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研究成果の概要（和文）：塩ストレスに陥ったC4植物では，葉肉葉緑体の膜構造の崩壊が維管束鞘葉緑体に先んじて起
こるといった細胞特異的なストレス応答機構が存在する。しかし，その分子機構の詳細は明らかになっていない。本研
究では，ローラー法および機械的破砕法を用いて，塩ストレス暴露したC4植物トウモロコシの葉組織から純度の高い葉
肉細胞抽出物と維管束鞘細胞群を単離する系を確立し，遺伝子発現解析を進めた。また，葉緑体膜脂質組成を解析し，
グリセロ糖脂質の一種モノガラクトシルジアシルグリセロールのストレスに伴う含量変動が膜構造の安定性と関連深い
ことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In C4 plants, membrane structure of mesophyll chloroplasts is susceptible to 
damage by salinity stress compared with that of bundle sheath chloroplasts. This suggests that there are 
cell-specific mechanisms of stress response and defense. We have succeeded in isolation of pure mesophyll 
and bundle sheath cells from salinity-stressed maize, a C4 plant, by using roller and mechanical grinding 
techniques, and undertook gene expression analysis. In addition, we compared the lipid alterations in 
mesophyll and bundle sheath chloroplasts in response to salinity stress, and found that the changing 
pattern of monogalactosyldiacylglycerol could be related to the salt sensitivity of membrane structure.

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 
 イネ科植物の葉組織は，維管束の周りを維
管束鞘細胞が取り囲み，さらにその外側を葉
肉細胞が取り囲む基本構造が繰り返すこと
により構成されている。C3植物と C4植物で
はその基本構造に差異がみられる。C3植物で
は，多数の葉緑体を含む複数層の葉肉細胞が
維管束鞘細胞の周りに存在し，光合成を行う
主要な場となっている。一方，C4植物の葉身
では，維管束鞘細胞の周りを 1層の葉肉細胞
が取り囲み，両細胞を一巡するC4回路がCO2

濃縮ポンプとして働いて効率の良い光合成
炭素同化を行っている。 
 我々は，環境ストレスに対する両光合成細
胞の応答性を細胞内構造に着目して解析し
てきた。塩ストレスに陥った C4 植物では，
葉肉葉緑体の膜構造の崩壊が維管束鞘葉緑
体に先んじて起こることを見出した（Hasan 
et al. 2005 Plant Prod. Sci.）。さらに，塩ス
トレスに応答した H2O2除去系の酵素活性増
大が葉肉葉緑体では起こらず，活性酸素分子
種の O2-および H2O2が葉緑体内に蓄積する
ことで膜傷害が引き起こされることを明ら
かにした（Omoto et al. 2013 Physiol. 
Plant.）。さらに，トウモロコシなどの NADP-
マリックエンザイム(ME)型 C4植物では，塩
ストレスにより維管束鞘葉緑体のグラナ構
造が発達することも明らかとなり（Hasan et 
al. 2006 Plant Prod. Sci.; Omoto et al. 2009 
Plant Prod. Sci.），環境ストレスに対する応
答性や耐性が葉肉細胞と維管束鞘細胞間で
分化していることが判明した。一方，C3植物
イネにおいてはむしろ維管束鞘葉緑体の方
がストレス傷害を受けやすいことを見出し
（Yamane et al. 2003 J. Plant Physiol.），C3

植物と C4 植物の葉緑体の環境適応機構には
多様性があり，その分子機構の解明が新たな
ストレス耐性植物開発に重要であると考え
られた。 
 上記の細胞特異的ストレス応答の分子機
構を解明するには，ストレス植物から両光合
成細胞を迅速に高純度で分離する方法を確
立し，網羅的遺伝子発現解析を行う必要があ
る。既存の分離法として，細胞壁酵素消化を
用いる分離法やレーザーマイクロダイセク
ション法があるが，安価かつ短時間に行える
方法が考案されていなかった。しかし，最近
になり，葉身を壁紙圧着ローラーで押し潰し
て葉肉細胞抽出物を簡便・迅速に採取する手
法が報告された（Covshoff et al. 2013 J. Exp. 
Bot.）。本研究では，この分離法を用いてスト
レス植物から細胞抽出液を得ることを試み
ることとした。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は，今まで困難であったストレス暴
露した植物葉から，葉肉細胞と維管束鞘細胞
を純度良く迅速に分離する方法を確立する
ことから始める。ローラー法による葉肉細胞

抽出と，ホモジナイザーを用いた機械的破砕
法による維管束鞘細胞群単離は，様々なイネ
科植物葉に適用可能と考えられ，実験遂行上
のアーティファクトを極力排除できるとと
もに，安価に多種類のサンプルを処理できる
利点がある。この手法を用いて，葉肉細胞と
維管束鞘細胞の分業・分化に関わる分子機構，
特にストレス応答の分子機構解明を目指す。 
 我々は，細胞特異的な葉緑体のストレス傷
害は，活性酸素分子種の一つである過酸化水
素の蓄積に起因することを明らかにしてい
る。本研究では，活性酸素消去系酵素のスト
レスに応答した遺伝子発現変動について細
胞間比較を行う。しかし，ストレスに応答し
て細胞特異的に発現変動する遺伝子は多様
なものがあると予想されるので，網羅的遺伝
子発現解析を行い，C4植物の葉肉細胞と維管
束鞘細胞のストレス応答の分子機構の全容
を明らかにする。 
 また，膜の安定性には膜を構成する脂質の
種類と組成が大きく影響する。ストレス前後
での両細胞葉緑体の膜脂質組成を調べ，細胞
特異的な葉緑体膜傷害に関わる膜脂質合
成・転換・分解系の分子機構解明を目指す。 
 これらの解析により，ストレスに伴う葉緑
体傷害を低減させるために必要な分子ター
ゲットを見出し，作物のストレス耐性能向上
のための方策を打ち出す。 
 
 
３．研究の方法 
 トウモロコシを土耕栽培により 2週間人工
気象室内で生育させ，3%NaCl溶液を 5日間
与えることでストレス処理を行った。 
 トウモロコシ緑葉からの葉肉細胞の抽出
には，ローラー法を用いた。氷上に設置した
ガラス板の上に葉身を置き，壁紙圧着ローラ
ーで葉脈に沿って葉組織を圧着して，葉肉細
胞内容液を溶出した。葉身内を密に縦走して
いる葉脈は機械的破砕に強いので，ローラー
の圧着により葉肉細胞層だけが壊れ，その内
側の維管束鞘細胞層は破壊されない。圧着に
より溶出されてくる溶液をマイクロピペッ
トを用いて回収し，RNA 抽出用溶液と混合し
た。一方，維管束鞘細胞群の単離は，高速回
転ホモジナイザーによる葉身の機械的破砕
により行った。維管束の周りを密着して取り
囲んでいる維管束鞘細胞層は，外側に位置す
る葉肉細胞と比べて回転刃による機械的引
きちぎりに対して強く，葉肉細胞の混入の少
ない維管束鞘細胞群標品を調製することが
可能である。これらの分離操作を低温で迅速
に行い，分解の少ない RNA の調製を行った 
 各標品の純度は，単離維管束鞘細胞群の光
学顕微鏡観察，細胞抽出液中のマーカー酵素
（PEPC，NADP-ME）活性測定，RNA 標品中のマ
ーカー遺伝子（PEPC，NADP-ME, Rubisco）の
mRNA 量測定を行うことで行った 
 膜脂質組成解析のために両光合成細胞か
ら葉緑体を単離した。葉身をセルラーゼ酵素



処理して得られた葉肉細胞プロトプラスト
と維管束鞘細胞群を破壊し，パーコール遠心
することで高純度の葉緑体標品を得た。さら
に，有機溶媒で脂質を抽出し，薄層クロマト
グラフィーにより分画した。脂肪酸をメチル
エステル化後，ガスクロマトグラフィーによ
る脂質分析を行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) ローラー法および機械的破砕法を用い
て，塩ストレス暴露したトウモロコシ葉組織
から純度の高い葉肉細胞抽出物と維管束鞘
細胞群を単離する系を確立できた。 
 塩ストレスに陥った植物の葉は萎縮して
おり，抽出液の収量低下が起こる。収量と純
度の結果に基づいて，供試する植物のストレ
スの程度や成熟度，ローラーで葉を圧着する
際の圧力や反復回数などの最適条件を調べ，
維管束鞘細胞の混在が極めて少ない葉肉細
胞抽出液を得ることができた。また，機械的
摩砕による維管束鞘細胞群単離においても，
供試する植物のストレスの程度や成熟度，破
砕の強度と時間，破砕・濾過・洗浄操作の反
復回数などの最適条件を調べた。 
 
(2) トウモロコシの両光合成細胞において，
塩ストレスに伴い発現変動に差異が生じる
遺伝子の調査に着手した。上記の細胞分離法
確立に時間を要したため，網羅的解析を含む
詳細な遺伝子発現解析を現在進めている。特
に，活性酸素除去系や膜脂質合成・分解系の
酵素遺伝子に注目しつつ解析を進めている。 
 
(3) 両細胞葉緑体の膜脂質組成を解析した。
（詳細は発表論文１を参照のこと） 
 他の植物の葉緑体と同じく，モノガラクト
シルジアシルグリセロール(MGDG)，ジガラク
トシルジアシルグリセロール(DGDG)，スルホ
キノボシルジアシルグリセロール(SQDG)と
いったグリセロ糖脂質が主要な膜脂質であ
った。SQDG 含量は両葉緑体で同程度だったが，
MGDG と DGDG 含量は葉肉葉緑体の方が多かっ
た。脂質組成を比べると，MGDG 相対量は葉肉
葉緑体よりも維管束鞘葉緑体で低かった。塩
ストレスに伴い MGDG 含量は葉肉葉緑体にお
いて低下したが，維管束鞘葉緑体では変化が
見られなかった（図１）。塩ストレス前後で
の DGDG 含量は，両葉緑体ともに変動しなか
った。一方，SQDG 含量は，塩ストレスに伴い
両葉緑体で低下した。以上より，維管束鞘葉
緑体では，非ストレス下で MGDG 含量が相対
的に低い（MGDG/DGDG 比が低い）ことに加え，
ストレスを受けても MGDG 含量が変わらない
ことが，維管束鞘葉緑体に塩ストレス耐性を
もたらす要因になっていることが推察され
た。一方，両葉緑体膜脂質の脂肪酸組成は塩
ストレス前後で変化が見られず，膜脂質の不
飽和度は膜傷害と関連しないことが判明し
た。 

 MGDG，DGDG は膜の安定化を左右する脂質だ
と考えられており，両葉緑体間でのグリセロ
脂質組成の差異が膜傷害誘発の原因である
ことが推察された。したがって，これらの膜
脂質の合成・分解に関与する遺伝子の発現が
細胞間で異なることが期待され,その遺伝子
発現を調べ，ストレス応答，ストレス耐性と
の関連性を引き続き解析する予定である。 

図１ 塩ストレスに伴う葉緑体グリセロ糖脂質の
含有量変化 
BST：塩ストレス暴露前，control：非塩ストレス
処理，3%NaCl：塩ストレス処理，MC：葉肉細胞，
BSC：維管束鞘細胞．アルファベットは異符号間に
危険率 5%で有意差があることを示す。 
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