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研究成果の概要（和文）： 植物体内での利用可能な窒素情報の検知・伝達機構は不明なままで

あった。本研究の成果として、イネにおける根でのアンモニウム同化機構及び生長過程の葉・

登熟過程の穎果での転流窒素再利用機構上のグルタミン情報伝達系への OsACR9 の関連の可能

性が示唆された。また、充足濃度以上の濃度の NH4
+供給下のイネ幼植物根の NH4

+の吸収と同化

の制御に、OsACTPK1が関わることが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：Molecular mechanisms underlying the sensing and signaling of 

available nitrogen have been unclear in plants. In this study, two important findings 

were obtained as described below. OsACR9 may be assembled into the glutamine-signal 

transduction system on ammonium assimilation in roots and re-utilization of recycling 

nitrogen in young organs of rice plants. OsACTPK1 could be involved in the regulation 

of ammonium absorption and assimilation in roots of rice seedlings grown under sufficient 

or excess ammonium conditions. 
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１．研究開始当初の背景 

 イネは、主に還元状態の水田で栽培される
が、不足し易い基本栄養素である窒素の生存
戦略的高効率吸収同化・転流利用機構を獲得
している。すなわち、1) 主たる外来窒素の

アンモニウム(NH4
+)の根での高効率吸収・同

化機構と 2)主にグルタミン(Gln)や Gln 由来
のアスパラギン(Asn)としてのこの同化窒素
の導管を介した地上部への転送と利用機構
及び 3)老化組織・器官の構成窒素を主に Gln
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や Asnに変換後、この窒素を、篩管を介して
成長中の葉身や穂に転送して再利用する窒
素転流機構である。1)の機構では、NH4

+供給
直後から、根の表層の表皮・外皮・厚膜組織
細胞で高発現するアンモニウム輸送担体
1;2(AMT1;2)とサイトゾル型グルタミン合成
酵素 1;2(GS1;2)及び NADH 依存性グルタミン
酸合成酵素 1(NADH-GOGAT1)が重要であり、
Gln含量が顕著に増加する。一方、2)と 3)の
機構では、老化葉身維管束篩部の GS1;1及び
未熟な葉身や穎果の維管束木部・篩部の
NADH-GOGAT1が鍵酵素とされる。 
 植物体内での利用可能な窒素情報の検
知・伝達機構は不明なままであった。しかし、
イネの AMT1や NADH-GOGAT1の遺伝子発現は、
Gln または Gln の代謝産物をシグナルとして
制御されることが、本研究代表者の研究結果
を含む一連の研究から示唆され、植物におけ
る Gln情報伝達系の存在が提唱された。 
 
２．研究の目的 

 植物における窒素代謝系遺伝子発現や窒
素代謝を制御する Gln情報伝達系の分子実体
や分子制御機構は不明なままであった。ここ
で、研究代表者らは、微生物 Gln センサー
(GlnD)の Gln結合ドメインと相同的なアミノ
酸結合ドメイン(ACT ドメイン)を有する新規
タンパク質の遺伝子群 (OsACR1, OsACR5 
–OsACR9)をイネより単離した。また、同様な
ACT ドメインを有する新規タンパク質リン酸
化 酵 素 様 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 群
(OsACTPK1-OsACTPK6)も単離した。 
 本研究では、主要モデル穀物イネにおける
Gln シグナル検知因子候補としての OsACR 群
や OsACTPK群の機能と窒素代謝系遺伝子群発
現制御や窒素代謝調節への関与を検証・整理
し、特に窒素の吸収同化・転流利用機構での
Gln 情報伝達系の階層的分子統御機作を解明
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 

 

(1)イネの窒素の吸収同化・転流利用過程に
おける細胞・組織・器官レベルでの OsACRと
OsACTPKの mRNA・タンパク質群の発現・蓄積
特性の解析 
 イネの NH4

+処理根及び老化過程の葉・生長
過程の葉・登熟過程の穎果における OsACRと
OsACTPK の mRNA の発現特性をリアルタイム
RT-PCR法にて解析する。また、これらのタン
パク質の蓄積特性を、特異抗体を用いたウエ
スタン法と免疫光学顕微鏡法により解析す
る。各タンパク質の細胞内存在場所は、緑色
蛍光タンパク質(GFP)との融合タンパク質の
タマネギ表皮細胞やイネ細胞での一過的発
現系における共焦点レーザー顕微鏡解析に
より同定する。 

 
(2)OsACRと OsACTPKのアミノ酸結合・相互作
用解析による窒素シグナル選択性の検証 
 可溶性組換え(r)OsACR と可溶性 rOsACTPK
の大腸菌内大量発現系と高度精製系を構築
する。超高感度等温滴定型熱量測定装置
(ITC)を用いて、非固定の Gln や他のアミノ
酸と各組換えタンパク質精製標品の分子間
相互作用を定量解析し、結合強度や反応動力
学的機作を解析する。また、rOsACTPK精製標
品のタンパク質リン酸化活性に対する窒素
シグナル候補である Glnや他のアミノ酸の影
響を解析する。 
 

(3)OsACRの相互作用因子候補及びOsACTPKの

相互作用・標的リン酸化タンパク質候補の探

索 

 酵母 Two-hybrid法を用いて、イネ cDNAラ
イブラリーより OsACRと OsACTPKの各々に相
互作用するタンパク質候補を単離する。これ
らの候補タンパク質遺伝子のイネにおける
発現を解析する。 
 
(4) OsACRと OsACTPKの各遺伝子破壊イネま
たは遺伝子発現抑制イネを用いた、OsACRと
OsACTPKの生理機能の直接的な解析 
 各 OsACRと OsACTPKについて内在性レトロ
トランスポゾン Tos17挿入遺伝子破壊変異イ
ネと RNA干渉(RNAi)法による遺伝子発現抑制
組換えイネを作出する。これらの遺伝子破
壊・発現抑制イネにおいて、Gln応答性遺伝
子を含む NH4

+同化・窒素転流機構の鍵タンパ
ク質・酵素遺伝子及び関連炭素代謝系酵素群
遺伝子の mRNAやタンパク質の発現変動を(1)
と同様に解析する。また、これらの外的形態、
成長、窒素・炭素含量、アミノ酸含量及びバ
イオマス等の表現形を準網羅的に調査する。
さらに、炭素・窒素分析装置と安定同位体比
質量分析装置(MS)を用いた、重窒素標識アン
モニウムイオン(15NH4

+)の吸収速度解析や誘
導結合プラズマ質量分析装置(ICP-MS)によ
るカチオン含量の解析も行う。イネ DNAアレ
イを用いたトランスクリプトーム解析も適
用して、OsACRと OsACTPKが関与する情報伝
達系の下流の因子群遺伝子や標的窒素代謝
系遺伝子及び標的他代謝系遺伝子の候補の
広範な探索も試みる。 
 
４．研究成果 
  
(1) OsACR9に関しての研究成果 

 
① イネにおける OsACR9 の mRNA とタンパク
質の発現蓄積特性 
 NH4

+処理後のイネ根では、OsACR9 mRNAは短
時間で蓄積し、OsACR9タンパク質は表皮・外



 

 

皮・厚膜組織細胞群と維管束柔細胞群に主に
分布した。イネ葉身では、OsACR9 mRNA は葉
鞘から未抽出の若い葉身に主に蓄積し、
OsACR9 タンパク質は維管束柔細胞とメスト
ム鞘細胞に主に分布した。登熟初期の未熟玄
米では、OsACR9タンパク質は主に背部大維管
束柔細胞群と糊粉層細胞に分布した。OsACR9
は、Gln 応答性遺伝子が発現する細胞群に分
布する傾向を示した。また、GFPと OsACR9の
融合タンパク質のイネ細胞での一過的発現
解析では、OsACR9の核局在が示唆された。 
 
② OsACR9の相互作用因子候補の探索 
 イネ未抽出葉身 cDNA ライブラリーを用い
た酵母 two-hybrid 法により、OsACR9 の相互
作用因子として推定転写因子タンパク質を
単離した。イネにおけるこの推定転写因子の
mRNAの蓄積パターンは、概ね OsACR9 mRNAの
蓄積パターンと類似し、この推定転写因子は、
イネ細胞の核内における OsACR9 の相互作用
因子候補として大きく期待された。 
 
③ OsACR9 遺伝子発現抑制イネを用いた機能
解析 
 RNAi 法により OsACR9 遺伝子発現抑制イネ
を作成した。また、イネ根の Gln応答性遺伝
子候補を、トランスクリプトーム解析により
網羅的に選抜した。NH4

+供与した OsACR9遺伝
子発現抑制イネと野生型イネの根のトラン
スクリプトーム比較解析を行なった結果、
OsACR9 が遺伝子発現に関与する可能性のあ
るイネ根の Gln応答性遺伝子候補を選抜でき
た。 
 
④ OsACR9の Gln・他アミノ酸結合能解析 
 OsACR9のGlnや他のアミノ酸との結合能を
解析するために用いる可溶性 rOsACR9 タン
パク質高度精製標品の大量調製が、発現タン
パク質の不溶化や凝集等により、困難を極め
た。この rOsACR9を大量発現できる大腸菌内
発現系を構築できたが、その精製系の構築や
精製タンパク質を用いたアミノ酸結合能解
析を行うには至らなかった。 
 
 以上より、本研究では、イネにおける根で
の NH4

+同化機構及び生長過程の葉・登熟過程
の穎果での転流窒素再利用機構上の Gln情報
伝達系への OsACR9 の関連の可能性が示唆さ
れた。 
 
 
(2) OsACTPK4に関しての研究成果 
 
① イネにおける OsACTPK4 の mRNA とタンパ
ク質の発現蓄積特性 
 一過的な NH4

+供与後のイネ幼植物根では、
OsACTPK4 mRNA 蓄積量は、 Gln 応答性の

OsNADH-GOGAT1 mRNA 蓄積量が最大となるに先
立ち、短時間で最大となった。また、GFP と
OsACTPK4の融合タンパク質のタマネギ表皮細
胞とイネ根細胞での一過的発現解析より、
OsACTPK4の核局在が示唆された。 
 
② OsACTPK4 のタンパク質リン酸化活性と
Gln・他アミノ酸結合能の解析 
 可溶性 rOsACTPK4 の大腸菌内大量発現系と
精製系を構築した。rOsACTPK4精製標品の Gln
に対する結合能を、ITCにて解析したが、相互
の結合に由来する熱量変化は観測されなかっ
た。しかし、rOsACTPK4の Mn2+依存性自己リン
酸化活性は確認でき、この自己リン酸化活性
にはグルタミン酸(Glu)とアスパラギン酸
(Asp)が正のエフェクター効果を示すことが
判明した。  
 
③ OsACTPK4 遺伝子破壊イネを用いた機能解
析 
 Tos17挿入 OsACTPK4遺伝子破壊イネ系統と
各系統から分離した Tos17非挿入 OsACTPK4遺
伝子非破壊イネ系統(対照系統)を獲得した。
OsACTPK4 遺伝子破壊イネでは、OsACTPK4 の
mRNA とそのタンパク質の蓄積は認められなか
った。OsACTPK4 遺伝子破壊系統と対照系統及
び野生型イネを、様々な濃度の外来 NH4

+供給条
件下で栽培して表現形を比較した。しかし、
OsACTPK4 遺伝子破壊系統と対照系統または同
遺伝子破壊系統と野生型イネの間に優位な表
現形の差異は認められず、また、Gln応答性遺
伝子の発現にも差異は認められなかった。 
 
 以上から、OsACTPK4 が、Gln 情報伝達系に
関与する可能性は低いと考えられた。 
 
 
(3) OsACTPK1に関しての研究成果 
 
① イネにおける OsACTPK1 の mRNA とタンパ
ク質の発現蓄積特性 
 外来 NH4

+供給不足・充足条件下のイネ幼植
物での OsACTPK族 mRNAの発現解析結果では、
OsACTPK1 mRNA が外来 NH4

+充足下のイネ根で
他のOsACTPK族 mRNAに比べ顕著に蓄積した。
また、OsACTPK1と GFPとの融合タンパク質の
タマネギ表皮細胞とイネ細胞での一過的発
現解析から、OsACTPK1のサイトゾル・核両局
在が示唆された。 
 
② OsACTPK1 のタンパク質リン酸化活性とそ
のリン酸化活性に対するエフェクター分子
の解析 
 可溶性 rOsACTPK1 の大腸菌内大量発現系と
精製系を構築した。rOsACTPK1精製標品が Mn2+

依存性の自己及び他タンパク質リン酸化活
性を有すことを確認した。窒素情報や炭素/



 

 

窒素比情報の感知機能の観点から、リン酸化
活性への遊離アミノ酸等の添加効果も解析
した。 
 
③ OsACTPK1 遺伝子破壊イネを用いた機能解
析 
 Tos17挿入OsACTPK1遺伝子破壊イネ系統群
と同様な遺伝背景のOsACTPK1遺伝子にTos17
が挿入されていない分離系統群(対照系統)
を単離した。OsACTPK1遺伝子破壊系統の根で
は、OsACTPK1 の mRNA とタンパク質共に蓄積
が認められないが、外来 NH4

+充足下の野生型
イネと対照系統の根では、OsACTPK1 の mRNA
とタンパク質が蓄積することを確認した。 
 OsACTPK1 遺伝子破壊系統と対照系統を比
較解析した結果、根の Gln応答性遺伝子を含
めた NH4

+吸収・同化系遺伝子の発現に差異は
なかった。しかし、低〜充足濃度の外来 NH4

+

供給下で栽培した OsACTPK1 遺伝子破壊系統
幼植物では、対照系統と比較して、NH4

+充足
条件下で、根の伸長・乾物重減少と地上部の
生育・乾物重増加及び根と地上部の全窒素・
遊離アミノ酸含量の増加が認められ、根の
NH4

+蓄積量も増加した。さらに、15NH4
+吸収速

度解析より、OsACTPK1遺伝子破壊系統の根で
は、対照系統と比較して、NH4

+吸収速度の増
加が認められた。ICP-MS解析結果では、外来
NH4

+充足下の OsACTPK1遺伝子破壊系統幼植物
では、NH4

+と競合的に吸収される K+の含量低
下も認められた。また、外来 NH4

+充足下の
OsACTPK1遺伝子破壊系統幼植物では、対照系
統と比較して、根での NH4

+初期同化を担うサ
イトゾル型 GS1 と NADH-GOGAT のタンパク質
含量増加が確認された。外来 NH4

+充足下の
OsACTPK1 遺伝子破壊系統幼植物での全窒素
含量と遊離アミノ酸含量の増加は、根の NH4

+

吸収量と GS1/NADH-GOGAT 含量の増加に起因
すると考えられた。次に、充足〜過剰濃度の
NH4

+を供給した OsACTPK1遺伝子破壊系統と対
照系統の幼植物の表現形を比較した。
OsACTPK1遺伝子破壊系統では、対照系統と比
較して、地上部と根の乾物重当たりの全窒素
含量が増加したが、過剰 NH4

+供給下で地上部
の乾物重が顕著に減少した。 
 
 以上の結果から、NH4

+供給充足下のイネ幼
植物根の NH4

+の吸収と同化の制御に、
OsACTPK1 が関わることが示唆された。また、
OsACTPK1は、イネ幼植物根での NH4

+過剰蓄積
回避への関与の可能性も示唆された。 
 
 
(4) 成果の位置づけと今後の展望 
 本研究の成果として、イネにおける根での
NH4

+同化機構及び生長過程の葉・登熟過程の
穎果での転流窒素再利用機構上の Gln情報伝
達系への OsACR9の関連の可能性が示唆され、

今後 Gln情報伝達系の階層的分子統御機作を
解明する上での糸口が開かれた点で重要と
考えられる。また、還元的・嫌気的な灌水下
の水田で栽培されるイネは、主に NH4

+を外来
窒素源として吸収・利用するが、高濃度の NH4

+

供給は植物に障害を引き起こす。イネの NH4
+

耐性の分子機構の詳細は未だ不明である。本
研究の成果として、充足濃度以上の濃度の
NH4

+供給下のイネ幼植物根の NH4
+の吸収と同

化の制御に、OsACTPK1が関わることが示唆さ
れた。今後、イネにおける NH4

+耐性の分子機
構を解明する上での重要な知見が得られた
と考えられる。 
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