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研究成果の概要（和文）： 
二酸化窒素がシグナル的に植物バイオマス、器官サイズを増加させるバイタリゼーション効果
について研究した。器官サイズの増加は、細胞分裂ではなく、細胞拡大に起因することが分か
った。トランスクリプトーム解析により抽出された遺伝子の逆遺伝学的解析から、原因遺伝子
Vita1 遺伝子を特定した。遺伝子発現量の経時変化において二酸化窒素存否で有意な差を示す 6
個の細胞拡大遺伝子の共発現遺伝子を公開データベース ATTED II を用いて研究した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
This work studied plant vitalization effect of nitrogen dioxide (PVEON) in Arabidopsis thaliana. PVEON 
more than doubled leaf size, which appeared to be attributable to cell expansion, but not to cell division. 
Reverse genetic study of genes identified by the transcriptome analysis revealed that a novel gene Vita1is 
involved in the PVEON. Six genes controlling cell expansion differed significantly in temporal gene 
expression changes between presence and absence of nitrogen dioxide, and their coexpressed genes were 
analyzed using a gene database ATTED II. 
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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。原始地球の大気は二酸化窒素を含まず、
大気中二酸化窒素の出現は生命誕生の後、陸
上植物が現れる数十億年前とされる。大気中

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
は皆無に等しかった。 
 申請者は植物を環境基準レベル (50 ppb) 
の二酸化窒素に数週間〜数ヶ月間曝露すると、
光合成、窒素代謝、栄養素の取込みなどが全
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般的に活性化され、器官サイズ、バイオマス
収量が増加する (1.4〜2.8 倍) することを世
界に先駆けて発見し、この効果をバイタリゼ
ーションと命名した  (Takahashi et al., New 
Phytol. 2005)。一般的には、二酸化窒素は窒素
源として利用されうるが、いまの場合濃度が
低く二酸化窒素の窒素源としての寄与は小さ
く (全窒素の 5%以下)、この効果は、二酸化
窒素のシグナル作用によると考えられる 
(Takahashi et al. 2005)。申請者は、バイタリゼ
ーションを顕著に現す遺伝子を特定して二酸
化窒素がどのような代謝系の遺伝子を変化さ
せるかバイタリゼーション分子機構の理解を
進めると、省資源で環境負荷もなく、しかも
農業生産性を高めうる夢のような技術を開発
する新しい研究領域が生み出されると考え本
研究を行った。 
 この効果は、シロイヌナズナの外、ケナフ、
レタスなど各種植物において確認された 
(Adam et al., Botany, 2008; Takahashi et al., Int J 
Phytoremediation, 2008)。シロイヌナズナでは、
アクセッション間で効果は異なった：シュー
トバイオマス増加は、1.6 倍 (Columbia)また
は 2.5 倍 (C24)であった。他方、二酸化窒素曝
露で栽培したシロイヌナズナと非曝露のシロ
イヌナズナの葉細胞について、細胞数と細胞
面積を比較解析すると、細胞数には有意差が
ないのに対し、細胞サイズには明瞭な差が認
められた。故に、バイタリゼーションは細胞
拡大機構と密接に関係した現象である事が推
定された。また、何らかの細胞拡大遺伝子の
関与が推定された。 
 バイタリゼーション原因遺伝子決定の方法
論として、量的形質遺伝子座解析 (QTL 解析) 
を用いる方法も考えられたが、ゲノム資源・
情報等へのアクセスのし易さなどを考慮して、
逆遺伝学的方法を主とする方法を選んだ。ト
ランスクリプトーム解析 (マイクロアレイ解
析) により、二酸化窒素処理により発現量が
２倍以上増加するシロイヌナズナ遺伝子 138
個を抽出した。これらのうち、転写因子等を
含む 18 個に着目し、それらの遺伝子破壊株を
入手して、バイタリゼーション原因遺伝子の
特定の準備を完了していた。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、申請者がバイタリゼーション
に関してこれまでの研究で得た解析結果を
基に、バイタリゼーション原因遺伝子と分子
機構の理解を目指して次の点について研究
する。 
  
(1) バイタリゼーションによる細胞拡大機構、

遺伝子の解析 

(2) バイタリゼーションに関連する遺伝子破

壊株の解析と原因遺伝子の逆遺伝学的決

定。 
(3) 細胞拡大遺伝子の発現の経時変化の解析

と共発現遺伝子の解析。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 植物材料 
シロイヌナズナ(Arabidopsis thaliana C24)の
マイクロアレイ解析から抽出された 18 個の
遺伝子の機能破壊株（Columbia をバックグラ
ウンドとする）および Arabidopsis thaliana 
Columbia、Arabidopsis thaliana C24 の野生株
を実験材料として用いた。機能破壊株は
ABRC ストックセンターより入手した。植物
の栽培は NOx 濃度制御曝露チャンバー内で
22 ± 0.3°C、相対湿度 70 ± 4%、人工照明下 70 
µmol photons/m2/s の条件下で行った。播種後
1 週間、NO2を含まない (<5 ppb NO2) 空気中
で栽培し、その後 4 週間、NO2を含む (50 ppb 
NO2) 空気中[+NO2植物]、または NO2を含ま
ない空気中[-NO2植物]で栽培した 35 週齢の
植物を材料とした(図 1)。 

 
(2) 細胞拡大機構、遺伝子の解析 
 細胞数、細胞面積の解析は、±NO2植物の
完全展開葉 (第 8 葉)を用い、常法により、
固定後、樹脂包埋し、並皮面および横断面に
ついて、微分干渉顕微鏡画像解析した。横断
切片はミクロトーム(Leica Microsystems)によ
り調製した。 
 細胞核の倍数性レベルの解析(東京大学塚
谷裕一教授との共同研究)は、塚谷ら(Plant 
Cell Physiol. 48:278–286, 2007)の方法に従っ
て、フローサイトメーター（Beckman Coulter）
を用いて行った。 
 
(3) 遺伝子機能破壊株と原因遺伝子の解析 
 各遺伝子機能破壊株および野生株の+NO2

植物と-NO2植物について、栽培後のバイオマ
ス量 (乾燥重量)を定量し、+NO2植物と-NO2

 

図 1. 本研究に用いた植物材料。 (左)+NO2、 
(右)-NO2植物。 



植物のバイオマスを比較解析した。 
 
(4) リアルタイム PCR 解析 
細胞拡大に関与する遺伝子 13 個について、
＋NO2植物と−NO2植物における遺伝子発現
をリアルタイム PCR により経時的(NO2曝露
０〜３週間)に比較解析した。また、共発現遺
伝子の解析は、シロイヌナズナ公開データベ
ース ATTED II(Arabidopsis thaliana trans-factor 
and cis-element prediction database)を用いた。 
 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 細胞拡大の機構、遺伝子の解析 
 個体当たりの葉の数は、+NO2 植物と-NO2

植物において、それぞれ 28.7±1.37 と 24.1±1.75 
(平均±SD, n=15)であり、1.2 倍増加した(図 2)。
葉のサイズ：1.3〜8.4 倍増加(平均 3.6 倍)した

(図 2)。全葉面積は+NO2植物において-NO2植

物比で 2.6 倍増加した。表皮下組織の並皮面

において、細胞数には両植物で差がなかった

が、+NO2植物の細胞面積は-NO2植物の 1.8 倍

で有意に (p<0.05) 異なった(図 3)。これは、

葉面積の増加に匹敵する。横断面の細胞数に

は有意差がなかったが、+NO2 植物の細胞面

積は、-NO2 植物の 1.4 倍で有意に (p<0.05) 
異なった(図 3)。これらの結果から、バイタリ

ゼーションによる器官 
サイズ (バイオマス) の増加は、細胞分裂では

なく細胞容積の増加 (=細胞拡大) に起因す

ると結論された。故に、バイタリゼーション

において何らかの細胞拡大遺伝子の関与が推

定される (投稿準備中)。 

 こ の 細 胞 拡 大 と 核 内 倍 加 
(endoreduplication とも呼ばれ、細胞分裂を伴
わない核の DNA 複製のことで、核の DNA 量
は基本の 2C から倍増し、細胞サイズ拡大の
一因となる。Sugimoto-Shirasu and Roberts, 
Curr. Opin. Plant Biol. 6:544, 2003 など)との関
連を解析した。その結果、＋NO2植物と−NO2

植物において、2C、4C、8C、16C、32C の
DNA 量の細胞が観察され、その割合に有意差
は認められなかった（図 4）。すなわち＋NO2

植物と−NO2 植物の間に倍数性レベルに差は
観られなかった。故に、バイタリゼーション
による細胞拡大は、核内倍加に因るものでは
ないと結論された。 
 

(2) 遺伝子機能破壊株と原因遺伝子の解析 
 シロイヌナズナ(Arabidopsis thaliana C24)の
マイクロアレイ解析で NO2により発現が顕著

に増加する 18 遺伝子の各遺伝子の T-DNA 挿

入変異体 (Columbia) のホモ接合体について

NO2 の効果を解析した結果、一つの株 (vita1
株) がバイタリゼーションを示さなかった 
(図 5)。VITA1 と相同性をもつ既知の遺伝子は

なく、VITA1 は機能アノテーションがない。 

 
図 4. ＋NO2 植物と−NO2植物の DNA 含量 

図 3 二酸化窒素の存否（±NO2）で育てた 35 日齢

シロイヌナズナ C24 の本葉第８葉の横断面と並皮

面（表皮下組織）。 

図 2 二酸化窒素の存否（±NO2）で育てた 35
日齢シロイヌナズナ C24 の本葉と葉面積。平均

値±SD (n=5)。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 



 VITA1 の機能を明らかにするため、過剰発

現体 (C24) を作成し、NO2の存在 (50 ppb) ま
たは非存在 (<5 ppb) 下で栽培して、バイオマ

ス量を解析した。NO2 非存在下での栽培にお

いて、バイオマスは野生株比で有意に (1.3 倍) 
増加した (図 6 左、特許申請済)。故に VITA1
は、それ自身何らかの新規細胞拡大／細胞分

裂促進遺伝子であり、バイタリゼーション原

因遺伝子の一つであると考えられる。また、

NO2 存在下での栽培において、過剰発現体の

バイオマスは顕著に増加した (NO2 非存在下

で栽培した野生株の 2.6 倍、図 6 右)。この結

果は、VITA1 以外に別の原因遺伝子が存在す

ることを示唆している。vita1 株での結果と併

せて、それら遺伝子は、VITA1 と協調して発

現する可能性が高い。今後、VITA1 が細胞拡

大または細胞分裂機能のどちらかまたは両者

をもつのかに関する形態学的解析、さらに

VITA1 形質転換体と共発現遺伝子群の解析、

関連代謝経路解析により、分子機構理解が飛

躍的に深化するものと展望される。 
 
 
  (3) リアルタイム PCR 解析 
 一般に、植物バイオマスは、器官当たりの

細胞数と細胞容積によって決まる。バイタリ

ゼーションにおけるバイオマスの増加は上述

の通り細胞拡大が原因であることが分かった。

そこで、シロイヌナズナで報告されている細

胞拡大(促進または阻害)遺伝子(Breuninger and 
Lenhard,  Curr. Top. Dev. Biol. 91:185, 2010 な

ど)から絞り込んだ 12 個の遺伝子について、

＋NO2 植物と−NO2 植物における遺伝子発現

をリアルタイム PCR により経時的(NO2 曝露

０〜３週間)に比較解析した(図 7)。その結果，

2 個の促進遺伝子(TOR および NAC1)と 2 個の

阻害遺伝子(ATHB16 および RON2)の発現量が

−NO2 植物に比べ＋NO2 植物において有意に

増加した。他方、1 個の促進遺伝子(ARL)と 1
個の阻害遺伝子(OBP2) の発現量が−NO2 植物

に比べ＋NO2植物において有意に減少した(図
7)。残りの 6 個の遺伝子は調べた限り＋NO2

植物と−NO2 植物において有意な差は認めら

れなかった。さらに、6 個の遺伝子の発現量

が−NO2 植物と＋NO2 植物とにおいて顕著な

差が明瞭になるタイミング、期間は遺伝子毎

に異なった。NAC1 は、曝露開始 1〜3 週目で

有意であった。ATHB16、TOR、RON2 は、曝

露開始 2〜3 週目で有意であった。OBP2 およ

図 7. ＋NO2 植物(実線)および−NO2 植物(点線)に
おける細胞拡大遺伝子の発現の経時変化。 

 
 
図 6. 過剰発現体 VITA1 は、バイタリゼーショ

ン（バイオマス増加）を示した。P<0.05 

 
図 5. 機能破壊株 vita1 は、バイタリゼーシ

ョン（バイオマス増加）を示さなかった。

P<0.05 



び ARL は、曝露開始 1〜3 週目で有意であっ

た。以上、バイタリゼーションにおける細胞

拡大には、細胞拡大促進遺伝子の活性化、細

胞拡大阻害遺伝子の抑制が複雑に関与してい

ることが推定される。 
 6 個の細胞拡大関連遺伝子の発現制御の統

一的理解を試みるため、シロイヌナズナ・ト

ランスクリプトーム共発現データベース

ATTED-II を用いて、これらの 6 遺伝子と共発

現する遺伝子群について解析した。その結果、

高い相関が観られる遺伝子は存在しなかった。

し か し 、 IAGLU (INDOLE-3-ACETATE 
BETA-D-GLUCOSYLTRANSFERASE)と YSL3 
(YELLOW STRIPE LIKE 3)が、OBP2 および

ARL と比較的高い相関を示した。この点も含

め、本研究で絞られた 6 個の遺伝子の発現制

御は、バイタリゼーション分子機構理解の鍵

となると考えられる。 
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