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研究成果の概要（和文）： 
植物の免疫応答では、サリチル酸が局所的および全身的な免疫応答を制御し、活性酸素種や一
酸化窒素が重要な細胞内シグナル分子として働く。これらの免疫シグナル分子の合成には葉緑
体が深く関わっている。しかし、植物免疫応答における葉緑体の役割は、これまでほとんど注
目されていなかった。本研究では、植物免疫応答における葉緑体の役割を検証し、葉緑体 Ca2+

結合タンパク質 CASを介した新しい葉緑体免疫シグナルを発見した。 
 
Salicylic acid acts as an endogenous signal that triggers local and systemic response in the 
plant immune system. Both reactive oxygen species (ROS) and nitric oxide (NO) may play 
important roles in regulation of immune cell signal transductions. It should be noted that 
chloroplasts are involved in the production of theses immune signals. However, a role for 
chloroplasts in plant immune system remains largely elusive. This study provides novel 
insights into chloroplastic control of plant immunity through a thylakoid-localized Ca2+ 
binding protein CAS.   
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１．研究開始当初の背景 
葉緑体は、光合成器官であると同時に様々な
代謝反応の場でもある。例えば、免疫シグナ
ルとして局所的及び全身的免疫応答に関わ
るサリチル酸は、シロイヌナズナの場合、葉
緑体内でシキミ酸からイソコリスミ酸を介
して合成される。また、ROS や NO は、植
物免疫応答において重要なシグナル分子と

して働くことが知られている。また、植物免
疫応答の一つ過敏感細胞死では、葉緑体由来
の ROS が細胞死の制御に必要なことが指摘
されている。実際，葉緑体は ROS や NO の
主要な生成場所として知られている。 
	 しかし、葉緑体と植物免疫応答の関係に触
れた先行研究はほとんどなく、サリチル酸合
成の制御に葉緑体がどのように関わってい
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るのか、植物免疫応答において、葉緑体での
ROS や NO 生成がどのように制御されてい
るのかなど、ほとんど分かっていなかった。
一方、植物免疫応答が光環境依存であること
を指摘する研究があり、葉緑体が免疫応答制
御に関与する可能性も指摘されていたが、そ
の実体は全く分かっていなかった。 
	 葉緑体は原核生物であるシアノバクテリ
アが共生進化したオルガネラである。真核細
胞では、Ca2+が細胞内シグナル分子として重
要な働きをしているが、原核細胞の Ca2+シグ
ナルの役割は限定的であると考えられてい
る。一方、動物細胞のミトコンドリアでは、
ミトコンドリア Ca2+濃度の上昇がアポトー
シスを引き起こすことが知られている。しか
し、ミトコンドリアと同じく共生オルガネラ
である葉緑体における Ca2+シグナルの実体
もほとんど分かっていなかった。明暗に応答
して葉緑体 Ca2+濃度が変動することを指摘
する研究もあるが、その確認実験は行われて
いない。 
、 
２．研究の目的 
	 本研究は、植物免疫応答における葉緑体の
役割を解明することを目的とした。葉緑体が
病原体の感染を認識するのか？どのような
機構で病原体の感染シグナルが細胞内にあ
る葉緑体に伝達されるのか？さらに，葉緑体
はどのように細胞質や核で起こる感染防御
応答を制御するのか？これらの問題にたい
して、分子生物学および細胞生物学的アプロ
ーチで、分子レベルでの解明を目指した。 
	 また、原核細胞由来の葉緑体が、動物細胞
のミトコンドリアと同じような Ca2+シグナ
ルを生じるのか、生じるとしたらその役割は
何か、を解明するのも本研究の重要な研究目
的である。 
 
３．研究の方法 
	 本 研 究 は ， 主 に シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ
（Arabidopsis thaliana）を実験材料として
行った。CAS 欠失変異体(cas-1)は、T-DNA
挿入変異体を用いた。形質転換はアグロバク
テリウム法で行った。Pseudomonas の感染
実験はインフィルトレーション法によって
行った。また、PAMP（flg22およびキチン）
の処理は、シャーレ中の 1/2MS 培地に植物
体を浮かべ、培地に PAMP を投与すること
で行った。 
	 Ca2+測定には葉緑体ストロマまたは細胞
質にイクオリンをターゲットさせた形質転
換シロイヌナズナを用いた。イクオリン発光
はルミノメータを用いて解析した。 
	 ホルモン分析は、LC-MSによって行った。 
	 
４．研究成果	 
（１）葉緑体 Ca2+シグナルのストレス応答	 

	 本研究では、Ca2+センサー発光タンパク質
イクオリンを葉緑体ストロマにターゲット
することで，葉緑体内 Ca2+濃度測定を行った。
まず、ストロマの Ca2+濃度が 0.1μM の非常に
低い濃度に保たれていることが分かった。こ
れは、細胞質の遊離 Ca2+濃度と同じレベルで
あり、葉緑体内で Ca2+シグナルが生じる可能
性が考えられた。そこで、光条件や病原体エ
リシター、各種ストレスに対する葉緑体内
Ca2+応答を測定し、細胞質 Ca2+シグナル応答と
比較した。	 
	 まず、明所で育成していた植物を暗条件に
移すと、数分のラグの後、十数分続く長いス
トロマ Ca2+濃度の上昇が確認された。これは、
以前報告されていた、葉緑体 Ca2+濃度の光制
御と同じ結果であった。さらに興味深いこと
に、病原体由来エリシターで、病原体関連分
子パターン(PAMP)として知られるバクテリ
ア鞭毛フラジェリンペプチド(flg22)、およ
び真菌細胞壁特異成分キチンを葉に処理し
た所、植物体を暗所に移した時と同様に、数
分のラグに引き続き、数十分続くゆっくりし
た Ca2+濃度の一過的上昇が観察された(図１)。
一方、環境ストレスにも応答してストロマ
Ca2+濃度が変化することも見いだした。低温
や塩ストレスに対しては、非常に早い小さな
Ca2+濃度変化が観察された。一方、浸透圧シ
ョックに対しては、２相性のゆっくりした
Ca2+濃度変化が見られた。これらの結果は、
葉緑体 Ca2+濃度がストレス特異的なダイナミ
ックな濃度変化を起こすことを示している。
PAMP 処理が数十分後に葉緑体の光合成パラ
メータを変化させることが知られており、そ
のタイムコースと一致する結果である。	 

図１	 flg22 が誘導する細胞質（グレー）お
よび葉緑体ストロマ（黒）の Ca2+濃度変化	 
	 
（２）葉緑体 Ca2+シグナル発生機構	 
	 flg22 が誘導する葉緑体 Ca2+シグナルは，
常に細胞質 Ca2+濃度変化に遅れて発生する。
細胞質 Ca2+濃度上昇が葉緑体 Ca2+シグナルの
発生を引き起こしている可能性を検証する
ために、Ca2+イオノフォア（イオノマイシン）
を処理することで，葉緑体 Ca2+シグナルが生
じることを見いだした。逆に、Ca2+キレータ	 



	 

図２	 flg22 および暗処理が誘導する葉緑体
Ca2+シグナルは CAS に依存する	 
	 
BAPTA 処理は、細胞質および葉緑体いずれの
Ca2+シグナルも阻害した。これらの結果は、
PAMPはまず細胞質Ca2+濃度上昇を引き起こし，
細胞質 Ca2+が葉緑体 Ca2+シグナルを発生させ
ていることが分かった。また、タンパク質リ
ン酸化阻害剤は葉緑体 Ca2+シグナルの発生に
部分的に関わっていることも明らかにした。	 
	 一方、葉緑体における Ca2+輸送機構は全く分
かっていない。本研究では，葉緑体チラコイ
ド膜に局在する Ca2+結合タンパク質(CAS)に
注目した。葉緑体 Ca2+シグナル形成への役割
を検証したところ、CAS 欠失変異体では、葉
緑体 Ca2+シグナルが約 3〜7 割減少すること
が分かった（図２）。CAS はチラコイド膜から
の Ca2+流出に関与している可能性が考えられ
る．	 
（３）CAS を介した植物免疫応答制御	 
	 flg22などのPAMPに応答して葉緑体に一過
的 Ca2+濃度変化が生じるという発見は、植物
免疫応答に葉緑体の Ca2+センサータンパク質
が関与する可能性を示唆する．そこで、チラ
コイド膜局在の Ca2+結合タンパク質 CAS に注
目し、CAS 欠失変異体における各種免疫応答
の評価を行った。その結果，CAS 欠失変異体
では、感染させた Pseudomonas 菌の増殖抑制
が抑制されていること、PAMP が誘導する気孔
閉鎖、カロース誘導などの基本免疫応答も低
下していること、さらに PR-1 や PR-2 などの
免疫マーカー遺伝子発現が強く抑制されて	 

	 
図３	 CAS変異体における PR 遺伝子発現	 
CAS 欠失変異体（cas-1、cas-2）では、PR1
および PR2遺伝子発現が抑制されている。CAS	 
cDNA は、この変異を相補する。	 
いることを明らかにした（図３）。このこと

は、葉緑体タンパク質 CAS が基礎的免疫応答
の制御に関わっている可能性を強く示唆す
る。	 
	 また、エフェクターをもつ抵抗性の病原菌
に対して、植物は局所的な過敏感細胞死によ
って抵抗することが知られている。CAS 欠失
変異体における過敏感細胞死について検討
した結果、CAS が過敏感細胞死の誘導に関与
していることが分かった。CAS 欠失変異体で
は、過敏感細胞死に先だった ROS や NO 生成
が抑制され、過敏感細胞死の誘導も遅れるこ
とが分かった。これらの結果から、葉緑体の
Ca2+結合タンパク質 CAS が、基礎的免疫応答
と過敏感細胞死の２主の免疫応答に共通し
て働く葉緑体因子であることが分かった。ま
た，これらの研究から、葉緑体が植物免疫反
応に重要な働きをしていることが明らかに	 
なった。	 
（４）CAS とサリチル酸誘導	 
	 気孔閉鎖や PR 遺伝子発現誘導などの基礎
免疫応答および過敏感細胞死は、サリチル酸
によって制御されている可能性がある。そこ
で、CAS 欠失変異体における植物ホルモン（サ
リチル酸、ジャスモン酸、ABA、IAA、サイト
カイニン）の挙動の網羅的解析を行った。そ
の結果、野生型植物では flg22 によってサリ
チル酸合成のみが誘導され、他のホルモンに
は顕著な影響が無いこと、CAS 欠失変異体で
は、サリチル酸誘導が大きく阻害されている
ことが分かった（図４）。従って、CAS 欠失変
異体で見られた免疫応答の抑制の多くはサ
リチル酸合成抑制の結果であると考えられ
る。	 
	 

図４	 野生型植物(黒)および CAS欠失変異体
(cas-1i:赤)における flg22 に応答した植物
ホルモン合成	 
	 
	 一方、CAS に依存したサリチル酸合成の誘
導機構を検証するため、サリチル酸合成に関
係する遺伝子群の発現挙動を調べた所、ICS1、
EDS5などの発現がCAS欠失変異体で大きく減
少していることが分かった。ICS1 などのサリ
チル酸合成遺伝子は核ゲノムにコードされ
ており、CAS 依存的に何らかの葉緑体免疫シ
グナルが発信され、これらの遺伝子発現を誘
導している可能性が考えられた。	 
	 
	 



（５）葉緑体免疫シグナル	 
	 続いて葉緑体免疫シグナルを同定するた
めに、CAS 欠失変異体を用いたマイクロアレ
イ解析を行った。その結果、flg22 によって
基礎的抵抗性を誘導した植物において、1235
の CAS 依存遺伝子と、687 の CAS 欠失変異体
で発現が上昇する遺伝子を同定した。興味深
いことに、前者にはストレスや感染防御応答
関連遺伝子が多く含まれ、後者には葉緑体に
ターゲットする光合成関連遺伝子が多く存
在した。この結果は、CAS 依存の逆行性免疫
シグナルにより防御関連遺伝子発現が促進
され、光合成関連遺伝子発現が抑制されてい
ることを示唆する。葉緑体免疫シグナルは、
感染に伴った栄養生長モードから感染防御
の緊急モードへの切り替えに関係している
のかもしれない。	 
	 続いて,1235 の CAS 依存遺伝子を詳しく調
べた所、一重項酸素シグナル応答遺伝子群と
大きく重なることが分かった。過酸化水素応
答遺伝子群とのオーバーラップはあまり見
られなかった。この結果から、葉緑体免疫シ
グナルは葉緑体由来の一重項酸素シグナル
と深く関係し、CAS がシグナルの発生に関与
している可能性が考えられる。	 
	 

図５	 CAS が関係する葉緑体免疫シグナル	 
	 
（６）植物免疫の光応答	 
	 ここまで明らかにしてきたように、葉緑体
チラコイド膜の CAS が感染防御王とうい電子
群の発現を活性化する一重項酸素シグナル
と関係しているのなら、防御応答遺伝子群の
発現が光に依存している可能性が考えられ
る。そこで、野生型植物を用い，flg22 に対
する防御応答遺伝子群の発現挙動を解析し
た。その結果、特にサリチル酸合成遺伝子群
の発現が光に強く依存していることを見い
だした。さらに光合成阻害剤を用いた実験か
ら、この誘導に光合成が強く関わっているこ
とも明らかにした。これらの結果から，サリ
チル酸合成遺伝子群の発現が光合成に強く
依存しており、光合成を介して植物免疫が制
御されていることが分かった。	 

（７）サリチル酸輸送体候補 EDS5 の包膜局
在	 
	 EDS5 は MATE 型輸送体で、葉緑体からのサ
リチル酸輸送に関わっている可能性が指摘
されている。しかし、実際の葉緑体内局在に
ついては分かっていなかった。本研究では、
GFP 融合タンパク質の局在解析と葉緑体分画
実験により、EDS5 が葉緑体包膜に局在するタ
ンパク質であることを明らかにした。また、
EDS5 の自己プロモータから EDS5-GFP 融合タ
ンパク質を発現する形質転換細胞の解析か
ら、EDS5 が主に表皮細胞の葉緑体に発現して
いる可能性が示唆された．この結果は、EDS5
を介したサリチル酸合成が主に表皮細胞で
行われている可能性を示唆する。	 

図６	 EDS5 プロモータから発現させた
EDS5-GFP 融合タンパク質は包膜に局在する	 
左：GFP 蛍光、中央：クロロフィル蛍光、右：
マージ	 
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