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研究成果の概要（和文）：窒素は、植物の生長を決定付ける栄養元素である。しかしながら、その重要性にも関わらず
、窒素代謝の制御機構については不明な点が多い。窒素源の量が減少すると、そのシグナルは下流に伝達、特定の転写
因子や酵素などが活性化され、最終的な窒素欠乏応答が引き起こされる。その一連の流れの内、窒素代謝の上流で機能
する因子は、植物において同定されていない。本研究では、紅藻シゾンを用いて、窒素代謝の上流で機能する因子を同
定して解析することを目的にした。本研究の成果により、TOR (target of rapamycin) が、窒素代謝の上流において、
窒素同化遺伝子の発現などの窒素欠乏応答を制御している事が解明された。

研究成果の概要（英文）：Nitrogen is the component of several biomolecules, such as amino acids and 
nucleic acids, and thus key nutrient for plant cell growth. Although regulation of nitrogen including 
perception of nitrogen status and its signal transduction are well documented in fungi and mammals, the 
related information in plant cells are very poor. Previous our study revealed that MYB1, an R2R3-type MYB 
transcription factor, is involved in nitrogen depletion responsive expression of nitrogen assimilation 
genes in the unicellular red alga, Cyanidioschyzon merolae. In this study, I tried to identify and 
examine an upstream regulator for nitrogen depletion responses, such as MYB1-mediated transcription. As 
the result on the research, I demonstrated that TOR (target of rapamycin) functions in nitrogen responses 
including MYB1-mediated transcription as an upstream regulator of nitrogen regulation.

研究分野： 植物分子生物学

キーワード： 窒素
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１．研究開始当初の背景 
窒素は、アミノ酸や核酸の主要な構成元素

であり、生物にとって極めて重要である。そ
れ故、窒素代謝の制御に関わる研究は盛んに
行われており、「窒素シグナルの受容、転写
調節因子へのシグナル伝達、窒素源に対する
最終的な応答反応」に至るまでの一連の流れ
が明らかになっている。しかしそれは、真核
生物の内、酵母や動物に限られた話であり、
植物においての知見については不明な点が
多い。その理由として、多くの制御系・実験
系が植物では複雑であることなどが挙げら
れる。 

申請者は、単細胞紅藻 Cyanidioschyzon 
merolae（以降シゾンと呼ぶ）を用いること
により、植物で不明であった、窒素同化系を
制御する MYB 型転写因子 CmMYB1 を初めて明
らかにし、更に、その制御下の遺伝子を同定
することに成功している。また、同定された
MYB 型転写因子が、高等植物でも一般に窒素
同化に関わることも見出している。しかし、
窒素代謝を制御する転写因子とその下流に
関する情報が明らかになる一方、上流で機能
する調節因子についての知見は、シゾンばか
りでなく、植物全体を見渡しても不明である。 
 
２．研究の目的 

本研究では、前述した背景や先行研究の結
果を基にして、「植物の窒素代謝の上流で機
能する調節因子の同定と機能解析」を行い、
未だ不明な、植物における窒素代謝の上流制
御機構を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究は、大きく分けて２つのステップ
から構成される。第１ステップでは、新規
窒素調節因子を順遺伝学的・生化学的解析
にて同定する。第２ステップでは、同定さ
れた調節因子の細胞内での機能を遺伝学的
解析と生化学的解析を組み合わせ、窒素代
謝の上流での役割を明らかにする。これら
の解析を通して、植物における窒素代謝の
上流制御機構の全体像を理解する。 
 
４．研究成果 
 MYB1 が窒素欠乏時に誘導されることを利
用して、窒素代謝を制御する上流因子の同定
を試みた。具体的には、MYB1 を GFP と融合し
て発現するシゾン株を作出し、EMS を用いて
変異原処理を施す。その後、窒素充足培地に
おいても MYB1 の発現（GFP の蛍光）が高い株
を FACS を用いて濃縮する。GFP 融合 MYB1 株
の作出はできたが、実験の過程においてシゾ
ンと FACS との相性が悪いことが判明した。
その原因として、シゾンが強固な細胞壁を持
たないことから、FACS で分取する際に用いる
シース液に曝されることで細胞が死滅して
いることが判明した。種々の条件検討を行っ
たが、改善が見込めなかったため、研究戦略
を変更した。 

 次に、酵母・動物において、窒素を含む栄
養素のシグナル経路で重要な機能を発揮す
る TOR (target of rapamycin) キナーゼに着
目した。TOR はその阻害剤であるラパマイシ
ンによって活性を特異的に阻害することが
可能であるが、シゾンを含む植物はラパマイ
シンに対して感受性を示さない。そのため、
酵母 FKBP12 を発現させ、ラパマイシンに対
して感受性を示すシゾンF12 株 [Imamura et 
al. (2013) BBRC] を用いた。 
 F12 株にラパマイシンを添加した結果、興
味深いことに、培地中に窒素源が充足してい
るにも拘らず、窒素欠乏時にのみ誘導される
MYB1 支配下の窒素同化遺伝子群の発現誘導
が観察された。このことは、TOR が窒素同化
系上流で機能していることを意味している。   
 TOR が窒素欠乏応答に寄与していることが
解明されたため、次にゲノムワイドな転写プ
ロファイルを解析した。具体的には、窒素欠
乏時とラパマイシンでTORを阻害した条件で
上昇する遺伝子と、減少する遺伝子を比較し
た。その結果、意外なことに、窒素欠乏条件
で上昇もしくは減少する遺伝子の一部（１割
程度）がTOR阻害時で共通した挙動を示した。
このことは、窒素欠乏応答性遺伝子発現のシ
グナル経路は、TOR 以外にも存在しているこ
とを意味している。 
 MYB1 の下流遺伝子についても解析を行い、
MYB1 が制御する新規の遺伝子としてフォス
ファターゼをコードする遺伝子が同定され
た。TOR はリン酸化酵素であり、窒素欠乏条
件ではその活性が低下することが推測でき
る。一方、窒素欠乏条件で MYB1 依存的に脱
リン酸化酵素が上昇することから、窒素源の
有無によるリン酸化を介した制御系が考え
られた。 
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