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研究成果の概要（和文）：硝酸イオンはシグナル伝達物質として機能し、硝酸シグナルに応答した遺伝子発現や
代謝バランスなどの変化は硝酸応答と呼ばれる。硝酸応答ネットワークの起点となるNLP転写因子の標的遺伝子
の同定と機能解析により、硝酸シグナルの生理的役割の全容に迫った。NLP転写因子の新たな標的遺伝子として
NADH合成経路の鍵酵素アスパラギン酸オキシダーゼ遺伝子やホメオドメイン-ロイシンジッパー型転写因子遺伝
子などを同定し、これら遺伝子の機能解析によって、硝酸シグナルが窒素同化だけでなく種々の代謝経路を同調
的に制御することが、窒素栄養環境に合わせた成長量の最適化に重要であることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In plants, nitrate acts as a signal and induces changes in gene expression 
profiles, metabolic balances, etc., referred to as nitrate responses. In this study, the 
physiological roles of nitrate as a signal were investigated by identifying new target genes of NLP 
transcription factors that govern nitrate responses and clarifying the functions of the new target 
genes. Identification of the aspartate oxidase gene required for de novo NAD+ biosynthesis and two 
homeodomain-leucine zipper class I transcription factors as direct target genes of the NLP 
transcription factors revealed that nitrate-dependent coordinated regulation of N assimilation and 
other metabolic pathways is essential to optimizing growth in response to N nutrient conditions.

研究分野：植物栄養学

キーワード： 窒素栄養　硝酸シグナル　窒素応答　遺伝子発現制御　転写因子
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研究成果の学術的意義や社会的意義
硝酸シグナルが窒素同化と他の代謝経路を同調的に制御していることが実証され、また、このような同調的制御
が植物成長の最適化に重要であることも示されたことから、植物における硝酸シグナルの役割の理解が大きく進
んだ。硝酸シグナルの新しい役割として葉緑体と光化学系の維持があることが明らかとなったこと、また、硝酸
シグナルの伝達を強化すると光エネルギーの利用向上が起こる可能性があることを示したことは社会的意義も大
きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
植物にとって窒素は最も多く必要な栄養素の１つであり、植物は土壌中の無機態窒素を吸収・
同化することにより、必要とする全ての窒素含有化合物を生合成して成長している。生合成され
る窒素含有化合物にはアミノ酸、タンパク質、核酸等が含まれており、このため植物が成長に必
要とする窒素量は大きく、植物にとって窒素は極めて欠乏しやすい栄養素である。植物は硝酸イ
オンあるいはアンモニウムイオンを主たる窒素源として根より吸収しているが、酸化的な陸上
環境では硝酸イオンであるとされる。このことと合致して、硝酸イオンをシグナルとした情報伝
達機構（硝酸シグナル伝達機構）が、窒素栄養環境に応じて遺伝子発現や代謝バランスを大きく
変化させて成長の最適化を図る仕組みを調節していると考えられている。硝酸シグナルに応答
した遺伝子発現や代謝バランスなどの変化は硝酸応答と呼ばれ、作物生産に大きな影響を及ぼ
す要素である。したがって、硝酸シグナル伝達機構と硝酸応答の仕組みの全貌解明は農学的に極
めて重要である。これまでに申請者の研究グループは、シロイヌナズナにおける硝酸応答の制御
機構の中心因子として NLP 転写活性化因子を同定して、NLP 転写因子が硝酸還元や窒素同化に関
わる酵素遺伝子の発現を直接制御しているのみならず、窒素同化関連遺伝子以外の多くの遺伝
子も直接の標的遺伝子としている可能性を示唆してきた。さらに、NLP 転写因子の直接の標的遺
伝子には NIGT1 転写抑制因子遺伝子が含まれており、窒素環境の変動に合わせた窒素獲得を達
成するために NLP 転写因子と NIGT1 転写抑制因子が同じ硝酸輸送体遺伝子（NRT2.1）の発現を拮
抗的に調節していることを示してきた。NLP 転写活性化因子は陸上植物に広く存在し、全ての陸
上植物において硝酸シグナル伝達を担っていると見られることから、NLP 転写因子を起点とした
転写調節ネットワークの解析により、植物における硝酸シグナル伝達機構と硝酸応答の仕組み
の全貌に迫ることができると考えられた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、NLP 転写因子の新規標的遺伝子の同定及びその標的遺伝子の生理的役割の解析によ
り、NLP 転写因子を起点とした転写制御ネットワークを解明して硝酸シグナル伝達の生理的役割
の全容に迫り、植物における硝酸シグナル伝達及び硝酸応答の総合的理解を達成することを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
転写抑制ドメインを付加することにより転写抑制型へと変換した NLP 転写因子を発現してい
る形質転換シロイヌナズナ（NLP 活性抑制株）のトランスクリプトーム解析により、NLP 転写因
子が直接制御している遺伝子候補を選抜した。一方で、NLP 活性抑制株のトランスクリプトーム
解析結果と NIGT1 過剰発現体のトランスクリプトーム解析結果の比較により、NLP 転写因子によ
っては直接制御されていないが、硝酸イオン-NLP-NIGT1 転写カスケードによって制御される遺
伝子候補を選抜した。選抜された遺伝子は、硝酸シグナル伝達が行われている状態では発現が抑
制されていることから、硝酸シグナル伝達が行われていない状態、すなわち窒素栄養が少ない状
態で発現が誘導される可能性が高い遺伝子である。次に、種々の解析により、新たな NLP 転写因
子が直接制御している遺伝子や硝酸イオン-NLP-NIGT1 転写カスケードによって制御されている
遺伝子であることを確立し、これら遺伝子の機能解析を行った。この解析は、各々の遺伝子の機
能欠損株や過剰発現株を用いた表現型解析やトランスクリプトーム解析などによって行われた。 
 
４．研究成果 
(4-1)NLP 転写因子により直接制御されている遺伝子の解析 
NLP 活性抑制株のトランスクリプトーム解析の結果をもとに NLP 転写因子の新規標的遺伝子
候補を選抜し、次に、NLP 活性抑制株や nlp 変異体を用いた RT-qPCR 解析を行うことで、de novo 
の NADH 合成経路の鍵酵素アスパラギン酸オキシダーゼの遺伝子（AO）とホメオドメイン-ロイ
シンジッパー型転写因子遺伝子（HB52 と HB54）を NLP 転写因子の新規標的遺伝子候補とした。
AO 遺伝子については、AOプロモーター中の NLP 結合部位を電気泳動移動度シフトアッセイによ
って同定し、この部位に点変異を持つ変異型 AOプロモーターを作製して、次に、AO機能欠損で
この変異型プロモーターの制御下で AO 遺伝子を発現させた場合と野生型 AO プロモーターの制
御下で AO遺伝子を発現させた場合の比較解析を行った。AO遺伝子の機能が完全に欠損すると致
死となるが、野生型 AOプロモーターを使用した場合でも、変異型 AOプロモーターを使用した場
合でも、内在性 AO 遺伝子がヌル変異のホモ接合体となっている形質転換シロイヌナズナを作出
することができた。しかしながら、変異型 AO プロモーターを用いた場合は生育不良が観察され
た。変異型 AO プロモーターを用いたことは、新鮮重あたりの NADH や NADPH 含量には大きな影
響を及ぼさなかったが、成長量を考慮すると個体あたりの NAD 合成量は半減していた。これによ
り、硝酸シグナル伝達により AO 遺伝子の発現が誘導されて成長量に見合った de novo NAD 合成
が維持されることはシロイヌナズナの成長に重要であることが示された。次に、作出した形質転
換体を用いて、窒素栄養環境を変化させた時の NAP(P)含量変化を分析するとともに、種々の有



機酸やアミノ酸などを CE-MS を用いて分析し、硝酸シグナルによる AO遺伝子の発現促進は、硝
酸イオンの還元に必要となる NADH 含量を上昇させるためではなく、TCA 回路を維持するために
重要であることを明らかにし、硝酸シグナルが、窒素同化に直接関わる遺伝子だけでなく種々の
代謝酵素遺伝子の発現を同調的に制御することが、植物の成長量の最適化に必要であることを
示した。 
一方で、HB52 と HB54 転写因子の機能については、HB52 機能欠損変異株と HB54 機能欠損変異
株の表現型解析により検討した。HB52 欠損変異株と HB54 欠損変異株はいずれも斑入りの表現型
を示し、葉肉細胞の多くで葉緑体の発達の異常が起こっていることを明らかにした。また、HB 転
写因子の欠損変異体のトランスクリプトーム解析により、HB 転写因子は葉緑体の発達や機能維
持に関わる多くの遺伝子の発現制御に関わっていることを明らかにした。HB 転写因子の機能欠
損変異株で最も発現が低下している遺伝子の一つが VAR2 遺伝子であったが、var2 変異体は斑入
りの表現型を示すことが知られていることから、次に、HB転写因子が VAR2 遺伝子を直接制御し
ている可能性をクロマチン免疫沈降法などにより検討し、硝酸イオン-NLP-HB-VAR2 という制御
経路が存在することを示した。VAR2 遺伝子産物は葉緑体に局在する FtsH プロテアーゼの FtsH2
サブユニットであり、FtsH プロテアーゼは、過剰な光エネルギーにより損傷を受けた光化学系
II のタンパク質などのチラコイド膜結合型の光合成関連タンパク質の除去を担い、光化学系 II
修復サイクルの中心因子として働いている。そこで、強光条件及び強光かつ低窒素条件で、HB転
写因子の欠損変異体や過剰発現株の表現型解析を行い、硝酸シグナルが NLP 転写因子と HB52 及
び HB54 を介して VAR2 の発現を促進することで強光環境でより多くの光エネルギーを利用する
ことを可能としていることを明らかにした。これにより、硝酸シグナルの新しい役割として、葉
緑体と光化学系の維持があることが明らかとなった。特に、重要なこととして、野生型株では光
合成による光エネルギーの利用の低下が起こってしまう強光かつ低窒素環境であっても、NLP や
HB 転写因子の過剰発現体では光エネルギーの利用低下が起こらないことがわかった。 
(4-2)NLP-NIGT1 転写カスケードにより制御される遺伝子の解析 
NIGT1 転写抑制因子の過剰発現により発現が誘導され、また、窒素飢餓によっても発現が誘導さ
れることを指標として、NLP 転写因子によって直接制御されていないが、NLP-NIGT1 転写カスケ
ードを介して制御されている制御遺伝子候補として、SPX 遺伝子と Dof1.7 遺伝子を同定した。
SPX タンパク質はリン飢餓応答を引き起こす転写活性化因子 PHR１の抑制因子であることから、
硝酸シグナルのリン欠乏応答への影響を調べ、硝酸シグナルがリン飢餓応答を強化すること、ま
た、窒素欠乏は NIGT1 による SPX 遺伝子の発現抑制を解除するので、SPX タンパク質による PHR
活性の抑制が強化されることでリンの獲得量を低下させるという分子機構を同定した。一方で、
Dof1.7 遺伝子の欠損株の表現型解析を行い、この Dof 型転写因子も窒素欠乏応答に関わってい
ることを明らかにした。さらに、dof1.7 遺伝子の欠損株のトランスクリプトーム解析により、
Dof1.7 は NRT2.5 硝酸輸送体遺伝子の発現を促進する転写因子であることを明らかにした。この
発見により、硝酸シグナルは 3 つの経路によって異なる硝酸輸送体遺伝子の発現を制御してい
ることを明らかにした。これまでに、NRT2.1 遺伝子は硝酸イオン-NLP ルートと硝酸イオン-NLP-
NIGT1 ルートによって窒素栄養の変動に合わせて制御される一方で、窒素飢餓応答遺伝子である
NRT2.4 遺伝子の発現は NIGT1 ルートによってのみ制御されていることを明らかにしてきたが、
今回、同じく窒素飢餓応答遺伝子である NRT2.5 遺伝子の発現は、NIGT1 ルートと NIGT1-Dof1.7
ルートによって制御されていることを示した。窒素飢餓時に NRT2.5 遺伝子の発現がより強化さ
れていることを明らかにした。これにより、複数の硝酸シグナル伝達経路が存在することで植物
の硝酸態窒素の獲得が巧妙に制御されていることを示唆した。 
（4-3）その他の解析 
シロイヌナズナには9つのNLP遺伝子（NLP1-9）が存在するが、NLP6、NLP7、NLP8以外は解析され
ていなかったため、他のNLP遺伝子の破壊株の表現型解析を行い、NLP7に加えてNLP2も栄養成長
の制御に大きな役割を持つことを明らかにした。また、nlp2 nlp4 nlp5 nlp6 nlp7 nlp8 nlp9 7
重変異体では、硝酸シグナルに応答した遺伝子発現パターンの変化は起こっていないことを示
して、NLP転写因子が硝酸応答のマスターレギュレターであることを確定させた。 
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