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論 文 内 容 要 旨

序論

窒素 は、植物の生産性や品質に大ぎ く作用す る栄養素 の」っで ある。世界三大穀物の一

つであるイネの穂を構成 している窒素の約8割 は、老化器官か ら師管を介 して転流 され る

窒素に由来 してお り、師管を流れ る転流窒素の主要形態 はグル タ ミン及びアスパ ラギンで

あることが知 られている。 この窒素転流 には、 日本型SasanisMdを 用 いた解析 よ り、老化

葉身にお けるサイ トゾル型 グル タミン合成酵素(GS1)と 若 い生長 中の器 官にお ける:NADH

依存性グル タミン酸合成酵素(NAD艮GOGAT)が 、重要な機能を担 っている と考 え られてい

る。 しか し、多 くの栽培イネ品種 における窒素転流 の詳細及 び窒素転流を制御 してい るネ

ットワーク全体の機構は明らか とされていない。

本博論においては、Sasa㎡sh温 で得 られたGSl並 びにNADH-GOGATの 窒素転流におけ

る機能 に関す る知見を他の多 くの遺伝資源 を用いて一般 化す るとともに、ポス トゲノムの

立場から窒素転流の制御機構に着 目し、解明することを 目的 とし、GS1並 びNADH-GOGAr

の量を決定 している遺伝子座の解析を行 った。

第一章では、 日本型、イ ン ド型、ジャワ型イネ16品 種を用いて、GS1及 び:NADH-GOGAr

タンパ ク質含量の比較を行った。また、イネ葉身 の一生 を通 したGS1タ ンパ ク質含量 と活

性の挙動 を比較 した。第二章では、GSlの 翻訳後修飾による活性調節 の可能性を検討 した。

第三章では、日本型品種Nipponbareと イ ン ド型品種Kasalathに 由来す る98系 統のバ ックク

ロスイ ンブ リッドライ ン(BILs)を用いて、老化葉身 におけるGS1及 び生長 中の葉身 にお ける

NADH-GOGAr含 量を規定 している遺伝子座(QTL)の マ ッピングを行 い、それ らの含量によ

り影響 を受けると考え られる形質を規定 してい るQTLと の関連性 を検討 した。第四章では、

GS1含 量、主桿の穂重:量及び全粒数 に関するQTLが 検出 された領域が置換 された準同質遺

伝子系統群(N【Ls)あるいは分離集団を用いて、それ らのQTLが 存在す ることの確認及びQTL

の機能の推定を行った。
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第一章

日本型、イン ド型、ジャワ型イネ の 疋}S1並びにNADH-GOGATタ ンパ ク質含 量 と組織内分

布

イネ(〉ワzα3α伽αL.・には、形態が大 きく異な る数多 くの品種 が存在 している。それ らは形

態的特徴 などにより、主に 日本型、イン ド型、ジャワ型の3っ の生態型 に大別 されている。

本来の生育環境 において、 日本型 に比較 して、一般にイ ン ド型、ジャワ型イネ は、草丈、

分げつ数、及び穂重量が高いことが示 されている。 日本型イネSas血bh逓dと 同様 に、イン

ド型、ジャワ型 において もGS1並 びにNADH-GOGArが 窒素の体 内利用 に直接的に機能 し

ているな らば、形態が大き く異 なるイネ 品種 の中でGS1並 びにNADH-GOGArの 量的変異

が期待 され る。,本章では、窒素利用 の面か ら生産性 の向上に関わる基礎的な情報 を得 るこ

とを目的 とした。日本型、イン ド型、ジャワ型イネ16品 種 を用いて、老化葉身 におけるGSl

と生長中の葉身におけるNADH-GOGAr .のタンパク質含 量並びに組織 内分布の比較 を行っ

た。また、葉身の一生を通 したGSlタ ンパク質含量 と活性の挙動 を比較 した。

日本型 、ジャワ型 に比較 して、イ ン ド型品種の 中には老化葉身 における新鮮重 あた りの

Gsl含 量が高 く、未抽出葉身におけるNADH-GoGAT含 量が低い品種が存在 していた(Fig.1)。

また、』Sasanish面 と同様に、イ ン ド型 、ジャワ型 においてもGSIタ ンパク質は維管束組織

の伴細胞、師部柔細胞、木部柔細胞 に、またNADH-GOGArタ ンパク質は維管束組織の木

部柔細胞に主に分布 していた。着生葉 の一生における新鮮重 あた りのGS1含 量は、目本型、

ジャワ型においてほぼ一定であったが、イン ド型では 日本型 の約L8倍 まで増加が認 められ、

その後約1.3倍 まで減少することがわかった。この結果は、Sasanishndと 同様に、多 くのイ

ネ品種 においてもGS1及 び:NADH-GOGArが 維管束を介 して輸送 され るグル タ ミンの合成

と再利用 に直接 的に関与 してい ることを示唆 している。 イン ド型品種 は転流窒素の供給能

力は高いが、維 管束を介 して輸送 され た窒素の同化能力が低 い品種が存在 してい る可能性

が考えられた。また、 日本型 品種に比較 して、常にGS1タ ンパ ク質含量が高かったイン ド

型品種のGSl活 性は、 日本型 と同 じかやや低 く、含量 と活性の挙動が一致 しない ことが判

明 した。イムノブロット法で求めたGS1ペ プチ ドあた りの活性 には、それ らの品種間で大

きな差が認め られた(Fig.2)。 この結果 より、イネ着生葉 の老化過程 においてGS1が 活性調

節を受けている可能性 が示唆 され た。
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第二章

老化過程におけるGS1の リン酸化を介 した活性調節機構の検討

硝 酸 同化 の初 発 反応 を担 って い る硝 酸還 元 酵 素 は、葉 身 にお け る活性 が 暗処理 に よ り極

めて短 時 間で減 少 す るこ とが知 られ て い る。 そ の機構 はprotein㎞aseに よ り、543番 目の

Ser残 基 が リン酸化 され 、14-3-3タ ンパ ク質 群 と相互 作 用す るこ とによ り、活性 調節 され て

い る こ とが知 られ て い る。 近年 、β7α85たα㎎ρμεL.GS1タ ンパ ク質 のS鉱 また はThr残 基 が

リン酸 化 され 、14-3-3タ ンパ ク質 群 と相 互作 用す る こ とに よ り活性 調節 され るこ とが示 され

た。本 章 で は 、葉 身 の老化 過程 にお い て認 め られ たイネ 品種 間 のGS1ペ プ チ ドあた りの活

/性
の差 を解 明す る 目的で 、精 製GS1の 反応 動 力学 的性 質 の比較 並び に リン酸化 を介 したGSl

活性 調 節 の 可能性 を検討 した。

Nipponb蹴 及 びK翻 曲 の葉身 よ りqS1の 精 製 を行 っ た。 精製GS1の 加mov鋤 ㎜ber

は、Nipponbare,Kasalath共 に55.7μmolg㎞t㎝ 血e・morlen剛me・s'1で あ り、差 は認 め られ

なか った(距ble1)。 また、 グル タ ミン酸 、ATP及 びNH20Hに 対 す る血 値 は、Nipponbare

が2.91,0.93及 び0.42mM、Kasala血 が3.00,1.18及 び0.54mMで あ り＼ 大 きな差 は認 め

られ なか っ た。 よっ て、GS1タ ンパ ク質 当 た りの活 性 の差 は、 両者 の酵 素的性 質 の差 に よ

る もので は ない こ とが判 明 した。 次 に、GS1が リン酸 化 を受 けて い る可 能性 を検討 す るた

めに、精製GS1に 対 す るanti・phosphose㎞e抗 体 及 びan丘 一phospho血reo1五ne抗 体 の交差性 を

イ ム ノブ ロ ッ ト法 に よ り解 析 した。そ の結 果 、両抗 体 は:Nipponbare及 びKasalathのGS1を

認 識 し、加v∫voでGSlのSerあ るい はThr残 基 が リン酸化 され て い るこ とが判 明 に した(Fig.

3)。従 って 、イネ 着 生葉 の一 生 にお いて 、GSIは そ のSer残 基 あ るいはTlπ 残基 の リン酸 化

を介 して活性 調 節 され て い る可能 性 が示 唆 され た。現 在 、EHSA法 に よ り、 リン酸 化Sef、

皿瞳残基 が含 まれ る領域 の 同定 を行 って い る。
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第三章

イネの窒素利用機構 に関す るQTL解 析

一老化葉身 におけるGS1及 び生長 中の葉身におけるNADH 一(X)GAr含 量に関するQ'肌 の

マ ツピングー

窒素転流機構 を解明する方法 として、 目的遺伝子の発現解析や形質転換体 を用 いた解析

な どがな されて きた。 しか し、それ らの解析のみでは、機構全体を網羅的 に解 明す るには

限界がある。それ ら全体の機構 を解 明す る一っの方法 として、量的形質 を決定 している遺

伝子座(QTL)を 解析す る遺伝学的な研究 と、従来の分子生物学的研究の融合 した方法が有効

であると考え られ る。第一章 において、イネ品種間にはGSI及 びNADH-GOGAT含 量に遺

伝的な多様性があることが認 められ た。 このことは、窒素転流機構を解明す るために、イ

ネ遺伝資源 を用いることが有効であ るこ.とを示 している。本章では、窒素転流機構全体 を

網羅的に解 明す るこ とを 目的 とした。 日本型イネNipponbare及 びイン ド型イネKasalathに

由来す る98系 統のBILsを 用いて、老化葉身における新鮮重あた りのGS1並 び に生長 中の

葉身における新鮮重 あた りのNADH-GOGArタ ンパ ク質含量 を規定 してい る遺伝子座 の同

定を行 うとともに、それ らの含量に より影響を受けると考 えられ る穂重量、全粒数 、一粒

重、及び葉身の窒素転流速度を規定 している遺伝子座 との関連性 を検討 した。

QTL解 析 を行った ところ、老化葉身におけるGS1含 量を規定 しているQTLが7個 、生長

中の葉身 における新鮮重あた りのNADH-GoGAr含 量を規定 しているQTLが6個 検 出 され

た(Fig.4,Table2)。 異なる形質 を規定 しているQ皿 が、染色体上の同 じ領域 に検出 された場

合、それ らの形質間には関連性があると考え られる。老化葉身にお ける新鮮重あた りのGS1

含量 を規 定 してい る7個 の内5個 のQ皿 が検出 された領域 には、老化葉身 における新鮮重

あた りの可溶性 タンパ ク質含 量、主桿 の穂重量、全粒数、一粒重、及び葉身の窒素転流速

度を規定 してい るQ皿,が 検出された。 このことはこの集団において、GS1タ ンパ ク質含量

の差 によって老化器官か ら生長 中の器官へ と転流 され るグル タ ミンの量が変化 し、主程 の

穂重量、全粒数 、一粒重、及び葉身 の窒素転流速度が影響 を受けた ことを示唆 している。

また、GSlの 構造遺伝子を遺伝地図上 にマ ッピング したところ、一粒重を規定 してい るQTL

が検 出 され た 領 域 に座 位 して い た 。 一方 、 生長 中の葉 身 に お け る新 鮮 重 あ た りの

NADH-GOGAr含 量を規定 している6個 の内2個 のQ皿,が 検 出された領域には、生長 中の

葉身にお ける新鮮重 あた りの可溶性 タンパ ク質含 量、主稗の全粒数 、一粒重、窒素転流速
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度を規定 しているQ皿 が検 出 された。 このことはこの集団において、NADH-GOGATタ ン

パク質含量の差 によって維管 束を介 して輸送 され てきたグル タミンか らグルタ ミン酸への

変換率が変化 し、主桿の全粒数、一粒重 、窒素転流速度が影響 を受けたことを示唆 してい

る。また、NADH-GOGAr構 造遺伝子は、その含量を規定 しているQTLが 検 出された領域

に座位 していた5

第四章

GS1含 量、可溶性タンパク質含量、主桿の穂重量及び全粒数を規定している第二染色体上

のQ皿 に関するm。 を用いた漸

第三章において、老化葉身 におけうGS1並 びに生長 中の葉身における■NADH-GOGArタ

ンパ ク質含量、可溶性 タンパ ク質含量、穂重量、全粒数、一粒重、及び葉身の窒素転流速

度を規定 している遺伝子座が統計学的に検出 された。QTLが 存在す ることの直接的な証明

として、部分的に染色体が置換 された系統群、N【Lsを 用いた形質評価が必要である。NILs

を作製す るためには、戻 し交配 を何度 も繰 り返 し行 うた めに、数年の歳月を要する。 日本

型イネNippon腰e及 びイ ン ド型イネKasalathに 由来す るN【Lsは なかった ものの、 日本型

イネKloshih㎞ 及びイ ン ド型イネ 恥salathに 由来す る系統群 が ぬnoら に より作出 されて

いた。その系統群は、GS1含 量、主稗の穂重量及び全粒数を規定 しているQTLが 検出され

た第二染色体のDNAマ ーカーG132か らC747の 間の領域約65cMが ヘテ ロ接合であ り、そ

のほかのほとんどの領域がKoshih㎞ に固定 された系統の 自植後代であった。すなわち、

NILsで はな く、それ 自体が分離集団で あった。本章 においては、QTLの 確認及び機能の推

定を 目的 としその分離集団 あるいはそ の 自植後代 を用いて解析 を行 うとともに、原因遺伝

子特定を目的 とした組み換 え個体 の選抜 を行った。

分離集 団(F1世 代)C系 統42個 体を野外 にて完熟す るまで生育 させたlDNAマ ーカーによ

る遺伝型の決定を行い、N兀sと してC-22を 選抜 した。C-22の 自植後代(F2世 代)を 基肥窒素

処理 し、 ガ ラス室及び 圃場 にて 生育 させ た。 ガ ラス室 内にて生育 させ た標 準窒素 区の

Kosl血 ㎞ 及びN【Lsを 第12葉 身が第11葉 鞘 よ り抽 出 し始 めた時点に、第8葉 身か ら第11

葉身まで収穫 し、GS1含 量の定量 を行 った。 その結果、Kloshihikadに 比較 して、C-22の 新

鮮重あた りの可溶性 タンパク質及びGS1含 量は、すべての葉位 において20-30%低 かった(Fig
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5)。これ よ り、葉身 における新鮮重あた りのGSl含 量:及び可溶性 タンパク質含量を規定 し

てい るQTLの 存在 が確認 された。ガ ラス室並びに圃場 に生育 させた場合、栄養生長期 の初

期 から、Kloshih㎞ に比較 してC-22の 分 げつ数は20-50%多 く、旺盛な生育 を示 した。

Koshih㎞ に比較 して、C-22は 主桿の頴果原基数 は多かった ものの、完熟穂主稗当た りの

の頴果数や重量は大 きな差は認 め られなかった。 しか し、Koshihikadに 比較 してC-22の 個

体あた りの穂重及び穂数 は最大で30%高 く、特に低基肥窒素処理区において顕著な差が認

められた(Table・2,3)。よって、 このQTLは 分げつあるいは穂の分化に機能 してセ・ることが

推察され、このQ皿.の 効果 によ り低基肥窒素において生産性 の向上が期待で きる。しか し、

GS1含 量 と穂重 あるいは穂数 との直接 的な関係 を見いだす には至 らなかった。原因遺伝子

の特定を目的 とし、DNAマ ーカーC777とC10005の 間での組み換 え個体の選抜を行った ≧

ころ、組み換 えが生 じていた個体は4191個 体中304個 体であった。現在、 この組み換 え個

体を用いた原因遺伝子の特定 を行 っている。

結論

本研究で以下のこ とが明 らか となった。

1.日 本型、ジャ ワ型に比較 して、多 くのイ ン ド型イネ は老化葉身における新鮮重あた り

のGSI含 量 が高 く、未抽 出葉身 におけるNADH-GOGAr含:量 が低 いことが判 明 した。 日本

型イネ と同様 に、イ ン ド型 、ジャワ型イネ においてもGS1及 びNADH-GOGArが 維管束を

介 して輸送 され るグルタ ミンの合成 と再利用 に直接的に関与 している可能性 が示唆 され た。

2.イ ネ着生葉 の一生 において、GS1は そのSer残 基あるいはThr残 基の リン酸化を介 して

活性調節 されている可能性 が示唆 された。

3.日 本型イネNipPonbare及 びイン ド型イネK:asalathに 由来す る98系 統のBILsを 用いて、

老化葉身にお けるGS1含 量:及び生長 申の葉身 における新鮮重あた りのNADH-GO(斑 含量

に関す るQTLが 、それぞれ7及 び6個 検 出された。それ らのQTLの い くつかは、穂重量、

全粒数、一粒重 、及び葉身の窒素転流速度 に関す るQTLと 同 じ領域 に検出 され、穂重量、

全粒数、一粒重 、及び葉身の窒素転流速度 はGS1及 びNADH-GOGAr含 量 により影響 を受
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けることが示唆 された。

.4.老 化葉身におけるGS1含 量及び可溶牲 タンパ ク質含量、並びに主稗の穂重量及び全粒

数に関す るQ皿 、領域 が置換 さ卸 た系統群、C-22を 選抜 した。GS1含 量、個体あた りの総穂

重及び穂数 に関す るQ皿,が 、その領域に存在 していることが確認 された。総穂重及び穂数

に関す るQ皿 は～分 げつ及び穂 の分化 に機能 してい ることが推察 された。

原 著 論 文

YamayaT,ObaraM,HayakawaT,SatoT(1997)Comparisonofcontentsforcytosolic-glutamine

synthetaseandNADH-dependentglutamatesynthaseproteinsinleavesofjaponica,indica,and

javanicariceplants.SoilScienceandPlantNutrition43:1107-1112

0baraM,Sato冗YialnayaT(2000)Highcontentofc)戊osoHcglutIm血esynthetasedoesnot

acc・mp町 ・hi帥 ㏄ 廿胸 ・f血 ・e蝉 ・h盛ce(0り 熔α3α 如 α)1・ 肝 …f拠di・ac曲 肛 ・.

PhysiologiaPlantazum108:11-18.

ObaraM,KajiuraM,FukutaY,YanoM,HayashiM,YamayaT,SatoT(2001)MappingofQTLs

associatedwithcytosolicglutamaesynthetaseandNADH-glutamatesynthaseinrice(Oryzasativa

L.).JournalofExperimentalBotany52,359:1209-1217.

YamayaT,ObaraM,NakajimaH,SasakiS,HayakawaT,SatoT(2001)Geneticmanipulationand

quantita:匠ve-traitIocimapphlgfbrnitrogenrecyclinginrice.JoumalofExpe血1entalBotanメ 沁

press.

一276一



A

(雷
ご

200

100

lo・

GSl ム含4

クム

GS2

メ.
D

os 10 OS 1

B

㎜

oo1

馨
=
駒
剛爵

NADH・GOGAT

ロ

盛 一、

Fd-GOGAT

颪,一
△

0
0020.400.20.4

竃b彰盛畳eaf皿i重rogon(血1061g璽1FW)

Fig.1.A.Relationshipbetweencontentsoftotal

leafnitrogenandrelativeamountofGS1(left

panel)orGS2(rightpanel)proteinintheoldest

leafblade(6thposition丘omthep血aηleaf)of

variouscultivarsofjaponica(●),血dica(△),alld

jav…mica(■)dceplants.TheGSlproteinoontents

aree取 》ressedrelativetotheco且tentofSasanish面

obtained丘o皿densitomericalreadingsona丘esh

weightbasis.Tenor5ｵgoftotalsolubleprotein

wasloadedonanSDSgeltoqua皿t均GSlorGS2

-prote城rα ゆ ㏄ 五vely ,afteri㎜unob工otd皿gwith

anti-GSlIgGorGS21gG,respectively.B.

Relationshipbetweencontentsoftotalleafnitrogen
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anti-Fd-GOGATIgG,respectively.Independent

triplicateanalyseswithdifferentsampleswere

performedandthemeanvaluesareplotted.
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Fig.2.Comparisonoftherelativespecificactivityof

GSlandGS2fromthe6thleafbladeofNipponbare,

Kasalath,andGemdjahBeton.Thepartiallypurified

fractionswereobtainedafterChromatographyonanion-

exchangecolumn.A,ImmunoblotsofGS1(toppanel)

andGS2(bottompanel)werecarriedoutafterthesame

activityofeachenzyme,i,e.0.1mUforGSlandO.3mU

forGS2wasseparatedbySDS-PAGEat12.5%(w/v)gel

concentration.B,Relativespecificactivitywas

calculatedastheinvitroactivitydividedbytheamount

ofGSlandGS2protein,respectively.Relativeactivities

wereexpressedasaperc㎝tageof止eactivityof

NipponbazeatdayOforGSlandGS2.Verticalbars

representstandarderrorsofatleast3independent

experiments.
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Table1. ComparisonofkineticpropertiesofGSlpurifiedfromriceleafblades

Properties Nipponbare Kasalath

Turnovernumber

(・Fm・1・191・ ㎞ ・ ・m・1-
lenzymeprotein・s-1)

、

Substrateaffinity;Kmvalues(mM)

L-glutamate

ATP

NHZOH

Vmaxvalues(nkat)

L-glutamate

ATP

NHZOH

55.7

3.00

1.18

0.54

0.72

0.72

0.71

55.7

2.91

0.93

0.42

0.73

0.64

0.65

aOnekat=1moly -glutamylhydroxamateformedseclat30ｰC

A

123

B

123

C

123

<BSA

<GS1

Fig.3.GSlproteinwasphosphorylatedinvivo.GSlwaspurifiedfromleafbladesofKasalathand

NipPonb訂e舳col㎜c㎞om翫o騨hyus血gDE岨cellulose,Reso斑ceQ,s叩erdex200,㎝d

Hydroxyapatite.Ahundredngoftotalprotein,i.e.BSA(lane1),GSlofKasalath(lane2)or

Nipponbare(lane3),wasloadedonanSDSgel.A,Stainedwithsilvarstainedkit.B,

Immunoblottingwithanti-GSlIgG.C,Immunoblottingwithanti-phosphserineIgG.
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Table2.PutativeQTLsofGSlcontentinthesenescingleafbladesandNADH-GOGATcontentinthe

developingleafblades

NMLa Chr 正OD VariationbPositivealleleｰ

GSlcontent R1826

C777

C107

R1943

C950

52260

R728

2

2

4

8

1

1

1

1

1

ー
ユ

1.00

0.96

1.11

1.28

1.25

1.34

0.90

8

9

4

0

9

3

4

　

ロ

コ

コ

　

ロ

の

4

4

5

6

5

6

4

N

N

N

K

N

K

K

Tbtaldf. 21.8

NADH-GOGAT

content

C122

しcsos

C1221

R712

R1783

C261

-
▲

1

2

2

'4
・

7
・

1.04

0.91

1.00

1.64

1.14

0.93

0

4
・

0

丹
1

6

5

　

　

の

ロ

　

コ

5

4

5

7

5

4

K

K

K

N

K

K

Totals 19.4

aNeazestmarkerlocusofputativeQTLs

bPhenotypicvariationexplainedbyeachQTL
,

NandKindicateNipponbareandKasalath
dEstimatesobtainedfrommultipleQTLmodel

(
≧

♪
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GS1
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Fig.5.ChangesinthecontentofGSIprotein

inleafbladeatvariousleafpositionsin

Kos止 曲 ㎞(openbars)andNILC-22(black

bazs).Tenｵgoftotalsolubleproteinwere

loadedtodetem血etheamountofGSIa負er

immunoblottingwithanti-GSlIgG.The

contentsareexpressedasmicrogramsofGSl

proteinona丘eshweightbasisusingp面fied

GSIasthestandard.Independenttriplicate

analyseswithdifferentsampleswere

per飴 ㎜edandthemeanv訓ues雛eplo伽d.

Verticalbarsrepresentstandarderrors.
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Table3.Differencesintotalpanicleweightandpaniclenumberbetween

K・・圃 面 蹴dC-2徳 ・・舳 ・婁ee・h…e岨d・ 曲 ・戯 舩 ㎝PPly・f

nitrogen.

Plant Totalpanicleweighte

(gPlant一')

Paniclenumber$

(planf1)
■

1/2N

Kos】曲 磁 ㎡

C-22

1N

Kosh醐

C-22

2N

Kosh唾 ㎡

C-22

7.69ｱ1.36(100)

10.08x-2.38(131)**

13.52一1一1.33(100)

15.44-一2.40(114)

19.89-2.05(100)

20.80-一3.88(105)

5.5-0.8(100)

7.1ｱ1.1(129)**

6.8±L5(1'00)

8.5ｱ1.3(126)**

10.4一1一1.8(100)

10.8ｱ2.5(103)

aDataaremeanswithS .D.values(n=12).Percentagesinparenthesesare

calculatedbasedonKoshihikari,grownwitheitherN-supply,being100%.

Sign述cantdif飴rellcewases血1atedby亡heLSDtest.Theyweredenoted、'*"

at5%and"**"at1%,respectively.

1
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Table4.Differencesintotalpanicleweightandpaniclenumberbetween

KoshihikariandC-22growninafieldunderthedifferentsupplyof

nitrogen.

Pla舐 totalpanicleweighte

(gplanf')

paniclenumbere

(planf')
亀

oN

Kosh丑 ㎞

C-22

亙14N

Kosh丑 ㎞

C-22

1/2N

Koshilrikari

C-22

1N

Kosh血U(a亘

C-22

39。0±6.8(100)

44.1'6.7(113)

45.2-6.9(100)

47.4ｱ6.3(105)

49.8-7.3(100)

51.1ｱ6.4(103)

55.1i-6.8(100)

57.9±10(105)

17.43.2(100)

21.8ｱ4.2(125)**

21.3ｱ3.6(100)

24.0一1一3.4(113)

22.4一1一4.1(100)

26.6±3.2(119)**

25.8ｱ3.6(100)

28.9-一4.2(112)

aData.aremeanswithS.D.values(n=20).Percentagesinparenthesesaze

calculatedbasedonKoshihikari,grownwitheitherN-supply,being100%.

SignificantdifferencewasestiffiatedbytheLSDtest.Theywere

denoted"*"at5%and"**"at1%,respectively.
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論 文 審 査 結 果 要 旨

日本型イネのササニシキでは,穂 を構成 している窒素の約80%が 老化器官からグルタミンやアスパラ

ギンの形態で転流 してきた窒素に由来していることが知られており,こ の転流に際 して老化器官ではサ

イ トゾル型グル タミン合成酵素(GS1)が,ま た穂や若い葉身ではNADHグ ルタミン酸合成酵素

(NADH-GOGAT)が それぞれ重要'な機能を担っている結果が示されてきた。

イネには形態が大きく異なる数多 くの品種があり,主 に日本型,イ ンド型,ジ ャワ型の3つ の生態型

に大別されている。本研究は,サ サニシキで得 られた窒素転流機構に関 して,多 くの遺伝資源を用いて

一般化を試みると同時に
,窒 素転流の制御に関する遺伝子群の網羅的な解析を目指 して,GS1とNADH-

GOGATタ ンパク質の量的形質を決定 している遺伝子座(QTL)の 解析を試みたものである。

日本型,イ ンド型,ジ ャワ型イネ16品 種を供試 して,老 化葉身におけるGS1含 量 と未抽出の若い葉身

におけるNADH-GOGAT含 量を比較 した結果,イ ン ド型イネの約半数の品種では葉身全窒素当たりの

GS1含 量が 日本型イネなどに比較 して約2倍 あること,逆 に全てのインド型イネでは未抽出葉身の

NADH-GOGAT含 量は約半分であることが判明 した。両酵素タンパク質の組織内分布には違いはなく,

同一の細胞群における酵素タンパク質の蓄積に差があることがわかった。差の認め られた代表的な品種

を用いて葉身の一生を追跡 したところ,同 様な結果が得 られたが,GS1タ ンパク質当た りで比較したGS1

活性は必ずしも同じ挙動 を示さず,翻 訳後の活性調節機構が存在 していることが示唆された。これらの

結果は,植 物栄養学 ・生理学分野の国内英文誌 と国際誌に公表 した。

GS1タ ンパク質含量とNADH-GOGATタ ンパク質含量に大 きく差が認められた日本型イネのニホンバ

レとインド型イネのKasalath,並 びに両品種に由来する98系統のバ ッククロスインブリッドラインを農

水省 イネゲノムプロジェクトから分譲して頂き,そ れぞれの酵素タンパク質の含量に関するQTLを 染色

体上にマッピングし,窒 素転流により影響を受けることが期待 される農業形質のQTLと の関連性 を検討

した。老化葉身におけるGS1含 量を規定するQTLは7個,若 い葉身のNADH-GOGAT含 量を規定してい

る(πLは6個 マッピングされ,そ のうちの多 くは葉身のタンパク質含量,葉 身の老化速度,主 幹の全粒熱,

一粒重などを決定 しているQTLと 重複 して検出され
,用 いた集団において,そ れぞれのQT乙 が密接に影

響 しあっていることが示唆された。同時にGS1とNADH-GOGAT構 造遺伝子を,そ れぞれ染色体上に

マッピングした。この結果は極めて新規性に富むものであり,植 物生理学分野の国際誌に公表した。

QTLの 存在を直接的に証明 し,さ らにQTL領 域から原因遺伝子を特定するにあたり,ま ず部分的に染

色体が置換された系統群を探索 し,イ ネゲノムプロジェクトからGS1含 量,穂 重量,全 粒数を規定する

QTLが 検出された第二染色体のDNAマ ーカーG132か らC747がKasalathに ヘテロ接合で固定され,他 の

領域はコシヒカリに固定 された系統の自殖後代を分譲 して頂いた。この分離集団C系 統42個 体を野外で

栽培 し,準 同質遺伝子系統群のC-22を 獲得 した。C-22の 自殖後代を用いてガラス室並びに圃場で栽培 し,

GS1含 量他のQTLの 存在を確認するとともに,表 現型の差異を解析した。C-22は コシヒカリに比較して

分げつ数,総 穂数,穂 重が大 きく上まわってお り,特 に低基肥窒素処理区で顕著であった。また,原 因

遺伝子特定のため,DNAマ ーカーC777とC10005の 間での組み換え個体4191個 体中 ・組み換えが確認で

きた304個 体を選抜 し,準 備を進めている。

以上のように,本 研究により,ポ ス トゲノム研究の一環 として遺伝資源を活用 し,イ ネにおける窒素

転流制御 と関連農業形質のQTL解 析を進め,遺 伝子機能の網羅的研究に関わる端緒を開 くことができた。

同時に,原 因遺伝子(群)の 特定にあた り,分 子遺伝学的な基盤を構築できた。いずれも新規な発見で

あり,植 物における窒素利用の分子機構の解明に大きく寄与 しているものと評価できる。従って,審 査

員一同,著 者は博士 儂 学)の 学位を授与されるに十分の資格を有すると判定 した。
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