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研究成果の概要（和文）：窒素は植物の主要な栄養素であり、その利用効率の向上は持続可能な農業生産のため
に重要である。植物は体内の窒素量をモニターし、それに応答して様々な酵素の活性を調節していると考えられ
ていたが、その機構の解明は十分ではなかった。私たちは、窒素代謝の新しい調節因子としてACR11タンパク質
を見出した。さらなる研究により、ACR11は、窒素量に応答して、アンモニアや硝酸からアミノ酸を合成する経
路の活性を制御していることが明らかになった。これらの結果は、植物の窒素代謝の調節機構を理解する上で重
要な知見である。

研究成果の概要（英文）：Nitrogen is one of the macronutrients of plants and improving the nitrogen 
use efficiency in plants is important for the sustainable agriculture system. It is thought that 
plant can monitor the cellular nitrogen status, which is required to response drastic changes of the
 nitrogen metabolic flows rapidly. However, the mechanism has not yet to been elucidated. Here, we 
found a chloroplastic ACR11 protein as a novel regulator of the plant's nitrogen metabolism. Our 
study revealed that ACR11 controled the nitrogen assimilation via a direct interaction with 
Fd-GOGAT. Given two ACT domain in ACR11, ACR11 may act as a nitrogen sensor.

研究分野： 植物生理学

キーワード： 窒素代謝
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１．研究開始当初の背景 
 窒素は植物にとって重要な栄養素であり、
その利用効率の向上は維持可能な農業シス
テムのために重要である。 
 植物は土壌中の無機態窒素（硝酸及びアン
モニア）を吸収する。吸収された無機態窒素
はグルタミン合成酵素（GS）/グルタミン酸
合成酵素（GOGAT）により、有機体窒素で
あるグルタミン酸を合成する。このグルタミ
ン酸は最終的にタンパク質、核酸、クロロフ
ィル、植物ホルモン、窒素含有二次代謝産物
などの合成に用いられる。この反応は「窒素
同化」と呼ばれる重要な反応である。 
 先行研究により、窒素同化は細胞内の窒素
濃度に応答してタンパク質レベルで制御さ
れているのではないかと示唆されていた。タ
ンパク質レベルでの制御は転写レベルでの
制御よりも早く応答できるため、時々刻々と
変化する細胞内の状況に素早く応答し、迅速
に代謝を制御するために重要である。しかし、
その制御機構は明らかではなかった。 
 一方、申請者は、（Nmr1 改め）ACR11 と
いう機能未知な葉緑体タンパク質がフェレ
ドキシン依存的なグルタミン酸合成酵素
（Fd-GOGAT）と結合し、巨大なタンパク質
複合体を形成していることを見出した。
ACR11 はアミノ酸結合能を持つ ACT ドメイ
ンを有しており、アミノ酸センサーとして機
能し得ることから、ACR11 は窒素センサー
として機能し、Fd-GOGAT を制御している
のではないかと考えた。 
 acr11 欠損株は生育の遅延と葉のクロロシ
スを示した。これらの表現型は Fd-GOGAT
の欠損株とよく似た表現型であることから、
Fd-GOGAT の蓄積量を調べたところ、野生
型の 1/4 程度にまで減少していた。また、そ
れに伴ってアミノ酸プロファイルも野生型
とは異なっていた。 
 これらの結果は、ACR11 が Fd-GOGAT を
制御している可能性を強く示唆していた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、1)ACR11 を介した窒素代謝制
御の機構と生理的役割を明らかにし、2)その
知見を応用した窒素の利用効率の高い植物
の作出を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)ACR11 を介した窒素代謝制御機構と生理
的役割の解析 
 これまでの研究から、acr11 欠損株では、
Fd-GOGAT の蓄積量が顕著に減少している
ことが明らかになっている。これは、ACR11
が Fd-GOGAT の安定性に重要な役割を担っ
ていることを示している。一方で、ACR11
が Fd-GOGAT の蓄積量を制御していること
を示すためには、ある条件では Fd-GOGAT
量を増やし、ある条件では Fd-GOGAT 量を
減らす、というような現象を野生型で確認し、
それが acr11 欠損株で失われていることを確

認する必要がある。具体的には、（Fd-GOGAT
の生理的意義を考えると）細胞内の無機態窒
素濃度が高い時に、Fd-GOGAT 量を上昇さ
せ、低い時に Fd-GOGAT 量を減少させるの
ではないかと考えた。 
そこで本研究では、野生株と acr11 欠損株

における Fd-GOGAT の蓄積量を細胞内の窒
素濃度が大きく変動するような実験条件で
比較した。 

 
（2）ACR11 の制御を受けない Fd-GOGAT を持
つ組み換え植物体の作製と評価 
Fd-GOGAT は従来から窒素の利用効率向上

のターゲットの１つであり、その高発現株が
作製されてきたが、窒素の利用効率の向上は
見られていない。この理由は ACR11 による
Fd-GOGAT の転写後制御にあると考えられる。
そこで、本研究では、「ACR11 の制御を受けな
い Fd-GOGAT」を植物体に導入し、恒常的に
GOGAT 活性が高い植物体を作出することで、
窒素の利用効率の向上を試みる。 
そのため、まず、シアノバクテリアの

Fd-GOGAT をシロイヌナズナに導入し、その評
価を行う。ACR11 による制御はシアノバクテ
リアには存在しないため、それら生物種の
Fd-GOGAT は ACR11 の制御を受けず、恒常的に
高い活性を持つと期待できる。 
 
４．研究成果 
(1)ACR11 を介した窒素代謝制御機構と生理
的役割の解析 
 まず、Fd-GOGAT の量や活性は日周変動
することが知られている。そこで、野生株お
よび acr11 欠損株における Fd-GOGAT の日
周変動を調べた。その結果、野生株において
は ACR11 および Fd-GOGAT の蓄積量は昼
に多く、夜に低下することが明らかになった。
これは先行研究とよく一致した結果である。
一方、acr11 欠損株においてはこのような日
周変動は全く見られず、昼も夜も Fd-GOGAT
量は変わらなかった。この結果は、ACR11
が Fd-GOGAT の日周変動に必須であること
を示している。 
 次に、High CO2条件で野生株と acr11 変
異株を栽培した後、通常大気条件に移動し、
Fd-GOGAT の蓄積量の変化を調べた。High 
CO2条件では光呼吸経路の活性が抑制される
ため、光呼吸によるアンモニアの生成が抑制
される。その後、通常大気条件に移すことで
アンモニアが大量に生成するため、もしも
ACR11 が細胞内の窒素量に応答して
Fd-GOGAT 量を増やすのであれば、通常大
気条件に移した際に Fd-GOGAT 量が増える
はずである。 
 実際に、通常大気条件に野生株を移動した
場合には、ACR11 タンパク質および、
Fd-GOGAT タンパク質の蓄積量が顕著に上
昇することが明らかになった。一方で、acr11
変異株においてはこの上昇は認められなか
った。また、この時に、Fd-GOGAT の mRNA



量はほとんど変化していなかった。これらの
結果は、光呼吸により生成されたアンモニア
量に応答して、ACR11 が Fd-GOGAT 量を上
昇させたことを示している。しかも、この上
昇は転写レベルではなく、タンパク質レベル
での制御によるのもであった。この結果は、
ACR11によるFd-GOGATの制御がタンパク
質レベルで行われていることを示している。 
 さらに、野生株と acr11 欠損株を窒素飢餓
条件に置いた後、窒素の再添加を行った際の
ACR11 と Fd-GOGAT 量の変動を調べた。そ
の結果、野生株においては窒素の再添加後 30
分 以 内 に ACR11 タ ン パ ク 質 お よ び
Fd-GOGAT タンパク質の顕著な増加が認め
られた。また、それに伴ってグルタミン酸の
増加も認められた。一方、acr11 欠損株にお
い て は 窒 素 添 加 に 伴 う 短 時 間 で の
Fd-GOGAT タンパク質の増加は認められな
かった。また、グルタミンの顕著な増加は認
められたものの、グルタミン酸の増加は認め
られなかった。また、その時間内においては
両植物体において、Fd-GOGAT 遺伝子の
mRNA レベルでの発現上昇は認められなか
った。これらの結果は、ACR11 がグルタミ
ンの増加に伴って Fd-GOGAT タンパク質の
蓄積量を増加させたことを強く示唆してい
る。 
 なお、シロイヌナズナにおいては、
Fd-GOGATは Glu1遺伝子および Glu2遺伝子に
コードされている。先行研究から葉において
は Glu1 遺伝子が主要なアイソザイムである
ことが知られていたが、実際に qPCR で定量
した結果、野生株および acr11欠損変異株に
おいても、Glu1 遺伝子の発現量が常に Glu2
遺伝子の発現量と比べて5～10倍高いことが
明らかになった。同様に、野生株の葉緑体の
質量分析の結果、Glu1 由来のユニークペプチ
ドは数多く同定できたものの、Glu2 由来のペ
プチドは同定できなかった。すなわち、タン
パク質レベルでも Glu1 の方が葉では多く蓄
積していることは間違いないと思われる。こ
れらの結果から、ACR11 は少なくとも Glu1に
コードされている Fd-GOGAT には結合してい
ると考えている。 
 また、野生株と acr11変異株のトランスク
リプトームをマイクロアレイで比較した結
果、硝酸トランスポーターの発現量に差を認
めたが、全体としてその差は非常に小さかっ
た。この結果は、野生株と acr11変異株の表
現型の差がタンパク質レベルにおける制御
の差であることを示唆している。 
 ACR11 の ACT ドメインにどのアミノ酸が結
合するのかを調べるため、免疫沈降で ACR11
を精製し、遊離アミノ酸の結合を調べたが、
残念ながら遊離アミノ酸の結合は確認でき
なかった。おそらくは免疫沈降の作業過程で
外れてしまったものと思われる。ただし、
ACR11のACTドメインはGlnDのグルタミン結
合ドメインと似ていること、そして acr11欠
損株の表現型から、おそらくはグルタミンが

結合するのだろうと考えている。 
 これらの結果から、ACR11 はおそらくはグ
ルタミン量をモニターし、それに応答して、
Fd-GOGAT 量を制御していることが明らかに
なった。これら知見は植物の窒素代謝制御の
基盤的理解において、重要である。これら結
果については 2016 年に論文として報告した
（Takabayashi et al. 2016）。 
  
（2）ACR11 の制御を受けない Fd-GOGAT を持
つ組み換え植物体の作製と評価 
  シアノバクテリア Synechocystis sp. 
PCC6803 株の Fd-GOGAT にシロイヌナズナの
RubisCO の葉緑体移行シグナルを付け、35S
プロモーターの制御下で acr11変異株に導入
し、形質転換を行った。Preliminary なデー
タでは、得られた形質転換体は弱光下では
acr11 よりも成長が良く野生型と同等以上の
生育を示したが、通常の生育条件ではそのよ
うな生育の有意な差が認められなかった。こ
の理由として、ACR11 は Fd-GOGAT の制御に機
能しているだけでなく、他の窒素代謝の酵素
の制御に関与している可能性が考えられる。
実際に、最近、GS の活性制御に機能している
ことも報告された。すなわち、acr11 欠損株
は Fd-GOGAT の量が少ないだけでなく、他の
アミノ酸代謝経路の活性も異なっている、複
合的な表現型を持つと思われる。実際に、
acr11 欠損株のアミノ酸プロファイルは
fd-gogat 欠損株のアミノ酸プロファイルと
は異なっている。 
 そこで現在は、fd-gogat変異株に先ほどの
形質転換ベクターを導入している。 
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