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研究成果の概要（和文）：乾燥ストレスに応答して生合成される植物ホルモンであるアブシジン酸は、気孔の閉
口を誘導する。アブシジン酸が孔辺細胞内で誘導する気孔閉口シグナル伝達では、細胞質カルシウムイオンがセ
カンドメッセンジャーとして機能することが古くから知られているが、その分子機構の詳細は不明である。本研
究では申請者が同定したアブシジン酸誘導気孔閉口にかかわる2種の新規カルシウムイオン輸送体候補因子の機
能解析を行った。これらカルシウムイオン輸送体が、孔辺細胞細胞質のカルシウムイオン濃度上昇の調節と気孔
開度の制御にかかわる機構の一部を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Abscisic acid, a plant hormone biosynthesized in response to drought stress,
 induces stomatal closure. It has long been known that cytosolic calcium ion functions as a second 
messenger in abscisic acid signaling in guard cells, but the details of the molecular mechanism are 
not clear. In this study, we analyzed the functions of two novel candidate calcium ion transporters 
involved in guard cell abscisic acid signaling that we identified. We revealed some of the 
mechanisms of how these calcium ion transporter candicates regulate the increase in cytosolic 
calcium ion concentration in guard cells and stomatal movement.

研究分野： 農芸化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
カルシウムイオンによる気孔開閉運動の調節機構の一端を明らかにした。また新しい植物イオンチャネル活性評
価系を構築した。本研究で確立した実験系は、気孔の生理学のみならず、イオンチャネルがかかわる植物の様々
な生理応答の研究分野の進展に貢献できる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
植物の葉の表皮に存在する気孔は、一対の孔辺細胞から成る通気口であり、光合成に必要な

二酸化炭素の取り込みや蒸散による水分放出を調節する重要な場所である。また開いた気孔は、
一部の植物病原菌にとって葉内への重要な侵入経路になる。そのため植物は、周囲の環境変化
に適応して生存するために、様々な非生物学的・生物学的環境刺激に応答して気孔の開度を厳
密に調節している。 
乾燥ストレスに応答して生合成される植物ホルモンであるアブシジン酸は、気孔の閉口を誘

導して過度の蒸散を抑制する働きを持つ。アブシジン酸が孔辺細胞内で誘導する気孔閉口シグ
ナル伝達において、カルシウムイオンがセカンドメッセンジャーとして機能することが古くか
ら知られている。アブシジン酸は、孔辺細胞原形質膜に存在するカルシウムイオン輸送体であ
る過分極活性化カルシウムイオンチャネルを活性化し、孔辺細胞内の細胞質遊離カルシウムイ
オン濃度（[Ca2+]cyt）の上昇を誘導することが過去の電気生理学実験やカルシウムイメージン
グ実験により明らかとなっている。しかし孔辺細胞においてカルシウムイオン動員を制御する
輸送体タンパク質や、[Ca2+]cyt 上昇の感知にかかわる[Ca2+]cyt センサーの実体は、完全に明ら
かになってはいない。 
 
 
２．研究の目的 
代表者は、モデル植物であるシロイヌナズナを用いたこれまでの研究により、アブシジン酸

誘導気孔閉口にかかわるカルシウムイオン輸送体候補因子をいくつか単離している。そのうち
の２つが、環状ヌクレオチド作動性イオンチャネルのホモログである gcCNGC と機能未知の
膜タンパク質である GCM である。本研究では、gcCNGC と GCM の機能解析を行うことで、
気孔開閉運動の制御を担う孔辺細胞[Ca2+]cyt 依存性シグナル伝達の分子機構を解明することを
目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) シロイヌナズナ変異体の気孔表現型解析 

gcCNGC や GCM の遺伝子を破壊したシロイヌナズナ T-DNA 挿入変異体を単離した。顕微
鏡による気孔開度測定と、赤外線サーモグラフィーを用いた葉面温度測定により、単離した変
異体の気孔応答の評価を行った。 
 
(2) 孔辺細胞原形質膜イオンチャネル活性評価 
孔辺細胞原形質膜イオンチャネルの活性評価は、電気生理学的手法であるホールセルパッチ

クランプ法によって行った。セルラーゼ等の酵素により単離した孔辺細胞プロトプラストを実
験材料として用いた。 
 
(3) 孔辺細胞カルシウムイメージング 
孔辺細胞[Ca2+]cyt 変化の観察は、Ca2+指示蛍光タンパク質である yellow cameleon 3.6

（YC3.6）に、核外輸送シグナル配列（NES）を付加した NES-YC3.6 を用いたカルシウムイ
メージング実験により行った。 
 
(4) Ca2+輸送体候補因子の Ca2+輸送活性評価 
ベンサミアナタバコを用いた Bimolecular Fluorescence Complementation （BiFC）法に

よる解析により、gcCNGC や GCM と相互作用するタンパク質を探索した。相互作用タンパ
ク質は、孔辺細胞アブシジン酸シグナル伝達や二酸化炭素シグナル伝達にかかわるコア因子群
（PYR, PP2C, OST1, CPK6, HT1 など）の中から探索した。 
相互作用が観察された因子について、アフリカツメガエル卵母細胞を異種発現系として用い

たシグナル伝達再構成を行い、二電極膜電位固定法によりイオン輸送活性を評価した。アフリ
カツメガエル卵母細胞に加えて、ヒト培養細胞 HEK293T を用いたイオンチャネル評価系の
構築も行った。 
 

 

４．研究成果 
(1) シロイヌナズナ変異体の気孔表現型解析 
気孔開度の評価実験の結果、gcCNGC 遺伝子破壊変異体では、アブシジン酸だけでなく、

光などその他の環境刺激に対する応答も変化していることが明らかとなった。また GCM 遺伝
子破壊変異体についても同様の結果が得られた。そのため、これらカルシウムイオン輸送体候
補因子は、孔辺細胞の環境情報の統合変換に寄与していることが示唆された。 



また gcCNGC と GCM について、それぞれ機能重複が疑われる遺伝子群を破壊したシロイ
ヌナズナ多重遺伝子破壊変異体を作成し、その表現型を解析した。その結果、GCM について
は機能重複が疑われる遺伝子をいくつか同定できた。 
 
(2) 孔辺細胞原形質膜イオンチャネル活性評価 
孔辺細胞原形質膜に存在する slow-type（S 型）アニオンチャネルは、孔辺細胞原形質膜の

脱分極を制御するイオンチャネルであり、気孔閉口応答に重要な働きを持つ（引用文献①,②）。
アブシジン酸高感受性を示すタンパク質フォスファターゼ 2C 型（PP2C）の四重遺伝子破壊
変異体では、[Ca2+]cytによる S 型アニオンチャネルの活性化が増強していることを代表者は過
去に明らかにしている（引用文献③）。しかし、gcCNGC 遺伝子破壊変異体は PP2C 四重遺伝
子破壊変異体と同様の気孔表現型を示すにもかかわらず、[Ca2+]cytによる S 型アニオンチャネ
ルの活性化にかんして野生株と差は見られなかった。以上の結果から gcCNGC は、PP2C と
は全く異なる機構で気孔閉口シグナル伝達の[Ca2+]cyt 感受性を制御していることが示唆された。 
孔辺細胞原形質膜の外向き整流性カリウムイオンチャネル（K+out チャネル）も、気孔閉口

応答の調節にかかわる重要なイオンチャネルである（引用文献④）。しかし、これまで広く用
いられてきた手法ではその活性を再現よく測定することはできなかった。そのためホールセル
パッチクランプ法による解析実験の条件検討を行い、K+out チャネル活性を再現よく評価でき
る実験系を立ち上げた。得られた成果の一部を論文として発表した。これにより今後の研究が
さらに加速することが期待される。 
 
(3) 孔辺細胞カルシウムイメージング 

NES-YC3.6 を発現するシロイヌナズナを用いたカルシウムイメージング実験の結果、
gcCNGC 遺伝子破壊変異体では人為的な過分極誘導に応答した孔辺細胞[Ca2+]cyt上昇に異常が
見られた。このことから gcCNGC は、原形質膜の過分極により活性化するカルシウムイオン
チャネル本体（またはその調節因子）であることが示唆された。GCM 遺伝子破壊変異体につ
いても同様の実験を行っているが今のところ顕著な表現型は観察できていない。現在、様々な
実験条件を検討している段階である。 

SLAC1 は孔辺細胞 S 型アニオンチャネルの一つである。S 型アニオンチャネルに加えて、
rapid-type（R 型）アニオンチャネルである ALMT12 も孔辺細胞原形質膜の脱分極誘導に貢
献していることが過去に報告されている（引用文献⑤,⑥）。NES-YC3.6 を用いたカルシウム
イメージング実験の結果、孔辺細胞原形質膜の脱分極を制御するこれら S 型・R 型ア二オン
チャネルが、孔辺細胞[Ca2+]cytの変化パターン調節に関与することが明らかとなった。 
 
(4) Ca2+輸送体候補因子の Ca2+輸送活性評価 

BiFC 法によるタンパク質相互作用解析により、gcCNGC や GCM と相互作用する因子をい
くつか同定することができた。同定した因子について gcCNGC や GCM とアフリカツメガエ
ル卵母細胞で共発現させ、二電極膜電位固定法によるカルシウムイオン輸送活性の評価を行っ
たが、顕著なイオンチャネル電流を測定することはできなかった。そのため実験条件の検討と、
新たな相互作用因子の探索を現在進めている。 
アフリカツメガエル卵母細胞を用いた二電極膜電位固定法実験の実験条件検討の過程で、細

胞外側の溶液（バス溶液）にリンゴ酸を添加すると、SLAC1 の活性が上昇することを発見し
た。過去の研究で、リンゴ酸は気孔閉口を誘導するシグナル分子として働くことが示唆されて
おり（引用文献⑦）、本実験結果はその分子機構の解明につながる可能性がある。 
別の発現系としてヒト培養細胞 HEK293T を用いた実験系の構築も進め、GFP タグタンパ

ク質の安定発現とギガオームシール形成を達成できるトランスフェクションの条件を決定でき
た。また、ポジティブコントロールとして使用したシロイヌナズナ内向き整流性カリウムイオ
ンチャネル KAT1 を発現した細胞、そして SLAC1 と CPK6 を共発現した細胞において、イ
オンチャネル電流をパッチクランプ法により再現よく測定できた。現在この実験系を用いて
gcCNGC と GCM の活性評価を進めている。 
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