
การควบคุมการแสดงออกของยนีไนเตรตรีดกัเตสในพชืชัÊนสูง: บทบาท

ของปัจจัยควบคุมการถอดรหัสและสัญญาณสิÉงแวดล้อม 

บทคดัย่อ 

ไนโตรเจนเป็นธาตุอาหารหลกัทีÉจาํเป็นต่อการเจริญเติบโตของพืช โดยพืชส่วนใหญ่ดูดไนโตรเจนจากดินในรูปไนเตรต 

การนาํไนเตรตไปใชเ้ริÉมตน้จากปฏิกิริยาทีÉเร่งโดยเอนไซมไ์นเตรตรีดกัเตส ซึÉ งเปลีÉยนไนเตรตเป็นไนไตรต ์ดงันัÊน การ

ควบคุมปริมาณและกิจกรรมของเอนไซมนี์Ê จึงมีความสาํคญัต่อประสิทธิภาพการใชไ้นโตรเจนของพืช การแสดงออกของยนี

ไนเตรตรีดกัเตสไม่ไดขึ้Êนอยูก่บัปริมาณไนเตรตเพียงอยา่งเดียว แต่ยงัตอบสนองต่อแสง นํÊ าตาล เมแทบอไลตที์Éมีไนโตรเจน 

ฮอร์โมนพืช อุณหภูมิต ํÉา ภาวะแลง้ และวฏัจกัรกลางวนั–กลางคืน ปัจจยัควบคุมการถอดรหสักลุ่ม NODULE INCEPTION-

like proteins หรือ NLPs โดยเฉพาะ NLP6 และ NLP7 มีบทบาทสาํคญัในการกระตุน้ยนีทีÉเกีÉยวขอ้งกบัการดูดและการ

เปลีÉยนแปลงไนเตรต ขณะทีÉปัจจยักลุ่ม LBD37–LBD39 อาจทาํหนา้ทีÉควบคุมยอ้นกลบัเชิงลบเมืÉอมีสารประกอบไนโตรเจน

สะสม ส่วน HY5 และ HYH เชืÉอมโยงการแสดงออกของยนีไนเตรตรีดกัเตสเขา้กบัสัญญาณแสง ความเขา้ใจกลไกเหล่านีÊ มี

ความสาํคญัต่อการปรับปรุงประสิทธิภาพการใชปุ๋้ยไนโตรเจนและการพฒันาพืชทีÉใหผ้ลผลิตสูงโดยลดผลกระทบต่อ

สิÉงแวดลอ้ม บทความนีÊ เรียบเรียงจากบทความทบทวนของ Yanagisawa เรืÉองปัจจยัควบคุมการถอดรหสัทีÉเกีÉยวขอ้งกบัการ

แสดงออกของยนีไนเตรตรีดกัเตสในพืชชัÊนสูง 

คาํสําคญั: ไนเตรตรีดกัเตส, การดูดกลืนไนโตรเจน, การแสดงออกของยนี, NLP, LBD, HY5, สัญญาณไนเตรต 

 

1. ไนเตรตรีดักเตสกับการใช้ประโยชน์จากไนโตรเจนของพชื 

ไนโตรเจนเป็นองคป์ระกอบสาํคญัของกรดอะมิโน โปรตีน กรดนิวคลีอิก คลอโรฟิลล ์โคเอนไซม ์และสารชีวโมเลกุลอีก

หลายชนิด แมบ้รรยากาศจะมีแก๊สไนโตรเจนในปริมาณมาก แต่พืชส่วนใหญ่ไม่สามารถนาํแก๊สไนโตรเจนมาใชโ้ดยตรงได ้

จึงตอ้งอาศยัสารประกอบไนโตรเจนในดิน โดยเฉพาะไนเตรต (\mathrm{NO_3^-}) และแอมโมเนียม 

(\mathrm{NH_4^+}) 

เมืÉอไนเตรตเขา้สู่เซลลพ์ืช ขัÊนตอนแรกของการนาํไปใชคื้อการรีดิวซ์ไนเตรตใหเ้ป็นไนไตรต ์(\mathrm{NO_2^-}) โดย

เอนไซม ์ไนเตรตรีดักเตส หรือ NR ปฏิกิริยานีÊ เกิดขึÊนในไซโทพลาซึมและตอ้งใช ้NADH หรือ NADPH เป็นแหล่ง

อิเลก็ตรอน จากนัÊนไนไตรตจ์ะถูกลาํเลียงเขา้สู่พลาสติดหรือคลอโรพลาสต ์และเปลีÉยนเป็นแอมโมเนียมโดยเอนไซมไ์น

ไตรตรี์ดกัเตส แอมโมเนียมทีÉเกิดขึÊนจะเขา้สู่วฏัจกัร GS/GOGAT เพืÉอสร้างกลูตามีน กลูตาเมต และกรดอะมิโนชนิดอืÉน

ต่อไป 

เนืÉองจากปฏิกิริยาทีÉเร่งโดยไนเตรตรีดกัเตสเป็นจุดเริÉมตน้และเป็นขัÊนตอนสาํคญัของเส้นทางการดูดกลืนไนเตรต พืชจึงตอ้ง

ควบคุมการสร้างเอนไซมนี์Êอยา่งละเอียด หากสร้างมากเกินไปในช่วงทีÉไม่มีไนเตรตหรือไม่มีพลงังานเพียงพอ พืชจะสูญเสีย



พลงังานโดยไม่จาํเป็น แต่หากสร้างนอ้ยเกินไปเมืÉอมีไนเตรตมาก พืชกไ็ม่สามารถนาํไนโตรเจนมาใชเ้พืÉอการเจริญเติบโต

ไดอ้ยา่งเตม็ทีÉ 

ในพืชตน้แบบ Arabidopsis thaliana มียนีไนเตรตรีดกัเตสหลกัสองยนี ไดแ้ก่ NIA1 และ NIA2 โดย NIA2 มีส่วน

รับผิดชอบต่อกิจกรรมของไนเตรตรีดกัเตสส่วนใหญ่ ขณะทีÉ NIA1 และ NIA2 อาจตอบสนองต่อสัญญาณบางประเภท

แตกต่างกนั 

 

2. การควบคุมยีนไนเตรตรีดักเตสมีความซับซ้อน 

การควบคุมไนเตรตรีดกัเตสเกิดขึÊนไดห้ลายระดบั ทัÊงระดบัการถอดรหสั ระดบัหลงัการถอดรหสั และระดบัหลงัการแปล

โปรตีน กิจกรรมของเอนไซมส์ามารถเปลีÉยนแปลงไดจ้ากการเติมหรือกาํจดัหมู่ฟอสเฟต การจบักบัโปรตีน 14-3-3 และการ

สลายโปรตีน ขณะเดียวกนั ปริมาณเอม็อาร์เอน็เอของยนี NIA1 และ NIA2 กถ็ูกควบคุมโดยสัญญาณจากทัÊงภายในและ

ภายนอกเซลล ์

แผนภาพในหนา้ 2 ของบทความตน้ฉบบัแสดงใหเ้ห็นว่าไนเตรต แสง และไซโทไคนินส่งเสริมการแสดงออกของยนีไน

เตรตรีดกัเตส ขณะทีÉกลูตามีน กรดแอบไซซิก ภาวะแลง้ และอุณหภูมิต ํÉามีแนวโนม้ยบัย ัÊงการแสดงออกของยนีดงักล่าว 

แผนภาพยงัเชืÉอมโยงกระบวนการดูดกลืนไนโตรเจนเขา้กบัการสังเคราะห์ดว้ยแสงและเมแทบอลิซึมของคาร์บอนอย่าง

ชดัเจน 

2.1 ไนเตรตเป็นทัÊงสารอาหารและโมเลกุลส่งสัญญาณ 

ไนเตรตไม่ไดท้าํหนา้ทีÉเป็นเพียงแหล่งไนโตรเจน แต่ยงัทาํหนา้ทีÉเป็นโมเลกุลส่งสัญญาณ เมืÉอพืชทีÉขาดไนโตรเจนไดรั้บไน

เตรต การแสดงออกของยนี NIA1 และ NIA2 จะเพิ ÉมขึÊนอยา่งรวดเร็ว พร้อมกบัยนีทีÉเกีÉยวขอ้งกบัการลาํเลียงไนเตรต การ

ลาํเลียงไนไตรต ์และการเปลีÉยนไนไตรตเ์ป็นแอมโมเนียม 

การตอบสนองอยา่งรวดเร็วนีÊ ช่วยใหพ้ืชสามารถปรับระบบเมแทบอลิซึมใหพ้ร้อมใชป้ระโยชน์จากไนเตรตทีÉเพิ Éงไดรั้บ โดย

ไม่ตอ้งรอให้ปริมาณไนโตรเจนภายในเซลลเ์พิ ÉมขึÊนก่อน 

2.2 แสงและนํÊาตาลเชืÉอมโยงเมแทบอลซึิมของคาร์บอนกบัไนโตรเจน 

การดูดกลืนไนเตรตเป็นกระบวนการทีÉใชพ้ลงังานสูง การรีดิวซ์ไนเตรตและไนไตรต์ตอ้งใชส้ารรีดิวซ์ ส่วนการนาํ

แอมโมเนียมเขา้สู่สารอินทรียต์อ้งใช ้ATP และโครงคาร์บอน โดยเฉพาะ 2-ออกโซกลูตาเรต ดงันัÊน การกระตุน้ยนีไนเตรตรี

ดกัเตสดว้ยแสงจึงช่วยประสานการใชไ้นโตรเจนเขา้กบัการสังเคราะห์ดว้ยแสง 

นํÊ าตาลทีÉเกิดจากการสังเคราะห์ดว้ยแสง เช่น ซูโครส กลูโคส และฟรักโทส สามารถกระตุน้การแสดงออกของยนีไนเตรตรี

ดกัเตสได ้แมพ้ืชจะอยูใ่นความมืด ผลดงักล่าวแสดงใหเ้ห็นว่าพืชใชร้ะดบันํÊ าตาลเป็นตวับ่งชีÊว่ามีพลงังานและโครงคาร์บอน

เพียงพอสาํหรับการนาํไนโตรเจนไปสร้างกรดอะมิโนหรือไม่ 



2.3 การควบคุมย้อนกลบัจากสารประกอบไนโตรเจน 

เมืÉอพืชดูดกลืนไนเตรตและสร้างกรดอะมิโนมากขึÊน สารประกอบทีÉมีไนโตรเจน โดยเฉพาะกลูตามีน สามารถส่งสัญญาณ

ยอ้นกลบัใหล้ดการแสดงออกของยนีไนเตรตรีดกัเตส กลไกนีÊ ช่วยป้องกนัการดูดกลืนไนโตรเจนมากเกินความตอ้งการและ

รักษาสมดุลระหว่างคาร์บอนกบัไนโตรเจนภายในเซลล ์

2.4 ความเครียดจากสิÉงแวดล้อมและฮอร์โมนพืช 

อุณหภูมิต ํÉาทาํใหรู้ปแบบการแสดงออกของยนีไนเตรตรีดกัเตสในรอบวนัล่าชา้ ขณะทีÉภาวะแลง้ลดปริมาณเอม็อาร์เอน็เอ

ของไนเตรตรีดกัเตสในใบพืชบางชนิด ผลดงักล่าวสอดคลอ้งกบัสภาพทางสรีรวิทยา เพราะเมืÉอพืชขาดนํÊ า การเจริญเติบโต

และการสังเคราะห์ดว้ยแสงลดลง ความตอ้งการไนโตรเจนจึงลดลงตามไปดว้ย 

ฮอร์โมนไซโทไคนินมีแนวโนม้ส่งเสริมการแสดงออกของยนีไนเตรตรีดกัเตส ส่วนกรดแอบไซซิกหรือ ABA มีผลตรงกนั

ขา้ม อยา่งไรกต็าม การกระตุน้ยนีไนเตรตรีดกัเตสโดยไนเตรตสามารถเกิดขึÊนไดโ้ดยตรง ไม่จาํเป็นตอ้งอาศยัการเพิ ÉมขึÊน

ของไซโทไคนินเสมอไป 

 

3. NLPs: ตวัควบคุมหลักของการตอบสนองต่อไนเตรต 

ความกา้วหนา้สาํคญัในการทาํความเขา้ใจสัญญาณไนเตรตคือการคน้พบปัจจยัควบคุมการถอดรหสักลุ่ม NODULE 

INCEPTION-like proteins หรือ NLPs โปรตีนกลุ่มนีÊ มีบริเวณจบัดีเอน็เอชนิด RWP-RK ซึÉ งพบเฉพาะในพืช 

จีโนมของ Arabidopsis มียนี NLP อยา่งนอ้ยเกา้ยนี ไดแ้ก่ NLP1–NLP9 แต่สมาชิกทีÉไดรั้บการศึกษาอยา่งละเอียดคือ NLP6 

และ NLP7 หลกัฐานจากพืชกลายพนัธุ์พบว่าเมืÉอ NLP7 ทาํงานบกพร่อง การกระตุน้ยนี NIA1, NIA2 รวมทัÊงยนีลาํเลียงไน

เตรต NRT2.1 และ NRT2.2 จะลดลงอยา่งชดัเจน 

3.1 การกระตุ้น NLP โดยไนเตรต 

คุณสมบติัสาํคญัของ NLP คือ ไนเตรตไม่ไดก้ระตุน้การสร้างโปรตีน NLP เพียงอยา่งเดียว แต่กระตุน้การทาํงานของโปรตีน

ทีÉมีอยูแ่ลว้ผ่านกลไกหลงัการแปลโปรตีน ตวัอยา่งเช่น ไนเตรตทาํให ้NLP7 คงอยูแ่ละสะสมในนิวเคลียสมากขึÊน เมืÉอ NLP 

อยูใ่นนิวเคลียส จึงสามารถจบักบัลาํดบัดีเอน็เอเฉพาะและกระตุน้การถอดรหสัยนีเป้าหมายไดอ้ยา่งรวดเร็ว 

การตอบสนองแบบนีÊ เหมาะกบับทบาทของ NLP ในฐานะตวัรับช่วงสัญญาณระยะแรก เพราะพืชไม่จาํเป็นตอ้งสังเคราะห์

โปรตีนควบคุมขึÊนใหม่ทัÊงหมด แต่สามารถเปลีÉยนตาํแหน่งหรือกิจกรรมของโปรตีนเดิมทนัทีหลงัไดรั้บไนเตรต 

3.2 การจับกบั nitrate-responsive element 



NLP6 และ NLP7 จบักบัลาํดบัควบคุมทีÉเรียกว่า nitrate-responsive element หรือ NRE ซึÉ งอยูบ่ริเวณควบคุมของยนีทีÉ

ตอบสนองต่อไนเตรต การจบัดงักล่าวกระตุน้การถอดรหสัยนีทีÉเกีÉยวขอ้งกบัการดูดกลืนและการเปลีÉยนแปลงไนเตรต 

สาํหรับยนี NIA1 พบตาํแหน่งจบัของ NLP อยูใ่นบริเวณดา้นทา้ยนอกเหนือจากส่วนทีÉกาํหนดรหสัโปรตีน หรือบริเวณ 3′ 
flanking region การเปลีÉยนแปลงลาํดบัดีเอน็เอบริเวณนีÊทาํใหก้ารกระตุน้ NIA1 โดยไนเตรตลดลง แสดงว่าบริเวณดงักล่าวมี

ความสาํคญัต่อการควบคุมยนี 

แม ้NIA2 จะมีแนวโนม้เป็นยนีเป้าหมายของ NLP เช่นกนั แต่ในช่วงเวลาทีÉบทความตน้ฉบบัตีพิมพ ์ยงัไม่สามารถระบุ

ตาํแหน่งจบัของ NLP บริเวณยนี NIA2 ไดอ้ยา่งชดัเจน 

 

4. NLPs ประสานยีนทัÊงเส้นทางการดูดกลนืไนเตรต 

บทบาทของ NLP ไม่ไดจ้าํกดัอยูที่Éยนีไนเตรตรีดกัเตส แต่ครอบคลุมยนีหลายขัÊนตอนในเส้นทางการใชไ้นเตรต ไดแ้ก่ 

 NRT2.1 ซึÉ งสร้างโปรตีนลาํเลียงไนเตรตแบบความสัมพนัธ์สูง 

 NIA1 และ NIA2 ซึÉ งเกีÉยวขอ้งกบัการเปลีÉยนไนเตรตเป็นไนไตรต์ 

 NITR2;1 และ NITR2;2 ซึÉ งเกีÉยวขอ้งกบัการลาํเลียงไนไตรตเ์ขา้สู่พลาสติด 

 NIR1 ซึÉ งสร้างเอนไซมไ์นไตรตรี์ดกัเตสสาํหรับเปลีÉยนไนไตรตเ์ป็นแอมโมเนียม 

แผนภาพในหนา้ 3 ของบทความตน้ฉบบัแสดงแบบจาํลองทีÉไนเตรตกระตุน้ NLP6 และ NLP7 จากนัÊน NLPs จบักบั NRE 

ของยนีหลายยนี ทาํใหก้ารนาํไนเตรตเขา้สู่เซลล ์การรีดิวซ์ไนเตรต การลาํเลียงไนไตรต ์และการสร้างแอมโมเนียมเพิ ÉมขึÊน

อยา่งประสานกนั 

การควบคุมแบบประสานนีÊ มีความสาํคญัมาก หากพืชกระตุน้เฉพาะยนีไนเตรตรีดกัเตส แต่ไม่กระตุน้การลาํเลียงไนไตรต์

หรือไนไตรตรี์ดกัเตส อาจทาํใหไ้นไตรตซึ์É งเป็นสารทีÉมีความเป็นพิษสะสมในเซลลไ์ด ้NLPs จึงช่วยใหแ้ต่ละขัÊนตอนของ

เส้นทางทาํงานสัมพนัธ์กนั 

นอกจากนีÊ  NLPs ยงัควบคุมยนีอืÉนทีÉเกีÉยวขอ้งกบัไซโทไคนิน โปรตีนไคเนส และปัจจยัควบคุมการถอดรหสัชนิดอืÉน จึงอาจ

ทาํหนา้ทีÉเชืÉอมสถานะไนโตรเจนเขา้กบัการแบ่งเซลล ์การพฒันาอวยัวะ และการเจริญเติบโตโดยรวมของพืช 

 

5. ความสัมพนัธ์ระหว่าง NLP กับตวัรับรู้ไนเตรต NRT1.1 

โปรตีน CHL1/NRT1.1 ทาํหนา้ทีÉทัÊงเป็นตวัลาํเลียงไนเตรตและตวัตรวจจบัไนเตรต หรือ nitrate transceptor สามารถทาํงาน

ไดท้ัÊงในช่วงความเขม้ขน้ไนเตรตตํÉาและสูง การตรวจจบัไนเตรตโดย NRT1.1 เชืÉอมโยงกบัโปรตีนไคเนสหลายชนิด เช่น 

CIPK8 และ CIPK23 



อยา่งไรกต็าม ความสัมพนัธ์ระหว่างเส้นทาง NRT1.1 กบัเส้นทาง NLP ยงัไม่ชดัเจน ผลการทดลองบางส่วนชีÊว่า NLP6 ยงั

สามารถถูกกระตุน้ดว้ยไนเตรตในพืชกลายพนัธุ์ทีÉ NRT1.1 บกพร่อง และการกลายพนัธุ์ของ NLP7 กบั NRT1.1 ส่งผลต่อ

ยนีคนละกลุ่มกนั จึงเป็นไปไดว้่าเส้นทางทัÊงสองสามารถทาํงานแยกจากกนับางส่วน แต่ยงัอาจมีการเชืÉอมโยงหรือปรับการ

ทาํงานซึÉงกนัและกนัในบางสภาวะ 

 

6. LBD37–LBD39 กับการควบคุมย้อนกลับเชิงลบ 

แม ้NLPs จะกระตุน้การตอบสนองต่อไนเตรต แต่พืชยงัตอ้งมีกลไกลดการทาํงานของระบบเมืÉอมีไนโตรเจนเพียงพอ ปัจจยั

ควบคุมการถอดรหสักลุ่ม LATERAL ORGAN BOUNDARIES DOMAIN ไดแ้ก่ LBD37, LBD38 และ LBD39 เป็น

ตวัเลือกสาํคญัสาํหรับกลไกนีÊ  

ยนี LBD37–LBD39 ถูกกระตุน้ไดโ้ดยไนเตรต แอมโมเนียม และกลูตามีน เมืÉอเพิ Éมการแสดงออกของยนีเหล่านีÊ ใน 

Arabidopsis พบว่าการแสดงออกของ NIA1, NIA2 และยนีอืÉนในเส้นทางการใชไ้นโตรเจนลดลง ลกัษณะดงักล่าวคลา้ยกบั

การยบัย ัÊงยอ้นกลบัจากสารประกอบไนโตรเจนอินทรีย ์

กลไกทีÉเป็นไปไดคื้อ เมืÉอพืชไดรั้บไนเตรต NLPs จะกระตุน้ยนีสาํหรับการดูดกลืนไนเตรตอยา่งรวดเร็ว พร้อมทัÊงกระตุน้ยนี 

LBD บางส่วน เมืÉอกรดอะมิโนและสารประกอบไนโตรเจนสะสมมากขึÊน LBDs จะช่วยลดการแสดงออกของระบบ เพืÉอ

ป้องกนัการใชพ้ลงังานและการสะสมไนโตรเจนทีÉมากเกินไป อยา่งไรกต็าม ยงัไม่ชดัเจนว่า LBD37–LBD39 จบักบัยนี 

NIA1 และ NIA2 โดยตรงหรือควบคุมผ่านตวักลางชนิดอืÉน 

 

7. HY5 และ HYH เชืÉอมสัญญาณแสงกับไนเตรต 

ปัจจยัควบคุมการถอดรหสั LONG HYPOCOTYL 5 หรือ HY5 และโปรตีนทีÉคลา้ยกนัคือ HYH เป็นสมาชิกของกลุ่ม 

bZIP ซึÉ งทาํหนา้ทีÉถ่ายทอดสัญญาณจากตวัรับแสง เช่น ไฟโตโครมและคริปโตโครม ไปสู่การควบคุมยนีในนิวเคลียส 

ในพืชกลายพนัธุ์ทีÉขาดทัÊง HY5 และ HYH การกระตุน้ยนี NIA2 ดว้ยแสงลดลงอยา่งเด่นชดั ขณะทีÉการตอบสนองของ NIA1 

และยนีบางชนิดยงัเกิดขึÊนได ้แสดงว่า HY5/HYH มีบทบาทเฉพาะต่อการควบคุม NIA2 มากกว่ายนีอืÉน 

ในทางตรงกนัขา้ม ปัจจยัควบคุมการถอดรหสั PIF4 ซึÉ งมกัทาํงานตรงขา้มกบั HY5 มีผลยบัย ัÊงการแสดงออกของ NIA2 

ความสัมพนัธ์ระหว่าง HY5 กบั PIF4 จึงช่วยใหพ้ืชปรับการใชไ้นโตรเจนตามสภาพแสง 

เมืÉอมีแสงเพียงพอ HY5 อาจช่วยกระตุน้ทัÊงยนีทีÉเกีÉยวขอ้งกบัการสังเคราะห์ดว้ยแสงและยนี NIA2 ทาํใหก้ารสร้างพลงังาน 

การสร้างโครงคาร์บอน และการดูดกลืนไนโตรเจนเกิดขึÊนพร้อมกนั แต่เนืÉองจากยนี NIA1 ยงัคงตอบสนองต่อแสงไดใ้นพืช

ทีÉขาด HY5/HYH จึงน่าจะมีเสน้ทางควบคุมดว้ยแสงชนิดอืÉนร่วมดว้ย 



 

8. ปัจจยัควบคุมอืÉนและคาํถามทีÉยังต้องศึกษา 

นอกจาก NLP, LBD และ HY5/HYH แลว้ ยงัมีปัจจยัควบคุมการถอดรหสัชนิดอืÉนทีÉอาจเกีÉยวขอ้ง ตวัอยา่งเช่น SPL9 ซึÉ งเมืÉอ

สร้างมากเกินไปจะลดการกระตุน้ NIA2 โดยไนเตรต แต่ไม่ส่งผลเด่นชดัต่อ NIA1 อยา่งไรกต็าม ยงัไม่ทราบว่า SPL9 

ควบคุม NIA2 โดยตรงหรือผ่านเครือข่ายยนีอืÉน 

การแสดงออกของยนีไนเตรตรีดกัเตสยงัเปลีÉยนแปลงตามรอบกลางวนั–กลางคืน โดยในใบ ปริมาณเอม็อาร์เอน็เออาจ

เพิ ÉมขึÊนในช่วงกลางคืน สูงสุดใกลรุ่้งเชา้หรือหลงัรุ่งเชา้ แลว้ค่อย ๆ ลดลงในเวลากลางวนั รูปแบบนีÊอาจเกิดจากทัÊงนาฬิกา

ชีวภาพและการเปลีÉยนแปลงของปริมาณไนเตรตกบักลูตามีน 

NLP มีส่วนเกีÉยวขอ้งกบัรูปแบบรายวนั เนืÉองจากกิจกรรมของ NLP ขึÊนอยูก่บัไนเตรต แต่หลกัฐานจากพืชบางชนิดแสดงให้

เห็นว่า การเปลีÉยนแปลงตามรอบวนัยงัสามารถเกิดขึÊนไดแ้มไ้ม่มีการตอบสนองต่อไนเตรตโดยตรง จึงน่าจะมีปัจจยัควบคุม

อืÉนร่วมอยูด่ว้ย 

ประเดน็ทีÉยงัตอ้งศึกษา ไดแ้ก่ 

1. ปัจจยัใดควบคุม NIA1 และ NIA2 ภายใตภ้าวะแลง้ อุณหภูมิต ํÉา หรือการสะสม ABA 

2. เส้นทาง NLP เชืÉอมโยงกบั NRT1.1 และโปรตีนไคเนสอยา่งไร 

3. การควบคุม NIA2 เกีÉยวขอ้งกบัการเปลีÉยนแปลงโครมาติน การเติมหมู่เมทิลบนดีเอน็เอ หรือการดดัแปลงฮิสโตน

หรือไม่ 

4. กลไกทีÉพบใน Arabidopsis สามารถประยกุตอ์ธิบายพืชเศรษฐกิจ เช่น ขา้ว ขา้วโพด ขา้วสาลี และพืชผกัไดม้าก

นอ้ยเพียงใด 

 

9. ความสําคญัต่อการเกษตร 

ปุ๋ยไนโตรเจนช่วยเพิ Éมผลผลิตพืช แต่ไนโตรเจนทีÉใส่ลงในแปลงไม่ไดถู้กพืชนาํไปใชท้ัÊงหมด ไนเตรตบางส่วนอาจถูกชะ

ลา้งลงสู่แหล่งนํÊ าหรือสูญเสียผ่านกระบวนการของจุลินทรีย ์การทาํความเขา้ใจเครือข่าย NLP–LBD–HY5 จึงอาจนาํไปสู่

การพฒันาพืชทีÉมีประสิทธิภาพการใชไ้นโตรเจนสูงขึÊน 

แนวทางประยกุตที์Éเป็นไปได ้ไดแ้ก่ การคดัเลือกพนัธุ์ทีÉตอบสนองต่อไนเตรตไดดี้ การปรับระดบัการแสดงออกของ NLP 

ใหเ้หมาะสม การลดการยบัย ัÊงทีÉมากเกินไปจาก LBD หรือการประสานการใชไ้นโตรเจนกบัการสังเคราะห์ดว้ยแสงผ่าน 

HY5 อยา่งไรกต็าม การเพิ Éมการดูดหรือการรีดิวซ์ไนเตรตเพียงขัÊนตอนเดียวอาจไม่เพียงพอ เพราะกระบวนการทัÊงหมดตอ้ง

สมดุลกบัพลงังาน โครงคาร์บอน การสร้างกรดอะมิโน และอตัราการเจริญเติบโต 



ดงันัÊน เป้าหมายของการปรับปรุงพืชไม่ควรเป็นเพียงการเพิ Éมกิจกรรมไนเตรตรีดกัเตส แต่ควรปรับเครือข่ายการดูด การ

ลาํเลียง การรีดิวซ์ และการนาํไนโตรเจนไปสร้างชีวมวลใหท้าํงานสอดคลอ้งกนั 

 

บทสรุป 

การแสดงออกของยนีไนเตรตรีดกัเตสเป็นจุดสาํคญัในการควบคุมการใชไ้นโตรเจนของพืช กระบวนการนีÊตอบสนองต่อ

ไนเตรต แสง สถานะคาร์บอน สารประกอบไนโตรเจน ฮอร์โมน ความเครียดจากสิÉงแวดลอ้ม และรอบกลางวนั–กลางคืน 

NLP6 และ NLP7 ทาํหนา้ทีÉเป็นตวัควบคุมหลกัของการตอบสนองต่อไนเตรต โดยกระตุน้ยนีหลายยนีตลอดเส้นทางตัÊงแต่

การลาํเลียงไนเตรตจนถึงการสร้างแอมโมเนียม LBD37–LBD39 อาจช่วยควบคุมยอ้นกลบัเมืÉอมีไนโตรเจนสะสม ขณะทีÉ 

HY5 และ HYH เชืÉอมการใชไ้นเตรตเขา้กบัแสงและการสังเคราะห์ดว้ยแสง เครือข่ายดงักล่าวสะทอ้นใหเ้ห็นวา่พืชไม่ได้

ควบคุมยนีไนเตรตรีดกัเตสอยา่งโดดเดีÉยว แต่ประสานการใชไ้นโตรเจนเขา้กบัเมแทบอลิซึมและการเจริญเติบโตทัÊงระบบ 

การศึกษาปัจจยัควบคุมเหล่านีÊ ในพืชเศรษฐกิจจะช่วยสนบัสนุนการพฒันาพนัธุ์พืชทีÉใชปุ๋้ยไนโตรเจนอยา่งมีประสิทธิภาพ 

ลดตน้ทุนการผลิต และลดผลกระทบของไนโตรเจนส่วนเกินต่อสิÉงแวดลอ้ม 

เอกสารอ้างอิงหลัก 

Yanagisawa, S. (2014). Transcription factors involved in controlling the expression of nitrate reductase genes in higher 

plants. Plant Science, 229, 167–171. 
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a  b  s  t  r  a  c  t

Nitrate  reductase  is  a key  enzyme  in nitrogen  assimilation,  and  it  catalyzes  the  nitrate-to-nitrite  reduc-
tion process  in  plants.  A variety  of  factors,  including  nitrate,  light,  metabolites,  phytohormones,  low
temperature,  and  drought,  modulate  the  expression  levels  of  nitrate  reductase  genes  as  well as  nitrate
reductase  activity,  which  is consistent  with  its  physiological  role.  Recently,  several  transcription  factors
involved  in  controlling  the  expression  of nitrate  reductase  genes  have  been  identified  in  Arabidop-
sis.  NODULE-INCEPTION-like  proteins  (NLPs)  are  transcription  factors  responsible  for  nitrate-inducible
expression  of  nitrate  reductase  genes.  Since  NLPs  also control  nitrate-inducible  expression  of  genes
encoding  nitrate  transporter,  nitrite  transporter,  and  nitrite  reductase,  the expression  levels  of nitrate
reduction  pathway-associated  genes  are coordinately  modulated  by  NLPs  in response  to  nitrate.  LAT-
ERAL ORGAN  BOUNDARIES  DOMAIN  (LBD)  transcription  factors  (LBD37-LBD39)  are  strong  candidates
for  transcription  factors  mediating  negative  feedback  regulation  in  response  to increases  in the  contents
Y5 of  nitrogen-containing  metabolites,  whereas  LONG  HYPOCOTYL  5 (HY5)  that promotes  photomorphogen-
esis  in  light  may  be  a transcription  factor  involved  in  light-induced  expression  of a  nitrate  reductase  gene.
Furthermore,  unidentified  transcription  factors  likely mediate  other  signals  and  regulate  the  expression
of  nitrate  reductase  genes.  This  review  presents  a summary  of  our  current  knowledge  of  such transcription
factors.
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. Complex regulation of the expression of nitrate
eductase genes

Nitrate reductase is the first enzyme in the nitrate assimilation
athway (Fig. 1), and it catalyzes the reduction of nitrate-to-nitrite

n the cytoplasm of plant cells [1]. A number of studies over the

Such studies have revealed that nitrate reductase activity is post-
translationally controlled by a regulatory mechanism that includes
protein kinases, protein phosphatases, 14-3-3 proteins and pro-
tease [3], and they have also demonstrated that the levels of nitrate
reductase mRNAs are carefully controlled in response to various
internal and external signals as well (Fig. 1).
ast few decades have focused on intensive characterization of
he structure and regulation of nitrate reductase proteins and their
enes due to its pivotal role in nitrogen assimilation in plants [1,2].
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A primary factor affecting the expression of nitrate reduc-
tase genes is nitrate, which functions as a signaling molecule
and promotes the transcription of many nitrate assimilation- and

nitrate response-related genes in plants [1,2]. Several studies have
established that immediate induction of the expression of nitrate
reductase genes in response to nitrate provision to nitrogen-
deprived plants occurs in a variety of plant species, including
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Fig. 1. A variety of environmental factors influence nitrate reductase gene expres-
sion. Positive regulation of nitrate reductase (NR) gene expression by nitrate, light
and cytokinin and negative regulation by glutamine (Gln), drought, low tempera-
ture, and abscisic acid (ABA) are indicated by dotted arrows and bars, respectively.
Metabolic pathways for nitrogen assimilation and photosynthesis are also shown.
Since drought promotes abscisic acid biosynthesis, the possible route via accu-
mulation of abscisic acid (for drought repression) is also indicated. GS, glutamine
s
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gene in its genome [14].
ynthetase; GOGAT, glutamine oxoglutarate aminotransferase; Gln, glutamine; Glu,
lutamate, 2-OG; 2-oxoglutarate.

oth monocots and dicots [1,2]. Another major factor enhanc-
ng nitrate reductase gene expression is light, which also induces
itrate reductase activity at the protein level [1–3]. Like photo-
ynthesis, nitrate assimilation is an energy-consuming pathway
hat fundamentally depends on light energy (Fig. 1). Reductions
f nitrate-to-nitrite by nitrate reductase and nitrite-to-ammonium
y nitrite reductase require NAD(P)H and reduced ferredoxin
s reducing energy, respectively [1]. Furthermore, assimilation
f ammonium into amino acids by the GS (glutamine syn-
hetase)/GOGAT (glutamine oxoglutarate aminotransferase) cycle
lso requires ATP and NADH or reduced ferredoxin. Light-inducible
xpression of nitrate reductase genes is therefore consistent with
he requirement of light energy in nitrogen assimilation. The
ight induction of gene expression may, in part, be mediated
y the activation of sucrose synthesis [1], although the light-
ignaling pathway is also directly involved in nitrate reductase gene
xpression [4]. Sucrose promotes the transcription of nitrate reduc-
ase genes in carbohydrate-depleted Arabidopsis and mimics light
nduction of nitrate reductase genes [2]. Similarly, sucrose, glu-
ose, and fructose induce the expression of nitrate reductase genes
n dark-adapted Nicotiana plumbaginifolia plants. Since nitrogen
ssimilation requires carbon skeletons (2-oxoglutarate), products
f photosynthesis are utilized for sucrose and starch synthesis as
ell as nitrogen assimilation (Fig. 1). Sugar-induced expression

f nitrate reductase genes may  comprise part of a system that is
esponsible for the activation of nitrate assimilation coupled with
he activation of photosynthesis and the maintenance of balanced
evels of carbohydrate and amino acids. Conversely, nitrogen-
ontaining metabolites (probably mainly glutamine) function as
egative regulators of nitrate reductase genes via feedback regu-

ation [1,2]. Moreover, the expression of nitrate reductase genes
uctuates during a day/night cycle by transcriptional or post-
ranscriptional regulation [1]. In leaves but not roots, the levels of
itrate reductase mRNA increase during the night, peak at dawn
r a few hours after dawn and gradually decrease during the day
1,2]. Other environmental factors, such as low temperature and
rought, also influence the expression of nitrate reductase genes.
hilling delays the diurnal pattern of nitrate reductase gene expres-

ion and reduces diurnal activation of these genes in tomato [5],
hereas drought decreases the levels of nitrate reductase mRNA

n maize leaves [6]. In addition to these environmental factors,
 229 (2014) 167–171

phytohormones also affect the expression of nitrate reductase
genes [1]. Cytokinin and abscisic acid antagonistically modu-
late the levels of nitrate reductase mRNA in barley leaves [1].
Although nitrate promotes both the expression of cytokinin
biosynthesis-associated genes and the accumulation of cytokinin,
nitrate-inducible expression of nitrate reductase genes is basically
independent of the accumulation of cytokinin but is directly con-
trolled by nitrate [7]. It is unknown whether drought decreases
nitrate reductase gene expression through the accumulation of
abscisic acid, which is promoted by drought.

The intricately regulated expression of nitrate reductase genes
in plants has been well-documented over the past few decades.
Still, the molecular mechanisms underlying such control of nitrate
reductase gene expression remain to be elucidated due to the lack
of information about related cis-elements and trans-acting tran-
scription factors. However, several transcription factors involved
in the control of nitrate reductase gene expression have been sug-
gested by recent studies of Arabidopsis, which contains two nitrate
reductase genes, NIA1 and NIA2. Some of these transcription fac-
tors directly modulate the expression levels of NIA1 and NIA2 or
are strong candidates for such transcription factors.

2. NODULE INCEPTION-like proteins (NLPs) are key
regulators of nitrate-inducible expression of nitrate
reductase genes

Important progress in understanding the mechanisms underly-
ing plant responses to nitrate has been made in the past several
years, as summarized in several recent reviews [8–11]. Such
progress includes the identification of key components in the
nitrate-signaling pathway, including CHL1/NRT1.1, CHIP8 (CBL-
interacting serine/threonine-protein kinase 8), and CIPK23 in
Arabidopsis. CHL1/NRT1.1 functions as a dual affinity nitrate trans-
porter involved in both high- and low-affinity nitrate uptake as
well as a nitrate sensor [12], while CIPK8 and CIPK23 are positive
and negative regulators of CHL1/NRT1.1, respectively [8–10,12].
Although nitrate-inducible expression of the high affinity nitrate
transporter gene NRT2.1 is diminished in a chl1 deletion mutant
(chl1-5), its expression is not hampered in another chl1 mutant
(chl1-9), which carries a point mutation causing an amino acid
substitution and a nitrate uptake defect. Thus, nitrate sensing activ-
ity of CHL1/NRT1.1 is decoupled with its nitrate uptake activity
[12]. Recent progress also includes the identification of NOD-
ULE INCEPTION-like proteins (NLPs) as key transcription factors
responsible for nitrate-inducible expression of a number of genes,
including nitrate reductase genes.

NLPs are a subfamily of the group of proteins containing the
RWP-RK DNA-binding domain, which is unique to plants. The
RWP-RK domain-containing proteins in higher plants are classi-
fied into two  subgroups, the NLP family and the RKD (RWP-RK
domain-containing) family, based on their similarity in amino acid
sequences of RWP-RK domains and their overall protein structures
[11]. Although NODULE INCEPTION (NIN) in Lotus japonicus was
the first member of the NLP family to be described, NIN is a unique
member of the NLP family. NIN plays a role in nodulation [13] and
is distinguishable from other members of the NLP family by its
unique mutations within a conserved region flanking the RWP-RK
DNA-binding domain [11]. Higher plants possess multiple copies
of NLP genes in their genomes. For instance, nine copies of NLP
genes (NLP1–NLP9) are present in the Arabidopsis genome, while
Lotus japonicus possesses four copies of NLP genes and a single NIN
The involvement of NLPs in the control of nitrate-inducible gene
expression was first implied by the observed reductions in the
nitrate-inducible expression levels of major high affinity nitrate
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Fig. 2. NLP-mediated synchronized expression of nitrate assimilation-related genes in response to nitrate provision in Arabidopsis. Nitrate induces NLP6 and NLP7 activity in
a  post-translational manner, and NLPs then bind to nitrate-responsive elements (NREs) in the promoters of a high affinity nitrate transporter gene (NRT2.1), nitrite transporter
genes  (NITR2;1), and a nitrite reductase gene (NIR1), as well as the 3′ flanking region of a nitrate reductase gene (NIA1). This model adequately explains how the expression
of  these genes coordinately increases in response to nitrate provision in nitrogen-deprived plants. The binding sites of NLPs were exactly mapped in the NITR2;1, NIR1 and
NIA1  loci but have not been yet mapped in the NRT2.1 promoter. Since the figure represents a cell in a shoot, NITR2;2, which is expressed in roots but not shoots, is not
shown. Although another nitrate reductase gene, NIA2, is probably a target of NLPs, NIA2 is not shown because direct binding of NLPs to the sequence at the NIA2 locus
has  not yet been demonstrated. NRT2.1 is shown in this model because NRT2.1 is expressed in both shoots and roots, although its expression is stronger in roots than in
shoots.  A connection between this NLP-mediated pathway and the CHL1/NRT1.1.-mediated regulatory pathway has not yet been found. GS, chloroplast-expressed glutamine
s
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ransporter genes (NRT2.1 and NRT2.2), as well as NIA1 and NIA2,
n the Arabidopsis nlp7 mutants [15], along with the isolation of
nother Arabidopsis nlp7 mutant based on the impaired expression
f the yellow fluorescent protein marker gene under the control of

 nitrate-inducible promoter (containing DNA sequences from the
IA1 promoter and the Arabidopsis nitrite reductase gene promoter)

16]. Evidence that NLPs are direct regulators of nitrate-inducible
ene expression was provided by the isolation of Arabidopsis NLP
DNAs by yeast one-hybrid screening based on their binding to
he nitrate-responsive cis-element (NRE) within the nitrite reduc-
ase gene promoter and by subsequent analyses [17]. It is currently
nknown whether all NLPs are involved in nitrate-inducible gene
xpression, because detailed analyses have only been reported for
LP6 and NLP7. However, since all tested NLPs (NLP1, 2, 5, 6, 7, and
) similarly bind to the NRE and transactivate NRE-dependent tran-
cription, most NLPs may  be associated with nitrate-inducible gene
xpression [17]. Interestingly, nitrate, but not ammonium or glu-
amine, induces the activity of NLP6 as a transcriptional activator in

 post-translational manner (Fig. 2). This nitrate-specific induction
f NLP6 activity is mediated by the N-terminal region conserved
n NLPs [17], and NIN has mutations within this conserved region
nd functions as a transcriptional activator independently of nitrate
ignaling [14]. It has also been shown that nuclear retention of NLP7
s controlled by nitrate [18]. Hence, nitrate might promote nuclear
ccumulation of NLPs through their conserved N-terminal regions
nd induce nitrate-inducible gene expression. Post-translational
ctivation is an expected characteristic of transcription factors that
rimarily respond to signals.

Subsequent to the observed binding of NLP6 to the nitrite reduc-
ase gene promoter, direct binding of this protein to the 3′ flanking
equence of NIA1, which is necessary for its nitrate-inducible
xpression, was detected by an in vitro binding assay [17]. Since
utations within the NLP-binding site diminish nitrate-inducible

IA1 expression in planta [17], this site is a major regulator of
itrate-inducible expression of NIA1 (Fig. 2). Unlike the NIA1 locus,
LP-binding sites have not yet been mapped at the NIA2 locus.
owever, nitrate-induced activation of both NIA1 and NIA2 was
similarly impaired in transgenic Arabidopsis lines in which NLP
activity was reduced by expression of a chimeric transcriptional
repressor (NLP6 fused to a transcriptional repressor domain) [17].
Thus, NIA2 is a putative target gene of NLPs, although this possi-
bility needs to be further examined through the identification of
NLP-binding sites at the NIA2 locus.

Recent studies have suggested that NLPs are major regula-
tors of nitrate-inducible expression of many genes including NIA1
and NIA2 [10,11,15–18]. However, an additional regulator may
also be involved in nitrate-inducible expression of NIA2, because
overexpression of an Arabidopsis transcription factor, SQUAMOSA
PROMOTER BINDING PROTEIN LIKE 9 (SPL9), decreased nitrate-
induced expression levels of NIA2 by approximately one-half. Since
SPL9 overexpression did not affect NIA1 expression, the function of
SPL9 may  be specifically associated with NIA2 expression [19]. SPL9,
which promotes the juvenile-to-adult phase transition and flower-
ing and directly regulates genes involved in trichome formation,
was predicted to be a potential hub in the regulatory network in
response to nitrate (as determined by modeling using time-series
transcriptome data). Thus, SPL9 was  overexpressed in Arabidopsis
and effects of the overexpression were analyzed [19]. However, it
is uncertain whether SPL9 is a direct regulator of nitrate-inducible
expression of NIA2.

Responses to nitrate occur in bacteria and fungi as well as in
plants. As NLPs are transcription factors unique to plants, different
systems operate nitrate-inducible expression of nitrate reductase
genes in bacteria and fungi [11]. In bacteria, a two-component
regulatory system consisting of nitrate sensor-histidine kinases
and transcription factors operates the nitrate-inducible expression
of nitrate reduction-related genes, whereas GAL4-type transcrip-
tion factors function as transcription factors that mediate nitrate
signaling in fungi. On the other hand, in the green alga Chlamy-
domonas reinhardtii,  a RWP-RK domain-containing protein, NIT2,

plays a pivotal role in controlling the expression of nitrate reductase
genes [20], suggesting a similarity between mechanisms under-
lying nitrate-inducible expression of nitrate reductase genes in
higher and lower plants.
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. NLPs may  synchronously activate a series of genes
ssociated with the nitrate assimilation pathway

NLP7 transactivates the promoter of a major high affinity nitrate
ransporter gene (the NRT2.1 promoter) in Arabidopsis protoplasts
nd selectively binds to the promoter region in vivo, as detected in

 chromatin immunoprecipitation experiment [18]. Thus, NRT2.1
s probably another target of NLPs, although the NLP-binding sites
n the NRT2.1 promoter has not yet been precisely defined. Fur-
hermore, targets of NLPs were recently found to include genes
ncoding plastidic nitrite transporters (NITR2;1 expressed in both
hoots and roots, and NITR2;2 expressed in roots) [21] (Fig. 2).
LP6 binds to a short sequence that is conserved in two  nitrite

ransporter gene promoters and is similar to the NRE in the nitrite
eductase gene promoter, and NLP6 transactivates these promo-
ers through its interaction with this short sequence [21]. Hence,
otentially, NLPs can coordinately induce the expression of a series
f nitrate assimilation-associated genes, including nitrate reduc-
ase genes, in response to nitrate provision (Fig. 2). As NLPs are
idely conserved in plants, these transcription factors may  play

 role in synchronizing the expression of nitrate assimilation-
ssociated genes in most plants. However, although NLP activity
s probably associated with nitrate responsiveness of almost all
itrate-inducible genes, NLPs are not responsible for regulating
he expression of all of these genes [11]. Indeed, nitrate-inducible
xpression of two nitrate transporter genes (NRT2.3 and NRT2.6) is
robably not under the control of NLPs [11].

Not only do decreases in NLP activity reduce the nitrate-induced
xpression of genes encoding nitrate assimilation-associated trans-
orters and enzymes, but they also reduce that of genes encoding
n enzyme involved in cytokinin synthesis (IPT3), transcription fac-
ors (LBD37-LBD39), a protein kinase (CIPK3), and other regulatory
roteins [11]. Hence, NLPs may  also play a role in synchronizing
itrate assimilation with other cellular systems for growth con-
rol, including protein phosphorylation, hormonal regulations, and
o on. However, the relationship between the NLP-mediated reg-
latory pathway and another important regulatory pathway for
itrate response, the CHL1/NRT1.1-mediated pathway, is currently
bscure. The nitrite reductase gene promoter can direct nitrate-
nducible expression in the chl1/nrt1.1 mutant (chl1-5)  [22], and
LP6 activity can be induced by nitrate in the mutant (unpub-

ished data). Furthermore, the results of meta-analysis reveal that
lp7 and chl1-5 mutations influence the expression of different
ets of nitrate-regulated genes [23]. These results suggest that
LP-mediated regulation does not basically require CHL1/NRT1.1,
lthough it is still possible that CHL1/NRT1.1-mediated regulation
odulates NLP-mediated nitrate-inducible gene expression. The

elationship between NLP-mediated and CHL1/NRT1.1-mediated
athways has emerged as a key question for understanding the
echanisms governing the nitrate response in higher plants.

. Unknown transcription factors also participate in
odulating the expression levels of nitrate reductase genes

The expression levels of nitrate reductase genes are modulated
ot only by nitrate but also by other environmental factors. Thus,
ther transcription factors in addition to NLPs are expected to par-
icipate in controlling the expression levels of nitrate reductase
enes. This hypothesis does not conflict with the results of comple-
entation experiments with Arabidopsis nia2 mutants (NIA2 rather

han NIA1 is responsible for major NR activity in Arabidopsis [2]).

ntroduction of a 6.7 kb genomic DNA fragment from the NIA2 locus
including the 2.5 kb promoter, the coding region, and the 0.7 kb
equence downstream of its coding region) into the nia2 mutant
id not restore full nitrate reductase activity. Since the NLP-binding
 229 (2014) 167–171

site for nitrate-inducible expression of NIA1 was found in its 3′

flanking region (approximately 1.5 kb downstream of the site corre-
sponding to the polyadenylation site) [24], we speculated that the
6.7 kb DNA fragment did not contain the NLP-binding site(s) and
therefore directed the expression of nitrate reductase genes only
at lower levels. Experiments based on this speculation revealed
the following: (1) The 6.7 kb fragment did not confer nitrate-
inducible expression. (2) Although the 6.7 kb fragment fused to the
DNA fragment containing the NLP-binding site for nitrate-inducible
expression of NIA1 could direct nitrate-inducible expression, even
this DNA fragment did not direct full expression of NIA2 [24]. Hence,
full expression of NIA2 probably requires additional activation by
unknown transcription factors and/or gene locus-specific events,
such as locus-specific DNA demethylation and histone acetylation.

It is currently unknown which transcription factors regulate the
expression of nitrate reductase genes in response to environmen-
tal factors such as low temperature and drought, as well as internal
hormonal conditions such as ABA and cytokinin levels. However,
good candidates for transcription factors that regulate the expres-
sion of nitrate reductase genes in response to nitrogen-containing
metabolites and light have been identified. LBD37, LBD38, and
LBD39 of the LATERAL ORGAN BOUNDARIES DOMAIN (LBD) fam-
ily in Arabidopsis may  be involved in negative feedback regulation
by nitrogen-containing metabolites. Overexpression of these genes
(which are induced by ammonium and glutamine as well as nitrate)
reduced the expression levels of nitrogen assimilation-related
genes including NIA1 and NIA2, mimicking the negative effects of
organic nitrogen-containing compounds in Arabidopsis [25]. Inter-
estingly, the repressive effects of this overexpression on NIA1 and
NIA2 expression was  evident under nitrogen free conditions but not
under the nitrogen replete conditions [23,25]. Furthermore, it was
suggested that overexpression of LBD37 and LBD38 does not occur
under nitrogen replete conditions by post-transcriptional regula-
tion [23]. Thus, these LBD transcription factors may  be involved
in inducing rapid downregulation after the activation of nitrogen
assimilation-related genes by nitrogen provision. It is unknown
whether LBD37, LBD38, and LBD39 are directly involved in the
expression control of NIA1, NIA2, and other nitrate-inducible genes.
Identification of the exact roles of these LBD transcription factors
in regulation of nitrogen-assimilated associated gene expression
might uncover new nutrient signaling pathways regulating nitro-
gen assimilation.

Two bZIP transcription factors, LONG HYPOCOTYL 5 (HY5)
and HYH (HY5 Homologue), are candidates for direct regulators
of light-regulated NIR2 expression [4]. HY5 and HYH are com-
ponents downstream of the photoreceptors, phytochromes and
cryptochromes, in the light signal transduction pathway and are
direct regulators of light-regulated genes, such as the chalcone
synthase and ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase
small subunit genes. In the Arabidopsis hy5 hyh mutant, the
light-dependent activation of NIA2 is inhibited, while the light-
dependent activation of other nitrate assimilation-related genes
including NIA1 is not. Conversely, the expression levels of NIA2 are
higher in the bHLH-phytochrome interacting factor 4 (pif4) mutant
[4], which is consistent with the fact that PIFs are transcription
factors that are antagonistic to HY5 and negatively regulate com-
mon  gene targets through binding to the same cis-element. These
observations indicate that HY5- and HYH-mediated light regula-
tion affects NIA2 expression, although it is unknown whether the
effects of HY5 and HYH are direct or indirect. Since NIA2 is respon-
sible for major nitrate reductase activity in Arabidopsis [2], HY5
and HYH can potentially induce synchronized activation of nitrate

assimilation and photosynthesis in response to light. Nevertheless,
light-dependent increases in the transcript levels of NIA1 and other
nitrate assimilation-associated genes in the hy5 hyh mutant sug-
gest the involvement of a regulatory pathway different from the
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Y5/HYH-mediated pathway in the light-regulated expression of
IA1 and nitrate assimilation-associated genes.

NLPs are also involved in the diurnal expression patterns of
itrate reductase genes. Although circadian gene expression is gen-
rally regulated by the circadian clock, the diurnal oscillation of
he levels of mRNAs of nitrate reductase genes may  be regulated
y changes in nitrate or glutamine contents, because nitrate con-
umption and glutamine accumulation result from high nitrate
eductase activity during the day [1,2]. Indeed, in transgenic Ara-
idopsis plants harboring the GUS reporter gene under the control of
our copies of the NRE (the NLP-binding site), GUS exhibited a diur-
al expression pattern similar to those of NIA1 and NIR1 [26]. Since
LP activity depends on nitrate but not glutamine [11], the diurnal
xpression of nitrate reductase genes may  be modulated by NLPs in
esponse to changes in nitrate content. However, since the tobacco
itrate reductase gene promoter did not direct nitrate-inducible
xpression of a reporter gene but directed diurnal expression of the
eporter gene [2], both NLP-mediated regulation and other types
f regulation likely contribute to the diurnal expression of nitrate
eductase genes.

In summary, recent studies have suggested that NLP tran-
cription factors are key regulators of nitrate-inducible expression
f nitrate reductase genes, and that NLPs potentially coordinate
itrate-inducible expression of nitrate reductase genes with that
f other nitrate assimilation-related genes. Since the expression of
itrate reductase genes is also regulated by various environmen-
al factors, several other transcription factors probably regulate
hese genes as well. Indeed, some good candidates for such fac-
ors, such as LBD37–LBD39 and HY5, have been identified to date.
ike NLPs, some transcription factors (LBD37–LBD39 are candi-
ates) may  play a role in coordinating the expression of nitrate
eductase genes and other nitrogen assimilation-related genes in
esponse to the fluctuating metabolic balance. Some transcription
actors (HY5 and HYH are candidates) may  simultaneously regu-
ate the expression of nitrate reductase genes and genes associated

ith other metabolic pathways. Hence, identification and char-
cterization of transcription factors might provide clues for fully
nderstanding the mechanisms underlying the complex regulation
f nitrate reductase gene expression, as well as revealing systems
hat coordinate nitrate assimilation and other metabolic or growth
egulatory processes to optimize plant growth. As recent advances
ave been made using Arabidopsis, it is important to investigate
hether similar mechanisms underlie the regulation of nitrate

eductase gene expression in other plant species, particularly crop
lants, due to the importance of controlling nitrogen assimilation

n agriculture.
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