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研究成果の概要（和文）：重イオンビーム照射により突然変異を誘発させたC4植物エノコログサの後代種子を採
取した。その変異体ライブラリーを対象として，アブシジン酸応答性の葉肉葉緑体凝集運動が起こらない変異体
のスクリーニング法を確立した。また，葉肉細胞内での凝集配置は，暗条件あるいは発生初期の未熟な色素体で
も起こる一方，非ストレス明所下ではむしろ葉緑体を分散させる機構が働いていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Progeny seeds of green foxtail mutagenized by heavy ion beam irradiation 
were collected. We have established a screening method for mutants that do not cause abscisic 
acid-responsive aggregative movement of mesophyll chloroplasts with the mutant library. We also 
revealed that the aggregative arrangement in mesophyll cells occurs even in plastids under the dark 
conditions or in the early stage of development, while a mechanism for dispersing the chloroplasts 
is working under the non-stressed light conditions.

研究分野：作物生理生化学
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１．研究開始当初の背景 
	 C4植物の葉組織では，維管束の周りを維管
束鞘細胞が取り囲み，さらにその外側を１層
の葉肉細胞が放射状に取り巻いている。その
両光合成細胞を一巡する C4回路が CO2濃縮
ポンプとして働き，維管束鞘葉緑体に局在す
る Rubisco近傍の CO2濃度を高めることで，
C4 植物は高い光合成能と環境ストレス耐性
能を獲得している。隣り合う葉肉細胞と維管
束鞘細胞は構造および機能の面で様々に分
化しており，環境ストレスに対する応答や耐
性機構も両光合成細胞で違いが見られる。 
	 両細胞内の葉緑体は異なる細胞内配置を
とり，葉肉葉緑体が細胞周縁部に散在してい
る一方，維管束鞘葉緑体は維管束側あるいは
葉肉細胞側に局在している（図１A）。我々は，
強光，乾燥，塩などの環境ストレスに応答し
て葉肉葉緑体が維管束鞘細胞側に凝集する
ことを見出した（図１B）。この葉緑体凝集運
動は真夏の炎天下で育つ C4 植物でも観察さ
れたことから，過酷かつ複合的な自然環境下
で生育する C4 植物のストレス応答機構の一
つだと考えられた。また，ストレスに伴い，
葉の光合成速度，気孔コンダクタンスおよび
蒸散速度が低下するが，その低下の程度と相
関して，葉緑体凝集運動もより顕著に起こる。
したがって，葉緑体凝集運動は光合成代謝と

連動した生理的役割を担うと考えられる。さ
らに，凝集運動はアブシジン酸（ABA）によ
り誘発されることを見出し（図１D），環境ス
トレスを感知すると葉細胞内の ABA 含量が
増大して葉緑体凝集運動が誘発されると推
察した。 
	 様々な植物種を調査した結果，葉肉葉緑体
の凝集運動は C3植物では起こらず，C3-C4中
間種で僅かに起こり，C4植物で普遍的に見ら
れたことから，この運動は C3植物から C4植
物への進化過程で獲得された生理機構だと
考えられる。また，維管束鞘葉緑体の細胞内
局在はいかなる環境ストレスによっても乱
れることはなく，葉肉細胞と維管束鞘細胞間
で異なる葉緑体配置機構ならびにストレス
耐性戦略が存在すると考えられる。C3植物の
葉肉葉緑体も強光照射により運動するが，①
運動方向が異なる（光の入射方向と平行な細
胞壁側へ移動する逃避運動が起こる），②活
性酸素により促進される，という点で C4葉肉
葉緑体の凝集運動とは異なる。他方，青色光
とアクチンが両葉緑体運動に共通して関与
していることが判明している。また，青色光
照射により C4 植物においても葉肉葉緑体の
逃避運動が部分的に起こり（図１C），さらに
ABA が共存すると凝集運動が顕著に誘導さ
れることから（図１D），C4葉肉細胞にも葉緑
体逃避運動機構が存在するが，ABAが葉緑体
の運動様式を凝集運動へとシフトさせるこ
とが判明した。 
 
 
２．研究の目的 
	 以上のように，C4葉肉細胞は，C3植物でみ
られる葉緑体逃避運動に加えて，ストレスシ
グナル ABA により誘導される葉緑体凝集運
動機構をもつことが明らかとなった。しかし，
葉緑体凝集運動の生理的役割は解明できて
いない。また，ABAを葉肉細胞がどのように
検知して葉緑体凝集運動を引き起こすのか，
葉緑体をどのようにして維管束鞘細胞側へ
移動させているのかといった情報伝達や運
動制御の詳細も解明できていない。 
	 これらの未解明点を明らかにするには凝
集運動を起こさない変異体を用いた解析が
有効であるが，そのような変異体は見出され
ていない。そこで，本研究では，凝集運動の
変異体を単離し，凝集運動の生理的役割なら
びに凝集運動に関わるタンパク質因子の同
定を行うことを目的とした。研究材料は，今
後の C4 モデル植物と目されるエノコログサ
（Setaria viridis）を用いることとした。また，
エノコログサ変異体の解析だけでなく，我々
が今まで用いてきた C4 植物シコクビエ
（Eleusine coracana）も研究対象として，凝
集運動と逃避運動の関連性や ABA 情報伝達
機構の解明も行う。 
	 凝集運動の生理的役割と分子機構を明ら
かにすることで，C4植物の更なる機能改良や
C3植物の C4化を行うにあたっての新たな分



子基盤を提供できると考えた。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 重イオンビームを照射して突然変異を誘
発させたエノコログサ（A10株）の後代種子
を採取した。得られた種子を培養土に播種し，
人工気象室（明期 14時間，28°C，光強度 300 
µmol m-2 s-1 / 暗期 10時間，20°C，湿度 60%）
内で約 3 週間生育させた後，各系統あたり 4
個体について，最上位完全展開葉の葉身中央
部分を実験に用いた。改良法においては，グ
ロースチャンバー（明期 14時間，28°C，100 
µmol m–2 s–1 / 暗期 10時間，20°C）内で約 1
週間生育させた後，完全展開した第 1葉の葉
身中央部分を用いた。葉身から葉片（5 mm
四方）を数枚切り出し，12ウェルプラスチッ
クマイクロプレートに分注した 100 µM ABA
溶液に浮かべ，プレートごと脱気して，葉組
織内に溶液を浸透させた。次いで，青色 LED
光（500 µmol m–2 s–1）を 4時間照射して凝集
運動を誘導させた。プレート中の葉片を倒立
型光学顕微鏡で観察し，取得したデジタル画
像の 256階調輝度分布から凝集運動の程度を
定量化した（図２）。 

図２	 エノコログサ葉片の光学顕微鏡像．(A) 青色光照
射前。(B) 青色光照射後。照射後は葉肉細胞の列(M)が明
るく見える。V+BS: 維管束系と維管束鞘細胞の列。(C) 
光学顕微鏡観察画像の輝度分布。青色光照射後では，高

輝度画素の分布割合が増えている。 
 
(2) シコクビエ（雪印系）種子を寒天培地に
播種し，25°Cの暗所下で9日間生育させた後，
黄化実生の第 1葉横断切片を顕微鏡観察した。
また，人工気象室（明期 14 時間，28°C，光
強度 500 µmol m-2 s-1 / 暗期 10時間，20°C，湿
度 60%）内で約 3週間生育したシコクビエを
暗所に移し，8 日後まで第 6 葉の葉緑体配置
を観察した。同様の条件で生育したシコクビ
エを 3日間暗所に置いた後，明所（培養棚：

22°C，湿度 90%，光強度 50〜60 µmol m-2 s-1)
に移し，第 7葉の葉緑体配置を観察した。 
 
(3) 人工気象室にて約 3 週間生育させたシコ
クビエの展開伸長中の第 7 葉を，基部から 1 
cmごとに分け，横断切片を作製して，光学顕
微鏡で観察した。さらに，撮影したデジタル
画像上のピクセル座標に基づき，葉肉葉緑体
が維管束鞘細胞側にどの程度局在している
かを示す“凝集配置指数”を算出した。凝集
配置指数は，数値が高いほど強い凝集が起き
ていることを示し，細胞全体に葉緑体が均等
に散在している場合は 50%になる。 
 
(4) 葉緑体の細胞内配置を立体的に把握する
ため，エノコログサ葉身横断切片を共焦点レ
ーザー顕微鏡（オリンパス社 FV1000-D 
BX61）にて観察した。葉緑体をクロロフィル
の自家蛍光により，細胞壁をリグニンやスベ
リンの自家蛍光により検出し，得られた連続
画像を基に三次元像を再構築した。 
 
 
４．研究成果 
(1) エノコログサの野生型種子に重イオンビ
ームを照射して突然変異を誘発させ，圃場，
温室および人工気象室で変異後代種子の多
量増幅を行った。その結果，約 1,000系統の変
異後代種子を得ることができた。栽培条件に
よって得られる種子の数および品質が異な
ったため，さらなる種子増幅に向けて最適栽
培条件を検討した。エノコログサの種子は休
眠が深く，採種直後の種子はほぼ発芽しな
い。そこで，多系統の種子を取り扱う際の簡
易休眠打破法を調査した。その結果，土中播
種したまま 4°C で 2〜3 週間保存後に生育環
境に移す方法が最も簡便であることが判明
した。 
	 マイクロプレート内で葉片を青色光・ABA
処理し，光学顕微鏡により向軸側から葉緑体
の配置を観察し，画像解析自動化マクロを用
いて一度に多系統の植物を解析するスクリ
ーニング系を確立した。当初は 3週間ほど生
育させたエノコログサを用いてスクリーニ
ングを行ったが，栽培に長時間および広い場
所を必要とするため，供試材料の見直しを行
った。その結果，完全展開した第 1葉におい
ても，凝集運動の誘導が確認でき，運動の程
度は約 3週間生育した植物の最上位完全展開
葉を用いた場合と差が見られなかった。した
がって，第 1葉をスクリーニング対象にする
ことが可能であり，より効率良くスクリーニ
ングが行えるようになった。観察した変異
系統の中で，緑化せず第 2葉が完全展開する
前に枯れてしまう個体や，凝集運動の程度が
弱い個体が見出された。前者では，多くの葉
肉細胞において色素体の凝集運動が観察さ
れなかった。光合成能の低下が葉肉細胞内
の色素体の運動能にも影響を及ぼしたと考
えられる。後者では，光照射時間を 6時間ま
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Figure 2. ABA /青色光照射処理に伴う葉片光透過像の変化
野生型のエノコログサの最上位完全展開葉を切り分け、100 μM ABA溶液中で脱気し
た。次いで500 μmol m–2 s–1の青色光下で4時間インキュベートし、倒立顕微鏡で観察
した (露光時間1/25秒, ISO感度100)。 (A) 青色光照射前、 (B) 青色光照射後。 V+BS:
維管束および維管束鞘細胞が並ぶ列、 M: 葉肉細胞が多く並ぶ列。 Scale bars = 100
μm. (C)照射前および照射後のデジタル画像の256階調の輝度分布。
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で延長すると十分な凝集運動が観察できた。
したがって，葉緑体運動の開始に関わるシグ
ナル伝達や葉緑体運動系に何らかの障害が
起きていると考えられた。以上のように，葉
緑体の挙動が野生株と少し異なる植物も見
られたが，葉緑体凝集運動が著しく低下した
変異体を見出すことはできなかった。 
 
(2) 黄化実生の葉組織はクランツ構造を有し
ており，葉肉黄色体は維管束鞘細胞側に寄る
凝集配置がみられた。さらに，黄化実生に光
を照射すると，その緑化過程で葉肉葉緑体が
分散配置をとることが判明した。一方，成熟
葉を 2日以上暗所に放置すると，分散配置し
ていた葉肉葉緑体が凝 集 配 置をとるのが観
察された。ただし，凝集の程度は，塩ストレ
スや乾燥ストレス時に見られた強いもので
はなく，暗処理をさらに続けても凝集程度に
変化はみられなかった。暗処理後の植物をも
う一度明所に戻すと，葉肉葉緑体の凝集配置
が解除され，明所移動後 8時間で通常の細胞
周縁部に分散した葉緑体配置にほぼ戻った。
以上の結果より，葉肉葉緑体の凝集配置は激
しい環境ストレスでのみ誘導されるストレ
ス応答機構という捉え方のみでなく，暗条件
あるいは発生初期でも起こる現象であり，む
しろ非ストレス明所下では葉肉葉緑体を分
散させる機構が働いているという視点もも
つ必要があるといえる。 
 
(3) 展開伸長途中のシコクビエの葉身を基部
から先端部まで段階的に観察し，成熟過程で
葉肉葉緑体の細胞内配置がどのように変化
しているかを調べた。特に，葉身が下位葉か
ら抽出して光に直接当たる境目前後での配
置変化に着目した。下位葉に包まれ光に直接
当たっていない部位（基部〜抽出点［5.6 cm］）
は，葉肉細胞の成熟に伴い葉肉葉緑体の凝集
配置が強まり，光が直接当たる抽出以後の部
位では分散配置へと変化していくことが見
出された（図３）。このことから，葉肉葉緑体
は光に当たるまでは凝集配置になろうとす
るが，光合成細胞へと転換する際に光を効率
的に受容できる分散配置へと変化している
可能性が示唆された。 

図３	 シコクビエ展開伸長葉における成熟に伴う葉緑

体凝集配置指数の変化．横軸は葉身基部からの距離であ

り，抽出点の平均距離は 5.6cmであった。 

(4) クロロフィルおよびリグニン・スベリン
の自家蛍光を共焦点レーザー顕微鏡で観察
し，細胞内での葉緑体の三次元的配置を簡便
に観察・解析できるようにした。葉肉葉緑体
が分散配置から凝集配置へ変化する過程を
三次元的に把握できるようになり，葉緑体の
相互の重なり方や細胞膜との接触などがど
のように変化するか，また，植物種によって
異なるかどうかを明らかにしていく予定で
ある。 
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図9. 展開伸長葉における成熟に伴う凝集配置指数の平均値の変化

各区間における凝集配置指数の平均値の変化をグラフにしたもの. 異字間に有意差有り

(5％, Tukey–Kramer methodによる). 各区画あたり3個の維管束周辺に存在する葉肉細胞葉

緑体を計測した.

抽出点は5.6 cm. 長さは葉身基部からの距離に基づく.
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