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研究成果の概要（和文）：私は、シロイヌナズナにおいて窒素不足環境における効率の良い窒素栄養吸収を担う高親和
性硝酸イオン輸送体遺伝子（AtNRT2.4）の発現を制御する転写因子の探索を行い、一群のGARP型転写因子を同定した。
また、これらの転写因子は転写抑制因子として働き、窒素充足条件でAtNRT2.4の発現を抑制することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：I identified a set of GARP transcription factors as regulators of a high-affinity 
nitrate transporter gene AtNRT2.4, which is crucial for optimal adaptation to nitrogen starvation. I demon
strated that the GARP transcription factors act as transcriptional repressors to suppress AtNRT2.4 express
ion in nitrogen-replete conditions.
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 近年窒素肥料の過剰使用がコスト高を招
いているだけでなく、深刻な環境汚染をも引
き起こしている。これらの問題に対応しつつ
食料需要を満たすために、低窒素投入型の農
業への移行が望まれている。低窒素投入型農
業に適した作物には高い窒素利用効率が求
められるが、その技術開発のためには植物の
窒素栄養応答メカニズムの深い理解が欠か
せない。	
 
	
 私は植物の窒素栄養欠乏に対する応答に
着目して研究を行ってきた。そしてシロイヌ
ナ ズ ナ 高 親 和 性 硝 酸 イ オ ン 輸 送 体
（AtNRT2.4）が窒素不足環境における効率の
良い窒素栄養吸収に重要な役割を果たすこ
とを明らかにした。同時に、高効率吸収には
AtNRT2.4 の発現制御が重要であることを見
いだした。しかし、AtNRT2.4の発現制御の分
子メカニズムは不明であった。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 本研究課題では、AtNRT2.4の発現制御を担
う転写因子を同定し、その分子生物学的解析
を通して窒素欠乏応答の制御メカニズムを
明らかにすることを目指した。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
	
 （１）窒素欠乏応答に必要な最小プロモー
ター領域の同定	
 
	
 AtNRT2.4 プロモーターの削り込みにより、
最小プロモーター領域の絞り込みを行う。
AtNRT2.4 プロモーター:GFP 融合遺伝子を導
入した形質転換体を用いる。	
 
	
 （２）Yeast	
 1-Hybrid 系と一過的発現系に
よる転写因子の同定	
 
	
 最小プロモーターに結合する転写因子を、
Matchmaker	
 Gold	
 Yeast	
 1-Hybrid システムと
シロイヌナズナ転写因子ライブラリーを用
いて探索する。遺伝子銃による一過的発現系
を用いて、プロモーターと転写因子の相互作
用 を 評 価 す る 。 最 終 候 補 を Nitrogen	
 
Starvation	
 Regulator	
 （NSR）と命名する。	
 
	
 （３）NSR の分子生物学的解析	
 
	
 NSR が転写活性化因子なのか転写抑制因子
なのかの検定、窒素栄養状態に応じた発現パ
ターンの解析や T-DNA 変異体・恒常的活性化
型 NSR 発現体の表現型解析を行う。	
 
	
 
４．研究成果	
 
（１）窒素欠乏応答に必要な最小プロモータ
ー領域の同定	
 
	
 5’側から段階的に削り込んだ AtNRT2.4プ
ロモーターと GFPを融合させたコンストラク
トを導入した形質転換植物を作製した。GFP
の発現を指標に窒素欠乏に対する応答を調
べたところ、AtNRT2.4プロモーター0.36	
 kbp
があれば十分であることを明らかにした（図
１）。	
 
	
 
	
 

図１．削り込んだ AtNRT2.4 プロモーターの
窒素欠乏応答性	
 
	
 
（２）Yeast	
 1-Hybrid 系と一過的発現系によ
る転写因子の同定	
 
	
 AtNRT2.4 プロモーター0.36	
 kbp に結合す
る転写因子を探索するため、シロイヌナズナ
転写因子ライブラリー（Mitsuda	
 et	
 al.	
 2010）
を用いて Yeast	
 One-Hybrid スクリーニング
を行った。その結果 bZIP 型と GARP 型の転写
因子を複数取得した。レポーターとして
AtNRT2.4 プロモーターとルシフェラーゼの
融合遺伝子、エフェクターとして転写因子と
強力な転写活性化ドメイン VP32 の融合遺伝
子を用いて一過的発現系により検定したと
ころ、一次構造が類似した一群の GARP 型転
写因子のみが AtNRT2.4 プロモーターと有意
に相互作用することを見いだした（図２）。
これらを Nitrogen	
 Starvation	
 Regulator	
 
（NSR１から NSR7）と命名した。	
 

	
 
図２．一過的発現系による AtNRT2.4 プロモ
ーターと NSR の相互作用検定	
 
	
 
（３）NSR の分子生物学的解析	
 
	
 NSRファミリーは共通して、N末端側にSRDX
転写抑制モチーフに類似した配列を持つ。一
過的発現系を用いて調べたところ、確かに
NSR はこの配列の働きにより、転写抑制因子
として機能すること明らかにした（図３）	
 
	
 次に、NSR ファミリー遺伝子の窒素栄養状
態に応じた発現パターンを調べた。その結果、
NSR ファミリー遺伝子 7 種類のうち 5 種類が
窒素欠乏により抑制され、AtNRT2.4の発現と



負の相関を示すことがわかった。また窒素栄
養の種類や組織に応じて特徴的な発現パタ
ーンを示すものがあることも明らかにした。	
 

図３．NSR 転写抑制能と SRDX 類似配列の機能
検定	
 
	
 
NSR の生理的役割を明らかにするため、T-DNA
変異体と恒常的活性化型 NSR 発現体を確立し、
解析を行った。シングルの T-DNA 変異体では、
明らかな表現型は見られないことから、7 種
類の間に機能の冗長性があることが示唆さ
れた。恒常的活性化型 NSR 発現体では、
AtNRT2.4 遺伝子発現の恒常的高発現ととも
に、窒素欠乏時に似た植物体の矮化が見られ
た。これらの結果から、NSR は AtNRT2.4を含
む窒素欠乏応答に関わる遺伝子の発現を抑
制することにより、窒素欠乏応答を制御する
ことが示唆された（図４）。	
 

図４．NSR による窒素欠乏応答制御モデル	
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○プレスリリース	
 
①超低濃度の窒素栄養を効率よく吸収する
仕組みをシロイヌナズナで解明
（http://www.riken.jp/pr/press/2012/201
20111/）	
 
②植物ホルモン「サイトカイニン」の「質」
の重要性を解明
（http://www.riken.jp/pr/press/2013/201
31126_1/）	
 
	
 
○ライフサイエンス新着レビュー	
 
サイトカイニンの作用の器官に対する特異
性は側鎖の修飾により制御される
（http://first.lifesciencedb.jp/archive
s/8063）	
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