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研究成果の概要（和文）：本研究では、アンモニア耐性株であるプラスチド型グルタミン合成酵素欠損株（gs2
株）の解析により、アンモニア毒性の原因解明を目指した。硝酸イオン条件と比較してアンモニアストレス条件
の野生株では、酸消費反応であるグルタミン酸合成よりも酸生成反応であるグルタミン合成が促進されたが、
gs2株ではこれらの応答が緩和された。硝酸イオン条件と比較してアンモニアストレス条件の野生株では、酸ス
トレス遺伝子発現応答及び組織酸性度が増加したが、gs2株ではこれらの応答が緩和された。また、外液pHの上
昇によって野生株のアンモニア毒性が緩和された。以上から、酸ストレスがアンモニア毒性の原因の一つである
と結論づけた。

研究成果の概要（英文）：The aim of the present study is to elucidate mechanism for ammonium toxicity
 with focus on an ammonium sensitivity gene GS2 that was captured by my positive screen. I have 
found that (1) proton-producing GS2 reaction overflowed proton-consuming GOGAT capacity in wild-type
 grown under ammonium than under nitrate, which was attenuated in gs2 mutant, (2) expression of 
acidic stress-responsive genes was stimulated and tissue acidity was increased in ammonium-grown 
wild-type, which was suppressed in ammonium-grown gs2 mutant, (3) an elevation of medium pH by 
applying alkaline ammonia alleviated ammonium toxicity in ammonium-grown wild-type. These suggest 
that acidic stress is a primary cause of ammonium toxicity. 

研究分野： 植物栄養分子生理学

キーワード： アンモニア毒性　アンモニウム毒性　グルタミン合成酵素　酸ストレス

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年のラボ及びフィールドでの解析から、21世紀後半に予測される高CO2環境において、C3型光合成を行う作物
の硝酸態窒素の利用効率が大きく低下することが明らかになった。僅か1%の窒素利用効率の低下によって、世界
で年間11億ドルものコストが増加するという試算もある。作物種の多くが好硝酸性のC3型であることから、主要
作物の好アンモニア化は分子育種上重要な課題である。本研究は、アンモニア毒性の主要メカニズムを明らかに
しただけでなく、作物の好アンモニア化に向けた分子ターゲットも提示することができた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 近年のラボ及びフィールドでの解析から、21 世紀後半に予測される高 CO2 環境下では、
C3 型光合成を行う作物の硝酸イオンの利用効率が顕著に低下することがわかった（José et 
al. 2017 J Exp Bot）。このためアンモニウムイオン栽培が注目されているが、C3 型作物種の
多くが高濃度のアンモニウムイオン栽培下で生育不良を示す。この現象はアンモニア（アン
モニウム）毒性として広く知られるがが、チャールズ・ダーウィンによる発見以来、その主要な
原因は未解明である。 
 
２．研究の目的 
 研究代表者はシロイヌナズナを用いて大規模なスクリーニングを実施し、アンモニア毒性の
原因を克服したと考えられる複数のアンモニア耐性株を単離した。本研究では、これらの中でも
比較的強い耐性を示したプラスチド型グルタミン合成酵素欠損株（gs2）に着目し、この株のア
ンモニア耐性メカニズムを詳細に解析することによよってアンモニア毒性の原因を解明すると
ともに、作物の好アンモニウム化を進める上でのヒントを得ることを目指した。 
 
３．研究の方法 
（1）野生株と gs2 欠損変異株のトランスクリプトーム解析 
 アンモニアストレス条件で処理した野生株と gs2 欠損変異株の地上部をサンプリングした。
サンプルから RNA を抽出・精製し、RNA のクオリティーをチェックした後、規定プロトコールに
したがって GeneChip Arabidopsis Genome ATH1 Arrray（Affymetrix）解析を実施した。 
（2）野生株と gs2 欠損変異株における酸ストレス応答遺伝子のリアルタイム PCR 解析 
 硝酸イオン条件またはアンモニアストレス条件で処理した野生株と gs2 欠損変異株の地上部
をサンプリングした。サンプルから RNA を抽出・精製し、逆転写後、リアルタイム PCR 解析を実
施した。 
（3）野生株と gs2 欠損変異株のアミノ酸・アンモニア分析 
 硝酸イオン条件またはアンモニアストレス条件で処理した野生株と gs2 欠損変異株の地上部
をサンプリングした。サンプルからアミノ酸を抽出・精製後、CE-MS によってアミノ酸濃度を測
定した（埼玉大学の川合真紀教授との共同研究）。サンプルからアンモニアを抽出・精製後、分
光法によりアンモニア濃度を測定した。 
（4）野生株と gs2 欠損変異株の酸性度及びプロトン排出量の解析 
 硝酸イオン条件またはアンモニアストレス条件で処理した野生株と gs2 欠損変異株の地上部
をサンプリングした。サンプルの純水抽出液のプロトン濃度及び培地中へのプロトン排出量を
測定した。さらに、各株の葉肉プロトプラストからのプロトン排出量も定性的に評価した。 
（5）野生株と gs2 欠損変異株の葉緑体構造の電子顕微鏡観察 
 硝酸イオン条件またはアンモニアストレス条件で処理した野生株と gs2 欠損変異株の葉の葉
緑体構造を TEM 観察した（理化学研究所の豊岡公徳上級研究員との共同研究）。 
（6）野生株のアポプラスト pH の解析 
 アポプラスト局在型 pH プローブ蛍光タンパク質 PM-Apo と共焦点レーザー顕微鏡を用いて、
硝酸イオン条件またはアンモニアストレス条件で処理した野生株子葉の表皮細胞のアポプラス
ト pH を評価した。 
（7）アンモニア毒性及び組織酸性度への外液 pHの効果 
 硝酸イオン条件（pH 5.7）とアンモニアストレス条件（pH 5.7）、アンモニア水を用いて pH を
上昇させた硝酸イオン条件（pH 6.7）とアンモニアストレス条件（pH 6.7）で野生株を栽培し、
地上部の成長と純水抽出液のプロトン濃度を解析した。 
（8）GS2 と硝酸トランスセプターNRT1.1 の遺伝解析 
GS２ともう一つのアンモニア感受性遺伝子である NRT1.1 の二重破壊株を作成し、アンモニア耐
性能を解析した。 
 
４．研究成果 
（1）野生株と gs2 欠損変異株のトランスクリプトーム解析（図 1） 
 野生株と比較して gs2 変異株ではアンモニアストレス応答遺伝子群と酸ストレス応答遺伝群
の発現応答が統計的に有意に低下した。 
 
（2）野生株と gs2 欠損変異株における酸ストレス応答遺伝子のリアルタイム PCR 解析（図 2） 
 代表的なアンモニアストレス誘導遺伝子及び酸ストレス誘導遺伝子の発現が、硝酸イオン条
件の野生株地上部で低く、アンモニアストレス条件で高かった。gs2 欠損株ではアンモニアスト
レスによる発現誘導が強く抑制された。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
（3）野生株と gs2 欠損変異株のアミノ酸分析（図 3） 
 アミノ酸とアンモニアともに硝酸イオン条件の野生株地上部で低く、アンモニアストレス条
件で高かった。アンモニアストレス条件において、野生株と比較して gs2 変異株ではアンモニア
がさらに蓄積したのに対して、アミノ酸レベルは低下した。また、グルタミンのグルタミン酸に
対する比も、硝酸イオン条件の野生株地上部で低く、アンモニアストレス条件で高かった。gs2
変異株ではアンモニアストレスによるグルタミンのグルタミン酸に対する比の増加が緩和され
た。 
 アンモニアストレス条件では酸生成反応である GS2 によるグルタミン合成が、酸消費反応で
あるグルタミン酸合成よりも促進されること示唆された。また、gs2 変異株では、アンモニアが
蓄積したにもかかわらずアンモニア耐性を示したことから、アンモニアの蓄積よりも GS2 によ
るアンモニア同化反応が毒性に寄与すると考えられる。 
 
（4）野生株と gs2 欠損変異株の酸性度及びプロトン排出量の解析（図 4） 
 地上部の酸性度と地上部からのプロトン排出速度ともに硝酸イオン条件の野生株地上部で低
く、アンモニアストレス条件で高かった。gs2 変異株ではこれらのアンモニアストレスによる増
加が緩和された。葉肉プロトプラストからのプロトン排出量も同様の傾向を示した。アンモニア
ストレス下では GS2 による酸生成が促進されることがわかった。 
 
（5）野生株と gs2 欠損変異株の葉緑体構造の電子顕微鏡観察（図 5） 
 野生株葉緑体の膜構造は、硝酸条件とアンモニアストレス条件の間でほとんど違いが観察さ
れなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 
（6）野生株のアポプラスト pH の解析（図 6） 
 硝酸イオン条件と比較してアンモニア条件の表皮細胞のアポプラストでは、統計的に有意に
アポプラスト領域の pHが低下した。 
 
（7）アンモニア毒性及び組織酸性度への外液 pHの効果（図 7） 
 外液 pH の上昇によりアンモニア毒性による成長抑制が軽減されるとともに、組織の酸性度も
低下した。酸ストレスがアンモニア毒性に寄与することが示唆された。 
 
（8）GS2 と硝酸トランスセプターNRT1.1 の遺伝解析（図 8） 
GS２と NRT1.1 の二重破壊株は、いずれの単独破壊株と比べても統計的に有意にアンモニア耐性
が向上した。GS2 と NRT1.1 は独立のメカニズムによりアンモニア感受性を増加させることが示
唆された。 
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