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研究成果の概要（和文）：大気中に含まれる二酸化窒素(NO2)による植物成長分化の促進＝バイタリゼーションについ
て、原因遺伝子の一つであるVITA1および同遺伝子と協調的に発現する遺伝子についてシロイヌナズナを用いて研究し
た。第８葉の細胞動力学解析から、NO2処理は出葉期をNO2非処理区比で２日以上早めることが分かった。NO2は花成も
促進するが、vita1変異体の解析からVITA1は花成阻害因子であることが分かった。タンパク質レベルの解析はVITA1の
翻訳産物は２個存在することを示した。酵母ツーハイブリッド法は相互作用蛋白の存在を示唆した。マイクロアレイ解
析は15個のVITA1共発現遺伝子の存在を示した。

研究成果の概要（英文）：We studied co-expressing genes involved in the plant vitalization by atmospheric 
nitrogen dioxide (NO2) or a NO2-induced growth regulation in Arabidopsis thaliana. Reverse genetic 
analysis identified VITA1 as a causal gene for this regulation. Kinematic analysis of the 8th leaf 
indicated that exposure to NO2 accelerated the timing of leaf appearance by more than 2 days. 
Furthermore, NO2 exposure significantly accelerated the time to flower. The vita1 mutants exhibited early 
flowering, suggesting that VITA1 is an inhibitor of flowering. Immunoblot analysis showed two 
translational products of VITA1, which was confirmed by N-terminal sequencing analysis. The yeast 
two-hybrid screening for VITA1 protein yielded 3 positive clones. Micro-array analysis identified 15 
genes that co-expressed with VITA1 in response to NO2 exposure. These results will provide important 
clues for understanding of the molecular mechanism underlying NO2-induced plant growth.

研究分野： 植物分子生理学
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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。二酸化窒素は人為的要因にまたは天然要
因で大気中の窒素と酸素との反応により生成
する。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後大気中
酸素が上昇 (oxidative burst) した後、陸上植物
が現れる数十億年前とされる。大気中の二酸
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。 
 申請者は植物を環境基準レベル  (10~50 
ppb) の二酸化窒素に長期間 (数週間〜数ヶ
月) 曝露すると、植物の成長分化が促進され、
器官サイズ、バイオマス、細胞内元素含量が
増加 (1.4〜2.8 倍) すること (バイタリゼーシ
ョン) を世界に先駆けて発見した (Takahashi 
et al., New Phytol 2005; 168:149-154)。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)、二酸化窒素はシグナル的に効いてい
る  (Takahashi et al., New Phytol 2005; 
168:149-154)。この効果は、シロイヌナズナ、
レタス、トマトなど各種植物において確認さ
れた  (Adam et al. Botany 2008; 86:213-217; 
Takahashi et al., Int J Phytoremediat 2008; 
10:73-76; Plant Biotechnol 2011; 8:485-487)。さ
らに、形態学的発生学的解析から、葉サイズ
の増加は、細胞サイズと細胞数の増加が原因
であることが分かった。これらの結果から、
バイタリゼーションにより、何らかの細胞分
裂/細胞拡大遺伝子が活性化され、バイオマス
増加するものと考えられた。 
 申請者は、シロイヌナズナ・マイクロアレ
イ解析から、二酸化窒素により発現量が２倍
以上増加する遺伝子 138 個 (上記十数個の遺
伝子に該当するものは無かった) を特定した。
こ れ ら 遺 伝 子 の T-DNA 挿 入 変 異 体 
(Columbia) のホモ接合体について二酸化窒素
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１)。
この欠失は、VITA1 配列の導入により相補さ
れ た 。 故 に
VITA1 は、バイ
タリゼーショ
ンおける二酸
化窒素情報 (バ
イオマス増加 ) 
の流れにおい
て重要な役割
を果たすはず
である。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。 
 VITA1 の機能を明らかにするため、過剰発
現体 (C24) を作成し、二酸化窒素の存在 (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。二酸化窒素非存在
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 (特許申請済)。故
に VITA1 は、それ自身何らかの新規細胞分裂/
拡大促進遺伝子であり、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た。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は、大気中に含まれる二酸
化窒素の植物成長促進作用（バイタリゼー
ション）について、原因遺伝子 VITA1 とそ
の共発現遺伝子群の解析に焦点を絞って、
その分子機構の全体像の解明である。この
作用を顕著に現す遺伝子が特定されると、省
資源で環境負荷はなく、かつ農業生産性を高
める画期的技術が開発できる。 
 本研究は、まず VITA1 形質転換体のマイク
ロアレイ解析により共発現遺伝子群を取得
し、解析する。ついで、原因遺伝子候補を絞
り込み、形質転換し、バイオマス量の解析に
より原因遺伝子を特定して、その全体像の解
明を目指す。 
 
 
 
３．研究の方法 
 
植物材料 
シロイヌナズナ  (Arabidopsis thaliana (L.) 
Heynh. アクセッション Col-0, Ler, C24) およ
び VITA1 の T-DNA 挿入変異体（vita1）をパ
ーライトとバーミキュライト（1:1, v/v）に播
種、１週間二酸化窒素を含まない空気中で栽
培した後、50 ppb 二酸化窒素を含む空気中 
（+ NO2 植物）、または二酸化窒素を含まな
い空気中（–NO2 植物）で栽培した。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。 
 
細胞動力学的解析 
17〜35 日齢の植物体について、第８葉を２日
ごとに採取、FAA で固定、4℃に保存した。
これらの葉について葉面積、細胞サイズ、細
胞数ついて Takahashi et al. (2014) [論文 5] に
従って解析した。 
 
花成時期の解析 
花茎の長さが 1 cm になったときの栽培日数
を花成時期とした。同時期のロゼット葉数に
ついても計測した。 

 
図１ T-DNA挿入変異
体 vita1 はバイタリゼ
ーションを消失してい
た。P<0.05 



タンパク質の電気泳動 
35S::VITA1-GFP コンストラクトをシロイヌ
ナズナアクセッション Col-0 に導入して作出
した形質転換植物からタンパク質を抽出、
SDS-PAGE で分離した。ゲルを CBB 染色した。
並行して PVDF 膜にブロッティングして抗
GFP 抗体を用いてイムノブロッティングを
行った。 
 
タンパク質の N 末端配列の解析 
SDS-PAGE、CBB 染色後、GFP 抗体と反応し
たバンドをゲルから切り出し、エドマン分解、
HPLC 分析により N 末端のアミノ酸配列を決
定した。 
 
定量的リアルタイム PCR 解析 
シュートから抽出した RNA 1 μg を鋳型に逆
転写反応を行った。リアルタイム PCR 解析は、
ABI 7300 real-time PCR system (Applied 
Biosystems, Foster City, CA, USA) を用いて行
った。 
 
マイクロアレイ解析 
12 日齢のシロイヌナズナ Col-0 野生株および
vita1 変異体の+NO2 植物および– NO2 植物の
シュートを採取して、全 RNA を抽出した。
Affymetrix ATH1 マイクロアレイを用いてマ
イクロアレイ解析を行った。 
 
 
 
４．研究成果 
 
生理学的解析 
 まず、全体像解明の基礎となる細胞レベ
ルでの解析を実施した。+NO2 植物および
–NO2 植物の第８葉の葉面積、細胞サイズ、
細胞数について経時的（播種後 17〜35 日齢）

に解析した。その結果、相対葉面積増加速度
（RLER）、相対細胞増殖速度（RCDR）お
よび相対細胞拡大速度（RCER）はいずれ
の値も+–NO2 植物が大きかった（図２）。さ
らに、–NO2 植物では播種後 19-21、21-23 お
よび 23-33 日目にそれぞれ葉成長の第 1、2
および 3 phase にあることが分かった。また、
+NO2 植物ではどの phase も 2 日以上早くな
ることが初めて分かった。また、二酸化窒素
処理により出葉時期も 2 日以上早くなるこ
とが分かった (論文 1)。 
 
 さらに、二酸化窒素は花成促進作用をも
つことが新たに分かった（図３）。この促進
作用はシロイヌナズナアクセッション C24、
Col-0、Ler で観察された（図３）。すなわち、
二酸化窒素によるバイタリゼーションは、
バイオマスの増加と花成の早期化を惹起す
る。一般に、環境シグナル刺激 (一酸化窒
素、ジベレリン、糖の添加、低温処理、光
周期波長処理など) では、早咲きはバイオ
マス蓄積が低く (またはその逆)、「早咲き
バイオマス高」効果は二酸化窒素に固有で
ある (論文 2,3,5)。この結果はバイタリゼー
ションの全体像解明の重要な生理学的基礎
である。 
 また、VITA1 を破壊すると、花成が促進
されることが新たにわかり（図４）、VITA1
は花成阻害因子であると推定される。故に、
VITA1 は二酸化窒素によるバイオマス生産
と花成の両面に作用することが分かり、バ
イタリゼーション解明の重要な手がかりが
得られた。また、これらの結果から、申請
者は、二酸化窒素は正の植物成長調節因子
であるとの作業仮説を発表した(論文 4)。 

 
 
 
 

 
図２シロイヌナズナ C24 の+NO2 植物と−
NO2 植物の第８葉の細胞動力学解析 

 
図３. 二酸化窒素処理によって、シロイヌ
ナズナアクセッション C24、Col-0、Ler の
花成が促進された 



 
VITA1 タンパク質解析 
 次に、細胞内における VITA1 の翻訳産物
について解析した。VITA1 を破壊すると、
バイタリゼーションは消失するので、
VITA1 は二酸化窒素のバイオマス生産促進
作用の示現に必要な因子である。一方で、
花成は阻害する因子であることが分かって
いる。この結果から、VITA1 タンパク質と相
互作用する何らかの細胞内タンパク質の存
在が予想された。すなわち、二酸化窒素処理
により VITA1 タンパク質が増えバイオマス
蓄積が促進されるが、同時に VITA1 と相互作
用する (花成阻害作用を抑える) 細胞内タン
パク質が増え、その結果花成が促進されると
考えられる。VITA1 は、82 アミノ酸残基か
らなるペプチドをコードする。VITA1-GFP
融合タンパク質をシロイヌナズナで発現さ
せ、タンパク質を抽出して抗 GFP 抗体を用
いて免疫学的解析を行った。その結果、抗
GFP抗体と反応するバンドが２本観察され
た。さらに N 末端アミノ酸配列解析から N
末端のプロセシングが確認された。これら
の結果から、VITA1 は翻訳後修飾を受け、
翻訳産物は 2 個存在することが示された。
翻訳産物について VITA1 と相互作用するタ
ンパク質について酵母ツーハイブリッド法
によりスクリーニングした。その結果，これ
までに３つのポジティブなクローンが得ら
れた。これらのクローンはバイタリゼーショ
ン作用分子機構の解明の有力な手がかりに
なると考えられる。 
 
 
IYG 遺伝子発現解析 
定量的リアルタイム PCR により、+NO2 植物
および–NO2 植物の第８葉における VITA1 の
発現ならびに VITA1 の発現と密に関係する細
胞分裂 / 細胞拡大に関与する遺伝子群 

(Intrinsic Yield Genes, IYGs と称される) 約 25
個の遺伝子の発現量 (mRNA 蓄積量) につい
て調査した。その結果、調査した全ての IYG
遺伝子の発現量は齢特異的で、両植物間の発
現量の差は齢に依存して変動することがわ
かった（図５）[論文 5]。他方、VITA1 は、増
殖期（17—21 日齢）では–NO2 植物、+NO2
植物共に比較的強く発現しており、両者に有
意差が観られなかった（図６）。しかし、細
胞拡大期(23 日齢以降)を通して、発現量は比
較的安定で常に有意に+NO2 植物>–NO2 植物
であった。+NO2 植物では 23 日齢以降も高い
発現量 (23 日齢以前の発現量に匹敵する) が
維持されることが分かった。以上の結果から、
VITA1 は二酸化窒素で誘導される細胞拡大遺
伝子またはその制御遺伝子であることが示
唆された。 
 

 
VITA1 と共発現する遺伝子の解析 
これまでの研究から明らかとなった原因遺
伝子 VITA1 と共発現する遺伝子群について
公開データベースを用いて調査した。その
結果抽出された５個の遺伝子  (ERF061, 
SRF4, LRL3, NAC025 および At5g1440) につ
いて、mRNA 発現量に対する二酸化窒素処
理または非処理の効果をリアルタイム
PCR により時系列解析した（図６）。これ
らの遺伝子の T-DNA 挿入変異体について

 
図４ シロイヌナズナ Col-0 野生株と
vita1 の花成時期 

 

図５細胞増殖/細胞拡大に関与する遺伝子群
(Intrinsic Yield Genes, IYGs と称される) の発
現解析 



二酸化窒素による植物バイタリゼーション
効果について調査したが、遺伝子を特定する
には至らなかった。そこで、シロイヌナズナ
Col-0 野生株と VITA1 の遺伝子破壊株（vita1）
の 12 日齢の +NO2 植物と −NO2 植物につい
て、マイクロアレイ解析を行った。発現量を
比較解析し、相関解析した結果、ATMGT10
など 1５遺伝子が VITA1 の発現パターンと高
い相関を持つことが分かった。これらの遺伝
子は、VITA1 の機能解析および植物バイタリ
ゼーション解明に重要な手がかりを与える
ものである。 
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図６VITA1 遺伝子とその共発現遺伝子の
発現解析 
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