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研究成果の概要（和文）：アスパラギン酸プロテアーゼ遺伝子(OsASP2)を過剰発現させた形質転換イネおよび非
形質転換イネをMS培地、または窒素源がタンパク質のみの培地（MS-IN、カゼイン培地）で30日間栽培し、両者
の生育を比較した。MS培地においては、両者に有意な成長差は見られなかった。一方、MS-IN、カゼイン培地に
おいては、OsASP2過剰発現体の葉の長さは非形質転換体の約3.7倍で、葉の乾燥重量は非形質転換体の約1.5倍で
あった。このことから、形質転換イネにおいて、根圏へのアスパラギン酸プロテアーゼの過剰な分泌が、成長の
ための窒素源としてのタンパク質の利用に寄与していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Transgenic rice overexpressing aspartic protease gene (OsASP2) and 
nontransformed rice were cultivated in MS and MS-IN, casein media for 30 days, and the growth of 
both were compared. In MS medium, no significant growth difference was found between them. On the 
other hand, in MS-IN, casein medium, leaf length and dry weight of the OsASP2 transgenic rice were 
about 3.7 and 1.5 times those of the non-transformant, respectively. This result revealed that the 
release of aspartic protease from the root to the rhizosphere in the transgenic rice contributed to 
the use of protein as a nitrogen source for growth.

研究分野：植物生理学
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１. 研究開始当初の背景 

植物は生存、成長のための窒素源として、ア

ンモニウムや硝酸などの無機態窒素を主に利

用しており、アミノ酸やタンパク質などの有

機態窒素は、食虫植物等の特殊な植物を除く

とほとんどの植物は直接、利用できないと考

えられてきた。しかしながら、近年、シロイ

ヌナズナやコムギ、ニンジン、ホウレンソウ

などの一般的な植物においても、土壌中に存

在するタンパク質およびタンパク質分解産物

を成長のための窒素源として利用しているこ

とが明らかになった（引用文献①－③）。また、

シロイヌナズナやイネにおいて根圏中のタン

パク質がエンドサイト―シスによって根に取

り込まれることが報告されている（引用文献

③、④）。シロイヌナズナやコムギなどの植物

の根圏においてプロテアーゼ活性があり、こ

のことから、根から分泌されるプロテアーゼ

により根圏中のタンパク質が分解され、その

分解産物が根に取り込まれやすくなることが

示唆された（引用文献③、⑤）。しかしながら、

どのようなプロテアーゼが根圏中のタンパク

質の分解に関わっており、実際にプロテアー

ゼが植物における根圏中タンパク質の窒素源

としての利用にどの程度寄与しているのかは

不明のままであった。近年、プロテオーム解

析により、シロイヌナズナやイネにおいて、

根圏に分泌されるアスパラギン酸プロテアー

ゼ(ASP)が同定された（引用文献⑥、⑦）。我々

の研究グループでは、根圏に分泌されるプロ

テアーゼと窒素源としての根圏中タンパク質

利用との関連性を明らかにするために、根圏

に分泌される ASP のタグラインや過剰発現体

のシロイヌナズナを用いた解析をおこなった

（日本植物生理学会 2014 年大会、北川・濱田）。

その結果、低無機窒素含量かつタンパク質が

根圏中に存在している条件で、過剰発現体が

非形質転換体と比較して約 1.7 倍の生長量を

示すことを明らかにした。このことから、根

圏へのプロテアーゼ分泌量の多い植物のほう

が、より土壌中のタンパク質を分解し、その

分解タンパク質を窒素源として吸収、利用で

きることが明らかになった。 

 

２. 研究の目的 

本研究では、ASP 高発現シロイヌナズナが土

壌中のタンパク質を成長のための窒素源とし

てより利用できるようになったという結果を

重要な作物であるイネに応用することを目的

とした。具体的には、様々な植物種由来の組

織外分泌型のアスパラギン酸プロテアーゼを

過剰発現させた形質転換イネを作製し、低無

機態窒素かつ高有機態窒素（タンパク質態窒

素）の土壌条件下でも成長可能なイネの開発

を目指した。低無機態窒素かつ高有機態窒素

の土壌条件は、有機栽培における土壌条件に

近いと考えられる。このような作物が育成可

能であることが示されれば、栽培において化

学肥料の使用を減らし、食物や作物由来の残

渣を直接的かつ有効に利用することができ、

低コスト、低硝酸態窒素、高収量の作物生産

が可能になると考えられる。 

 

３. 研究の方法 

（1）ASP 遺伝子を過剰発現させた形質転換イ

ネの作製 

ASP を根から多く分泌する形質転換イネを作

製するために、イネに様々な植物種由来のASP

遺伝子を導入した。導入には、イネ根圏への

分泌が確認された 3 種類の ASP をコードして

いる OsASP1a、OsASP1b および OsASP2 遺伝子

（引用文献⑦）、シロイヌナズナのプロテオー



ム解析により根圏への分泌が確認された ASP

をコードしている AtASP1 遺伝子（引用文献

⑥）、ウツボカズラの捕虫器溶液に含まれる

ASP をコードしている NaNEP1 遺伝子（引用文

献⑧）の 4 種類を用いた。これらの ASP 遺伝

子をカリフラワーモザイウイルス（CaMV）35S

プロモーター、トウモロコシユビキチチン

（Ubi）プロモーターまたはイネアクチンプロ

モーター（Act1）プロモーターの下流に連結

したバイナリーベクターを作製した。OsASP1a、

OsASP1b および NaANEP1 遺伝子は CaMV35S プ

ロモーターと、AtASP1 遺伝子は Ubi プロモー

ターと、OsASP2 遺伝子は CaMV35S プロモータ

ー、Act1 プロモーターまたは Ubi プロモータ

ーと連結し、合計 7 種類のコンストラクトを

作製した。これらのコンストラクトをアグロ

バクテリウム接種法によりイネ（品種：日本

晴）に導入した。 

 

（2）ASP 遺伝子高発現形質転換イネの選抜 

ASP 遺伝子を導入した形質転換イネ（T2 およ

び T3 世代）において、導入した遺伝子の発現

量を定量的 RT-PCR により解析した。また、薬

剤耐性（ハイグロマイシン耐性）試験や定量

的 RT-PCR によって、導入遺伝子のコピー数や

ホモ、ヘテロ判別をおこなった。 

 

（3）様々な窒素条件下における ASP 遺伝子高

発現形質転換イネの生育検定 

導入遺伝子が高発現でホモの系統を用いて、

様々な窒素条件下における生育検定をおこな

った。コントロールとして、非形質転換体の

イネ（日本晴）を使用した。十分な無機態窒

素の含まれた培地として MS 培地を、窒素源と

して有機態窒素のみの培地としてタンパク質

（カゼインまたは BSA）を含んだ培地 MS-IN

（無機窒素成分を取り除いた MS 成分）、カゼ

イン培地および MS-N、BSA 培地を用いた。明

期 12 時間、28℃、暗期 12 時間、26℃の条件

で、20－30 日間栽培し、葉および根の長さや

乾燥重量を測定した。 

 

４. 研究成果 

研究開始当初、OsASP1a、OsASP1b、OsASP2

および NaNEP1 遺伝子を CaMV35S プロモータ

ーにより過剰発現させた形質転換イネを作製

し、これらの高発現系統において、異なる窒

素条件下における生育検定をおこなった。そ

の結果、コントロールの日本晴と比較して、

有意な成長差は見られなかった。この結果は、

過剰発現体の根から導入遺伝子由来の APS が

あまり分泌されないためで、形質転換作製に

用いた CaMV35S プロモーターでは外来遺伝子

由来の APS の発現に不十分であったためだと

考えられた。 

 そこで ASP を多く分泌させるために、

CaMV35S プロモーターの代わりにイネで外来

遺伝子を強く発現させることが知られている

Act1プロモーターと Ubiプロモーターを用い、

OsASP2 または AtASP1 遺伝子を発現させた形

質転換イネを作製した。形質転換イネの

OsASP2 遺伝子の発現は、Ubi プロモーターを

用いたものの方が Act1 プロモーターのもの

よりも強かった。そこで、生育比較実験には

Ubi プロモーター下で OsASP2 または AtASP1

遺伝子を発現させた形質転換イネを用いた。

無機窒素が十分に含まれた MS 培地において

は、OsASP2 および AtASP1 遺伝子過剰発現イ

ネともに、コントロールの日本晴と同等の成

長であった。窒素源としてタンパク質のみを

含んだ培地（MS-IN、カゼイン培地）において、

AtASP1遺伝子過剰発現イネは日本晴との生育



に有意差は見られなかった。一方、OsASP2 遺

伝子過剰発現イネでは、日本晴と比較して葉

の長さが約 3.7 倍で、葉の乾燥重量が約 1.5

倍であった。このことから、イネにおける ASP

の過剰発現体の育成には OsASP2 遺伝子の使

用が有効であり、OsASP2 遺伝子過剰発現イネ

では、根から分泌された OsASP2 が根圏中のタ

ンパク質（カゼイン）を分解し、その分解産

物が根に取り込まれやすくなったために非形

質転換体よりも生育したと考えられた。 
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