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論 文 内 容 要 旨

遺伝子破壊変異イネを用いたサイトゾル型グルダミン合成酵素1;1の 機能解析

序論

窒素 は、最 も不足 しやすい必須元素 であ り、植物 の成育 を直接支配する重要な因子の一つである。

主要穀物であ るイネの穂 を構成 してい る窒素 の約80%は 、老化器官か ら節管 を介 して輸送 される窒

素 に由来 してお り.(MaeandOhira,1981)、 節管 を流れる転流窒素の主形態 はグル タミンお よびアス

パ ラギ ンである(HayashiandChino,1990)。 この窒素転流 には、老化葉 身におけるサ イ トゾル型 グ

ル タミン合成酵素(GS1;EC6.3.1.2)と 若 い成長中の器官 にお けるNADHグ ルタ ミン酸合成酵素

(NADH-GOGAr;ECl4.1.14)が 重要な機能 を担 ってい るこ とが示唆 されて きた(Kamachiε ∫砿,

1991;Kamachietal.,1992;Yamayaetal.,1992;Hayakawaeta1.,1993;Hayakawaeta1.,1994;Sakuraiet

α乙,1996)。 しか し、GS1が この機 能 を担 っている とい う直接 的 な証 明はな されていない。

生理機瀧 の直接 的な証明には、標 的遺伝子が欠損 した変異体 の利用が必須である。プラスチ ド型

のGS2の 主な生理機能 は、光呼吸で放 出されたア ンモニ アめ再 同化 である ことが、オオムギのGS2

遺伝子欠損変異体 を用いた解析 か ら明 らかに された(Wallsgroveθ ∫砿,1987)。 植物 における変異体

を用 いた研究 は、順遺伝学的 に表現型の違 いからス クリーニ ングし、原 因遺伝 子 を特定する と方法

と、主 にシロイヌナズナで整備 されたT・DNAタ グライ ンを用 いて、標的遺伝子が破壊 された ライ

ンを獲得する、いわゆる逆遺伝学 的アプローチがある。 しか し、GS1遺 伝子の欠損変異体 に関す る

報告 は、 シロイヌナズナで もない。

近年、イネゲノムプロジェク トに より内在性 レ トロ トランスポゾン1b517を 転移 させ た遺伝子破

壊系統群が作 出 され、 目的遺伝子 に1b517が 挿入 された系統 を選抜す るこ とが可能 となった。

本研究では、イネにおけるGS1の 生理機能 を、GS1遺 伝子 欠損変異体 を用 いて明 らかにすること

を目的 とした。まず、第1章 では遺伝 子破壊変異体 の獲得 を行 い、第2章 では得 られた05G51∫1遺

伝子破壊変異体 を詳細 に解析 した。さらに、第3章 で は、05(}∫1∫1遺伝子破 壊変異体 を用いて、GS1;1

の機能 を探 った。
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第1章GS1遺 伝子破壊変異体の獲得

本 章 で は、 イ ネのGS1の 遺 伝 子破 壊 変 異 体 の獲得 を試 み た。

イ ネにお けるGSlcDNAは 、shootGSlとrootGSlの2種 が単 離 され て い た(Sakamotoθ'鼠,1989)。

ゲ ノム配 列 の解 読 が完 了 した イ ネゲ ノム デ ー タベ ース を検 索 した とこ ろ、新 た にサ イ トゾル型GS

遺伝 子 を発 見 した。 そ こで 、従 来 のshootGSI遺 伝 子 を0∫G∫1∫1、rootGS1遺 伝 子 を0∫G∫12と 改

名 し、新 た に見 い だ したGS1遺 伝 子 を0∫(}31∫3と 命 名 した。05σ51∫3cDNAを クロ ー ニ ング し、

RT-PCRに よ り3種 の0∫G51mRNAの 蓄積 を調 べ た。 そ の結 果 、0∫G314mRNA、03G51∫2mRNA

は 、供 試 した幼 植 物 の根 、葉 鞘 、未 抽 出葉 身 、完 全展 開葉 身 、老化 葉 身 、開花 後5日 目の穎果 全 て

に検 出 され たの に対 し、05(}∫1∫3mRNAは 、 穎 果 で のみ検:出 され た 。

イ ネゲ ノム プロ ジ ェ ク トに よ り、 公 開 され て い る1b∫17の 隣i接配 列 の デ ー タベ ー ス を検 索 し、

03G51∫1の 第8exonに1b∫17が 挿 入 され た系 統(ND8037)を 見 い だ した。 また、DNApoolに 対 す

るPCRス ク リー ニ ングの結 果 、新 た に03G31ソ 第8exon(ND8901)、 第10exon(NC2373)、 第4inmn

(NFll30)、 第10intron(NCO866)に1b317が 挿 入 され て い る系 統 を見 い だ した(Fig.1A)。 この う

ち、exonに1b517が 挿 入 され て い る系統 につ い て解析 を行 った。03G51∫1遺 伝 子上 に7b∫17が 挿入

され た対 立遺 伝 子 がheterozygoteに な った 個体(+1一)や、0∫G51∫1遺 伝 子 上 の7b∫17が 脱 落 した個 体

(+!+)は 、 野生 型 と同様 に成 育 した。 これ に対 して、05G∫1ノ 遺 伝 子 上 に7わ ∫17が 挿 入 され た対 立遺

伝子 がhomozygoteに な っ た05G51∫1破 壊 変 異 体(一!一)は、成 育 の遅 延 や稔 実 率 の低 下 が認 め られ た

(Fig.1B-IE,Table1)0

03G51ゴ 上 に7b317が 挿 入 され た03σ31∫1遺 伝 子破 壊 変 異体 を獲 得 し、 この変異 体 は成 育 が極 端

に遅 延 す る とい う表 現 型 を示 す こ とが 明 らか に なっ た。

第2章05G51;1遺 伝子破壊変異イネめ特徴

第f章 で得 られた03G51ソ 遺伝子破壊変異 イネの特徴 を明 らかに した。

05651∫1遺 伝子破壊変異体 で は、葉身、葉鞘 お よび根のGSI含 量が減少 していた(Fig.2B)。 また、

変異体の完全展 開葉 身か ら抽 出 した可溶性 タンパ ク質を陰イオン交換 ク ロマ トグラフィー にて分

画 し、GStrans色rase活 性 を測定 した ところ、GSI活 性 も野生型 と比較 して著 しく減少 していた(Fig.

2C)。05(}51∫1破 壊 変異体 の葉 身、葉鞘、根 を供試 してrealtimeRT-PCR解 析 を行 った結果、正常 な
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05σ51∫1mRNAは 検出 されなかった。一方、05G51∫2mRNAは 」供試 した全 ての器官で野生型 と同

程 度検 出 された(Fig。3)。機 能相補 を目的に、ササニ シキの0∫G51ソpromoter領 域 に0∫G51/cDNA

を連結 したキ メラ遺伝子 を、heterozygote(+1一)に導入 した形質転換イネを作 出 した。この自殖種子 で

あるT1世 代 を栽培 した結果、03G51JcDNAが 導入 された形質転換体 は、変異体で認め られた成

育 の遅延 な どの表現型が回復 し、野生型 と同様 に成育 した(Fig.4)。 このことか ら、変異体で認め ら

れた表現型 は、GS1;1が 欠損 していることに起因 している と結論 した。

03G∫1∫1遺 伝子破壊変異体が正常 に成育で きない ことか ら、GSl;1の 生理機能 の中には、他 のGS1

や他 の代謝系で は補 いきれ ない機能があることが明 らかになった。

第3章05G51∫1遺 伝子破壊変異 イネ を用いたGS1;1の 機能解析

第2章 で示 した他 のGS1や 他 の代謝系では相補 で きないGS1;1の 機能 は、い くつか可能性が考

えられ る。まず、これまでGS1の 機能 として示唆 されている、転流窒素のGlnを 老化葉身において

合 成する とい う機能 をGSI;1が 担 ってお り、変異体で は、転流が滞 り正常 に成育 で きない可能性が

予 想 され る。 また、根 におけ る窒素初期同化過程 において、 アンモニ ウム イオ ン投与後のmRNA

の蓄積量 の推移や、mRNAの 蓄積部位 には、GSI;1と 、GSI;2で は違 いがあ ることが判明 してお り

(lshiyama6如 乙,2004)、それぞれ、異なる役割 を担 ってい る可能性が考え られ る。 この、GS1;1の 機

能 を解 明す るため、0∫G∫1/1遺 伝子破壊変異体 をよ り詳細 に解析 した。

窒素初期 同化過程におけるGS1;1の 機能 を解析す るにあた り、変異体 に与 える窒素源 を変化 させ

て栽培 した。変異体 を、播種直後か ら、3種 類の窒素源の水耕液でそれぞれ栽培 する と、NH4+の 存

在 する、塩化 ア ンモニウム条件 と硝酸 アンモニウム条件 では、第4葉 が短 くな り、葉 身の抽出 に遅

延 が認 め られた。これに対 し、NO∫のみの硝酸ナ トリウム条件では、野生型 に近い成育 を示 した(Fig.

5)。 また、種子栄養期 に水のみで栽培すると、変異体 は野生型 と同様 に成育 した(Fig.6)。

種子栄養期 に水 のみで栽培 し、NH4+投 与後48時 間の変異体 の第3葉 身、第3葉 鞘お よび、根 の

ア ミノ酸蓄積 量 を測定 した。変異体では野生型 と比較 して、グルタミンが減少 してお り、これに伴

って、総 ア ミノ酸含量 も減少 していた。 また、この とき、アンモニウム蓄積量 は、野生型 に比較 し

て、変異体で増加 していた(血ble2)。 これ らのことか ら、変異体で認 められた表現型はNH4+存 在条

件下で生 じてい るが明 らかになった。

播種直後 か ら塩化 アンモニウムを窒素源 とした水耕液 を与えて播種後18日 目まで栽培 した、変
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異体 と野生型の葉 身を切片化 し、組織 を観察 した。その結果、変異体 は組織が正常 に発達 していな

かった。

変異体 と野生型 を、播種 直後 か ら塩化 アンモニ ウムを窒素源 と した水 耕液 を与 えて播種後 玉8日

目まで栽培 した時 の転写産物 蓄積量の違 いを、マイ クロア レイを用 いて解析 した。第3葉 身、第3

葉鞘、根 に分 けて、それぞれ、変異体 と野生型の転写産物 蓄積量 を比較 した結果 、マ イクロァレィ

チ ップ上の約21500遺 伝子 の うちPvI韮ueO.01以 下の有意な増減が認 め られた遺伝子数 は、葉 身で

627(う ち増加299、 減少328)、 葉鞘で411(う ち増加232、 減少179)、 根 で1100(う ち増加483、

減少617)で あった(Fig.7)。 また、この うち、発現 強度比3倍 以上 の増減が認 め られた遺伝子数

は、葉身で67(う ち増加17、 減少50)、 葉鞘で35(う ち増加28、 減少7)、 根で98(う ち増加56、

減少42)で あ った。詳細 は現在解析 中である。

0∫σ51∫1遺伝子破壊変異体が、特 にNH4÷ 存在条件下 で正常 に成 育で きないこ とか ら、GSl;1の 生

理機能 には、他 の代謝系 では完全 には相補 で きない部分 があ るこ とが判 明 し、 イネの根 にお ける

NH4+同 化 にお いてGSI;1は 極 めて重要な役割 を担 っているこ とが明 らか となった。

結論

本研究で、以下 のことが明 らかになった。

1.こ れ まで他 のいかなる植物 で も報告 の無か った、サイ トゾル型 グル タミン合成酵素の欠損変異

体で ある、05G51ゴ 遺伝子破壊変異イネを獲得 した。0∫G51∫1遺 伝子破壊変異体 は、遺伝子破壊系

統群 よ り、05G31/1遺 伝子上 に レトロ トランスポゾン7b∫17が 挿入 され た5系 統見 いだ した。変異

体 は、成育が遅延 し、稔実率が著 しく低下 した。

2.0∫G∫1∫1遺 伝子破壊変異体 は、正常 な0∫G51∫1mRNAが 蓄積 してお らず、GS1タ ンパ ク質が

減少 し、GSI漕1生 が低下 していた。変異体 に0∫G31∫1promoter制 御 下で、05G∫1∫1cDNAを 導入 し

た ところ、成育が遅延す るな どの表現型は回復 し、野生型 と同様 に成育 した。 この ことか ら、変異

体で認め られた表現型 は、GS1;1が 欠損 していることに起 因 してい る と結論 した。

3.0∫G31」 遺伝子破壊変異体が 、特 にNH4+存 在条件 下で正常 に成育で きない ことか ら、GS1;1

の生理機 能 には、他の代謝系では完全 には相補で きない部分があ るこ とが判明 し、イネのNH4+同

化 においてGSI;1は 極めて重要 な役割 を担 っていることが明 らか となった。
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Figure4.ComplementationofknockoutmutantsbyintroductionofOsGS1;1cDNA.

(a)Diagrammaticrepresentationofvariousgenotypes.Termsofhomorygote,heterorygoteornoinsertionareusedfortheTos17

insertedintoendogenousOsGS1;1.Transgene(+)indicatesthepresenceofOsGS1;1-promoter::OsGS1;1cDNAinprogeny.Arabic

numberscorrespondtothoseinFigure3b,c.

(b)Comparisonofphenotypeofself-pollinatedprogenyaftertransformation.OsGS1;1cDNAunderthecontrolofitsownpromoter

wasinセoducedintoheterozygotelines.Progenywith【 せansgene(+)】orwithout[transgene(一)1werecomparedin廿1eirphenotypew藍h

wildtype(VVT)after26-daygrowth.

(c)ConfirmationofthepresenceorabsenceofTos17-containingOsGS1;1structuralgene(upperpanel),thatofnativeOsGS1;1

structuralgene,andthetransgene,OsGS1;1-promoter::OsGS1;1cDNA(lowerpanel)inprogeny.Lane1,homorygoteonTos17

withoutOsGS1;1-cDNAtransgene;lane2,homorygotewithOsGS1;1cDNA;lane3,heterorygotewithoutOsGSI;1cDNA;lane4,

heterorygotewithOsGS1;1cDNA;lane5,noinsertionwithoutOsGS1;1cDNA;lane6,noinsertionwithOsGS1;1cDNA;lane7,wild

type.

(d)Co而ma価onofexpressionof廿ansgenelnhomozygote(叩Perpanel)》 舳RT-PCR、EXPressionof丁bsブ7-ins飢edGSプ ∫プwas

alsoconfirmedinhomorygote(middlepanel).ActinmRNAwasdeterminedasapositivecontrol(lowerpanel).Lane1,homorygote

on7bsブ7wi量h◎utOεGSブ デプ6DNA一 セansgeηe;lane2,hoπ めzygotew曲Os(∋Sブ ノブoDNA;Iane3,wild短paPCRwasca而edoutuslng

asuitablesetofprimers,asdescribedhExperime耐alprocedures.Theredandwhiteareasofthescalebarin(b)are10cm・
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Figure5.PhenotypeOsGS1;1-knockoutriceplantsat18-day-oldseedlingsgrownwith

variousformofnitrogen

Wild-typerice(WT)andtheOsGS1;1knockoutmutants(一/一)weregrowninnutrientsolutionfor18

daysaftergermination.

(a)1.OmMNH4CI(b)1.OmMNH4NO3(c)1.OmMNaNO3(d)Non桁ogen
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Figure6.PhenotypeOsGS1;1-knockoutriceplantsat18-day-OIdseedlingsgrownwithout

n薩rogen響br愉efirst雪6days

lNld-typerice(WT)andtheOsGS1;1knockoutmutants(一1一)weregrowninwaterforlldaysafter

gemina暫onandhnu廿ientsolu価onw翫houtni冒ogenforano軌er5days.Th色n,ni智ogenwas

suppliedtothenutrientsolutionandtheseedlingsweregrownforanother48h.

{a)1.OmMNH,CI(b)1.OmMNH4NO3(c)1.OmMNaNO3(d)Nonitrogen
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論 文 審 査 結 果 要 旨

世界三大作物 の一つ であるイネ の,穂 を構成 してい る窒素の約80%は 老化器官 か らの転流 に依存 し

てお り,こ の窒素転流はイネ の生産性 に とって極 めて重要 である。節管を介 して転流 され る窒素 の主

な形態 はグル タ ミン(Gln)と アスパ ラギン(Asn)で あ り,こ のAsnはGlnか ら合成 され る。従 って,

老化器官 か らの窒 素転 流に は,ま ずGlnの 合成 が必 要で ある。 これ まで,Glnの 合成 にはサイ トゾル

型 の グル タ ミン合成酵素(GS1)が 関わ る示唆 を,主 に組織 内 の局在性 か ら論議 してきたが,そ の証

明には至っていなか った。

本研究 は,GS1の 機 能を証 明すべ く,GS1遺 伝子 に レ トロ トランズポ ゾン 乃317が 挿入 され た遺伝子

破壊 変異体 を選 抜 し,こ の変異体 の表現型や窒素代謝関連酵素遺伝 子 の発現解析 を詳細 に行 うと共 に,

変異体 にGSlcDNAをGS1プ ロモー ターの制 御下で導入 して機能相補 を行 い,GS1機 能 の証明 を試み

た ものであ る。

得 られ た結果 は,次 の よ うに要約で きる。① イネゲ ノムプ ロジェク トミュータ ン トパネルか ら,GS1

遺伝子のエキ ソンに 乃.17が 挿入 された変異体 を3種 類選抜 した。② この過程で,新 規 なGSIを 発見 し,

従来 のGS1遺 伝子 を03G81ソ,GSrを0∫G∫12,薪 規 なGS1を03G∫113と 命名 し,発 現解析 を詳細 に

行 った。③0∫G∫1∫1遺 伝 子破壊 変異体 の成育調査 を詳細 に行 った。④変異体 に0∫G51∫1プ ロモー ター::

0∫G∫1∫1cDNAを 導入 し,機 能が相補 され る こ とを証 明 した。⑤ 野生株 と変異体 を用 いて,遊 離 ア ミノ

酸 を定量 し,Glnプ ール の減少 とGluや ア ンモ ニ ウムイオ ンプールの増加 を確 認 した。⑥変異体 が,

アンモ ニウムイオ ンに応答 して成 育抑 制 され るこ とが判 明 した。⑦ 野生株 と変異体 を用 いて トランス

ク リプ トーム解 析 を行 った。GSl遺 伝 子破 壊変異体 の獲得 は,維 管束植 物で は初 めて の例 であ り,上

記の① か ら⑤ をま とめ,そ の成果 を学術雑誌 に公表 した。

以上,本 研究 の成果 は,世 界 で初 めてGS1の 機能 を証 明 したもので,国 内外か ら非常 に高い評価 を

得 た。 トランスク リプ トーム解析 のデー タの詳細は,現 在解析 中であ るが,新 規な情報が得 られ る可

能性が高 い。 また,現 在,こ の変異体 を用 いたメ タボ ロー ム解析 も進行 中で,ア ンモニ ウムイ オンの

初 期同化 過程 にお ける新たな展開が期待で きる。

本研 究 は,イ ネの生産性 に直接関わ る窒素転流 の分子機 構 の重 要な点 を初 めて証明 した もので,イ

ンパ ク トの高 い研 究であ る。審査員一 同は,本 論文 提出者 に対 し,博 士(農 学)の 学位 を授 与す るに

値す るもの と認定 した。
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