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研究成果の概要（和文）：植物は、葉の表面に存在する気孔の開度を調節することで光合成に必要なガス交換と
乾燥への適応を両立し、かつ、蒸散による全身的な物質転流の駆動力を生み出している。気孔の開閉を介した生
長制御や環境応答はこれまで植物の個の力として捉えられてきた。本研究において、植物の気孔開閉を操作する
共生細菌を複数発見した。加えて、共生細菌による気孔開閉誘導の仕組みの一端を明らかにした。また、気孔開
閉を操作する共生細菌の中には、植物の生長を促進するものが存在することを見出した。本研究は、気孔を介し
た植物と細菌の新たな関係性を提示するものである。

研究成果の概要（英文）：Stomata are microscopic pores found in the plant leaf surface. Regulation of
 stomatal aperture is pivotal for plants to promote photosynthetic carbon dioxide uptake, to drive 
systemic transport of nutrients via transpiration, and to adapt to environmental changes such as 
desiccation. Textbook says plants alone control stomatal aperture according to the environment. In 
this research project, we found that a variety of leaf symbiotic bacteria have the ability to 
manipulate stomatal aperture and provided some mechanistic insights into the manipulation of 
stomatal aperture by these symbiotic bacteria. Further, we identified a stomata-manipulating 
bacterium that promotes host plant growth. This study opens a new avenue in research on 
plant-bacteria interactions via stomata.

研究分野：植物微生物相互作用
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物は、葉の表面に存在する気孔の開度を調節することで光合成に必要なガス交換と乾燥への適応を両立し、か
つ、蒸散による全身的な物質転流の駆動力を生み出している。気孔の開閉を介した生長制御や環境応答はこれま
で植物の個の力として捉えられてきた。本研究では、葉に共生する細菌が植物の気孔開閉を操作し、宿主植物の
生長を促進するという新規な現象を発見した。その仕組みをより深く理解することで、気孔開閉を操作する共生
細菌を利用した農業技術の開発へと繋がると期待される。

※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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
気孔は葉の表面に存在する 2 つの孔辺細胞に囲まれた自然開口部であり、植物の環境適応に
おいて中心的な役割を果たす。例えば、植物は気孔を開くことで光合成に必要な二酸化炭素を取
り込むとともに、蒸散を介して全身的な物質転流の駆動力を生み出す。一方で、乾燥環境では気
孔を閉じ、水分が失われるのを防ぐ。従来の研究では、環境に応じた気孔の開閉制御を植物の個
の力として捉え、その分子機構を明らかにしてきた。 

次世代シークエ
ンサーを基盤とし
た技術革新により、
健全な植物の葉に
は多様な細菌が棲
息していることが
明らかになってき
た。これらの葉圏細
菌叢に関する研究
から、宿主植物の健
全な生育を助ける
共生細菌の存在が
明らかにされ、農業
応用への期待が高
まってきている。し
かし、これらは無数の共生細菌のごく一部であり、大部分については詳細な解析がなされていな
かった。研究代表者は、野外に生育する健全な植物の葉から単離した細菌の中に、気孔の開閉を
操作する細菌を複数見出した。この発見に着想を得て、植物は葉圏細菌を拡張された自己として
取り込んだ超個体として、葉圏細菌と協働して気孔開閉を調節することで、個の力だけでは発揮
できない環境適応能力を覚醒させるという仮説を立証するための研究に着手した（図 1）。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、学術変革領域研究(B)「植物と微生物の共創による超個体の覚醒」における計画研
究として実施した。多様な微生物との超個体化を通じて覚醒される植物の環境適応能の解明を
目指す本領域において、本研究は、葉圏細菌との超個体化を介した気孔開閉の仕組みと意義の解
明を目的とし、(1) 気孔開度自動測定技術の開発、(2) 葉圏細菌による気孔開閉制御機構の解明、
および、(3) 気孔開閉を制御する葉圏細菌が宿主植物の環境適応に与える影響の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 異なる光条件や化合物を処理することで様々な開度を示すシロイヌナズナの気孔を準備し、
その顕微鏡画像を独自に取得した。これらの画像に対して、気孔の位置、開閉および開口領域に
関する情報を注釈として付与し、トレーニング用、バリデーション用、テスト用データセットに
分けた。次に、シロイヌナズナの気孔開度自動測定を実現するために、物体検出と領域分割から
構成される二段階の深層学習アルゴリズムを構築した。物体検出モジュールには、気孔の座標情
報を取得するとともに、開いた気孔と閉じた気孔を分類させた。You Only Look Once X（YOLOX）
の様々なモデルを上述のトレーニング用データセットを用いて学習させ、バリデーション用デ
ータセットに対して高い精度と処理速度を示すモデル YOLOX-sを選択した。領域分割モジュー
ルには、YOLOX-s によって“開いている”と判定された気孔画像から、気孔の開口部位を検出・
計測させた。ここでは、バリデーション用データセットに対して、気孔の検出と開口部位の抽出
において最も高いパフォーマンスを示した U-Net に基づくモデルを選択した。また、シロイヌ
ナズナの葉を挟み込むことで“非破壊的に”気孔を撮影することが可能なデバイスを開発した。
さらに、このデバイスを用いて取得した画像を用いてモデルの再学習を行った。 

(2) 研究計画開始以前から保有していた葉圏細菌は海外由来であり、日本国内で研究展開するに
は様々な制約が生じると考えられた。そこで、日本の野外に自生するシロイヌナズナやアブラナ
科植物の葉から細菌の単離を試みた。様々な栄養条件の培地を用いて培養できたコロニーから
DNAを抽出し、16S リボソーム DNAの配列情報をもとに単離した細菌間の系統関係を整理し
た。構築した葉圏細菌コレクションから、シロイヌナズナに病気を引き起こさず共生する細菌を
選抜した。その中から、シロイヌナズナの気孔開閉を操作する細菌を選抜した。さらに、気孔開
口を誘導する葉圏共生細菌 Pseudomonas paralactis (Ppr)のゲノム配列を決定し、気孔開口を
誘導することが知られている植物病原細菌 Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 (Pto)と
の比較解析を通じて、葉圏の病原細菌／共生細菌による気孔開口誘導に関与する細菌および植
物の遺伝子の探索を行った。 



(3) 緑色蛍光タンパク質を発現するように遺伝子操作した Ppr（Ppr- GFP）をシロイヌナズナへ
接種し、共焦点顕微鏡を用いて観察することで、Pprが葉のどこに生息するのかを調査した。ま
た、恒常的に発光するように遺伝子操作した Ppr（Ppr-lux）を用いて、Ppr がどの程度植物に
定着できるのかを調査した。Pprを接種した植物の生長と気孔動態を経時的に観察することによ
り、Pprとの共生が宿主植物に与える影響を調査した。 
 
４．研究成果 
(1) 葉の顕微鏡画像から気孔開度を自動測定する深層学習アルゴリズムの開発に成功した。開発
した深層学習アルゴリズムは手動測定と比べて、わずか 0.2 m±0.2 mの誤差で気孔開度の自
動測定が可能であることを示した。さらに、テスト用データセットを用いた詳細な比較解析から、
本研究で開発した深層学習アルゴリズムは、手動測定と同等の正確さで、光や化合物に対する気
孔開度の変化を捉えられることを証明した。 

顕微鏡による気孔の観察は一般的に用いられる方法
であるが、植物体から葉を切り取る際の傷害やそれに伴
って産生される植物ホルモンがシグナルとなって、気孔
開度に影響を与えうる。したがって、気孔応答を厳密に評
価するためには、植物個体の葉をできる限り傷つけるこ
となく気孔を観察する装置が必要になる。本研究では、シ
ロイヌナズナの葉を挟み込むことで“非破壊的に”気孔を
撮影することが可能なデバイスを開発した。本デバイス
は、幅 5 cm x 奥行 20 cm x 高さ 6 cmと小型であり、そ
の重量は 310 gと、携帯性にも優れている（図 2）。しか
し、このポータブル気孔撮影装置を用いて取得した画像
に対して、前述の深層学習アルゴリズムを用いた気孔開
度の自動測定を試みたが、満足な結果が得られなかった。そこで、ポータブル気孔撮影装置を用
いて取得した画像を用いて、モデルの再学習を行い、ポータブル気孔撮影装置の画像に対しても、
高い精度で気孔を検出し、その開度を計測可能なモデルを構築した。ポータブル気孔撮影装置と
深層学習アルゴリズムによる気孔開度自動推定を組み合わせて、植物個体から葉を切り離すこ
となく病原細菌 Pto に対する気孔応答を解析することに成功した。さらに、ポータブル気孔撮
影装置と深層学習アルゴリズムを組み合わせて、ほぼリアルタイムで気孔開度の自動測定が可
能な解析プラットフォームを構築した。 

(2) 植物は微生物を感知して気孔を閉じることで、その侵入を制限する。これに対して、Ptoな
どの病原細菌は、気孔を再開口させることが知られている。これまでに、Ptoが産生する植物毒
素コロナチンによる気孔開口に必要なシロイヌナズナの遺伝子を同定していた。コロナチンは
この遺伝子の発現を誘導するが、この遺伝子の発現誘導と気孔開口の因果関係は不明であった。
本研究では、ルシフェラーゼレポーターアッセイにより、この遺伝子のプロモーター上に存在す
るコロナチンによる発現誘導に必要な塩基配列を突き止めた。さらに、当該塩基配列をゲノム編
集により改変し、コロナチンによる発現誘導が起こらないシロイヌナズナ変異体の作出を試み
たが、形質転換体は多数得られたものの、変異導入個体は得られなかった。そこで、シロイヌナ
ズナとその近縁種が示すコロナチンによる気孔開口に対する感受性の違いに着目した研究を進
めた。コロナチンはシロイヌナズナの気孔を開くが、その近縁種である Eutrema salsugineum 
の気孔を開くことができない。これらの植物種のプロモーター配列を交換する実験から、コロナ
チンによる当該遺伝子の発現誘導が気孔開口に必要であることを示した。 

一方、気孔開閉操作能は病原細菌に限られたものであるのか、あるいは、葉圏細菌に広く存在
するのかは不明であった。本研究では、日本に自生するシロイヌナズナやその他のアブラナ科植
物から多数の葉圏細菌を単離し、シロイヌナズナに病原性を示さない 75系統を選抜した。ポー
タブル気孔撮影装置や気孔開度自動測定アルゴリズムを利用しながら、気孔開閉操作能を有す
る 13系統の葉圏細菌を発見した。その中で、シロイヌナズナに対して気孔開口を誘導する Ppr
を中心に研究を進めた。Ppr のゲノム配列を決定し、Pto との比較ゲノム解析を行ったところ、
Pprは、Ptoによる気孔開口に必要なコロナチンの生合成遺伝子を持たないことが明らかとなっ
た。さらに、コロナチンによる気孔開口に必要な遺伝子を欠損したシロイヌナズナ変異体におい
ても、Pprは気孔開口を誘導することを突き止めた。また、病原細菌による気孔開口では、III型
分泌装置によって分泌されるタンパク質が関与するという報告がある。比較ゲノム解析より、
Ppr は III 型分泌装置の構成遺伝子の一部を有していることが明らかになった。しかし、III 型
分泌装置の構成に必須の遺伝子を破壊した Ppr は依然として気孔開口を誘導した。以上より、
Pprは Ptoを含む病原細菌とは異なるメカニズムで気孔開口を誘導すると考えられた。 

(3) 宿主植物に対する Ppr の作用を明らかにするために、まず Ppr が宿主植物葉のどこに生息
するのかを調査した。Ppr-GFP をシロイヌナズナ葉面にスプレー接種すると、葉の表面に散在
し、時間の経過とともに増殖する様子が観察された。しかし、葉の内部への侵入は観察されなか
った。同時点において、Ptoの葉の内部への侵入が観察された。したがって、Pprは Ptoと同様



に気孔を開くが、この気孔開口を通じて葉の内部へ侵入するわけではないことが明らかとなっ
た。次に、Ppr-luxを利用して、シロイヌナズナ葉にどれくらいの期間定着できるのかを調査し
た。その結果、Pprはシロイヌナズナの葉面に 3週間以上にわたって定着できることを突き止め
た。さらに、Pprを接種したシロイヌナズナは非接種の個体よりも生長が促進されることを発見
した。光に対する気孔開口が速くなるシロイヌナズナ形質転換体は野生型よりも生長が促進さ
れることが知られている。これに着想を得て、Pprが定着したシロイヌナズナでは、光に対する
気孔開口が速くなるのではないかと仮説を立てた。興味深いことに、Pprによる生長促進が見ら
れる栽培条件において、Pprが定着したシロイヌナズナは、非接種植物と比べて、光が当たり始
める朝方に大きく気孔を開いていることを見出した。すなわち、Pprは植物の葉面に定着し、宿
主植物の気孔開口を助け、生長を促進する共生細菌であると考えられた。 
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