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    学位論文題名

Functional Analysis of Ammonium Transporter in Rice

    （イネにおけるアンモニウムトランスポーターの機能解析）

学位論文内容の要旨

  窒素はアミノ酸生成ヒの必須元素であることから、生物にとって必要不可欠な栄養素である。

植物は窒素源を無饑イオンの状態から摂取・代謝が可能であり、その主な形態には硝酸態イオン

とアンモニウム態イオンが挙げられる。-に植物は、硝酸イオンを主たる無機窒素源として利

用する。しかしながら、硝酸イオンの代謝には光合成で獲得したエネルギーの消費を伴う還元反

応を必要とするが、アンモニウムイオンは直接利用可能である。一方、アンモニウムイオンは毒

性を示すことから植物体内に多量に蓄積ナることが出来ず、植物にとってアンモニウムイオンの

存在は生命維持上、‘儲刃の剣”とも言える。生体内に蓄積困難なアンモニウムイオンの市Yに

は、細胞内への取り込み機構が唯一無二の手段である。アンモニウムイオンの取り込みには、そ

れを基質として特異的に能動的な輸送を行う輸送担体（トランスポーター）が担い、それらはア

ンモニウム卜ランスポーター(ammonium transponer： AMT)と呼ばれている。本研究では、生育

環境からアンモニウムイオンを優先的｜ヨl亅用しているとされるイネを材料とし、AMT遺伝子族

の作用・機能の角翠明を目的として以下の角翠析を行った。  ．

1．仇AMn遺伝子群の単離

  イネ(Oryza stUiva L.)のAMT1遺伝子(osAlvrn)に着目し単離を試みた。イネグノム中から、

AAITI遺伝子族に属するすべての遺伝子群、OsAMTIJ、OsAMTl;2およびOsAMTl;3らの3つの

遺伝子を単離した。これらAAIT1遺伝子群をそれぞ加酵母のAMT欠損変異株に導入した相補陸

実験から、実際にOsAMTl;l、OsAMT12およびOsAMTl;3らはすぺて、アンモニウムイオンの

細胞内輸送活性を有していることを明らかとした。

2． OsAMTI遺伝子群の発現様式の解听

  〇幽MTI遺伝子群の器宮男IJ発現陸およU邂ミ素栄養依存I約発現性につしヽて検討した。OsAMTl;1

は茎葉部およぴ眼のいずれでも発現し、添加する無機窒素源の種類による顕著な発現量の変動は

認められない構成讎Jな発現様式を示したまた、〇‘sAMTl;2は茎葉部ではー切発現は認められず

根で特異的に発現し、その発現はアンモニウムイオンの添加により誘導された。タイムコース実

験からこの誘導はアンモニウムイオン処理後30分からの顕著な発現が認められた。またアンモ

ニウムイオンの濃度応；答陸を検討した実験結果から、3uMから応答を示すことが明らかとなっ

たさらに、〇．sAMTl;3は根で特異的に発現し、窒素無添ルロで最も強い発現を示し、アンモニウ

ムイオンの添jc]によって発現が抑制されることが明らかとなった。この発現特性は、硝酸イオン

の添加においても同様の現象が見られた。
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3． OsAMTI遺罐子群の発現帝i肺飾ゆ解肝

    OsAMrn遺伝子群のアンモニウムイオンに対する発恥占答は、処理後2時間でピークに達し、

それ以降闇芯答が減少し処理後8時間ではほぼ完全に発現応答が喪失していた。一方、根内の窒

素源の蓄積を検討した結果、処理後2時間から8時間後まではアンモニア含量は変動せず一定量

で存在していたが、クシレタミン含量の変動はo蛸MW遺伝孑群のアンモニウムイオンに対する発

現応答と連動している傾向を見出した。このことから、OsAMTl遺伝子群の発現制御は、基質で

あるアンモニウムイオンではなく、むしろその代謝産物であるグルタミンが重要であることを推

測した。これを証明するため、クンレタミン合成酵素の阻害剤(methionine sulfoximine：MSX）

を用いた検討を行った。その結果、〇，蛸MW遺伝子群の発現は、1）アンモニウムイオンとMSX

の同時添加では応答を示さなかったこと、2）グルタミンの添加がアンモニムイオンの添加と同

様な応答を示したこと、3）前述の条件下での根内のクシレタミン含量が発現応答と完全に一致し

たこと、などから〇‘叭M刀遺伝子群の発現制御は根内のグルタミン含量によって制御を受けるこ

とが明らかとなった。

    一般に植物の窒素吸収機溝は内生グルタミンによって負に制御されることが知られている

が、イネでは〇蛸MWっの様に正に制御されるといった新規な窒素吸収機溝を備えていることを

見出した。イネは主要な窒素源として有害なアンモニウムイオンを主に取り込むため，すろいやか

にグルタミンに代謝する必要がある。すなわちイネでは細胞内に蓄積できないアンモニウムイオ

ンではなく、無害なグルタミンを指標としたNステータス認識弼躰蒔が存在しているものと考えら

れたまた、鎹觚佃1；1、弧AMr12およぴ偶AMrl；3らは、アミノ酸配列が高い相同陸を示す

にも関わらず、それぞ加互いに異なる発現様式を示していた。植物は生命活動を行う上でこれら

のAMTlを使い分ける必要があるものと推測した。これはタト的な窒素栄養環境の変動と内的窒素

栄養冫闘懲が密接に関連し、その仲介を成すQAMrlの生理的意義に基づくものと考えられる。

土壌粟晩中にアンモニウムイオンが豊富に存在している状態では，構成的に発現するQAMlニ1

が土嬢中のアンモニウムイオンを根内に取り込み、窒素同化繊によルクンレタミンに代謝される。

合成されたグルタミンにより、新たに〇．蛸MW2の発現が誘導され、これによって‘‘カ嗹的に”

アンモニウムイオンを取り込んでいるものと推測される。このことから、OsAMl；2は高濃度のア

ンモニウムイオンを輸き尹る‘鼈覯和性のトランスポーター”であることが考えられた。また土

壌環境中にアンモニウムイオンが少ない状態では、植物体内のクンレタミン量も欠乏する。この様

な条件下では〇．蛸ルが′メの発現が最大となることから、OsAMr1；3は低濃度のアンモニウムイオ

ン を 輸 送 す る “ 高 親 和 陸 の ト ラ ン ス ポ ー タ ー ” で あ る こ と が 考 え ら れ た 。

4. OsAMn遺罐子の過剰発現体の解听

  OsAMT1遺伝子が過剰に発現した形質転換イネを作職し、その検討を行った。OsAMTl;2過剰

発現型形質転換イネでは，アンモニウムイオンの取り込み量が顕著に増大していた。しかしなが

ら、OsAMTl;2過乗暁現型形質転換イネは，植物体内へのアンモニウムイオンの過剰な蓄積によ

る根および蓬蓋葉部の生長阻害効果が認められた。この結果は、OsAMT1遺伝子群の発現制御が外

的および内的窒素栄養環境の変動とその適応に密接な関連があり、厳密な制御機溝の必要性を強

く支持したものであった。一方、適度な発現増大を示す形質転換イネを選抜することにより，ア

ンモニウムイオンを効率的に取り込めるイネが作出できる。このことから肥料の投与を減らした，

すなわち低窒素処理条件下においても高い生産効率を維持できるイネの作出といった応用も可

能であることをラ荊芟した。
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学位論文審査の要旨
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    学位論文題名

Functional Analysis of Ammonium Transporter in Rice

    （イネにおけるアンモニウムトランスポーターの機能解析）

  窒素はアミノ酸生成ヒの必須元素であることから，生物にとって必要不可欠な栄養素である。

植物は窒素源を無機イオンの状態から摂取・代潮劫ミ司能であり，その主な形態には硝醸態イオ

ンとアンモニウム態イオンが挙げられる。一般に植物は，硝酸イオンを主たる無機窒素源とし

て利用する。しかしながら，硝酸イオンの代謝には光合成で獲得したエネルギーの消費を伴う

還元反応を必要とするが，アンモニウムイオンは直f~ii用可能である。一方，アンモニウムイ

オンは毒陸を示すことから植物体内に多量に蓄積rることが出来ず，植物にとってアンモニウ

ムイオンの存在は生命維持上，“諸刃の貪サ’とも言える。生体内に蓄積困難なアンモニウムイオ

ンの制御には，細胞内への取り込み機構が唯一無二の手段である。アンモニウムイオンの取り

込みには，それを基質として特異的に能動的な輸送を行う輸送担体（卜ラシスポーター）が担

い，それらはアンモニウム卜ランスポーター(ammoniumlransporter： AMT)と呼ばれている。

そこで，AMT遺伝子族の作用・機能の解明を目的として，生育環境からアンモニウムイオン

を優先的に利用しているとされるイネを材料とし，本研究を遂行した。

  イネ(Oryzn,sativa L)のゲノム中から，AMT1遺伝子族に属するすべての遺伝子群，OsAAITIf́ ，

OsAMTl;2およびOsAAITl;3らの3つの遺伝子を単離した。酵母の´6` Mr欠損変異株を用いた

相補性実験から，実際にQAMrl；1，OsAMTl；2およびQAMr1；3らはすべて，アンモニウム

イオンの細胞内輸送活性を有していることを明らかとした。

    〇s‘4^ 卯Y遺伝子群の器1ヨ男｜J発現陸およU淕素栄養依存的発現性について角畢析した。その結

果I〇，舛＾釘′fJは茎葉部およぴ限のいずれでも発現し，添加する無臓窒素源の種類による顕著

な発現量の変動は認められない構黼勺な発現様式を示した。〇蝌胛f2は茎葉部では一切発現

は認めら加す根で特異的に発現し，その発現はアンモニウムイオンの添加により誘導された。

仇mイnづは根で特異的に発現し，窒素無添加で最も強い発現を示し，アンモニウムイオンの

添加によって発現が抑制された。またこの発現特陸は，硝酸イオンの添ルロにおいても同様の現

象が認められた。

    仇M們遺伝子群の発現応答と夷繋のアンモニウムイオン取り込みとの関連について解

析を進めた結果，仇AM門遺伝子群の発現応答は，内生クルタミン含量の変動と連動している

傾向を見出した。このことから，〇蝌MW遺伝子群の発現雋u御は，基質であるアンモニウムイ
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オンではなく，むしろその代謝産物であるグルタミンが重要であると推測した。これを証明す

るため，グンレタミン合成酵素の阻害剤(methionine sulfoximine: MSX)を用いた検討を行った。

その結果，1）Os14^ 釘7遺伝子群の発現は，アンモニウムイオンとMSXの同時添加では応答

を示さなかったこと，2）またその発現はグルタミンの添加がアンモニムイオンの添加と同様

な応答を示したこと，3）前述の条件下での根内のクンレタミン含量が発現応答と完全に一致し

たこと，などが明らかとなった。これらの結果から，〔MMW遺伝子群の発現制御は，内生の

グ ル タ ミ ン 含 量 に よ っ て 帯 lJ御 を 受 け て し ヽ る こ と を 明 ら か と し た 。

  一般に植物の窒素吸収機溝は，内生クンレタミンによって負に制御されることが知られている

が，イネでは正に制御されるといった新規な窒素吸収機溝を備えていることを見出した。イネ

は主要な窒素源として有害なアンモニウムイオンを主に取り込むため，速やかにグルタミンに

代謗寸する必要があり，その結果，無害な内生グルタミンを指標としたNステータス認謌瀬辞蒔

が存在しているものと考えられた。また，〇．舛MW遺伝子群は，それぞれ互いに異なる発現様

式を示していた。これは外的な窒素栄養環境の変動と内的窒素栄養状態が密接に関連し，その

仲介を成すQAMrlの生理的意義に基づくものと考えられる。土壌環境中にアンモニウムイ

オンが豊富に存荏している状態では，構成的に発現するQAMl；1が±・壌中のアンモニウムイ

オンを根内に取り込み，取り込まれたアンモニウムイオンは窒素同化経路によルグルタミンに

代謝される。さらに合成されたクシレタミンにより，新たに仇m刪2の発現が誘導される。こ

のことから，OsAMl；2は高濃度のアンモニウムイオンを輸送する“低親和性のトランスポータ

ー，’であることが考えられた。また土壌環境中にアンモニウムイオンが少ない状態では，植物

体内のクンレタミン量も欠乏する。この様な条件下では〔M胴′ゴの発現が最大となることから

OsAMTl：3は低濃度のアンモニウムイオンを輸送する“高親和性のトランスポーター”であるこ

とが考えられた

  これを要するに，著者は（MMW遺伝子族の単離とその機能およ礦剖御機溝の解明に成功し

た。これは，植物科学の基礎研究として多大な貢献をしただけではなく，応用研究としても発

展する可能陸も秘めている。

  よっ て 著者は，ゴば献学博士鬮の学位を授与され る資格があるものと認める。
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