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研究成果の概要（和文）：葉緑体は光合成の基質である CO2 を葉内の細胞間隙から吸収する。

葉肉細胞中の葉緑体が、細胞同士が隣り合う部分ではなく、細胞間隙に接する部分に分布する

ことから、CO2 濃度の高い場所に葉緑体を分布させる仕組みがあると予想されている。細胞壁

を除いた葉肉細胞プロトプラストをゲルに埋める実験系により、この予想が正しいことを強く

支持する結果を得た。また、ガス交換システムを用いて個葉の細胞間隙 CO2濃度を調節するこ

とにより、葉緑体の細胞内分布が光強度と CO2濃度とのクロストークを介して決まることを示

唆する結果を得た。 
 
研究成果の概要（英文）：Chloroplasts absorb the photosynthetic substrate CO2 from the intercellular air 
spaces.  Since chloroplasts in mesophyll cells are adjacent to the cell wall along the intercellular air 
spaces but not the neighboring cells, it has been hypothesized that chloroplasts are located at the cell 
wall containing higher CO2, although without any experimental verification.  By embedding mesophyll 
protoplasts in a gel, we obtained the results strongly supporting the hypothesis.  Further, by regulating 
the CO2 concentration in the intercellular air spaces of each leaf, we proposed that the final destination 
of chloroplasts is determined through cross talk between the light intensity and the local CO2 
concentration in the cell wall. 
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１．研究開始当初の背景 

葉緑体の細胞内分布はさまざまな環境要
因によって制御されている。最もよく知られ
ているのは光による制御で、葉緑体は、弱光
下では受光面積が最大に、強光下では最小に
なるように分布する。これらの反応は、弱光
下で光合成速度を上げ、強光下で光傷害を避
けることに寄与すると考えられている（Wada 
et al. 2003）。特に強光の作用については、葉
緑体の分布変化が起こらないシロイヌナズ

ナ突然変異株において、野生株よりも早く光
合成装置が壊れ、葉が白化、枯死することが
報告されている（Kasahara et al. 2002）。 
一方、光合成に適した条件下では、葉緑体

は細胞間隙に接する部分に分布し、細胞同士
が隣り合う部分には分布しない（Evans and 
von Caemmerer 1996）。光合成の基質である
CO2 は、大気 → 気孔 → 細胞間隙 → 葉肉
細胞の細胞壁 → 細胞膜 → 細胞質 → 葉
緑体包膜という経路を経てストロマに達す
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る。細胞壁は液相であり、CO2 は非常に拡散
しにくくなることから、葉緑体が細胞間隙に
沿って分布するのは、細胞間隙から効率よく
CO2 を吸収するためと考えられている
（Terashima et al. 2006）。葉緑体が細胞間隙に
沿って分布する傾向が強いほど、CO2 の通り
やすさの指標である葉肉コンダクタンスや
光合成速度が高くなることが報告されてい
る（Tholen et al. 2008）。 

葉緑体が細胞間隙に沿って分布すること
から、CO2 濃度の高い場所に葉緑体を分布さ
せる仕組みがあると予想されているが、適切
な実験系が開発されておらず、明確な検証例
は無い。その原因として、葉緑体の細胞内分
布が光を含む複数の要因の影響を受けるこ
と、刺激として光を用いる場合と比べて、葉
肉細胞周辺の CO2濃度の調節や、各細胞に対
して局所的な刺激を与えることが難しいこ
とをあげることができる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、葉肉細胞をプロトプラスト化

してゲルに埋め込むことにより、発生学的要
因（葉の背腹性）や解剖学的要因（細胞と隣
り合うか細胞間隙と隣り合うか）を除外した
実験系を構築する。ゲルの CO2濃度を調節す
ることにより、葉緑体分布の CO2応答性を定
量的に解析する。 

また、同化箱（密閉できる小型チェンバー）
とガス交換システムを用いて個葉の細胞間
隙 CO2濃度を調節し、葉緑体分布決定に対す
る寄与を確定する。 
 
３．研究の方法 
(1) シロイヌナズナのロゼット葉から、葉緑
体運動についてのインタクトネスをできる
だけ損わないように、細胞壁分解酵素の副作
用を最小限に抑えた方法で葉肉細胞プロト
プラストを調製し、低温固化アガロースゲル
に埋める。ゲルの片側に炭酸水素カリウム溶
液（KHCO3）を置き、反対側にホスホエノー
ルピルビン酸（PEP）および PEP カルボキシ
ラーゼを含む溶液を置くことによって重炭
酸イオンを積極的に除き、ゲル中の CO2成分
の濃度勾配を維持する。一定時間ごとに緑色
光によって蛍光画像を撮影し、各プロトプラ
ストにおける葉緑体全体の中心位置を算出
することにより、分布変化を解析する。 
 
(2) 孔辺細胞外への陰イオンの流出に必須で、
気孔閉鎖に機能するシロイヌナズナ SLAC1
（Negi et al. 2008, Vahisalu et al. 2008）の遺伝
子破壊株、および野生株のロゼット葉を、温
度を調節することのできる同化箱内に置く。
ガス交換システムを用いて、組成を調節した
ガスを同化箱に注入し、排出されるガスの
CO2濃度および水蒸気濃度から、光合成速度

および細胞間隙 CO2濃度を見積もる。 
異なる処理を施した後、葉を固定、包埋し、

横断切片を作成する。細胞の横断面を撮影し、
細胞壁を、細胞の向軸側と背軸側（発生学的
パラメータ）、上下面と側面（受光量のパラ
メータ）、細胞間隙に接する部分と細胞に接
する部分（細胞間隙 CO2濃度のパラメータ）
に分割する。各細胞内で葉緑体がそれぞれの
部分を占める割合を求め、葉緑体の細胞内分
布の傾向を定量的に解析する。 
 
４．研究成果 
(1) ゲルに埋めた葉肉細胞プロトプラスト中
の葉緑体分布は KHCO3溶液を置いた側へ偏
り、反応は 2-3 時間で飽和する傾向を示した。
葉緑体がCO2濃度の高い場所に定位すること
を強く示唆する結果が得られた。 

現在、ゲルに含まれる CO2の定量を進めて
おり、葉緑体が CO2濃度の絶対値に応答する
のか CO2の濃度勾配に応答するのか、反応に
光依存性があるか､柵状組織葉肉細胞と海綿
状組織葉肉細胞とでCO2応答性に違いがある
かなどの問題を解決する。 
 
(2)-① 外気 CO2濃度を 45 ppm もしくは 1000 
ppm に設定して植物体を暗処理し、個葉にお
ける葉緑体分布を解析した。野生株では、上
記 3 つのパラメータについて異なる CO2濃度
での違いは無く、背軸側に分布する傾向は向
軸側に対して 3 倍高く（= 葉緑体の暗黒位）、
上下面と側面には均等に分布し、細胞間隙に
沿う傾向は細胞に対して 2 倍高かった。これ
に対して 1000 ppm CO2で暗処理した slac1 で
は、背軸側に分布する傾向が有意に低くなり、
細胞間隙に沿う傾向が有意に高くなった。主
に発生学的要因（葉の背腹性）に依存する暗
黒位の決定にCO2濃度が干渉する可能性が示
された。 
(2)-② 外気CO2濃度を400 ppmもしくは1000 
ppm に設定して青色光を照射した。野生株で
は 1000 ppm CO2で背軸側に分布する傾向が
より高くなり、slac1 では 1000 ppm CO2で細
胞間隙に沿う傾向がより低く、上下面に分布
する傾向がより高くなった。光照射下でも発
生学的要因と CO2濃度とが干渉すること、葉
緑体の受光量の調節がCO2濃度の影響を受け
ることなどが示唆された。 
(2)-③ 野生株の細胞間隙CO2濃度を調節しな
がら異なる強さの青色光を照射したところ、
同一の強さの青色光下でも、CO2 濃度が高い
と受光量を大きくする分布をとる傾向が認
められた。葉緑体の分布決定において、光強
度と細胞間隙CO2濃度とがクロストークする
可能性が示唆された。今後、これを定量的に
解析し、クロストークが葉緑体のレドックス
状態を介するかを検証する。 
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