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研究成果の概要（和文）：　窒素栄養は、植物の多量必須栄養素であり、その生育や生産性を支配する。イネに
おいて、グルタミン応答的遺伝子発現を介したグルタミン酸生合成制御は窒素利用に重要である。また、グルタ
ミン酸生合成は、イネ白葉枯病の発症とも密接に係わることが示唆されている。
　本研究成果として、微生物グルタミンセンサーのグルタミン結合ACTドメインに相同なドメインを有するイネ
ACT-domain repeat protein 9 (OsACR9)が、イネにおけるグルタミン酸生合成関連酵素遺伝子のグルタミン応答
的発現に係わること及び窒素・炭素代謝に重要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Nitrogen nutrition is an essential macronutrient required in quantity for 
plant growth and productivity. The regulation of glutamate biosynthesis via glutamine-responsive 
gene expression is important for nitrogen use in rice. It has also been suggested that glutamate 
biosynthesis in rice may be linked to the pathogenesis of the bacterial leaf blight disease.
Results of this study suggested that the ACT-domain repeat protein 9 (OsACR9), which is composed of 
domains having homology with the glutamine-binding ACT domains of bacterial glutamine sensors, is 
associated with glutamine-responsive gene expression of the enzyme related to glutamate biosynthesis
 and important for nitrogen and carbon metabolisms in rice. 

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 
 イネは、日本・東アジアの基幹穀物である。
水田栽培イネの生育・生産性は、根から導管
を介して地上部に輸送される NH4

+同化由来窒
素と老化器官から篩管を介して若い葉・穎果
へ輸送される転流窒素の利用性に大きく依
存する。グルタミンは、この輸送窒素の主体
である。我々は、若い葉身・穎果の維管束柔
細胞群での移入グルタミンの主要アミノ酸
のグルタミン酸への変換を、グルタミン応答
的に発現する NADH-グルタミン酸合成酵素
1(NADH-GOGAT1)が担うことを示した(引用文
献①)。さらに、イネのグルタミン情報感知
因子候補としての、微生物グルタミンセンサ
ー(GlnD)のグルタミン結合ドメインに相同
な ド メ イ ン (ACT ド メ イ ン ) を 有 す る
ACT-domain repeat protein 9 (OsACR9)が、
NADH-GOGAT1 発現維管束細胞の核に主に局在
することを示した(引用文献②)。また、
OsACR9 相互作用因子候補として、シロイヌナ
ズナの開花制御(引用文献③)や生物的(病原
菌)・非生物的(低温・乾燥)ストレス適応制
御(引用文献④)に関わる転写活性化因子
Vascular Plant One-Zinc Finger1/2(VOZ1 と
VOZ2)のイネホモログ OsVOZ2 を単離した。一
方、イネ白葉枯病は、深刻なイネ生産阻害要
因であり、葉水孔・傷口侵入した同病菌(Xoo: 
Xanthomonas oryzae pv. oryzae)が導管で増
殖し、葉枯れと稔実阻害を発症する。Xoo 菌
は、III 型分泌装置により、エフェクタータ
ンパク質を宿主細胞に注入し、防御応答阻害
する。同菌のイネ葉病害誘導には、エフェク
ターXopN と OsVOZ2 の相互作用(引用文献⑤)
や維管束組織グルタミン酸濃度が重要であ
り(引用文献⑥)、イネ葉維管束グルタミン酸
生合成統御系とイネ白葉枯病の密接な関係
が示唆された。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、イネの生育・生産性に重要な
葉維管束組織グルタミン酸生合成統御系で
のグルタミン情報感知候補 OsACR9 とその相
互作用候補かつイネ白葉枯病の発症に関わ
る転写因子 OsVOZ2 の個別・連携機能を解明
し、イネ白葉枯病防御に関わる窒素代謝調節
モデルの提案を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 植物細胞内での OsACR9 と OsVOZ2 の相互
作用解析：  
 タバコ葉での一過的共発現後の蛍光タン
パク質再構成(BiFC)法・共沈降法解析により、
OsACR9 と OsVOZ2 の植物細胞内での相互作用
を解析した。蛍光タンパク質の観察には、共
焦点レーザー顕微鏡(正立型 C1 plus, Nikon 
Instech Co. Ltd.)を用いた。 
 
(2) 植物細胞内での OsVOZ2 の細胞内動態と
消長の解析： 
 タバコ葉における一過的発現系での蛍光

タンパク質標識 OsVOZ2 の光褪色後蛍光回復
(FRAP)法解析により、サイトゾル・核間移行
と核内分解の検討を試みた。 
 
(3)OsACR9とOsVOZ2の各遺伝子の破壊イネの
探索： 
 内在性レトロトランスポゾン Tos17挿入遺
伝子破壊イネ(日本晴)三次元選抜遺伝子ラ
イブラリー[農業生物資源研究所(NIAS)の宮
尾安藝雄博士と廣近洋彦博士から分譲]を用
いて、上記遺伝子破壊イネを探索した。 
 
(4) OsACR9発現抑制イネにおけるグルタミン
応答性の窒素代謝系・関連炭素代謝系酵素群
遺伝子の発現と窒素利用機能・バイオマス生
産の解析：  
 構成的に高発現させるトウモロコシユビ
キチン 1 (Ubi1)プロモーターの制御下、RNA
干渉(RNAi)のトリガーとして OsACR9 cDNA の
ストップコドンを含む特異的 3’-非翻訳領
域配列が二本鎖を形成するヘアピン型RNAを
イネに発現させるキメラ遺伝子をアグロバ
クテリア法でイネ(日本晴)に導入した。
OsACR9 発現抑制効果の高い組換えイネ後代
系統を、分げつ未抽出葉における、RNAi 遺伝
子発現の判定量的 RT-PCR 解析と OsACR9 タン
パク質の特異抗体を用いたウエスタンブロ
ット解析にて選抜した。これら自家交配後代
と日本晴の根や葉身を解析試料とした。 
 窒素涸渇処理後に、高濃度グルタミンを短
時 間 供 与 し た 幼 植 物 の 根 に お け る 、
NADH-GOGAT1 遺伝子を含めたグルタミン応答
性遺伝子群の発現を定量的RT-PCR解析した。 
 播種後より、単独の窒素源として至適濃度
のグルタミンを含む水耕液で長期間栽培し
た幼植物の根と地上部の長さ、乾燥重、全窒
素量及び全炭素量を測定した。全窒素・全炭
素量測定には、元素分析装置 (FLASH2000, 
ThermoFisher Scientific)を用いた。 
 
４．研究成果 
 本研究では、イネ葉維管束組織グルタミン
酸生合成統御系でのグルタミン情報感知候
補 OsACR9 とその相互作用候補因子かつイネ
白葉枯病の発症に関わる OsVOZ2 の個別・連
携機能解析を主に行った。 
 
(1) 植物細胞内での OsACR9 と OsVOZ2 
(OsVOZ2;1 と OsVOZ2;2)の相互作用解析 
 構成的発現性のカリフラワーモザイクウ
イルス(CaMV)35S プロモーター制御下で
OsACR9- 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 (sGFP) と
OsVOZ2-赤色蛍光タンパク質(mRFP)のキメラ
タンパク質遺伝子を、粒子銃法にてタバコ葉
に導入し、一過的に発現させる実験系を構築
した。タバコ葉で一過的発現蓄積させた
OsACR9-sGFP と OsVOZ2;2-mRFP は、サイトゾ
ルと核に共局在した。 
 タバコ葉での一過的導入発現系を用いた
BiFC 解析では、CaMV35S プロモーター制御下



の OsACR9-N 末端側分割緑色蛍光タンパク質
(EGFP)融合タンパク質遺伝子と OsVOZ2;2-C
末端側分割 EGFP 融合タンパク質遺伝子を共
発現させた場合のみ、微弱な再構成 EGFP 蛍
光が観察された。これより、植物細胞内での
OsACR9とOsVOZ2;2の相互作用が確認された。 
 アグロバクテリア浸潤法により、タバコ葉
で OsACR9-His タグと OsVOZ2:2-FLAG タグの
組換えタンパク質の遺伝子を CaMV 35S プロ
モーター制御下で一過的に個別・共導入発現
する実験系を構築した。各組換えタンパク質
を単独で発現させた葉の抽出物中には、各組
換えタンパク質の推定分子量に相当するポ
リペプチドが特異的に検出された。しかし、
OsACR9-HisとOsVOZ2;2-FLAGを共発現させた
共沈降法解析では、各融合タンパク質の推定
分子量よりも低分子のポリペプチドが特異
的に検出された。シロイヌナズナでは、VOZ
のサイトゾルから核内への速やかな移行と
プロテアソーム系による分解が生ずるので
(引用文献③と④)、OsACR9 と OsVOZ2;2 も相
互作用後に分解されている可能性が考えら
れた。 
 
(2) 植物細胞内での OsVOZ2 の細胞内動態と
消長の解析 
 上記のようにCaMV35Sプロモーター制御下
OsVOZ2-mRFP キメラタンパク質遺伝子を、粒
子銃法にてタバコ葉に導入し、一過的に発現
させる実験系を構築したが、FRAP 法による植
物細胞内での OsVOZ2 の細胞内動態と消長の
解析にはいたらなかった。 
 
(3)OsACR9とOsVOZ2の各遺伝子破壊イネの探
索 
 OsACR9 と OsVOZ2 の遺伝子破壊イネ候補の
Tos17 挿入変異体を、三次元ライブラリース
クリーニングしたが、変異体は検索できなか
った。 
 
(4) OsACR9発現抑制イネにおけるグルタミン
応答性の窒素代謝系・関連炭素代謝系酵素群
遺伝子の発現と窒素利用機能・バイオマス生
産の解析 
 構成的強発現性 Ubi1 プロモーター制御下
の OsACR9の RNAi 法遺伝子を導入した形質転
換イネ自家交配後代(T2)において、分げつ未
抽出葉での RNAi 遺伝子発現と顕著な OsACR9
タンパク質減少が認められた独立2系統を選
抜した。 
 NH4

+供与されたイネでは、根で、サイトゾ
ル型グルタミン合成酵素 1;2 (GS1;2)と
NADH-GOGAT1 の共役酵素反応で、吸収 NH4

+が
グルタミンやグルタミン酸に初期同化され
(引用文献①と⑦)、これらの同化アミノ酸が、
導管を通じて、地上部へと長距離輸送される。
そこで、先ず、RNAi 法による OsACR9 発現抑
制イネ系統の自家交配 T3 世代の幼植物の根
において、OsACR9 のグルタミン情報伝達系と
グルタミン酸生合成系への関連性を検討し

た。 
 NH4

+またはグルタミンを短期供与した
OsACR9発現抑制イネ幼植物の根では、グルタ
ミン応答的に発現し、かつ、NH4

+初期同化系
のNADH-GOGAT1反応への炭素骨格基質の供給
に重要な酵素遺伝子の発現量が、野生型より
も著減した。OsACR9 発現抑制は、NH4

+供与下
のグルタミン応答性 NADH-GOGAT1遺伝子発現
には、影響を与えなかった。この結果は、イ
ネにおいて、グルタミン情報伝達系が分岐し
ている可能性を示唆した。 
 さらに、至適濃度のグルタミンを単独の窒
素源として、長期供与した OsACR9 発現抑制
イネ幼植物では、野生型と比較して、植物体
の生長が阻害された。また、OsACR9発現抑制
イネ幼植物では、乾燥重と窒素・炭素含量が、
根で著減し、地上部でも減少傾向を示した。 
 
 これらの結果は、イネの幼植物根において、
OsACR9 が、NH4

+初期同化へ炭素骨格基質を供
給する酵素のグルタミン応答的遺伝子発現
制御を介してグルタミン酸生合成に関与し
えることを示し、かつ、窒素・炭素代謝に重
要であることを示唆した。今後、OsACR9発現
抑制イネ系統を用いて、若い未成熟葉身維管
束での転流グルタミンを基質および情報伝
達因子としたグルタミン酸生合成制御に関
する解析を行う予定である。また、OsVOZ2 が
制御する可能性のあるイネグルタミン応答
性遺伝子も広範に探索する必要があると考
える。 
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