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研究成果の概要（和文）：C3植物イネとC4植物シコクビエの葉肉細胞とその葉緑体の細胞内配置について，連続
切片-光学顕微鏡法および連続切片-卓上走査型電子顕微鏡(SEM)法によって三次元再構築像が初めて示された．
また，細胞間隙の三次元再構築にも成功し，光合成に必要な二酸化炭素の取り込み能力に直結すると考えられて
いる「細胞間隙に面する葉肉細胞の葉緑体の面積」を実測値で算出することが可能となった．

研究成果の概要（英文）：The three-dimensional reconstructed models of mesophyll cells and their 
chloroplasts of rice (C3 plant) and finger millet (C4 plant) were shown by serial-sectioning light 
microscopy and serial-sectioning electron microscopy (using desk-top scanning electron microscope). 
The intercellular airspaces were also analyzed three-dimensionally, and the surface area of 
mesophyll cells and chloroplasts facing intercellular airspaces were measured.

研究分野： 植物形態

キーワード： イネ科作物　C４光合成　葉緑体　環境ストレス　三次元観察　卓上SEM　マイクロX線CT

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究を通じて連続切片-卓上SEM法による三次元再構築法が確立した．これにより，組織の内部構造を細胞・細
胞内小器官のレベルで３D解析することが可能となった．本手法で使用する卓上機は大型で高額な電子顕微鏡よ
りも導入し易く，操作方法も簡便であるため，学生やこれまで電子顕微鏡を使用したことのなかった初心者にも
利用し易い利点もあり，今後の普及・展開が期待される．

※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 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 

 

 

 

 

 

 

 

イネやムギなどのC3光合成植物において，光合成の主役となる葉肉組織の葉緑体は通常，細胞

周縁に広がって配置している．しかし，葉緑体は弱光下では光の入射方面に対して垂直に配列し

て受光率を高める集合運動を行い，強光下では入射方向に対して平行に配列して過剰光による

光障害を軽減する逃避運動を行うなど，光に応じて葉緑体がその細胞内配置を変化させることが

明らかにされており，その分子機構の解明が進められている (末次・和田 2013)． 

一方，トウモロコシやシバなど高温・乾燥地に適したC4光合成植物においては，葉肉細胞だけで

なく維管束を取り囲む維管束鞘細胞でも葉緑体が発達し，CO2を濃縮するC4回路が機能している 

(図１)．両細胞の葉緑体配置は異なり，葉肉葉緑体は細胞周縁に散在しているが (分散配置) (図

2A)，維管束鞘葉緑体は維管束に対して求心的または遠心的に局在している．維管束鞘葉緑体は

外環境の影響を受けず植物種ごとに配置が定まっている一方，葉肉葉緑体は強光・乾燥・塩などの

環境ストレスに応答して分散配置から維管束鞘細胞側へ局在する凝集配置 (図2B) へと変化する

ことが報告されている (Maai et al. 2011)．この現象はC3植物やC3-C4中間植物では見られずC4植物

に広くみられることからC4植物に共通した特性に由来していると考えられているが，その分子機構

は未だ不明な点が多く，凝集配置の生理的意義は明らかにされていない． 

これに対し，当研究グループは，強光下であっても葉周辺のCO2濃度が高ければ凝集程度が 

低下する，つまり分散配置を維持することをシコクビエ (葉肉細胞が大きい一方，葉肉葉緑体の数

が少なくその配置を観察し易い葉構造を有する) を用いた実験で見出した (Kato et al. under review)．

この結果は葉緑体の配置決定にCO2が関わることを示唆する．一般的に，環境ストレスに晒される

と植物は気孔を閉鎖するために葉内CO2濃度は低下するが，C4植物では維管束鞘細胞にCO2を

濃縮する機構を持つことや，葉緑体が大きく発達していてミトコンドリアも多いため呼吸活性が高い

ことから，維管束側のCO2濃度は細胞間隙に比べて相対的に高く維持されると考えられる．これら

よりC4植物では葉内CO2濃度が適正値以上の際には葉肉葉緑体は細胞内に散らばって細胞間隙

からのCO2吸収に効率の良い分散配置をとり，葉内CO2濃度が低く維管束鞘細胞側でのCO2発生

が相対的に多い際には葉肉葉緑体は維管束側からの漏出CO2の回収に効率の良い凝集配置を

とると考えられる．我々は，この分散-凝集のメカニズムを解明することで，これまでに示されてこな

かった「葉肉葉緑体がCO2濃度の高い方に移動する性質を持つ可能性」を実証できると考えた． 

葉緑体配置とCO2との関わりを評価するためには，気孔からCO2が流入してくる細胞間隙や，C4

回路によってCO2が濃縮される維管束鞘細胞との位置関係の把握がカギとなる．しかし，葉の内部

構造を観察するためには組織を薄く切り出す必要があり，特にC4植物は維管束に対して同心円状

に細胞が広がるため，これまでの研究では凝集運動の観察は主に横断切片に限られてきた．また，

イネ科作物の葉肉細胞は細胞壁が複雑にくびれた有腕構造を持つため (長南 1970)（図3），その

細胞内配置の意義を考えるには組織中における細胞の立体像を捉える必要がある． 

図 1: C4 光合成回路（NAD-ME 型の例） 図 2: C4 植物における葉肉葉緑体配置．シコクビエ（NAD-ME 型 C4 種）での例． 
       左: 分散配置, 右: 凝集配置.  BS: 維管束鞘, M: 葉肉, V: 維管束．  



２．研究の目的 

そこで本研究では，光合成タイプの異なる主要なイネ科作物を対象

として以下の2つを目的とした． 

① ストレス条件下の葉組織の構造を丸ごと三次元情報として取得し，

これまで評価が難しかった「組織における細胞の位置」「各細胞の立体

形状」「細胞内における葉緑体の配置」の3点に着目して葉組織内の

葉緑体の位置を網羅的に調査し，単に“細胞周縁に散らばっている”

と記述されてきた“分散配置”を立体的に記述して特徴ごとに分類し，

光合成特性との関連を見出す． 

② 光の強弱とCO2濃度の２つの環境要因を制御して葉緑体の位置の変化を調査し，葉緑体配置

には光だけでなくCO2も関与することをシコクビエ以外のC4植物でも確かめ，さらにC3植物に対象

を広げ凝集運動のような現象の有無を様々な方向から観察して再検証する． 

３．研究の方法 

当初の計画では，高精度X線マイクロCT（コンピュータ・トモグラフィー）法を用い，細胞壁と葉緑体

を迅速簡便に3D解析し，イネ (C3・温帯型)，コムギ (C3・寒冷型)，ソルガム (C4・NADP-ME型)， 

シコクビエ (C4・NAD-ME型)，ローズグラス (C4・PCK型) など多種の多様な葉組織を比較する予定

であった．大学間研究協力協定の締結された西オーストラリア大学のサブミクロンレベルでの分解能

を有するX線マイクロCT (Xradia 520 Versa, Zeiss) を用い，ローズグラス・シコクビエを対象に条件

検討を行い  (図4)，有効な手段であることは確かめられたが，初年度末に新型コロナウィルス 

(COVID19) の世界的感染が拡大して海外渡航が制限され，装置利用の目途が立たなくなった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

そこで，観察手法の主軸をウルトラミクロトームによる連続切片の三次元（3D）再構築に切り替えて

研究を進めた．微細構造の保持に適した電子顕微鏡観察用の手法を用いて葉組織試料ブロック

を作製し，厚さ0.5 µm厚の精確な切片を100～300枚連続で切り出し，それらをまとめてスライドガラス

に回収して光学顕微鏡で連続撮影を行い，画像解析ソフト (Image-Pro) 上で3D再構築を行った． 

しかし，光学顕微鏡像では凝集配置など密集している場合には個々の葉緑体を識別することが

困難であった．そこで，当初の計画にはなかったが，スライドガラスに回収した切片に電子顕微鏡用

の重金属染色を行い，走査型電子顕微鏡 (SEM) で組織像を撮影する手法の導入に踏み切った．

図 3：イネ科葉肉細胞の有腕構造の例.  
走査電子顕微鏡，シコクビエ, 縦断面. 

図 4： 

高分解能 X 線マイクロ CT による葉組織の 

三次元形態観察. 

ローズグラス（PCK 型 C4 種）． 

葉緑体(白粒)に表示焦点を合わせた. 

ストレス条件下でサンプリングしたもので， 

葉肉葉緑体は分散配置を示している． 

BS: 維管束鞘細胞, 

M: 葉肉細胞,  

V: 維管束． 



この「連続切片 (serial section) -SEM (ssSEM) 法」そのものが近年普及してきた新しい手法であり， 

その撮影には高分解能の大型・高額のSEMが必要とされていたが，‘コロナ禍’における行動範囲内

に利用できる装置はなかったため，分解能が落ちるものの小型の卓上SEM (TM3000 / TM4000, 

Hitachi) を使用する観察系の確立から新規に取り組んだ． 

４．研究の成果 

まず，光学顕微鏡を用いた連続切片-再構築法によって，イネ (C3・温帯型) とシコクビエ（C4・

NAD-ME型） の葉肉細胞とその葉緑体の細胞内配置について表皮や維管束組織も含めた広域

で3D解析が可能となった (Ouk et al. 2020)．これにより，一見葉の表裏で差異が見られないとされる

単子葉イネにおける葉肉細胞の外形が，葉組織内の位置（向軸側・背軸側・その中間）で異なって

いることを見出した．さらに，細胞の形状に加えて細胞間隙の3D再構築に成功し，光合成に必要な

CO2の取り込み能力に直結すると考えられているSmes (細胞間隙に面する葉肉細胞の表面積) や，

Sｃ (細胞間隙に面する葉肉細胞の葉緑体の面積) の実測値での算出を可能にした．Smes やSｃ は，

二次元の横断面や縦断面の形状から計算式で推定する手法 (Evans et al. 1994) が多くの研究者

に用いられてきたが，本研究では，3D再構築像の実測値だけでなく，その空間情報に基づいて 

横断・縦断面を再抽出して従来法による推定値も算出し，両者の比較も行った．その結果，イネの

葉組織においては葉肉細胞が複雑にくびれた形状を示す横断切片より，双子葉植物の柵上組織

のような形状を示す縦断切片に基づいて算出する方が，実測値により近いSmes ・Sｃ 値が得られる

可能性を示した (Ouk et al. under review)． 

さらに，連続切片-再構築法を卓上SEMによる撮影・観察系に発展させた．上述の光学顕微鏡

用に作製したスライドガラス上の切片であっても，重金属染色と帯電軽減用コーティングを行えば，

卓上SEMであっても組織・細胞・細胞内微細構造の観察が可能となった (図5)．一般的な透過型

の電子顕微鏡に比べて低倍率から観察を始められる利点があり，光学顕微鏡のような広い視野で

の組織レベルの構造把握にも優れていた (図5A)．また，卓上SEMは分解能が低いとされているが，

撮影条件の検討によって細胞壁の厚みや核，葉緑体，そしてミトコンドリアなども識別可能となった 

(図5B)． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

この切片-卓上SEM法を用いてシコクビエの葉組織を0.5 µm厚で100±40枚の連続切片にして

葉肉細胞とその葉緑体の領域を識別して画像解析ソフト上で積み上げることによって3D再構築像

を作製した （図6）．これにより，葉肉細胞の複雑にくびれた外形と，その内部に配置する葉緑体の

1つ1つをその形状を捉えながら細胞内における位置関係を理解することが可能となった．そこで，

光の強弱とCO2濃度を制御して葉肉葉緑体に凝集運動を誘導する処理 (葉を空気から遮断した 

状態で強い青色光を4時間照射) を施し，その前後での葉肉細胞を3D解析した．その結果，細胞

図 5：卓上 SEM による葉組織の切片観察像．シコクビエ （NAD-ME 型C4 種）．光学顕微鏡用のスライドガラスに回収した連続切片

を重金属 (酢酸ウランおよび酢酸鉛/クエン酸鉛) で染色し，反射電子像を撮影した．非ストレス条件下でサンプリングしたもので，

葉肉葉緑体は分散配置を示している．BS: 維管束鞘細胞，M: 葉肉細胞，V: 維管束，chl: 葉緑体， mit: ミトコンドリア． 



の体積や表面積に有意な差はなかった一方で，個々の葉緑体の体積にはストレス処理で有意な

減少が見られ，特に葉の背軸側に位置する細胞では葉緑体の形状が扁平に変化することなどが

示された．また，維管束鞘細胞から葉肉細胞内の個々の葉緑体までの三次元空間における距離

を直接算出することが可能となり，ストレス処理によって維管束側に葉緑体が集まる実態をより精確

に捉えることが可能となった． 

以上の通り，連続切片-卓上SEM法の確立によって葉組織の内部構造を細胞・細胞内小器官の

レベルで３D解析することが可能となった．本手法で使用する卓上機は大型で高額な電子顕微鏡

よりも導入し易く，操作方法も簡便であるため，学生やこれまで電子顕微鏡を使用したことのない 

初心者にも利用し易い利点もあり，今後の普及・展開が期待される．一方で，この手法を用いても

葉内構造の３D解析を行うには多数の連続切片を作製・撮影する必要があるため，高分解能X線 

マイクロCTによる試料の非破壊観察に比べて桁違いに時間を要してしまう (CTスキャンであれば

数時間で完了する撮影に，連続切片-卓上SEM法では数日を要する)．そのため，本研究期間中

には，多数の植物種での比較を実施できず，葉緑体配置へのCO2の関与を明確にするに至れな

かったが，確立した観察系を活かして引き続き観察数を着実に増やし，これを達成したい． 
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図 6：シコクビエ （NAD-ME 型 C4 種） の葉肉細胞とその葉緑体の連続切片-卓上 SEM 法による三次元再構築像と葉肉葉緑体の

維管束鞘細胞からの相対距離． 凝集運動を誘導するストレス処理の前後で比較した． 
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