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研究成果の概要（和文）：高CO2環境は、器官間を移動する長距離シグナルを介して伝えられることがわかって
いる。高CO2環境を伝達するシグナルの実体とシグナル伝達系を明らかにするため、シグナルの送り手である完
全展開葉（P6葉；P0 = 葉原基分化開始）とシグナルの受け手である発達中の葉（P4葉）のトランスクリプトー
ム解析を行った。その結果、シグナルとして機能すると予想される低分子量タンパク質とmiRNAを見いだすこと
ができた。一方、糖の添加実験等の結果から、糖は高CO2環境で過剰に合成された炭素栄養として高CO2応答に必
要であるが、高CO2環境を伝達するシグナルとしては機能しない可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：The elevated CO2 concentrations in the atmosphere are transmitted from 
leaves exposed to elevated CO2 to other organs via a long-distance signal. To identify the signal 
and the signal-transduction system, transcriptomes of the signal sender (fully developed leaves; P6 
stage when P0 represents the stage of leaf primordium initiation) and the signal recipient 
(developing leaves at the P4 stage) were compared. Results suggest some candidate molecules for the 
signal, namely, a low-molecular-weight protein and some miRNA species. From the effects of sugar 
feeding to fully developed leaves, it was found that sugars synthesized in leaves exposed to 
elevated CO2 could not be the signal but acted as carbon nutrients required for responses to 
elevated CO2.

研究分野：植物生理学　植物生化学

キーワード： 高CO2環境　葉の発達段階　C/Nバランス　イネ
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 CO2は光合成の基質であり、植物を高 CO2

環境で育成すると、生育初期は光合成と成長
がともに促進される。しかし、その効果は持
続せず、生育後期には光合成がダウンレギュ
レーションされ（葉面積当たりの窒素含量と
Rubisco含量が低下）、期待されるほどには植
物の生産性は増大しない１，２。また、イネで
は個葉の葉面積が縮小することがわかって
いる２。光合成のダウンレギュレーションと
葉面積の縮小を抑制できれば、上昇しつつあ
る大気 CO2濃度の下、イネの生産性を高めら
れるものと期待されている。 
 植物の高 CO2応答は内外の多くの研究者
により調べられているが、高 CO2応答の分子
メカニズムに関する研究はあまり進んでい
ない。シロイヌナズナ、インゲン等を用いた
解析で、植物の高 CO2応答は器官間を移動す
る長距離シグナル（long-distance signal）を
介して伝えられることがわかっているが３－５、
現象の記載のみでシグナルの実体は未解明
のままである。 
 我々は、イネ（品種：日本晴）の高 CO2応
答を詳細に解析し、光合成のダウンレギュレ
ーションは高CO2自体ではなく窒素欠乏に起
因すること、窒素栄養が充分であっても、高
CO2環境では新たに展開する葉の面積が縮小
することを見いだした６。また、発達中の P4
葉と P3葉が高 CO2環境を感知し、葉面積の
縮小を引き起こすことを明らかにした（図
１）６。さらに、葉面積の縮小は短期間の高
CO2処理でも引き起こされることを見いだし
ており、高 CO2環境シグナルの同定とシグナ
ル伝達系解明ための解析ターゲットと解析
のタイミングは既に絞り込まれていた。 

図 1. 高 CO2環境を感知するイネ葉の発達 
     ステージ６ 

第７葉が完全展開した時点で高CO2処理を開
始すると、第９葉（処理開始時点の葉の発達
段階は P4）以降の葉身が短くなり、第 10葉
（P3）以降の葉身が狭くなる（P0 = 葉原基分
化開始； P6 = 完全展開葉）。 
 
２．研究の目的 

 本研究の目的は、高 CO2環境によるイネの
生育抑制の分子基盤を明らかにするととも
に、生育抑制を解除する技術を開発し、窒素
利用効率の向上と生産性増大を図ることで
ある。本研究ではまず、高 CO2環境を伝達す
るシグナルの実体とシグナル伝達経路を明
らかにすることを目的に研究を進めた。 

３．研究の方法 

(1) イネの高 CO2処理 
 窒素欠乏の効果を排除し高CO2の効果のみ
を調べるため、窒素充分条件（0.5 g N/plant；
標準窒素量は 0.3 g N/plant）で、大気 CO2濃
度（400 ppm）と高 CO2濃度（1000 ppm）で
イネを土耕栽培した（1/5000aワグネルポッ
ト；１ポット当たり４個体）。栽培は、CO2

付与装置付きグロースチャンバーで行い、明
期 14時間、28℃/23℃、相対湿度 60~70%で栽
培した。まず植物を大気 CO2濃度で栽培し、
第 7葉が完全展開した時点（7.0葉期）で高
CO2処理を開始した。 

(2) P4葉（発達中の第９葉）の採取 
 ワグネルポットから地上部を切り出し、下
位葉（第 1葉から第６葉）を切り離したのち、
第７葉を含む地上部基部（約 2 cm）を採取し
た。採取した基部を固定液（75%エタノール、
25%酢酸）に入れ、速やかに脱気し組織を溶
液中に沈めた。８個体分の基部（大気 CO2処
理、高 CO2処理それぞれ４個）を採取、固定
液に浸漬したのち、さらに室温で 20-30分間
脱気し、４℃で保存した。実体顕微鏡下、固
定した基部から第９葉を覆っている葉（第７
葉葉鞘と展開中の第８葉）を除去し、第９葉
を単離した。単離した第９葉は液体窒素で凍
結したのち、－80℃で保存した。 

(3) トランスクリプトーム解析 
 P6葉（第７葉）葉身、および、上記の方法
で固定・単離した P4葉（第９葉）より全 RNA
を抽出し、マイクロアレイ法（Agilent Rice 
44K Oligo DNA Microarray）でトランスクリプ
トームを解析した。低分子量 RNAの解析に
当たっては、Millerらの方法７で低分子量
RNA（< 200 nt）を含む全 RNAを抽出し､
RNAseq法（Illumina HiSeq2500）でトランス
クリプトームを解析した。高 CO2で発現が大
きく変動した遺伝子については、RT-qPCR法
で高 CO2処理の効果を確認した。 

(4) 葉身へのシグナル候補物質の添加 
 大気 CO2濃度下で育成したイネを用いた。
完全展開した第７葉（7.0-7.2葉期）葉身を先
端から 5 cm程度で切断し、切断面をシグナ
ル候補物質溶液［5 mM Mes-NaOH, （pH 6.8）
を含む］に浸け、２日間溶液を吸引させた。
溶液の吸引は、大気 CO2濃度下、上記グロー
スチャンバーあるいは屋外型グロースチャ
ンバー（自然光条件下）で行った。 
 
４．研究成果 

(1) タカナリの高 CO2応答の解析 
 インド型イネは日本型とは異なる様々な
生理的性質を示すが、多収性のインド型品種
であるタカナリは、日本型に比べ、葉身窒素
含量が高く、生育後期においても葉身窒素含
量が高いまま維持される（大気 CO2条件）８。
また、タカナリは高 CO2環境でも葉身窒素含
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量が低下しない９。研究開始時点では、タカ
ナリは日本型イネとは異なる高CO2応答を示
すと予想し、日本晴とタカナリを比較するこ
とでイネの高CO2応答に関与する遺伝子の絞
り込みができると期待していた。残念ながら、
窒素充足条件では、タカナリは、高 CO2処理
で P4葉以降の葉身が短くなり、P3葉以降の
葉身が狭くなるという、日本晴とまったく同
じ応答を示すことがわかった。以下の実験は
日本晴を用いて行った。 

高CO2環境を伝達するシグナルの同定とシグ
ナル伝達経路の解析に当たって、ふたつの異
なる方法で研究を進めた。すなわち、1) シグ
ナルの送り手（活発に光合成を行う完全展開
葉）とシグナルの受け手（発達中の葉）のト
ランスクリプトーム解析、および、2) シグナ
ル候補物質の添加実験である。1) に関しては、
シグナルの受け手は P4葉と P3葉であること
がわかっている。そこでまず、解析のタイミ
ングを決定するため、高 CO2処理時間をどこ
まで短縮できるか調べた。 

(2) 高 CO2処理時間の短縮 
 高CO2処理時間を８日間から徐々に短くし
ていったところ、１日間の高 CO2処理で、連
続的な処理同様、葉身長の減少は第９葉で、
葉身幅の減少は第 10葉で観察された（図２）。
イネは暗所では気孔を介したガス交換を行
わない（気孔拡散伝導度はほぼゼロ）ことか
ら、実質的に明期 14 時間の高 CO2処理で葉
面積の縮小が引き起こされることがわかっ
た。統計的有意差はなかったが、明期 7時間
の高CO2処理でも葉身サイズの変化が認めら
れた。 

図２．葉身長と葉身幅に対する短期間の高
CO2処理の効果 
第７葉完全展開時に高 CO2処理を開始し、新
たに展開した葉の葉身長と葉身幅を順次測
定した。１日間、２日間、４日間、および、
連続的な高 CO2処理の結果を示す。上図，葉
身長；下図，葉身幅。○，大気 CO2処理；■，
高 CO2処理。 
 
 高 CO2処理時間を短くすると、葉身長と葉
身幅の減少量がともに小さくなった（図２）。

単子葉植物の葉では、基部から先端に向かっ
て発達ステージが進んでいることから、同じ
P4葉、P3葉でも、特定のステージの細胞の
みが高CO2環境の影響を受けるものと考えら
れる。 
 短期間（1日間、２日間）の高 CO2処理で
も、連続処理同様、９葉期以降分げつ数の増
大が認められた。 

(3) P6葉とP4葉のトランスクリプトーム解析 
  高 CO2環境を伝達するシグナルは、活発
に光合成を行う葉から発達中の葉に送られ
ると考えられる。そこで、完全展開した第７
葉（P6葉）をシグナルの送り手として、単離
が可能な第９葉（P4葉；高 CO2処理 1日後の
長さが最大 20 mm）をシグナルの受け手とし
て解析することとした。明期開始前に高 CO2

処理を開始し、明期 7時間、明期 13.5時間（明
期終了 30分前）に P6葉と P4葉を採取し、
トランスクリプトーム解析を行った。P6葉で
は約 500個、P4葉では約 300個の遺伝子の発
現が高 CO2処理で変化した［P6葉の場合 fold 
change (FC) が 2以上あるいは 0.5以下、P4
葉の場合 FCが 1.7以上あるいは 0.58以下、
かつ、p < 0.05（Student’s t test）］。 

① 糖代謝、糖シグナリング関連遺伝子 
 高 CO2環境下では、光合成産物であるショ
糖やデンプン等の炭水化物が葉に過剰蓄積
することから、炭水化物がシグナルとして作
用する可能性が考えられる。 
 P6葉では、高 CO2処理 13.5時間後に、糖
蓄積シグナルとして働くトレハロース 6-リ
ン酸の分解に関与する酵素遺伝子の発現が
促進された。P4葉では逆に、これらの遺伝子
の発現が抑制されること、細胞壁型インベル
ターゼの発現が促進されることがわかった。
これらの結果は、P6葉ではデンプン合成を抑
え光合成産物の転流が促されること、一方 P4
葉では、転流で供給されるショ糖の取り込み
を増やし、デンプン合成が促進される可能性
を示している。実際、高 CO2処理 13.5時間後
の地上部基部（P4葉を含む）では、ショ糖と
デンプン含量が増大することが確認された。 
 また、高 CO2処理により、P4葉でのアブシ
ジン酸代謝関連酵素遺伝子の発現が低下さ
れる等、P4葉での糖蓄積を裏付ける結果が得
られている。 

② 低分子量 RNA 
 高 CO2環境下、P4葉で発現が促進される
miRNAを複数同定した。そのうち 6種類は細
胞の伸長や分化の制御に関与することが知
られているが、その他は機能未知の miRNA
だった。これらの miRNAが長距離シグナル
として機能するのか、あるいは、単に P4葉
内でのシグナル伝達に関与するのか検討中
である。 

③ 低分子量タンパク質 
 高 CO2環境下、P6葉で発現が大きく促進さ
れるが、P4葉での発現はほとんど変わらない



低分子量タンパク質遺伝子を見いだした。本
タンパク質の機能発現に関与することが知
られている物質を葉身に添加すると、第９葉
（P4葉）と第 10葉（P3葉）の葉身サイズが
縮小することがわかった。このことは、本タ
ンパク質が高CO2環境を伝達するシグナルと
して機能する可能性を示している。 

(4) 葉身へのシグナル候補物質の添加実験 
 高 CO2環境下、光合成が活発に行われる葉
で過剰蓄積する炭水化物が長距離シグナル
として機能するのか、糖の添加実験で検証し
た。具体的には、完全展開した第７葉葉身の
先端を切断し、切断面からさまざまな溶液を
吸引させ、葉身長と葉身幅が変化するか調べ
た。 
 糖の添加実験に先立って、葉身先端から吸
引させた溶液がどの組織まで到達するのか、
青色色素ブロモフェノールブルー（BPB；
0.1%）を用いて調べた。２日間 BPB溶液を
吸引させると、第７葉の葉身と葉鞘、地上部
基部、さらに展開中の第８葉先端まで BPBが
移動することがわかった。地上部基部の切片
の顕微鏡観察により、BPBは節網維管束を経
由して展開中の第８葉に運ばれることがわ
かった。また、茎頂分裂組織に近い部位では
アポプラスティックに（細胞間隙を介して）
BPBが移動する可能性が示された。 
 ２日間の糖溶液の吸引で葉身長と葉身幅
が減少したが、その様相は高 CO2処理と大き
く異なっていた（図３）。添加した糖によっ
て効果は異なったが、高 CO2処理とは逆に、
葉身長の減少より葉身幅の減少が早く起こ
る傾向が認められた。また、短期間の高 CO2

処理と比べ、糖添加による葉身サイズの減少
量は小さいが、高 CO2処理と同程度に分げつ
数が増大することがわかった。これらの結果
は、糖自体が高 CO2環境の長距離シグナルと
して働くのではなく、過剰な炭素栄養として 

図３．葉身長と葉身幅に対する糖添加の効果 
第７葉葉身先端から糖溶液を２日間吸引さ
せたのち、新たに展開した葉の葉身長と葉身
幅を順次測定した。糖溶液の濃度は 5 mM。
浸透圧の対照実験としてソルビトールを吸
引させた。上図，葉身長；下図，葉身幅。○，
対照（MESバッファーを添加）；■，糖を添
加。 

作用し葉身サイズの変化を引き起こす可能
性を示している。 

(5) 高 CO2環境を伝達するシグナルの検討 
 葉身に過剰蓄積した糖あるいは糖蓄積シ
グナルであるトレハロース 6-リン酸が、高
CO2環境を伝達するシグナルとして機能する
と予想していた。しかしながら、糖の添加実
験の結果から、糖は高 CO2環境下で過剰に合
成された炭素栄養として葉面積の縮小を引
き起こすが、高 CO2環境を伝達するシグナル
そのものではない可能性が示された。 
 一方、P6葉と P4葉のトランスクリプトー
ム解析から、低分子量タンパク質や miRNA
が高CO2環境を伝達するシグナルとして機能
する可能性が示された。研究期間内に検証実
験を行うことはできなかったが、今後も研究
を継続して行い、高 CO2環境シグナルとシグ
ナル伝達系を明らかにしていく予定である。 
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