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根圏に存在する窒素化合物量は植物の成長速度を規定する重要な化学的環境因子である。植物
はその供給量に応じて代謝系や形態を変化させることにより，限られた窒素の効率的な利用を可
能にしている。このことは多数の遺伝子の発現が窒素栄養により巧みに制御されていることを示
している。また，植物固体としての秩序だった応答には他の代謝系や細胞間での情報のやり取り
（コミュニケーション）も必要である。本研究チームでは植物が窒素栄養に対し代謝的および形
態的応答を示す過程で行う代謝間，細胞間，器官間での情報コミュニケーションに関わるシグナ
ル伝達機構の解明を目指す。具体的には地下部での窒素源の感知とシグナル分子であるサイトカ
イニンの生合成，地上部への情報の伝達，地上部での窒素情報伝達とその応答に関わる遺伝子の
機能同定，器官間での情報伝達因子の同定に焦点を絞り，生化学的および分子生物学的手法を用
いて研究を展開する。

1. 窒素によるサイトカイニン生合成および輸送制御の
分子機構研究
（1）サイトカイニン生合成経路に関する研究（武井，上
田，小嶋，榊原（均））
サイトカイニンは植物細胞の分化・増殖に極めて重要な役
割を果たすホルモンであるとともに器官間での窒素栄養情
報伝達物質としても機能している。我々は昨年度までにシロ
イヌナズナを用いてイソペンテニルアデニン（iP）型のサイ
トカイニン合成酵素遺伝子（AtIPTs）を同定し，各遺伝子
の発現組織および細胞内局在場所を明らかにした。本年度は
さらに 20年来不明であったトランスゼアチン（tZ）型サイ
トカイニンの合成に関わる P450酵素遺伝子（CYP735As）
を初めて同定することに成功した。従来 tZ合成のための水
酸化反応は塩基型もしくはヌクレオシド型サイトカイニン
で起こるとされてきたが，我々の生化学的解析からこの反
応はヌクレオチド型でのみ起こることを明らかにし，従来
の説を訂正した。CYP735A遺伝子発現はオーキシンによ
り抑制されることを見いだし，サイトカイニン生合成制御
へのオーキシンの作用点の 1つを明らかにした。
（2）植物と微生物におけるサイトカイニン生合成径路の
研究（榊原（均）上田，小嶋；笠原，山口（PSC発芽生理
機構研究チーム））
アグロバクテリウムのサイトカイニン合成酵素であるTmr
はアミノ末端側に明確なトランジット配列を持たないにも
かかわらず，感染後宿主細胞のプラスチド内に移行されるこ
とを見いだした。Tmrは高等植物の酵素とは基質特異性が
異なり DMAPPの他に HMBDPも基質にした。HMBDP
はプラスチド内のメチルエリスリトールリン酸経路の中間
代謝産物である。以上のことから高等植物の tZ合成はP450
酵素を介する iP型サイトカイニンの水酸化による経路が主
なのに対し，アグロバクテリウムにおいては宿主細胞のプ
ラスチド内での HMBDP利用による 1段階の tZ合成径路
であることを明らかにした。
（3）サイトカイニン生合成酵素の構造生物学的研究（菅
原，榊原（均）；河野（研究技術開発室））

サイトカイニン生合成反応機構を明らかにするべく，ア
グロバクテリアのイソペンテニルトランスフェラーゼの 1

つ Tzsの大量発現および精製系を構築し，Tzsタンパク質
の結晶化に成功した。この結晶を用いて SPring-8において
回折データを収集し，立体構造を解析中である。これまで
に Tzsと基質（AMP）や基質アナログ（DMASPP）との
複合体結晶も得られている。これらの構造を解くことがで
きれば，単にサイトカイニン生合成反応機構を明らかにす
るだけでなく，サイトカイニン生合成の阻害剤などの開発
のための基盤情報が得られることが期待され興味深い。
（4）ヌクレオシド型サイトカイニン輸送体遺伝子の同定
と解析（広瀬，槇田，榊原（均））
イネのヌクレオシド輸送体 OsENTについて生化学的な
特徴付けを詳細に行い，植物体内におけるサイトカイニン
ヌクレオシド輸送はサイトカイニン特異的な輸送体によっ
て媒介されるのではなく，他の類縁体ヌクレオシド群とと
もに共通の輸送体を介して行われることを提唱した。さら
に OsENT2は iPRと tZRに対して有意な親和性の違いを
持つことを見いだし，この違いが師管と道管における iPR

と tZR の局在性の違いの 1 つの原因である可能性を示唆
した。

OsENT2 プロモーター：GUS 融合遺伝子を導入した形
質転換イネ（T1世代）を解析し，根の維管束と幼側根部，
葉鞘と葉身の師部で発現することを見いだし，OsENT2が
長距離のヌクレオシド輸送に関わることを示唆した。一方，
種子では吸水直後から胚盤組織で発現が誘導されたことか
ら，胚乳から胚へのヌクレオシドの移動にも関わると考え
られた。以上のことからOsENT2は長距離輸送に加え，必
要部位への局所的なヌクレオシド輸送の役割も果たしてい
ることを示唆した。

2. 植物における His-Asp リン酸リレー情報伝達系の
研究
（1）サイトカイニン受容体のリガンド特異性と機能分化
に関する研究（榊原（均）；榊原（圭）（PSCコンパートメ
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ンテーション研究チーム））
地下部でサイトカイニンに置き換えられた窒素情報が光
合成細胞へ到達した後は，His-Aspリン酸リレー系因子に
より細胞内へ伝達される。昨年までに 3種類のサイトカイ
ニン受容体遺伝子（ZmHK1～ZmHK3）をトウモロコシか
ら単離同定してきたが，本年度さらに 3種類の受容体遺伝
子を同定した（ZmHK1a2，ZmHK1b1，ZmHK1b2）。これ
らのリガンド特異性について大腸菌と酵母での発現系を用
いた手法で検討した結果，ZmHK1b型は ZmHK1a型に比
べ cZ に対する応答性が有意に低いことを見いだした。以
上のことから cZ の生理活性は受容するレセプターの種類
に大きく依存することを示唆した。
トウモロコシの CK 配糖化に関わる酵素 cis-zeatin-O-

glucosyltransferase（cisZOG1）がイソプレノイド型サイト
カイニンのみならず芳香族型サイトカイニンの修飾にも関わ
ることを明らかにするとともに，cisZOG1の cZ，tZに対す
る基質親和性と，CK受容体（ZmHK1）のこれらリガンド
に対する親和性の類似性を見いだし，cisZOG1と ZmHK1

の間での基質（リガンド）認識機構の共通性を指摘した。
（2）ZmRRと相互作用する因子の探索（広瀬，槇田，榊
原（均））
昨年までの酵母 Two-hybrid 法により選抜された，

ZmRR1～ZmRR3 と相互作用する因子 MVD の特徴付け
を行った。MVDと細胞質型 RRとの相互作用は，イネの
オルソログについても再現できたが，シロイヌナズナには
ZmRR1～ZmRR3のオルソログは見いだせなかった。この
ことからイネ科植物などの限られた植物種内に見られる制御
機構であると予想された。この相互作用の生理的意義につい
て検証するため，イネのオルソログ遺伝子OsRR1，OsRR2
および OsMVD を単離し，それらの形質転換イネを作出
した。
（3）二成分制御系の下流で転写制御を受ける遺伝子の探
索（青木，榊原（均））
His・Aspリン酸リレー系の下流で転写制御を受ける遺伝子
を探索するため，シロイヌナズナのARR21 およびARR22

の過剰発現体と野生型間での遺伝子発現プロファイリング
をマイクロアレイ解析により行い，この情報伝達系の下で
制御される遺伝子候補の絞り込みを行った（名古屋大学 水
野猛教授との共同研究）。

3. 細胞間および器官間でのシグナル物質輸送機構の研究
（1）篩管液中を長距離移動するタンパク質輸送の極性お
よび選択性に関する研究（青木，榊原（均））
導管および篩管を介した物質の輸送は，植物の器官間情
報伝達の根幹である。しかし，篩管を介した物質輸送極性
および選択性の制御機構については全く知られていない。
昨年度までに異なる極性輸送様式を示す篩管タンパク質 2

種 CmPP16-1，CmPP16-2を同定した。本年度はこれらと
相互作用し輸送極性制御に関わる因子を探索し，いくつか
の候補タンパク質を選抜した。相互作用の有意性とそれら
の機能解明については今後の検討課題である。

Inorganic nitrogen source is an important factor ruling
plant growth and development. Plants constantly sense

differences in the nutrient status, and modulate their own
metabolism and developmental program to adapt to their
changing environment. This ability to orchestrate changes
throughout the whole plant calls for an integrated network
of intracellular, intercellular and inter-organ signaling of
nitrogen status. In the inter-organ signaling, plants have
dual paths delivering the nutritional information: one is
mediated by nitrate ion itself and another is by cytokinin, a
plant hormone. Nitrate-specific signaling mainly functions
to regulate production of amino acids and nucleotides, and
cytokinin-mediated route mainly functions to modulate ni-
trogen partitioning and developmental program. Thus, co-
ordination of both regulations must be important to inte-
grate nitrogen responses as a whole plant. In our labo-
ratory, we focus on the cytokinin-mediated nitrogen sig-
naling. We aim to elucidate the molecular mechanism of
nitrogen-dependent cytokinin biosynthesis and transloca-
tion and signal transduction in the target cells in order to
obtain new concepts and rules for long-distance nitrogen
signaling.

1. Elucidation of regulatory mechanism of
nitrogen-dependent accumulation and transloca-
tion of cytokinins
We identified CYP735A1 and CYP735A2 from Ara-

bidopsis thaliana as cytokinin hydroxylase that catalyzes
trans-zeatin (tZ)-type cytokinin biosynthesis. Both of
the two types of CYP735As preferentially utilized iP nu-
cleotides rather than the nucleoside-or-free-base forms in
in vitro system, and produced tZ nucleotides but nei-
ther not the cis-isomer nor dihydrozeatin. The expres-
sion of CYP735A1 and CYP735A2 was regulated in
an organ specific manner. Root-specific induction of
CYP735A2 expression by cytokinin suggests that the
trans-hydroxylation is involved in the regulation of cy-
tokinin metabolism and signaling in roots.
The phytopathogenic bacterium Agrobacterium tume-

faciens infects plants and induces the formation of tu-
mors called “crown galls”. This neoplastic morphogen-
esis is attributable to the function of genes coded on
the transferred-DNA (T-DNA) region of the Ti-plasmid,
which integrates into the plant nuclear genome upon in-
fection. Cytokinin and auxin biosynthesis enzymes en-
coded on the T-DNA are expressed by using the transcrip-
tion/translation machinery of the host plant, and increase
these hormone levels to cause tumorigenesis. We demon-
strated that a cytokinin biosynthesis enzyme Tmr, encoded
by the Agrobacterium T-DNA region, is targeted to and
functions in plastids of infected plant cells. The plastid-
localization of Tmr allows this bacterial enzyme to create a
new metabolic bypass, to produce bioactive cytokinins us-
ing an intermediate in the plastid-specific methylerythritol
phosphate pathway.
We identified four genes for potential equilibra-

tive nucleoside transporters (ENTs) from Oryza sativa
(OsENT1 - OsENT4 ). Direct measurements with ra-
diolabeled cytokinins demonstrated that OsENT2 medi-
ated uptake of iP riboside (Km = 32µM) and tZ riboside
(Km = 660µM), suggesting that OsENT2 participates in
iPR transport in planta. The OsENT2 expression was
found in the scutellum during germination and in vascu-
lar tissues in germinated plants. These results suggest
that OsENT2 participates in the retrieval of endosperm-
derived nucleosides by the germinating embryo and in the
long-distance transport of nucleosides in growing plants,
respectively.
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2. Elucidation of physiological function of His-
Asp phosphorelay in cytokinin-mediated nitrogen
signaling
Cytokinin-mediated nitrogen signal is transmitted by

His-Asp phosphorelay system in the target cell. We had
identified genes for a series of His-Asp phosphorelay sig-
naling modules from maize. This year, we identified genes
for cytokinin receptors (ZmHK1a2, ZmHK1b1, ZmHK1b2 )
from maize, and characterized their ligand specificity and
expression patterns.

3. Molecular characterization of traffic system
via phloem for organ-to-organ signaling
A number of substances, not only metabolites but

also growth regulators and macro-molecules (protein and
RNA), are translocated via xylem and phloem to transmit
long-distance metabolic signals. We profiled their direction
and selectivity of translocation in rice phloem.
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