクアポリン9種

（OsPrP　1；1、　OsPIP　1；2、　OsPM　I；3、　OsPIP2；1、　OsPP2；3、　OsPP2；5、　OsT】P　l；1、　OsTIP2；1、

OsTIP2；2）に着目し、これらの分子種を個別に認識することができるペプチド抗体を作製し

た。酵母で人工的に発現させた組換えアクアポリンに対して、作製した抗体を反応させて

検定を行ったところ、それぞれの抗体が目的の分子種のみを特異的に認識することがわか

った（Fig．3－5）。例えば、抗OsPIP2；1抗体はOsPM2；1のみを認識するが、他のPIP2型アク

アポリンには反応しなかった（Fig．3－5B）。抗OsPIP　l　s抗体はOsPIP　1；1、　OsPM1；2、　OsPIP　1；3

の全てを認識し、設計通りの結果となった（Fig　3－5A）。抗RsTIP　I；1抗体（Suga　and　Maeshima

2004）はダイコンのRsTIP　1；1を認識する抗体であるが、イネのOsTIP　1；1にも反応した（Fig．

3－5C）。

　これら特異性の高い抗体を用いて、葉身や根から抽出した粗膜画分に対しウェスタンブ

ロッティングを行ったところ、それぞれのアクアポリンのアミノ酸配列から推定される分

子サイズに近い位置にバンドが見られた（Fig．3－6）。いくつかの抗体では、単量体（18～28

kDa）のバンドの他、二量体（35～55　kDa）のバンドも見られた。あらかじめ抗体と抗原ペ

プチドを反応させてからウェスタンブロッティングを行った場合（Fig．3・6、　peptide＋）には、

これらのバンドは消失したことから、検出されたバンドは抗体の非特異的反応によるもの

ではなく、目的とするアクアポリンのバンドであることが確認できた。葉身と根のアクア

ポリンのタンパクレベルでの発現量を比較すると、遺伝子発現と同様に器富特異性が見ら

22



れた。OsPIP　I型、　OsPIP2；1、　OsTIP　I；1、　OsTIP2；2は葉身、根の両方で発現が見られたのに

対し、OsPIP2；3、　OsPIP2；5、　OsTIP2；1は根で特異的に発現していた。

　これらのアクアポリン抗体を用いて、根の組織内でのアクアポリン発現を免疫組織染色

法にて検討した。根端から約4㎜の部位より作製した横断切片では、7種類の全てのアク

アポリン抗体がコントロールの免疫前血清よりも強く反応した（Fig　3－7A～H＞。またアク

アポリンの種類によって、異なる組織に局在していた。例えば、osPiP　l型及びosTIP2；1は

内皮に特異的に蓄積していた（Fig．3－7BとG）e　osPIP2；L　osPIP2；3、　osPIP2；5は、表皮、

外皮、厚膜組織、皮層、内皮、中心柱等、全ての組織に蓄積していたが、内皮で特に強い

局在が見られた（Fig．3－7C～E）。　OsTIPI；1は外皮や厚膜組織特異的に局在していたのに対

し（Fig．3－7F）、　osTIP2；2は中心柱に多く蓄積していた（Fig．3－7H）。なお、この根端から4

㎜m付近の内皮細胞には、カスパリー線が原因で生じるband　plasmolysisが観察された（Fig．

3－71）。

根端から約35㎜離れた部分（より成熟力S進んだと考えられる部位）から作製した横断

切片では、皮層が崩壊し破生通気組織が形成されつつあることが観察された（Fig．3－70～v）。

この部位で免疫組織染色を行ったところ、アクアポリン抗体の反応性は4㎜の部分と比べ

て弱く、また免疫前血清と比較して差が明瞭ではなかった（Fig．3－70～v）。またアクアポ

リンの種類による局在性の違いは見られず、外皮、厚膜組織、破生通気組織、内皮、中心

柱等に一様に弱い染色が見られた。

　根の縦断切片を用いて免疫組織染色を行ったところ、OsPIP2；1及びOsTIP　1；1は根端から

1．5～4㎜の部分に最も多く局在しており、そこから基部に向かうにつれて染色が弱くなる

ことが観察された（Fig．3－7J～N）。また、縦断切片を用いた場合、横断切片で観察されたの

と同様に、OsPIP2；1が内皮、皮層、表皮付近に、　OsTIP　1；1が表皮付近に多く局在している

ことが観察された（Fig．　3－7K，　L）が、根冠にも局在性が見られた（Fig．3－7K，　L）。

　抗OsPIP　l　s抗体及び抗OsPIP2；1抗体を葉身の横断切片に反応させたところ、葉肉細胞に
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特異的な局在が観察された（Fig．3－8）。さらに、籠管や道管にはほとんど局在しなかったが、

OsPIP　1型は維管束鞘に・またOsPIP2；1は表皮に弱い染色が観察された（Fig．3－8B，　C）。

第4節　考察

　33種のイネアクアポリンの発現様式は、アクアポリンの種類によって異なっていた。半

定量的リアルタイムPCR法におけるPCRサイクル数から、それぞれのアクアポリンの発現

量の多寡がおおよそ推定されるので、その結果を考慮してFig　3・9に器官別に多く発現して

いるアクアポリンの種類をまとめた。葉身、根では、それぞれ13種と16種のアクアポリ

ンが多く発現していると考えられた。多くのアクアポリンについて、発現の器官特異性は

発育ステージに関わらず見られたことから（Fig．3－3）、個々のアクアポリンが生育期間を通

して同じ器官で機能していると考えられるeシロイヌナズナやトウモロコシでも同様にア

クアポリン発現の器官特異性が報告されている（Chaumont　et　al．20eO、　Alexandersson　et　a；．

2005）。特に、同じ単子葉植物のトウモロコシでは、イネアクアポリンの器官特異性と共通

点が見出された。例えば、OsPIP2；3とZmPIP2；5はアミノ酸コード領域の配列相同姓が高い

（91．4％の相同性、Fig．2－Dが、　ZmPIP2；5で報告された（Chaumont　et　aS．2001）のと同様に、

OsPIP2；3が根特異的に発現しているアクアポリンであることは非常に興味深い。両者のプ

ロモータ領域の解析を行うことにより、根特異的発現を司るプロモータ配列が明らかにな

るとともに、プロモータ領域も含めたアクアポリンの分子進化を考える上で重要な知見が

得られると考えられる。

　遺伝子レベルでの解析結果から、特に発現量の多い9種のアクアポリン（OsPIP1；1，

OsPIPI，・2、　OsPIP∫∫3．　Os」PIP2；」1、　OsPIP2∫3，　0sPIP2i　　Os　TIP1∫1、　OsTiP2∫1、　OsTIP2；2）　菩こ

着目し、これらのアクアポリンを特異的に認識するペプチド抗体7種類を作製した

（OsPIP1；1、　OsPIP　l；2、　OsPIP1；3については3種を共通で認識する抗体、　anti－OsPIP　l　s抗体
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を作製した）ところ、目的のアクアポリンのみを選択的に認識する非常に特異性の高い抗

体の作製に成功した（Fig．3－5）。この抗体を用いて葉身や根におけるアクアポリン発現を検

討したところ、遺伝子レベルでの解析結果と同様の器官特異性が見られたことから（Fig．

3－6）、これらのアクアポリンが、タンパクレベルでも対応する遺伝子の発現が見られた器官

で発現していることを確認できた。

根の切片に対してアクアポリン抗体を反応させたところ、特に根の根端から約4㎜の部

位ではアクアポリンの種類による組織局在性の違いが顕著：に表れた（Fig．3－7A～H）。例え

ば、OsPIPI型、　OsTIP2；1は内皮特異的に局在していたのに対し、　OsTIP1；1は外皮や厚膜組

織特異的に局在しており、それぞれのアクアポリンが特定の組織で機能していることが明

らかとなった。アクアポリンの種類による局在性の違いについては、トウモロコシ

ZmPIP2；1／2；2（両者を認識する抗体を使用）とZmPIP2；5の局在について報告がある（Hachez

et　aL　2006a）。根端から5㎜の部位では、　ZmPIP2；1／2；2及びZmPIP2；5がともに中心柱によ

く局在し、また内皮や皮層でも局在が見られたが、ZmPIP2；5はさらに表皮にも局在し、興

味深いことに表皮細胞の外側（表面側）のみでカップ状の染色が観察された（Hachez　et　a1，

2006a）。トウモロコシとイネでは、アクアポリンの種類により組織局在性の違いが見られる

という共通点はあったが、トウモロコシPIP2型と、本研究で明らかとなったイネのPIP2

型（OsPIP2；1、　OsPIP2；3、　OsPIP2；5、いずれも根の組織全てに局在するが、内皮により多く

局在、Fig．3－7C、　D、　E）とでは異なる組織局在性を示したことから、根でのアクアポリン

の機能は、それぞれの植物種によって異なった適応をしていることが考えられる。

　本研究では、PIPのみならず、　TIPについてもアクアポリンの種類により明瞭な局在性の

違いがあることを初めて明らかにすることができた（Fig．3－7F、　G、　H）。根の表皮から中心

柱に至る放射状の水移動経路では、アポプラスト経由の水輸送に加え、複数の細胞層を横

断するtranscellular　pathwayが重要な割合を占める。また、水が細胞を通過する場合、細胞

膜のみならず細胞体積の大部分を占める液胞膜の水透過性が非常に重要である（Maurel・et・al．
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1997）。それぞれのイネTIPは異なる組織で機能することにより、　PIPと連携しながら

transcellular　pathwayにおける効率的な水輸送に貢献しているものと考えられる。

　内皮や外皮では、その細胞壁に疎水性の物質が沈着してカスパリー線やスベリン層を形

成しており、アポプラスト経由の水輸送が阻害されている。したがって、根の表皮から中

心柱に至る放射方向の水の移動経路では、内皮や外皮細胞の内部を通過する水輸送が重要

なポイントとなる。本研究で解析を行った根端から細㎜の部位では、カスパ1」一綱源

因で生じるband　plasmolysisが内皮細胞に観察された（Fig．　3・71）ことから、アポプラスト経

由の水輸送が阻害されている可能性があり、内皮に局在するアクアポリンが内皮細胞内を

通る水輸送を促進することでこれを補っているのではないか、と考えられる。

根端から35㎜離れた部位では、皮層細胞が壊れて破生通気繊が発達していることが

確認された（Fig．3－70～v）。この部位に対しアクァポリン抗体を反応させた場合には、根

端4㎜の部位ほど鵬な染鎌が得られなかった（Fig．3－70～V）。また縦断切片を用いた

解析からも、アクアポリンは根端から15～4㎜の位置で最も多く発現しており、それよ

り基部側に向かうにつれて染色像が薄くなることが明らかとなった（Fig，3－7J～N）。川田と

頼（1968）はマイクロポトメータを用いて、イネの根が最も盛んに吸水している部位がど

こにあるかについて検討を行った結果を報告している。彼らは、内皮細胞にband　plasmo1ysis

が明瞭に観察される部位で最も水吸収が盛んであり、それより基部に向かうと吸水量が

徐々に低下することを明らかにした。本研究で用いた根端から4㎜の部位でもバンドづ

ラズモリーシスが観察され（Fig．3－71＞、アクアポリン抗体による染色が濃かったこと（Fig

3－7A～H）から判断して、この部位ではアクアポリンのはたらきにより水輸送が促進され吸

水が盛んに行われていることが予想される。

　根の部位（発育ステージ）によるアクアポリンの発現量の差異にっいては、トウモロコ

シを試料とした実験結果として、今回のイネでの結果とは異なる知見が報告されている。

Hachezら（2006a）はトウモロコシの根を根端からの距離によって部位別にサンプリングし
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てPIP発現量をリアルタイムPCR法｝こて検討したeその結果、根端から0～10㎜の部位

ではPIP発現量は低いが、そこカ1ら燃帯（根端から50～60㎜）に向かって徐々に発現

量が増加することを明らかにした。・成熟帯では内皮・外皮ともに細胞壁でのスベリン沈着

が確認されたことから、この部位にアクアポリンが多く発現することにより成熟帯の

transcellular　pathwayにおける水輸送を促進しているのではないかと考察している（Hachez・et

al．2006a）。このイネとトウモロコシでのアクァポリン発現の差異については、様々な要因

が考えられる。まず、イネとトウモロコシという植物種の違いに起因する可能性があるが、

両者の栽培・実験条件等を詳細に検討し比較する必要がある。また他の要因として、イネ

とトウモ［ココシの根の構造の違いが考えられる。イネは湛水で生育するため破生通気組織

が発達しているのが大きな特徴である。破生通気組織には気体が存在しているため、これ

が水移動の大きな障壁となりうる。そのため、破生通気組織の発達していない根端側にア

クアポリンが多く局在し、この部位で主に吸水が行われている可能性が考えられる。

　葉身では、PIP　1型とPIP2；1が葉肉細胞に多く蓄積していた（Fig．3－8）。シロイヌナズナ

やタバコの葉肉細胞でも、PPの蓄積が報告されている（Rebinson　et　al．1996、　Otto　and

Kaldenboff　2000）。一方、葉肉細胞以外の組織では、気孔の孔辺細胞（Kaldenhoff　et　al．　S　995、

Fraysse　et　al．2005）、箭管要素（Fraysse　et　al．2005）及び維管束組織（Yamada　et　al．1995）で

のアクアポリン蓄積がシロイヌナズナやホウレンソウ等で報告されている。葉肉細胞に局

在するアクアポリンの機能としては、2つの可能性が考えられる。1つ目は、蒸散を行うた

めに葉肉細胞の水ポテンシャルを維持することである。Cochardら（2007）は、光照射によ

るクルミの葉の通水コンダクタンス増加と葉のPひ遣伝子発現量増加に相関があることを

報告した。彼らは、光照射→光合成→蒸散量増加→葉の水ポテンシャル低下→気孔閉鎖→

光合成抵下という悪循環に陥らないため、アクアポリンを発現させて葉肉細胞の水ポテン

シャルを維持することにより光合成機能の低下を防いでいるのではないかと考察している

（C◎ckard　et　al．2007）。2つ目の可能性は、アクアポリンが葉肉細胞でのC⑪2拡散に閲わっ
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ているのではないかということである。いくつかの植物のPIPには、　CO2透過性があること

が確認されている（Uehlein・et・al．2003、　Hanba・et・al．2004、　Flexas・et・al．2006）。また、オオム

ギアクアポリンHvPIP2；1をイネで過剰発現させた場合に、葉内のCO2コンダクタンスが増

加したことも報告されている（Hanba　et　al．2004）。葉肉細胞特異的に発現するOsPIPI型や

OsPIP2；1の機能を明らかにするためには、　CO2輸送能も含め、さらに検討が必要である。

　菊では主に10種類のアクアポリンが発現していた（Fig．3－4）。約の組織は発育ステージ

とともに大きく変化する。特に花粉は、花粉母細胞から四分子、小胞子を経て成熟花粉へ

と劇的に成長を遂げる。四分子期から成熟花粉期までの発育ステージ全般にわたって約で

発現しているOsPIP1，・1及びOs　TIPI，1等のアクアポリンと、小胞子後期までに発現し成熟期

には発現しないOsPIP2：4及びOsPIP2；6等のアクアポリンでは、莉内で異なる機能を果た

している可能性が考えられる。Botsら（2005）は、タバコのPIP2型アクアポリン（NtPP2；1）

の抗体を用いた免疫組織染色実験を行い、NtPIP2；1が菊壁、　connective・tissue、箭管、　stomium

に局在する一方で、道管、表皮、タペート、小胞子（花粉）には局在しないことを明らか

にした。また、このNtPIP2；1遺伝子をRNIIj法により発現抑制した形質転換タバコでは、

菊の脱水および裂開の進行が遅れることを明らかにし、NtPM2；1が莉の正常な脱水および裂

開に重要な役割を果たしている可能性を示した。Ishikawaら（2006）は、プロモータGUS

を用いた方法により、シロイヌナズナのアクアポリンAtSrP　l；1とAtSIP2；1が花粉に局在す

ることを明らかにした。また、これらのSIPの水輸送活性が低いことや、細胞内ではERに

局在することも報告している。イネの菊では、NtPIP2；1と最も相同性の高いOsPIP2；6、さ

らにOsSIP　1；1、　OsSIP2；1が多く発現していたことから、菊のアクアポリンは、．植物を問わ

ず共通した機能を果たしている可能性も考えられる。今後は、遺伝子レベルで発現の見ら

れたアクアポリンに的を絞り、約の組織内でのアクアポリン局在性や形質転換体の表現型

を解析することにより、その機能を解明する必要がある．　　　．
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第4章イネアクアポリンの水輸送活性

第1節　緒言

　第3章において、33種のイネアクアポリンの中で、葉身と根でそれぞれ13及び16種の

アクアポリンが多く発現していることを明らかにしたeこれらのアクアポリンが実際に水

透過性を持つアクアポリン（水チャンネル）として機能しているのかどうかを確かめるた

め、本章では、この中から特に発現量の多い10種（OsPIP　I；1、　OsPIP1；2、　OsPM2；1、OsPIP2；2、

OsPrP2；3、　OsPIP2；4、　OsPIP2；5、　OsTIP　1；1、　OsTIP　1；2、　OsTIP2；2）に的を絞り、これらのア

クアポリンの水透過活性を個別に評価した。

第2節材料及び方法

〈イネアクアポリン遺伝子のクローニング〉

　第3章にてイネ根より抽出したRNAから合成したcDNAに対し、　KOD－Plus（TOYOBO）

あるいはLa　Taq（TaKaRa）と各アクアポリン遺伝子に特異的なプライマー（Table　4－1）を

用いたPCRにより遺伝子をクローニングした。　PCRの反応条件は、94℃・30秒（変性）、

58℃・30秒（アニーリング）、72℃・2分（伸長）を1サイクルとして40サイクル行った

後、さらに72℃で5分間伸長反応を行ったeなお、クローニングした遺伝子は酵母用遺伝

子発現ベクター（次項参照）のマルチクローニングサイトに挿入するため、プライマーの

両端に制限酵素配列をあらかじめ付加しておいた。具体的には、ORFの上流側、下流側に

それぞれEcoRIとSall（あるいは1［’vull）が付加されるようにプライマーを設計した（Table

4－1）。PCR後に、増幅産物を制限酵素処理して、同じく制限酵素処理した酵母用発現ベクタ

ー一
@myc－pKT　1　O（Fig．4－1、　Tanaka　et　al．1990、　Suga　and　Maeshima　2004）とライゲーションを行

29



った。ライゲーションには、LigaFastTM　Rapid　DNA　Ligati皿System（PROMEGA＞を用いた。

その後、BigDye⑧Terminators　v1．1Cycle　Sequencing　Kit（Apptied　Biosystems）とABI　P則SM⑭

310Genetic　Analyzer（ApPlied　Biosystems）を用いてシーケンスを行い、目的の遺伝子がク

ローニングされていることを確認した。

〈各アクアポリン遺伝子の酵母での発現と粗膜画分の調製〉

　作製した各アクアポリン遣伝子発現用コンストラクトを酵母Sacchaivmyces　cel・evisiae

BJ5458株に導入し、　URA3を指標として選抜を行った（Nakanishi　et　at．2001、　Suga　and

Maeshima・2004）。選抜された酵母から粗膜画分を調製し（Naka［rishj・et・al．2001）、イムノブロ

ット（第3章参照）によりアクアポリン発現を確認した。本発現系では、アクアポリンの

N末端にmycタグがついたタンパクを発現するように設計されているため、イムノブロッ

ト用の一次抗体には、anti－myc（9EIO）抗体（ナカライ）を用いた。また、各アクアポリン

ペプチド抗体も用いて、目的のアクアポリンの発現を確かめた。得られたバンド濃淡をNIH

imageあるいはCS　analyzerソフトウェア（アトー）で定量化して、各膜サンプル間のアク

アポリン発現量の差異を比較したe

＜水透過活性の測定＞

　Nakanishiら（2001）の方法に従い、酵母から粗膜画分を抽出した。抽出した粗膜画分を

あらかじめ低張液（50　mM　mannitol、90　mM　KCI、1mM　EDTA、20　mM　Tris－HCI、　pH　7，2）

に0．4mg／mlとなるよう懸濁しておき、ストップトフロー装置（model　SX1　8MV，　Applied

Photophysics）の片方の駆動シリンジにセットした（Fig．4－2）。もう一方の駆動シリンジには

高張液（500　mM　mamitol、90　mM　KCI、1mM　EDTA、20　mM　Tris－HCI、　pH　7．2）をセットし・

両方のシリンジを同時に等量ずつ混合することにより測定を開始した。測定は10℃で行い、

膜小胞内外の浸透圧差（膜の内側50mMに対して外側2751nM）に応じて膜が収縮する過
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程を光散乱度（466㎜）の変化から測定した。これは、光散乱度と膜小胞のサイズが直線

的な相関関係にあること（Laize・et・al．1995）を利用している。膜小胞のサイズが大きいと光

散乱度が小さく、膜小胞のサイズが小さいと光散乱度が大きい。各膜サンプルにっいて測1

定は10～14回行い、その平均値から反応曲線を求めた。この反応曲線をストップトフロー

装置に付属のソフトウェア（SX．18MV）を用いてexponentialにフィッティングさせた後、

その速度定数を求めた。

　　　　・pf　・（Vo＊ノ0／（S　x　Vw＊（Osmin－Osmout））

　　　　　　　　、Pf：膜の水透過活性（cm　sec’1）

　　　　　　　　Vo：反応前の膜小胞の体積（cm3）

　　　　　　　　K：速度定数（sec’i）

　　　　　　　　S：反応前の膜小胞の表面積（cm2）

　　　　　　　　Vw：水の部分モル体積（18　cmコ　mol－i）

　　　　　　　　Osmin：膜小胞の内側の浸透圧（mosM　＝　mol　cm’3）

　　　　　　　　Osmout：膜小胞の外側の浸透圧（mosM・＝・mol・c㎡3）

本研究において、各アクアポリンの水透過活性は、アクアポリンを発現していない酵母の

膜小胞の水透過活性に対する促進比、すなわち「相対水透過活性」として求めたeしたが

って、各アクアポリンの相対水透過活性は、ストップトフロー実験の反応カープから求め

た速度定数の比（アクアポリンを発現していない酵母の膜小胞の速度定数に対する比）に

一致するeさらに、この相対水透過活性を、前項のイムノブロット解析で求めたアクアポ

リン発現量の比で補正して、「発現レベルを考慮した個々のアクアポリン分子種の相対水透

過活性」とした。なお、OsPIP　1；1、　OsPIP　1；2、　OsPIP2；4、　OsPIP2；5にっいては、膜の内側300

mMに対して外側450　mMの浸透圧差における収縮過程を測定したe上述の計算式より、

水透過活性は、膜内外の浸透圧差及び反応開始前の膜小胞のサイズに依存して変化するが、

本研究で用いる「相対水透過活性」は、同じ反応条件で測定したコントロール（アクアポ
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リンを発現していない酵母の膜小胞）に対する促進比として求めるので、両実験結果から

求められた値は比較することができる。

第3節　結果

　各アクアポリンを個別に酵母で発現させた後、粗膜画分を抽出し、allti－myc抗体を用いて

イムノブロット解析を行ったところ、それぞれのアクアポリンの単量体の推定分子サイズ

（PIPは26～29・kDa、　TIPは20～24　kDa）近くにバンドが確認され、目的のアクアポリンの

発現を確認した（Fig．4－3）。　PIP及びosTIP2；2では単量体の他に二量体のバンド（PIPは52

～57kDa、　OsTIP2；2は37　kDa）も見られた。なお、それぞれのアクアポリンに特異的なペ

プチド抗体（第3章参照）を用いたイムノプロットも行い、目的のアクアポリンが発現し

ていることを確かめている。

　得られた膜画分を用いて、膜の内側50mMに対して外側275　mMの浸透圧差における収

縮過程をストップトフロー光散乱法により水透過活性を測定した。Fig．　4・4はその典型的な

光散乱度の変化パターンを示すeアクアポリンを発現させていない粗膜画分はゆっくりと

光散乱度が増加したのに対し、OsPIP2；3を発現させた粗膜画分では非常に早く光散乱度が

増加した。全てのアクアポリンについて、第2節に示した方法により、発現レベルで補正

した相対水透過活性を求めたところ、OsPIP2；1、　OsPIP2；2、　OsPIP2；3、　OsPIP2；4、　OsPIP2；5、

OsTIP2；2はアクアポリンを発現させていない粗膜画分に比べ高い水透過活性を示したのに

対し、OsPIP　1；1、　OsPMI；2、　OsTIP　1；1、　OsTIPI；2は水透過活性が低いことが明らかとなった

（Fig．4－5）。
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第4節　考察

　イネの主要なアクアポリン10種の水透過活性は、アクアポリンの種類によって異なって

いた（Fig．4－5）。まず、　PIP　1型は水透過活性が低く、それに対してPEP2型は活性が高かっ

た。この結果は、イネのみならず、トウモロコシやダイコン等、他の植物にも共通する結

果である（Chaumont　et　al．2000、　Fetter・et・al．2004、　Suga　and　Maeshima　2⑪04）。またTIP2型の

OsTIP2；2が高い水透過性を示したことは、トウモロコシのTIP2型アクアポリンZmTIP2；3

（Lopez　et　aL　2004）と同様の結果であった。しかし、　TMI型のOsTIPI；1とOsTIP1；2の活性

がともに低かったことは、他の植物で報告されている結果とは異なっている。シロイヌナ

ズナのAtTIP1；1やダイコンのRsTIP　1；1は、ともに高い水透過活性を示した（Maurel・et・al．1993、

Suga　and　Maeshima　2004）。イネと他の植物で違いが見られた原因として、2つの要因が考え

られるeまず、今回のイネ実験系ではN末にmycタグをつけた融合タンパク質としてアク

アポリンを発現させたという実験系の違いである。MycタグがTIP　1型の立体構造に影響し、

アクアポリンゲートが閉じた可能性も考えられるので、mycタグを除いたTIP　1型アクアポ

リンを用いて再検討が必要である。もうひとつの原因として考えられるのは、TIP　1型の翻

訳後修飾の可能性である。TIPの活性はリン酸化や膜へのtrafflckingにより制御されている

という報告があることから（Maurel　et　al．1995、　Vera－Estrella　et　al．2004、　Boursiac・et・al．2005）、

今回用いた酵母の発現系においては、これらの活性調節機能が欠失していた可能性も考え

られる。イネTIPI型の水透過活性が本当に低いのか、それとも上記のような理由で、実験

上、低い水透過活性が観察されたのかについては、今後の検討が必要である。

　今回の実験結果から、少なくともイネのPIP2型及びTIP2；2には高い水透過活性があるこ

とが証明された。これらのアクアポリンについては、イネ体内でも高い水透過活性を持ち

機能していると考えられる。PIP　1型とTIP　1型については、水輸送機能が本当にないのか、

それとも別の基質を輸送するのか、さらなる検討が必要である。PrP　1型のOsPIP　1；1，0sPrP　1；2
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は、イネの中でも最も発現量の多いアクアポリンである（第3章参照）。それにも関わらず

水透過活性が低いことは驚きに値する。活性が低いが、発現量は多いので細胞の水透過性

に一定の貢献をしているのか、あるいは植物細胞内で何らかの活性化メカニズムがあるの

か、それとも全く別の物質の輸送体として機能しているのか、今後の解析が必要である。

　Suga　and　Maeshima（2004）は、ダイコンのRsPIPI；3を用いてPIP　1型の水輸送活性が低い

ことが、2つのハーフヘリックスのうちC末側の旺に存在する1アミノ酸残基（lle）に起

因することを突き止めた。ダイコンの場合、全てのPIP　1型でこのアミノ残基が1！eである

のに対し、PIP2型はValである。　RsPIP1；3のIleをPIP2型のVa1に置換すると、　PIP2型と

同程度の水透過活性を示した。反対に、PIP2型のRsPIP2；2のValをISeに置換すると、水透

過活性が低下じたことから、Valが水輸送活性に重要であることを明らかにした（Suga　and

Maeshi皿a　2004）。イネでも、　PIP　1型にIleが、　OsPIP2；8を除くPIP2型にValが保存されて

いたことから、HEに存在するこのアミノ酸が水透過性の差に影響を与えている可能性が考

えられる。

　PIP　1型の活性化メカニズムとして、　Fetterら（2004）及びZelaznyら（2007）はヘテロ4

量体形成説を提示している。アクアポリンはホモ4量体で機能すると考えられているが、

彼らは、トウモロコシ葉肉細胞のプロトプラスト発現系を用いて、トウモロコシのPIP1型

とPIP2型がヘテロ4量体を形成することを明らかにしたeさらに、　PIPI型のホモ4量体、

あるいはPIP　1型同士のヘテロ4量体では、細胞膜へ局在化されずERに蓄積しているのに

対し、PIP　1型一PIP2型のヘテロ4量体は細胞膜に局在することを確認した（Zelazny　et　al．2007）。

またアフリカツメガエルを用いた同様の実験系でも、PIP　1型一PIP2型のヘテロ4量体化で細

胞膜への移行が促進され、細胞の水透過性自体も増加することを報告している（Fetter　et　al．

2004）。Fetterら（2004）、及びZelazneyら（2007）が証明したのは、いずれも強制的にア

クアポリンを過剰発現させた場合である。このヘテロ4量体形成説はPIP　1型の機能を考え

る上で非常に興味深いが、実際に、植物体内でアクアポリンのヘテロ4量体が形成されて
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いるかについては、さらに検討が必要である。

　アクアポリンのヘテロ4量体形成説に相反するデータも報告されている。Ohshimaら

（2001）は、アクアポリンの単量体同士の相互作用が非常に強いことを明らかにした。植

物から抽出した粗膜画分でウェスタンプロットを行う際、SDS－PAGEに供する粗膜廼i分の濃

度を濃くするとdimerやtrimerのバンドが観察された（Ohshima・et・al．2001）。また本研究に

おいても、アクアポリンを酵母で過剰発現させた場合にdimerのバンドが観察された（Fig．

3－6）。これらの結果から、アクアポリン単量体同士の相互作用は非常に強いことが考えられ

る。したがって、アクアポリンが新規に合成される過程を考えた場合、粗面小胞体上で

mRNAからタンパク質に翻訳された後、直ちに4量体を形成して細胞膜や液胞膜へ運ばれ

るものと予想される。翻訳直後は、異なるアクアポリン分子種の単量体が近くにある確率

よりも、同じ分子種の単量体が近くにある確率が高いと考えられるので、ホモ4量体を形

成しやすいのではないかと考えられる。しかし、実際にトウモロコシの根から抽出した細

胞膜画分をPIP2型抗体で免疫沈降させると、その沈降画分がPP1型抗体と反応したという

報告もあることから（Zelazney　et　al．2007）、植物体内でもPIP　1型とPIP2型の相互作用する

可能性は否定することはできない。植物体内でのホモ4量体とヘテロ4量体の存在比、ま

た、アクアポリンの生合成経路等、今後の検討が必要である。

35



第5章　環境ストレスに対するイネアクアポリンの発現応答

第1節　緒言

　第3、4章の結果から、イネの33種類のアクアポリンのうち、根で多く発現し、高い水

透過活性を持つアクアポリンとして、OsPIP2；1、　OsPVP2；2、　OsPIP2；3、　OsPIP2；4、　OsPIP25、

OsTIP2；2の6種を選定した。さらに活性は低いが発現量の多いOsPIPI；1、・OsPIPI；2、OsPIPI；3、

OsTIP　1；1の4種と、実験は行っていないが活性が高いと考えられ、かつ発現量の比較的多

いPIP2型のOsPIP2；6およびTIP2型のOsTIP2；1の2種にも着目し、これら合計12種のア

クアポリンについて、本章で環境ストレスとの関係について検討を進めた。葉身について

も同様に、第3、4章の結果から、OsPIP　1；1、　OsPIP1；2、　OsPIP2；L　OsPIP2；2、　OsPIP2；6、

OsTIP　1；i、　OsTIP　1；2、　OsTIP2；2の8種に着目して検討を進めた。

　第1章でも述べたが、環境ストレス下における植物の応答とアクアポリンの関係につい

ては、アクアポリンの量的変動が原因となる場合と、アクアポリンの活性が原因となる場

合の二通りがあるe本研究では、まず量的変動に着目し、環境ストレスによりアクアポリ

ン発現量が変動するかどうか確認するために実験を行った。具体的には、低温処理と高CO2

処理に着目して実験を進めた。低温は根の吸水量を低下させる（Kramer　and　Boyer　1995）が、

そのメカニズムについては未だ明らかになっていない。そこで低温による吸水量の低下と

根のアクアポリン発現量にどのような関係が見られるかどうか検討を行ったeまた、高CO2

処理については、以前の研究から、大気CO2濃度より高いCO2条件下では、イネの成長が

促進され、収量が増加することが明らかにされている（Kimball　et　al．2002）．一方で、高CO2

条件下では、大気CO2条件下に比べ気孔開度が低下する（Hunsaker　et　al．1994、　Kimball　et　al．

1999）ので、蒸散量が低下する（KiMball　and　1dso　1983、　Hileman　et　a1．1994）。そこで、根や

葉身のアクアポリンの量的変動が、蒸散量の低下に関与している可能性について検討を行
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った。

第2節　材料及び方法

〈用いたイネ品種と栽培方法〉

　低温処理実験用イネについては、品種あきたこまちを用い、第3章と全く同じ栽培条件

で人工気象室にて水耕栽培を行った。

　CO　2処理実験は、2007年の5月25日から6月21日、及び7月20日から8月13日の2

作期に分けて行った。’イネ品種はあきたこまちを用いた。種子の消毒、芽出しは第3章と

同じ方法で行った後、500m］のプラスチックカップ（デスカップ、テラオカ、直径100　mm

x高さ120㎜）あるいは1／10pOOアールワグネルポット（直径113・mm・x高さ140㎜）

に播種した（Fig．5－1）e播種後、ポット上部をアルミ箔で覆い、ハウス内に置いた。3、4

日後にアルミ箔をはずし、CO2処理を開始した。　CO2処理は、東北農研センター内にある

TGC（temperatUre　gradient　chamber、　Fig．5－2）で行った．　TGC2棟を使用し、1棟は、大気

CO2と同じCO2濃度（以下、大気CO2区と呼ぶ）、もう1棟は大気CO2濃度＋200　ppm（以

下、高CO2区と呼ぶ）に制御した。2棟のTGCそれぞれについて、低温区（TGCの端から

25m）及び中温区（同8．5　m）の2カ所にサンプルを置いた。3、4日後から水耕栽培を開

始し、1日おきあるいは毎日水耕液を交換して栽培した。

〈低温処理〉

　播種16日後に人工気象室から取り出し、4℃の人工気象室にて低温処理を行った。処理

は暗黒下で行い、同時に加湿器で定期的に加湿を行い、イネに光ストレスや乾燥ストレス

が生じないようにして低温処理を行った。処理は3あるいは4日間行い、処理後は25℃連

続光（相対湿度75％、光強度400μmol　s－1百2）の人工気象室に戻した。
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〈溢泌液量の測定〉

　イネの葉鞘の生え際から3～4cmの部分をハサミでカットし、即座にパラフィルムをまい

た綿をかぶせて溢泌液を集めた。溢泌液の回収は25℃明条件下で行い、12時間後に綿の重

量変化を測定して溢泌液量（mg　ste㎡112hゴ1）とした。

〈葉齢の測定〉

　葉齢は、鞘葉の次に若い葉を第1葉として順次数えた。葉身が展開途中にある場合、展

開途中の葉身が1葉前の葉身長の何割まで展開しているかを計測して求めた。例えば、第5

葉の葉身が第4葉の葉身長の8割程度まで展開していた場合、葉齢は4．8葉とした。

〈蒸散量の測定〉

　蒸散量（Tp）は以下の計算式より求めた．

　　　　Tp；（Wo・　Wl　一　WE）／LA

　　　　　　Wo：水耕液交換直後のポット重量

　　　　　　W1：翌日水耕液を交換する直前のポット重量

　　　　　　WE：植物体のないポットの重量変化（水耕液の蒸発量）

　　　　　　LA：葉面積

〈葉面積の測定〉

　葉身のみをサンプリングし、葉面積計（Automatic　area　meter　AAM－9、林電工）を用いて

測定した。
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〈乾物重の測定〉

　葉身、葉鞘、根に分けた後、80℃で2日間以上十分に乾燥させた後、重量を測定した。

〈RNA抽出方法〉

　第3章と同じ方法で行った。抽出の途中で、RNase－Free　DNase　Set（キアゲン）を用いて

サンプル中のDNAを除去した。操作はメーカーの推奨プロトコールに従い行った。

〈cDNAの合成〉

　低温処理サンプルについては第3章と同じ方法で行った。CO2処理サンプルについては、

High－Capacity　DNA　Reverse　Transcription　KSts（ABI）及びRandom　primers（ABI）を用いて行

った。逆転写反応は、25℃・10分、37℃・2時間行い、その後、85℃で5秒間変性してcDNA

原液としたe

〈アクアポリン発現量の解析〉

　低温処理サンプルについては第3章と同じく、半定量的RT－PCR法で行った。　CO2処理サ

ンプルについては、StepOneシステム（AB1）とPower　SYBR　Green　PCR　Master　Mix（ABI）

を用いたリアルタイムPCR法にて解析を行った。各アクアポリンのプライマーはprimer3

ソフトウェア（http：／／frodo．wi．mit．edu／）を用いて設計した（Table　5－1）。反応条件は95℃・15

秒（変性）、60℃・1分（アニーリングと伸長）で40サイクル行い、反応終了後に融解曲線

分析を行い、増幅産物の検定を行った。内部標準としてアクチン遣伝子を用い、アクアポ

リン発現量を補正した。なお、DNAのコンタミネーションがないことを確認するため、逆

転写反応を行う前のRNAサンプルについて、各アクアポリンのプライマーを用いてリアル

タイムPCRを行い、増幅産物の有無を確かめた。
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第3節　結果

　イネに低温処理を行うと、溢泌液量が低下した（Fig．5・2A）。処理開始llヨ後には処理前

の45％程度まで低下し、その後4日間の処理の間、緩やかに減少し続けた。しかし、25℃

明条件下に戻すと処理前と同程度まで回復した。ほとんどのアクアポリンについて、低温

処理中に発現量の低下が認められた（Fig．5－2B、　c）。アクアポリンの種類によって発現低

下の度合いが異なっていた。OsPIPI∫2、　OsPIP2∫4、　Os．PIP2．・5等は、処理1日後で数分の1

に発現量が低下したのに対し、OsPIP2；3、　Os　TIP2∫2等は3日間の低温処理で緩やかに発現

量が低下した。一方、OsPIP　1；3は、低温処理中に発現量の増加が認められた．低温処理後、

25℃、明条件下に戻した場合、全てのアクアポリンで発現量の増加が見られ、3～9時間後

から発現量の回復が見られた。

　CO2の処理効果の実験は、2007年の5～6月及び7～8月の2作期に分けて行った。大気

CO2区と高CO2区の2棟のTGCハウス内のCO2濃度変化を生育期間全体で比較したところ、

平均して約200ppmの濃度差で制御できていた（Fig．5－5A）。また、気温及び水耕液の温度

変化については、2棟間でほとんど差が無かった（Fig，5・5B、　C）。生育期間中に葉齢の変化

を測定したところ、高CO2区で大気CO2区より若干葉齢が進んでいる時期もあるが、ほぼ

同じ変化を示した（Fig．5－6）。一方、乾物重については、葉身乾物重は大気¢02と高COユ

区でほとんど差がなかったが、葉鞘と根の乾物重は高COユ区が大気CO2と比べ4～13％高く、

低温区で差が大きかったくFlg．5－7A）。また葉面積については、大気CO2と高CO2区で同程

度であった（Flg．5－7B）。蒸散量については、低温・中温区のいずれについても・またユ作

期のどのHをとっても、高COユ区で大気CO2区より約5～23％蒸散量が減少していた（Fig

5－8）。

　次に大気COzと高CO2区でのアクアポリン遺伝子発現量の差墨にっいて、裡と葉身で比

較を行った。まず根にっいては、低温処理の場合と同様に第1節に記した12種類のアタア
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ポリンに夕一ゲットを絞り、遺伝子発現量の解析を行った。］作期目については、低・中温

区の両方で一致した発現量の変動を示すアクアポリンは見られなかった（Fig．5．9A）。2作

期目の低温区については、OsPIP1：1、　OsPIP1，・2、　OsPIPli3、　OsPIP2∫1、　OsPiP2∫2、　OsPl、P2∫6、

Os　TIP1∫1・OsTILP2，・1，0s　TIP2；2の発現量が高COi区で16～40％低下し、　OsPIP2　，・　5の発現量

は高CO2区で21％増加していた（Fig．5－9B）。しかし、2作期目の中温区ではどのアクアポ

リンについても発現量の差は見られなかった（Fig．5－9B）。

　葉身については、第1節に記した8種類のアクアポリンについて遺伝子発現量の解析を

行った。低・中温区両方で、OsPIPI；1、　OsPIP2；2が高CO2処理によりIl～35％低下してい

た（Fig．5－10）。　Os、PIPI；2、　Os、PIP2；1、　OsPIP2，・6、　OsTIP2，・2については、低温区では高CO2

処理により11～37％低下していたが、中温区では低温区ほど有意な差が見られなかった。

第4節　考察

　低温処理はイネの根のアクアポリン遺伝子発現量を低下させた（Fig．5－4B、　c）。低温処

理によるアクアポリンmRNA量の低下は、トウモロコシ（Aroca　et　al．2005）や、異なる低

温処理を行ったイネ（Li　et・al．2000、　Yu・et・al．2006）でも報告されている。アクアポリンの

mRNAの夕一ンオーバー（新規に合成されて分解されるまで）がどのくらいの期間である

のかについてはまだ明らかにされていないが、低温により新規に合成されるアクアポリン

mRNA量が低下するとともにmRNAの分解が促進されたため、全体のmRNA量が低下した

と考えられる。また、発現量の低下の度合はアクアポリンの種類によって異なり、例えば

OsPIPI∫2、　OsPIP2；4等は低温処理開始1日後でmRNA量が激減したのに対し、　OsPIPI：1、

OsPIP2∫2等は3日間の処理中に緩やかに減少した（Fig．5－4B）。アクアポリンの新規合成量

が全体のmRNA量に大きく寄与していると仮定すると、それぞれのアクアポリンが低温に

対して応答性の異なるプロモータを持っていると考えられるe特にOsPIP　1；3は低温処理中
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に唯一発現量が増加するアクアポリンであり、低温誘導性プロモータが上流に存在する可

能性があるe今後、プロモータや遺伝子の夕一ンオーバーを詳細に解析することにより、

これらの低温応答性の違いが明らかになると考えられる。

　低温処理により多くのアクアポリンの遺伝子発現量が低下し、その後、常温に戻すと回

復するパターン（Fig．5－4B、　c）は、根の吸水量（溢泌液量）の変動パターン（Fig．　5－4A）

と一致していたeYuら（2006）も、7℃の低温処理にょり、イネのPIP遺伝子発現量が低

下し、’その後、常温に戻すと回復するパターンを報告している。この変動パターンは根の

通水コンダクタンスの変化とも一致した。これらの結果から、アクアポリンの量的変動が、

吸水量の低下に関与している可能性が考えられる。しかし、Muraiら（投稿中）は、イネの

根のみを10℃の低温にさらした場合、根の通水コンダクタンスが徐々に低下し、2時間で

10分の1程度まで減少するが、この間のアクアポリンのタンパクレベルでの発現量はほと

んど変動しないことを明らかにした。したがって、低温による根の通水コンダクタンスの

低下は、アクアポリンの量的な変動からは説明することができず、アクアポリンの活性（ゲ

ー一 gの開閉）が低温で何らかの影響を受けたのではないかと考察している（Murai　et　al．

submitted）。本研究で用いた低温処理方法（植物体全体を冷却、処理時間が長い）と村井ら

の行った低温処理方法（根のみを冷却する、処理時間が短い）は手法が異なり一概に比較

することはできないが、本研究と同じ実験系でタンパクレベルでのアクアポリン発現変化

を追跡する必要がある。また、特定のアクアポリンの形質転換イネを用いて通水コンダク

タンスの温度応答性を解析することにより、アクアポリンの量的変動と低温との関係を明

らかにすることができると考えられる。低温がアクアポリン活性（ゲー一　5の開閉）に影響

を与える可能性については、アクアポリンのリン酸化レベルの変化、あるいは細胞質の酸

性化、活性酸素種、膜の流動性等の変化を介した制御など、様々な角度から検討を進める

必要がある。

＋200ppmの高CO2区でイネを生育させた場合、最大で約23％もの蒸散量低下が認められ
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た（Fig．5－8）ことから、1つの仮説として、高COユ区で根や葉身のアクアポリン量が減少

し・吸水量や蒸散量が低下しているのではないかと考えられたeしかし、根のアクアポリ

ン遺伝子発現量は高co2区と大気co2区で明瞭な差は見られなかった（Fig．　s－9）。さらに、

高CO2区で根の乾物重が約10％増加していた（Fig、5－7）ことを考慮すると、根全体のアク

ァポリン量は高CO2区の方が若干多いと予想されることから、蒸散量の低下と根のアクァ

ポリン発現量には相関がなく、当初の仮説は成り立たないと考えられた。今後は、大気CO2

区と高CO2区で溢泌液量あるいは根の通水コンダクタンスを比較するとともに、タンパク

レベルでのアクアポリン発現量も解析し、結果を検証する必要がある。また、アクアポリ

ンのリン酸化程度等、活性レベルでの調節機構についても解析する必要があるe

　葉のアクアポリン発現量については、高CO2区の低温・中温両方の温度域でOsPIPi，1、

os、PIP2；2発現量が11～35％低下していた（Fig．5－lo）。葉身乾物重は大気co2区とma　co2区

で変わらなかった（Fig．5－7）ことから、葉身全体としてのOsPIPI：1，0sPIP2；2遺伝子発現

量も高CO2区で低下したと考えられるeしたがって、これらアクアポリンの発現量の低下

が、葉の水ポテンシャル低下を介して、蒸散量の低下に寄与している可能性がある．OsPIP2；2

は、・水透過活性が高い（第4章参照）ことから、このメカニズムに関与している可能性が

高いが、OsPIP　1；1は水透過活性が低い（第4章参照）ので、蒸散量との関係については検

討が必要である。なお、葉身の遺伝子発現解析は1作期のみの解析データであり、さらに

作期を繰り返して実験を行い、結果を検証する必要がある。また、今回の実験系では、生

育初期からずっとCO2処理を行っているため、イネが環境に適応して、大気CO2区と高CO2

区で差が出にくかったことも考えられる。葉身は直接大気と触れているため、大気CO2区

で栽培したイネを高CO2区に移す、あるいはその逆の処理を行った場合のアクアポリン発

現の変化を調べることにより、CO2に対するアクアポリンの反応をさらに明確にすることが

できるものと考えられる。
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第6章　総合考察

第1節　イネアクアポリンの発現・局在・水透過性に関するプロファイリング

　アクアポリンの発見により、植物水分生理における分子生物学的側面からの研究が進展

しつつある。第1章の第3節に詳しく記載したように、シロイヌナズナやトウモロコシ等

の遺伝子データベースが充実した植物を中心として研究が進められ、個々のアクアポリン

が植物の水分生理、生長、環境ストレス応答性に果たす役割が少しずつ明らかになってき

た（Hachez・et・al．・2006b、　Maurel　2007）。また、アクアポリンの活性制御メカニズムや水以外

の輸送基質を透過する可能性等についても研究が進められている（Hachez　et　ai．2006b、

Maurel　2007）。しかし、本研究を開始した時点では、世界で最も多くの人々が主食とする重

要穀物イネについて、どのようなアクアポリン遺伝子が存在するのか、またその機能につ

いても報告が少なく、9種のイネアクアポリン遺伝子が報告されているに過ぎなかった。一

方で、シロイヌナズナやトウモロコシを用いた研究結果（Chaumont・et・al．2001、　Johanson・et・al．

2001）から、植物には30種以上のアクアポリンが存在することが予想されていた。イネア

クアポリンが植物体内でどのような機能を果たすのか、また環境ストレスに対する反応に

アクアポリンがどのように関わっているのか、その全体像を理解するためには、イネが持

つ全アクアポリンを念頭に置いて研究を進めなければならないことは明白であった。また、

イネは湛水条件で生育するため、これまで報告されていた畑作物とは異なるアクアポリン

の種類や発現様式が明らかになる可能性もあった。そこで本研究では、まずイネの全アク

アポリン遺伝子を同定することから研究を開始し（第2章）、これらのアクアポリン遺伝子

のイネ体内での発現様式について、遺伝子及びタンパクレベルから詳細に解析を行うとと

もに（第3章）、特に発現量の多いアクアポリンについては、その水透過活性を個別に評価

した（第4章）。これらの結果から、イネアクアポリンの発現・局在・水透過性に関するプ
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ロファイルを作成することを第一の目的として研究を行った。

　まず第2章において、未だ明らかにされていなかったイネの全アクアポリン遺伝子を同

定した。既知のシロイヌナズナやトウモロコシのアクアポリン配列を元にして、イネゲノ

ムデータベースより33種のアクアポリン遺伝子を同定した。その数は、シロイヌナズナの

35種（Johanson　et　aL　2001）やトウモロコシの33種（Chaumont　et　al2001）と近いことがわ

かった。しかし、その内訳を見ると、他の植物との違いも見られた。他の植物にはない特

徴的な配列を持つアクアポリンOsPIP2；7、　OsPIP2；8が存在することや、　NIPの種類の多さ

等が明らかとなった。イネ特有のアクアポリンメンバーについては、輸送基質の同定がそ

の機能解析のカギになると考えられる。

　第3章では、第2章で同定した33種のイネアクアポリン遺伝子が、イネのどの器官のど

の組織で機能するのかを明らかにするため、遺伝子及びタンパクレベルでの発現及び局在

性解析を行った。まず、RT－PCR法により、33種の全アクアポリン遺伝子の発現を葉身と根

で比較し、アクアポリンの種類によって異なる器官局在性を持つことを明らかにした。葉

身と根では、それぞれ13及び16種のアクアポリン遣伝子が多く発現していた。

　葉身と根で特に遺伝子発現量の多い9種（OsPIPI；1、OsPIP1；2、・OsPMI；3、・OsPIP2；1、OsPVP2；3、

OsPM2；5、　OsTIPI；1、　OsTIP2；1、　OsTIP2；2）のアクアポリンに着目し、これらを個別に認識

することができるペプチド抗体を作製した。アクアポリンは非常に配列の相同性が高く、

PIP　1型については個別に認識できる抗体は作製できず、3つのPIP1型全てを認識する抗体

を用いた。PIP2型についても、　OsPIP2；4とOsPIP2；5のように91°1。もの配列相同性が見られ

るものもあるが、比較的、配列の多様性に富むN末端あるいはC末端側の配列をペプチド

抗原として、目的のアクアポリンのみを特異的に認識する抗体の作製に成功した。TIPにつ

いても、配列の多様性が見られるC末側からペプチド配列を選定し、特異的抗体を作製し

た。これほど多くの種類の特異的抗体を用いてアクアポリン局在性を解析した研究は、今

までに報告はない。この特異的抗体を用いて、それぞれのアクアポリンが根や葉身のどの
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組織・細胞に局在するかを免疫組織染色法にて明らかにした。その結果、根では、特に根

端に近い部位（根端から約4㎜σ）部位）で、アクアポリンの種類によ曙なる組織に局在

していることを明らかにした。例えば、OsPIP　I型、　OsTI．P2；1は内皮特異的に局在していた

のに対し、OsTIPI；1は外皮や厚膜組織特異的に局在していた。したがって、イネは種々の

アクアポリンメンバーを適材適所に配置し、効率的な水輸送を行っていると考えられる。

　根の横断及び縦断切片を用いたアクアポリン局在性解析の結果から、イネアクアポリン

は主に根端から15～4㎜の部位｝こ多く局在しそれよ峰部側ではあまり発現していな

いことが明らかとなった。一方トウモロコシでは、根端から数㎜の部位ではアクアポ

リン遺伝子発現量が低く、基部に向かうにつれて発現量が増加することが明らかにされて

いる（Hachez・et・al．2006a）。このアクアポリン局在性の違いは、イネとトウモロコシの根の

構造の違いに起因する可能性があるeイネは、通常、湛水条件で生育するため、水生植物

に特徴的に見られる破生通気組織が発達している。破生通気組織には気体が存在するため、

これが水移動の障壁となりうる。したがって、破生通気組織の発達していない根端側にア

クアポリンが多く局在し、この部位で主に吸水が行われている可能性がある。

　葉身では、2つのPIP抗体を用いて局在を調べたところ、葉肉細胞特異的な局在が見られ

た。シロイヌナズナやタバコでも葉肉細胞にアクアポリンが局在することが明らかにされ

ている（Robinson・et・al．1996、　Otto　and　Kaldenhoff　2000）が、本研究では非常に強い葉肉細胞

への局在が観察された。これらの葉肉細胞特異的なアクアポリンの機能としては、蒸散を

行うために必要とされる葉肉細胞の水ポテンシャルを維持する役割が考えられる。また、

他の植物のPIPの中にはCO2輸送能が確認されていること（Uehlin　et　al．2003、　Hanba　et　aL

2004、Flexas　et　al．2006）から、光合成を盛んに行う葉肉細胞において、　CO2輸送体として機

能している可能性も考えられる。イネのPIPのCO2輸送能にっいては、今後、検討が必要

であるe

　第4章では、今回の研究で同定したイネアクアポリンが実際に「本チャンネル」として
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機能しているのかどうかを明らかにした。特にイネ体内で発現量の多い10種のアクアポリ

ン　（OsPIPI；ls　OsPIPI；2、　OsPIP2；1．　OsPM2；2、　OsPIP2；3、　OsPIP2；4、　OsPIP2；5、　OsTIP1；1、

OsTIP　1；2、　OsTIP2；2）に着目してこれらの水透過活性を個別に評価した。その結果、　PiP2

型アクアポリンの5種類、及びOsTIP2；2が明瞭な水透過活性を持つことを明らかにした。

一方、PIP　I型とTIPI型の水透過活性は低かった。　PIP　1型の活性が低く、PP2型及びTIP2

型が高いという結果は他の植物で報告されている結果（Chaumont・et・al．2000、Fetter・et・al．2004、

Lopez　et　al．　2004、　Suga　and　Maeshima　2004）と一致した。しかし、　TIP1型については他の植

物で高い水透過活性が報告されている（Maurel　et　a1．1993、　Suga　and　Maeshilna　2004）のに対

し、イネでは低かった。TIP　1型の低い輸送活性はイネのみで見られる現象なのか、それと

も何らかの活性制御メカニズムがあるのか、今後の検討が必要である。

　以上の結果を総括し、イネアクアポリンの発現・局在・水透過性に関するプロファイル

をFig．6－1にまとめた。根では、少なくともosPIP2；1、osPIP2；2、　osPrP2；3、osPIP2；4、　osPIP2；5、

OsTIP2；2の6種類が活性型のアクアポリンとして機能していると考えられる。さらに組織

局在性の実験結果から考察すると、OsPIP2；1、　OsPIP2；3、　OsPIP2；5については、内皮を始め

として根の多くの組織に局在しているので、　transcellular　pathwayに中心的な役割を果たすと

考えられるe－…－L方、OsTIP2；2は中心柱に局在するので、中心柱での水透過を促進している

と考えられる。葉身では、OsPIP2；1、　OsPIP2；2、　OsTIP2；2の3種類が活性型のアクアポリン

として機能していると考えられ、このうち、OsPM2；1については、葉肉細胞に局在してい

ることから、葉肉細胞の水ポテンシャルの維持に貢献している可能性が考えられるe莉で

は、OsPIP2；1、　OsPIP2；2、　OsPIP2；4、　OsTIP2；2が活性型のアクアポリンとして機能している

と考えられる。なお、OsPPI；L　OsPIP1；2、　OsTIPI；1については、第4章の水透過活性測定

実験では水透過活性が低かったが、第3章のRT－PCRの結果からはイネ体内での発現量が最

も多いこと、また根ではtranscellular　pathwayのカギとなる内皮や外皮での局在が観察され

たこと、さらにOsPIP1のメンバーは葉肉細胞に多く局在していたこと等から、これらの組
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織での水透過性に何らかの貢献している可能性があるものと考えられる。今後は、これら

のアクアポリンの活性制御メカニズム等にっいて解析を進める必要があるe

第2節　イネアクアポリンが環境ストレス応答に果たす役割

　第2～4章の結果から、イネの33種類のアクアポリンのうち、根や葉身でそれぞれ多く

発現し、水透過活性の高いアクアポリンが特定されたので、第5章では、これらのアクア

ポリンを主なターゲットとして、環境ストレスとの関係について検討を進めた。第1章の

第3節に詳しく記載したように、環境ストレス下における植物の応答とアクアポリンの関

係については、アクアポリンの量的変動が原因となる場合と、アクアポリンの活性が原因

となる場合の2通りあることが、他の植物を用いた結果から明らかになりつつある。本研

究では、まず量的変動に着目し、環境ストレスにより、上記の夕一ゲットとなるイネアク

アポリンの遺伝子発現量が変動するかどうか確認するために実験を行った。

　本研究では、低温処理と高CO2処理に着目して実験を進めた。まず、低温による吸水量

の低下と根のアクアポリン遺伝子発現量にどのような関係が見られるかどうか検討を行っ

た。4℃の低温処理を1～3日間行うと、多くのアクアポリン遺伝子発現量が低下し、その

後、常温に戻すと回復した。このパターンは、根の吸水量（溢泌液量）の変動パターンと

一致したことから、アクアポリン遺伝子の量的変動が、吸水量の低下に関与している可能

性が示された。しかし、Muraiら（投稿中）は、イネの根のみを10℃の低温にさらした場合、

根の通水コンダクタンスが徐々に低下し、2時間で10分の1程度まで減少するが、この間

のアクアポリンのタンパクレベルでの発現量はほとんど変動しないことを明らかにした。

したがって、低温による根の通水コンダクタンスの低下は、アクアポリンの量的変動から

は説明することができず、アクアポリンの活性（ゲートの開閉）が低温で何らかの影響を

受けたのではないかと考察している（Murai　et　al．　submitted）e本研究では、アクアポリン遺

48



伝子発現量と根の吸水量の変動に相関が見られたが、この結果は見かけ上の相関にすぎな

い可能性があるので、今後は活性レベルでの調節機構も含めて研究を進める必要がある。

　以前の研究から、大気CO2濃度より高いCO2条件下では、イネの成長が促進され、収量

が増加することが明らかにされている（Kimball・et・al．2002）。一方で、高CO2条件下では、

大気CO2条件下に比べ気孔開度が低下する（Hunsaker　et　al．1994、　Kimball・et・al．1999）ので、

蒸散量が低下する（Kimball　and　ldso，1983、　Hileman　et　al．1994）。そこで、根や葉身のアクア

ポリンの量的変動が、高CO2条件下での蒸散量の低下に関与している可能性について検討

を行った。＋200ppmの高CO2区でイネを生育させた場合、最大で約23％もの蒸散量低下が

認められた。一一方、根のアクアポリン遺伝子発現量には高CO2区と大気COユ区で明瞭な差

は見られなかったことから、蒸散量の低下と根のアクアポリン遺伝子発現量には相関がな

いと考えられるe葉身のアクアポリンについては、Os、PIPI∫1、　Os、PIP2；2発現量が高CO2区

で11～35％低下した。これらアクアポリン遣伝子発現量の低下が、葉身の水ポテンシャル

低下を介して蒸散量の低下に寄与している可能性がある。今後は、遺伝子のみならずタン

パクレベルでの変動も調査し、アクアポリンの量的変動が蒸散量低下に寄与しているのか

どうか、明らかにする必要がある。

　以上の結果から、特に低温処理については、アクアポリンの量的変動からはストレス応答

性を説明できない可能性が示された。今後は、リン酸化レベルの変化、あるいは紙胞質の

酸性化、活性酸素種、膜の流動性等の変化を介した制御など、アクアポリンの活性レベル

での調節機構について、様々な角度から検討を進める必要がある。

　また、イネアクアポリンの量的変動と環境ストレス応答性に相関があるという可能性に

ついては、全く否定することはできない。現在、水透過活性が高く、発現量の多いOsPIP2；1、

OsPM2；4の遺伝子過剰発現および発現抑制イネを作製しており、これらを用いて・通水コ

ンダクタンスの環境ストレス応答性を解析することにより、イネアクアポリンの量的変動

と環境ストレスとの関係を明らかにすることができると考えられるeアクアポリンの量的
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変動及び活性制御の双方からの解析を進めることにより、アクアポリンが植物の環境スト

レス応答に果たす役割の全容が解明されるものと期待される。
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第7章　摘要

　アクアポリンは、生体膜に存在し、主に水を選択的に輸送するチャンネルである。植物

のアクアポリンは、細胞や組織さらに植物体全体における水透過性に重要な役割を果たし

ていることが明らかにされつつある。すでに、シロイヌナズナやトウモ［ココシ等では、30

種類を超える全アクアポリン遺伝子が同定され、植物体内での発現様式や機能の解析等が

進捗しているが、世界で最も多くの人々が主食とする重要穀物イネについては、アクアポ

リン遺伝子の種類、発現様式等についての報告は少ない。そこで本研究では、イネの全ア

クアポリン遺伝子を同定し、これらのアクアポリン遺伝子の発現、局在、及び水透過性に

関するプロファイルを作成することを目的として研究を行った。これらの解析によって、

各器官や組織で重要な役割を果たすイネアクアポリンが選定されたので、それらに着目し

て、環境ストレスに対するイネの応答とアクアポリンの関係についても検討を行った。

　既知のシロイヌナズナやトウモロコシのアクアポリン遺伝子配列を元にして、イネゲノ

ムデータベースより33種のアクアポリン遺伝子を同定した。その数は、シロイヌナズナの

35種やトウモロコシの33種と近いが、その内訳を見ると、他の植物にはない特徴的な配列

を持つアクアポリンOsPIP2；7、　OsPIP2；8の存在や、4つのサブファミリーのひとつNIPに

属するアクアポリンの種類の多さ等の特徴が明らかとなった。

　これら33種の全アクアポリン遺伝子の発現を葉身と根で比較したところ、アクアポリン

の種類によって異なる器官局在性を持つことが明らかとなった。葉身と根では、それぞれ

13及び16種のアクアポリン遺伝子が多く発現していた。この中から特に発現量の多い9種

のアクアポリンに着目し、これらを個別に認識することができるペプチド抗体を作製した．

この特異的抗体を用いて、根や葉身におけるアクアポリン局在を免疫組織染色法にて明ら

かにした。その結果、根では、特に根端に近い部位（根端から約4㎜の部位）で、アクア

ポリンの種類により異なる組織に局在していることを明らかにした。例えば、OsPIP　I型や
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OsTIP2；iは内皮特異的に局在していたのに対し、　OsTIPI；1は外皮や厚膜組織特異的に局在

していた。したがって、イネは種々のアクアポリンメンバーを適材適所に配置し、根の表

皮から道管に至る放射方向の水輸送を促進していると考えられる。また、イネアクアポリ

ンは註に根端から1．5～4㎜の部｛立に多く局在レそれより基部側ではあまり発現して

いなかった。葉身では、2つのアクアポリン抗体が葉肉細胞と反応したことから、これらの

アクアポリンが蒸散を行うために必要とされる葉肉細胞の水ポテンシャルを維持するため

機能していると考えられる。また、他の植物でCOユ輸送能が確認されているアクアポリン

もあることから、アクアポリンが葉肉細胞のCO2透過性に関与している可能性も考えられ

る。

　特にイネ体内で発現量の多い10種のアクアポリンに着目して、これらの水透過活性を、

酵母の異種遣伝子発現系、及びストップトフロー光散乱法を用いて個別に評価した。その

結果、細胞膜型アクアポリン（PIP）のうち5種類のPHe2型、及び液胞膜型アクアポリン（TIP）

のOsTIP2；2が明瞭な水透過活性を持つことを明らかにした。一方、　PIP　1型とTIP　1型の水

透過活性は低かった。以上の結果を総括すると、根では、少なくともOsPIP2；1、　OsPIP2；2、

OsPIP2；3、　OsPIP2；4、　OsPIP2；5、　OsTIP2；2の6種類が活性型のアクアポリンとして機能して

いると考えられた。葉身では、OsPIP2；1、　OsPM2；2、　OsTIP2；2の3種類が活性型のアクアポ

リンとして機能していると考えられた。

　　これらのアクアポリンを主な夕一一一ゲットとして、環境ストレスとの関係について検討

した。まず、低温による吸水量の低下と根のアクアポリン発現量にどのような関係が見ら

れるかどうか検討を行った。4℃の低温処理を1～3日間行うと、アクアポリン遺伝子発現

量が低下し、その後、常温に戻すと回復した。このパターンは、根の吸水量（溢泌液量）

の変動パターンと一致した。次に、高CO2条件による蒸散量低下と、根や葉身のアクアポ

リンの量的変動の関係について検討を行った。＋200ppmの高CO2区でイネを生育させた場

合、最大で約23％もの蒸散量低下が認められた。一方、根のアクアポリン遺伝子発現量に
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は高CO2区と大気CO2区で明瞭な差は見られなかったことから、蒸散量の低下と根のアク

ァポリン遺伝子発現量には相関がないものと考えられる。葉身のアクアポリンについては、

0∫PIP1∫ムOsPIP2：2発現量が高CO2区で11～35％低下した．これらのアクアポリン遺伝子

発現量の低下が、葉身の水ポテンシャル低下を介して蒸散量の低下に寄与している可能性

がある。今後はタンパクレベルでの発現解析を行い、アクアポリンの量的変動とストレス

応答性の関係についてさらに検討を進める必要がある。また、環境ストレスがアクアポリ

ンの活性（ゲートの開閉）調節に及ぼす影響についても検討する必要がある。アクアポリ

ンの量的変動、及び活性制御の双方からの解析を進めることにより、アクアポリンが植物

の環境ストレス応答に果たす役割の全容が解明されるものと期待される。
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Summary

　　　　Aquaporins　are　membrane－bound　channel　proteins　and　transport　water　molecules　efficiently　in

awide　variety　of　organisms．　Recent　studies．on　plant　aquaporins　have　revealed　that　they　play　an

important　fUnction　in　water　transport　in　cells，　tissues　and　whole　plants．　In　Ai’ab言doρsis　and　maize，

皿ore　than　30　members　of　aquaporin　genes　have　been　identified．　Many　studies　are　in　progress　to

clarify　their　expression　patterns　and　fUnction　i’7　vivo．　On　the　other　hand，　little　is　knovvn　about　what

members　of　aquaporins　exist　and　what　their　fnnction　are　in　rice，　one　of　the　most　important　staple

fbod　on　which　the　most　of　the　world’s　population　relies　as　a　imain　cereal．1　set　two　important　objects

of　this　study　using　rice　plants：to　identify　whole　aquaporin　members　and　to　determine　a　total　profi！e

of　their　expression，10calization　and　water　transport　activities．　Furthermore，　after　I　selected　several

aquaporins　that　are　likely　m司’or　molecules　fUnctiol亘ng　in　each　organ　and　tissue，　the　relationship

be伽een劇A　am°unts°f・these　imp°「t“nt　aquap°「ins　and「esp°nse　t°envi「°㎜ental　e僑『s°n

rice　plants　was　analyzed．

　　　　Rice　aquaporin　genes　were　identified　by　homology　search　with　those　ofArab輌doρsis　and　maize．

Rice　had　33　aquaporins，　which　is　almost　the　sarne　number　as　Arabid叩∫f∫（35）and　maize（33）．　Some

rice　aquaporins　have　unique　sequences　compared　to　other　plants，　such　as　OsPP2；7　and　OsPIP2；8．　In

addition，　the　number　ofNIPs　was　greater　in　rice　than　in　other　plants．

　　　　Rr．PCR、naly、i、・ev・・1・d　tb・t　33・ice　aq・・p・・i・・　h・d雌・ent・・g・n・Pe・ifi・　exp・e・si・n

pattems．　In　Ieaf　blades　and　roots，13　and　16　aquaporin　genes　were　expressed　wel1，　respectively

Among　theln，　I　fbcused　on　nine　aquaporins　which　were　expressed　really　well　in　these　organs．　After

isoforrn－spec冊c　antibodies　of　these　aquaporins　were　raised，　localization　in　sections　of　roots　and　leaf

blades　was　analyzed　by　iimnunocytochemistry．　Using　samples　pre岬from　root　at　aro皿d　4㎜

丘om　root　tip，　tissue－specific　l　ocalization　was　observed　with　various　aquapori皿s．　OsPIP　l　members
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and　OsTIP2；1　accumulated　predominantly　in　endodermis．　On　the　other　hand，　OsTIPI；l　showed

specific　localization　in　rhjzodermis　and　exodermis．　Analyses　us三ng　longitudinal　sections　of　the　root

revealed　that　aquaporins　accumulated　highly　in　the　region　a〔lj　acent　to　the　rooけip（around　1．5　to　4

mm　f士om　the　root　tip）and　not　so　much　in　the　region　at　amund　30　to　4e　m肌These　results　suggest

that　rice　aquaporins　may　play　distinct　roles　in　di　fferent　tissues　and　cells，　especially　in　regions　just

above　the　root　tip，　to　facilitate　radial　water　movement　from　root　sur伍ce　to　the　central　cylinder．　In

leaf　blades，　OsPIPl　members　and　OsPIP2；l　were　localized　mainly　in　mesophyU　cells．　These

aquaporins　may　play　crucia｝roles　in　the　maintenance　of　water　potential　in　mesophyll　cells．

Otherwise，　they皿ay　be　related　to　CO2　uptake　since　some　plant　aquaporins　have　been　proved　to

transport　CO2．

　　　’Water　transport　activity　of　each　aquaporin　member　was　analyzed　using　a　yeast　heterologous

expression　system　in　combination　with　a　stopped岨ow　spectrophotometry．　In　this　analysis，　ten

aquaporins　which　were　expressed　well　in　rice　plants　were　selected．　Five　OsPIP2　members　and

OsTH〕2；2　showed　high　water　transport　activities，　while　two　OsPIP　l　and　two　OsTIP　l　members　had

low　activities．　From　these　results，　at　least　6　aquaporins，　OsPIP2；1，0sPU〕2；2，0sPIP2；3，0sPIP2；4，

OsPIP2；5　and　OsTIP2；2，　were　considered　to　function　as　active　water　channels　in　roots」n　leafblades，

OsPIP2；1，0sPIP2；3　and　OsTIP2；2　may　play　as血nctional　water　cha皿els．

　　　Next，　the　relationship　betWeen　mRN　A　amounts　of　these　aquaporins　and　environmental　stresses

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ホ　　　　　　　　　　ト
were　analyzed．　At　first，　the　effect　of　low　temperature　on　aquaponn　gene　expresslon　In　roots　was

・n・ly・・d・・ince　l・w　t・mp・・atur・祀dpce・c・n・ide「ably「°°t　wate「uptake・L°w　tempe「atu「e　t「eatment

at　4°C　fbr　l　to　3　days　decreased　aquaporill　gene　expression．　After　moving　the　plants　back　to　the

…mtemp・・a鴫th・gene　exp・essi・n　rec・vered・Th・・e　exp・e・si・n　pa廿・rn・・w・・e・imila・t・th・

pattems　in　bleeding　sap　volume，　which　is　closely　related　to　an　ability　of　water　uptake廿om　roots．

Secondly，　an　effect　of　elevated　CO2　treatment（＋2eO　ppm　compared　to　the　nomal　atmosphere）on
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aquaporln　gene　expresslon　was　analyzed　in　leafblades　and　roots．　Elevated　CO2　treatment　decreased

the　transpiration　by　23％・On　the　other　hand，　no　significant　changes　in　aquaporin　gene　expression　in

roots　were　detected　when　exposed　to　e玉evated　COユatmosphere．　Therefbre，　there　may　be　no　apparent

relationship　between　aquaporin　gene　expression　in　roots　and　the　decrease　in缶anspiraUon　under

elevated　CO2　conditions．　On　the　o廿ler　hand，　the　elevated　CO2　treatment　decreased　OsPIPI∫1　and

O∫．PIP2；2　in　leaf　blades　by　l　l　to　35％．　Decrease　in　OsPIP1ゴand　OsPIP2；2　may　lower　the　water

potential　in　leafblades　and，　as　a　result，　transpiration　may　decrease　in也e　elevated　CO2　treatment．

　　　From　the　resu！ts　in　the　present　study，　I　fbund　that　rice　aquaporins　had　various　water　transport

activities　and　showed　organ－and　tissue－specific　accumulation，　suggestifig　that　they　may　play　distinct

roles　in　facilitating　water　movem斑t　in　different　tissues　afid　cells．　Furthermore，　I　demons廿ated　that

aquaporin　mRNA　amou齪s　were　not　necessarily　correlated　with　p！ant　responses　to　under

environmental　stresses．　Future　afialysls　is　clearly　needed　to　deterfnine　aquaporin　am。unts　at　protein

level　under　stress　conditiens．　Fu曲｛∋rmore，　the　effects　of　the　env三roumeBtal　stresses　on　aquaperin

activities（i．e．，　gating　of舐luaporins）shoUld　be　investigated．・B破h　ana茎yses　on　aquaporin　amounts

　　　　　　　　　　　　ロ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

and　activities　will　uncover　comprehensive　f岨ctional　pro五les　of　a騨por遮on　the　stress　responses

ofrice　plants．

．M
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transport　model　that　explains　the　water　movement　through　non－vascular　tissues　in　roots．　hl　his　model，

three　parallel　pathways　are　considered．　The　frrst　is　an　apoplastic　pathway，　which　means　a・flow　through

cell　walls．’IThe　second　is　a　symplastic　pathway　from　cell　to　cell　through　plasmodesmata．　The　third　is

called　a　transcellular　pathway，　where　water　and　solutes　have　to　cross　cell　membranes，　including　plasma

membrane　and　tonoplast．　The　second　and　the　third　pathways　cannot　be　usually　distinguished　and　calied　as

acell－to－cell　pathway．　Casparian　strips　and　suberin　lamellae　in　the　exo－　and　endodermis　interrupt　the
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N－　and　C－terminal　ends　face　to　cytoplasm．　The　two　half　heliXes．a　contain　NPA　motif　which
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Table　2－1　List　ofrice　aquaporin　genes

Genome　sequenee　aじeessionNo．

Gene PrOtein　n

cDNA　clonc

acceSSlon　no，

OsPiPt；l

OsPipノ；2

0sPip∫．・3

0sPip2；J

OsPip？；2

0sPip2；3

0sPip2’4

0sPIP2，5

0sP．伊2∫6

0sPIP2i　7

0sPip2r8

APOOSIO8

（AU506687）　h

APOO4026

APOO3802

APOO6168

AL662958

APOO4668

APOO4668

A工731636

APOO6149

ACO92263

BAD28398

BADユ2920

BACI5868

BADユ3735

CAD41442

BAC16113

BAC　161i6

CAEO5002

BAD46581

AAP44741

AKO61769

AKO98849

AKlO2174

AKO72519

AKO61782

AKO72632

｛AKIO7700｝　c

AKO6i312

AKIo9439

Ajく109024

identical　to　O」vPIPla（A」224327），　si而±lar　to　R町て二’｛ABO9665）

similar　to　RJ［て］3〔ABO293ユ5）

similar　iO　OsPJP2a（AFO62393）

OsTIPI：1

0sTip∫：2

0s　Ti7？2　，’　1

0s　TIP2∫2

05πP3「」

OsTIP3」2

0∫刀P4ゴ

0∫刀P4；2

0s刀P4；3

0ぷπP5ゴ

ACO90485

APOO3627

APOO5289

APOO4784

ACO2ヨ240

AL663019

ACI45396

APOO　1550

APOO　1550

AL663000

AAK98737

BAB63833

BADユ5765

BAD61899

AAG13544

CAEO5657

AAS98488

BAA9四93

BAA92991

AKO58322

NKll1747

（AKO647Z8）「

AKOgg　l　41

AKI　11931

AKIO8116

AKO60193

AKO99190

（AKO69192〕‘

AKO70602

idenlical　tO　CtslTIP’（D22534）

identical　to　Oぷ7】り⊃∬（Aト正ヨ114829）

idenlica▲tO　O∫πP2（AB114830）

idelltical　to　OsπP3（Ajヨ114828）

Os川Pl；1

0sMPI；2

0■ハ「mi；3

0sMPI：4

0sハ「IP2；1

0sNIP2：2

0slvap3；i．

OsAPP3；2

0s～口Pヨ’3

0sハ厘IP4；1

APOO4070

APOO3105

AC135918

APOO3692

APOO5297

APOO3569

ACO68924

APOOS467

APOO5467

APOO3219

BAD27715

BAD73177

AAV“140
BAD53665

BAD1612S

BAD37471

AAG13499

BAC99758

BAC65382

BAB61180

AKO68806

（AKO62320）「

AKO69842

AKI12022

AK106B25

identical　to　7MIPIσ）17443）

α51P’」

仇ぷノP2：∫

APOO3047

ACI　l9748

BAB32914 AK　］　09424

‘AKO71190）【

“　Protein　accession　numbers　were　obtained　from　the　resuit　of　annetation　analysis　in　the　rice　genome　database．

白AL606687　encoded　a　gene　which　llad　a　high　homo］ogy　to　OぷPIPI∫2（see　Res凹lts）．

c　cDNA　clones　in　parentheses　did　not　contain血11←lefigth　sequences．
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Fig．3－1　Hydroponic　culture　of　rice　plants．　Rice　seeds　were　grown　in　Wagner　pot

（1／5000a）with　hydroponic　solution（A）．　Seeds　were　sown　in　vermiculite　at　1　cm　depth

from　the　surface（B）．　Whole　plants　and　vermiculite　were　hold　by　plastic　colander（C）．
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which　contain　pollens　at　o句ective　developmental　stage　were　selected　based　on　this　relationship’

betWeen　spikelet　length　a皿d　pollen　developmental　stages．　After　removing　palea　and　lemma，㎝thers

were　picked　up　by　a　tWeezer　and　then　immediately　frozen　in　liquid　nitrogen．

T
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Table　3－1 Primers　used　for　semi－quantitative　RT－PCR　of　rice　aquaporin　genes．

Name Pr±mer　Sequence Name Prユmer　Sequence

P工P1’1－5‘

P工P1，1－3‘

P工P1；2－51

P：［P1∫2－3，

P：P1；3－51

PコP1言3－31

P工P2；1－5，

P工P2；ユー31

PTP2i2－51

PIP2；2－・31

P工P2∫］－st

P工P2∫ヨー3，

P工P254－51

P工P2；4－3，

P工P2；5情51

PIP275－31

P工P2，6－51

PIP2’6－3‘

P工P2i7－5，

P工P2∫7一ヨ1

PIP2」8－51

PXP2：白一31

■TP1∫1－5ト

TIPI；1■3t

T工P1∫2－5ト

TIPI；2■3，

丁工P2；1－5，

T：P2；1一ヨ‘

T工P2；2－5‘

T工P2；2一ヨ‘

丁工P3i1－51

TIP3；1－3t

T工P3；2－5‘

TIP3；2－3‘

tgcgcagccgaegacatg

caしacagヒ9邑ctgaヨヒacヒヨgaヒヒac

Cヒ9ヒcaagaヒgocaaヒccagag

gaaccgaacヒceaaヒaggagga

CCヨ仁otg9ヒ9邑ヒcgatgaegC

caヒaagagggga仁gagaggaggta

しggctggaaggegヒtgatga邑口

ccataヒaggagaggcgggca

gcgag9ヒ9ヨcgctgaag

Cヒ七ggaagcac〔：agcg9百

e守¢ヒggatgcatgaccgg

acca七aヒgcacacagCヒegC

gagctcgヒctggtgaヒaヒee

caヒ甘aagacaac邑官agggacag

gCヒヒaa∈recgcaヨ仁C己aatgtヨC

cgategaacaatgtcacaetしS「C

ヨaヒ9百ccaヒ99Cヒgctctg

gcagatgyceaヒtg9し∈「qヒ9

gtgaggaagacyacgatgヒヒc

C己gaしacaヒacaggcactccae

ca亡cccatヒ七ヒヒaaヒCこ】己aヒgcac

gC仁agaヒ七aegヒacagacagヒacag

ヨ¢ヒtgヒcoaヒgaヒcgecヒcg

　　　　　　　　　．

Cヒ99ヒヒgcgaatagegatc甘

C官aaヒt〔：9ヒCCC¢egヒCヒC

99ヒCCヒca仁ttggaggae守C

ccgし9ヒeagt±こヒヨca七gcatc

cagaaaagggeeaヒggctヒ¢已

C口ccaヒCヨgoaacacg¢

tgcg邑ggagaagaeacaagc

ectceagctacaaヒaヒCヒaヒヒagCしatg

cac仁’X9ヒagcteactgヒtcaヒac

gagC七gaateaヒagCヨcetgC

otcg司aagtaヒgcagCCヒtceg

T工P4；1－s，

T工P4　F　1－3‘

TIP4言2’5’

丁工P4r2－3‘

TIP4；3〒5t

T工P4言3－3．

T工P5；1－51

丁工P5：1一ヨ‘

N工P1∫1－51

N1P1：］」－3’

N工PIi2－s’

NIPI；2－3‘

N工P1；4－51

N工P114一ヨ1

N］［P2；］」－5「

NTP2：1－31

N工P2∫2－5‘

N工P2；2m］’

N工P］｝x－5‘

N工P3　i　1－31

N工P3；2－5，

N工P3；2一ヨ‘

N工P3；3－51

NIP3‘3－3「

N：P4’1－s「

N工P4　i－1－3’

SIP1；1－5‘

　S工P1」工一：3　l

　S工P2；1ユ5‘

　S工P2：1－3‘

P：PIiIS

　lSS　　rR）；A－51

　1SS　　rRNA－3‘

ggtcaagaggac⊂catgag

cagCCCヒヒacaggectac

ヒgag9ヒceacgtggcttc

ctcacttgヒaccg9¢acatac

cctaggaatgacggcgactt

caヒtctヒagCCC己accaatggaag

caaacg9ヒ99ヒcgtgtgatg

ヨヒ己CヒacccaaaceatccaヒヒagヒC

gagcatgaaccggatgaactc

gaggcagagaagヒヒCc邑cac

gctcgcgヒaggagヒtagヒ9

cgヒ9しaaCCヨacヨtacgヒ9

cagヒ09Cヒ甘邑ヒaヒ9ヒgggt己C

9ヒaacacatatヒC仁CgCCヒaヒcaCC

cgagatgtCgtcgategtg

qgaacaageaaoヒ百cヒggag

9ヒactgcaegcgヒacgヒac

caacgaaageヒeagCヒCCヒヒC

gtgヒacacggcggt官aag

cacgcggaヒヒtcヒcttggtg

⊆ct仁¢aggeaagaacaaヒaヒ七caヨヒcg

9己agしCCヒaacaヒ90ヒ9Cヒヒ9

ggtaae七し≡「tgaeヒetヒヒgagcaヒ9

口9ヒcヒtg宮ag己ヒa曾ヒaaaaacagc

ca仁c⊆ltegc巴tヒccヒcヒ9

ggatggaa邑atetcヒattg9ヒtggtc

c己taagget：aagaaageaヒga∈r

caしccaccagヒヒcaagageaaac

　cヒaggagtatg99ヒcgtgac

　99Cヒtacagcataaaa邑ヒgatCCしgtc

　caaggaccaヒgcctggaaヒ9

　caacし仁ヒegaヒ99ヒaggaヒag99

　C¢aaヒヒaccagaeacヒaaa⊆「CS「C

1
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A
OsPIP1；1

OsPIP1；2

0sPIPI；3

0sPip2；4

0sPIP2；5

OsPlP211

OsPIP2；2

0sPIP2；3

OsPIP2；6

0sPIP2：7

0sPlP2：8

　　　　　　　　　　　　　　　　N・teminal

MEGKEEDVRLGANRYSEROP　l　GTAAOGAGDDKDYKEPPPAPLFErGEL｝〈SWSFYRAG　l

　Ant1－OsPIP15

HEGKEEDVRLGA揃（FSEROP［GTAAOGS－DDK［）YKEPPPAPLFEPGELKSWSFYRAGI

MEGKEEDVRLGANRYTERQPlGTAAQGA－EEKDYREPPAAPVFEVEELTSWSFYRAG　l

TM1

一一一一”一一一一一一一一一一 lGKEVDVSTLMGGARDY　l　DPPPAPLVDVDELGKWSL￥RAL　l

一一一一一一一一一一一一一一 hGKEADVEAG（〕VRDYEDPPPAPLVD　I　DELGRWSLYRAV　l

　　　　　　　　　　　　　　細ti斗〕sPIP2；5

－一一一一一一一一一一一ﾚGKDEVHES｛i（IAAGEFAAKDYTDPPPAPt」DAAI…LGSWSLYRAV　l

　　　　　　　　　　　　Anti－OsPlP211

－一一一一一一一一一一一 lAKDIEASAPE－GGEFSAKOYTDPPPAPLlDVEELTKWSLYRAV　l

－一一一一 鼈黶Et－一・一 �`KD　I　EAAAAA丘6GEY融KDYSDPPPAPLlDAE［it＿TnWSLYRAV　I

　　　　　　　　　　　　　　　　Anti⇒〔｝sPIP2：3

－一一一一一一一一一一一一一・ lSKEVSEEPEHVRPKDYTDPPPAPLFDVGELRLVrSFYRAL　l

－・一一一一一一一一 lASKEEVAVETVEGGAAAAIくAPYWDPPPAPLLDTSELGI（WSLYRAL　l

－一一一一一一一一一一一一一 lAA｛］SGSGSNPKDYQDPPPAPLVDTGEL｛｝KWSLYRAA　I

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊　　＊＊　＊＊　　　　　＊＊　　＊＊　＊＊＊

AEFVATFLFLY　I　T　l　LTVHGV　KSS

AEF目ATFLFI＿YlTVLTVMG

AEFVATFLFLY　lSlLTWG

AEFVATLLFLYVTVATVIGY

AEFVATLLFLYVTVATVl6Y

AEF　iATLLFLY　l　TVA丁VlGY

　EFVATLLFLY　lTVATVlGY

AEF　IATLLFLYITVATVI6Y

AEFMATLlFLYVS　IATV　IGY

AEFTATLLLVClSVSTVlGE

＊＊＊　＊＊　　　　　　　＊＊＊

B
OsTIP2；1

OsTIP2；2

OsTIP1；1

0sTiPl；2

TM5

S　｛ヨTlAPlAIGFlVGANlLハAG　FSG6

HE TM6

AAGNFAGNWV　　VGPLlGGGLAGLVYGDVF　l

SGTIAPIAIGFIV（iANILVAG　FSG｛ヨ　NPARSFGPA　ASGDYTNIWI

SGTI且PIAIGFIVG州ILV（］　FDGA NPAVSF｛ヨPA　VSWSWESO

D　GVIAPlAl〔］F　l　VG州lLAG　　FDGA　　NPAVSFGPA　VT〔］VWDN

　＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊　　＊　＊＊　　＊＊＊　＊＊＊＊＊

GPLVGOSLAGLVYRWY

GPLIGGGLAGV　IYEVLF　lS

LGPFVGMIAALiYDllflG

＊＊　＊　　＊　　＊

C←terminal

SYOPVADODYA

Anti－05TlP2il

DHAPVASSEF－
Anti－OsTl盟；2

HTHEOLPTTDY一

RPHOOLPTADY－一

Fig．・3－2　Parti・1・mi…cid・eq・・n・e・・f・i・・aq岨p・・i・・and　p・p目d・・eq・・nce・・f・antig・n・f・・e・ch・i・・

・q・・p・血皿tib・dy．　F・u・O・PIP・・d恥0・TIP・ntib・di・・w・・…ised　b・・ed・n　th・P・ptid・seq・enc・・

（d・・b！y・nd・曲ed）・fN－（A）田d　Gt・mi㎜・1（B）・eq・・nce…e・p・・tively・An　und・・1i・・i・O・m’1；1・h・w・

・high・eq…ce・imil・・ity・t・・an・ntig・n　p・ptid・・eq・・n・e（INQNGHEQLPTTDY）f・・anti－R・T「P1；1

・ntib・dy（S・ga　a・d　Mae・him・2004）．　T・a・・m・皿b・aned・m・i・・（TM1・5・nd　6）and・h・lfh・liX　（HE）ar・

b。xed、．Arni，。、。id，e、id。es也、t・・e　c・㎜・nly　p…erved・i・・11・memb・・s・fli・t・d・q・・p・ri・・ar・m・蜘i・

asterisk．
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OsPIPI；1　｛26｝O・ρIPIr2C27）。sPIPI；3（2s｝O・PtP2；t・（29｝　O・PIP2：2（27）0・PtP2：3｛32）。、P’P2；4｛27｝

1LIR2L2RA

OsPtp2；5　（29）

MllL　IR　2t　2R　A　　　　　　　　　　1LIR2L2RA　　1し1R2L2R　A

OsPtP2：6（29）OsP’P2：7｛33’）OsPtP2；8｛33）

■■＝■＝ロ■■ロロ咤工：■田■■■■■目■■■■：■■：■■

tLlR2L2RA　　lLlR2L2RA

OsrlP　1∫1（28）　Osτ’Pイ：2（30｝

石
〉

1
＜
Z
匡
∈i

豊

お
里
Φ

正

1L　lR　2L　2R　A

Os　TIP2；t（30｝

苗
〉
虫

く
Z
正
E
Φ

．≧

苛

苗

2．5

　2

1．5

　1

0、5

　0

■ロ：■■：■■■エコ■■：■■■：■■口■■■■■■：増■■■■一：■■：：■■：■■幽■■：■■＝■コ
tLIR2L2R　A

OsTtp2∫2（29）

1LIR2L2RA　　ILIR2L2RA　　ILIR2L2RA　　ILIR2L2RA　　1LIR2L2RA　　ILIR2L2RA

Os　TIP3；　f（35｝　OsTIP3∫2（35）OsTtP4；f｛33）　Os　TtP4：2　（35）　Os　TtP4；3　（32）OsTIP5；1｛35’）

5
＞

1
＜
Z
匡
E
Φ
．≧

6
5
匡

2．5

　2

1．5

　1

0．5

　0

ロロ■＝■■■■■＝■■■■■■：工■■■江■■■＝：■■■■■ロロ字＝■■：■■■■■■■■■＝■■：■

1LIR2L2RA　　ILIR2L2RA　　ILIH2L2HA　　tL†R2L2RA　　tLIR2L2RA　　ILtR2L2RA　　ILSR2L2RA

OsNtP　7∫f（34｝Os～’Pf∫2｛35｝OsNIPf；3（35）　OsNIPV：4（35）Os～’P2∫V〔32）Os～’P2；2（36）Os～’P3∫t｛31）

2．5

　2

1，5

　」

O．5

　0

1LIR2L2RA　　ILIR2L2RA　　ILIR2L2RA

OsNtp3∫2（34）　OsNIP3；3　C33）OsNIP4；f（35）

1LIR2じ2RA

OsS炉f；τ（31｝

■口蠕零コ■■■一■■■■■：■＝：■■
†LIR2L2RA　ILIR2L2RA　1し1R2L2RA

OsS’P2：ゴ（32）

tLIR2L2RA　　ILIR2L2RA　　ILtR2L2RA　　IL4R2L2RA　　ILIR2L2RA

18s　rRNA｛19）

↑LIR2L2RA

晦3－3C・m声・・n・fthe　exp・…i・n・f・ri・e・q・ap・・i・g・…i・v・・i・・…gan・・T・t・1　RNA　f「・・ti・n・w・・e

瓢：霊麟盟㌶鷲1＝瓢瀧跳1麟㌫蒜㌶1
・！ect・・ph・・e・i・肛・・h・w・・t也・b・廿・m・』・h卿pb・D・t・・ep・e・ent　th・m・訓・±SE　f・・th・ee

i・d・p・・d・nt・amp1・・．　N・mb・・s　i・p・・enthes・・i・di・・t・th・・numb…f・y・1・・need・d　t・d・tect血・PCR

P，。d。・t・．1仙e　ca・e・f・O・PIP2’7・nd　O・πP乱wh・・e　m・・k・d　by・n・・t・「i・k・the　a皿eali・g　w・・

conducted　at　610C　instead　of　580C（see　Materials　and　Methods）．　NIP正；3　expression　in　anthers　was　not

analyzed．
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ηP22（26）　　τ’P3ヨ（36）　　ηP3；2（35）　　丁’P4ゴ（34）　　ηP4∫2｛35）　　7「’P4∫3（34っ　　TP5ゴ（35）
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AIA2A3A4R　 AIA2A3A4R　 AIA2A3A4R　 AIA2A3A4R
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R　 AIA2A3A4R

1　SI　：■
　AlA2　A3　A4　R

Fig．3－4　Comparison　ofthe　expression　of　rice　aquaporin　genes　in　anthers　at　several　different

developmental　stages．　Root　sample　was　used　as　a　reference．　The　！evels　ofmRNAs　were　normalized　to

that　of　actin．　Photographic　images　of　gel　electrophoresis　are　shown　at　the　bottom　of　each　graph．

Numbers　in　parentheses　indicate　the　nurn1〕ers　of　cycles　needed　to　detect　the　PCR　productS」mhe　case

of　Os　TIP4，・3，　where　marked　by　asterisk，the　annealing　was　conducted　at　61℃instead　of　58℃（see

Materials　and　Method）．　A1，　T／EE　stage（see　Fig・3－2B）；A2，　LE－EM　stage；A3・LM－ML　stage二A4・

MP　stage；R，　roots・
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Fig．3－5　Binding　specificities　of　rice　aquaporin　antibodies．　Crude　membrane伽ctions・were

prepared　from　yeast　cells　which　expressed　each　rice　aquaporin　gene　indicated　and　then

subjected　to　immunoblotting　with　the　aquaporin　antibodies　for　OsPPI　members（A），　OsPIP2

members（B）and　OsTIP　members（C）．　O．2　pg　protein　was　applied　for　each　lane．
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Fig．　3－6　Comparison　of　aquaporin　protein　amounts　hl　leaf　blades　and　roots．　Cmde

membrane　fractions　were　prepared　f｝om　leaf　blades（LB）and　roots（R）and　then　su句ected

to　immunoblotting．　Each　aquaporin　antibody　was　reacted　with　a　membrane　after

preincubation　with　（peptide＋）or　without　a　peptide　antigen（peptide－）．　Protein　amounts

applied　fbr　one　lane　are　O．5μg（fbr　anti－OsPIP2；1and　anti－RsTIP　1；1　aptibody），1．5μg（fbr

anti－OsPIP　l　s，　anti－OsTIP2；1and　anti－OsTIP2；2　antibody）and　5．O　pg（fbr　anti－OsPM2；3

and　anti・l　OsPIP2；5　antibody．　Black　and　white　arrovv　heads　represent血onomeric　and　dimeric

form　of　each　aquaporin，　respectively．
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Fig．3－7　Localization　of　aqUaporins　in　the　primary　roots．　Cross　sections、（7μm）were　prepared　at　the

position　of　approximately　4　mm（A　to　I）and　35㎜（O　to　V）from　the　roOt　tip　of38d－old　rice　plantS．

Longi血dinal　sections（7　pm）were　prepared　from　O　to　5　mm（J　to　L）and　30　to　40　mm「 iM，　N）from也e

root　tip．　The　sections　were　hybridized　with　each　aquapo亘n　antibody　and　then　visualized　with　a　HRP－

1inked　second　antibody　and　DAB．　A，　J，　M，　O，　preilhmune（100－fbld　dilution）；B，　P，　anti－OsPIP　l　s（50－

fbld）；C，　K，　N，　Q，　anti－osP］P2；1（C，　K，　N，300－fbld；Q，100－fbld）；D，　R，　anti－OsP】P2；3（50－fbld）；E，　s，

anti－OsPIP2；5（100－fbld）；F，　L，　T，　anti－RsTIP　1；1（F，　L，300－fbld；T，100－fbld）；G，「U，　anti－OsTIP2；1（G，

50－fbld；U，25－fbld）；H，　V，　anti－OsTIP2；2（100－fbld）；1，　a　close叩view　of　D　around　endodermis．　AE，

aerenchyma；CC，　central　cylinder；CO，　cortex；EN，　endodermis；EX，　exodemis；RH，　rhizodemlis；SC，

sclerenchyma．　Arrow　heads　in　1　indicate　band　plasmolysis．　Bars　represent　100　pm（A　to　H，　O　to　V），50

μmC），1㎜（J，　K，　L）and　500μm（M，　N）．
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Fig．3；8　Localization　of　aquaporins　in　leafblades．　Cross　sections（7　pm）Were　prepared

from　the　middle　part　of　the　upperrnost　leaves　of　18d－old　rice　plants．　The　sections　were

treated　i紬e　same　me也od　as　indicated　in　Fig．3－7．　A，　preimmune（100－fold　dilutioh）；

B，anti－OsPIP　l　s（200－fbld）；C，　anti－OsPrP2；1（300－fbld）．　BS，　bundle　sheath；EP，

epidemis；LV，1drge　vascular　b皿dle；ME，　mesophyll；MX，　metaxylem；PH，　phloem；

PX，　protoxylem；SC，　sclerenchymatous　cell；ST，　stomata；SV，　small　vascular　bundle．

Bars’represent　100↓pm。
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0sSIP7∫f
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Fig．3－90rgan　specific　expression　pattems　ofrice　aquaporins．　According　to　the　results　ofRT－PCR

（Fig．3－3）and　immunoblotting（Fig．　3－6），　three（in　a　green　box）and　six　aquaporin　members（in　a　pink

box）showed　organ　specific　expression　patterns　either　in　leaf　blades　or　in　roots，　respectively．　Ten

aquaporin　members（in　a　box　mixed　with　green　and　pink　color）were　expressed　both　in　leafblades

and　roots．　Ele∨en　members（in　a　yellow　box）were　expressed　in　anthers　according　to　the　result　ofRT－

PCR（Fig．　3－4）．　Asterisks　and　double　asterisks　mean　that　these　aquaporin　members　were　examined

about　their　tissue－localization　only　in　roots，　or　both　in　leaf　blades　and　roots，　respectively，　by

immunocytochemistry（Fig．3－7　and　3－8）．
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Table　4－1　Primers　used　for　amplification　of　aquaporin　ORFs

With　reSniction　enzyrne　siteS

Name Primer　Sequence

P工PlsF

P工Pl；1R

P工P：i2R

P工P2；1F

P工P2；IR

P工P2；2F

P工P2’2R

P工P2：3F

P工P2；3R

P工P2：4F

P工P2　i　4R

P工P2；5F

P工P2；SR

T工P1；IF

T工P1∫ユR

T工P1；2F

T工Pli2R

T工P2∫2F

T工P2∫2R

gaat七cat二ggaggggaaggaggag

gtcgaCcgcggggettaagaCC

gtCgacgctgatgcaggttacgaCC

gaa七tcat⊆lgggaag口acgag9七9

gtcgacgctcgaaetcct仁t二⊆「atatcacg

gaatヒcatggcgaaagacattgaggcg

gtcgacgccg己cgatctcagg

gaattcatggegaaggaeattgagge

⊆rtcgaccg⊆Fcggegtctagc

gaattcatgggcaaagaggtggacg

cagctgccagacgagctcaactaCg

gaat仁eatgggcaaagaggccgac

eagctggcaeattヒgaヒtgcggeヒヒaagC

gaattCatgCCgat：CCgCaaCatCg

gtcgaeggcggcgatgagcttag

egyaattcatgeeggtgagccg⊆『a

acgcgtcgacga仁at⊆「ateagtagtcggcgg

cggaattcatqtcgggcaaca七CgCC

a己gcgtcgacg9ヒaattagaactcgctgctg9
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Fig．4－1　Yeast　expression　system　used　in　Chapter　4　and　constructS　for　expression　of　rice

aquaporins　in　yeasts．　A．　The　system　was　developed’　in　Prof．　Maeshima’s　lab（Tanaka　et　al．

1990，Nakanishi　et　al．2001）．’1　he　yeast　strain　BJ5459　lacks　fUnctional　aquaporins（Suga

and　Maeshima　2004）．　B．　cDNA　of　each　aquaporin　was　inserted　into　the　multi－cloning　site

（MCS）in　the　interface　region　betweep　the　GAPDH　promoter　and　the　terrninator　of　the

myc－pKT　10　vector．
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Fig．　4－2　Principles　and　apparatus　of　stopped－flow　spectrophotometry．　A．　Principles　of　stopped－

flow　assay　during　the　shrinkage　of　vesicles．　Osmotic　water　permeabilities　are　calculated　from　the

rate　constants　of　exponential趾tings　of　the　reaction　curves．　B．　Schematic　diagram　and　the　whole

system　of　stopped－flow　spectrophotometer．
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Fig．4－3　Comparisons　of　the　expression　levels　of　each　aquaporin　in　membrane　f｝actions．

C則de　membrane　fractions　were　prepared　from　yeasts　and’then　subj　ected　to　immunoblotting

with　anti－myc　antibody．0．3（A）and　O．35μg（B）proteins　were　applied　fbr　each　lane．
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Fig．　4－4　Typica1　changes　in　scattered　light　intensities　during　the　shrinkage　assay　were

shown　fbr　vector　control　myc－pKT　10　and　OsPM2；3．　Each　reaction　curve　shows　the　average

trace　of　1401d印endent　determinations．
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Fig．4－5　Comparison　of　water　transport　activities　of　rice　aquaporins．　The　relative

stimulation　fold　ofosmotic　Water　permeability　was　calculated　as　the　ratio　ofthe　rate

constant　of　each　aquaporin　to　that　of　the　vector　control　on　the　basis　of　the　expressed　amount

ofprotein．　Except　fbr　OsPIP2；4，　values　are　expressed　as　means±SE　calculated　for　three

independent　experiments．　The　result　of　OsPIP2；4　is　a　mean　oftwo　experiments．
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Fig．5－1　Rice　plants　used　in　experiments　in　Chapter　5．　Rice　plants　were　grown　with

hydroponic　culture　in　a　growth　chamber　as　described　in　Materials　and　Methods．
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Fig．5－2　Methods　in　chilling　tCeatment　of　rice　plantS．16－d－old　rice　plants　were　transferred

to　a　4℃dark　charnber．　ln　the　4℃chamber，　samples　were　put　into　a　small　cage　with　vinyl

cover　where　the　relative　humidity　were　main1ained　at　almost　100％by　humidifier．　After　3－

or　4－day－treatment，　the　rice　plantS　were　transferred　to　a　25℃chamber　with　continuous　light．
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A
叶

B

8．5

2．5m

Fan

蘭融

irflow

Fig．5－3　Temperature　gradient　chamber（TGC）fbr　growing　rice　plants．（A）Picture　of　the

TGC．（B）Schematic　view　of　the　TGC．11　the　front　ofTGC，　air　is　cooled　by　air　conditioner．

Due　to　the　fan　at　the　back　of　TGC，　the　cooled　air　flows　f『om　the　front　to　the　back．　The　air　is

gradually　warmed　by　outside　temperatUre，　as　a　result，　the　temperatUre　gradient　is　formed　in

the　chamber．　In　this　experiments，　rice　plantS　were　put　at　two　different　temperatUre　zone，

Iow（L）and　middle（M）．　Zone　L　and　M　were　2．5　and　8．5　m　from　the　house　edge，

respectively．

　　　　　　　　’
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Table　5－1　Primers　used　for　real－time　RT－PCR

Name Prlmer　se（担ence

OsP工Pユ；ユFW37

0sP工Pユ；ユRV147

0sP工P1；2FW2

0sP工P1；2RV84

0sP工P1；3FWIO3

0sP工Pl；3RV242

0SPIP2；1FWユ25

0sP工P2；ユRV244

0sP工P2∫2FWIO6

0sP工P2，2RV19］．

OsP工P2，3FW122

0SP工P2；3RV236

0sP工P2；4FW37

0sP工P2，4RV166

0sP工P2，5FW45

0sP工P2；5RV150

0sP工P2　F　6FW169

0sP工P2：6RV276

0sT工P1；ユFW40

0ST工Pl；1RVユ80

0日丁工P1∫2FWユ94

0ST工Pli2RV324

0sT工P2；1FW97

0sT工P2；1RV185

0sT工P2；2FWg

OsT工P2∫2RV91

0sAc七inFW213

0sAct土nRV350

cgcaa七cg七qa七gtccヒgt七

acga仁七gagt二亡9仁ヒcagggttc

己t二gcatcagctattatcact二gtcaa

aagcaggcagcgggaaa

acgヒgtgt亡attaccqtctg9七9

cgcacacacaagtaccatttc七C

己cqc七99ヒcgヒヒttgt二七セC

七acaggCヒaaacaca仁gaqacatCC

gca七七ヒcgcctcgtggatag

cggacatag七ヒcaaaggaatgga

aq七t七aヒCC七cg9七七七C七99C七ヒヒ

gcacacctggaagaaacat二tgag

attqt仁仁gggctcヒヒ七C七CC七七C

ヒgcaaacactgaaacaヒacacca亡

atgggaagaacagagcacagg

ac七七gc亡七七七qatagcgcacac

ccggtgqga枕七qヒtg七atq

aaagccgaagcagtt七gt二a七C七c

ヒctccgactccgatccaac

cacaq七ヒt七acagaagcaaagcaac

q七getg仁caaccaagccaac

cgtgaagaacgacagtgaa⊆「aga

gct二仁tgヒaヒヒttccggtニヒ七aCC七tc

gatttccccttceagacaacaa

ttcg己catcggeaacac

ccaaa七cag七cctt二cacaacaca

ggactaヒgaccaggaaatgga守a

atgaaggaaggctggaagag9

、
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Fig．5－4　Effect　ofchilling　treatmeht　on　mRINA　levels　ofaquaporins　i皿roots．（A）Sixteen－day　old　rice

plants　were　placed　in　a　chamber　at　40C（gray　colu㎜）wi血out　light皿der　100％humidity　for　96　h　and

then　moved　to　a　chamber　at　250C　with　continuous　light（white　col㎜）、　The　bleeding　sap　was　collected

into　the　cotton　at　250C　hl　continuous　light　fbr　12h．　The　data　represents　the　means±SE　fbr　19　to　27

independent　samples．（B）The　mRNA　levels　were　analyzed　by　semi－quantitative　RT－PCR．　Numbers　in

parentheses　indicate　the　number　ofPCR　cycles．（C）The　relative　rnRNA　levels　of　OsPIP1；3、0ぷPZP2β，

0ぷP～P2《4　and　OsPIP2∫5　were　quantified　from　the　images　of　RNA　gel　elec加phoresis　and　normalized　to

that　of　l　8S　rRNA．　　　　　　　　　　　　　　，
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Fig．　5．5　Changes　in　CO2　concentration（A）and　temperatures　of　air（B）and　hydroponic　solロtion

（C）during　the　experimentS，　These　data　are　for　the　sarnples　located　at　a　Iew　temperature　zone　in

the　second　experimentS　conducted　in　August・　Hydroponic　solution　was　exchanged　at　times

indicated　by　arrows　in　C．
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at　a　low　temperatUre　Zone　in　the　second　expe血nentS　cenducted　in　August，　Leaf　stage　was

measured　as　described　in　Materials　and　MethodS，
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Fig，5－7　Comparison　of　dry　weightS　between　different　organs（A）and　leaf　area（助．　Samples　were

dried　at　80°C　fbr　more　than　2　days　befbre　measuring《iry　weight．　Leaf　area　was　measured　befbre

drying　leafblades．　These　data　are　for　the　samples　in　the　frst　experime皿ts　conducted　in　June．

Values　a祀expressed　as　an　average　f士om　two　or　three　different　pots．
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that　ofactin．　Data　represent　the　means±SE　fbr　three　or　f｛）ur　independent　samples．　A　the　results　m

June　2007；B，　the　results　in　August　2007．
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Fig．5－10　Effect　of　CO2　treatment　on　mRNA　levels　of　aquaporins　in量1e董eaf　blades．　Data　are　expressed

as　ratio　to　the　aquapo血expression　levels岨der　the　ambient　CO2．　Aguaporin　expression　levels　were

normalized　to　that　of　actin．　Data　represent　the　means±SE　for　three　independent　samples　conducted　in

June　2007．
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Fig．6－1　Profile　of　genes，・expression　pattems　and　water　transport　activities　Ofrice　aquaporins．33

rice　aquaporin　genes　were　identified　from　the　rice　genome　database（Chapter　2）．　Organ　specific

expression　patterns　ofthem　were　analyzed（Chapter　3）．　Red　circles　mean　that　these　aquaporin

members　have　high　water　transport　activities（Chapter　4）．　Asterisks　and　deuble　asterisks　niean　that

these　aquaporin　members　were　examined　about　their　tissue－localization　only　in　roots，　or　both　in　leaf

blades　and　roots，　respectively，　by　iinmunocytochemistry（Chapter　3）．
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