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研究成果の概要（和文）： イネのゲノム解析の完了によって新規に発見されたサイトゾル型グ

ルタミン合成酵素 GS1;3 やグルタミン酸合成酵素 NADH-GOGAT2 に焦点を当て、窒素利用効

率に関わる統合的な分子基盤を構築した。遺伝子破壊変異体を活用するとともに、窒素利用効

率の制御に関わる新規遺伝子の探索を行った。その結果、GS1;3 は種子発芽の過程で、また

NADH-GOGAT2 は老化に伴う窒素転流で機能している事が示唆された。また、窒素欠乏に伴

う根の伸長と窒素吸収の促進に関わる新規遺伝子を同定した。 
 
研究成果の概要（英文）： Two new enzymes, GS1;3 and NADH-GOGAT, related to the 
primary assimilation of ammonium ions in rice discovered after the complete sequencing of 
genome were focused to understand their functions. Reverse genetics approaches 
successfully showed that GS1;3 is important during the seed germination, while 
NADH-GOGAT2 is functioning during nitrogen remobilization during leaf senescence. A 
new gene related to the nitrogen use efficiency was identified with the forward genetics and 
it contributed the increase in root-elongation as well as nitrogen uptake in rice.   
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１．研究開始当初の背景 
 イネはアンモニウムイオンを無機態窒素

源として吸収し、サイトゾル型グルタミン合

成酵素（GS1）と NADH グルタミン酸合成

酵素（NADH-GOGAT）の触媒を受けてグル

タミンに有機化された後、グルタミン酸に変

換されて多くの生合成反応に利用されるこ

とが判明していた。また、穂に蓄積する窒素
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の約 80%は老化器官からの転流によること

もわかっていた。さらに、外来の窒素環境に

応答し、特に低窒素条件では根の伸長を促進

することで窒素吸収を増加するものと考え

られていた。しかし、アンモニウムイオンの

有 機 化 に 関 わ る GS1 は 3 分 子 種 、

NADH-GOGAT は 2 分子種の遺伝子がある

ことがゲノム解析の完了から判明したが、窒

素利用やその制御機構の詳細は不明であっ

た。一方、イネでは分子遺伝学的なアプロー

チを可能とする材料が入手かのうであり、本

研究では分子遺伝学や分子生理学の研究手

法を駆使して、特に新規に発見された GS1;3
と NADH-GOGAT2 の機能解析を目指した。

同時に、窒素利用効率の向上に関わる新規遺

伝子の単離も目指した。 
 
２．研究の目的 
 (1) イネのアンモニア同化と窒素リサイク

ル機構の解明を目指し、特に新規に発見され

た GS1;3 と NADH-GOGAT2 に着目し、そ

れぞれの機能を逆遺伝学や分子生理学的に

解明し、窒素利用の分子基盤を構築すること

を目的とした。 
 (2) 窒素環境、特に低窒素条件に応答して

イネ根の伸長が促進されることに着目し、順

遺伝学的なアプローチにより遺伝子の単離

を目指し、窒素利用効率の向上に向けた分子

基盤を構築することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 (1) イネの窒素利用機構の解明に当たり、

アンモニウムイオンの初期同化に関わる 3種

のGS1 と 2種のNADH-GOGAT遺伝子破壊

変異体を、レトロトランスポゾン Tos17 が染

色体にランダムに挿入されたミュータント

パネルからスクリーニングした。それぞれの

遺伝子が破壊されていることを確認後、関連

する遺伝子の発現状況を定量 PCR で測定す

るとともに、水田で収穫期まで栽培し、変異

体それぞれの表現型を詳細に解析した。

GS1;3 の遺伝子破壊変異体に関しては、発芽

過程にも着目した。 
 (2) 低窒素に応答して根の伸長を促進する

原因遺伝子の単離にあたり、QTL 解析や染色

体部分置換系統群（CSSL）を用いた。単離

された遺伝子の機能は、酵母を用いて証明し

た。 
 
４．研究成果 

 (1) 既報の GS1;1 以外に、GS1;2 や GS1;3、
NADH-GOGAT1とNADH-GOGAT2の遺伝

子破壊変異体をそれぞれ獲得した。野生株で

は、GS1;1 遺伝子は主に葉身で、GS1;2 遺伝

子はアンモニウムイオンを供給した根の表

層二層（表皮・外皮細胞）で、GS1;3 は種子

特異的に、また NADH-GOGAT1 遺伝子は

GS1;2 遺伝子同様に根の表層 2層並びに成長

中のシンク器官で、NADH-GOGAT2 遺伝子

は成熟葉身と葉鞘で、それぞれ発現している

ことが判明し、アイソザイムそれぞれが窒素

利用機構において機能分担していることが

推定された。これらの成果を、2007 年に招

待論文として J Exp Bot に公表した。また、

これらの遺伝子破壊変異体を水田で栽培し

た結果、表現型に大きな差が認められ、遺伝

子発現の特異性と表現型の詳細な解析から、

GS1;2は根におけるアンモニウムイオンの同

化で、GS1;3 は発芽過程で、NADH-GOGAT1
は根における同化とシンク器官における転

流 窒 素 の リ サ イ ク ル で 、 ま た

NADH-GOGAT2 は老化器官からの窒素転流

の過程で、それぞれ機能することが強く示唆

される結果を得た。NADH-GOGAT1 に関す

る結果は、Amino Acids 誌に 2010 年 3 月に

on line で公表した。 

 
図１．水田で栽培した NADH-GOGAT1 遺伝

子破壊変異体の収量構成要素の比較 
   a 一株あたりの籾重、b 一株あたり

の登熟穎果数、c 一株あたりの穂数、 

d 千粒重、e 一穂あたりの穎果数、 
   f 登熟歩合 
   WT: 野生株、-/-：遺伝子破壊変異体、 
   +/-：null （Tos17 脱落個体） 
  （*Amino Acids (2010) 39: 1003-1012 

から転用記載した） 
 
 また、既に取得済みの GS1;1 遺伝子破壊変

異体に関しては、メタボローム解析による代

謝産物の網羅的解析を進めた。 
 



 

 

 (2) 低窒素に応答して根の伸長を促進する

遺伝子を単離した結果、この遺伝子は新規の

転写制御因子をコードしていることが判明

した。低窒素応答が鈍い日本型イネではこの

遺伝子は転写・翻訳されているが、低窒素応

答機能の高いインド型品種のカサラスでは、

この遺伝子に停止コドンが出現する変異が

認められ、この転写制御因子は翻訳されてい

ないことが確認できた。つまり、負の制御を

行う因子であると考えられた。転写制御因子

であることは、酵母を用いたツーハイブリッ

ド解析により確認した。この遺伝子は、窒素

の吸収促進に寄与していることも判明し、ま

た多くの品種を用いて低窒素に応答して根

の伸長を促進する品種を探索した結果、数品

種のインド型イネが見いだされ、いずれもこ

の転写制御因子に変異が入っていることが

確認された。このように大きな成果が得られ、

遺伝子単離の過程の結果までを、Theoretical 
Applied Genetics 誌に 2010 年 3 月に受理さ

れ、公表した。 
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