
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０１

新学術領域研究（研究領域提案型）

2014～2009

窒素同化能力強化植物を用いたＣ／Ｎ相互作用に基づく高ＣＯ２応答ネットワークの解析

Analysis of high CO2 response on the metabolic network consisting of C and N 
metabolic pathways with wild-type and genetically modified Arabidopsis plants

２０２２２３５９研究者番号：

柳澤　修一（Yanagisawa, Shuichi）

東京大学・生物生産工学研究センター・准教授

研究期間：

２１１１４００４

平成 年 月 日現在２７   ５ ２９

円    86,100,000

研究成果の概要（和文）：窒素栄養環境の違いが高CO2応答として引き起こされる代謝バランスの変化に、どのような
影響を及ぼすかを明らかにすることを目的として、CO2濃度、窒素栄養の種類と濃度、光強度が異なる多様な生育環境
（合計で24条件）で栽培したシロイヌナズナを用いてメタボローム解析を実施した。これにより、アンモニウムが窒素
源として存在していることが代謝バランスを改変する大きな要素であるが、個々の代謝物濃度におけるアンモニウムの
効果に対して、CO2濃度の上昇は違ったように作用することを明らかにした。また、窒素同化能力を改変したシロイヌ
ナズナを用いて類似の解析も行った。

研究成果の概要（英文）：To investigate modulations in plant metabolism by the combined action of elevated 
atmospheric CO2 concentration and other nutritional factors, we performed targeted metabolomic analysis 
using Arabidopsis plants grown under 24 different conditions where the CO2 concentration, amounts and 
species of nitrogen source, and light intensity were modified. Our results indicate that both the 
biosynthesis of diverse metabolites and growth are promoted in proportion to the CO2 concentration at a 
wide range of CO2 level, although ammonium is a prominent factor determining metabolic status, while the 
CO2 concentration is not. Ammonium-induced metabolic alterations were differently modified by high 
concentrations of CO2, implying that increases in CO2 concentration may differently influence plant 
metabolism depending on the nitrogen nutrient conditions. We also performed targeted metabolomic analysis 
with Arabidopsis plants whose ability for nitrogen assimilation was genetically modified.

研究分野：植物生化学
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１．研究開始当初の背景 
	
 植物は、光合成回路から供給される 2オキ
ソグルタル酸を用いて土壌中の無機態窒素
を同化して、生長に必須な生体物質を合成し
ている。このような生体物質にはクロロフィ
ルや光合成機能に関わるタンパク質も含ま
れており、実際、植物は炭酸固定酵素である
リブロース-1,5-二リン酸カルボキシラーゼ
/オキシゲナーゼの合成のために同化した窒
素を最も多く使用している。このことから、
窒素同化量と光合成量の間には高い相関関
係が存在しており、大気中の CO2 濃度の変化
によって引き起こされる代謝バランスの変
化に窒素栄養環境が影響を及ぼす可能性が
考えられる。	
 
 
２．研究の目的 
	
 本研究課題では、代謝物の変動といった分
子レベルでの解析によって窒素栄養環境の
違いが植物の高 CO2 応答にどのような影響を
及ぼすかを明らかにすることを目的として
行われた。このために、CO2濃度、培地中の窒
素栄養の種類と濃度、光強度のことなる様々
な生育環境で栽培したシロイヌナズナのメ
タボローム解析を行った。また、得られたデ
ータを用いたクラスター解析を行うことで、
代謝物レベルでの高 CO2 応答を精査した。さ
らには、窒素同化能力を改変した形質転換シ
ロイヌナズナを用いて同様の解析を行い、窒
素同化能力の違いが高 CO2 応答に影響を及ぼ
すかどうかについても検討した。	
 
 
３．研究の方法 
	
 ムラシゲ・スクーク培地を 2倍に希釈した
もの（1/2	
 MS 培地）を基本培地とし、この培
地中の窒素栄養の量を変えた培地を使用し
てシロイヌナズナを栽培した。すなわち、窒
素栄養として、10 mM KNO3を含むもの、20 
mM KNO3を含むもの、10 mM KNO3と 1mM
あるいは10mMのコハク酸アンモニウムを含
むものの４種類の培地を用いた。光条件は、
50 µE m-2 s-1 と 200 µE m-2 s-1（いずれの場合
も明暗周期なし）の 2 つとした。また、CO2
濃度は、成り行き濃度（400 ppm程度）、1200 
ppm、3600 ppm の３種類を設定した。したが
って、合計、24の生育条件で、シロイヌナズ
ナの野生型株(ecotype Columbia) を 16日間栽
培して、地上部から代謝物を抽出し、定量し
た。また、窒素同化能力が強化された植物
としては Dof1 転写因子遺伝子を導入した
シロイヌナズナを、窒素同化能力が低下し
た植物として NLP 転写活性化因子の機能
を抑制したシロイヌナズナを用いた。  
	
 
４．研究成果	
 
	
 まず、CE-MS による代謝物測定の分析条件
の検討をおこない、陽イオン性代謝物質だけ
でなく、主要な陰イオン性代謝物質のほぼす
べてを利便性の高いフューズドシリカキャ
ピラリーを用いて測定するための分析条件

を確立し、一次代謝物の効率的な包括的解析
系を構築した。	
 
	
 この測定システムを用いて、異なる栄養環
境で生育させた野生型のシロイヌナズの解
析を行った。栄養環境因子であるグロースチ
ャンバー内の光強度と CO2 濃度及び培地中の
無機態窒素濃度を変化させた生育条件で生
育させ個々の代謝物の含量を比較した。その
結果、強光かつ高 CO2 環境下で育成させた場
合には糖と TCA回路の有機酸の含量が増加す
ること、この生育条件で培地中にアンモニウ
ムが存在していると蓄積していた有機酸は
アミノ酸生合成に消費される一方で糖の含
有量はさらに上昇するがわかった(図 1)。培
地中の硝酸イオン濃度を高めても、このよう
な現象は見られないことから、生育環境に存
在する無機態窒素の種類により高 CO2 応答が
異なることが示された。	
 

図 1	
 異なる環境で生育させたシロイヌナズ
ナ野生型株にける主要一次代謝物の含量。	
 
	
 
	
 そこで、植物体中の代謝バランスと環境因
子との関係を明確にするためにクラスター
解析を行った（図 2）。その結果、アンモニウ
ム濃度の高低が最も代謝バランスを変化さ
せる因子であることが分かった。次に代謝バ
ランスに大きな影響を及ぼす環境因子は光
強度であった。一方で、高い CO2 濃度は光量
が大きい時には著しい糖含量の上昇を引き
起こすものの（図 1）、代謝バランスに大きく
影響を及ぼす因子ではないことが明らかと
なった（図２）。しかしながら、窒素栄養条
件の違いによって基づく代謝バランスの違
いを強化する因子であると見られ、このこと
は、特に糖含量で著しく観察された(図１、
図３)。しかしながら、一方で、他のアンモ
ニウム効果に違った影響を及ぼす場合も存
在していた。例えば、アルギニン含量は高濃	
 
度のアンモニウムの存在によって著しく上
昇するが、このことに CO2 濃度の違いは影響
しなかった。これらのことから、植物代謝の
高 CO2 応答を考える場合には、窒素栄養条件
を考慮する必要があることが判明した。	
 
	
 次に、窒素同化能力の相違が高 CO2 応答に
影響するかを明らかにするために、窒素同化
能力改変植物を用いたメタボローム解析を
実施した。Dof1転写因子遺伝子導入により窒
素同化のための炭素骨格の供給量を増大さ	
 



図２	
 代謝物プロファイリングに基づくク
ラスター解析。	
 

図３	
 異なる環境で栽培したシロイヌナズ
ナのフルクトース、グルコース、アルギニン
（Arg）の含量。	
 
	
 	
 
せることによりアンモニア同化能力を強化
した形質転換シロイヌナズナを用いた解析
から、Dof1の効果は光強度や無機態窒素の種
類と濃度に大きく依存するが CO2 濃度にはさ
ほど依存しないということが判明した。一方
で、硝酸シグナル応答において中心的な役割
を果たす転写活性化因子 NLP を同定し、これ
の機能を阻害すると硝酸還元に関わる遺伝
子とアンモニア同化に関わる遺伝子の発現
のいずれもが大幅に減少することを見出し
たことから、NLP 機能抑制株を窒素同化能力
抑制植物としてメタボローム解析を行った。

その結果、高 CO2 環境によってもたらされる
バイオマスの上昇が野生型株に比べて、NLP
機能抑制株では低下しており、また、野生型
株では高 CO2 環境下でバイオマスが上昇して
も遊離アミノ酸の含量の低下が起こらない
が、この NLP 機能抑制株では起こることが判
明した。したがって、窒素同化能力の違いを
生み出すメカニズムに依存して、高 CO2 環境
が及ぼす影響が変わることが示唆された。	
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