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研究成果の概要（和文）：気孔応答の背腹性を調べる上で、気孔の環境応答が、気孔孔辺細胞の

みの機能によるのか、葉肉の機能も気孔に影響を及ぼすのかは、解いておかなければならない

問題である。ツユクサの葉片、剥離表皮、剥離表皮を葉肉に再び載せたもの、をゲル上で長時

間観察することができるシステムを構築し、赤色光下の気孔開孔、および高 CO2下の閉口には

葉肉組織からのシグナルが関与していることが分かった。赤色光下の開孔への葉肉シグナルに

は光合成機能が必須、高 CO2 下の閉口には光合成が関与しないことも明らかになった。これら

の結果は、単色光ごとに葉肉因子の解析が必要であることを示している。 

研究成果の概要（英文）： The effects of changes in CO2 concentration (100 or 700 ppm) on stomatal 

responses in red or white light were examined microscopically in a leaf segment, an epidermal strip and 

an epidermal strip placed on a mesophyll segment of Commelina communis, all mounted on a 

buffer-containing gel. In both red and white light, stomata of the leaf segment opened/closed rapidly at 

low/high CO2. In red light, epidermal strip stomata barely responded to CO2. In white light, they opened 

at low CO2, but hardly closed at high CO2. Stomata of the epidermal strip placed on the mesophyll 

responded in the same manner as those on the leaf segment. We also confirmed that the apoplast transfer 

of ‘mesophyll signals’ and the stomatal opening at low CO2 are dependent on photosynthesis, whereas 

the stomatal closure at high CO2 is independent of photosynthesis. It is highly possible that production 

of mesophyll signlas in the light depends on the wavelength. 
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１．研究開始当初の背景 

  

 気孔の開閉に関する光生物学は、島崎、木

下、射場をはじめとするわが国の研究者が世

界をリードしている分野である。光は光合成

経路と非光合成経路を介して気孔の開孔に作

用すると考えられている。前者では光合成に

よるエネルギーや糖類の供給が行われ、後者
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では青色光がフォトトロピンに吸収されるこ

にはじまるシグナル伝達経路によって

H
+
-ATPase が活性化される。 

 われわれは、葉の表側と裏側とでは光環境

が大きく異なることに注目して、背腹葉の向

軸側（表側）と背軸側（裏側）の気孔の光応

答性を比較してきた。ヒマワリの葉の向軸側

と背軸側から同じ強度の白色光を同時に照射

すると、背軸側気孔の方が弱い光で開きはじ

める。また、背軸側の気孔は、同じ光量子束

密度ならば、白色光よりも、葉を透過した緑

色光に敏感に応答して開孔する（Wang et al. 

2008）。続いて単色光を用いた研究を進め、

光合成をDCMU で阻害しても、青色光は気孔

開孔を誘導することを確認し、緑色光は背軸

側気孔の開孔を誘導することを発見した。光

応答の違いが栽培光環境への馴化である可能

性を探るため、展開中の葉を2 週間裏返しに

したが、向軸側気孔の緑色光による開孔は誘

導できなかった（Wang et al. 2011）。これら

は、緑色光受容体が存在すること、向軸側気

孔と背軸側気孔に生来的な違いがあること、

を示唆している。シロイヌナズナの青色光受

容体であるフォトトロピンの二重突然変異体

phot1phot2、もうひとつの青色光受容体クリプ

トクロムの二重変異体cry1cry2 を用いた実験

では、前者は緑色光への応答を示したが、後

者は感受性が著しく減少した。植物の緑色光

応答については、多数の論文があるものの、

その分子機作は模糊としている（Folta & 

Maruhnich 2007）。しかし、緑色光応答には、

青色受容体と考えられているクリプトクロム

が関わっている可能性が高い。 

  

２．研究の目的 

  

 葉の表側と裏側とでは光環境が大きく異な

ることに注目して、ヒマワリの葉の表側と裏

側の気孔の光応答性を比較したところ、裏側

の気孔は、光合成の阻害剤DCMU 存在下でも

緑色光に応答して開孔することが明らかにな

った。本研究は、この光受容体を同定するこ

と、および、表側気孔と裏側気孔の光環境馴

化能力とその限界とを比較することを目的と

している。もし、われわれの予備実験が示唆

するように、気孔の緑色光／青色光への応答

にクリプトクロムが関与するならば、フォト

トロピンのみが関与しているとされる従来の

スキームを書き換えることになる。 

 単面葉シャガを用いた馴化実験を行い、気

孔の性質に見られる背腹性が生来的なものか

馴化によるのかを明らかにすることにも特徴

がある。 

 

３．研究の方法 

 

 当初の目的に沿って研究を推進しようと

したが、先行研究（Mott et al. 2008）の検討か

ら、気孔開閉への葉肉の寄与をまず確認する

必要があると考えるに至った。また、光受容

体が孔辺細胞に存在するとは限らない。葉肉

組織に光受容体がある可能性も否定できな

い。そこでまず、気孔開閉に葉肉組織が影響

するかどうかを調べた。 

 気孔研究のモデル植物ともいうべき、ツユ

クサを用いて、葉片、剥離表皮、剥離表皮を

葉肉の上に載せたもの、の気孔応答を観察す

ることにした。また、CAM 植物を用いた実

験系の開発も試みた。 

 

（1） ゲランガムを用いた観察システムの構

築：気孔腔に液体が入ると、気孔の応答が悪

くなる。気孔腔内に気体を保ったまま、剥離

表皮に水分を供給するためには、適切な硬さ

のゲルを用いるのがよい。ゲルの濃度や緩衝

液の組成などを工夫して、剥離表皮を長時間

にわたって観察するシステムを構築した。 

 

（2） 植物材料：温室や恒温室内で、ツユク

サおよびコダカラベンケイを栽培した。 

 

４．研究成果 

 

（1） 白色光の影響：ツユクサの葉片を、白
色光下、100 ppm CO2におくと気孔が開孔し、
700 ppm CO2におくと閉口した。剥離表皮で
は、100 ppm CO2における開孔はおこるが、
700 ppm CO2における閉口が著しく遅れた。
剥離表皮を葉肉の上に載せると、葉片とほぼ
等しい応答性を示した。 

 

（2） 赤色光の影響：ツユクサの葉片を、赤
色色光下、100 ppm CO2におくと気孔が開孔
し、700 ppm CO2におくと閉口した。剥離表
皮では、100 ppm CO2における開孔が起こら
ないので、700 ppm CO2における閉口反応は
調べられなかった。剥離表皮を葉肉の上に載
せると、葉片とほぼ等しい応答性を示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. ガス組成を調節できる気孔観察用チェ
ンバー．これを光学顕微鏡の上にマウントす
る。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2．ゲランガムを用いた裏側表皮の気孔を
観察。葉片や、葉肉に再び剥離表皮を載せる
際には、裏側表皮を葉肉よりも大きく切り取
り、葉肉を覆った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3．実験（1）および（2）の結果。剥離表
皮では赤色光における開孔が見られなかっ
た。また、高 CO2濃度における閉口が見られ
なかった。 

 

 

（3）スペーサー：剥離表皮を葉肉に載せる
際、緩衝液につけた 5 mm の径の孔をもつセ
ロファンを挟んだ場合には、気孔は葉片と同

様の反応を示した。5 mm の径の孔をもつポ
リエチレンのフィルムを挟んだ場合には、気
孔は剥離表皮の場合と同様の反応を示した。
（1）〜（3）の結果は葉肉からアポプラスト
液相を経由したシグナルが気孔に作用する

ことを強く示唆する。 

 

図 4．実験（3）の結果． 

 

（4）  DCMU による光合成阻害の効果：
DCMU で光合成を阻害すると、赤色光による
気孔開孔は見られなくなった。しかし、高 CO2

による気孔閉口は見られた。したがって、高
CO2 シグナルは葉肉から発せられるが、光合
成は関係していない。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5. 実験（4）の結果． 

 

（5）コダカラベンケイを用いた研究：CAM

植物、コダカラベンケイを用いて同様の実験
系を築いた。明期と暗期の表皮の違い。たと
えば明期の表皮を暗期の葉肉に載せるなど
の実験が可能である。 

 

（6）葉肉からのシグナルを考慮した気孔コ
ンダクタンスモデルの構築：気孔の環境応答
モデルの構築のために、酸素濃度が気孔コン
ダクタンスに及ぼす影響を解析した。葉肉の
電子伝達活性に注目したモデル化を行った。 
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