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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアは酸化呼吸のみならず、アポトーシスや老化など様々な細胞機能で重
要な役割を果たしている。動物細胞では、それらの制御にカルシウムイオンシグナリングが深く関係している。
本研究では、植物細胞のミトコンドリアの多様な機能を解析し、次の事実を明らかにした。（1）ミトコンドリ
ア内膜に機械受容チャンネルMSL1が存在し、気孔応答を制御する重要な働きをしている。（2）ミトコンドリア
電子伝達の抑制によって生じる細胞質カルシウムシグナルを介して、ミトコンドリアが免疫遺伝子発現を制御し
ている。これらの研究から、ミトコンドリアが植物機能を制御する新しいメカニズムが見えてきた。

研究成果の概要（英文）：Mitochondria play important roles in not only aerobic respiration, but also 
a range of cellular functions, including apoptosis and cellular senescence in animal cells. It 
should be noted that calcium signaling is involved in the cellular responses mediated by 
mitochondria. In this study, novel mitochondrial functions are characterized in plant cells. (1) A 
novel mechanical channel, MSL1 in the inner membrane of plant mitochondria plays a critical role in 
the regulation of stomatal aperture. (2) Mitochondrial dysfunction mediated cytosolic calcium 
signals acts as a retrograde signal to activate the expression of nuclear-encoded defense-related 
genes. These findings would open novel insights into the role of mitochondria in the regulation of 
cellular functions in plant cells.

研究分野： 植物生理学
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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 
 ミトコンドリアは酸化呼吸のみならず、ア
ポトーシス・酸化ストレス・老化など様々な
細胞機能で重要な役割を果たしている。アポ
トーシスや老化を制御するミトコンドリア
依存経路において、Ca2+は中心的に働くキー
因子である。例えば、アポトーシスは細胞質
からミトコンドリアに流入する Ca2+が PTP の
開口を誘導することで起動する。2010 年に動
物のミトコンドリア Ca2+流入機構が初めて明
らかになり、ミトコンドリアを介した細胞機
能制御の新しい研究が急展開している。一方、
研究開始時点で、植物細胞におけるミトコン
ドリアと Ca2+シグナリングの関係はほとんど
分かっておらず、植物ミトコンドリアの Ca2+

制御機構やその細胞応答における役割は全
く分かっていなかった。 
 
２．研究の目的 
 動物細胞では、ミトコンドリアが細胞質
Ca2+ホメオスタシスの制御で重要な働きをし
ているばかりでなく、アポトーシス制御にお
けるミトコンドリア Ca2+の役割などが明らか
になり、ミトコンドリア Ca2+の役割と Ca2+輸
送の分子機構が注目されている。一方、研究
代表者は Ca2+流入チャネル候補２種が植物ミ
トコンドリアに局在することを明らかにし
ている。本研究では、２種の Ca2+制御シス
テム（MCU/MICUCa2+ユニポーターと MSL1 機
械受容チャネル）に注目し、それらの生理
機能を明らかにするとともに、ミトコンド
リアによる細胞質ゾル Ca2+制御機構につい
ても研究を進めた。植物の多様な細胞応答
を統御するミトコンドリア Ca2+を中心とし
た新しい制御ネットワークを提案すること
を目的に研究を進めた。 
 
３．研究の方法 
(1)ミトコンドリア機械受容チャネル MSL１
の細胞機能制御における役割 
 MSL1 の特異抗体を作成し、ミトコンドリア
局在解析を行った。また、機械受容チャンネ
ル欠損大腸菌を用い、MSL1 による相補性解析
を行った。植物細胞における MSL1 機能を解
析するために、MSL1 ノックダウン植物、MSL1
過剰発現植物、MSL1 遺伝子の T-DNA 挿入ノッ
クアウト変異体を作成した。気孔の開閉解析
は、剥離表皮切片を用いて行った。 
 
(2)ミトコンドリア Ca2+ユニポーター制御因
子 MICU1 の機能解析 
 MICU1 の特異抗体を作成し、ミトコンドリ
ア局在解析を行った。また、MICU1 遺伝子の
T-DNA 挿入ノックアウト変異体を作成し.植
物細胞における MICU1 の機能解析を行った。 
 
(3)ミトコンドリア機能阻害が誘導する細胞
質ゾル Ca2+応答と核コード遺伝子発現制御 
 DBMIB による遺伝子発現誘導は、根または
葉のトータル RNA を用い、qRT-PCR 法で解析

した。発現コントロールとしては、UBQ10 遺
伝子を用いた。また、細胞質ゾル Ca2+シグナ
ルの測定には、細胞質で Ca2+センサータンパ
ク質のイクオリンを発現する形質転換植物
を用い、ルミノメータによって発光を定量し
た。RNAseq 解析はイルミナ NextSeq を用いて
行った。 
 
４．研究成果 
(1)ミトコンドリア機械受容チャネル MSL１
の細胞機能制御における役割 
 植物ゲノムは、バクテリアの低コンダクタ
ンス機械受容チャネル MscS のホモログを複
数有するが、その機能解析は十分に進んでい
ない。シロイヌナズナは、MscS の植物ホモロ
グ MSL を 10 種もち（MSL1〜MSL10）、それぞ
れ異なった組織や細胞内機関で特有の機能
を持つと考えられている。系統解析から、植
物 MSLは MSL1 グループ（グループ１）、MSL2/3
グループ（グループ 2）、それ以外の MSL4-10
が属するグループ３に分類される。本研究の
開始時点で、グループ２の MSL2 と MSL3 は葉
緑体に、MSL3 グループの多くは細胞膜に局在
することが分かっていたが、グループ１の
MSL1 の細胞内局在や機能は分かっていなか
った。 
 
(1)-i MSL1 はミトコンドリア内膜に局在す
る 
 研究代表者は、本研究の開始時点で MSL1
がミトコンドリアに局在する可能性を見出
していた。GFP 融合タンパク質の細胞内局在
解析、MSL1 抗体を用いたミトコンドリア内局
在解析を行い、MSL1 がミトコンドリア内膜に
局在するタンパク質であることを明らかに
した。 
 
(1)-ii MSL1 ノックダウンおよび過剰発現
変異体の作成と解析 
 まず、MSL1 が機械受容チャネル活性を有す
る可能性について、大腸菌の機械受容チャネ
ル変異体の相補性解析で評価し、機械受容チ
ャンネル機能を有する可能性を示した。 
 発現解析から、MSL1 はすべての組織で発現
していることが分かった。そこで、植物細胞
における MSL1 の機能解析を進めるために、
MSL1 のノックダウン植物と過剰発現植物を
解析し、ミトコンドリア機能や成長への影響
を幅広く評価した。しかし、MSL1 ノックダウ
ン植物／過剰発現植物共に,ミトコンドリア
の膜電位や呼吸活性に大きな変化を示さな
かった。また、顕著な成長表現型も見られず、
その機能は不明のままであった。同様な表現
型は、2016 年にアメリカのグループからも報
告されている。 
 
(1)-iii MSL1 は葉の気孔の開閉制御に関係
する 
 大腸菌の MscS は細胞の浸透圧調節に、葉
緑体に局在する MSL2 と MSL3 も葉緑体の浸透



圧調節に関係している。同様に、MSL1 もミト
コンドリアの浸透圧調節に関係している可
能性がかんがえられた 。一方、MSL1 は成熟
種子や気孔の孔辺細胞で強く発現している
ことから、発芽時の吸水に伴う急激な細胞内
浸透圧変化や、気孔の開閉に伴う孔辺細胞の
浸透圧変化時に、ミトコンドリア機能を保持
するために働いている可能性が考えられる。
そこで、MSL1 のノックダウン及びノックアウ
ト変異体の発芽特性や気孔応答を解析し、
MSL１が気孔の海兵制御に関係することが分
かった。気孔は光によって開口し、アブシジ
ン酸によって閉口する。MSL1 ノックダウン変
異体では、ABA による気孔閉口が怒らないこ
とが分かった。さらに、msl1ノックアウト変
異体では、光による開口が抑制され、ABA 応
答も見られなかった。これらの結果は、ミト
コンドリアに局在する機械受容チャネルの
MSL1 が気孔の開閉制御に重要な役割を果た
していることを示唆している。バクテリアの
MscSはCa2+透過性を持つことが知られている。
本研究は、ミトコンドリア MscS による細胞
内 Ca2+制御など、ミトコンドリアによる植物
細胞機能制御の新しい姿の解明につながる
と期待される。 
 
(2)ミトコンドリア Ca2+ユニポーター制御因
子 MICU1 の機能解析 
 ミトコンドリアの Ca2+ユニポーターとして
MCU とその制御因子 MICU1 が知られている。
本研究では、シロイヌナズナ MICU1 ホモログ
の解析を行い、ミトコンドリアに局在するこ
とを明らかにした。また、ノックアウト変異
体による機能解析を行ったが、現時点で顕著
な表現型は見いだせていない。今後、ミトコ
ンドリア Ca2+恒常性における役割などを解析
していく必要がある。 
 
(3)ミトコンドリア機能阻害が誘導する細胞
質ゾル Ca2+応答と核コード遺伝子発現制御 
 電子伝達阻害剤の DBMIB は、葉緑体チラコ
イド膜の光化学系Iへの電子伝達を阻害する
光合成阻害剤として広く用いられている。プ
ラストキノンプールの過還元を引き起こす
ことから、強光阻害を引き起こす阻害剤とし
て生理実験にも広く用いられている。葉の
DBMIB 処理は、フラジェリン応答遺伝子など
の免疫関係遺伝子群の発現を誘導すること
から、DBMIB 処理により葉緑体レトログレー
ドシグナルが発信され、核の遺伝子発現を制
御すると考えられている。しかし、そのシグ
ナルの実体や生理的な意義については、明ら
かになっていなかった。 
 一方、研究代表者は、DBMIB による遺伝子
発現誘導が明暗に関係なく起こることを見
出し、この遺伝子発現応答に葉緑体の光合成
が関与していないことを見出した。そこで、
ミトコンドリア電子伝達阻害が核コード遺
伝子発現を制御している可能性について検
討を進めた。 

(3)-i DBMIB は根のミトコンドリア電子伝
達を阻害し、免疫関係遺伝子発現を誘導する 
 DBMIB は葉緑体電子伝達ばかりでなく、ミ
トコンドリアの複合体 II への電子伝達を強
く阻害することが知られている。DBMIB のミ
トコンドリアへの作用を解析するために、根
の遺伝子発現への DBMIB の影響を調べた。ま
ず、DBMIB 処理によってミトコンドリア膜電
位が消失することから、根の細胞における
DBMIB の主要な作用点がミトコンドリアであ
ることを確認した。一方、根を DBMIB で処理
することで、核ゲノムにコードされた免疫関
係遺伝子の発現が一過的に誘導されること
を見出した。DBMIB と同じ作用点を持つ電子
伝達阻害剤のアンチマイシンAも免疫関係遺
伝子の発現を同様に促進したことから、ミト
コンドリア電子伝達活性の阻害によって、未
知のミトコンドリアレトログレードシグナ
ルが発信され、核コードの免疫関係遺伝子の
発現を得意的に活性化する機構が存在する
ことが示された。 
 
(3)-ii DBMIB は細胞質ゾルの一過的 Ca2+濃
度上昇を引き起こす 
 DBMIB が誘導する免疫関係遺伝子の多くの
プロモータに」Ca2+制御遺伝子のプロモータ
にみられる CAM-box (AGCGCT)や ABRE 配列が
存在することから、ミトコンドリアレトログ
レードシグナルとして Ca2+が関与している可
能性が考えられた。そこで、Ca2+センサータ
ンパク質イクオリンを細胞質ゾルで発現す
る形質転換植物を作成し、DBMIBに対するCa2+

応答を調べた。その結果、DBMIB 処理によっ
て、1-2 分のタイムラグを経て十数分継続す
る細胞質ゾルでの一過的 Ca2+濃度上昇が生じ
ることを見出した。この Ca2+応答は、細胞外
Ca2+キレート剤の BAPTA 処理により消失する
ことから、細胞外からの Ca2+流入によって生
じていることが分かった。一方、ミトコンド
リアや小胞体からの Ca2+放出を阻害するルテ
ニウムレッドによっても Ca2+応答が抑えられ
たことから、細胞内 Ca2+ストアからの Ca2+放
出も関係している可能性も考えられた。同様
な細胞質ゾル Ca2+応答は、他のミトコンドリ
ア電子伝達阻害剤やミトコンドリアアンカ
プラーによっても生じたことから、電子伝達
阻害などのミトコンドリア機能阻害が根の
細胞で細胞質ゾルの Ca2+応答を引き起こすこ
とが明らかになった。 
 
(3)-iii DBMIBは細胞質Ca2+応答を介して免
疫応答遺伝子発現を制御する 
 DBMIB が引き起こす細胞質ゾル Ca2+濃度上
昇が、核での免疫関係遺伝子発現に関係して
いる可能性を検討するために、Ca2+応答を抑
制するBAPTA存在下での遺伝子発現を解析し
た。その結果、免疫関係遺伝子群の一部で、
BAPTA 存在下で DBMIB による発現誘導が大き
く抑制されることを明らかにした。この結果
は、DBMIB によるミトコンドリア電子伝達阻



害が引き起こす細胞質ゾルでの Ca2+応答が、
レトログレードシグナルとして働き、核コー
ドの遺伝子発現を誘導している可能性を強
く示唆した。 
 そこで、RNAseq を用いた網羅的遺伝子発現
解析をお行い、Ca2+シグナルによって制御さ
れている DBMIB 遺伝子の解析を行った。その
結果、DBMIB が誘導する 990 遺伝子のうちの
25%以上の遺伝子の発現が BAPTA 存在下で誘
導されなくなることをみいだした。これらの
Ca2+依存性遺伝子のプロモータには、CAM-Box
が見られた。 
 以上の結果から、ミトコンドリア機能阻害
が細胞質ゾルの Ca2+応答を引き起こし、Ca2+

シグナルがレトログレードシグナルとして、
免疫関係遺伝子の発現誘導を制御している
ことが明らかになった。根におけるミトコン
ドリアレトログレードシグナルによる免疫
遺伝子群の発現制御系の存在は、嫌気性病原
体の感染防御に関係している可能性が考え
られる。今後、ミトコンドリア機能阻害が Ca2+

シグナルを生じる分子機構を明らかにする
とともに、その生理機能の解析を進める必要
がある。 
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