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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とそれに基づく遺伝子機能同定研究を行った。特に、栄養ストレス

下および変異体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研究を進めた。硫黄欠乏、窒素欠乏に対してのグローバ

ルな応答とグルコシノレートなどの特異代謝系の応答を示すことが出来、同時にいくつか

の未知遺伝子機能を同定した。また、アントシアニン変異体を用いてトランスクリプトー

ムとメタボロームの統合により未知遺伝子機能を同定した。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、生産性を決定する窒素代謝関連酵素含量、穂数、

粒重などの重要なQTLを染色体上にマップした。これの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ると同時にQTL領域を含む染色体置換

系統を作出し、穂数を決定する領域約40cMから約23kbまでこの領域を狭めることに成功し

た。粒重を決定している第11染色体のQTL領域にかんしても、染色体置換系統群を作出し

て解析を進めた。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、そ

の成果を報告した。リン酸代謝については、液胞膜リン酸輸送系同定のために進めていた

液胞膜プロテオーム解析を条件を変えて進め、昨年度分と合わせて138の膜貫通タンパク

質を同定した。また、イノシトールリン酸化合物の代謝過程の解析を進めるために、複数

の関連酵素のシロイヌナズナノックアウト株を作成し、イノシトールリン酸化合物の濃度

変化を検討した。さらにシロイヌナズナのリン酸転流に関連したトランスクリプトーム解

析を進め、ソース・シンク転換に機能すると思われる複数の未知遺伝子を見出した。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

析を進めるとともに、アンモニウムトランスポーター遺伝子群の機能分担解析を通して、

根における窒素吸収制御の仕組みを解明した。また、ペルオキシソームタンパク質輸送因



子の網羅的in vivo機能解析を進め、サイトゾル型タンパク質輸送レセプター複合体の機

能を明らかした。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についても

解析を続行中である。 

 

２．研究実施内容 

1. 硫黄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、シロイヌナズナアレイを用いた解析（トランスクリプトミク

ス）と網羅的代謝物解析（メタボロミクス）を時系列で行った。特に、メタボローム

解析は、超高分解能フーリエ変換質量分析による非ターゲット解析と、HPLC,キャピ

ラリー電気泳動などによるターゲット解析を組み合わせて、栄養欠乏条件下での代謝

産物の変動について時系列で網羅的なプロファイリングを行い、トランスクリプトー

ムの結果と統合した。統合には自己組織化マップ(SOM)を用いた。その結果、グルコ

シノレート生合成と分解などの特異的代謝系の協調的な応答が示され、これらからグ

ルコシノレート代謝に関わる遺伝子の機能を網羅的に推定することに成功した。 

2. また、シロイヌナズナの完全長cDNA高発現ラインをGC-MSを用いた代謝産物の定量に

よるスクリーニングについて、より精緻でハイスループットなケモメトリクス手法を

開発した。この方法では、複数の代謝産物の組み合わせによってのみ表現型が示され

る変異体を特定し、なお表現型変化の原因代謝産物群を特定できる。 

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。シロイヌナズナゲノムに存在する５個のセリンアセチル転

移酵素様遺伝子について包括的に、酵素学的性質、局在性、組織特異的プロモータ発

現、ストレス誘導性などを検討した。本年度は、これらの遺伝子破壊株を取得し、そ

の表現型解析を進めた。 

4. 硫黄欠乏条件下での制御機構の解明を目的としてシロイヌナズナ種子のプロテオーム

解析を行った。シロイヌナズナを硫黄欠乏条件下および通常条件下で栽培し得られた

完熟種子より抽出したタンパク質を二次元電気泳動で分離しMALDI-TOFMSにて同定し

た。各スポットを消化酵素で分解し、C末端側に相当するペプチドの分子量を解析し

た結果、C末端のアミノ酸が１つずつ失われてゆく断片化が起こっていることが明ら

かになった。さらに硫黄欠乏条件下では、この断片化が抑制されることが推定された。

これらの事から種子貯蔵タンパク質は硫黄欠乏条件下で異なる翻訳後切断や修飾を受

けていることが示唆された。本年度はこれらのC末端のプロセッシングに関与してい

るエキソペプチダーゼの同定を試みた。 

5. シロイヌナズナのアントシアニン高蓄積変異体であるpap1-D変異体について、トラン

スクリプトミクスとメタボロミクスを統合し、アントシアニン生産に関与する遺伝

子—代謝産物ネットワークの解明と未知遺伝子機能の同定をした。本年度は２個の未

知アシル転移酵素遺伝子の機能についてほぼ同定することが出来た。 

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。具体的には、

アントシアニン生産に関する成分変種である赤ジソ、青ジソと抗腫瘍性アルカロイ

ド・カンプトテシンを生産する細胞培養系について、メタボロミクスと網羅的遺伝子

発現解析による未知遺伝子機能の決定を進めた。本年度は、PCRセレクト法によって、

アントシアニンやアルカロイド生産細胞に特異的に発現している遺伝子を網羅的に同

定した。 

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40cMのみがインド型品種カサラスに置換された染色体置換系統群

（NIL: C22）を作出し、QTL効果を、染色体置換系統を用いて詳細に解析した。この

領域を、染色体置換系統と新規に設定したDNAマーカーを用いて、約23kbまで絞り込

むことができた。同時に、第１１染色体にも着目し、GS1含量と粒重を決定している

QTLに着目し、染色体置換系統を作出して解析を進め、GS1含量は約18.2cM、粒重は約

14cMの領域に含まれることが判明した。 

8. イネにおけるグルタミン情報伝達機構に着目し、グルタミンセンサーと考えられる

OsACR遺伝子群を単離すると共に、ACR3がグルタミン結合能を持つこと、酵母ツーハ

イッブリッド法により小さな分子シャペロンと相互作用すること、並びに核膜に局在

することなどを明らかにした。またPIIタンパク質が１コピーであり、プラスチドに

局在していることや、酵母ツーハイブリッド法によりN-アセチルグルタミン酸キナー

ゼと結合することなどが明らかとなった。RNAi法によるPIIノックダウンイネを作出

し、DNAマイクロアレイ解析や、アミノ酸に絞ったメタボローム解析を進めた。 

9. イネに新たなサイトゾリックGSが存在することを見出し、それぞれOsGS1;1（従来の

GS1）、OsGS1;2（従来のGSr）、OsGS1;3（新規なGS1）と命名した。OsGS1;3の発現は

穎果に限定されており、またOsGS1;1は主に地上部と根、OsGS1;2は主に根で発現して

いた。Tos17挿入によりOsGS1;1が破壊された変異体の解析を進め、GS1;1の生理的な

重要性を明らかにすると共に、根におけるOsGS1;1とOsGS1;2の発現解析や大量発現系

を用いた酵素の動力学的解析を行っている。 

10. 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、種々の解析を行っ

たが、現時点でどの経路によって2-OGが供給されているか、依然として判明していな

い。 

11. 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進めた。昨年度とは異なる手法を含め計7回の分析を行い、

これまでに138種の膜貫通タンパク質を見出した。このうち、プロモーター領域にリ



ン酸応答配列を持つ機能未知タンパク質について、形質転換株の作成を進めている。 

12. シロイヌナズナイノシトールリン酸合成系に関与するMIPS（ミオイノシトール-1-リ

ン酸合成酵素）とイノシトールリン酸化酵素について、複数の遺伝子のタグラインと

RNAi株の取得に成功し、その種子のイノシトールリン酸含有量について測定を進めた

が、現時点では有用な変異のある株を見出すことは出来なかった。さらに新たな系統

の作成を進めている。 

13. シロイヌナズナ未熟種子におけるMIPS酵素の局在を検討し、これまでに知られていた

イネとは異なり、胚乳特異的に発現すること、IP6の合成が細胞間の相互作用を伴っ

て生じることを明らかにした。 

14. シロイヌナズナを材料に、イオンクロマトグラムに質量分析計をつなぐことで、糖リ

ン酸の網羅的分析を可能にする手法を開発した。 

15. シロイヌナズナリン酸転流機構解析のために、シュートにおけるソース・シンク組織

の同定を行い、それぞれの組織から単離したRNAを用いてトランスクリプトーム解析

を進めた。リン酸欠乏、エイジングからソース・シンク過程を分離する手法を開発し、

あらたにソース・シンク転換のみに関連すると予想される遺伝子を複数見出した。 

16. 細胞内糖センシングの分子機構：３種類のイネヘキソキナーゼ遺伝子（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

た。詳細な解析の結果、OsHXK1，OsHXK2いずれのノックアウト変異体についても顕著

な表現型の変化が観察されなかった。この原因としてイネゲノム中にヘキソキナーゼ

遺伝子が多数存在しており、OsHXK1およびOsHXK2それぞれの機能に他の相同遺伝子と

の重複性が予想された。今後、全てのOsHXK遺伝子を考慮した研究が必要である。 

17. 糖シグナリング機構の解析：シロイヌナズナの芽生えにおいて、本葉の展開を停止す

る休眠現象が観察される。すなわち、シロイヌナズナの芽生えには、環境に応じて茎

頂分裂組織(SAM)の分裂活性を制御する機構の存在が想定される。本研究では、シロ

イヌナズナにおいて糖の生成量低下がアブシジン酸(ABA)の生合成上昇を促進すると

ともに、SAMの分裂活性の低下を誘導することを明らかにした。この知見は、発芽時

の使用の展開に続く形態形成過程において、糖とABAがSAMの分裂活性制御に拮抗的に

作用することを示す結果である。糖シグナリング機構をより明確にするため、シロイ

ヌナズナ糖高感受性変異体ghs1(glucose hyper-sensitive 1)を単離し、遺伝学的・

生理学的解析を行った。原因遺伝子単離の結果、GHS1遺伝子はプラスチド30Sリボソ

ームタンパク質S21をコードしていることが明かとなった。本研究によって、葉緑体

機能と糖シグナリングの関連が具体的に示された。タンパク質の選択的分解に関与す

る26Sプロテアソームには、プロテアーゼ活性をもつ20Sとその制御に関わる19S巨大



タンパク質構造体で構成されている。プロテアソーム19S調節複合体のサブユニット

RPT2aの機能欠損（KO）変異体rpt2aでは、糖に対して高感受性を示すことが明かとな

った。いくつかの実験より、プロテアソームを介した糖シグナル伝達機構には細胞周

期の制御が関与していることが明かとなってきた。現在この仮説を証明するため、変

異体の分子遺伝学的解析を進めるとともに、プロテアソームの構造と機能に関する研

究を進めている。 

18. 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。窒素代謝や窒素輸送の

制御には、根で土壌中の外部窒素源の存在を認識することで規定される場合と、植物

体内のグルタミンなどアミノ酸量（Ｎステータス）によって規定される場合とが考え

られる。アンモニウムイオンに依存していると思われたOsAMT1遺伝子群の発現は、グ

ルタミン合成酵素反応の阻害剤を用いた実験結果から、輸送基質であるアンモニウム

イオンの受容ではなく、植物体内におけるグルタミンに制御されている可能性が示唆

された。植物の窒素吸収能は、根内のグルタミン量の増加にともない負のフィードバ

ック制御があることが知られている。しかしながら、本研究によりOsAMT1;2は、その

発現がグルタミンの増加によって、正のフィードバック制御を受ける新規の窒素トラ

ンスポーターであることを見出したAMT過剰発現イネを作製し、低施肥下で成長可能

なイネ作出のための基礎データを蓄積した。 

19. 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。 

20. データベース解析からペルオキシソームタンパク質の輸送を制御する因子として１５

種類２１個の遺伝子候補を予測し、網羅的なin vivo機能解析を進めている。それら

のうちでPEX5およびPEX7遺伝子は、それぞれの翻訳産物が結合してサイトゾル型レセ

プター複合体を形成していること、この複合体がPTS1型およびPTS2型ペルオキシソー

ムタンパク質輸送の両方を制御していることが明らかとなった。現在、他の遺伝子に

ついても詳細な機能解析を行っている。 

21. ＰＡＣ小胞由来のタンパク質輸送解析については、これまで同定していた変異体がエ



コタイプＣ２４を元に作られており、遺伝子のマッピングに支障を生じた。そこで、

エコタイプをコロンビアに変えて変異体を再度スクリーニングを行った。現在すでに

いくつかの変異体候補を得ており、これらのバッククロスを行っている。 

 

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（神戸大学理学部・教授） 

研究項目：リン代謝 

（４）山口グループ 
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