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１．研究実施の概要 

本研究では、急速にゲノム解析が進んでいるシロイヌナズナとイネを研究材料として、プロテオミ

クスやメタボロミクスなどのポストゲノム科学を基盤とした炭素・窒素・硫黄・リンの同化代謝間相互

のダイナミックスを解明することを目的とする。本年度は主にポストゲノム解析のための基礎的な研

究を行った。特に、シロイヌナズナを用いたトランスクリプトミクスを開始し、またメタボロミクスの基礎

的検討を行いアクティベーションタグラインのスクリーニングも開始した。硫黄同化系については、

シロイヌナズナゲノムに同定した１４個の硫酸イオントランスポーター遺伝子のうち高親和型のトラン

スポーターの機能解析を進め。また、セリン代謝とシステイン代謝の分岐点に位置するセリンアセ

チル転移酵素遺伝子の高発現植物体、挿入変異植物体を解析した。その結果、変異型遺伝子の

高発現体において高いレベルのシステインとグルタチオンを蓄積していることが示された。窒素同

化代謝については、イネのインブレッドラインを用いて量的形質を決定している遺伝子座(QTL)の

解析を進め、重要な QTL をマップできた。リン酸代謝については、液胞膜リン酸輸送系の解析を

進めるとともに、植物にとって最も重要なリン酸貯蔵体であるイノシトールリン酸化合物の定量的測

定法を確立し、その動態の一部を解析した。また、イネの糖代謝に関与する３種類のヘキソキナー

ゼ遺伝子の機能解析を遺伝子破壊株を用いて進めた。また、タンパク質の大量蓄積系を制御する

遺伝子（群）を同定するとともに、植物細胞に任意のタンパク質を大量蓄積させる方法論の開発を

めざして研究を進めた。本年度は特異的なタンパク輸送小胞を失った突然変異株のグループ分け

を行った。 

２．研究実施内容 

1. 硫黄栄養に応答する遺伝子を網羅的に同定するために、シロイヌナズナの DNA アレイを用いた

トランスクリプトミクスを行い、硫黄栄養変化に応答する複数の未知遺伝子を特定することができ

た。また、シロイヌナズナのアクティベーションタグラインを代謝産物の定量によってスクリーニン

グする系を確立し、スクリーニングを開始した。 

2. シロイヌナズナから硫黄欠乏によって誘導される高親和型の硫酸イオントランスポーターSultr1;1

に加え、さらに２種類の高親和型トランスポーターSultr1;2 と Sultr1;3 の cDNA を単離した。

Sultr1;2 の発現部位は Sultr1;1 とほぼ同じく根の表皮および皮層であり、硫黄栄養が十分の時



にも強く発現しており、通常栄養時の硫酸イオン取り込みに関わっていることが示された。 

3. セリンアセチル転移酵素は、システイン生合成の重要な中間体である O−アセチルセリンを生成

する酵素であり、これは硫黄同化系遺伝子の発現誘導物質としての役割も果たしている。そこで

システインによりフィードバック阻害を受けない点変異体を作製し、これらの遺伝子をシロイヌナ

ズナに導入した。得られた形質転換体の O−アセチルセリン、システイン、グルタチオン含量を測

定した結果、野生型シロイヌナズナと比較して増加していた。また、硫酸イオントランスポーター

遺伝子の発現も見られた。これらの事から、O−アセチルセリンを介してセリンアセチル転移酵素

が制御に関わっていることが in vivo の実験によって証明できた。 

4. 酸化型システインであるシスチンを分解するシスチンリアーゼをブロッコリーから精製し、候補

cDNAクローンを単離した。さらにそのオルソローグ遺伝子をシロイヌナズナから単離した。これら

はある種のアミノ酸代謝酵素と同一か非常に相同性が高い。 

5. 窒素同化代謝について、イネのインブレッドラインを用いて量的形質を決定している遺伝子座

(QTL)の解析を進め、重要な QTL をマップできた。日本型イネニホンバレとインド型イネカサラス

を親とするバッククロスインブレッドライン（BIL）９８系統を用い、老化器官からの窒素転流に鍵を

握ると考えられているサイトゾル型グルタミン合成酵素（GS1）の含量と、若い器官で転流窒素の

再利用に重要な NADH グルタミン酸合成酵素（NADH-GOGAT）含量の量的形質を決定してい

る遺伝子座（QTL）を染色体上にマップした。農業形質を決定している QTL と重複している第二

染色体に着目し、コシヒカリとカサラスに由来し、第２染色体上の QTL 領域のみが分離した遺伝

型をもつ C 系統群 42 個体を用い、その自殖後代からこの領域のみがカサラス由来の染色体断

片で置換された系統である C-22 を選抜し、表現型の調査を行った。 

6. NADH-グルタミン酸合成酵素（GOGAT）過剰発現形質転換イネを作出した。ササニシキから単

離した NADH-GOGAT プロモーターに同 cDNA を連結したキメラ遺伝子をササニシキに導入し

T0 世代の形質評価を行った。未抽出葉身における NADH-GOGAT 含量・活性は最大で 80%増

加したラインが複数得られ、これらのラインでは、対照と比較して一粒重と穂重の増加が認めら

れた。本年度は、自殖後代の T1 世代で形質評価を行い、T0 世代と類似の結果を得た。 

7. GOGAT 反応は、窒素代謝と炭素代謝の接点に位置しており、代謝間クロストーク研究として重

要である。しかし、2-OGのGOGAT反応への供給系は依然として不明である。本年度から、この

供給系を解明するため、ミトコンドリアにある NAD イソクエン酸脱水素酵素（IDH）、サイトゾルに

分布する NADP イソクエン酸脱水素酵素（ICDH）、それにミトコンドリアのグルタミン酸脱水素酵

素に着目し、研究を開始した。 

8. ニチニチソウ単離液胞を用いてリン酸取り込み能を測定し、リン酸欠乏下での輸送活性の上昇

を確認するとともに、ニチニチソウ、シロイヌナズナ培養細胞から単離した液胞膜上で、リン酸輸

送に機能するタンパク質を同定中である。現在、SDS 電気泳動ゲル上で少数のタンパク質に候

補を絞り込み、一次構造の解析を始めることを予定している。 

9. イオンクロマトグラムを用いたイノシトールリン酸系の定量的測定方法を確立し、シロイヌナズナ

種子発芽時のイノシトールリン酸化合物の変動を測定した。良く知られているように、種子には



IP6（フィチン酸）が蓄積されているが、これは発芽とともに減少し、発芽 4 日目には、ほぼ消失し

た。この時、IP6 分解過程で生じるイノシトール高リン酸化化合物の変動を同時測定することに成

功した。さらに、リン酸代謝の突然変異体では、IP6 の分解が正常体とは異なる形で進むことを

明らかにした。ニチニチソウ培養細胞から単離した液胞内に IP6 が存在することを初めて見出し

た。この液胞内の IP6 は、リン酸栄養条件によって、大きく変動することが分かった。 

10.細胞内糖センシングの分子機構：３種類のイネヘキソースキナーゼ遺伝子（OsHXK1-3）の糖代

謝・センシングにおける機能分担について、ノックアウト変異体を用いた解析を行った。レトロトラ

ンスポゾン TOS17 遺伝子による遺伝子挿入破壊株についてスクリーニングを行い、第３エクソン

に挿入された OsHXK1 遺伝子破壊株の同定に成功した。この破壊株では、mRNA、タンパク質

ともに発現が観察されず、活性も OsHXK1 由来のグルコキナーゼ活性のみが減少していた。 

11.窒素源トランスポーターの分子機構：３種類のイネアンモニウムトランスポーターcDNA・遺伝子

（OsAMT1;1, 1;2, 1;3）に着目し、根におけるアンモニウムイオンの取込に関する機能分担の仕

組みを検討している。ノーザン解析の結果、OsAMT1;1, 1;2, 1;3 はそれぞれ異なる発現様式を

示したことから、根における窒素の取込において異なる機能を担っていると考えられる。酵母変

異体を用いた取込活性の解析から、上記３種の AMT はアンモニウム取込活性を有していること

が明らかとなった。同時にポジトロンイメージング法を用いた窒素化合物の生体内移動に関する

非破壊観察を行った。窒素飢餓処理を施したイネの根におけるアンモニウムの吸収は、３時間

のアンモニウム添加処理によって数倍程度上昇することが明らかとなった。 

12.キャピラリ電気泳動を用いた発芽イネ胚における代謝産物の解析：メタボロミクス研究実施の手

始めとして、発芽時のイネ胚における代謝産物パターンについて検討を加えた。完熟胚ではス

クロースや一部のアミノ酸からなる比較的単純な可能性物質のみであったのに対して、発芽に

伴い多くの代謝産物の検出・変動が観察された。これらの基礎データをもとに今後さらに研究を

進める。 

13.特異的なタンパク質輸送小胞を失った形質転換アラビドプシス At2S・LP に由来する４つの突然

変異株について遺伝的検討を加えた結果、これらが遺伝的に２つのグループに属することが判

明した。そこで、それぞれの遺伝子座を VES1 および VES2 と命名した。本突然変異株で発現さ

れる融合タンパク質の蓄積部位を細胞分画法および免疫電子顕微鏡観察によって解析した。

その結果、この融合タンパク質は細胞内でなんらかのプロセッシングを受けた上、ペルオキシソ

ームに蓄積していることが明らかになった。そこで、本突然変異体のペルオキシソームについて

ポストゲノム解析を行うためにペルオキシソームに特化したＤＮＡマイクロアレーを作製中である。

本突然変異体においてペルオキシソームをはじめ液胞などのオルガネラへのタンパク質輸送活

性を調べるための実験準備に取りかかった。まず、各オルガネラへのタンパク質輸送を調べるた

めに、ＧＦＰにペルオキシソームや小胞輸送系に必要な輸送シグナルを付加した形質転換体を

確立した。これら形質転換体と今回得られた突然変異体を掛け合わせ、後代においてＧＦＰによ

る蛍光を同定しようと考えている。現在、各形質転換体と突然変異体の掛け合わせを行ってい

る。 



３．研究実施体制 

(1) 斉藤グループ 

グループ長：斉藤和季（千葉大学大学院薬学研究院・教授） 

研究項目：総括、硫黄代謝、二次代謝、メタボロミクス 

(2) 山谷グループ 

グループ長：山谷知行（東北大学大学院農学研究科・教授） 

研究項目：窒素代謝、QTL 解析 

(3) 三村グループ 

グループ長：三村徹郎（奈良女子大学理学部・教授） 

研究項目：リン代謝 

(4) 山口グループ 

グループ長：山口淳二（北海道大学大学院理学研究科・教授） 

研究項目：糖代謝、窒素代謝 

(5) 林グループ 

グループ長：林 誠（岡崎共同研究機構基礎生物学研究所・助教授） 

研究項目：タンパク輸送蓄積 
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