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研究成果の概要（和文）：自然環境でしばしば遭遇する窒素欠乏を、植物がどのように感知し応答するのかにつ
いて、その分子メカニズムの理解は進んでいない。その原因として、シロイヌナズナを用いた順遺伝学的アプロ
ーチが限界に近づいていることが挙げられる。そこで本研究では、C4単子葉植物であるエノコログサを、新たな
順遺伝学的研究材料として開発することで、この問題解決に挑戦した。エノコログサA10.1系統のゲノム配列の
高精度解読、598種のエコタイプのゲノム配列解析、変異体ライブラリーの作製、幼植物および成熟植物に窒素
欠乏を引き起こさせる栽培条件の決定、窒素欠乏に対する生理的応答の基礎データ収集などを行ない、研究基盤
の整備を進めた。

研究成果の概要（英文）：The molecular mechanisms of how plants sense and respond to nitrogen 
deficiency, which they often encounter in the natural environment, are not well understood. One 
reason for this is that the forward genetic approach using Arabidopsis is approaching its limits. In
 this study, we attempted to solve this problem by developing a new forward genetic research 
material, Setaria viridis, a C4 monocotyledonous plant. To this end, we produced a platinum-quality 
genome assembly and de novo assemblies for 598 wild accessions, created a mutant library, determined
 the cultivation conditions that induce nitrogen deficiency in juvenile and mature plants, and 
collected basic data on the physiological response of the plant to nitrogen deficiency.

研究分野：植物栄養学

キーワード： 窒素欠乏応答　エノコログサ　窒素栄養

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究がさらに進展し、多くの研究者がエノコログサを順遺伝学的研究に容易に利用できるようになれば、窒素
欠乏感知・応答機構を含め植物に普遍的な生命現象についての理解だけでなく、C4植物に特徴的な生命現象の研
究の方向性にも大きな変革をもたらすであろう。特筆すべきは、エノコログサが、トウモロコシなど、その大き
さゆえに遺伝学的研究には様々な困難が伴う作物と同じC4植物であることである。エノコログサを用いれば、こ
れまでは不可能だった実験系も可能となり、C4 光合成成立の仕組み、C4 植物に特徴的な高い窒素利用効率や乾
燥耐性を支えるメカニズム、C4草本雑草防除の研究にも大きな波及効果が期待できる。

※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 

窒素は植物の成長・生産性を規定する最も重要な栄養の 1つであるが、土壌中の窒素栄養

の量は植物の生育にとって十分ではないことが多い。そのため植物は代謝から形態に及ぶ

ドラスティックな応答を示すことにより、窒素欠乏環境に適応して生き延びている。この適

応メカニズム（窒素欠乏応答）の研究は、窒素肥料低投入の持続的農業に適した優良品種の

開発につながると期待される。しかし窒素欠乏応答制御メカニズムの理解は未だ断片的で

あるばかりでなく、植物の窒素欠乏感知のメカニズムも全く不明であり、さらなる研究の推

進が求められている。シロイヌナズナを用いた研究では昔から順遺伝学的アプローチが王

道であるが、最近は成功例が少なくなってきており、このアプローチは限界に近づいている

可能性がある。遺伝子、シロイヌナズナ特有の代謝や情報伝達経路の冗長性がその原因とし

て挙げられる。そこで本申請研究では、単子葉C4植物であるエノコログサ（Setaria viridis）

を新たな順遺伝学的研究材料として開発することで、この問題解決に挑戦した。 

エノコログサはイネ科エノコログサ属の一年生草本で、トウモロコシと同じサブタイプ

の C4光合成を行う。また実験室レベルで遺伝学の材料として扱いやすい特徴をすべて備え

ている (Brutnell et al. 2010)。さらにこの植物は窒素栄養環境に対する適応能力が高く、

窒素栄養の競合により作物の成長や収量に影響を与える農地の雑草としても有名である 

(Douglas et al.1985)。特に低窒素環境において高い競合能を発揮することから、エノコロ

グサは高い窒素欠乏応答性を持つと考えられている(Cathcart 2004)。しかし、エノコログ

サの窒素欠乏応答について詳しく調べた報告は存在しなかった。 

[Refernce] Brutnell et al (2010) Plant Cell, 22, 2537-2544; Cathcart (2004) Weed 

Sci., 52, 1039-1049; Douglas et al (1985) Can. J. Plant Sci., 65, 669-690 

 

２．研究の目的 

我々はエノコログサを順遺伝学的研究材料として用いるため、アメリカのグループと共

同で、ゲノム解読、cDNA ライブラリー構築、重イオンビーム変異体系統の作出など、研究

ツールの整備を進めてきた。本研究では、上記の研究ツールの整備を進めつつ、世界に先駆

けてエノコログサを用いて窒素欠乏感知・応答制御メカニズムの順遺伝学的研究を行うた

めのパイプラインを構築・運用することを目指した。具体的には、（1）栽培条件の検討と基

盤データの収集、（2）順遺伝学的解析の材料整備、（3）形質転換効率の向上を行なった。 

 

３．研究の方法 

（1）エノコログサ A10.1 系統を様々な条件（窒素栄養、培地）で栽培し、幼植物および成

熟植物において、生理的パラメーター（硝酸イオン含量、生重量、クロロフィル量）を測定

した。このデータをもとに、根と地上部をサンプリングでき、かつ窒素欠乏を引き起こせる

栽培条件の検討をおこなった。どの条件でも培養液には、Hoagland 培養液をベースにした

ものを用いた。 

 決定した栽培条件において、生理的パラメーターの定量化を行うとともに、窒素欠乏に晒

した幼植物から抽出した mRNA のトランスクリプトーム解析をおこなった。 

 

（2）エノコログサ A10.1 系統の乾燥種子に重イオンビーム照射により変異を導入した（M1）。



変異体スクリーニングに用いるため、M1 世代の植物を栽培し、M2 種子を得た。 

 

（3）エノコログサの形質転換は、完熟種子の胚盤由来カルスに A. tumefaciens 感染させる

方法で可能であるが、効率が数％（完熟種子あたり得られる形質転換個体）と低い点が問題

であった。他の植物の情報をもとに、カルス誘導培地と再分化培地の組成を検討した。 

 

４．研究成果 

（1）栽培条件の検討と基盤データの収集 

・幼植物に窒素欠乏を引き起こさせる栽培条件 

幼植物に窒素欠乏を引き起こさせる栽培条件を検討するため、発芽後 2 日目の幼植物を、

様々な濃度の硝酸イオンを含む寒天培地（0.15、0.3、0.75、1.5、3、7.5、15 mM）で５日

間栽培した。生理的パラメーターを観察した結果、硝酸イオン含量は培地の濃度に応じて変

化するが、生重量とクロロフィル量に変化が見られるのは 0.3 mM 以下の場合のみであった。

このことから、この栽培条件においては、0.3 mM 以下の濃度で栽培すれば、幼植物に窒素

欠乏を引き起こせること、0.3 mM より大幅に高い濃度であれば窒素充足であることがわか

った。 

・成熟植物に窒素欠乏を引き起こさせる栽培条件 

 成熟植物に窒素欠乏を引き起こさせ、かつ根もサンプリングできる栽培条件を検討する

ため、担体として赤玉土、川砂、ロックウール、バーミキュライト、様々なサイズの珪砂を

用いての栽培を行なった。また水耕栽培も行なった。その結果、４号珪砂が植物の生長、培

地交換（窒素充足から窒素欠乏）と根のサンプリングがしやすさの観点から最適であった。

様々な濃度の硝酸イオンを含む培地で栽培したところ、４号珪砂で栽培した場合、硝酸イオ

ン濃度は 7.5 mM 以上であれば窒素充足であると判断できるデータを得た。 

・エノコログサの窒素欠乏応答の定量化 

 幼植物において、様々な濃度で硝酸イオンを含む寒天培地（0.15、0.3、５、15 mM）で栽

培した場合と、15 mM 硝酸イオンを含む培地から無窒素培地に移した場合の、硝酸イオン含

量、クロロフィル量、生重量、根の形態の経時的変化を定量化した。窒素欠乏に応答して、

種子根の成長停止と特徴的な側根の発達が起きることを見出した。 

15 mM 硝酸イオンを含む培地で栽培した成熟植物（発芽後 17日、４葉齢）を、無窒素培地

に移し、その後の硝酸イオン含量、クロロフィル量、生重量、地上部の形態の経時的変化を

定量化した。窒素欠乏に応答して、出穂の促進と分けつ数の減少が起きることを見出した。

また出穂の促進と分けつ数の減少は、短期間の窒素欠乏処理によっても引き起こされるこ

とも判明した。 

・窒素欠乏に応答したトランスクリプトーム変化の解析 

 15 mM 硝酸イオンを含む培地から無窒素培地に移した幼植物の根と地上部を経時的にサ

ンプリングし、mRNA を得た。それらの mRNA を、NEBNext Ultra II RNA Library Prep Kit

（Illumina）でライブラリー化し、Nextseq550（シングルリード 81 bp）でシークエンスを

行なった。シークエンスデータ解析のためにパイプラインを構築し、短期／長期の窒素欠乏

に応じて発現変化する遺伝子を多数同定した。 

・ゲノムリソースの整備 

A10.1 系統のゲノムおよび様々な条件で栽培した full-length cDNA 配列のシークエンス

データーを次世代シークエンシングにより取得することにより、エノコログサ A10.1 系統



のゲノム配列の高精度解読と 598 種のエコタイプのゲノム配列解析を行った（Mamidi et al. 

2020）。 

 

（2）順遺伝学的解析の材料整備 

・変異体ライブラリー作製 

理化学研究所仁科加速器科学研究センターの阿部チームリーダーの協力のもと、乾燥種子

に様々な条件で重イオンビーム照射を行なった（25 から 400 Gy of 12C6+ ions, 22.5 また

は 50 keV/μm LET）。生存率と葉色変異体の出現頻度から、50 Gy、22.5 keV/μm LET を

最適な照射条件と判断し、その条件で照射した M1種子を播種・栽培して M2 を約 5000 ライ

ンまで増幅した。 

・GWAS 解析 

 598 種のエコタイプのゲノム配列を入手し、解析パイプライン構築のための準備は整えた。

（1）において見出した、窒素欠乏に応答した花成促進および分けつ抑制を指標に GWAS 解析

を行う予定であったが、新型コロナ感染症に係る渡航制限等のため、これらエコタイプの入

手ができず GWAS 解析は断念した。 

 

（3）形質転換効率の向上 

 完熟種子の胚盤由来カルスに A. tumefaciens 感染させる方法の報告は複数あるが、形質

転換効率は高いとは言えない（数％）。カルス誘導と再分化の効率が悪いことが原因として

考えられたため、カルスの増殖や再分化に促進的な働きをもつことが報告されている硝酸

銀（10-100μM）と硫酸銅（1-10μM）を様々な濃度で加えた培地を用いて形質転換効率を調

べた。その結果、カルス誘導培地に 2.5μM硫酸銅を、再分化培地に 2.5μM硫酸銅と 30μM

硝酸銀を加えると、形質転換効率が 10％以上に上昇することを明らかにした。 
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