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一般的に、限られた窒素源を効率的に利用し高い

生産性を示す植物が重要であると考えられる。それ

は、限りある田畑に投入されている肥料も限りある

資源の一部であるためである。そのため、植物の窒

素同化能力は大きな意味での環境科学とも密接に関

わっている。

本研究では植物の生育に重要な窒素源のひとつで

ある硝酸と硝酸同化の第１段階であるイネ科植物の

根の表皮細胞における硝酸吸収メカニズムに注目

し、イネ (Oryza sativa)とヨシ (Phragmites

australis)の硝酸吸収メカニズムの解析を植物生理学

および分子生物学レベルで行なった。本博士論文は

4章から構成されており、概要は以下の通りである。

第１章では硝酸濃度に依存して働く低親和性輸送

システムおよび高親和性輸送システムを支配する遺

伝子NRT1およびNRT2の現在までの研究の流れに

ついて概説した。また、近年明らかにされつつある

NRT2の機能活性を制御すると考えられるNAR2に

ついてもふれ、本研究で注目すべき部分を明らかに

した。

第２章ではイネのゲノムデータベースからイネの

NRT2およびNAR2 (それぞれOsNRT2および

OsNAR2) を単離し、それらの配列から推測される

４つのOsNRT2 (OsNRT2.1 ̃ OsNRT2.4)および２

つのOsNAR2 (OsNAR2.1とOsNAR2.2)の基礎的デ

ータを in silico解析により取得した。その結果、

OsNRT2.1とOsNRT2.2はORFの配列が同一である

が、5’-および3’-UTRが異なる遺伝子であることを

明らかにした。さらに、各々の遺伝子の5’-UTRに

おいて転写制御機構に関わるTATAボックスあるい

はGATAモチーフの配置の違いを明らかにし、それ

ら遺伝子間の転写制御の違いを予測した。また、さ

まざまな生物種のNRT2のアミノ酸配列を元にして

系統樹を作成した結果、OsNRT2sが単子葉植物の

NRT2グループに含まれるものと、シロイヌナズナ

のAtNRT2.7が含まれる単純に進化系統的に分類で

きないグループに含まれた。このようなOsNRT2フ

ァミリーの構成は、すでにシロイヌナズナで報告さ

れていたものと同様であった（図１）。

第３章では、前章で抽出・同定した４つのOsNRT2

と２つのOsNAR2の機能を明らかにするため、硝酸

誘導時における硝酸吸収とそれらの遺伝子の発現パ

ターンを、硝酸処理前に窒素飢餓前処理またはアン

モニア前処理（それぞれ積極的誘導条件または抑制

的誘導条件）を行なった幼植物体を用いて経時的に

解析した(図２と図３)。積極的誘導条件では、

OsNRT2.1、OsNRT2.2、OsNRT2.4とOsNAR2.1
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図１. 生物のNRT2の系統樹。NRT2s の推定アミノ酸配
列をClustalWとTree View用いて系統樹解析を行った。
系統樹上のそれぞれ数字はその分岐の確からしさを表し
ており、 1000が最も確からしい(bootstrap =1000
replicates)。Iは単子葉植物、IIは双子葉植物、IIIはコケ
や酵母を含む下等生物、IVは上記のように進化系統的に
分かれなかったそれぞれのNRT2のグループを示す。

 

図２. 経時的な硝酸吸収量の増加 (AとB)。 幼植物体を
500 μM (NH4)2SO4で前処理を行なった処理区（□）
と行なっていない処理区（■）を設け、その後200 μ
M KNO3溶液で24時間処理を行ない経時的に硝酸吸収
量を測定した。Aは硝酸処理後24時間の経時的な増加
を示し、Bは０から２時間の増加を示している。それぞ
れ6反復行なった。
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学位論文の概要

の発現および硝酸吸収は硝酸処理後ほぼ同じ時間か

ら誘導され、上記遺伝子の硝酸吸収への関与が示唆

された。しかし、抑制的誘導条件の幼植物体では、

OsNRT2.1およびOsNAR2.1の発現と硝酸吸収は遅

れて誘導され、OsNRT2.2は硝酸処理開始前から発

現 し て い た 。異 な る 二 つ の 前 処 理 条 件 で も

OsNRT2.1およびOsNAR2.1は硝酸吸収とともに誘

導されていたので、両遺伝子が根における硝酸吸収

に重要な役割を果たしていると結論した。

また、積極的誘導条件における幼植物体の

OsNRT2.1およびOsNRT2.2の発現量は、抑制的誘

導条件時と比較して劇的に増加していた。しかし、

それぞれの同時刻のOsNAR2.1の発現量は上記両遺

伝子とは異なり、両前処理区間で劇的な発現量の差

異が認められなかった。一方、積極的誘導条件また

は抑制的誘導条件時の硝酸吸収量の増加速度には大

差がなく、NRT2の発現量と根における硝酸吸収の

活性には正の相関が認められないことを示唆した。

以上の結果から、過剰に硝酸誘導されたOsNRT2.1

およびOsNRT2.2は転写後あるいは翻訳後調節を受

けていること、さらに他の植物で報告されているよ

うに、OsNRT2.1の活性化にOsNAR2.1が関与する

ことを示唆した。今後は、タンパク質レベルでの研

究が必要であろう。

第４章では、琵琶湖周辺の水際に生息するヨシの

硝酸吸収能力に注目し、ヨシの硝酸吸収速度の評価

とNRT2の単離を行なった。ヨシ集団内で硝酸吸収

能力の指標となるKmとVmaxの差異を認め、硝酸誘

導後のKmとVmaxの差異が大きい２つのヨシクロー

ン株(W-6およびW-8)を選抜した（図４）。両ヨシク

ローンについて分子生物学的手法を用いて研究した

結果、両クローンのNRT2は硝酸誘導時に異なる発

現パターンを示すことおよび両クローン間のNRT2

のアミノ酸残基が３つ異なっていることを明らかに

した。以上の結果を総合し、自然集団のヨシの硝酸

吸収能力には遺伝的差異があり、硝酸吸収能力の高

いヨシを選抜・育種することが可能であると結論し

た。

本博士研究論文は未解明であったイネおよびヨシ

の硝酸吸収に関与する遺伝子を明らかにしたもので

ある。イネではOsNRT2.1およびOsNAR2.1に焦点

を絞り、根における硝酸の吸収効率を高めて窒素源

の利用効率を高める育種戦略の可能性を示した。ヨ

シではNRT2を単離し、ヨシの硝酸除去能力を人為

的に向上させる可能性を明示した。

本研究成果を応用すれば、冒頭の部分で述べた植

物とは相対する形質を持つ窒素源を多量に吸収する

だけの｢燃費の悪い｣植物が育種されるかもしれない。

しかし、硝酸吸収量に見合った硝酸同化能力を付与

すれば、硝酸利用効率をさらに高めた植物の育種も

期待される。一方、限られた窒素源を最大限に活用

することや過剰な窒素源をある系から効率的に取り

除くために、相反する形質を持つ植物を必要に応じ

て使い分ける「環境科学的アプローチ」も考えられ

る。

 
         

 
        

 

図４. ヨシ小植物体の硝酸吸収の遺伝的差異。クローン
W-6は▲で、クローンW-8は■で示す。

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

                  

 

図３. 硝酸誘導処理直後からの根におけるOsNRT2sと
OsNAR2sの発現パターン。処理区は図２と同様に設定
し、硝酸誘導処理後の任意の時間で発現解析を行なった。
Actinは内部標準遺伝子。




