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研究成果の概要（和文）：色素体は組織によって異なる機能や形態をもつ。本研究では、組織によって色素体の免疫応
答における役割や色素体Ca2+シグナルの発生が異なることを明らかにした。まず、根と葉の色素体で、ストレスに応答
して、異なった色素体Ca2+シグナルが生じることを明らかにした。また、表皮細胞の色素体が免疫応答におけるサリチ
ル酸合成で特有な役割を果たしている可能性を示した。さらに、下胚軸の表皮細胞の葉緑体で、ABAやサリチル酸によ
るストロミュール誘導がCa2+やROSシグナルによって制御されていることも明らかにした。これらの研究から、色素体
が組織別に特有の機能を持つことが分かった。

研究成果の概要（英文）：Different tissues contain various types of plastids that differ in function and mo
rphology. This study revealed that plastids have distinct functions in plant immunity and Ca2+ signaling i
n a tissue-specific manner. Plastids in leaves and roots evoked distinct Ca2+ signals in response to bioti
c and abiotic stresses such as salt and osmotic stresses. Furthermore, we found that plastids in epidermis
 have a specific role in biosynthesis of salicylic acid in plant immunity. Interestingly, we demonstrated 
that Ca2+ and ROS signaling play critical roles in the induction of stromules in chloroplasts in epidermal
 cells of hypocotyles. These results imply that plastids in distinct tissues have specialized roles. 
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１．研究開始当初の背景 
 高等植物細胞は、組織ごとに形態や機能が
異なった色素体をもつ。また、１細胞内に複
数の葉緑体を持つ。しかし、組織ごとに異な
る細胞で色素体が個別にどのような機能を
有しているのか、１細胞中の葉緑体が全て同
じ機能を有するのか、個別に異なる機能を持
つのかがはっきり分かっていない。例えば、
植物免疫応答に葉緑体が重要な働きをして
いることを研究代表者等が明らかにしてい
るが、表皮細胞や葉肉細胞の葉緑体の役割分
担は分かっていなかった。また、葉緑体にも
ストレス応答 Ca2+シグナルが生じることが
分かっているが、根などの非光合成色素体の
Ca2+シグナルについても情報が無かった。ま
た、葉緑体間のコミュニケーションに働いて
いると考えられる構造にストロミュールと
呼ばれるチューブ様構造がしられている。ス
トロミュールはストレスによって誘導され
るが、その誘導機構も良く分かっていなかっ
た。 
 
２．研究の目的 
 高等植物細胞は、組織ごとに形態や機能が
異なった色素体をもつ。また、１細胞内に複
数の葉緑体を持つ。本研究の目的は、葉緑体
が組織や細胞内で、異なった機能を持つ可能
性を検証し、さらに葉緑体間のコミュニケー
ションの可能性を検討することである。特に、
葉緑体が“個”として独立して振る舞うのか？
それとも、互いにコミュニケーションを取り
“集団的”に行動するのかを明らかにすること
にを目標とした。盛んに融合を繰り返すミト
コンドリアや膜輸送系で時空間的に連続し
ている単膜系オルガネラと異なり、植物の葉
緑体は独立性が高いと思われているが、その
エビデンスは乏しい。葉緑体のコミュニケー
ションを直接検証する。また、Ca2+スパイク、
ROS シグナルなどの単一葉緑体イメージン
グ系を確立を目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）植物免疫応答における葉緑体の組織別
機能 
 サリチル酸輸送体の候補である EDS5 の C 
末端に GFPをつないだ融合タンパク質を発現
させた形質転換植物を作成し、GFP 蛍光の細
胞内局在を解析した。この際、EDS5 自己プロ
モータおよび35S恒常発現プロモータから融
合遺伝子を発現する植物をそれぞれ作成し
実験に用いた。形質転換体のサリチル酸量は
HPLC によって、遺伝子発現量は qPCR 法によ
り測定した。また、クロロフィル蛍光寿命の
測定は、蛍光寿命顕微鏡によって測定した。 
（２）葉緑体 Ca2+シグナルの組織特異性 
 葉緑体のストロマに Ca2+センサータンパク
質イクオリンを発現させた形質転換植物を
作成し。ストロマ Ca2+濃度のダイナミクスを
測定した。 

（３）葉緑体ストロミュールの解析 

 葉緑体からのびるチューブ様構造ストロ
ミュールは、GFP を葉緑体中で発現する葉緑
体形質転換植物 KH6 を用いて可視化した。実
生の下胚軸では、ABA や SA に応答してストロ
ミュールが誘導される。ABA や SA によるスト
ロミュール誘導に対して Ca2+や ROS 阻害剤を
用いた薬理学的解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）植物免疫応答における葉緑体の組織別
機能 
 葉緑体は葉肉細胞で最も発達しており、活
発な光合成反応を行っている。一方、孔辺細
胞や表皮細胞にも，それぞれ異なった機能や
形態の葉緑体が存在する。例えば、孔辺細胞
の葉緑体は主にATP合成に特化して機能して
いると考えられている。表皮細胞には、サイ
ズが小さくクロロフィル蛍光も低い未発達
の色素体が存在するが，その機能については
十分に分かっていない。 
 当該研究室では、葉緑体が植物免疫応答で
重要な働きをしていることを明らかにして
いる（Nature commun. 2012）。葉緑体は Ca2+

結合タンパク質CAS依存的な逆行性シグナル
を発信し、免疫応答遺伝子群の発現を制御し
ていると考えられた。CAS 依存遺伝子の一つ
にサリチル酸輸送体の候補遺伝子 EDS5 があ
る。サリチル酸は植物免疫応答において中心
的に働くシグナル分子で、シロイヌナズナで
は葉緑体で合成され、細胞質に輸送されて働
く。EDS5はMATEタイプの輸送体ホモログで、
サリチル酸輸送に関わっていると考えられ
ていた。本研究では、EDS5 の細胞内局在や組
織特異的発現について解析し、EDS5 が葉緑体
包膜に局在する膜タンパク質であることを
明らかにした。葉緑体から細胞質へのサリチ
ル酸輸送に関係していると考えられる。また、
EDS5::GFP 融合タンパク質の自己プロモータ
ーからの発現ラインの解析から、EDS5 が表皮
細胞の葉緑体で特異的に発現していること
も見いだした。この事実は、表皮細胞の葉緑
体が，サリチル酸合成において特異的な役割
を果たしている可能性を示唆する。 

図１ EDS5-GFP の葉緑体包膜局在 
 



図２ EDS5-GFP の表皮特異的発現 
(A)葉の表皮細胞、(B)葉の羊肉細胞、(C)花
茎における GFP 蛍光測定 
 
 上記の発見を遺伝子発現レベルで検証す
るために，表皮細胞特異的な遺伝子発現を定
量化する手法の開発にも取り組んだ。粘着テ
ープを用いて表皮細胞をはがす手法を用い
て、葉肉細胞の混入のほとんどない表皮細胞
／孔辺細胞票品を得ることができた。この標
品の RNA 発現を分析したところ、EDS5 を初め
とする免疫応答遺伝子の発現レベルが葉肉
細胞よりも高いことを見いだした。ただしこ
の手法では表皮細胞に少なくない機械的ダ
メージが生じているので，より穏和な表皮細
胞単離法の開発を継続して進めている。 
 以前の研究で、孔辺細胞と葉肉細胞の葉緑
体で、光化学系 I と II の存在比率が異なる
ことを明らかにしている（PCP 2010）。今回、
葉の各組織におけるクロロフィル蛍光寿命
を測定したところ、葉肉細胞、表皮細胞、孔
辺細胞で異なった蛍光寿命が観察された。ま
た、免疫応答遺伝子発現の制御に光合成の電
子移動活性が関与することを明らかにして
おり、交合整形の違いが，免疫応答における
組織ごとの葉緑体の役割の違いと関係して
いる可能性が考えられた。 
 
（２）葉緑体 Ca2+シグナルの組織特異性 
 葉の葉緑体は、病原菌 PAMP や様々な環境
ストレスに応答して Ca2+シグナルを生じる。
根にはクロロフィルを持たない色素体（白色
体、アミロプラスト）が存在するが、これら
の組織でも同様な Ca2+シグナルが生じる可能
性を検証した。その結果、細胞質と同様に、
根の色素体においても塩ストレスや浸透圧
ストレスに応答して Ca2+シグナルが生じるこ
とを明らかにした。塩ストレスに対しても浸
透圧ストレスに対しても、数十秒の持続時間
のスパイク状のシグナル応答が見られた。さ
らにBAPTAやルテニウムレッドを用いた阻害
剤実験の結果、塩ストレスに応答した色素体
の Ca2+シグナルについては、細胞外からの
Ca2+流入および細胞質 Ca2+ストアからの放出
が関係していることが分かった。これら根の
色素体で生じる Ca2+シグナルがどのような働
きをしているかはこれからの研究課題であ
る。 
 
（３）葉緑体ストロミュールの解析 
 葉緑体からストロミュールと呼ばれるチ
ューブ状構造が伸びている場合がある。スト
ロミュールは葉緑体間およびミトコンドリ
アなどの他の細胞小器官とのコミュニケー
ションや物質輸送に関係していると考えら

れるが、その機能は不明である。ストロミュ
ールは乾燥などのストレスに応答してABAを
介して制御されていることが分かっている。
本研究では、ストロミュールが ABA ばかりで
なく SA によっても誘導されることを明らか
にした。乾燥や病原体感染などのストレスに
応答して個別の葉緑体が，葉緑体間あるいは
他のオルガネラとの相互作用を行っている
可能性が示唆された、 
 さらに本研究では、ストロミュール誘導に
おけるシグナル伝達機構について薬理学的
解析を行った。ABA によるストロミュール誘
導は、細胞外からの Ca2+流入をブロックする
BAPTA や La3+によって阻害され、逆に Ca2+イオ
ノフォアであるイオノマイシンによって誘
導された。また、ストロミュール誘導に活性
酸素や一酸化窒素シグナルが関係している
ことも明らかにした。一方、Ca2+シグナルや
ROS シグナルがストロミュールを誘導する分
子機構についてはまだ明らかにされていな
い。 
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