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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。本年度は本格的

にポストゲノム解析研究を行った。特に、栄養ストレス下におけるシロイヌナズナのトラ

ンスクリプトームとメタボローム解析の結果を統合的にマップ上に投影する試みをスター

トした。硫黄同化系に関与する個別遺伝子については、シロイヌナズナゲノムの硫酸イオ

ントランスポーター遺伝子、セリンアセチル転移酵素遺伝子の機能解析を進めた。これら

の変異体や過剰発現体のトランスクリプトーム、メタボローム解析によって遺伝子− 代謝

産物ネットワークの理解を進めた。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をマップすると

ともに、QTL領域から原因遺伝子の単離を目指し、第２染色体QTL領域の高密度マッピング

を進めた。また、サイトゾル型グルタミン合成酵素遺伝子欠損株の解析を進めた。リン酸

代謝については、昨年度に引き続き液胞膜リン酸輸送系の解析を進めるとともに、イノシ

トールリン酸化合物の代謝過程の解析を進めた。さらにイオンクロマトグラムに電気化学

検出法を組み合わせることで、植物体から抽出した糖リン酸の網羅的分析法を開発し、そ

れを用いてリン酸代謝に関わる変異体や栄養条件を変えて生育させたシロイヌナズナの糖

リン酸分布の解析を進めた。また、遺伝子破壊株をもちいて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、小胞体由来の特異的なタンパク輸送小胞を

失った突然変異株のスクリーニングとペルオキシソームタンパク質輸送をもとにしたトラ

ンスクリプトーム解析を行った。 

 

2.研究実施内容 

1. 硫黄欠乏および窒素欠乏条件下の遺伝子発現の変化を包括的に記述し、さらにそ

の制御機構を推定することを目的として、シロイヌナズナマクロアレイを用いた



解析を行った（トランスクリプトミクス）。(1)発芽から３週間にわたり栄養欠乏

処理を施した植物および、(2)通常条件から栄養欠乏条件または鍵中間体のO-アセ

チルセリン添加条件にシフトして２日目の植物を用いて、遺伝子発現の変化を解

析した。その結果、硫黄欠乏条件と中間体添加条件にシフトした時に変化する遺

伝子セットに共通性が見られ、両条件で変動する約120個の遺伝子を同定すること

が出来た。同時に超高分解能フーリエ変換質量分析によって、栄養欠乏条件下で

の代謝産物の変動について網羅的なプロファイリングを試みた（メタボロミク

ス）。その結果、いくつかの代謝経路の中間体の変動が見られ、一部はトランス

クリプトミクスの結果と一致した。 

2. 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および

成長阻害剤に対する耐性によってスクリーニングする系を確立し、スクリーニン

グを進めた。 

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る。フィードバック阻害非感受型酵素遺伝子をシロイ

ヌナズナに導入し、得られたトランスジェニックシロイヌナズナではシステイン、

グルタチオンが増加していた。また、硫黄同化系の制御に関わっていると考えら

れる細胞質性の本遺伝子破壊株を取得し、網羅的なトランスクリプトーム、メタ

ボローム解析を開始した。 

4. シロイヌナズナから高親和型の硫酸イオントランスポーターSultr1;3のcDNAを単

離した。プロモーター− GFPを用いた形質転換体の実験からSultr1;3は師部伴細胞

に局在していることが示された。また、Sultr1;3遺伝子へのT-DNA挿入変異体の解

析から、硫酸イオンのソース器官からシンク器官の長距離輸送に関わっているこ

とが示された。 

5. 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、そのシロイヌナズナのオルソローグ遺伝子およびその翻訳産物の解析

をした。その結果、シロイヌナズナのシスチンリアーゼはチロシンアミノ転移酵

素類似とアノテーションされたタンパク質であることが明らかにされた。 

6. 上記の技術基盤をもとに、シロイヌナズナだけでなくいくつかの実用植物につい

てもメタボロミクスに基づいたファンクショナルゲノミクス研究を開始した。 

7. 窒素リサイクル機構で鍵を握る、老化葉身のGS1と若い器官のNADH-GOGATの量を決

定している複数のQTLを染色体上にマッピングした。本年度は、GS1と穂数など農

業形質のQTLが重複して検出された第２染色体に着目し、コシヒカリを遺伝背景と

して、これらのQTL領域約50cMのみがインド型品種カサラスに置換された準同質遺

伝子系統群（NIL: C22）を作出した。詳細な連鎖解析に必須である15個のDNAマー

カーを新たに設定した。検出されたQTLを含む染色体領域のみが分離している集団

（C系統）の自殖後代4191個体より、マーカーC777とC10005の領域間での組み換え

体283系統を選抜し、遺伝子型を決定した。ガラス室および水田での栽培を行い、



連鎖解析を行った結果、C777の近傍に①一穂重量、C10005を含む領域に②分げつ

数および穂数を規定している二種の原因遺伝子の存在が示された。 

8. イネにおけるアンモニウムイオントランスポーター（OsAMT）遺伝子を10種類見出

し、その中で新規なOsAMT2;1の酵母における機能相補に成功し、種々の条件や器

官の成育に伴う発現解析を行った。OsAMT2;1は地上部でも恒常的に発現していた

が、他の新規なOsAMT3;1の発現は極めて低いことがわかった。 

9. 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。この供給系を解明するため、NADイソクエン酸脱水素酵素（IDH）、NADPイソ

クエン酸脱水素酵素（ICDH）、グルタミン酸脱水素酵素（GDH）に着目し、分子資

材獲得後、主にタンパク質とmRNAの組織学的発現解析を行った。未抽出葉身、登

熟過程の穎果で、ICDH1、IDHaタンパク質は、ともに篩管や導管から物質が輸送さ

れる経路に相当する維管束組織柔細胞群に主に局在していた。これらの結果より、

ICDH、IDHの両酵素ともNADH-GOGATへの2-OG生成が可能であることが示唆された。

GDHは、師部伴細胞に強いシグナルが認められた。 

10. シロイヌナズナ培養細胞から単離、純化した液胞膜を用いて、リン酸輸送体同定

のためのプロテオーム解析を開始した。リン酸輸送体の想定含量が極めて少量の

ため、平成14年度は液胞膜タンパク質の蓄積につとめた。 

11. シロイヌナズナ発芽時にIP6分解で生じるイノシトールリン酸化合物の分析を進め

るとともに、その分解に働くフィターゼの活性測定に成功した。また、ニチニチ

ソウ培養細胞を用いて、培養条件によって細胞内にIP6を蓄積する系の開発に成功

した。さらにこの実験系は、培養条件によってIP6の細胞内蓄積箇所が変わること

が明らかとなってきたので、植物細胞におけるIP6合成系の解析を進める予定であ

る。 

12. シロイヌナズナを材料に、イオンクロマトグラムに電気化学検出法を組み合わせ

ることで、糖リン酸の網羅的分析法を開発した。栄養条件を変えて生育させたシ

ロイヌナズナと、リン酸代謝の変異体として知られる植物体（pho1,pho2）の糖リ

ン酸化合物を比較分析し、リン酸代謝変異体が、単にリン酸含有量の変化で生育

が変わっているだけとは言えないことを明らかにした。さらに、リン酸化合物を

特異的に結合できるチタニアカラムを用いることで、糖リン酸の測定を妨害する

物質の除去を可能とする測定系を開発した。 

13. 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。OsHXK2の



ノックアウト変異体の単離も終了し、現在詳細な解析を進めている。 

14. 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。現在上記遺伝子センス植物体を用いての解析を進めている。 

15. 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。 

16. ＰＡＣ小胞由来のタンパク質輸送解析については、栄養生長細胞でＰＡＣ小胞が

形成される形質転換体At2S・LPに戻って再スクリーニングを始めた。これまでの

経験をもとにＰＡＣ小胞が形成されない変異体を選抜する条件を模索中で、すで

に候補となる変異体をいくつか単離している。 

17. ペルオキシソームタンパク質の輸送シグナルをもとにアラビドプシス全ゲノムか

らペルオキシソーム関連遺伝子を網羅的に検索し、これらの遺伝子すべてを網羅

したＤＮＡマイクロアレーを作製した。さらに、このＤＮＡマイクロアレイの有

効性を実証するために、アラビドプシス各種器官で特異的に発現しているペルオ

キシソーム遺伝子の探索を行った。その結果、黄化子葉や緑化子葉、根のペルオ

キシソームには、これまでに知られていないペルオキシソームタンパク質が機能

していることが明らかになった。 

 

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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