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研究分野：植物分子栄養学 
科研費の分科・細目：農芸化学・植物栄養学・土壌学 
キーワード：植物代謝調節、遺伝子、シグナル伝達、発現制御 
 
１．研究計画の概要 
 植物体内での利用可能な窒素情報の検
知・伝達機構は不明である。主要窒素代謝
中間産物であり、かつ、植物の効率的窒素
利用上重要な窒素転流機構の転送窒素形態
の主体であるグルタミン(Gln)は、窒素シグ
ナル候補分子とされ、植物における窒素代
謝系遺伝子発現を制御するGln情報伝達系
の存在が提唱された。本研究では、主要モ
デル穀物イネにおけるGlnシグナル検知因
子候補としてのOsACR群やOsACTPK群の機能
と窒素代謝系遺伝子群発現制御や窒素代謝
調節への関与を検証・整理し、特に窒素の
吸収同化・転流利用機構でのGln情報伝達系
の階層的分子統御機作を解明する。 
 
２．研究の進捗状況 
 OsACR9, OsACTPK1 及び OsACTPK4 に関して
研究を進めた。 
 
(1) アミノ酸結合能と窒素シグナル感知機

能の解析及び相互作用因子の単離 
  組換え(r)上記タンパク質の大腸菌内発

現系と精製系を構築し、アミノ酸固定アガ
ロースクロマト解析やアミノ酸共存下の
等温滴定型熱量測定解析により、これらの
アミノ酸結合能を解析している。rOsACTPK
の リ ン 酸 化 活 性 解 析 の 結 果 で は 、
rOsACTPK4 の自己リン酸化活性に Glu と
Asp が正のエフェクター効果を示した。酵
母 two-Hybrid 法により、OsACR9 相互作用
因子候補としてイネ推定転写因子を単離
した。OsACTPK の標的リン酸化因子候補の
単離も進めている。 

(2)イネ細胞内・組織・器官での発現解析 
  OsACR9 は、イネの NH4

+処理後幼植物根、

未抽出葉身及び登熟初期玄米における
Gln 応答性遺伝子発現細胞群に分布した。
NH4

+供与後のイネ幼植物根では、OsACTPK4 
mRNA は極短時間で発現し、また、OsACTPK1 
mRNA は、外来 NH4

+充足下で顕著に蓄積し
た。GFP 融合タンパク質のイネ細胞での一
過的発現解析より、OsACR9 と OsACTPK4 の
核局在及び OsACTPK1 のサイトゾル・核両
局在が示唆された。 

(3)遺伝子破壊・発現抑制イネを用いた直接
的機能検証 

  RNAi 法による OsACR9 発現抑制イネと野
生型イネの根のトランスクリプトーム解
析より、OsACR9 が発現調節に関わる可能
性のある Gln 応答性遺伝子候補を選抜し
た。Tos17 挿入 OsACTPK1 破壊イネでは、
対照系統と比較して、NH4

+充足条件下で、
根の伸長と乾物重の減少、地上部の生育と
乾物重の増加、根と地上部の全窒素・遊離
アミノ酸含量の増加、及び根の NH4

+の吸収
速度と蓄積量の増加が認められ、OsACTPK1
が根の NH4

+吸収制御に関わることが示唆
された。 

 
３．現在までの達成度 
 
④ 遅れている。 
 (理由) 
 OsACR9や OsACTPK1及びOsACTPK4の Glnや
他アミノ酸との結合特性解析に用いるため
の上記タンパク質の可溶性組換えタンパク
質高度精製標品の大量調製が、発現タンパク
質の不溶化や凝集等により、困難を極めた。
本研究で用いた酵母 two-hybrid 系でのスク
リーニングには長期間を要し、OsACTPK1 と
OsACTPK4 の標的リン酸化因子の単離には至
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っていない。OsACTPK1 に関しては、抗体の特
異性に問題があったためイネの細胞・組織分
布を解析できなかった。OsACR9 と OsACTPK1
の過剰発現体イネは獲得していない。 
 
４．今後の研究の推進方策 
 OsACTPK1とOsACR9に関して研究を進める。 
 
(1)大腸菌内大量発現系と高度精製系を改変

し、アミノ酸固定アガロースクロマト解析
やアミノ酸共存下の等温滴定型熱量測定
解析に供するに足るrOsACR9とrOsACTPK1
の調製に成功した。rOsACR9 と rOsACTPK1
の Gln 及び他アミノ酸に対する結合能を
解析する。rOsACTPK1 のリン酸化活性に対
する Gln や他アミノ酸のエフェクター効
果も解析する。 

(2) OsACTPK1 はイネ根細胞の原形質膜の NH4
+

輸送に関わる膜タンパク質の輸送活性制
御に直接・間接的に関わる可能性がある。
膜タンパク質相互作用因子の探索に優れ
るsplit-ubiqutin系酵母two-hybrid法に
て、OsACTPK1 の相互作用・標的リン酸化
タンパク質候補を単離する。また、
OsACTPK1 とイネ原形質膜のアンモニウム
輸送担体または単離相互作用因子候補の
in vivo での相互作用を、イネ培養細胞に
おける一過的共発現系での蛍光タンパク
質再構成解析と免疫沈降法解析により検
証する。OsACR9 と単離推定転写因子の相
互作用も同様に検証する。各大腸菌内発現
タンパク質精製標品を用いて、Gln や他の
アミノ酸の共存下での OsACTPK1 によるイ
ネアンモニウム輸送担体または相互作用
因子へのリン酸化修飾の有無を検証する。
アンモニウム輸送担体欠損酵母内で
OsACTPK1 とイネアンモニウム輸送担体を
共発現後、15NH4

+吸収の変化を解析する。 
(3)OsACTPK1 抗体は再度作成した。イネにお

ける OsACTPK1 の組織・細胞分布を免疫光
学顕微鏡法により解析する。 

(4) OsACTPK1-KO イネについて、NH4
+同化・窒

素転流機構の鍵タンパク質・酵素群と関連
炭素代謝系酵素群のタンパク質量・活性の
変動を解析し、OsACTPK1 の機能を検討す
る。トランスクリプトーム解析にて、
OsACTPK1 が発現調節する情報伝達系下流
因子群や標的窒素代謝系・他代謝系の遺伝
子候補を探索する。OsACR9 が発現調節に
関わる可能性のある Gln 応答性遺伝子候
補の発現変動を OsACR9 発現抑制イネと野
生型イネ間で定量的に比較解析する。 

 
５. 代表的な研究成果 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
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