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研究成果の概要（和文）：本研究では、慢性的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として同定した、一群のGARP型転写因子（NBG）の機能解析を
行った。
発現解析、過剰発現体・恒常的活性化型NBG過剰発現体の解析などから、NBGは窒素充足条件時に窒素不足応答に関わる
遺伝子の約2割の発現を抑制する転写抑制因子であることが明らかになたった。これらの結果から、NBGは慢性的窒素不
足転写応答のマスターレギュレーターの1つであることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：This project aims at characterizing a family of GARP-type transcription factors 
(NBG), which were identified as regulators of a high-affinity nitrate transporter gene AtNRT2.4 playing a 
important role for efficient uptake of nitrogen under chlonic nitrogen limitation. Overexpression of NBG 
(NBGox) repressed AtNRT2.4 expression, while that of engineered NBG (NBG-VPox), which acts as an 
activator of transcription, induced it. NBGs are expressed throughout plant body being high under ample 
nitrogen and low under nitrogen limitation, suggesting that NBGs act as transcriptional repressors of not 
only AtNRT2.4 but also other genes involved in nitrogen-limitation responses. Comparative microarray 
analyses using NBGox and NBG-VPox suggest that NBGs function as one of master regulators of chronic 
nitrogen-limitation responses.

研究分野：農学
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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
理解が必要である。	
	 特に、植物が自然環境でしばしば遭遇する
比較的長期間の窒素不足環境（慢性的窒素不
足環境）への応答メカニズムの理解が欠か
せないが、分子レベルでの研究は進んでいな
かった。研究代表者は、モデル植物であるシ
ロイヌナズナを用いて、そのメカニズム解明
を進めてきた。	
	
２．研究の目的 
	 研究代表者は既に、慢性的窒素不足環境に
おける高効率の硝酸イオン吸収に必要な高
親和性硝酸イオン輸送体 AtNRT2.4 の発現制
御 に 関 わ る 新 奇 GARP 型 転 写 因 子 群	
（NRT2.4-Binding	GARP,	NBG）の同定に成功
していた（Kiba	et	al.	未発表）。NBG は 7 つ
の遺伝子からなる遺伝子ファミリーを構成
し、N末端側に転写抑制ドメインを持つため、
転写を抑制することで慢性的窒素不足環境
に関与すると考えられた。本研究では、NBG
の機能解析を行うことにより、慢性的窒素不
足環境での植物の生存を支える転写制御ネ
ットワークの実体を明らかにすることを目
指した。	
 
３．研究の方法 
（１）NBGの発現解析	
	 定量的 RT-PCR 及び NBG プロモーター:GUS
融合遺伝子を導入した形質転換を用いて、窒
素栄養環境を変化させた条件で、発現解析を
行った。	
（２）NBG 及び恒常的活性化型 NBG 過剰発現
体の解析	
	 NBG の機能解析のため、35S プロモーター
及びエストラジオール誘導性プロモーター
の下流で NBG1 及び NBG2 を高発現する形質転
換体を確立した（NBGox）。また恒常的活性化
型 NBG（NBG とウイルスの転写活性化ドメイ
ン VP16 の融合遺伝子）を 35S プロモーター
及びエストラジオール誘導性プロモーター
の下流で高発現する形質転換体を確立した
（NBG-VPox）。これら過剰発現体において、
AtNRT2.4発現解析を行った。	
（３）NBGox と NBG-VPox を用いたゲノムワイ
ドなターゲット探索	
	 野生株、NBG2ox、NBG2-VPox を窒素充足条
件と窒素欠乏条件で栽培し、マイクロアレイ
解析を行った。そのデーターを用いて、NBG
ターゲットの絞り込みを行った。	
	
４．研究成果	

（１）NBGの発現解析	
	 硝酸イオンのみを窒素源とする培地、アン
モニウムイオンのみを窒素源とする培地、窒
素を含まない培地でシロイヌナズナ野生株
を栽培し、地上部と根に分けて定量的 RT-PCR
により発現解析を行った。その結果、根特異
的に発現する遺伝子（NBG3,	4）と根でも地
上部で発現する遺伝子（NBG1,	2,	5,	6,	7）
に分けられることが明らかになった。また窒
素栄養状態によって、発現応答パターンが分
かれることもわかった（図１）。	

図１．窒素栄養状態に応答した NBGの発現	
	
NBG1,	2,	3,	5 は窒素欠乏状態で発現が低下
し、AtNRT2.4とは逆相関を示した。一方 NBG6,	
7は窒素栄養状態に応答しなかった。NBG1,	2,	
3,	5 プロモーター:GUS 融合遺伝子を用いた
解析からも同様の結果が得られた。	
	
（２）NBG 及び恒常的活性化型 NBG 過剰発現
体の解析	
	 NBG1ox,	NBG1-VPox,	NBG2ox,	NBG2-VPox を
作製し、 AtNRT2.4 の発現を解析した。
AtNRT2.4の発現は、NBGox では抑制され（図
２）、NBG-VPox では誘導されたことから（図
３）、NBG は植物体内でも AtNRT2.4の転写抑	

図２．窒素欠乏条件で栽培した NBG1ox と
NBG2ox では AtNRT2.4の発現が抑制された	
	



 

 

制因子として働くことが明らかになった。	
	
	

	
図３．NBG1-VPox と NBG2-VPox では AtNRT2.4	
の発現が促進された	
	
（３）NBG2ox と NBG2-VPox を用いたゲノムワ
イドなターゲット探索	
	 AtNRT2.4以外のNBGのターゲット遺伝子を
探索するため、NBG2ox と NBG2-VPox における
遺伝子発現をマイクロアレイにより解析し
た。AtNRT2.4 同様に、NBG2ox で発現が下が
る遺伝子及び NBG2-VPox で発現が上がる遺伝
子を絞り込んだ結果、NBG は慢性的窒素不足
で変動する遺伝子 2261 遺伝子のうち、500 遺
伝子（22	％）の制御を担うマスターレギュ
レーターの 1つであることが示唆された（図
４）。制御遺伝子の中には、窒素栄養のリサ
イクル、炭素代謝、根の構造変化などに関わ
る遺伝子が多く含まれていた。	

図４．ゲノムワイドな NBG ターゲット遺伝子
の探索（Ａ）窒素不足で変動する遺伝子と NBG
の標的遺伝子のベン図（B）NBG 標的遺伝子の
オントロジー	
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