
様 式F-19

科学研究費助成事業(学 術研究助成基金助成金)研 究成果報告書

平成25年4月20日 現在

機 関番 号:34419

研 究 種 目:若 手 研 究(B)

研 究 期 間:2011～2012

課 題 番 号:23780108

研 究 課 題 名(和 文)糖 応答 変異 体 を用 い たC/Nバ ラ ンス 制御 お よ び 葉緑 体 一 核 間 シ グ ナ ル

伝 達機 構 の解 明

研 究 課 題 名(英 文)AnalysisofregulatorymechanismsofC/N-balancebyplastidsignaling

USingSUgar-SenSitiVemUtantS

研 究 代表 者

田茂 井 政 宏(TAMOIMASAHIRO)

近 畿 大 学 ・農 学 部 ・准 教 授

研 究者 番 号:70340768

研究成果 の概要(和 文):

プラスチ ド型 イ ンベル ターゼ(INVE)変 異株(5∫(yヲ92)は 、 シ ョ糖 を含 む培 地上で緑化 が

抑制 され 、光合成系お よび窒素 同化系遺伝子群 の発現 が野生株 とは異 なる。 そ こで、プラスチ

ドか ら核へ の逆行性 シグナ リング(プ ラスチ ドシグナ リング)の マスター レギュ レーター であ

るGENOMEUNCOUPLED1欠 損株(8zlzz1-101)と5∫(y監192の 二重 変異株 を作 出 し解析 した

結果 、5∫(yヲ92で 見 られ た光合成系遺伝子群 の発現抑制 お よび窒素 同化系遺伝子群 の発現誘導

は、二重変異株 におい て部分 的に回復 してい た ことか ら、訊㌘覧192変 異 はプラスチ ド遺伝子発

現 を抑制 し、GUN1を 介 したプラスチ ドシグナ リングを活性化す る ことによ り種 々の核 コー ド

遺伝子 の発現 を変化 させ るこ とが明 らかになった。

研 究 成 果 の 概 要(英 文):

Werecentlyidenti丘edanル α伽(脚 ∫3gain-of一 且1nctionmutantofplastidicinvertase(INV∠E),5砂 一192,

asasucrosesensitivemutant,andfbundthatINV-Eparticipatesinregulatingthecarborゾnitrogen(αN)

balance.InterestinglylPGEwassuppressedinthemutantsontreatmentwithsucrose,suggestingthat

INV∠EregulatesαNbalanceviatheplastidsignaling.Wecreatedandanalyzeddoublemutantsof

3∫(ツー192andgθ ηo〃2θ 襯coμ ρ1θ41(g班1-101),whichlacksGUNl,amasterregulatoroftheplastid

signaling.Ontreatmentwithsucrose,theexpressionofphotosynthesis-andnitrogen

assimilation-relatedgeneswaslowerandhigher,respectivel第inthe3砂 一192mutantscomparedtothe

wild-typeplants.Interestingl》 ㌧theperturbationofαNbalancewasrecoveredbythedisruptionof

GUNl,suggestinganinvolvementofINV∠EintheGUNl-mediatedplastidsignaling.
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1.研 究 開始 当初 の背景

植 物 は炭素(C)と 窒素(N)そ れ ぞれ 個

別 の代謝調節機構 に加 えて、細胞 内のCとN

の相対量比(C/Nバ ランス)を 感 知 し調節 す

るこ とによって 、環境 に適応 す る能力を備 え

ているが、その制御機構 は明 らかになってい

ない。 これまで、CINバ ランス制御 に関わ る

研究 が多数行われ てきたが、これ らは外部か

ら炭素源および窒素源を施肥、もしくは制限

す ることによって見 られる遺伝子発現や酵

素活性などの影響を解析 した例が多く、CIN
バ ランスの情報伝達 とCお よびNの 分配に

関す る分子機構 については断片的な知見が

得 られているに過ぎない。我々はこれまでに、

発 芽 時 の 糖 応 答 に 異 常 を示 す 変 異 体

(訊y-192)を 単離 ・解析 した結果、プラス



チ ド局 在 の 中性1塩 基 性 イ ンベ ル タ ー ゼ に 点

変 異 が起 こ って い る こ とを 明 らか に した(図

1)(6乙&bZ(防 θ1zL285,15339-15407,2010)o
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図15」(y-192変 異 株

この変異体では、高濃度のシ ョ糖を含む培地

上では発芽時の葉緑体での光合成装置が十

分に構築 されてお らず、光合成関連の遺伝子
発現が抑制 されているのに対 し、窒素代謝系
の遺伝子発現が誘導 されていた(図2)。 こ

の事実は、葉緑体内のショ糖1ヘキソースバラ

ンスがシグナル となって、光合成および窒素

代謝系の遺伝子発現 を制御 していることを
示唆すると共に、インベル ターゼ変異による

葉緑体のシ ョ糖1ヘキソースバランスの変化
が、細胞全体のCIN代 謝のバランス制御 にも

影響することを示唆 していた(図3)。 しか
し、葉緑体内の糖がシグナルによる種々の遺

伝子発現の制御機構 は未だ明 らかになって
いない。
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図25∫(y-192変 異 による遺伝 子発 現への影

響

2.研 究の 目的

CINバ ランス制御の分子機構 を明 らかにす る

ために、我々が 明 らか に したCIN調 節 の中心

的 因子 であ る可能性 を有す る葉 緑体 型イ ン
ベル ターゼ の変異株(5f{γ192:)を 用いて、

既 報 の糖応 答変 異体お よび葉 緑体 一核 間 シグ

ナル伝達 変異 体 との二重 変異 体を作製 し、光

合 成お よび窒素代謝 関連遺伝子 の発現解 析、

代謝産物解析 を行 い、イ ンベル ターゼ による

葉 緑体 内 のシ ョ糖1ヘ キ ソー スバ ランスの変

化 がCIN調 節お よび葉緑体一核 間シグナル伝

達 に及 ぼす影響 を解析す るとともに、これ ら

の制御 に関 わ るマ ス ター レギ ュ レー ター の

探 索を行 う。

図31NV-Eを 介 したプ ラスチ ドシグナ リン

グ機構 の予想図

3.研 究の方 法

葉緑体 ゲ ノム発現 を介 したシ グナル伝 達

系の統合 因子 であ るGENOMESUNCOUPLED1

(GUN1)の 欠損株 と5fo7-192の 二重変異株

を作製 し、光合成お よび窒素 同化 に関与す る

遺伝子発 現に及 ぼす影響 を リアル タイムPCR

お よびマイ クロア レイに よって解析 した。 ま

た、酵母Two-hybridsystemに よ りINVE

との相互 作用 を示す タ ンパ ク質の探 索を試

みた。

4.研 究成果

シ ョ糖 添加培 地上の5f研 一192で は、 プラ

スチ ドコー ドRNAポ リメラーゼ の下流遺伝子

の発 現が特異 的に抑制 され た(図4)。PGE阻

害剤 処理 は光合 成 系遺 伝子 群 の抑制 お よび

窒素 同化 系遺伝 子 群 の誘 導 を引 き起 こ した

が、 この現象 は8切1-101で は緩和 されてい

た。 また、シ ョ糖 添加培 地上の5foア ー192で

は プ ラスチ ドシ グナ リングの 下流 で機能 す

る転 写因子群 の発現 が抑制 されていた。 さら

に、シ ョ糖 添加培地 の5f研 一192で 見 られた

光 合成 系 遺伝 子群 の発 現抑 制お よび窒素 同

化 系遺伝 子群 の誘導 は、8〃配 一101と の二重変

異株 において部分 的に回復 していた(図5,6)。

これ らの事実は、INV-Eが プ ラスチ ドシグナ

リングを介 したC/Nバ ランス制御 に関与す る



こ とを如実 に示 してい た。
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化 関連遺伝子 の発 現量

次 に、5∫07-192と 二重変異株 を用いてマイ

クロア レイ解析 を行 った。野生株 と比較 して、

3∫oアー192で は1017遺 伝子の発現が2倍 以上

または1/2以 下に変化 してい たが、その約40%

にあたる420遺 伝子 の発 現はGUN1欠 損 によ

り有意 に回復 してい た(図7)。 それ らには、

C/N代 謝 に関わ る遺伝 子だけではな く、PGE、

テ トラ ピロール 生合 成 や プ ラスチ ドシグナ

リングに関連す る遺伝 子が数 多 く含 まれ た。

したがって、5∫07-192変 異はPGEを 抑制 し、

GUN1を 介 したプ ラスチ ドシグナ リング を活

性化す ることに よ りC/N代 謝系遺伝子 を含む

核 コー ド遺伝 子 の発 現 を変 化 させ るこ とが

明 らかになった。興 味深 い ことに、5ゴ07-192

のシ ョ糖 高感受性 は8切1-101欠 損 によ り促

進 され た ことか ら、本変異株 にお けるシー ド

リング緑化抑制 はGUN1の 上流で生 じてい る

こと、またGUN1経 路 はプラスチ ド異常 の回

復 に必要 であ ることが示 唆 された(図8)。
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図85f{Z7492お よび 画(y-1928召 η1変 異

株 の シ ョ糖感受性

一 方
、 酵 母Two-hybridsystemに よ り、

INV-Eと 相 互 作 用 を示 す タ ンパ ク質 の探 索 を

行 っ た と こ ろ 、2つ の 候 補 遺 伝 子

(INV-E-InteractingProtein:IIP-1,-2)

を 単 離 した。 種 々の 糖 含 有 培 地 にお け る発 芽

初 期 の遺 伝 子 発 現 解 析 を行 っ た 結 果 、IIP-1

はINV-Eの 発 現 と相 関が あ った が 、IIP-2は

そ れ ら とは異 な る糖 応 答 性 を示 した。
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