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研究成果の概要（和文）：植物の窒素栄養環境への適応において硝酸応答型の遺伝子発現は中心的な役割を担
う。この硝酸応答型遺伝子発現を担う転写因子はNLPタンパク質群であることを同定していることから、NLP転写
因子群を手がかりに、モデル植物であるシロイヌナズナを用いて硝酸応答型遺伝子発現の制御機構の解析を行っ
た。DNAマイクロアレイ解析によって、NLP転写因子群は硝酸応答型遺伝子発現のほとんどを制御しているマスタ
ーレギュレーターであることを明らかにした。また、硝酸シグナルの伝達に応答してNLP転写因子群がリン酸化
されることが、NLP転写因子の活性化機構であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Nitrate-responsive gene expression plays a key role in adaptation to diverse
 nitrogen conditions in plants. We previously identified NLPs as transcription factors responsible 
for nitrate-responsive gene expression. In this study, we analyzed the molecular mechanisms 
underlying NLP-mediated and nitrate-responsive gene expression in Arabidopsis. By DNA microarray 
analysis, we found that NLP transcription factors are master regulators responsible for expression 
of most of nitrate-regulated genes in Arabidopsis. We also found that phosphorylation of NLP 
transcription factors is a key for nitrate signaling and induction of NLP activity. 

研究分野：植物分子栄養学
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１．研究開始当初の背景 
	 窒素は植物の多量必須元素の一つであり、
植物は土壌中の無機窒素化合物（主に、硝酸
イオンとアンモニウムイオン）を吸収して同
化し、アミノ酸、核酸、クロロフィルなど窒
素原子を含む有機化合物を合成して成長して
いる。このため、土壌中に存在する無機窒素
化合物の量は植物の成長量を決定する大きな
要素となっている。自然環境では植物が利用
可能な化学形態の窒素の量は植物の最大成長
を支えるには十分でなく、植物は利用可能な
窒素を有効活用して成長する必要がある。ま
た、陸上植物にとって主たる窒素源である硝
酸イオンは河川や海洋に流出しやすく、窒素
環境の変化にも植物は適応する必要もある。
このため、植物の遺伝子発現パターンや代謝
バランスは窒素環境に応答して大きく変化す
る。このような変化を制御している分子機構
の解明は作物生産の向上を図る上で極めて重
要となっている。 
	 植物の窒素栄養環境への適応機構において
硝酸イオンが中心的な役割を担うことが知ら
れている。植物に取り込まれた硝酸イオンは
アンモニムイオンへと還元されアミノ酸へと
同化される一方で、シグナル伝達物質として
も働き、硝酸応答と呼ばれる様々な応答を引
き起こす。硝酸応答は、植物の窒素利用を調
節する最も主要な制御メカニズムと考えられ
ており、例えば、根に局所的に硝酸イオンを
与えた場合、その部分の成長が促進されるこ
とや、硝酸イオン投与によって硝酸還元酵素
や亜硝酸還元酵素といった硝酸同化経路の酵
素の遺伝子の発現が誘導されることが示され
ている。また、マイクロアレイ解析によって、
硝酸イオンの投与は広範な遺伝子発現の変化
を引き起こすことも明らかになっている。こ
のような硝酸イオンの投与に応答した遺伝子
発現は硝酸還元酵素遺伝子が欠損している突
然変異体においても見られること、また、タ
ンパク質合成阻害剤の存在下でも起こること
から、硝酸イオン自体がシグナル伝達物質と
して、未同定の転写因子をタンパク質レベル
で活性化することによって特定の遺伝子発現
を誘導していると推測されてきた。このよう
な硝酸応答型の遺伝子発現の分子メカニズム
は全く解明されていなかった。しかしながら、
我々は、シロイヌナズナの硝酸還元酵素遺伝
子と亜硝酸還元酵素遺伝子の発現制御機構に
ついて詳細な解析を行い、これら遺伝子の硝
酸シグナルに応答した転写を制御するために
必要十分なDNA 配列（NRE, nitrate-responsive 
cis-element）の同定、さらには、このNRE に
結合するシロイヌナズナ転写因子の同定に成
功して、硝酸応答型の遺伝子発現の分子メカ
ニズムの解明のための道筋を得た。同定され
た転写因子はNLP（NIN-like protein）と呼ばれ
るタンパク質群であり、NLP のN-末端側領域
が硝酸シグナル受信ドメインであり、N-末端
側領域を介した翻訳後制御によるNLP転写因

子の活性化が硝酸シグナルの伝達の実体であ
ることも明らかにしている。 
 
２．研究の目的 
	 硝酸シグナル応答の実体を担う転写因子と
してNLPが同定されたことによって、植物に
おける硝酸応答の分子基盤の全容を明らかに
する道筋が拓けてきた。そこで、本研究課題
では、モデル植物であるシロイヌナズナを用
いて硝酸シグナル応答型の遺伝子発現の制御
機構の解明を目的とする。特に、硝酸シグナ
ル応答型の遺伝子発現制御における硝酸シグ
ナルの伝達によるNLP転写因子の翻訳後制御
による活性化機構と、NLP転写因子の標的遺
伝子の網羅的な同定に特に力点を置く。 
 
３．研究の方法 
(１)シロイヌナズナには 9つの NLP遺伝子が
存在しており、これらの機能は重複している
ことが予測される。そこで、どの程度、NLP
転写因子群が硝酸シグナル応答を制御して
いるかを明らかにするために、転写活性化因
子である NLP 転写因子に転写抑制ドメイン
を融合させることにより転写抑制因子へと
変換したもの（NLP6-SUPRDタンパク質）を
発現している形質転換シロイヌナズナを作
出し、硝酸イオンを含まない培地で生育させ
た後に硝酸イオンを与え、硝酸態窒素の投与
によって引き起こされる遺伝子発現の変化
を調べた。野生型株と NLP6-SUPRDタンパク
質発現株を用いて、マイクロアレイ解析によ
って網羅的に調べ、トランスクリプトームを
取得することにより、これらにおける硝酸シ
グナル応答型の遺伝子発現を比較した。 
（２）NLP転写因子の転写後制御による活性
化の分子機構を明らかにする実験系を構築
するために、窒素源を制限した環境で栽培し
たシロイヌナズナからプロトプラストを調
整し、このプロトプラストに NRE 制御下に
あるレポーター遺伝子をポリエチレングリ
コール法によって導入した。その後、プロト
プラストを、硝酸イオンを含む培地と含まな
い培地中で培養し、レポーター遺伝子の一過
的発現を調べることで硝酸シグナル応答の
分子メカニズムを迅速に解析する実験系を
確立した。 
（３）硝酸シグナルに応答して NLP転写因子
はリン酸化される可能性を示唆する予備的
知見にも基づき、MYC エピトープタグを付
加した NLP6 あるいは NLP7 を発現している
シロイヌナズナの T87細胞を作出した。これ
らの細胞の粗抽出液と抗 MYC 抗体を用いた
免 疫 沈 降 に よ っ て 得 ら れ た 試 料 の
nanoLC-MS/MS解析を行ない、NLP転写因子
中のリン酸化されているアミノ酸残基を同
定した。 
（４）リン酸化されるアミノ酸残基に点変異
を導入した NLP7の活性を一過的発現系によ
って調べると同時に、MYC タグを付加した
NLP7 を発現しているシロイヌナズナ形質転



換体を作出して硝酸シグナルに応答したリ
ン酸化を調べた。 
	
４．研究成果	
（１）NLP転写因子の硝酸シグナル応答のマ
スターレギュレーターとしての機能 
	 転写抑制ドメインを融合させた NLP6
（NLP6-SUPRDタンパク質）を発現している
形質転換シロイヌナズナと野生型株におけ
る硝酸応答型の遺伝子発現の比較解析によ
り、NLP6-SUPRD株では硝酸応答型遺伝子発
現が殆ど起らないことが示された。このこと
から、NLP転写因子は硝酸シグナル応答のマ
スターレギュレーターであり、硝酸誘導性遺
伝子の大多数は NLP 転写因子の制御下にあ
ることがわかった。 
	 トランスクリプトーム解析によって NLP
転写因子の制御下にあることが示された幾
つかの遺伝子について、直接の標的遺伝子で
あるかどうか検討した。BT 遺伝子の産物は
タンパク質相互作用ドメインを持つ足場タ
ンパク質であると予測され、BT 遺伝子産物
は広範囲な効果を生み出すと考えられた。そ
こで、プロトプラストを用いた一過的発現系
とゲル電気泳動移動度シフトアッセイによ
って、NLP 転写因子が直接、BT 遺伝子のプ
ロモーターを活性化していることを明らか
にした。次に、BT遺伝子が NLP転写因子の
直接の標的遺伝子であることの生理的意味
について解析を行った。NLP6-SUPRD株にお
いて、BT 遺伝子を恒常的に過剰発現させる
と、低下している硝酸シグナル応答が部分的
に回復することを明らかにして、NLP転写因
子が BT 遺伝子の発現を誘導することが硝酸
シグナル応答の重要な一部であることを示
した。一方で、NLP転写因子の直接の標的遺
伝子に機能未知の葉緑体包膜に局在するタ
ンパク質の遺伝子が含まれることを明らか
にした。このタンパク質は亜硝酸輸送体であ
ることが判明したことから、硝酸イオンの取
り込みから還元に関わる全てのタンパク質
の遺伝子を NLP 転写因子は直接制御してい
ることが明らかとなった。さらに、NLP転写
因子はアスパラギン酸オキシダーゼ遺伝子
の発現を直接、促進することも明らかにした。
アスパラギン酸オキシダーゼは NADH の de 
novo合成における鍵酵素であることから、窒
素十分条件あるいは窒素飢餓条件にあるシ
ロイヌナズナさらには窒素飢餓条件で生育
させた後に硝酸態窒素を与えたシロイヌナ
ズナにおける NADH 含量を測定し、NADH
含量は特に若い葉で硝酸態窒素の供給量に
影響されることを明らかにした。NADHは硝
酸還元に必須の補酵素であり、また、様々な
酵素反応で使用される補酵素でもあるので、
NADH 合成を介して硝酸シグナル伝達が広
範な影響を及ぼすことが示唆された。 
（２）NLP転写因子の転写後制御 
	 硝酸シグナルに応答して NLP6 と NLP7 タ
ンパク質の SDS-PAGE 上における移動度が

変化することから、NLPタンパク質は硝酸シ
グナルに応答してリン酸化されるという仮
説を立てた。この仮説を検証するために、ま
ず、脱リン酸化酵素で処理を行うと SDS—
PAGE における NLP6 と NLP7 のバンドの位
置が元に戻ることを確認した。NLP転写因子
の N-末端側領域が硝酸シグナル応答ドメイ
ンであることを明らかにしていたことから、
この領域に存在する全てのシロイヌナズナ
NLP タンパク質で保存されているセリン残
基とスレオニン残基に点変異を導入するこ
とでアラニン残基に置換した変異型 NLP6を
作出した。この変異型 NLP6の転写促進活性
を、プロトプラストを用いた一過的発現系に
よって調べ、163 番目のセリン残基が転写促
進活性に重要であることを明らかにした。ま
た、NLPでは対応する 205番目のセリン残基
が重要であることを示した。一方で、このセ
リン残基がリン酸化されるかどうかを明ら
かにするために、MYC エピトープタグを付
加した NLP7を発現しているシロイヌナズナ
の T87細胞を作出し、抗 MYC抗体を用いた
免 疫 沈 降 に よ っ て 得 ら れ た 試 料 の
nanoLC-MS/MS解析を行った。その結果、205
番目のセリン残基はリン酸化されることが
確認された。次に、205 番目のセリン残基の
リン酸化は、硝酸シグナルに応答しているか
どうかを明らかにするために、MYC タグを
付加した野生型 NLP7を発現しているシロイ
ヌナズナ形質転換体と 205番目のセリンがア
ラニンに置換された変異型 NLP7を発現して
いるシロイヌナズナ形質転換体を作出し、こ
れら植物体に硝酸イオンを投与した時に、こ
れらのNLP7タンパク質の SDS-PAGE上での
移動度に変化が起こるかを調べた。その結果、
205 番目のセリン残基をアラニン残基に置換
すると移動度の変化は起こらなくなること
が判明した。これらのことから、硝酸シグナ
ルの伝達に応じて保存されたセリン残基
（NLP7 の場合は 205 番目のアミノ酸残基）
がリン酸化されることが、硝酸シグナルに応
じた NLP 転写因子の転写後制御の実体であ
ると結論付けた。さらに、米国の研究グルー
プとの共同研究により、NLPタンパク質のリ
ン酸化を行う酵素はカルシウム依存性タン
パク質リン酸化酵素（CPK10、CPK30、CPK32）
であること、また、これらのリン酸化酵素と
NLP タンパク質の結合は核内で起こること
も明らかにできたことから、硝酸シグナル伝
達に応答した遺伝子発現制御のモデルを提
唱した。このモデルを確立するために、シロ
イヌナズナを用いた植物個体レベルでの実
験により、Ca2＋シグナリングの阻害剤を与え
ると NLP 転写因子のリン酸化が阻害される
ことも示した。 
（3）NLP転写因子を含む転写カスケード 
	 活性化された NLP 転写因子は NIGT1 
(Nitrate-inducible, GARP-type Transcriptional 
Repressor 1) 遺伝子の発現を直接、促進する
ことによって転写カスケードを生み出して



いることを明らかにした。また、NIGT1は自
分自身の発現を抑制する転写抑制因子であ
ること、また、NLP 転写促進因子と NIGT1
転写抑制因子は硝酸輸送体遺伝子の発現を
拮抗的に制御していることも明らかにした。
これらの発見から、硝酸態窒素量の変化に伴
って正と負の制御のバランスが変化して、硝
酸態窒素量の変動に合わせた遺伝子発現が
起こるというモデルを提唱した。 
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