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植物は土壌中から無機窒素，無機硫黄を吸収し，光合成により得られる還元力を利用してアミ
ノ酸を合成する。植物体を構成する器官や組織は維管束系でつながっており，土壌中の栄養成分
の吸収，器官間輸送には，組織特異的に発現するトランスポーターの機能が重要である。当研究
チームの研究プロジェクトは，植物におけるイオン輸送と代謝の恒常性，栄養環境に関する検知
機構と制御機構の解析を目的としている。第一のテーマでは，シロイヌナズナの 14種の硫酸イ
オントランスポーターについて発現の局在性の解析を行う。遺伝子破壊株の解析から硫酸イオン
の吸収，器官間輸送の機構を明らかにする。第二のテーマでは，硫黄欠乏に対する植物の応答に
ついてシロイヌナズナを用いて制御因子の探索を行う。硫酸イオントランスポーターの硫黄欠乏
による発現誘導の制御機構について解析を行う。第三のテーマでは，6種のアンモニウムトラン
スポーターと 6種のグルタミン合成酵素についてトランスポーターおよび代謝系酵素群の役割と
窒素環境応答機構を明らかにする。

1. 硫酸イオンの吸収と転流に関する研究
（1）根における硫酸イオン吸収（吉本 ＊，高橋）
SULTR1;1，SULTR1;2はシロイヌナズナの根の表皮，皮
層に存在する高親和型硫酸イオントランスポーターである。
土壌からの硫酸イオン吸収は，硫黄欠乏条件で優位に蓄積す
る SULTR1;1と通常条件でも発現が見られる SULTR1;2の
2種類のトランスポーターにより分担されている。本年度は，
酵母を用いて SULTR1;1，SULTR1;2のタンパク質レベル
での活性制御について検討を行い，SULTR1;1，SULTR1;2
が複合体を形成すること，両トランスポーターが共発現す
ることにより硫酸イオン吸収活性を増加させることを明ら
かにした。
（2）維管束における硫酸イオン輸送（片岡，林，高橋）
SULTR2;1はシロイヌナズナの根の内鞘細胞，木部柔細
胞で発現する低親和型硫酸イオントランスポーターであ
る。SULTR3;5は硫酸イオントランスポーターのホモログ
であり根の維管束組織で恒常的に発現するが，単独では硫
酸イオン輸送機能を有しない。酵母発現系およびシロイヌナ
ズナ T-DNA挿入変異体を用いた解析では，SULTR2;1と
SULTR3;5 の共発現により最大活性が得られ，SULTR3;5
が低親和型硫酸イオン輸送に必須の輸送体であることが
示された。維管束組織では，液胞膜に局在する SULTR4;1，
SULTR4;2により根から地上部への硫酸イオン輸送が制限さ
れることが明らかにされている。本年度は，sultr4;1 sultr4;2

変異体，sultr1;2 変異体を用いてのマイクロアレイ解析を
行い，変異体で発現量が変化し地上部への硫酸イオン輸送
に関わると推定される新規輸送体遺伝子の探索を進めた。

2. 硫黄欠乏応答に関する研究（丸山，中村，渡部，高橋）
（1）硫黄栄養応答性シス因子の同定
SULTR1;1 のプロモーター領域について硫黄欠乏に応答
するシス因子を同定した。SURE（Sulfur Responsive Ele-
ment）と命名したシス因子は，シロイヌナズナのオーキシ
ン応答に関わる ARF結合配列に一致したが，ARF結合配

列で一般的に見られるようなプロモーター上でのタンデム
な重複はなく，オーキシンによる遺伝子の発現応答も認めら
れなかった。また，マイクロアレイ解析により同定された硫
黄欠乏応答性遺伝子のプロモーター上にも SUREが存在し
発現応答に関わることが示唆された。さらに，SULTR1;2，
SULTR2;1 のプロモーターおよびターミネーター領域の硫
黄欠乏に対する発現応答解析を進めたが，これらの遺伝子
の制御領域には今回同定した SUREと一致する配列は存在
せず，硫黄栄養による SULTR1;1，SULTR1;2，SULTR2;1

の遺伝子発現制御の機構が異なることが示唆された。
（2）硫黄欠乏応答変異体の解析
シロイヌナズナ SULTR1;2-GFP 植物を用いて硫黄欠乏
条件で GFPの発現誘導が低下する変異体，増幅される変
異体を単離した。また，SULTR1;2-GFP 植物を親株とし
て用い，SULTR1;2 プロモーターにより約 15,000種の独立
クローン由来の完全長 cDNAを根で発現させた形質転換体
を作製し，約 18,000株について T2世代の種子をプール化
した。

3. アンモニウムイオンの吸収と同化に関する研究（石
山，井上，高橋）
（1）アンモニウムトランスポーターの発現解析
シロイヌナズナの高親和型アンモニウムトランスポーター

AMT1;1，AMT1;3は窒素欠乏により根で発現が誘導され
る。AMT1;1，AMT1;3 のプロモーターと GFP の融合遺
伝子を発現させたシロイヌナズナの解析から，両トランス
ポーターが窒素欠乏時に表皮細胞，根毛細胞で機能するこ
とを明らかにした。また，シロイヌナズナ T-DNA挿入変
異体を用いた解析から，窒素欠乏時に AMT1;1，AMT1;3
がアンモニウム吸収に必須であることが示唆された。
（2）グルタミン合成酵素の機能分担
イネの根においてアンモニウム同化に主要な役割を果
たす細胞質型グルタミン合成酵素遺伝子全て（OsGLN1;1，
OsGLN1;2）について酵素特性，組織特異性，窒素環境応
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答を明らかにした。両者とも基質に対する親和性が高い
が，OsGLN1;1はOsGLN1;2の約 2倍の活性を示した。Os-
GLN1;1は窒素欠乏時に表皮細胞，皮層細胞で発現するが，
OsGLN1;2の発現はアンモニウム添加により誘導され，表
皮および維管束組織で発現がみられた。また，イネ Tos17

挿入変異体から単離した gln1;1 ノックアウト体の解析を行
い，OsGLN1;1がアンモニウム同化に主要な役割を担い，同
遺伝子の欠損によりグルタミン生合成および生育が著しく
阻害されることが示された。

＊ 基礎科学特別研究員

Nutrient use efficiency is an important aspect of pri-
mary metabolic function controlling the nutritional qual-
ities and productivities of plants. The Laboratory for
Metabolic Compartmentation focuses on the regulatory
circuits of transport and primary assimilatory pathways of
two major mineral elements, sulfur and nitrogen. The final
goal of this project is to plot the functions of transporters
and assimilatory enzymes to the individual physiological
processes in plants and to clarify their regulatory mecha-
nisms. The following are the three major topics studied in
the lab.

1. Characterization of sulfate transporters in
Arabidopsis
SULTR1;1 and SULTR1;2 are the two components of

high-affinity sulfate transport system localized at the root
epidermis and cortex to facilitate the initial uptake of sul-
fate from the soil. Using yeast as a model system for
the sulfate uptake studies, we showed that SULTR1;1 and
SULTR1;2 form a hetero-oligomeric transporter complex,
which is essential for the positive regulation of sulfate up-
take under low-sulfur conditions. In addition to the previ-
ously known transcriptional regulation of SULTR1;1 and
SULTR1;2 gene expression, our results suggested that the
activity of the high-affinity sulfate uptake system is func-
tionally modulated to retain a maximum capacity of sulfate
influx under sulfur limited conditions.
As for the long distance inter-organ transport of sulfate,

we have determined the role of a novel non-functional type
sulfate transporter, SULTR3;5, as an essential component
of the root-to-shoot sulfate transport system in Arabidop-
sis. SULTR3;5 was expressed in the vasculature both un-
der sulfur-replete and sulfur-deficient conditions. By con-
trast, SULTR2;1, the low-affinity sulfate transporter that
co-localizes with SULTR3;5 in the root vasculature, was
abundantly expressed during sulfur limitation. We demon-
strated that knockout of SULTR3;5 expression affects the
root-to-shoot transport of sulfate only in the presence of
SULTR2;1 under sulfur deficiency. In addition, we demon-
strated that vacuolar sulfate transporters, SULTR4;1 and
SULTR4;2, play essential roles in releasing sulfate reserve
in the root vacuoles, facilitating the transfer of sulfate
to the upper-ground tissues. Based on these informa-
tion, comparative analysis of sultr4;1 sultr4;2 and sultr1;2
knockout plants has been performed using microarrays to
identify additional transporter proteins mediating translo-
cation of sulfate through the plant vasculatures.

2. Genome-wide analysis of sulfur limitation re-
sponse in Arabidopsis
The cis-acting element for sulfur limitation response

was identified from dissection of SULTR1;1 promoter re-
gion. SURE (Sulfur Responsive Element) identified in
SULTR1;1 contained a consensus sequence of an ARF
biding site, which confers auxin response in Arabidopsis;
however, unlike the ARF sites that occur generally as tan-
dem duplication, SURE was present as a singlet sequence
and was not responsive to auxin. Microarray analysis of
sulfur-deficiency response indicated that SURE sequences
are found also in other sulfur-regulated genes in Arabidop-
sis roots. Additional studies on sulfur response of promoter
and terminator regions of SULTR1;2 and SULTR2;1 in-
dicated that SURE is present only in the SULTR1;1 pro-
moter region, and is suggested to be specific to the early-
responsive genes co-regulated with SULTR1;1.
As a genetic approach to uncover the regulatory cir-

cuitry of plant sulfur-response, mutagenized pools of
SULTR1;2 promoter-GFP transgenic plants were screened
for mutants showing reduced and enhanced responses of
GFP expressions to sulfur-limited and sulfur-replete con-
ditions, respectively. A mutant showing no-response to
sulfur limitation was further characterized. Expression
of GFP from the reporter gene construct, as well as
SULTR1;2 was significantly repressed in this mutant even
under sulfur-limited conditions, and the results suggested
that these phenotypes are derived from a single reces-
sive mutation. To establish a gain-of-function screening
method for the genome-wide analysis of nutrient response,
we generated transgenic plants independently expressing
approximately 15,000 clones of RIKEN Arabidopsis full-
length cDNAs (RAFL) under the control of SULTR1;2
promoter, which provides randomized over-expression of
genes of interest in root epidermis and cortex. The seeds
of over 18,000 transformants were collected and pooled
at T2 generation for reverse genetics screening of effector
molecules that may modulate the expression of SULTR1;2.

3. Characterization of ammonium transporters
and GS/GOGAT cycle enzymes
AMT1;1 and AMT1;3 are two major high-affinity am-

monium transporters in Arabidopsis root. Transgenic
plants expressing the promoter-GFP constructs indicated
that they were predominantly expressed in the epidermis
and root hairs. As indicated from a drastic decrease of am-
monium influx activities in the knockout plants, AMT1;1
facilitated the uptake of ammonium under low-nitrogen
conditions. By contrast, AMT1;3 was abundantly ex-
pressed even under N-rich conditions and contributed to
the basal uptake of ammonium.
The ammonium taken up in root is further converted to

glutamine by cytosolic glutamine synthetase. Previously,
we have determined the roles of the four isoenzymes of cy-
tosolic Gln synthetase (GS) expressed in Arabidopsis roots,
and demonstrated that synthesis of glutamine is shared by
two classes of glutamine synthetase having different sub-
strate specificities and cell-type-specific localization. In
contrast to Arabidopsis, the two cytosolic GS in rice,
OsGLN1;1 and OsGLN1;2, were both high-affinity isoen-
zymes, but showed 2-fold differences in their specific activ-
ities. The high-capacity isoenzyme, OsGLN1;1, was local-
ized in the root epidermis and cortex of nitrogen-starved
plants, whereas OsGLN1;2 was expressed in response to
excessive supply of ammonium in the epidermis and vascu-
latures. In addition, the analysis of Tos17 -inserted gln1;1
knockout plants indicated that OsGLN1;1 plays a major
role in glutamine synthesis, as suggested from the severe
growth reduction and decrease of glutamine synthesis.
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