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研究成果の概要（和文）：気孔開閉運動を制御するシグナル伝達において、孔辺細胞の細胞質カルシウムイオン
が重要なセカンドメッセンジャーとして機能している。しかし孔辺細胞細胞質カルシウムイオン濃度を調節する
分子機構とその下流で機能するカルシウムイオン感知機構については不明な点が多い。本研究では、気孔開閉運
動の制御にかかわる新規のカルシウムイオン輸送体候補因子の機能解析を行い、植物のストレス耐性機構を理解
する上で重要な知見を提供した。

研究成果の概要（英文）：Cytosolic calcium ions function as an important second messenger in guard 
cell signaling that regulates stomatal movement. However, the molecular mechanism that regulate 
cytosolic calcium ion concentrations in guard cells and the downstream mechanism responsible for 
calcium sensing are not yet fully understood. In this study, we analyzed the functions of novel 
candidate factors for calcium ion transporters involved in the regulation of stomatal movement, 
providing important insights into the regulatory mechanisms of plant stress tolerances.

研究分野： 植物生理学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、カルシウムイオンに依存して気孔開閉運動を制御するシグナル伝達機構の一端を明らかにした。本研
究の成果は、農作物のストレス耐性改善技術の開発に貢献できる可能性を秘めている。

※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。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 

植物の葉の表皮には、一対の孔辺細胞からなる気孔と呼ばれる小孔が存在する。植物は、気孔

を介して光合成の材料である二酸化炭素を葉内へと取り込み、同時に蒸散として水分を放出する

ことで土壌中の養分を根から吸収するために必要な駆動力を生み出している。乾燥ストレス下で

合成される植物ホルモンであるアブシシン酸は、気孔閉口を誘導することで過度の蒸散による水

分損失を抑制する働きを持つ。気孔閉口を誘導する孔辺細胞アブシシン酸シグナル伝達において、

孔辺細胞細胞質のカルシウムイオンが重要なセカンドメッセンジャーとして機能することがこ

れまでの研究で明らかとなっている。アブシシン酸は、孔辺細胞原形質膜に存在するカルシウム

イオン輸送体である過分極活性化型カルシウムイオンチャネルを活性化し、孔辺細胞内の細胞質

遊離カルシウムイオン濃度（[Ca2+]cyt）の上昇を誘導する（引用文献①）。この[Ca2+]cyt上昇は、

気孔閉口のマスターレギュレーターであるS型アニオンチャネルSLAC1の活性化を導くことがわ

かっている（引用文献②、③）。しかし孔辺細胞[Ca2+]cytを制御するカルシウムイオン輸送体タ

ンパク質をコードする遺伝子は、一部を除いて明らかになってはいない。 

 

２．研究の目的 

モデル植物であるシロイヌナズナを用いたこれまでの研究により、アブシシン酸誘導気孔閉口

にかかわるカルシウムイオン輸送体候補因子をいくつか単離している。そのうちの２つである、

環状ヌクレオチド作動性イオンチャネルのホモログであるgcCNGCと機能未知の膜タンパク質で

あるGCMについて機能解析を行い、気孔開閉運動の制御を担う孔辺細胞[Ca2+]cyt依存性シグナル伝

達の分子機構を解明することを本研究の目的とした。本目的を達成するためには、植物細胞を対

象にした高度な電気生理学実験手法が要求される。海外共同研究者であるJulian Schroeder博士

の研究室に滞在し、実験手法の確立を進めた。 

 
 
３．研究の方法 

(1) シロイヌナズナ変異体の気孔表現型解析 

gcCNGC やGCM ファミリー遺伝子を破壊したシロイヌナズナ多重遺伝子破壊変異植物体である

gccngc、gcmを作成し、その表現型を解析した。気孔表現型の解析は、顕微鏡による気孔開度測

定と、赤外線サーモグラフィーを用いた葉面温度測定により行った。gccngc変異体については、

アブシシン酸シグナル伝達のコア因子であるOST1（引用文献④）との多重変異体gccngc/ost1も

作成し、解析に用いた。 

 

(2) 孔辺細胞原形質膜イオンチャネル活性評価 

シロイヌナズナロゼット葉をブレンダーで破砕後、表皮断片をナイロンメッシュで回収した。

回収した表皮断片をセルラーゼやマセロザイムを含む酵素液で処理することにより、孔辺細胞プ

ロトプラストを単離した。孔辺細胞プロトプラストを用いて、電気生理学的手法であるホールセ

ルパッチクランプ法による実験を行い、原形質膜イオンチャネルの活性評価を行った。 

 

(3) カルシウムイオン輸送体候補因子のin vitroにおけるカルシウムイオン輸送活性評価 

アフリカツメガエル卵母細胞を異種発現系として用いた二電極膜電位固定法実験により、カル

シウムイオン輸送候補因子の活性をin vitroで評価した。また、ヒト培養細胞HEK293Tを用いた

ホールセルパッチクランプ実験によるin vitro活性評価も行った。 

 

(4) 孔辺細胞[Ca2+]cytイメージング 



カルシウム指示蛍光タンパク質であるyellow cameleon 3.6（YC3.6）を導入したgcCNGC・GCM

遺伝子破壊変異体を作成し、孔辺細胞[Ca2+]cytイメージング実験を行った。YC3.6には、核外輸送

シグナル配列（NES: Nuclear Export Signal）を付加したNES-YC3.6 を用いた（引用文献⑤）。 

 

４．研究成果 

(1) シロイヌナズナ変異体の気孔表現型解析 

気孔表現型の評価実験の結果、gccngc変異体では、アブシシン酸などの気孔閉口を誘導する刺

激を与えなくとも、恒常的に気孔が閉口しており、乾燥ストレス耐性が向上していることが明ら

かとなった。また、アブシシン酸シグナル伝達のコア因子であるOST1との多重変異体gccngc/ost1

を用いた実験の結果、gcCNGCが、OST1とは独立したシグナル伝達で機能している可能性を示唆す

るデータを得た。gcm変異体については、もっとも強い気孔表現型を示す多重変異体ラインを単

離することができた。 

 

(2) カルシウムイオン輸送体候補因子のin vitroにおけるカルシウムイオン輸送活性評価 

gccngc変異体の孔辺細胞プロトプラストを用いて、ホールセルパッチクランプ法による原形質

膜カルシウムイオンチャネルの活性評価を行った。様々なカルシウムイオンチャネル活性化剤を

処理して実験を行ったが、gccngc変異体の野生株との間に顕著な差は見られなかった。その他の

イオンチャネル活性については、現在調査中である。 

 

(3) カルシウムイオン輸送体候補因子のin vitroにおけるカルシウムイオン輸送活性評価 

これまでの研究で単離したgcCNGC やGCMと相互作用する因子を、gcCNGCやGCMとともにアフリ

カツメガエル卵母細胞に導入し、二電極膜電位固定法によるカルシウムイオン輸送活性の評価を

行った。結果、gcCNGCについてはイオン輸送活性を検出することができた。また、gcCNGCの相互

因子のうち、gcCNGCの活性を抑制するもの（例: Interactor-1）をいくつか同定することができ

た（図1）。 

GCMについては、アフリカツメガエル卵母細胞を用いた二電極膜電位固定法実験で、イオン輸

送活性を検出することはできなかった。しかし、別の発現系としてヒト培養細胞HEK293T を用い

た実験系の構築を行い、ホールセルパッチクランプ法による電気生理学的解析を行ったところ、

イオン輸送活性を検出することができた（図2）。現在、イオン選択性や活性制御タンパク質の

スクリーニングなど詳細な解析を進めている。 

 



 (4) 孔辺細胞[Ca2+]cytイメージング 

カルシウム指示蛍光タンパク質であるNES-YC3.6 を導入したシロイヌナズナを用いた孔辺細

胞[Ca2+]cytイメージング実験の結果、gccngc変異体では、様々な刺激に応答した孔辺細胞

[Ca2+]cyt 上昇に異常が見られた。gcm変異体については、上記実験（１）で単離した最も顕著

な表現型を示す多重変異体ラインにNES-YC3.6を導入中である。 
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