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研究成果の概要（和文）：本研究ではアミノ酸の一つであるグルタミン酸が、高等植物の気孔閉鎖および病原体に対す
る抵抗性遺伝子の発現誘導に関与することを生理、遺伝、分子生物学的なアプローチから明らかにした。グルタミン酸
による気孔閉鎖は、１）グルタミン酸受容体遺伝子GLR3.5、２）カルシウムシグナル、を介することが明らかにされた
。また、病原抵抗性遺伝子（PR-1)の発現誘導に関しては、グルタミン酸による内生サリチル酸量の上昇、また、サリ
チル酸合成系遺伝子の発現誘導に起因することが明らかにされた。グルタミン酸は動物の神経伝達シグナルとして機能
するが、今回の研究成果は植物と動物間におけるシグナルの進化的共通性を示唆している。

研究成果の概要（英文）：Using physiological, genetic and molecular approaches, we have shown that amino 
acid glutamate (Glu) plays as a signaling molecule in both stomatal closure and the expression of 
pathogen resistant gene in higher plants. Glu dependent stomatal closure required Glu receptor gene 
GLR3.5 and calcium signaling. Glu induced the expression of PR-1 gene and this induction was mainly due 
to an increased level of endogenous salicylic acid (SA) and up-regulation of the SA biosynthetic gene 
expression. These results strongly supported the functional Glu signaling in higher plants and also 
provoked some evolutional commonalities in cellular signaling conserved between plants and mammals.

研究分野： 環境応答

キーワード： シグナル伝達　気孔　アミノ酸　植物ホルモン　遺伝子発現
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１．研究開始当初の背景 
申請者らは、アミノ酸であるグルタミン酸

（Glu）およびグリシン（Gly）が植物の Glu
受容体（GLR）を介し、孔辺細胞の閉鎖を促
すことをモデル植物のシロイヌナズナおよ
びソラマメを用いて明らかにしてきた。Glu
は動物の記憶・学習を司る重要な神経伝達物
質であるが、植物でのシグナルとしての機能
に関する知見は乏しい。動物と類似の構造を
持った GLR がシロイヌナズナを始めとし
様々な植物種で同定されていることは、植物
が実際にGluや他のアミノ酸をシグナルとし
て利用することを裏付けているが、各々の
GLR の機能、生理形質への寄与については多
くの解決すべき課題が残されている。 
孔辺細胞は植物シグナル伝達研究の強力

なツールであり、本研究計画ではこの系を用
いて植物のGluシグナル伝達機構の解明を目
指した。計画を進行する上で、申請者らは、
GLR を介した Glu シグナルが気孔閉鎖に関
与することを以下の研究成果から明らかに
していた。 
 
ア）Glu が孔辺細胞内の Ca2+量を増加させた
（Glu 受容体の Ca2+チャネル特性を反映）。
イ）Glu 受容体のアンタゴニストが抑制的に、
アゴニストが相加的にGlu依存性の気孔応答
に作用した。 
ウ）シロイヌナズナ GLR3.5 および GLR3.7
の遺伝子破壊系統 glr3.5、glr3.7 が Glu 依存
性の気孔閉鎖に非感受性を示した。 
 
また、Glu は病原菌感染時にアポプラスト

から細胞外に放出されること（Vatsa et al. 
Biochimie 2011）、PR 遺伝子等の病害抵抗性
遺伝子の発現を誘導すること（Chen et al. 
Amino Acids 2010）が報告されており、病原
菌感染における気孔閉鎖シグナルとの接点
も注目される。申請者は GLR を介した Glu
シグナル伝達機構を解明し、収穫後の植物体
の鮮度保持、抗菌作用等の応用研究に繋げる
ための新たな足掛かりを得たいと考えた。 
 
２．研究の目的 
申請者は、Glu および Gly が、気孔閉鎖の

重要なシグナルとして機能すること、また、
そのシグナルが特定のGlu受容体遺伝子を介
することを見出していた。本研究は、Glu 受
容体から下流のシグナル伝達機構をシロイ
ヌナズナの孔辺細胞の系を用いて明らかに
し、収穫後の農産物の鮮度保持、食中毒とな
る原因菌の気孔感染防除等への応用展開へ
向けた基盤研究を確立することを目的とし
た。 
具体的な研究項目として、 

１）Glu 受容体の遺伝子破壊系統を用いたシ
グナル伝達経路の機能解析 
２）病原菌感染応答シグナルとの相互作用
３）収穫後の農産物の鮮度保持および抗菌効
果へ向けた応用研究 

を計画した。 
 
３．研究の方法 
本研究では、以下の研究内容を計画した。 
１）シロイヌナズナ GLR3.5 および GLR3.7 を
介した Glu シグナル伝達機構の解明 
２）Glu シグナルによる病害抵抗性機構の誘
導と病原菌の気孔感染防御 
３）人為的な気孔閉鎖制御による植物体の鮮
度保持、抗菌機能付与効果の検討 
 
具体的には、以下の研究を計画した。 
１）シロイヌナズナ GLR3.5 および GLR3.7 を
介した Glu シグナル伝達機構の解明 
・既に取得済みの T-DNA 挿入変異体 glr3.5
および glr3.7を用いて、Glu シグナル特異性
の更なる追求と、下流のシグナル因子の探索
を行う。 
a) glr3.5;glr3.7 二重変異体におけるアミ

ノ酸応答と細胞内 Ca2+レベルの変化 
二重変異体によりアミノ酸応答における
相加的効果を検証する。上記変異体は現
在作製中にある。また、既に Yellow 
cameleon 3.6（YC3.6）の過剰発現系統を
用いた FRET 法により、Glu が孔辺細胞内
の Ca2+レベルを上昇させることを明らか
にしている。二重変異体に YC3.6 遺伝子
を交配により導入した系統を作製し、注
目する GLR が受容体として細胞内 Ca2+レ
ベルの上昇に寄与するかを検証する。 

b) 光応答シグナルとの関連性 
GLR は光応答に関与することが Glu 受容
体のアンタゴニストを用いた研究から明
らかにされている（Lam et al. Nature 
1998）。光シグナル伝達のハブおよびゲー
ティングとして機能する COP1 および
ELF3の変異体では暗所での気孔閉鎖が抑
制 さ れ る （ Mao et al. PNAS 2005; 
Kinoshita et al. Curr Biol 2011）。GLR
シグナルと光シグナルとのクロストーク
を模索する上で、これら変異体における
アミノ酸応答、また、glr 変異体におけ
る光応答を調査する。 

c) GLR 下流におけるタンパク質リン酸化の
関与 
SnRK2 プロテインキナーゼの一つである
SRK2E/OST1/SnRK2.6の機能欠損変異体で
は、Glu による気孔閉鎖が抑制されるこ
とを明らかにしている。そこで、glr3.5、
glr3.7を含め様々な情報伝達因子の変異
体でアミノ酸による活性化をゲル内リン
酸化法により調査する。また、動物では
Glu 受容体の下流に MAP キナーゼが機能
すること（Rao et al. TRENDS in Neuro 
2007）、食中毒原因菌のサルモネラ菌が植
物の MAP キナーゼを活性化すること
（Schikora et al. PLoS One 2008）が報
告されている。本研究においてもアミノ
酸による MAP キナーゼの活性化を特異的
抗体等を用いて調査する。 



d) GLR3.5、GLR3.7 の細胞質側（C 末端）に
結合するタンパク質の検索 
動物の Glu 受容体では、PSD-95 というア
ンカータンパク質が細胞質側に結合し、
下流へのシグナルを調節することが知ら
れている（Sattler wt al. Science 1999）。
そこで、GLR3.5 および GLR3.7 の機能調
節に関わる因子を探索するため、両タン
パク質の細胞質側に結合するタンパク質
を酵母ツーハイブリッド法により検索す
る。 
 

２）アミノ酸シグナルによる病害抵抗性機構
の誘導と病原菌の気孔感染防御 
・Glu および Glyにより病害抵抗性遺伝子 PR1
の発現が誘導されることを明らかにしてい
た。この現象がサリチル酸（SA）の合成もし
くは感受性の増加に起因するか、また、注目
する GLR を介するかを調査する。 
a) アミノ酸による病害抵抗性遺伝子の発現

変化 
Glu および Gly 投与による病害抵抗性遺
伝子の発現特性（濃度依存性、経時変化
等）を詳細に調査する。 

b) SA感受性および合成の変異体におけるア
ミノ酸応答 
SA 非感受性変異体（npr1等）、SA 合成変
異体（ndr1, pad4, eds5, sid2等）にお
ける気孔閉鎖のアミノ酸応答を調査する。 

c) アミノ酸による内生 SA 量の変化 
Gluおよび Glyによる内生SA量の変化を
葉、表皮、培養細胞を用いて定量、測定
する。 

d) glr3.5、glr3.7変異体における病害抵抗
性誘導の変化 
GLR 遺伝子機能欠損変異体において、ア
ミノ酸による病害抵抗性遺伝子の発現、
内生 SA 量の変化を調査する。 

 
３）気孔閉鎖制御による植物体の鮮度保持、
抗菌機能効果の検討 
・外生的に投与したアミノ酸による植物体か
らの水分損失の抑制、耐病性の付与、また、
葉の表面に付着した細菌の組織内部への侵
入阻止効果を確認する。 
a) アミノ酸による植物体の水分保持効果 

Glu、Gly 処理による気孔閉鎖が植物体か
らの水分の損失に寄与するかを検証する。 

b) アミノ酸による細菌の気孔侵入阻止効果 
Glu、Gly 処理が大腸菌等の気孔侵入阻止
に寄与するかをゲノム DNA を鋳型とした
定量 PCR 法により確認する。また、GFP
を発現させた大腸菌を作製し、気孔への
侵入を視覚的にモニタリングする系を確
立する。 

上記 a)、b)ともに野生型と glr3.5 および
glr3.7変異体を用いて比較、検討を行う。 
 
４．研究成果 
本研究ではアミノ酸の一つであるグルタミ

ン酸が、高等植物の気孔閉鎖および病原体に
対する抵抗性遺伝子の発現誘導に関与する
ことを生理、遺伝、分子生物学的なアプロー
チから明らかにした。 
本研究を進行する上で、関連するシロイヌ

ナズナグルタミン酸受容体遺伝子 GLR3.5 お
よび GLR3.7 について、双方の遺伝子の二重
変異体を作成することを目的としていた。こ
れら２つの受容体遺伝子は、共に第２染色体
に座乗しているが、残念ながらタンデムに位
置することが判明した（GLR3.5: At2g32390, 
GLR3.7: At2g32400）。よって、T-DNA 挿入二
重変異体は、作成が困難であることが判明し
た。そこで、本研究では、GLR3.5について深
く追求することとした。 
GLR3.5 が孔辺細胞内で発現しているか否

かを確認するため、シロイヌナズナ野生型コ
ロンビア系統の葉より、孔辺細胞のプロトプ
ラストを採取し、その cDNA を作成した。そ
の cDNA を利用し、GLR3.5の発現を RT-PCR に
より確認したところ、その発現が明確に確認
することができた。また、GLR3.7についても
同様の解析を行い、その孔辺細胞内での発現
が確認された。 
Glu による病害抵抗性遺伝子 PR1 の発現誘

導に関しては、Glu 濃度依存性があることを
定量 PCR 法により明らかにした。更にこの反
応に SA を介するか否かが重要な検討項目で
あったが、SA 欠損変異体である sid2 および
SA 非感受性変異体である npr1 を用いて詳細
な解析を行った。その結果、sid2、npr1変異
体共に、Glu による PR1 遺伝子の発現誘導が
顕著に抑制されることが明らかにされた。こ
れらの結果は、Glu が内生の SA 量を上げ、そ
のシグナルがPR1遺伝子の発現上昇に寄与す
ることを示唆するものである。Gluおよび Gly
による PR1遺伝子の発現はトマトでも同様に
認められたことから、この現象が高等植物に
おいて普遍性を持つ可能性が示唆される。ト
マトにおいては、Glu 処理の葉に細胞死と見
られる褐変斑が認められた。この現象はシロ
イヌナズナでは見られなかったことから、ト
マト特異的と推測される。 
上記の結果から、Glu による気孔閉鎖に関

しても SA が関与する可能性が浮上した。そ
こで、sid2および npr1変異体を用いて、Glu
による気孔閉鎖を調査したところ、両変異体
ともに Glu に対して非感受性を示した。これ
らの結果は、Glu による気孔閉鎖が内生 SA の
上昇が起因するものと推測された。 
Glu による気孔閉鎖には、ABA シグナル伝

達因子でタンパク質リン酸化酵素である
SRK2E/OST1/SnRK2.6も関与することをT-DNA
挿入変異体を用いて明らかにしてきたが、本
研究では野生型ランズバーグ由来で点突然
変異体の ost1-2 についても解析を行った。
その結果、ost1-2も Glu に対する気孔閉鎖に
非感受性を示したことから、確実にこの遺伝
子がGluシグナル伝達に関与することが証明
された。 



そこで、SRK2E/OST1/SnRK2.6 と SA との相
互作用についても模索を行った。T-DNA 挿入
変異体である srk2e および ost1-2 双方に SA
を処理したところ、両変異体ともに SA によ
る気孔閉鎖に非感受性を示した。 
これらの結果は、SRK2E/OST1/SnRK2.6 が

SA シグナル伝達にも関与することを示唆す
るものである。そこで、SRK2E/OST1/SnRK2.6
と SAシグナル伝達の中心因子である NPR1 と
が細胞内で複合体を形成するかを BiFC 法に
より検討したところ、両者は核内で複合体を
形成する結果を得た。最近の研究では、
SRK2E/OST1/SnRK2.6はABAシグナル因子以外
のシグナル因子とも相互作用する可能性が
指摘されている。その点で今回得られた結果
は非常に新規性が高く、今後、更なる発展が
期待される。 
Glu による気孔閉鎖および病害抵抗性遺伝

子の発現誘導に SA レベルの上昇が関与する
という知見が得られたが、Glu が SA 合成系遺
伝子である ICS1 の発現誘導に関わるかにつ
いて調査を行った。その結果、Glu は PR1 の
発現誘導よりも早い時間帯で ICS1 の発現を
一過的に上昇することが明らかとされた。
GluがICS1の発現をどのように調節するかが
今後の重要な課題である。 
また、この過程に Glu 受容体が関与するか

を把握するため、グルタミン酸受容体アンタ
ゴニストである AP5 および DNQX を用いた解
析を行った。その結果、これら２つのアンタ
ゴニストは、Glu による PR1 の発現を抑制す
ることが明らかにされた。一方、Glu 受容体
のアゴニストであるD-Serについても同様な
解析を行ったが、予想に反してアンタゴニス
トと同様な効果を示した。動物では、アゴニ
ストがアンタゴニストのように機能する場
合があることから（パーシャルアゴニスト）、
今後の発展が期待される。Glu 受容体による
関与については、機能欠損変異体を用いるこ
とが期待されるが、PR1 遺伝子発現解析にお
いては、他のシグナル因子と同様、冗長性を
考慮する必要がある。複数の GLR遺伝子が多
面的に作用する可能性が考えられることか
ら、解析には多重変異体の作出が必要とされ
る。今後、変異体を作出し、詳細な解析を進
めていきたい。 
Glu、Gly 以外のアミノ酸においても、PR1

遺伝子の発現誘導の有無を検討しており、プ
ロリン、セリン、システインにその効果が確
認された。システインによる効果は顕著であ
り、Glu の約 20 倍程度の誘導活性が認められ
た。更にシステインを処理した葉に、細胞死
と見られる褐変斑が認められた。 
Glu による気孔閉鎖には、タンパク質リン

酸化が必要であることをタンパク質リン酸
化 酵 素 阻 害 剤 で あ る K252a お よ び
staurosporine を用いて明らかにした。更に、
EGTA や LaCl3を用いた解析により、この気孔
閉鎖には Ca2+が必要であることが明らかにさ
れていたが、今回、カルシウム依存性プロテ

インキナーゼの一つである CPK6 が Glu シグ
ナル伝達カスケードとして機能することを
T-DNA挿入変異体cpk6を用いて明らかにした。
更に、陰イオンチャネルである SLAC1 の機能
欠損変異体もGluによる気孔閉鎖に非感受性
を示した。 
光シグナル伝達因子であるELF3について、

その機能欠損変異体 elf3-1 を用いて Glu に
よる気孔閉鎖応答を調査した。その結果、
elf3-1変異体はGluに対して非感受性を示し
た。この変異体は暗所下での気孔閉鎖に対し
ても非感受性を示すことから、Glu が暗所下
における気孔閉鎖シグナルに関与する可能
性が推測された。そこで、glr3.5変異体にお
ける暗所下での気孔閉鎖を調査したが、野生
型と同様の応答を示した。Glu は暗所から明
所における気孔開口に関しても阻害効果を
示すことが明らかにされた。 
残念ながら本研究では応用的な研究に対

して多くの時間を確保することができなか
ったが、外生的な Glu および Gly の投与が植
物体からの水分損失を防ぐ効果があること
がシロイヌナズナを用いた解析から明らか
にされた。特に根からこれらのアミノ酸を取
り込ませることが効果的であり、Glu は 10 
μM の ABA と同等、Gly はそれ以上に気孔を
閉鎖する効果が認められた。Glu と比較して
Gly は高濃度でも人体への影響が低く、将来
的に収穫後の農産物の鮮度保持として応用
するための基礎が得られたと考えている。 
 
Glu は動物の神経伝達シグナルとして重要

な機能を果たしているが、その中心として作
用する Glu 受容体（iGluR）が植物のゲノム
にも存在することが 2000 年代から進められ
たゲノムプロジェクトにより、多くの植物種
で明らかにされた。しかしながら、植物体で
Glu 受容体が実際に機能するか、また、どの
ような生理現象に作用するかについてはこ
れまで詳細に明らかにされていなかった。し
かしながら、ここ数年、急速にその機能解析
に関する報告が増加している。本研究にて得
られた成果は、植物と動物間におけるシグナ
ル伝達因子の進化的共通性を気孔閉鎖、SA シ
グナル伝達の機能面から具体的な形で証明
し、この分野の研究に対する将来的な問題提
起をすることができた。 
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