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研究成果の概要（和文）：植物細胞のCa2+シグナル伝達における葉緑体やミトコンドリアの役割はよくわかって
いない。この研究では、葉緑体に局在する２つのCa2+結合タンパク質CASとCRSHの特性を解析し、チラコイドの
プロテインキナーゼSTN8によるCASの光依存的リン酸化が気孔開口制御に重要であること、CRSHが暗所で起こる
葉緑体中の（p）ppGppの蓄積とプラスチド遺伝子の発現抑制に関係することを示した。さらに、葉緑体包膜に局
在する機械刺激チャネルが細胞のROS局在の調節に関与していることや、ミトコンドリアの機能障害が細胞質ゾ
ルのCa2 +信号の生成とCa2+依存性ストレス遺伝子発現につながることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In mammalian cells, mitochondria play a vital role in maintaining 
intracellular calcium(Ca2+)  homeostasis. In contrast, the role of symbiotic organelles such as 
chloroplasts and mitochondria in plant cellular Ca2+ signaling remains elusive. In this study, we 
characterized two chloroplast-localized Ca2+-binding proteins CAS and CRSH. We found that 
light-dependent phosphorylation of CAS mediated by thylakoid protein kinase STN8 is critical for the
 light-induced opening of stomata. In addition, CRSH is responsible for the darkness-induced 
accumulation of (p)ppGpp, which is necessary to downregulate some plastidial gene expression. 
Furthermore, we found that chloroplast-localized mechano-sensitive channels are involved in the 
regulation of cellular ROS localization. Moreover, we found that mitochondrial dysfunction leads to 
the generation of a cytosolic Ca2+ transient and subsequent activation of Ca2+-dependent stress gene
 expression.

研究分野：植物分子生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
植物の環境応答やストレス応答で、細胞内のCa2+シグナルと活性酸素種（ROS)　シグナルは相互に作用しながら
重要なシグナル伝達の役割を果たしている。植物細胞には葉緑体やミトコンドリアなどの細胞小器官が存在し、
細胞質との間でCa2+やROS信号の伝達をしていると考えられるが、その分子機構はわかっていない。本研究で
は、葉緑体内でCa2+やROSシグナルに関わる遺伝子の機能を解析し明らかにした。また、ミトコンドリアによる
Ca2+シグナル制御の可能性も示した。

※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。



葉緑体による Ca2+シグナル制御の新機構 
 
１．研究開始当初の背景 
 カルシウム(Ca2+)は、気孔制御や感染防御応答、傷害応答など、植物の様々な細胞応答で
重要な細胞内シグナルとして働く。フェラジェリンペプチド（flg22）などの病原体特異的
分子パターンやアブシシン酸などは、細胞質ゾル Ca2+濃度の一過的上昇を起こし、引き続き
気孔閉口が生じる。しかし、植物細胞の Ca2+シグナルの発生機構や制御機構については、多
くのことがわかっていなかった。また、植物細胞の Ca2+制御における葉緑体やミトコンドリ
アなどのオルガネラの役割についても、知見は少なかった。 
 一方、葉緑体 Ca2+応答に関係する葉緑体の Ca2+結合タンパク質の CAS や CRSH が同定され
ており、本研究でも、それらの機能解析を進めた。また、葉緑体と細胞質基質のコミュニケ
ーションには、オルガネラに局在するチャネルや輸送体が重要な働きをすると考えられる
が、葉緑体膜に存在するチャネルや輸送体の多くは解析されていなかった。本研究では、葉
緑体包膜の機械受容チャネル MSL2 と MSL3 に注目し、それらの解析を進めた。また、動物細
胞ではミトコンドリアが Ca2+/ROS シグナリングで重要な働きをしている。一方、植物細胞
のミトコンドリアの役割は十分に解明されていなかった。そこで、ミトコンドリアにも注目
し、植物細胞の Ca2+/ROS シグナリングにおけるミトコンドリアの役割の解析を進めた。 
 
２．研究の目的 
 植物細胞の Ca2+シグナルネットワークにおける葉緑体やミトコンドリアなどのオルガネ
ラの役割を明らかにすることを目的に研究を進めた。葉緑体については、(1)葉緑体ストロ
マに Ca2+応答を引き起こすメカニズムの解明を目指すとともに、 (2)葉緑体に局在する Ca2+

結合タンパク質である CRSH と CAS に焦点を当て、その制御と機能の解析を進めた。さらに、
(3)葉緑体包膜の機械刺激チャネルがCa2+やROSシグナリングに関係している可能性を考え、
その機能解明を目指した。ミトコンドリアについても、植物細胞の Ca2+ネットワークとの関
係を明らかにすることを目的に研究を進めた。また、植物細胞は接触刺激に対して敏感な
Ca2+応答をすることから、植物の接触刺激応答の初期過程の解析も行った。 
 
３．研究の方法 
植物材料 シロイヌナズナの野生型(Col-0 株）および各種変異体を用いた。生育は 1/2MS
培地（1％ショ糖）で無菌的に行い、主に２週齢の植物を実験にもちいた。あるいは、土に
移植し育成した３〜４週齢の植物を用いた。生育は 22℃、100μmolm-2s-1の光強度（16時間
明/8時間暗）で行った。 
細胞内 Ca2+濃度測定 Ca2+センサーであるイクオリンを細胞質基質あるいは葉緑体ストロマ
に発現させた植物を用いた。発光測定はルミノメーターで行った。また一部の解析は、GCaMP
を細胞質に発現させた植物を用い、Ca2+応答を共焦点レーザー顕微鏡で解析した。 
細胞内 ROS 測定 細胞内 ROS センサーの H2-DCF-AM で植物体を処理し、細胞内の ROS 発生を
共焦点レーザー顕微鏡で解析した。または DAB 染色あるいは NBT 染色で ROS を解析した。 
遺伝子発現解析 植物体から抽出した RNA をリアルタイム PCR によって定量解析した。
RNAseq 解析は NextSeq500 で行った。解析は、最低３回の生物反復で行った。１回のサンプ
ルは、2-3 個体から RNA を抽出した 
統計解析 t 検定または 1元配置分散分析（One-way ANOVA）で統計解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 葉緑体ストロマの Ca2+応答と葉緑体遺伝子発現制御 
葉緑体ストロマの Ca2+濃度は細胞質基質と同じく 0.5μM 前後の低いレベルに維持されてお
り、環境変化に応答して一過的な変化をする。これまでに、高塩濃度ストレス、高浸透圧ス
トレス、過酸化水素の他、病原体感染応答を引き起こす PAMP のフラジェリンペプチド
(flg22)やキチンに応答して、葉緑体ストロマで刺激特異的な Ca2+応答をが生じることがわ
かっている。本研究では、ストロマ Ca2+応答の発生機構を探るとともに、その生理的役割を
探る研究にも取り組んだ。 
① 葉緑体ストロマの Ca2+応答とその役割 
 フラジェリンペプチド(flg22)は細胞膜の受容体
FLS2 に結合し、細胞質基質 Ca2+濃度の素早い上昇を
引き起こすとともに、葉緑体ストロマの Ca2+濃度上
昇も引き起こす。ストロマ Ca2+の応答は、細胞質基
質の Ca2+応答に明らかに遅れており、細胞質から何
らかのシグナルが伝達されて応答していると考え
られる（図１A)。細胞シグナル伝達阻害剤の影響を
詳細に調べた結果、細胞質基質の Ca2+応答は細胞
外からの Ca2+流入に依存しており、ROS シグナリ
ングは関与しない一方、ストロマ Ca2+応答は ROS
に強く依存していた。これらの研究は、細胞質基

図１flg22(A)およびSA(B)に対する細胞質

基質及びストロマの Ca2+応答 



質 Ca2+濃度上昇に引き続いて、細胞膜局在 ROS 生成酵素の Rboh が活性化され、その結果生
じた ROS が細胞内さらには葉緑体に作用してストロマ Ca2+応答を引き起こしていることを
示唆する。また、Rboh 阻害剤の DPI を処理すると、ストロマの静止 Ca2+濃度が 1μM程度に
上昇することがわかった。一方、DPI は細胞質基質の Ca2+濃度には影響しなかった。このこ
とは、細胞膜のRboh活性がストロマの静止Ca2+濃度の制御に関係することを示唆しており、
細胞膜と葉緑体のコミュニケーションに何らかの形で ROS が働いている可能性が考えられ
た。 
 最近の研究から、葉緑体の Ca2+結合タンパク質 CAS は、植物の感染防御におけるサリチル
酸(SA)応答で重要な役割を果たしていることが明らかになっている(1-3)。そこで、外部か
ら与えた SA がストロマ Ca2+濃度に及ぼす影響を評価した。その結果、図 1B に示すように、
SA は flg22 に対する応答よりも早くストロマ Ca2+濃度の上昇を引き起こし、高い Ca2+濃度
が 10 分以上続くことがわかった。一方、細胞質基質の Ca2+濃度はストロマに比較して小さ
な応答を示した。さらに細胞内シグナル伝達阻害剤の影響を解析し、ストロマ Ca2+の SA 応
答には、細胞外からの Ca2+流入や SHAM 依存のペルオキシダーゼが関与する可能性が示唆さ
れた。現在、SA が誘導するストロマ Ca2+濃度の大きな上昇が引き起こす生理応答について
研究を進めている。 
 CRSH は Ca2+結合ドメインの EF ハンドを２つ持つタンパク質で、葉緑体ストロマに局在す
る。また、CRSH はバクテリアの緊縮応答シグナルである ppGpp を合成する RelA–SpoT のホ
モログ（RSHs）の一つで、葉緑体における Ca2+依存の ppGpp 合成に関わる可能性が考えらる。
ストロマ Ca2+濃度は光照射条件から暗条件に移すことで一過的に上昇することが知られて
おり、同時に ppGpp 濃度の上昇も見られる。本研究では、crsh ノックアウト変異体の解析
から、CRSH が葉緑体での暗誘導の ppGpp の増大に重要な働きをしていることを示した。さ
らに、他の RSHs の変異体の解析から、ppGpp が葉緑体コードの遺伝子の発現制御に関係す
ることもわかり、葉緑体 Ca2+による葉緑体制御の一端が明らかになった。 
 
② CAS のリン酸化と気孔制御 
 CAS は葉緑体のチラコイド膜のストロマ側に結合したタンパク質で、光依存的なリン酸化
を受ける。また、CAS は気孔制御で重要な働きをすることも知られている。CAS のリン酸化
には、チラコイド膜局在タンパクキナーゼ STN8 が関与するが（図 2)、CAS リン酸化制御の
役割についてはよくわかっていない。本研究では、CAS リン酸化の役割を明らかにするため
に、stn8 ノックアウト変異体を用い、光依存的気孔開口について解析した。その結果、stn8
変異体では光依存的気孔開口が抑制され光照射下でも気孔が閉じていることがわかった。
stn8 変異体の気孔閉口はアニオンチャネル阻害剤で抑制され、フシコクシンによって回復
することから(図３）、葉緑体チラコイド膜蛋白キナーゼの STN8 が光依存的気孔開口で重要
な働きをしており、その制御に細胞膜のアニオンチャネルが関与することが示された。続い
て、光依存的にリン酸化をうける CAS の 380 残基目のスレオニンをアラニンに置換した疑
似非リン酸化変異体（T380A)を作成し、気孔応答への影響を評価した。その結果、stn8 変
異体と同様の結果が得られ、光照射光での STN8 による CAS リン酸化が気孔開口制御に関係
することが示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
(2) 葉緑体局在機械受容チャネル MSL2 および MSL3 の機能解析 
 大腸菌の機械受容チャネル MscS は、低浸透圧ショックにさらされた細菌を保護するチャ
ネルで、膜の伸展を感知して開き細胞内低分子を排出することで細胞の破裂を防いでいる。
MscS のホモログが植物に存在し（MSL1〜MSL10)、細胞膜やオルガネラ膜で機械受容チャネ
ルとしてはたらいている。これまでの研究で、MSL2 と MSL3 は葉緑体の内包膜に局在し、葉
緑体の浸透圧調整に働いていることがわかっている。孔辺細胞は、気孔の開閉に伴って急激

図２ 光依存的 CAS リン

酸化は STN8 に依存する 

図３ 光依存的気孔開口と STN8 

(A)stn8 変異体と光依存的気孔開口（B)光依存的気

孔応答に対するフシコクシンの効果 



な浸透圧変化を起こすが、その制御には Ca2+シグナルや ROS シグナルが重要な役割を果たし
ている。そこで、まず孔辺細胞の ROS シグナリングにおける MSL2 と MSL3 の役割を解析し
た。剥離表皮切片に光照射を行い、細胞内の ROS 分布を ROS センサーの H2-DCF で可視化し
たところ、WTで ROS は主に細胞質に蓄積しているのに対し、msl2／msl3 の二重変異体では
ROS の主要な蓄積部位が葉緑体に変化することがわかった。葉緑体局在の ROS は暗所や DCMU
処理で消失することから、光合成に依存して葉緑体で発生した ROS と考えられる。同様の現
象は孔辺細胞以外の表皮細胞でも観察されたが、プロトプラスト化した葉肉細胞では見ら
れなかった。MSL2 と MSL3 は機械刺激に応答するアニオンチャネルであると考えられてい
る。これらの結果は、葉緑体包膜の機械受容チャネル MSL2 と MSL3 が葉緑体の浸透圧調節
および細胞内の ROS 分布の制御に関係していることを示唆している。 
 
(3) ミトコンドリアによる細胞内 Ca2+シグナリングおよび ROS シグナリングの制御 
 本研究では、葉緑体に加えてミトコンドリアが細胞内 Ca2+

シグナリングや ROS シグナリングに関係する可能性について
も解析した。電子伝達阻害剤の 2,5-dibromo-3-methyl-6-
isopropyl-p-benzoquinone(DBMIB)は、光合成のシトクロム
b6f 複合体とミトコンドリアの bc1 複合体に作用する。そこ
で、葉緑体の存在しない根に DBMIB を作用させ、ミトコンド
リア電子伝達阻害が Ca2+シグナリングと遺伝子発現に与える
影響を評価した。図 4 に示すように、DBMIB を根に処理する
と、１分以内に細胞質基質 Ca2+濃度の素早い一過的上昇が観
察された。この Ca2+濃度上昇は Ca2+キレート剤の BAPTA で抑
制されることから、細胞外からの流入によるものと考えられ
る。続いて、DBMIB に対する遺伝子発現応答を解析した結果、
DBMIB 処理後 30 分で多数の防御・ストレス応答遺伝子の発現
が誘導され、その約半数が Ca2+依存性の発現制御を受けてい
ることがわかった。一方、DBMIB はキノンの結合部位に結合することが予想される。最近、
細胞膜にキノン受容体 CARD1 が存在し植物免疫に関係する可能性が報告されているので、
DBMIB に対する応答に CARD1 が関係する可能性も検討した。しかし、DBMIB 応答は card1 変
異体で抑制されなかったことから、DBMIB 応答と CARD1 は関係しないと考えられた。これら
の結果から、DBMIB によるミトコンドリアの電子伝達阻害が未同定のシグナルを介して細胞
膜の Ca2+チャネルを制御することで細胞質基質の Ca2+濃度が上昇し、続いて Ca2+応答性の防
御・ストレス応答遺伝子の発言が誘導される経路を明らかにすることができた。 
 先述した機械受容チャネル MSL2/MSL3 のホモログ MSL1 は、ミトコンドリア内膜に局在す
る。そこで、MSL1 が細胞質 Ca2+濃度制御や活性酸素種(ROS)制御に関わっている可能性を検
討した。接触刺激、塩ストレス、flg22 に対する細胞質 Ca2+応答は、msl1-1 ノッックアウト
変異体および過剰発現体で WTとの違いは見られなかった。一方、msl1-1 ノックアウト変異
体では孔辺細胞細胞質の ROS 量が低下していることを見出した。この結果は、ミトコンドリ
アの MSL1 が細胞質 ROS レベルの制御に関わっていることを示している。 
 
(4) 接触刺激に対する Ca2+応答と遺伝子発現制御 
 植物に触れたり一定の圧力を加えると、細胞内
Ca2+濃度上昇や ROS 生成、防御関係遺 
伝子の発現誘導が見られる。本研究では、Ca2+濃
度上昇や ROS 生成が主に表皮細胞と孔辺細胞で
生じることを見い出すとともに、細胞膜の Rboh
生成酵素 RbohF が接触刺激に応答した ROS 生成
に関わることを明らかにした(図 5)。また、機械
刺激に対する RbohF の活性化に、Ca2+依存タンパ
クキナーゼの CPK1 と CPK2 が関与することを明
らかにした。さらに、接触刺激が引き起こす成長
抑制に RbohF が関わることも見出している。これ
らの結果は、接触刺激応答における Ca2+シグナル
の重要性を示している。また、接触刺激に伴い、
葉緑体ストロマの Ca2+濃度も上昇することから、
接触刺激応答の初期過程に葉緑体が関与する可
能性も示唆された。 
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