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研究成果の概要（和文）：植物の表皮に存在する気孔は、一対の孔辺細胞により構成され、様々な環境シグナルに応答
してその開度を調節し、光合成に必要な二酸化炭素の取り込み、蒸散や酸素の放出など植物と大気間のガス交換を制御
している。本研究では、気孔開閉のシグナル伝達の分子機構の解明を目的として、新奇の気孔開度変異体の解析や気孔
孔辺細胞を用いた生理・生化学的解析を進めた。さらに、気孔開度を人的に制御した植物体の作出し、植物の成長・生
存における役割の解析を進めた。

研究成果の概要（英文）：Stomata in the plant epidermis regulate gas exchange between plants and 
atmosphere. Stomatal aperture is regulates numerous environmental signals. Opening of stomata induces 
uptake of CO2 for photosynthesis and transpiration. In this study, we investigated signaling pathways for 
stomatal opening and closing by genetic, physiological, and biochemical methods. In addition, we examined 
effect of stomatal aperture in the transgenic plants on plant growth and drought resistance.

研究分野： 植物分子生理学
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１．研究開始当初の背景 
 植物は光合成を行うことによって、農作物
を提供するのみならず、二酸化炭素を吸収し、
酸素を産出し、地球環境を整えている。植物
の表皮に存在する気孔は、光合成に必要な二
酸化炭素の唯一の取り入れ口で、変転する環
境に応答して開閉を行うことによってガス
交換を調節し、植物の生存において極めて重
要な働きを担っている。気孔を構成する一対
の孔辺細胞は、太陽光、特にシグナルとして
作用する青色光域の光に応答して気孔を開
口させ、植物と大気間のガス交換を促進し、
乾燥ストレスに曝されると、植物ホルモン・
アブシジン酸に応答して気孔を閉鎖し、植物
体からの水分損失を防いでいる。これまでの
申請者らの研究により、気孔開口に関わる因
子として、青色光受容体フォトトロピン
（Nature 2001）や細胞膜 H+-ATPase（EMBO J 
1999）などの主要因子を明らかにしてきたが、
気孔開・閉のシグナル伝達の構成成分につい
ては、未だ多くのことが不明である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、植物の環境応答のモデル細胞
である気孔孔辺細胞を用いて、未解明の部分
の多い植物の環境応答のシグナル伝達の分
子機構を明らかにすることを目的とする。ま
た、本研究で得られた成果をもとに、気孔開
度を人為的に調節した植物体の作出を進め、
様々な環境条件下での植物の生育に対する
影響を調べ、植物の環境突破における気孔の
役割を明確にする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、シロイヌナズナの気孔孔辺細
胞を主な材料として用い、気孔開度や細胞膜
H+-ATPase リン酸化レベルの変動の免疫組織
化学法により調べた。突然変異体のスクリー
ニングでは、変異原であるエチルメタンスル
ホン酸（EMS）処理したシロイヌナズナを用
いて行った。気孔開度制御の実験においては、
目的遺伝子を導入した形質転換体を用いた。
また、ゼニゴケを用いた細胞膜 H+-ATPase で
は、葉状体を主な材料として用いた。 
 
４．研究成果 
（１）青色光による細胞膜 H+-ATPase の活性
化と青色光シグナル伝達の解明 
 気孔開口のキーエンザイムである細胞膜
H+-ATPase は、青色光に依存して C 末端から
２番目のスレオニンがリン酸化されること
により活性化される。これまで、H+-ATPase
の活性化状態は、孔辺細胞プロトプラストを
用いて調べられてきたが、プロトプラスト調
製には大量の植物体（シロイヌナズナの場合、
5,000 枚以上のロゼット葉）と８時間以上の
調製時間が必要であった。そこで、H+-ATPase
のC末端のリン酸化スレオニンに対する特異
的抗体（Anti-pThr）を用いた免疫組織染色法
を確立した結果、一枚のロゼット葉由来の表

皮を用いた孔辺細胞の H+-ATPase の活性化状
態の可視化に成功した。さらに、この手法を
ABA 非感受性変異体に適用し、青色光に依存
した H+-ATPase 活性化の ABA による阻害に、
ABI1、ABI2、OST1 を介した ABA の初期シ
グナル伝達系が関わっていることを明らか
にした（Plant Cell Physiol 2011）。さらに、現
在この免疫組織染色光を利用して、遺伝学的
スクリーニングを開始した。遺伝学的スクリ
ーニングでは、青色光に依存した孔辺細胞の
細胞膜 H+-ATPase のリン酸化を直接観察する
ため、気孔の青色光シグナル伝達に関わる因
子が確実に単離できるものと期待される。こ
れまでに幾つかの候補変異体を単離してお
り、今後、これら変異体の原因遺伝子同定と
機能解析を進めていきたい。 
 
（２）新奇気孔開度変異体の単離と機能解析 
 本領域において、葉の重量変動、青色光受
容体フォトトロピンの制御する葉の形状、葉
の表面温度を指標に気孔開度変異体のスク
リーニング（新学術領域期間中のスクリーニ
ング総数：約１７万株）を進めてきた。これ
らのスクリーニングよりこれまでに約３０
株が、表現型の強い原因遺伝子同定候補とし
て挙ってきている。 
 気孔開度に依存した葉の重量変動を指標
に、気孔開度変異体のスクリーニングを行い、
野生株と比べ重量変動の大きい新奇変異体
rtl1 (rapid transpiration in detached leaves 1)を
単離した。解析の結果、この変異体は気孔閉
鎖を引き起こす植物ホルモン・アブシジン酸
（ABA）存在下でも気孔が閉鎖しない ABA
非感受性の表現型を示し、Mg-キラターゼ H
サブユニット(CHLH)のミスセンス変異が原
因となっていることが明らかとなった。 
CHLH は、クロロフィル生合成に関わる Mg-
キラターゼのサブユニットの一つであり、近
年 ABA 受容体としても機能することが報告
されていた（Nature 2006）。しかしながら、
本当に ABA 受容体として機能しているかど
うか、また、ABA シグナル伝達に関与してい
るのかどうかについては、依然多くの議論が
なされていた(Annu. Rev. Plant Biol. 2010)。そ
こで、組換え CHLH を用いた詳細な ABA 結
合実験を行った結果、CHLH は ABA と特異
的に結合しないことが明らかとなった。一方、
CHLH は細胞外の Ca2+濃度を上昇させると
ABA に応答した気孔閉鎖を示すことを見出
し、CHLH は孔辺細胞 [Ca2+]cyt の制御を介し
て ABA シグナル伝達に関与していることが
示唆された。以上の結果より、CHLH は気孔
の ABA シグナル伝達には関与するが、ABA
受容体そのものとしては機能していないと
結論し、これまで混沌としていた CHLH の
ABA シグナル伝達における役割が明確とな
った。 
 赤外線サーモグラフィを用いてモデル植
物シロイヌナズナの気孔開度変異体のスク
リーニングにおいて、気孔が顕著に開口する



ことで、背景植物よりも葉の表面温度が低く
なった変異体 lost1（ low temperature with 
open-stomata 1）を単離した（図）。また、lost1
はペールグリーンの表現型を示していた
（図）。マッピング、シークエンス、相補実
験の結果から、lost1 はクロロフィル合成酵素
Mg-キラターゼの I サブユニット 1（CHLI1）
のミスセンス変異体であることがわかった。
lost1 の気孔をさらに詳しく調べたところ、乾
燥を防ぐために気孔閉鎖を誘導する植物ホ
ルモン・アブシジン酸（ABA）に対する感受
性が低いことがわかった。この結果は、Mg-
キラターゼが気孔の ABA シグナル伝達に関
与することを示している。さらに本論文では、
別のクロロフィル合成酵素 Mg-プロトポルフ
ィリン IX メチルトランスフェラーゼ
（CHLM）の変異体の気孔も ABA 非感受性
の表現型を示すことを明らかにした。今後は、
クロロフィル合成と ABA による気孔閉鎖と
の関係についてさらに解析を進めていきた
い。 
 また、青色光受容体フォトトロピンの制御
する葉の形状を指標にした気孔開度変異体
のスクリーニングで単離した変異体の一つ
の解析を進めていく過程で花成ホルモンと
して知られるフロリゲン FLOWERING 
LOCUS T (FT)が孔辺細胞にも発現しており、
光による気孔開口にポジティブに影響を与
えることを明らかにし、気孔開度が日長（光
周性）によって調節される新たな調節機構と、
FT の多様な生理機能を証明した（図１）（Curr 
Biol 2011）。さらに、光周性花成誘導に関わる
ことが知られている主要因子（CRY, GI, CO, 
TSF, SOC1 等）の気孔開度制御への関与につ
いても網羅的な解析を行い、これら因子も気
孔開度制御に関わることが明らかとなった
（Plant Physiol 2013; Plant Cell Physiol 2015）。
また、こういった光周性因子による気孔開度
制御には孔辺細胞における遺伝子発現が関
与することが示唆され、現在、その分子機構
の解明を進めている。 
 
（３）気孔開度制御による植物の生育に対す
る影響 
 これまでに明らかとなっている気孔開口
反応に関わる主要因子（青色光受容体フォト
トロピン、細胞膜 H+-ATPase、内向き整流性
K+チャネル）を孔辺細胞のみで発現量を上昇
させた植物体を作出し、表現型の観察を行っ
た。その結果、H+-ATPase 過剰発現株におい
て、光による気孔開口が通常よりも 25%大き
くなり、光合成活性が増加し、植物の生産量
が 1.4~1.6 倍増加することが明らかとなった。
一方、H+-ATPase 過剰発現株は、野生株と同
様な乾燥応答や乾燥耐性が見られた。以上の
結果は、気孔開度が光合成や生産量の制限要
因になっていることを初めて実証するもの
であり、気孔の開口を大きくすることが植物
の生産量を増加させることに有用であるこ
と示している（PNAS 2014）。この成果につい

て、特許申請をおこなった。 
 また、これまでの研究により、気孔の ABA
シグナル伝達に関与することが明らかとな
った CHLH について孔辺細胞における発現
を高めることで、ABA に対する感受性が増加
することが明らかとなった。そこで、CHLH
過剰発現株の乾燥耐性試験を行ったところ、
野生株が枯死してしまう乾燥ストレス条件
においても、CHLH 過剰発現株では生存して
おり、気孔の ABA に対する感受性を高める
ことで植物に乾燥耐性を付与できることが
明らかとなった(Front Plant Sci 2013) 
 
（４）細胞膜 H+-ATPase の進化的解析 
 細胞膜 H+-ATPase は、ATP の加水分解エネ
ルギーを利用し、細胞外への H+の能動輸送を
行う植物に必須の一次輸送体であり、根にお
ける無機養分の取り込み、篩部伴細胞におけ
るスクロースの取り込みや気孔開口などに
おいて重要な役割を果たしている。これまで
の研究から、維管束植物において、H+-ATPase
の活性化には C 末端から 2 番目の Thr のリン
酸化と、リン酸化部位への 14-3-3 タンパク質
の結合が重要であることが明らかとなって
いる。しかし、C 末端から 2 番目に Thr をも
つ pT H+-ATPase（penultimate Thr-containing 
H+-ATPase）が進化上どの段階から出現した
のかは明らかになっていなかった。 
 本論文では、陸上植物の進化的基部に位置
する苔類ゼニゴケにおける H+-ATPase の同定
と機能解析を行った。その結果、ゼニゴケに
は pT H+-ATPase と non-pT H+-ATPase の両方
が存在しており、pT H+-ATPase は維管束植物
と同様のC末端のリン酸化を介した制御が行
われていることが明らかとなった。このこと
は、植物が陸上へ進出する過程で pT 
H+-ATPase を獲得したことを示唆している
（図 1）。さらに、様々な生理シグナルの解析
を進めた結果、ゼニゴケの pT H+-ATPase は光
合成に依存して顕著にリン酸化されること
を初めて見出し、葉緑体から細胞膜へのシグ
ナル伝達が存在することが明らかとなった
（Plant Physiol 2012）。現在、この反応の生理
的な意義について、さらに、より進化的に古
いシャジク藻類における細胞膜 H+-ATPase の
分子種について解析を進めている。 
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