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研究成果の概要： イネの窒素転流は、成育や生産性に直接関わる。老化器官からの転流と、

若い器官での再利用に関わる高次機能に焦点をあて、グルタミン情報伝達系の分子実体の解明

と、窒素利用効率向上戦略に関わる高次機能発現の分子基盤を確立した。グルタミン情報受容

体候補分子の特性、GS1;1 遺伝子破壊変異体のメタボローム解析、根の伸長を促進する QTL な

どから、窒素利用におけるイネの高次機能の発現に関する理解が格段に深まった。 
 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２００４年度 9,800,000 0 9,800,000 

２００５年度 9,800,000 0 9,800,000 

２００６年度 20,500,000 0 20,500,000 

２００７年度 20,500,000 0 20,500,000 

２００８年度 18,800,000 0 18,800,000 

総 計 79,400,000 0 79,400,000 

 

 

研究分野： 生物学 

科研費の分科・細目：  

キーワード： オルガネラ、分化、環境適応、代謝性、高次機能、植物分子 

 
１．研究開始当初の背景 
植物を、異なる機能をもつ多細胞生物と捉

える視点が、研究開始当初のポストゲノム研
究には欠落しており、特定細胞で営まれる窒
素利用機構の解明と、グルタミン（Gln）に
よる窒素代謝の高次機能発現に関わるプラ
スチド機能を探索する研究はなかった。逆遺
伝学や QTL 解析等により窒素代謝・炭素代
謝・農業形質の制御に関わる遺伝子の探索を
行うことが可能であると考えられ、細胞機能
の分担と個体としての統合機構の解明をめ
ざす本研究は、先端的かつ社会的にも重要で
ある。 

 
２．研究の目的 
イネにおける窒素転流は、成育や生産性に

直接関わる。老化器官からの窒素転流と、若
い器官における窒素再利用に関わる高次機
能に焦点をあて、(1)グルタミンを情報物質
とした情報伝達系の分子実体の解明と、(2)
個体としての窒素利用効率向上戦略に関わ
る高次機能発現の分子基盤を確立すること
を目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1)グルタミン情報の受容体探索 
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 ・バクテリアの Gln 情報伝達系を参考に、
Gln 受容体としてアミノ酸結合（ACT）ドメイ
ンを持つ遺伝子を探索した。 
・C/N バランスを検知するとされる PII タ

ンパク質機能解明のため、発現解析とノック
ダウン変異体を作出して機能解析を行った。 
 
(2)窒素利用の高次機能発現 
 ・サイトゾル型グルタミン合成酵素（GS1）
とプラスチド型 NADH-グルタミン酸合成酵素
（NADH-GOGAT）の遺伝子族それぞれの遺伝子
破壊変異体をスクリーニングし、機能解析を
進めた。 
 ・GS1;1 変異体を用いて、トランスクリプ
トーム解析とメタボローム解析を行い、変異
体における代謝の撹乱と、新たな代謝ネット
ワーク形成を解析した。 
 ・外来窒素に応答して根の伸長と窒素吸収
を促進する QTL 領域から、原因遺伝子を単離
した。 
 
４．研究成果 
(1)グルタミン情報の受容体探索 
 PII 様タンパク質遺伝子は１コピーであり、

遺伝子産物は葉緑体
に局在していた。PII
様タンパク質と相互
作用するタンパク質
を、酵母ツーハイブ
リッド法で検索した
結果、PII 様タンパク
質そのものと、N-ア
セチルグルタミン酸

キナーゼ（AGK）が同定された。AGK タンパク
質も葉緑体に局在していることを確認し、in 
vivo でも相互作用することが期待された（上
挿入図）。RNAi 法によるノックダウンイネを
作出し、トランスクリプトーム解析を行った。 
 ACTドメインをタンデムで４つもつACR7タ
ンパク質の若い葉身維管束柔細胞での核膜
局在や、分子シャペロン HSP18.0-CII タンパ
ク質との相互作用などに関して、国際学術雑
誌に報告した。同様に若い葉身で転写産物蓄
積量が多い ACR9 は、核の可溶性画分に局在
することを確認した。組織内局在を免疫学的
に調べ、ACR9 の分布が Gln で発現制御を受け
るNADH-GOGAT1 タンパク質と極めて類似して
いることを見いだし、その成果を報告した。
ACR9 タンパク質の機能解明のため、ACR9 遺
伝子ノックダウンイネを作出し、トランスク
リプトーム解析を行った。その結果、Gln で
制御を受ける可能性のある複数の遺伝子を
スクリーニングできた。また、酵母を用いて、
ACR9 と相互作用する転写因子様タンパク質
を同定できた。もう一方のセンサー候補であ
る ACTPK4 の発現用式の解析や、レトロトラ
ンスポゾンTos17 挿入による遺伝子破壊変異

体を獲得し、このタンパク質の機能解析を行
った。まだ、Gln センサーである確証は得ら
れていない。 

 

(2)窒素利用の高次機能発現 
 イネの老化器官からの窒素転流に重要な
機能を持つことが示唆されていたサイトゾ
ル型グルタミン合成酵素（OsGS1;1）遺伝子
がレトロトランスポゾン Tos17の挿入によ
り破壊された変異体について、詳細に解析し
た。この変異体は、極端な成育遅延や登熟障

害を示した
（左挿入
図）。この
表現型が
OsGS1;1 の
欠損による
ことを、こ
の遺伝子の
プロモータ

ー制御下に cDNA を連結したキメラ遺伝子を
導入することで機能相補されることから証
明した。これらの結果をまとめて、国際学術
雑誌に公表した。また、GS1 と NADH-GOGAT
小遺伝子族の発現様式を詳細に調べ、窒素代
謝における役割分担を論議し、招待論文とし
てその成果を公表した。   
NADH-GOGAT2 は、NADH-GOGAT1 と極めて類

似したタンパク質であり、トランジット配列
の類似性から、本タンパク質もプラスチド／
葉緑体に局在しているものと考えられ、
OsNADH- GOGAT1の未熟器官での特異的な発現
とは異なり、OsNADH-GOGAT2は成熟葉身や葉
鞘で主に発現が観察された。穎果特異的に発
現する OsGS1;3に関して、発芽過程での発現
様式をプロモーター::GUS の形質転換種子で
観察した。OsGS1;3は吸水前から主にアリュ
ーロン層で発現しており、OsGS1;2の胚盤で
の発現とは異なっていた。GS1;1, 1;2, 1;3
と NADH-GOGAT1 と 2 の遺伝子破壊変異体をそ
れぞれ獲得し、変異体を用いての機能解析を
進めている。同時に GS1;1 変異体を用いてメ
タボローム解析を進め、代謝ネットワークの
変化やC/N バランスの著しい変化を確認でき、
現在、その成果をまとめて公表準備を進めて
いる。 
 シンク器官のプラスチドで転流窒素の再
利用を行う NADH グルタミン酸合成酵素の反
応に、炭素骨格である 2-オキソグルタル酸
を供給する代謝系を、イネの根を用いて詳細
に調べ、発現時期や発現場所の類似性から、
ミトコンドリアに局在するイソクエン酸脱
水素酵素であることを示し、その成果を国際
学術雑誌に公表した。 
 コシヒカリを遺伝背景として、第２染色体
の一部約 40cM がインド型イネ Kasalath に置
換された系統 C-22 を用いて、QTL 解析で観察



 

 

されたGS1 タンパク質含量や穂数に関する表
現型が実際に検出されることを、ガラス室な
らびに圃場での栽培で示した。また、第６染
色体に見いだされた、根長と窒素吸収を促進
する遺伝子を QTL 領域から単離した。この遺
伝子は転写活性化因子をコードしており、酵
母を用いた系で転写因子であることの確認
を行った。日本型イネでは、この遺伝子は成
熟タンパク質となっており、根の伸長や窒素
吸収の促進は認められない。一方で、インド
型イネの多くはこの遺伝子の途中に停止コ
ドンができており、成熟タンパク質は発現し
ない。この状態で表現型を示す、Loss of 
Function 型の因子であることが判明した。イ
ンド型イネへのこの遺伝子領域を導入する
ことで相補検定を確認し、現在、この転写因
子の標的遺伝子を探索中である。 
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