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研究成果の概要（和文）：本研究では、オオムギ根の高親和性硝酸輸送系を構成する2つのタンパク質(HvNRT2.1
およびHvNAR2.3)の相互作用について、組織細胞生物学的に明らかにした。まず、2つのタンパク質は根の皮層に
おける最も外側の細胞層の細胞膜に存在していることを明らかにした。続いて、HvNRT2.1とHvNAR2.3が細胞膜上
で相互作用することをBiFC法で明らかにした。さらに、2つのタンパク質をタマネギ表皮細胞で個別に発現させ
たところ、それぞれのタンパク質単独では細胞膜に局在できないことを明らかにした。以上の結果より、両タン
パク質が細胞膜に局在するためにはお互いの存在が必要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, an interaction between two proteins (HvNRT2.1 and 
HvNAR2.3), both of which configure the high-affinity nitrate transport system in barley roots, was 
investigated histochemically and cytochemically. These two proteins localize on the plasma membrane 
of the outermost cell layer in the barley root cortex. In addition, these proteins interact on the 
plasma membrane as revealed by BiFC analysis. When HvNRT2.1 and HvNAR2.3 were expressed individually
 in epidermal cells of onion, each protein failed to localize the plasma membrane. These results 
indicate that these two proteins may need each other for localizing on the plasma membrane.

研究分野： 植物栄養学

キーワード： 硝酸イオン　トランスポーター　オオムギ
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１．研究開始当初の背景 
植物は、窒素源として主に硝酸イオンを根

から吸収し、これを植物体内の各部位に分配
し、タンパク質や核酸などの有機態窒素に同
化している。土壌中からの低濃度の硝酸イオ
ン吸収能力を強化することは、作物の窒素利
用効率の向上を目指す上で重要な戦略であ
り、将来的に、減肥料栽培でも作物の収量を
維持できる技術開発に寄与することが期待
される。そのために、根の細胞膜上において
低濃度硝酸イオンの吸収を行う高親和性輸
送系(HATS)の機能制御機構を明らかにする
ことが極めて重要となる。これまで、HATS
を担うタンパク質の実体として、高親和性硝
酸イオントランスポーター(NRT2)のみが考
えられてきたが、新たに NRT2 の制御因子と
して NAR2 タンパク質が発見された 1, 2)。す
なわち、HATS は、NRT2 と NAR2 が担う 2
成分輸送系であることが提案された。 
シロイヌナズナの NAR2 欠損変異体株は、

野生株に比較して HATS 活性が 10%まで減少
しており 3)、このとき、NRT2 の細胞膜局在
性も失われることが示唆された 4)。オオムギ
では、NRT2 と NAR2 のタンパク質間相互作
用に、NRT2 の C 末端と NAR2 の中央領域が
関わることが示唆されたが 5)、これが in vivo、
すなわち細胞内においても支持されるかは
不明である。このため、NRT2 と NAR2 は根
において同じ組織の細胞に存在し、相互作用
する可能性があるのか、NRT2 と NAR2 は細
胞内で複合体を形成して存在するのか、その
場合、NRT2 と NAR2 のタンパク質間相互作
用に特定のアミノ酸残基が関与するか、NRT2 
と NAR2 は単独で細胞膜に局在できるのか、
など、不明な点が多く残されている。研究代
表者は、これらの不明な点を解明するために
は、NRT2 と NAR2 の組織細胞学的研究が不
可欠であると考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、オオムギ根において HATS を構

成する２種のタンパク質 (HvNRT2 および
HvNAR2)の機能発現機構を組織細胞学的な
側面から明らかにし、低窒素な土壌条件下に
おける作物の窒素利用効率の向上技術に寄
与できる分子基盤を提示することを目的と
し、以下の項目を行った。 

(1) HvNRT2 および HvNAR2 の根組織内局
在性解明 

(2) アフィニティカラム法による HvNRT2
と HvNAR2 の相互作用解析 

(3) HvNRT2 および HvNAR2 の細胞内にお
ける相互作用解析 

(4) 個々の HvNRT2 および HvNAR2 の細胞
内局在性解析 

 

３．研究の方法 
(1）オオムギの生育 

オオムギ（ Hordeum vulgare L. cv. 
Minorimugi）種子を水で湿らせたろ紙で
包み、グロースキャビネット内(摂氏 25
度)で発芽させた。3 日目に無窒素培養液
の入ったバットに種子を移植し、連続光
下で栽培した。無窒素培養液は毎日交換
した。７日目に無窒素培養液に窒素源を
加え、一定時間後に根を採取した。無窒
素培養液の組成は以下のとおりである。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(2）免疫組織染色法 
 無窒素で 7 日間育てたオオムギ幼植物
に 0.4mM 硝酸を与え、12 時間後に根を採
取した。根の先端部から 20mm の部位か
ら横断切片を作成し、HvNRT2 および
HvNAR2 に対する抗体を一次抗体に用い
て蛍光抗体染色を行なった。 

 
 (3)アフィニティカラム法による HvNRT2 と

HvNAR2 の相互作用解析 
HvNRT2 と HvNAR2 の部分配列を大腸

菌内で発現させ、それらの間の相互作用
を解析した。まず、HvNRT2 の C 末端領
域 77 残基(HvNRT2C)と HvNAR2 の中央
部分 63 残基(HvNAR2Cent)の組換えタン
パク質断片を得、HvNAR2Cent をカラム
に固定化した。その HvNAR2Cent 固定化
カラムに NRT2.1C をアプライした後、カ
ラムに結合したタンパク質を酸性溶液で
溶出し、溶出液中のタンパク質に
HvNRT2C が含まれるか解析した。また、
アミノ酸置換した変異 NRT2.1C を用いて
同様の実験を行った。 

 
(4) HvNRT2 および HvNAR2 の細胞内にお

ける相互作用解析 
 インタクトな植物細胞内における
HvNRT2 および HvNAR2 の相互作用を
解析するために、Bimolecular fluorescence 
complementation(BiFC) 法 を 行 っ た 。

0.1mM CaCl2 

1.0mM MgSO4 

0.2mM KH2PO4 

2.5×10-2mM Fe‐EDTA・Na2 

1.0×10-2mM H3BO3 

5.0×10-4mM MnSO4 

2.0×10-4mM CuSO4 

5.0×10-4mM ZnSO4  

1.0×10-5mM (NH4)6Mo7O24 

 



HvNRT2.1 および HvNAR2.3 を Yellow 
fluorescence protein （YFP）の分割 N 末
端側（nYFP）あるいは分割 C 末端側 
（cYFP）と融合タンパク質を形成するよ
うコンストラクトを作成した。 
 作成したコンストラクトは、パーティ
クルガン法でタマネギ表皮細胞に、また
ポリエチレングリコール法でオオムギ
葉肉プロトプラストに導入し、融合タン
パク質を一過的に発現させ、YFP の発す
る蛍光を観察した。 

 
 (5) HvNRT2 および HvNAR2 の単独での細

胞内局在性 
HvNRT2.1とGFPとの融合タンパク質

(HvNRT2.1:GFP) および HvNAR2.3 と
DsRed と の 融 合 タ ン パ ク 質
(HvNAR2.3:DsRed)を一過的発現系とし
て用いられるタマネギ表皮細胞に個別
に発現させ、２種の融合タンパク質が細
胞内のどこで発現しているのかを調べ
た(図 1 a, b)。また、HvNRT2.1:GFP およ
びHvNAR2.3:DsRedをタマネギ表皮細胞
で同時に発現させ、緑色蛍光、赤色蛍光
および両蛍光をマージさせた結果を観
察した(図 1c)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  図 1. 一過的発現解析の 3 つのパターン 
 
４．研究成果 
 (1) HvNRT2 および HvNAR2 の組織局在 

蛍光観察の結果、HvNRT2 および
HvNAR2 はともにオオムギ根の皮層域
の最も外側にある細胞層において、遠心

側の細胞膜にのみ局在することが示さ
れた。また、これらのタンパク質は硝酸
塩の供給によって発現誘導されること
が明らかになった。今回の結果により、
HvNRT2 および HvNAR2 が同一の細胞
層に同時に発現していることが明らか
になり、２つのタンパク質が相互作用す
る可能性を組織細胞学的側面から示す
ことができた。また、根における低濃度
の硝酸イオンの吸収が、これまで考えら
れていた皮層域全体ではなく、皮層域の
最も外側にある細胞層においてのみ行
われていることが強く示唆された。硝酸
イオンは、これらの細胞に一旦吸収され
たのち、原形質連絡を通じて、すなわち
シンプラスト経由で維管束組織にある
導管まで送られると考えられた(図 2)。
さらに本研究によって、HvNRT2 および
HvNAR2 が細胞膜の遠心側にのみ配置
されることが明らかになったが、それが
どのような機構で行われているのか、解
明すべき新たな課題が生じた。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
   図 2. 硝酸イオンの根内移行モデル  
      矢印は硝酸イオンの動きを示す。

HvNRT2およびHvNAR2の局在する場所
は赤の線で示した。 

 
(2) HvNRT2 と HvNAR2 の相互作用解析 

HvNAR2.3 の中央断片を固定化したカ
ラムにHvNRT2.1の C 末端断片アプライ
したところ、両タンパク質断片がカラム
内で結合することが明らかになった。こ
れにより、両タンパク質の結合部位が初
めて示唆された。いくつかのアミノ酸残
基を別のアミノ酸残基に置換した変異
NRT2.1C タンパク質断片をカラムに通
して、同様の実験を行ったところ、463
番目のセリン残基がアラニン残基に置
換された断片において、顕著な結合能の
低下が見られた。このことから、このセ
リン残基が NAR2.3 との結合に関与する
ことが示唆された。これまでの研究で、
NRT2.1C タンパク質断片がオオムギ根
の粗抽出液中でリン酸化されることが
明らかになっており、NRT2.1 の 463 番
目のセリン残基がリン酸化修飾を受け
ることにより、NAR2.3 との結合能が変
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化することが考えられる。 
(3) HvNRT2およびHvNAR2の細胞内におけ

る相互作用解析 
HvNRT2.1 の N 末端と分割黄色蛍光タ

ンパク質(YFP)の N 末端側との融合タン
パク質(nYFP:HvNRT2.1)と HvNAR2.3 の C
末端と分割YFPの C末端側との融合タン
パク質 (HvNAR2.3:cYFP)をタマネギ表
皮細胞とオオムギ葉プロトプラストに
おいて発現させた。タマネギ表皮細胞お
よびプロトプラストの両方において再
構成されたYFPによる蛍光が細胞膜上に
観察され、HvNRT2.1 と HvNAR2.3 が相互
作用して細胞膜上で機能することが示
唆された。なお、タマネギ表皮細胞での
観察結果は以前にも得られていたが、蛍
光強度が弱かったため、本研究ではプロ
トプラストも用いた。今後、プロトプラ
ストで得られた結果を論文投稿に用い
ることとする。 

 
(4) HvNRT2 および HvNAR2 の単独での細

胞内局在性 
蛍光観察の結果、図 1 の a および b の

細胞では、コントロールの細胞と同じく
細胞質全体に広がった蛍光が確認され
た。このことは、HvNRT2およびHvNAR2
は単独では細胞膜に局在化することは
できないことを意味している。一方、c
の細胞では、緑色および赤色の蛍光が細
胞膜で見られ、両蛍光を重ねると黄色を
呈した。これは、二つのタンパク質が細
胞膜に配置されるためにはお互いの存
在が必要であることを意味し、NRT2 の
細胞膜への配置に NAR2 が関与すると
いう仮説を提示することができた。 

 
(5) 今後の課題 

HvNRT2 および HvNAR2 が細胞膜上
で相互作用することが BiFC 法により、
示され、また、HvNRT2.1 と HvNAR2.3
の タ ン パ ク 質 間 相 互 作 用 に は 、
HvNRT2.1 の C 末端と HvNAR2.3 の中
央領域が関与することが示された。今後、
部位特異的変異法によりこれらの領域
に存在する特定のアミノ酸残基を他の
アミノ酸残基に置換し、変異タンパク質
どうしをタマネギ表皮細胞などで同時
に発現させ、変異タンパク質の細胞内局
在性を調べる。これにより、特定のアミ
ノ酸残基の変異の有無が細胞内におけ
る局在性にも影響を及ぼすのかが明ら
かになる。 
また、HvNRT2 および HvNAR2 がどの

ような機構で皮層の最も外側の細胞層
にのみ局在するのかを明らかにするた

めに次の実験を行う。すなわち、
HvNRT2.1 および HvNAR2.3 のプロ―モ
ーター領域の下流に、GFP を連結しミナ
トカモジグサに形質転換したのち、根に
おける GFP の発現部位を観察する。GFP
の発現部位がオオムギ根における
HvNRT2 および HvNAR2 発現部位と同
じであれば、両タンパク質の組織特異的
発現が遺伝子のプロモータにより支配
されていることが明らかになる。さらに、
プロモーター領域の削り込み実験を行
うことで、HvNRT2 および HvNAR2 の組
織特異的発現に関与している詳細なプ
ロモータ領域が明らかとなる。 
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