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研究成果の概要（和文）：倍増したCO2濃度環境下では気孔開度が低くてもCO2の取り込みが可能になり、蒸散量
の増加なしでもバイオマス生産能を倍増させることを実証した。ただし、そのためには植物の栄養状態の制御が
これまで以上に重要で、需要量が増す窒素・リン・カリウムを過不足なく供給することが水利用効率の増加につ
ながり、その増加がバイオマス生産能に直結することを明らかにした。また、高CO2環境は昼間の蒸散を抑制し
ても夜間の蒸散抑制には至らないこと、光合成を伴わない夜間の蒸散にはバイオマス生産に直結しない無駄な水
消費が含まれており、その抑制がバイオマス生産を低下させずに水消費量を抑制させる可能性があることを示唆
した。

研究成果の概要（英文）：The study demonstrated that under doubled CO2 concentrations, CO2 uptake is 
possible even at low stomatal aperture, and that biomass production capacity can be doubled without 
an increase in transpiration. However, it is more important than ever to control the nutritional 
status of plants in order to achieve this, and it was clarified that the supply of nitrogen, 
phosphorus, and potassium, whose demand is increasing, without excess or deficiency, leads to an 
increase in water use efficiency, which is directly related to biomass production capacity. The 
study also suggested that a high CO2 environment suppresses daytime transpiration but not nighttime 
transpiration, and that nighttime transpiration without photosynthesis includes wasteful water 
consumption that is not directly related to biomass production, and that suppression of such 
transpiration may reduce water consumption without reducing biomass production.

研究分野：環境農学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物のバイオマス生産能は蒸散量と水利用効率の積で表現でき、蒸散量・水利用効率あるいはその両方の増加が
バイオマス生産能を向上させる。ただし、バイオマス生産能と水利用効率の間には負の相関関係が成立する場合
が多いため、蒸散量の増加が重要とされてきた。これに対して本研究では、この従来の考え方が現在の相対的に
低いCO2濃度では成立しても、CO2濃度が上昇する将来では必ずしも成立しない可能性を示した。高CO2環境下で
は水利用効率が増加しやすくなるが、この水利用効率増加が栄養状態（リン・カリウム・窒素）に強く依存する
こと、そして利用効率の増加が植物のバイオマス生産能をに直結しやすいことを明らかにできた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
植物は気孔を介して CO2を獲得すると同時に、不可避的に水を失う（蒸散）。このため、植物
のバイオマス生産量（＝光合成量−呼吸量）と蒸散量の間には緊密な関係が存在し、バイオマス
を積算蒸散量（水消費量）と水利用効率の積として表現できる。ここで水利用効率とは、蒸散量
当たりのバイオマス生産量を示す。 
水利用効率が高いと少量の水消費でバイオマス生産が可能となり、乾燥耐性の指標となって
いる。例えば、ダイズ・イネ・コムギなどの C3植物よりもトウモロコシ・サトウキビなどの C4
植物の方が乾燥に強いのは水利用効率の違いによる。C4植物の乾燥耐性を C3植物に付与するた
め、C3植物の水利用効率の向上を目指した試みも多く行われてきた。しかしその結果は、バイオ
マス生産能が低い、農業的には価値の乏しい植物しか創出できなかった。なぜなら、水利用効率
の向上は常に気孔閉鎖を伴い、水消費の抑制と同時に CO2 獲得能も低下させるためである。こ
のように、水利用効率とバイオマス生産との間には負の相関関係（トレードオフ）があるため、
バイオマス増加に水利用効率は貢献せず、蒸散量の増大こそが重要というのが従来の定説であ
った（Blum 2009; Sinclair 2018）。 
私たちは、CO2濃度倍増時のバイオマス生産＝蒸散量×水利用効率の関係を個体レベルで解析
し、興味深い結果を得た。それは、CO2濃度倍増でジャガイモのバイオマス生産は最大 1.5倍も
増加したにもかかわらず、それに伴って蒸散量は増加しなかったことである（図１）。一方、CO2

濃度とリン栄養状態の交互作用（CO2×P）は水利用効率に強い影響を与え（P = 0.010）、高 CO2

環境下でのバイオマス生産能を向上させたのは水利用効率であることが判明した。 
水利用効率とバイオマス生産の間にはトレードオフの関係が存在するため、夜間の蒸散抑制

の例を除き（Coupel-Ledru et al 2016）、この両者を同時に増加させるのは困難と考えられていた。
さらに、水利用効率は保守的な安定した形質で、栄養状態ではほとんど変動しないと考えられて
いた（Sinclair et al 1984）。事実私たちのデータでも、400 ppm CO2濃度では水利用効率の変動は
小さかった（図１）。ところが、高 CO2環境ではリン栄養状態に応じて 3 倍も水利用効率が変動
し、それがバイオマ
ス生産能の向上に寄
与していた（図１）。こ
の結果は、従来の定
説が現在の大気 CO2

濃度では有効であっ
ても、今後 CO2濃度
が上昇した場合には
修正が必要となる可
能性を示唆する。 
 
 
２．研究の目的 
以上の背景を踏まえて、本研究課題では以下の問いに答えることを目的とした。 
・CO2濃度の上昇が植物個体の水分経済（バイオマス＝蒸散量×水利用効率の関係）をどのよう
に変化させるか？ 
・この水分経済の変化に植物栄養状態（窒素・リン・カリウム）はどのような影響を与えるか？ 
・気候変動（温度・土壌水分など）はこの水分経済にどのような影響を与えるか？  
 
 
３．研究の方法 
（１）温度・湿度・CO2濃度を制御可能なグロースチャンバー内で、窒素・リン・カリウムの施
肥レベルを数段階、CO2濃度を２段階（400・800ppm）設けてジャガイモを成長させた。経時的
にポット重量を測定して水消費量（蒸散量）を記録しつつ、減少した水分を補うことで土壌水分
量を一定に保った。サンプリングした個体の乾燥重量（バイオマス）を積算蒸散量で除して、水
利用効率を算出した。 
 
（２）温度・湿度・CO2濃度を制御可能なグロースチャンバー内で、C3植物（コムギ・イネ・ジ
ャガイモ）および C4植物（ギニアグラス・アマランサス）を育成した。施肥窒素形態を２段階
（硝酸・尿素）、CO2濃度を２段階（400・800ppm）設けて、植物の成長と水分経済を解析した。
さらに、CO2濃度を２段階（400・800ppm）で硝酸供与レベルを８段階設けてコムギ・ギニアグ
ラスを供試し、成長解析を実施した。 
 
（３）温度・湿度・CO2濃度を制御可能なグロースチャンバー内で土壌水分を湛水から乾燥まで

 
図１ リン供与量に対するジャガイモバイオマス生産の水分経済解析（Yi et al 
2019 を改変）。  



 

 

８段階、CO2濃度を３段階（400 ppm: LC・600 ppm: MC・800 ppm: HC）設けて、イネ５品種（日
本晴・IRAT109・NERICA 1・T65・DV85）を成長させた。経時的にポット重量を測定して水消費
量（蒸散量）を記録しつつ、減少した水分を補うことで土壌水分量を一定に保った。サンプリン
グした個体の乾燥重量（バイオマス）を積算蒸散量で除して、水利用効率を算出した。サンプリ
ング１週間前から、個体当たり蒸散量を昼間と夜間とに分けて計測した。 
 
 
４．研究成果 
（１）ジャガイモを 400（aCO2）または 800 ppm（eCO2）CO2濃度環境下で、窒素・リン・カリ
ウムの施肥レベルを変化させて水分経済を解析した（図２）。リン施肥量を変化させた場合、いず
れの CO2 条件下においても水利用効率の増加がバイオマス生産を直線的に増加させた。それに
対して、バイオマス生産の水消費量に対する回帰は直線的でなく、特にバイオマスが閾値（10 g 
個体-1）を超えると水消費量に依存せずに増加した。この結果は、リン欠乏で植物バイオマスが
小さい場合には蒸散量を規定する葉面積と葉面積
当たりの CO2・H2Oガス交換速度を反映する水利用
効率の両方がバイオマス生産に重要であること、し
かしリン欠乏が解消されて植物バイオマスが大き
い場合には蒸散量には依存せず、水利用効率の向上
がバイオマス生産に重要となることを示唆する。 
同様に、カリウム施肥量を変化させた場合、バイ
オマス生産能は水消費量には依存せず、水利用効率
に強く依存した。ここでは、ほぼ全ての個体のバイ
オマスが閾値（10 g 個体-1）を超えていたことも、
バイオマス生産能が水利用効率に強く依存させた
可能性がある。逆に、窒素施肥量を変化させた場合
では、ほぼ全ての個体のバイオマスが閾値（10 g 個
体-1）を下回り、この場合のバイオマス生産能は水
利用効率に依存せず、水消費量に強く依存する結果
となった。そして、CO2濃度上昇に伴う水利用効率
の向上は水消費量を抑制する結果となった。ただ
し、リン・カリウム栄養状態の変動に伴い水利用効
率が増加するとバイオマス生産も直線的に増加す
る一方で、窒素栄養状態の変動による水利用効率の
変化はバイオマス生産に与える影響は限定的であ
ることがわかった。 
 
（２）CO2 濃度の上昇は光合成速度の増加を介し
て、潜在的には植物の乾物生産（バイオマス）能を
向上させる。ただし、その向上程度は期待よりも低
い場合が多く、高 CO2 環境が植物の窒素欠乏を助
長するためだと考えられている。その原因として、
（１）植物体内の硝酸還元能が阻害されて有機態窒
素濃度が低下するため（Rachmilevitch et al 2004; 
Bloom et al 2010, 2012; Rubio-Asensio et al 2015)）、
（２）蒸散量が抑制されるため蒸散を駆動力にした
硝酸イオン獲得量が低下するため（Conroy 1992; 
Taub and Wang 2008; McGrath and Lobell 2013; Feng 
et al 2015）、（３）植物バイオマス量の増加に対して
窒素獲得量の増加が追いつかず、バイオマス当たり
窒素濃度が低下するため（Poorter et al, 1997; Gifford 
et al, 2000; Taub and Wang, 2008）、の３つの仮説が提
唱されていた。 
 仮説（１）の妥当性を検証した結果、イネ以外の
４種の植物では、硝酸還元能阻害やそれに起因した
植物体内硝酸濃度の増加を確認できなかった（図
３）。硝酸還元能の有意な低下が認められたイネで
あっても、尿素を供与した個体との比較からその影
響は軽微であり、バイオマス生産を低下させるもの
ではないことが判明した。これらの結果、仮説（１）
は高 CO2 環境下での植物の窒素欠乏を助長する原
因ではないことが示唆された。 
 仮説（２）を検証した結果、イネ以外の４種の植

 
図２ 400（aCO2）または 800 ppm (eCO2) 
CO2 濃度環境下において、リン・窒素・カリ
ウム供与量を変化させて育成したジャガイ
モの水分経済解析（Yi & Yano 2022を改変） 
 
 

significantly different (Table 4). Furthermore, a common slope was

observed in Trials P and K, which was slightly different from that in

Trial N (Table 4). Comparisons of lines with common slopes in each

trial showed clear shifts in the elevation of the intercept between

aCO2 and eCO2 in all three trials (Table 5). Significant shifts along the

common slope were observed only in Trial N (P = 0.004). Because

there was a common slope in Trials P and K, and no significant shifts

in the elevation of the intercept between Trial P and Trial K under

either CO2 condition (P = 0.077 and P = 0.222 under aCO2 and

eCO2, respectively) (Table S4), we combined data from Trials P and K

together in Figure 3. From Figure 3, it is clear that the intercept of the

relationship between WUE and Δ13C increased remarkably with CO2

enrichment. The slope of the relationship in Trial N was slightly differ-

ent from that in Trials P and K.

4 | DISCUSSION

It was evident that there were good regressions between Δ13C and

WUE at the whole-plant level across various nutritional statuses

(Table 3), although the validity of Δ13C to estimate WUE would be

restricted within each CO2 condition (Figure 3). This is because the

intercept of the regression, but not the slope, was significantly differ-

ent between aCO2 and eCO2 (Tables 4 and 5). Although Δ13C has

been used to estimate WUE under aCO2 (Bchir et al., 2016; Berriel

et al., 2019; Hubick et al., 1986; Ismail & Hall, 1992; Liu et al., 2020;

Martin et al., 1999; Wright et al., 1994), it has been reported that

eCO2 led to higher WUE without changing Δ13C (Beerling &

Woodward, 1995; Polley et al., 1995). Our results provide experimen-

tal evidence that CO2 enrichment increases the intercept in the

regression of WUE against Δ13C (Figure 3), in which WUE was highly

variable according to nutrient supply (Figure 1).

The underlying mechanisms that explain the theoretical associa-

tion between Δ13C and WUE in C3 plants has been described by

Hubick and Farquhar (1989) in the following formula,

WUE¼ 1";cð ÞCa b"d"Δ13C
! "

= 1:6v 1þ;wð Þ b"að Þ½ ' ð4Þ

where a is the fractionation occurring due to diffusion in air

(4.4 ( 10"3); b is the net fractionation caused by RuP2 and PEP

F IGURE 2 Relationship between total plant biomass and water
use or water-use efficiency (WUE). Linear regression analysis of the
relationship between total plant biomass and water use or WUE are
shown in Table S3

TABLE 3 Linear regression analysis of the relationship between
water-use efficiency (WUE) and carbon isotope discrimination (Δ13C)
in potato plants growing under aCO2 and eCO2, respectively in each
trial

Group n R2 P-value Slope Intercept

Trial P aCO2 6 0.668 0.047 "2.05 41.0

eCO2 6 0.816 0.014 "1.62 36.7

Trial N aCO2 10 0.745 0.001 "0.49 14.2

eCO2 10 0.579 0.011 "0.46 15.7

Trial K aCO2 10 0.542 0.015 "1.00 23.3

eCO2 10 0.721 0.002 "1.00 25.9

Note: Parameters of the linear regression of WUE and Δ13C are presented.

TABLE 4 Post-hoc multiple comparisons of slopes of linear relationships between WUE and Δ13C among groups in all three trials

Group

Trial P Trial N Trial K

aCO2 eCO2 aCO2 eCO2 aCO2 eCO2

Trial P aCO2 1

eCO2 0.528 1

Trial N aCO2 0.004 0.004 1

eCO2 0.006 0.001 0.820 1

Trial K aCO2 0.082 0.157 0.030 0.031 1

eCO2 0.097 0.121 0.008 0.009 0.988 1
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図３ 400（aCO2）または 800 ppm (eCO2) 
CO2濃度環境下において、供与する窒素形
態が個体バイオマス、窒素濃度、および硝
酸態窒素の割合に与える影響（Igarashi et 
al 2021 を改変） 

Igarashi et al. N Deficient Under Elevated CO2

FIGURE 1 | Plant biomass (A,B), plant N concentration (C,D), and the

percentage of nitrate-N in total N (E,F) in nitrate-fed or urea-fed plants in five

species grown for 28 d in the chambers under ambient (aCO2) or elevated

(eCO2) CO2 treatments.

with CO2 enrichment, which was not observed in the other
species (Supplementary Table 1). The WUE was remarkably
enhanced under the eCO2 treatment in all species (p < 0.001),
with the highest increase observed in nitrate-fed wheat (1.9-fold)
and the lowest increase in nitrate-fed Amaranthus (1.1-fold).
However, the form of N fertilizer did not significantly affect the
WUE, except for Amaranthus (Table 1).

The amount of N acquired throughout the 28 d was calculated
by subtracting the plant N content at transplanting from that
at sampling in each species. The eCO2 treatment enhanced
the N acquisition in wheat and rice but not in potato, guinea
grass, and Amaranthus (Table 1). In all species, CO2 enrichment
significantly increased the N acquisition per unit transpiration
(Table 1). Changes in the leaf area and the root length, including
the ratio, with CO2 enrichment (Supplementary Table 1) did not
correspond to such consistent increases in the N acquisition per
transpiration across the species.

According to the RGR, eCO2 increased the plant biomass
of the sampled plants (Figures 1A,B), although the form of N
fertilizer did not significantly affect the biomass of each species,

except Amaranthus (Table 2). As a result, 1.4, 1.7, 1.3, and 1.2-
fold increases in biomass were observed in wheat, rice, potato,
and guinea grass plants, respectively. The amount of biomass in
each organ is shown in Supplementary Table 2.

Although the foliar N concentration on the area basis
was not affected by either CO2 or the form of N fertilizer
in each species (Supplementary Figures 1A,B), the plant
N concentration on the mass basis (Figures 1C,D),
the total N (Supplementary Table 3), and organic-N
(Supplementary Table 4) in each organ was considerably
decreased under the eCO2 treatment in all species except
Amaranthus, in which biomass was not affected by CO2

(Table 2). In addition, the plant N concentration was also
significantly affected by the form of N fertilizer in potato and
Amaranthus (Table 2), where the potato had a higher plant N
concentration in the nitrate-fed treatment (with a ∼three-fold
increase in the nitrate-N percentage as shown in Figures 1E,F).
In contrast, Amaranthus showed a higher N concentration
under the urea-fed treatment (Figures 1C,D). However, we
did not observe any differences due to the treatments in the
foliar N concentration on the area basis within each species
(Supplementary Figures 1A,B). The leaf mass per area was
significantly increased by CO2 enrichment in each species,
except in Amaranthus again (Supplementary Figures 1C,D).

The percentage of nitrate-N in total plant N was investigated
to evaluate nitrate accumulation (Figures 1E,F). Urea-fed plants
had a certain amount of nitrate-N (Figure 1F) due to nitrate
recently oxidized from ammonium in addition to the initial
amount in the soil. Nitrate-fed plants showed a relatively
higher percentage than urea-fed plants, especially in the C3

plants (Figure 1E), but it was species dependent. A significant
increase in the percentage was detected in rice and potato
but not in the other species (Table 2). The percentage was
significantly affected by CO2 enrichment in each species, except
in Amaranthus (Table 2). However, CO2 enrichment could
increase the percentage only in rice, and other species (wheat,
potato, and rice) showed a decrease in the percentage under eCO2

compared with that under aCO2 (Figures 1E,F). In each species,
CO2 enrichment could affect the percentage of nitrate-N in the
shoots but not in the roots (Supplementary Table 5).

To further confirm the effect of eCO2 on nitrate assimilation,
we investigated the δ15N in the residues of the plant samples
after nitrate extraction. We assumed that N in the residues
would approximately reflect plant organic-N, although some
contamination of residual nitrate-N and removal of water-
soluble organic-N might also be involved. In principle, when
nitrate reductase activity (i.e., demand) is relatively lower than
the amount of available substrate (i.e., supply), the enzyme
preferentially catalyzes 14NO−

3 over 15NO−
3 , resulting in a lower

15N/14N ratio in plant organic-N (lower δ15N value). Thus,
the δ15N value in plant organic-N was expected to decrease
when nitrate reductase activity was inhibited under the eCO2

treatment. However, all species, except rice, did not show a
decrease in the δ15N values in the residues under eCO2 compared
with those observed under aCO2 (Supplementary Table 5). Only
rice indicated a lower δ15N value in the residues alongwith nitrate
accumulation promoted by CO2 enrichment.
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物では CO2 濃度上昇で蒸散量は有意に低下した。それにも関わらず、個体当たりの硝酸獲得能
は必ずしも低下しておらず、仮説（２）を支持しなかった。仮説（２）では蒸散量当たりの硝酸
獲得量は変化しないことを前提としていたが、実際には蒸散量当たりの硝酸獲得量が高 CO2 環
境で増加することを本研究が初めて立証した。 
 アマランサスを除き、４種の植物は CO2濃度上昇でバイオマス生産が増加した。そして、アマ
ランサス以外の全ての植物で窒素濃度が低下していた。この結果は、仮説（３）を例外なく支持
するものである。ただし、この窒素濃度の低下が実際にバイオマス生産を抑制するほどの窒素欠
乏状態であったのかどうかを確認する必要がある。事実、葉身窒素濃度を調べると、重量当たり
では低下しても葉面積当たりでは変化していなかった。 
ある植物が窒素欠乏（窒素が制限要因となって成長が抑制されている）かどうかを知るには、

窒素供給に対する植物成長速度の飽和曲線を定量化することが有効である。すなわち、窒素供給
増に応じて成長速度も増加するところが窒素欠乏状態であり、窒素需要がすでに満たされたた
めにさらなる窒素供給の増加では成長速度が変化しないところは非窒素欠乏状態と判断できる。 
そこで、コムギ（C3植物）とギニアグラス（C4植物）を用いて、窒素供給に対する相対成長

速度（RGR）の飽和曲線を各 CO2濃度環境で定量化した（図４）。CO2濃度上昇はコムギの RGR
を有意に増加させたのに対して、ギニアグラスの RGRには有意な影響を与えなかった。コムギ
では最大 RGR（非窒素欠乏状態）を達成するために、高 CO2環境下では低 CO2環境下の 1.3倍
の窒素供給量が必要で、それが達成された場合バイオマスは低 CO2環境下の 2.2倍となった。こ
の結果は、低 CO2環境下で窒素欠乏状態ではない最大 RGRを達成する窒素施肥レベルであって
も、高 CO2環境下では最大 RGRに達しないために窒素欠乏に陥り、それを解消するには窒素施
肥量を 1.3倍に増やさねばならないことを意味する。 
一方、CO2濃度上昇で相対成長速度が有意に変化しなかったギニアグラスでは、最大 RGR（非

窒素欠乏状態）に到達するのに必要な窒素供給量も CO2濃度によって変化しなかった（図４）。
この結果は、CO2濃度上昇で成長速度が増加しない場合には、窒素に対する需要量も増加しない
ことを示唆する。コムギの結果も踏まえると、CO2濃度上昇が成長速度を増加させる結果として
窒素需要が高まり、窒素需要が十分に満たされなければ窒素が成長を制限すること、CO2濃度上
昇が成長速度を変化させない場合には新たな窒素需要は発生しないことを示唆している。 

CO2濃度倍増は C3植物のコムギを C4植物のギニアグラスと同等の成長速度まで向上させた。
このとき、水利用効率も倍増し、倍増したバイオマスにも関わらず、水消費量はむしろ低 CO2環
境下よりも少なかった。この結果は、高 CO2環境は CO2獲得のための植物の水需要を強く抑制
することを意味し、CO2濃度上昇が植物の乾燥耐性に寄与する可能性を示唆する。 

 

 
図４ 400（aCO2）または 800 ppm (eCO2) CO2濃度環境下において、硝酸態窒素供与量に対する
するコムギ（C3）・ギニアグラス（C4）の成長応答（Igarashi et al 2021 を改変） 

Igarashi et al. N Deficient Under Elevated CO2

FIGURE 2 | Growth responses for nitrate-N supply in C3 wheat and C4 guinea grass is grown for 28 d in the chambers under ambient (aCO2) or elevated (eCO2) CO2

treatments. Relative growth rate (A,B), net assimilation rate (C,D), leaf area ratio (E,F), plant biomass (G,H), cumulative transpiration (I,J), and water-use efficiency

(K,L).

guinea grass, such a difference in the slope was very small in
response to the CO2 treatments (Table 3), resulting in similar
N supply requirements to reach certain foliar N concentrations
(Figure 4B). The lower slope in eCO2 wheat did not result from
decreased N acquisition with decreased transpiration (Figure 2I)
because the eCO2 treatment enabled higher N acquisition levels
per water consumption than the aCO2 treatment across all N
supply levels (Figure 4C). Additionally, guinea grass also showed
higher N acquisition per unit of transpired water at any N supply
level at eCO2 (Figure 4D), but the slope of the regression line was
steeper than wheat (Table 3). Consequently, we observed that
eCO2 increased N acquisition per unit of transpired water, which
did not depend only on the species (Table 1) but also on the N
supply level (Figures 4C,D).

The total N content, including small N accumulation before
transplanting in addition to large amounts of N, acquired
during 28-day growth, was similar at lower N supply rates
or higher at higher N supply rates under eCO2 treatments
compared to aCO2 treatments in both species (Figures 5A,B).
However, the distribution pattern of N to each organ (i.e.,
leaf blade, leaf sheath, and root) differed remarkably due
to the CO2 and N treatments and was dependent on the
species (Figures 5C,D). An increased N supply decreased the
N distribution to the roots in both species, although wheat

plants had relatively higher N contents in their roots than
guinea grass, especially at eCO2. In response to CO2 enrichment,
wheat increased the N distribution to the leaf sheath and
decreased the N distribution to the leaf blade. In guinea grass,
however, CO2 enrichment did not affect the N distribution in
the leaves.

DISCUSSION

Does eCO2 Promote Nitrate Accumulation
in Plants?
Currently, there are different views on whether eCO2 inhibits
nitrate assimilation in C3 plants (Bloom et al., 2020) or not
(Andrews et al., 2020). Inhibition of nitrate assimilation under
eCO2 results in nitrate accumulation. Hence, less organic-N
could be present in plants when total N content was similar.
Indeed, our results showed that eCO2 significantly decreased
organic-N concentrations (Supplementary Table 4), except in
Amaranthus, without an increase in biomass (Figures 1A,B).
However, it is difficult to distinguish whether the apparent
decrease in organic-N concentration (organic-N content per
biomass) under eCO2 means a shortage of organic-N or a
consequence of dilution due to biomass increase. To eliminate
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（３）いずれのイネ品種において
も、土壌水分の低下が個体バイオ
マスを強く抑制したが、CO2濃度
の上昇はその抑制を緩和させる
効果を示した。サンプリング直前
の蒸散速度を見ると、CO2濃度上
昇は夜間の蒸散速度をほとんど
変化させなかった（図５）。最も蒸
散速度が小さかったのは土壌水
分が 30 % のときの夜間の蒸散速
度であり、この値はイネが最大限
気孔を閉鎖できた状態のもので
あろう。夜間の蒸散速度は土壌水
分が増加に伴い直線的に増加し
た結果は、土壌水分が潤沢になる
と気孔閉鎖が緊密でなくなるこ
とを示唆している。一方、CO2濃
度上昇は昼間の蒸散速度を強く
抑制し、特に LCとMCの差異が
大きかった（図５）。蒸散速度の夜
間／昼間の比に品種間差異を認
めた。 
サンプリング前１週間の昼間・
夜間の蒸散量と個体バイオマス
の関係を解析した（図６）。昼間の
蒸散量の増加はバイオマスを直
線的に増加させるが、夜間の蒸散
量の増加は飽和曲線を描いた。こ
の結果は、夜間の蒸散量の増加が
個体バイオマスの増加に貢献せ
ず、無駄に水を消費したことを示
唆している。この無駄な水消費は
土壌水分レベルが高いときに現
れ、この無駄な水消費の抑制がバ
イオマス生産を低下させること
なく水消費抑制に寄与すると考
えられた。 
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when the soil water content was higher than 60 % (Fig. 4F–J). The 
difference in the relationship between biomass production and daytime 
and nighttime transpiration may be attributed to the difference in 
transpiration (Td, 22–27 and Tn, 22–27) observed in response to the change 
in soil water content. 

There are different views on whether nocturnal transpiration is 
wasteful or negligible in terms of total water consumption (Christman 
et al., 2009; Dayer et al., 2021), and whether it is associated with certain 
physiological functions in plants (Fricke, 2019; Matimati et al., 2014). 
However, the effect of soil moisture levels on the relationship between 
nocturnal transpiration and plant growth has rarely been explored. The 
novel finding of our study is that nocturnal transpiration favored plant 
growth, but this phenomenon was dependent on the soil moisture levels 
(Fig. 6A–E). However, a turning point appeared when the transpired 
volume reached 0.1 L per plant, regardless of the genotype, and this 
point corresponded to approximately 60 % soil water content 
(Fig. 4A–E). Indeed, all growth parameters (Fig. 3), as well as plant 
morphology (Fig. 2), suggest that the onset of drought stress was at 
approximately 60 % soil water content. Rice plants are cultivated not 
only in paddy soils but also in various ecosystem types such as upland, 
rainfed lowland, and deep-water (Bernier et al., 2008). The soil moisture 
levels were quite different among these types, and moreover can fluc-
tuate from dry to waterlogged within a single season especially under 
rainfed conditions. Our results suggest a significance of nocturnal 
transpiration when drought that can occur in rainfed environments. By 
contrast, nocturnal transpiration is obviously wasteful for irrigated 
paddy rice, in which reducing nocturnal transpiration may not be 
harmful. 

When the soil moisture content was below 60%, there was a positive 
correlation between Tn, 22–27 values and biomass production; therefore, 
suppression of nocturnal transpiration may have a negative effect on 
plant growth, especially on the N acquisition capacity (Fig. S1). There-
fore, in rice plants, the N acquisition capacity per transpiration increased 
to compensate for the reduction in transpiration (Fig. S1). Changes in 
plasma membrane proteins such as transporters may be responsible for 
the increase in N acquisition capacity per transpiration (i.e., increased 
soil-to-plant nitrogen transfer) (Caird et al., 2007; Matimati et al., 2014). 

4.2. Genetic variability and the ratio of night/day transpiration rate to 
soil water content 

Similar to the pattern of change in Tn, 22–27 values (Fig. 4A–E), the En, 

27 values increased linearly with an increase in soil water content 
(Fig. 5A–E). However, there was a minuscule change in the En, 27 values 
under different CO2 concentrations. In contrast, the Tn, 22–27 values 
tended to be higher under HC and MC than those under LC conditions, 
and this finding was attributed to the larger leaf areas observed in plants 
grown under HC and MC conditions (Fig. S2). The transpiration rate per 
unit leaf area is determined by stomatal aperture and stomatal density; 
the latter may not only be increased in drought conditions (Zhao et al., 
2015) but may also be altered due to strong interactions between 
P-nutrition of plants and soil moisture or atmospheric CO2 levels (Sekiya 
and Yano, 2008). Since the En, 27 /Ed, 27 value was derived from analysis 
of the same individual within a single day, the effect of variation in 
stomatal density can be ignored. Considering the difference in vapor 
pressure deficit (VPD) during the day (approximately 1.7 kPa) and night 

Fig. 5. Transpiration rate during nighttime (En, 27) (A-E) and daytime (Ed, 27) (F-J), and En, 27 / Ed, 27 (K-O) on the 27th day after transplanting of five rice varieties 
(cv. Nipponbare, IRAT109, NERICA 1, T65, and DV85) grown under eight soil water conditions (30 %, 35 %, 40 %, 50 %, 60 %, 80 %, 100 %, and 120 %, w/w) and 
three CO2 concentrations (407.0 ± 4.0, 610.1 ± 2.4, and 843.1 ± 7.0 ppm during daytime for low CO2 [LC], medium CO2 [MC], and high CO2 [HC] conditions, 
respectively). R2 for each regression is presented. 
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図６ 400（LC）・600 (MC)・800 (HC) ppm CO2濃度環境下、異
なる土壌水分条件で育成したイネ５品種の夜間蒸散量（Tn）・
昼間蒸散量（Td）とバイオマス生産との関係（Yi & Yano 2023） 
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(approximately 1.3 kPa), the transpiration rate should be 1.3 times 
higher during the day than that at night, assuming that the size of the 
stomatal aperture is the same. As expected, the night/day ratio of the 
transpiration rate was approximately 0.8 when the stomatal apertures 
were equal in size. 

Most of the genotypes increased En, 27 /Ed, 27 values near 0.8 in MC 
and HC conditions, not only under severe drought but also at sufficient 
soil moisture levels (Fig. 5K–O). In particular, ‘IRAT 109’ showed the 
values above 0.8 under HC, meaning that the stomatal aperture was 
wider during the night than that during the day. Consequently, elevated 
CO2 levels led to an increase in nocturnal transpiration (Fig. 4A–E) but 
caused a reduction in diurnal transpiration (Fig. 4F–J), thereby 
enhancing the overall proportion of nocturnal transpiration (Fig. 4P–T). 
However, an important exception was observed with the genotype ‘T65’, 
which showed En, 27 /Ed, 27 values less than 0.8 across all soil moisture 
and CO2 concentrations. This was the probable reason for the lower 
nocturnal transpiration rate observed for ‘T65’ compared with that of 
the other genotypes (Fig. 4D). However, the WUE of ‘T65’ (especially 
under LC condition), which should show low nocturnal transpiration 
levels under wet conditions (Fig. 4D), was lower than that of the other 
lines (Fig. 3N). This may be explained by the linear pattern of change in 
plant biomass in response to change in Tn, 27 values in ‘T65’ (Fig. 6D), 
which is different from the saturation curves obtained for the other 
genotypes (Fig. 6A–E), as the saturation curves were an indication of 
wasteful transpiration. Therefore, further investigations are required to 
confirm whether reduction in wasteful nocturnal transpiration is 

important to increase WUE without growth reduction in genotypes 
showing saturated responses, such as ‘Nipponbare’ (Fig. 6A). 

The En, 27 /Ed, 27 values were generally the lowest when the soil 
water content was approximately 50 %; the En, 27 /Ed, 27 values showed a 
V-shaped pattern of change as the values increased when the soil 
moisture content was less or more than 50 % (Fig. 5K–O). Notably, the 
pattern of variation differed among the genotypes (Fig. 5K–O). As 
mentioned above, there was a positive relationship between nocturnal 
transpiration and biomass production when the soil water content was 
below 60 % (Fig. 6A–6E). Therefore, an increase in the ratio of night/ 
day transpiration rate (maintaining a high number of open stomata at 
night) might have an adaptive significance in conditions of drought. 
However, an increase in the ratio of night/day transpiration rate when 
the soil water content is more than 60 % may lead to excessive water 
consumption, which should be constrained. From this perspective, an L- 
shaped pattern of change in En, 27 /Ed, 27 values corresponding to the 
change in soil water content is desirable. The change in En, 27 /Ed, 27 
values obtained for the ‘T65’ genotype resembled this L-shaped pattern, 
as the values hardly increased even under wet conditions. In contrast, 
‘IRAT 109’ is another interesting genotype, which showed relatively 
high En, 27 /Ed, 27 values and wide variation in the values compared to 
that of the other genotypes, along with a relatively high biomass and a 
variable pattern of biomass production when grown in different soil 
moisture conditions (Fig. 3A–E). Overall, it is important to elucidate the 
morphological and the physiological characteristics responsible for 
these genotypic differences. 

Fig. 6. Relationship between total plant biomass and transpiration during nighttime (Tn, 22–27) (A-E), daytime (Td, 22–27) (F-J), and whole day (Td, 22–27 + Tn, 22–27) 
(K-O) in five rice varieties (cv. Nipponbare, IRAT109, NERICA 1, T65, and DV85) grown under eight soil water conditions (30 %, 35 %, 40 %, 50 %, 60 %, 80 %, 100 
%, and 120 %, w/w) and three CO2 concentrations (407.0 ± 4.0, 610.1 ± 2.4, and 843.1 ± 7.0 ppm during daytime for low CO2 [LC], medium CO2 [MC], and high 
CO2 [HC] conditions, respectively). Data represents the sum of transpiration during the day and the night that occurred 22–27 days after transplanting. R2 for each 
regression is presented. 

Y. Yi and K. Yano                                                                                                                                                                                                                              
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