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研究成果の概要（和文）：　大気中二酸化窒素（10~50 ppb）はバイオマス蓄積の促進等栄養生長および花芽形
成促進等生殖生長を正に制御する植物成長調節因子である。二酸化窒素のかかる調節機構の究明は植物生物学の
基礎や新規学術領域の創成、また、環境無負荷、高収量の画期的農業生産技術の開拓の視点からも重要である。
　二酸化窒素のセンシング機構は、同調節分子機構の究明における必須不可欠の課題である。二酸化窒素不感受
性は転写因子 PIF4 タンパク質量の減少 and/or 転写活性の低下に起因することを明らかにしており、本研究は
その分子的実態を究明し、PIF4 タンパク質制御による二酸化窒素センシング機構の解明をめざす。

研究成果の概要（英文）：Atmospheric nitrogen dioxide (NO2) at ambient concentrations (10~50 ppb) is 
as a novel positive growth regulator for plants. NO2 accelerates cell proliferation and cell 
enlargement to nearly double organ size and shoot biomass in a variety of species including 
Arabidopsis. NO2 also accelerates flowering time. Furthermore, NO2 suppresses hypocotyl elongation 
in Arabidopsis. However, information on the NO2-sensing mechanisms is scarce. The investigation 
focuses on NO2-mediated regulation of PIF4 protein activity and expression, suggesting that NO2 
downregulates PIF4 activity to suppress hypocotyl elongation. These findings contribute to our 
understanding of the positive growth effects of NO2 on plants and shed light on the molecular 
mechanisms underlying NO2-mediated plant growth regulation.

研究分野： 植物分子生理学

キーワード： 二酸化窒素　シロイヌナズナ　PIF4　胚軸伸長　環境応答
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、二酸化窒素センシングに関与するタンパク質遺伝子の特定とその機能の究明を目指すものであり、二
酸化窒素の植物生理作用に関する新しい研究領域の創出に繋がる。また、二酸化窒素は自然にあるものであるが
故に、省資源・省エネルギー、低コスト、無環境負荷の夢のような農業技術の開発が展望できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
二酸化窒素は、大気の微量成分の一つである。地質学的研究によると、原始地球の大気は N2 を
含むが O2 や二酸化窒素は含まず、大気中二酸化窒素の出現はいわゆる great oxidation event 
の後、陸上植物が現れる数十億年前と考えられる。二酸化窒素は植物の進化に重要な役割を果た
してきたはずであるが、この視点からの研究は皆無に等しい。 
 植物を環境基準レベル（10~50 ppb）の二酸化窒素を含む空気中で栽培（>数週間）すると、
元素の取込み、代謝が活性化され、器官がサイズアップし、バイオマスが増えるなど植物が全般
的に活性化され、上記濃度の二酸化窒素は正の植物成長調節因子であることを世界に先駆けて
発見した。これが本研究の端緒である。 
 これまで、二酸化窒素の植物成長調節作用機構、特にその原因遺伝子について研究してきた。
その中で、Phytochrome-interacting factor (PIF) 転写因子ファミリーに属する PIF4 タンパク
質量の減少 and/or 質（転写活性）の低下が二酸化窒素処理により特異的に誘導されることを新
たに見出した。おそらく、PIF4 が二酸化窒素のターゲットタンパク質であり、二酸化窒素は 
PIF4 タンパク質が関与するセンシング機構で受容され、PIF4 タンパク質制御を介してクロロ
フィル合成活性化→光合成装置構成タンパク質の合成の活性化→植物成長促進を導くのではな
いかと考えている。 
 二酸化窒素センシングは、細胞内の二酸化窒素作用のターゲットタンパク質および該タンパ
ク質と二酸化窒素の初期化学反応など初発反応を反映する過程であり、二酸化窒素作用機構に
おける鍵となる最重要課題の一つである。 
 細胞内への二酸化窒素取り込み機構において、二酸化窒素の水溶解度は低く（Henry 定数=1.2 
x 10-2 Matm-1）、50 ppb NO2 処理下では不均化反応で生成する硝酸イオンと亜硝酸イオン濃度
（10-11 M）は該トランスポーターの Km 値よりも 5 桁も小さく,これらイオンが細胞内へ取り
込まれる量はわずかである（Ramge et al. New Phytol 125:771, 1993）。二酸化窒素はアポプラ
ストに含まるアスコルビン酸と反応して亜硝酸または亜硝酸イオンとして植物細胞内に取込ま
れる（reactive absorption メカニズム）[Ramge et al. New Phytol 125:771, 1993]。細胞内へ
吸収された亜硝酸または亜硝酸イオンはヘモグロビンまたはペルオキシダーゼの働きで、二酸
化窒素に一電子還元される。二酸化窒素は反応性の高い分子である。これまでに細胞内で二酸化
窒素はタンパク質の翻訳後修飾（ニトロ化）を誘導することを実証した。二酸化窒素のかかる高
い反応性が二酸化窒素センシングにおいて何らかの役割を果たすのではないかと考えている。 
 
 
２．研究の目的 

 
これまでに大気中に含まれる二酸化窒素（10〜50 ppb）はバイオマス蓄積の促進、栄養生長お
よび花芽形成促進を正に制御する植物成長調節因子であることを明らかにした。二酸化窒素の
かかる調節機構の究明は、植物生物学の基礎や新規学術領域の創成、また二酸化窒素は自然にど
こにでもあるものであるが故に環境無負荷、省エネルギーしかも高収量の画期的農業生産技術
の開拓の視点からも重要である。植物がどのように二酸化窒素を受容するか(センシング機構)は、
同調節分子機構の解明における必須不可欠の課題である。これまでに、胚軸長を指標として胚軸
伸長の二酸化窒素感受性欠失変異株を T-DNA 挿入ラインから選抜、解析し、同二酸化窒素不感
受性株では転写因子 PIF4 タンパク質量の減少 and/or 転写活性が低下していると考えた。本研
究はその分子的実態を究明し、PIF4 タンパク質制御による二酸化窒素センシング機構の解明を
めざす。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１） 二酸化窒素処理による PIF4 タンパク質および転写活性の解析 
曝露チャンバー内で 50 ppb NO2 存在下（＋NO2 植物）および非存在下（−NO2 植物）で、9 日間
シロイヌナズナ(Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. アクセッションCol-0の野生型およびPIF4::PIF4-
Myc タンパク質を発現した形質転換体（Yamashino et al. 2013）を栽培した。シロイヌナズナ植物
体からタンパク質を抽出して、SDS-PAGE 後、メンブランに転写した。その後、抗 HA タグ抗体
を用いたイムノブロット解析を行った。検出されたバンドは Image-J で定量して、＋NO2 植物と
−NO2 植物間で比較解析した。 

9 日間栽培した植物について HA タグを用いてクロマチン免疫沈降（ChIP）解析を行った。PIF4
ターゲット遺伝子のプロモーター領域にデザインしたプライマーを用いて PCR 解析を行った。 
 
 
 



（２） 二酸化窒素による PIF4 タンパク質修飾および PIF4 相互作用タンパク質の解析 
PIF4pro::PIF4-HA/pif4 植物を二酸化窒素存在下で栽培した。タンパ質を抽出、抗 HA タグ抗体を
用いてアフィニティー精製した後、SDS PAGE で分離、抗 HA タグ抗体および抗ニトロチロシン
抗体を用いウェスタンブロット解析した。 
Myc タグ融合 PIF4 タンパク質をアフィニティ精製して質量分析により共精製されてきたタン

パク質を特定して、二酸化窒素存在下で栽培した植物と対照区植物で比較解析した。 
 
 
４．研究成果 
（１） PIF4 は bHLH 型転写因子で、ターゲット遺伝子の発現が二酸化窒素処理することによっ
て、変動することを明らかにしている。二酸化窒素による PIF4 タンパク質量の減少または転写
活性の低下について検証を行った。Myc タグ融合 PIF4 タンパク質を発現させた植物を二酸化窒
素存在下で栽培して、ChIP 解析を行い、対照区（−NO2 植物）と比較した。その結果、二酸化窒
素存在下で栽培した植物では、PIF4 タンパク質はその制御下にある遺伝子プロモーター領域へ
の結合が減少していることが示された。 
二酸化窒素存在下で栽培した PIF4pro::PIF4-HA/pif4 植物タンパク質を SDS PAGE で分離、抗

タグ抗体を用いてウェスタンブロット解析を行い、対照区植物と比較したところ、二酸化窒素は
PIF4 タンパク質量に影響しないことが示された。以上の結果より、二酸化窒素処理により、PIF4
タンパク質の制御下にある遺伝子のプロモーター領域への PIF4 タンパク質の結合が阻害される
ことにより胚軸伸長が抑制されると考えられる（論文投稿中）。 
 
(2) PIF4タンパク質のプロモーター領域への結合の阻害の原因の一つにPIF4タンパク質の修飾
が考えられる。二酸化窒素はタンパク質のチロシン残基をニトロ化する。そこで、二酸化窒素存
在下で栽培した PIF4pro::PIF4-HA/pif4 植物タンパク質をアフィニティ精製して、抗ニトロチ
ロシン抗体を用いてウェスタンブロット解析を行ったが、バンドは検出されなかった。従って、
PIF4 タンパク質のニトロ化は二酸化窒素による PIF4 活性抑制には関与しないと考えられる。 
 PIF4 は複合体を形成して機能することが知られている。従って、PIF4 タンパク質のプロモー
ター領域への結合阻害の原因として二酸化窒素による複合体形成阻害について解析を行った。
Myc タグ融合 PIF4 タンパク質を発現した植物体を二酸化窒素存在下で栽培して、タンパク質を
抽出して、アフィニティ精製して、回収されたタンパク質をデータ独立取得（DIA）プロテオミ
ク解析して NO2 処理区（+NO2 植物）および対照区（−NO2 植物）についてタンパク質の同定と定
量を行った。その結果、二酸化窒素存在下で栽培した植物において減少または増加するタンパク
質を特定した。二酸化窒素存在下におけるこれらのタンパク質と PIF4 の相互作用について解析
することで二酸化窒素センシング機能が解明されると期待される。 
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