
 

 

修士論文 

 

シロイヌナズナの気孔開閉時 

における液胞の動態に関する研究 

 

 

 

 

平成 15 年度入学 

植物全能性制御システム解析学分野 

学籍番号 36511 金澤 祐子 

指導教員 馳澤 盛一郎 



目次 

略号 

序論 

材料と方法 

植物材料 

表皮切片の調製 

表皮切片の薬剤処理 

気孔開度の測定 

孔辺細胞液胞内の観察 

顕微鏡観察(蛍光顕微鏡、CLSM) 

孔辺細胞プロトプラストの調整 

BY-GV7 細胞の培養 

タバコ培養細胞 BY-GV7 単離液胞の調整 

プロトプラスト、単離液胞に与えた外部浸透圧変化 

結果 

孔辺細胞内の液胞の観察法の検討 

気孔開閉時における孔辺細胞液胞の動態 

孔辺細胞の液胞内部の形状変化過程 

浸透圧変化による単離液胞の形状変化 

考察 

気孔開閉運動における孔辺細胞液胞の役割 

液胞の形状可塑性 

液胞膜の可塑性は孔辺細胞特有の現象か 

まとめ 

謝辞 

参考文献 

図表 

1 

2 

3 

 

6 

6 

6 

7 

7 

7 

7 

8 

9 

9 

 

10 

10 

11 

12 

 

14 

15 

16 

18 

19 

20 

24 

1 



 2

略号 

 

ABA abscisic acid 

BY-GV7 transgenic BY-2 cells stably expressing a GFP-

AtVam3p fusion protein line7 

CLSM confocal laser scanning microscopy 

FC fusicoccin 

FM4-64 N-(3-triethylammoniumpropyl)-4-(6-(4-

diethylamino)phenyl)hexatrienyl pyridinium dibromide 

GFP green fluorescent protein 

MES 2- ( N-morpholino ) ethanesulfonic acid 

SSR stereo-structure reconstructor 

Tris 2-amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol 



3 

序論 

 

陸上に生活する植物は進化の過程において、外部環境に適応するために体表面に気孔

という特徴的な細胞構造を形成した｡気孔とは一対の孔辺細胞に囲まれた間隙であり、植

物の表皮、特に葉の裏側に多く分布している。気孔は植物体内部と大気環境の接点とし

て、蒸散や光合成の際に内部に CO2を供給し O2を外部に放出するガス交換の通路となっ

ている。植物は気孔の開き具合（気孔開度）を調整することで、外部環境に合わせた蒸

散やガス交換を行うことが可能である。気孔の開閉は光や湿度､CO2 濃度などの外部環境

因子に影響を受けるが、ほかに大気汚染ガスなどの接触時に素早く気孔を閉じて身を守

るなど、様々な環境変化によるストレスに対する防御にも関わっている。また、これら

の応答には植物ホルモンが関与している。気孔は日中に開き夜間は閉じるという日周性

をもち、外部刺激だけでなく、植物の内部に存在する概日リズムによっても制御されて

いる。（Fukuda et al. 1998,2000, McClung 2000）。この気孔の開閉は、孔辺細胞内外の

イオンや水が移動する際の膨圧変化と、孔辺細胞の特徴的な形態により起こることが知

られている。孔辺細胞は内外の浸透圧変化を認識し、孔辺細胞の体積を制御して気孔開

度を調節する（Assmann 1993）｡気孔が機能する際に孔辺細胞内で起こる出来事は多様で､

イオン輸送、 ホルモン反応、光応答、 シグナル伝達、 浸透圧制御があり、孔辺細胞は

植物細胞内の情報伝達の良いモデルである（Outlaw 2003）。 

孔辺細胞の特徴的な形態は、浸透圧変化によってもたらされた膨圧を開閉の動力とし

て利用するために重要である。孔辺細胞の細胞壁は孔の周辺では相対的に厚くなってお

り、細胞に水が流入した際に孔の側は膨張しにくく、反対側は膨張しやすい。この非対

称な膨張によって細胞が屈曲し、気孔が開く。この際の浸透圧変化に関与するイオンと

して K+、 malate、 Cl–、 sucrose、 そしてその他の糖類 （Assmann 1993）が考えられ、

浸透圧変化に対する孔辺細胞の膨圧の制御は複雑である。以前より、孔辺細胞の細胞膜

や液胞膜状に存在してイオンの動態や気孔開閉に関与するイオンチャネルが研究され､

その複雑なネットワークが徐々に明らかになりつつある（Blatt 2000,  Hetherington 

2001, Ng et al. 2001, Schroeder et al. 2001）。 
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一方、細胞全体としては、気孔の開閉時に孔辺細胞の体積が変化することは以前から

知られていた（Raschke 1975）が、その際の細胞内構造の変化、特に液胞の挙動につい

てはあまり知られていない｡液胞は多くの植物細胞中で巨大液胞（large vacuole）とし

て最大のコンパートメントとなっており、細胞の形態制御を考える上で非常に重要であ

ると考えられる。液胞内はタンパク質濃度が細胞質に比べて低い組成であるため、体積

あたりの生産、維持に必要なコストが細胞質より低い。そのために細胞がその体積およ

び表面積を確保するのに適しており、例えば急速な成長時には細胞は分裂ではなく液胞

の体積を増すことによる伸長生長を行っている（Maeshima 1990）。これを液胞の空間

充填機能といい、光をはじめとする資源の獲得競争において高さや面積をかせぐ上で重

要であると考えられる（Raven 1997）。  

さらに液胞は、個体の恒常性維持に関わる多機能なオルガネラでもある（Wink 1993, 

Marty 1999）。細胞内で物質分解の場として機能することやエンドサイトーシス経路の

終末であることなどから、動物細胞のリソソームと相同なオルガネラとされるほか、種

子におけるタンパク質の貯蔵（Jiang and Rogers 2001）、浸透圧やイオン濃度の調節

（Leigh 1997）、色素やアルカロイドといった二次代謝物や外来物質の蓄積（Coleman et 

al. 1997, Wink 1997）、プログラム細胞死への関与（Fukuda, H. 2000）、オートファ

ジーによる細胞内消化（Robinson et al. 1998）といった様々な機能が知られている。

さらに、ひとつの液胞がこれら全ての機能を常に発揮しているのではなく、器官および

組織特異的な発現、周囲の環境に応じた発現、分化過程での特異的な発現といった、時

間的かつ空間的な制御がなされている。このような液胞機能の多様性とダイナミクスは、

高等植物が環境適応において示す高い可塑性に大きく寄与していると考えられる。そこ

で，孔辺細胞の液胞と気孔開閉運動との関係を明らかにすることを目的とし、気孔の開

閉とそれに伴う液胞の形状変化の解析を中心に研究を進めた。 

今までに行われてきた孔辺細胞内部に関する形態学的研究は、観察の際に染色剤によ

って液胞膜を可視化する手法をとるため、多くの場合、細胞の固定を必要とした。本研

究で扱う気孔開閉時における液胞の挙動を調べる際には､生細胞での液胞の観察を行う

必要があったため、細胞にダメージを与えない方法を検討した。その結果､観察材料とし
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て、GFP と液胞膜タンパク質の AtVam3p との融合タンパク質を恒常的に発現させること

で液胞膜が可視化したシロイヌナズナ形質転換体を選択し、生細胞での液胞の観察を可

能とした（Uemura et al. 2002）。また、気孔の開閉及び孔辺細胞の代謝は、周囲の表皮

細胞や葉肉細胞の影響を受ける。そこで孔辺細胞独自の反応についての生理・生化学的

研究を行うためには、孔辺細胞を単離する必要がある。その方法として、葉の表皮を剥

ぎ取って用いる手法を採用した（Durbin and Graniti 1975）。 

本研究では上記のシロイヌナズナの表皮切片を材料とし、孔辺細胞内の液胞の動態が

気孔開閉に及ぼす影響を解析することを目的とした。研究は実験の目的に即し、３つの

実験系に分けて行った。まず１つめとして、実験条件下で気孔開閉を経時的に観察可能

な実験系の確立を行った。表皮切片を葉から剥ぎ取った状態で孔辺細胞の生理活性を保

つことにより、気孔開閉運動の連続観察が可能となった。２つめに、孔辺細胞の液胞の

気孔開閉への寄与について調べた。経時観察により、気孔開閉時の孔辺細胞液胞を１細

胞で観察することができ、その形状変化について比較が可能となった。ここで、得られ

た連続光学切片より立体画像構築ソフト SSR（Kutsuna et al. 2003）を用いて立体画像

を再構築し、体積､表面積の変化とその傾向を算出した。この観察の過程で、孔辺細胞の

液胞中に断面が円あるいは楕円形の膜構造が頻繁に観察されたが、この構造に注目して

解析を進めた。これは既に報告された bulb（Saito et al. 2002）に類似の構造と考え

られるので、本研究では以下バルブ様構造と呼ぶ。電子顕微鏡でもこのような膜構造が

観察されているが（Pallas and Mollenha 1972, Staehelin and Chapman 1987）､その意

義やトポロジーについてはいまだ仮説の段階に過ぎない。そこで、このバルブ様構造に

ついて詳細な観察を行い､周囲の液胞との連続性や構造の形成過程を調べた。３つめとし

て、上述の実験で観察された気孔開閉時の液胞の動態が、孔辺細胞独自の性質であるの

か、植物細胞の液胞膜に普遍的性質によるものかを検討するために、孔辺細胞のプロト

プラストから単離液胞を採取し､浸透圧変化による液胞膜の形状変化を観察した。さらに、

細胞が大きくて液胞の採取が容易なタバコ培養細胞 BY-GV7 より、単離液胞を調製して同

様の実験を行うことで、高等植物に共通する現象かどうか検討した。 
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材料と方法 

 

植物材料 

 シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana ecotype Columbia）を人工光形グロースキ

ャビネット（Koitotron KG-50HLA, KOITO MANUFACTURING CO. LTD, Tokyo, Japan）内

で栽培したものを用いた。培土として、ジフィーセブン（Japan Jiffy-pot Products LTD 

Kanagawa, Japan）を使用した。明期は午前 7時から午後 11時までの 16時間とし、明

期の光の強度は約 100μmol/m2/s とした。温度は23℃、また湿度は 60％に設定した。

播種後 5～7週間の、葉が十分に展開した個体において、ロゼット葉を採取した。 

  

表皮切片の調製(明条件、暗条件) 

 葉の裏側の表皮を剥ぎ取り、表皮切片とした。Basal buffer（5 mM MES-Tris (pH6.5), 

10 mM CaCl2, 50 mM KCl）で満たしたガラス容器中に葉を沈め、表皮が互いに接着しな

いように注意しながら剥ぎ取って、組織の内側に相当する面が液面に接するよう、ガラ

ス容器に満たした buffer に浮かべて､静置した。その際に buffer は、明条件では Open 

buffer（5 mM MES-Tris（pH6.5）, 10 mM CaCl2, 100 mM KCl）を、暗条件では Basal buffer

を用いた。光については、明条件では生育条件と同様の約 100μmol/m2/s の光を約 2時

間照射し、暗条件では遮光性のアルミホイルで覆って約 2時間静置した。buffer に浮

かべる方法は、Jiang ら （1996）の方法を参考にした。また経時的観察では、光照射

の開始時を 0時間とし、2時間後に再度観察を行った。 

 

表皮切片の薬剤による開口・閉口処理 

 開口処理は表皮切片を buffer 上に浮かべ、暗中で 2時間静置した後、3 μM 

fusicoccin（FC, Sigma Aldrich Japan Co., Tokyo, Japan）を添加し再び暗中で 2時

間静置して行った。閉口処理は表皮切片を buffer 上に浮かべ白色光下で 2時間静置し

た後、abscisic acid（ABA, Wako Pure Chemical Industies Ltd., Osaka, Japan）を

添加し、再び白色光下で約 2時間静置して行った。 
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気孔開度の測定 

 表皮切片をCCDカメラ（DP-50，Olympus Co., Tokyo, Japan）を備えた蛍光顕微鏡（BX-51，

Olympus）を用いて倍率 1000 倍で観察し、明視野写真像を撮影した。この明視野像から、

気孔の幅の最も大きい部分（a）と長軸（b）の長さをそれぞれ Photoshop（Adobe Systems 

Inc., San Jose, CA, U.S.A.）を用いて測定し、その比（a / b）を算出してその値を

気孔開度とした。3枚の葉から採取した表皮切片よりそれぞれ気孔 50個以上を無作為

に選んで気孔開度を得て、平均値と標準誤差を算出した。 

 

孔辺細胞の液胞内の観察 

蛍光顕微鏡を用いて孔辺細胞の液胞の観察を行った。

N-(3-triethylammoniumpropyl)-4-(6-(4-(diethylamino)phenyl) 

hxatrienyl)-pyridinium dibromide (FM4-64, Molecular Probes Inc., Eugene, OR, 

U.S.A.)による染色は Kutsuna ら（2003）の方法を一部改変し行った。表皮切片を 10 μ

Mの FM4-64 を加えた Basal buffer に浮かべ、室温にて一時間染色した。染色後、新し

い Basal buffer に移し、約 10時間室温で静置して液胞膜に薬剤を取り込ませた。 

 

顕微鏡観察 (蛍光顕微鏡，CLSM) 

表皮切片の観察には、共焦点レーザー顕微鏡システム（CLSM; 倒立顕微鏡 IX70，レ

ーザースキャニングシステム GB-200，Olympus）と、CCD カメラ（DP-50，Olympus）を

備えた蛍光顕微鏡（BX-51，Olympus）を用いた。生細胞の経時観察（X-Y-T）、連続焦

点面での観察（X-Y-Z）は、径 14 mm カバーグラス付きの径 35 mm ガラスボトムディッ

シュ（Matsunami Glass Ind., Osaka, Japan）に Basal buffer0.5～1.0 ml を滴下して

底辺に表皮片を表面張力で貼り付け観察した。画像の輝度・コントラスト調整には画像

処理ソフトウェア Photoshop を用いた。 

 

孔辺細胞プロトプラストの調製 

 孔辺細胞のプロトプラストの単離方法は Yamazaki ら（2003）と、 Pandey ら（2002）
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の方法を一部改変して行った。十分に展開したシロイヌナズナのロゼット葉を 80～100

枚採取し、蒸留水で穏やかに洗った。その後ブレンダーに葉と蒸留水 100 ml を入れ､1

分間で破砕した。さらに様子を見ながら 30秒から 1分程度破砕した。破砕液を 200 μ

mナイロンメッシュでろ過し、破砕された表皮片をメッシュ上に、葉肉細胞はろ過液へ

と分画した。蒸留水でメッシュ上の表皮画分をすすぎ、葉肉細胞を取り除いた。その後

表皮画分を第一酵素液 25 ml（1 %（w/v） cellulase YC（Seishin Co. Tokyo, Japan）, 

0.02 %（w/v）pectolyase Y23（Seishin）, 0.25 M mannitol, 1 mM CaCl2, 0.2 % BSA, 

pH 5.5）で 25℃、15分間処理した。その後 200 μmナイロンメッシュでろ過し、表皮

片を集めた。次に第二酵素液 25 ml（2 % （w/v） cellulase YC（Seishin）, 0.02 % （w/v） 

pectolyase Y23（Seishin）, 0.4 M mannitol, 1 mM CaCl2, 0.2 % BSA, pH 5.5）で 25℃、

1時間処理した。続いて処理液を 50 μmナイロンメッシュでろ過し、ろ液を集めた。

また、メッシュ上に残った表皮片を Washing buffer（5 mM Mes-Tris, 0.5 mM MgCl2, 10 

μM KH2PO4, 0.5 mM アスコルビン酸, 0.55 M mannitol, pH 5.5）で洗浄し､合計で 50 ml

にした。さらに集めたろ液を 200×gで 5分間遠心し、最下層の 1～2 ml を残してピペ

ットで上清を取り除き、残った液をプロトプラスト液とした。 

 

BY-GV7 細胞の培養 

タバコ懸濁培養細胞 BY-GV7 は Nicotiana tabacum L. cv. Bright Yellow 2 の芽生え

に由来する培養細胞 BY-2 を、アグロバクテリウム感染法により GFP-AtVam3p 融合遺伝

子を導入した形質転換株（Kutsuna and Hasezawa 2002）で、7日毎に 1 ml の細胞培養

液を改変した Linsmaier and Skoog 液体培地 （Linsmaier and Skoog 1965） 95 ml に

植え継ぎ、暗黒下で 27℃、130 rpm のロータリーシェイカー上で振とう培養して維持し

ている（Nagata et al. 1992）。上記の培地は Murashige and Skoog Plant Salt Mixture 

（Wako）に KH2PO4 370 mg/l、ショ糖 3 %、塩酸チアミン 1 mg/l、ミオイノシトール 100 

mg/l、2,4-ジクロロフェノキシ酢酸 0.2 mg/l（いずれも最終濃度）を加え、pH 5.8 に

合わせてからオートクレーブをしたものである。 
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タバコ培養細胞 BY-GV7 の単離液胞の調製 

植え継ぎ後 4，5日の細胞懸濁液を約 50 ml ファルコンチューブに分注し、800 rpm

で 30 秒間遠心した。上清を捨て、酵素液（1 % （w/v）cellulase YC（Seishin）, 0.1 % 

（w/v） pectolyase Y23（Seishin）, 0.35 M mannitol, pH 5.8）約 40 ml を加え、上

下に数回振とうして混合した。次に30℃のウォーターバス内で75～80分酵素処理した。

その間 30分おきにピペットで穏やかに懸濁した。その後 800 rpm で 30 秒間遠心した。

後に上清を捨て、0.6 M mannitol を約 40 ml 細胞に直接触れないようにして加え細胞

を洗浄し、再び 800 rpm で 30 秒間遠心した。また、上清を捨て、底に残った細胞をパ

ーコール液（30 % percoll,0.7 M mannitol, 2 mM MgCl2, pH 6.0）10 ml を分注した遠

心管に穏やかに積層し、15000×gで 30 分間遠心した。遠心後、最上層の部分 2～3 ml

程度を単離液胞層とし、以下の実験に用いた。 

 

プロトプラスト、単離液胞に与えた外部浸透圧変化 

まず、プロトプラストもしくは単離液胞懸濁液を径14 mmカバーグラス付きの径35 mm

ガラスボトムディッシュに滴下し､低浸透圧処理ではそこに希釈倍率分の蒸留水を加え、

高浸透圧処理では必要分の飽和マンニトール溶液（約 1M）を加えた。その後、約 5分

静置し、CCD カメラ（DP-50，Olympus）を備えた蛍光顕微鏡（BX-51，Olympus）で観察

した。 
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結果 

 

孔辺細胞内の液胞の観察法の検討 

本研究では、気孔開閉時の孔辺細胞の液胞を生細胞で経時観察する必要があるため､

液胞膜のマーカーとして GFP-AtVam3p 融合タンパク質を発現するシロイヌナズナ形質転

換体の葉から表皮切片を得て実験を行った。最初に GFP-AtVam3pの局在部位が液胞膜で

あることを確認するため、表皮片を液胞膜の染色試薬として用いられる FM4-64で染色し､

共焦点レーザー顕微鏡（CLSM）を用いて観察した（図 1）。その結果、FM4-64 による染色

部位とGFP 蛍光局在部位が一致したので、この形質転換体を液胞観察の目的で使用する

ことができると判断した。 

次に､気孔開閉運動を観察するために、表皮切片に加える薬剤処理の条件検討を行った。

その際、気孔の開き具合を評価する指標として、気孔開度を用いた。気孔開度の定義は、

開口部分の短径を長径で割った値とした。その結果、表皮切片を buffer上に浮かべて暗

処理を 2時間行うと気孔が閉じ、その時の気孔開度は約0.18であったが、そこへフシコ

クシン（FC）を 3μM添加して 2時間後には気孔が開口し、気孔開度は約0.35に上昇し

た。一方、表皮切片を白色光下（100μmol/m2/s）で 2時間処理すると気孔が開口し、そ

の時の気孔開度は0.25であったが、そこへアブシジン酸（ABA）100μMを添加して 2時

間後には気孔が閉口し、気孔開度が約 0.1に低下した（図 2）。 

 

気孔開閉時における孔辺細胞液胞の動態 

気孔開閉運動を生きた孔辺細胞で経時観察することが可能となったので、一つの孔辺

細胞の気孔開閉運動に伴う液胞構造の変化を観察した。その結果、まず暗処理により気

孔を閉口させ、そこに FC処理を行って気孔を開口させると、孔辺細胞の液胞構造は複雑

に褶曲した形状から、単純で平滑な形状へと変化した（図 3A）。逆に､白色光照射により

気孔を開口させた後に、ABA 処理を行って気孔を閉口させると、孔辺細胞の液胞構造は

単純で平滑な形状から、複雑に褶曲した形状へと変化した（図 3B）。 

この気孔の開閉に伴う液胞構造の変化を数値的に評価するため、開口状態および閉口
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状態の孔辺細胞液胞膜の光学切片から、液胞部分の断面積､およびその膜部分の周長を細

胞中央部とその上下 0.5μmの計３枚について計測し、平均値を得た。次に、得られた周

長を断面積の平方根で割った値を複雑度と定義し（図 4A）、液胞構造の複雑性を統計的

に評価した。その結果、気孔開度が大きい場合には液胞構造の複雑度は小さく､反対に小

さい時はその複雑度が大きいことが分かった（図4B）。 

これまでは気孔の開閉およびそれに伴う液胞構造の変化を細胞中央部付近の平面像を

用いて評価したが、孔辺細胞全体での液胞構造の変化を立体的に捉えるために、当研究

室において開発された立体構築ソフトウェア・SSR（Kutsuna et al. 2003）を用いて液

胞の構造の立体画像構築を行った。立体画像構築のためには、まず CLSMで孔辺細胞の液

胞膜の Z軸方向に連続光学切片を採取し、その画像から液胞膜の輪郭線をトレースした。

得た輪郭線を Z軸方向の間隔をあけて積層し、計算結果に基づき輪郭線の間に格子を形

成することで滑らかな表面を形成する。これがサーフェスモデルとしての立体画像とな

り、体積や表面積の計算を可能にする。（図 5）。 

この SSR ソフトウェアを用いて､同一細胞における気孔の開閉を追跡した光学切片像

から立体画像を再構築して、液胞構造を比較したところ、FC処理により気孔を開口させ

ると液胞は膨張して液胞構造も平滑になった（図6A）。反対に､ABA処理により気孔を閉

口させると、液胞は扁平化し、液胞表面は褶曲して内部構造も複雑になった（図 6B）。

SSR ソフトウェアでは従来の立体画像構築ソフトウェアとは異なり、サーフェイスモデ

ルを形成することができるため、立体画像からその表面積と体積とを計算することがで

きる。そこで、気孔の開口状態および閉口状態での孔辺細胞の液胞の表面積と体積を算

出した。その結果､気孔開口処理により液胞体積は増加したが、表面積にはほとんど変化

が見られなかった（図 7A）。反対に気孔閉口処理により液胞体積は減少したが、この時

も表面積はほぼ一定に保たれていた（図 7B）。 

 

孔辺細胞の液胞内部の形状変化過程 

暗処理および ABA 処理によって気孔を閉口させると液胞構造が複雑化した。そこで、

どのように液胞構造が複雑化するのかを観察するために、明処理後の ABA添加による気
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孔閉口の様子を 5分間隔で追跡した(図 8A)。ABA添加直後(0 min)に見られた小さな液胞

膜の陥入（白矢じり）が、添加 10分後には大きな陥入構造に、さらに添加 25分後には

液胞を貫通する構造に発達した。また一方では、ABA 添加後 15分後に見られた小液胞コ

ンパートメント（赤矢じり）が、添加 20分後には巨大液胞内に陥没し、添加 25分後に

はバルブ様構造に発達する様子がうかがえた。反対に、暗処理によって閉口させた気孔

を FCにより開口させると、暗処理時に見られた液胞内部のバルブ様構造が開口処理後に

消失する様子を観察することができた。（図 8B）。 

そこで、気孔閉口時に見られた液胞内部のバルブ様構造に注目し、さらに詳細に観察

するため、CLSM を用いて Z軸方向を連続的に観察した。その結果、ある断面では独立し

たバルブ様構造に見えていた液胞膜も、別の断面では隣接する液胞の外側の膜と連絡し

ている様子が観察できた（図 9A,B）。また、バルブ様構造の一部が完結していないよう

な馬蹄状構造や（図 9C,9D矢印）、シート状に陥入した液胞膜が断面を Z軸方向にずらす

と次第に折れ曲がっていく様子もみられた（図 9D矢じり）。 

 このような液胞内膜構造の形成過程を追跡するために、同一細胞での経時観察を行っ

た。ABA処理により気孔が閉口する際の液胞構造の変化を30秒ごとに撮影し観察したと

ころ、シート状陥入構造が馬蹄構造に変わりやがて球状構造に変化していく様子がうか

がえた（図 10A,B）。図 10A では、最初は 2本のシート状の陥入構造だったものが、ABA

添加 1.5分後には小コンパートメントが巨大液胞に陥入したような馬蹄状構造になり、2

分後に巨大液胞との接点部分が収束して陥入部分は球状に近くなった後、ABA 添加 2.5

分後にはバルブ様構造に発達した。同様に、図 10B では、巨大液胞に隣接する小液胞コ

ンパートメントがABA 添加 3分後に馬蹄状構造に発達し、ABA 添加 3.5分後には図 10A

でも見られたように巨大液胞との接点が収束し、最終的に ABA 添加 4分後にはバルブ様

構造に発達した。 

 

浸透圧変化による単離液胞の形状変化 

気孔の開閉に伴い、孔辺細胞の液胞構造が変化する様子が観察されたが、この液胞構

造変化の原因として孔辺細胞特有の細胞壁構造や、孔辺細胞に物質や水分を供給する周
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囲の組織の働きによる可能性も考えられる。そこで、細胞壁構造を消化し、孔辺細胞の

プロトプラストを調製して周囲の組織から独立させた。この孔辺細胞プロトプラストを

培養し、培地に水を添加することで外部浸透圧を低下させると、孔辺細胞プロトプラス

トは膨張してその直径も増加した（図 11A）。低浸透圧化における孔辺細胞プロトプラス

トの形状変化は均一ではなく細胞によって差があったが、その直径の平均値を算出した

結果、低浸透圧化に伴い直径が増加する傾向が明らかになった（図 11B）。それと平行し

て液胞の内部構造が平滑化する様子が伺えたが、孔辺細胞のプロトプラストが小さいた

め詳細な内部構造の観察はできなかった。 

そこで、細胞のサイズが大きいこと、細胞増殖が速いこと、プロトプラスト調製や液

胞の単離法が確立されていること、などの利点を持つタバコ培養細胞BY-2を用いて液胞

の単離を行った。実験には本研究で用いたシロイヌナズナ形質転換体と同様に、液胞膜

タンパク質 Vam3p と GFPとの融合タンパク質を発現して液胞膜が可視化されている形質

転換タバコ培養細胞 BY-GV7を用いた（Kutsuna and Hasezawa 2002）。プロトプラスト調

製の後、パーコール溶液中での遠心分離操作により液胞を単離し、外部浸透圧変化に対

する応答を調べた。低浸透圧処理では、培地に水を添加して外部浸透圧を低下させると

単離液胞は膨張し、その直径も増加した（図 12A,C）。その後、低浸透圧処理をした単離

液胞の培地に飽和マンニトール溶液を添加することで外部浸透圧を上昇させたところ､

膨張した単離液胞は収縮し、その直径も減少した。続けて外部浸透圧を液胞単離時と同

じ程度まで上昇させたところ、液胞の直径は元の値の近くにまで戻った（図 12B）。また、

この収縮に伴い単離液胞内部に複雑な膜構造が多数観察されるようになった（図 12B右

下）。 
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考察 

気孔開閉運動における孔辺細胞液胞の役割 

本研究では高等植物の気孔開閉に伴う孔辺細胞液胞の形状変化を、シロイヌナズナ

GFP-Vam3p 形質転換体を用いて観察した。この形質転換体は野生型と比べても生育が正

常であることが報告されており（Uemura et al. 2002）、実際に気孔開閉運動において

も野生型と差は見られず､形質転換による気孔開閉運動への影響は見られなかった

（data not shown）。この形質転換体の表皮切片に FC を処理して気孔を開口させると、

それに伴って孔辺細胞の液胞構造が平滑化し、反対に ABA を用いて気孔を閉口させると

褶曲、収縮が見られた（図 3）。顕微鏡下で得られた画像を元に計算した「複雑度」か

らも、気孔閉口時に液胞構造が複雑になっていることが明らかとなった（図 4）。タバ

コ培養細胞 BY-2 を用いた研究では、細胞周期の進行に伴って液胞の構造が変化するこ

とが知られているが（Kutsuna and Hasezawa 2002）、孔辺細胞の液胞構造も気孔の開閉

に伴ってダイナミックに変化することが明らかになった。 

気孔の開口に伴い、孔辺細胞全体の体積が増加することは以前の研究から報告されて

いた（Raschke 1979, Blatt 2000）。その際、孔辺細胞液胞の体積も増加することが示

唆されていたが（Fricker and White 1990）本研究において、Kutsuna ら（2003）の作

成した立体画像再構築ソフトウェア SSR を用いて液胞の立体画像（サーフェスモデル）

を再構築し、その体積を計算したところ、気孔開口時には孔辺細胞の液胞体積が増大し、

反対に気孔閉口時には減少することが実際に数値として確かめられた（図 7）。この結

果から、気孔開閉時の原動力ともいえる孔辺細胞の体積変化は、液胞の体積変化に負う

ものではないかと推察できる。今後、何らかの細胞膜マーカーを併用することで細胞質

体積を計測し、一細胞における細胞質体積と液胞体積との変化を経時的に追跡すること

で、気孔開閉時の孔辺細胞体積変化における液胞構造の寄与を実証できると考えられる。

また、本研究で用いた立体画像構築ソフトウェアSSR では、液胞の立体画像（サーフェ

スモデル）を再構築することでその体積とともに膜面積の計算が可能となった（Kutsuna 

et al. 2003）。その解析の結果、液胞体積は気孔の開閉に伴って増減することが明らか

となったが、同時に液胞膜表面積の変化を計算したところ、体積とは異なって、気孔開
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度の変化に関わらずほぼ一定に保たれることがわかった（図 7）。この結果と、気孔閉

口時は液胞構造が複雑化するという結果（図 3、図 4）とをあわせて考えると、気孔開

度が低下した場合に見られる液胞構造の褶曲化は、液胞体積減少に伴って必要な表面積

分以外の余剰膜を、折り畳みによりリザーブしている可能性が考えられる。反対に、気

孔開口時には液胞体積が増加するが、その際に必要な液胞膜は折り畳まれている余剰膜

を利用して対応している可能性が考えられる。気孔開口時の液胞膜新規合成の数値を測

定したデータはないが、気孔のように可逆的に開閉し、孔辺細胞体積が増減する組織に

おいては、毎回、液胞膜を合成、分解してその体積を変化させるよりは、液胞膜を保持

して再利用するほうが外部環境によりすばやく対応でき、かつ経済的と考えられる。 

 

液胞膜の形状可塑性 

気孔を ABA 処理によって閉口させると、孔辺細胞の液胞構造が複雑化し、中でもバル

ブ様構造の蓄積が見られた（図 3、図 10）。反対に FC処理により気孔を開口させるとこ

れらの構造は消失したことから、これらの構造は気孔開閉時に液胞の膜構造を保持する

上での重要な構造であると考えられる。同様の構造はシロイヌナズナ根から単離したプ

ロトプラストや芽生えにおいても観察され、「bulb」と名づけられている（Saito et al. 

2002, Uemura et al. 2002）。シロイヌナズナ芽生えにおける電子顕微鏡を使った詳細

な構造観察からは、これらのバルブ構造は二重膜構造からなり、液胞の外側の膜との連

結部分が存在し、液胞構造が分断されたものではないことが示唆されている（Saito et 

al. 2002）。本研究においても、孔辺細胞を Z 軸方向に連続的に観察した結果、この構

造は液胞の外側の膜と連結している様子が観察された（図 9A,B）。さらに、顕微鏡像か

らはこの構造の GFP 蛍光輝度が周りの液胞外膜に比べて高く見えることから、この構造

が一重膜ではなく多重膜からなる構造であることが推測される。また、連続切片観察か

ら、ある面では球状構造に見えるものが、別の面ではシート状に液胞が陥入したような

構造に見えることから（図 9A）、こうしたシート状の陥没液胞膜構造が球状構造を形成

するという過程もありうるのではないかと推察される。Saito ら（2002）はこれらの液

胞内膜構造の形成について、（A）シート状陥入構造が球状構造になる、（B）膜小胞が巨
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大液胞構造に飲み込まれて液胞内部に球状構造ができる、（C）多数の小胞が融合して巨

大液胞構造を形成する過程の一部、という仮設を提唱しているが、本研究の観察結果は

Saito らの仮説のうち、（A）を支持するものであると考えられる。また、孔辺細胞に ABA

を添加し、非常に短い間隔（30 秒間隔）で液胞構造の変化を観察したところ、液胞内

部にバルブ様構造が形成された。（図 10A,B）このバルブ様構造が開口処理に伴い消失

する様子が観察できたことから（図 8B）、このような液胞内部の球状構造の形成は極め

て短時間で行われ、可逆的に消失する可能性も示唆された。この短い時間間隔の観察に

おいては、一平面のみでの観察であるために、液胞内部の膜構造が上下運動した際の異

なる断面を捉えているに過ぎない可能性も否定できないが、これらの観察から、液胞内

部の膜構造はすばやく可逆的に変化し、気孔開閉に伴う液胞体積変化に寄与している可

能性が考えられる。 

 

液胞膜の可塑性は孔辺細胞特有の現象か 

これまでの観察から、孔辺細胞は気孔の開閉に伴ってその液胞構造を変化させること

が明らかとなったが、孔辺細胞は気孔を形成するための高度に分化した細胞であり、液

胞構造の変化はその特殊な細胞壁形態や周辺の細胞からの影響によるものとも考えら

れた。しかし、孔辺細胞の細胞壁を消化し、周辺の組織から切り離されたプロトプラス

トの状態でも外部浸透圧変化に応じた形状変化が見られたことから（図 11A,B）、孔辺

細胞プロトプラストそのものに液胞膜構造を変化させる能力があることが判明した。低

浸透圧化に対する孔辺細胞プロトプラストの形状変化には細胞によって差があったが、

これは表皮片の孔辺細胞においても開閉処理に対する反応に差があることを反映して

いると考えられる。単離した孔辺細胞のプロトプラストが浸透圧変化に応じて体積を変

化させる際にも、液胞の内部構造が変化することが考えられるが、孔辺細胞のプロトプ

ラストが小さく詳細な観察をすることができなかった。そのため細胞のサイズが大きく

観察に適しているタバコ培養細胞 BY-2 を用いて単離液胞を調製し、浸透圧変化への応

答を観察した。タバコ培養細胞 BY-GV7 から単離した液胞にも外部浸透圧変化による形

態変化能力が認められたことから（図 12）、孔辺細胞で見られた液胞構造の動態は孔辺
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細胞のみに見られる特異的現象ではなく、高等植物の持つ液胞膜そのものに備わる生物

的、化学的性質に基づくものであると考えられる。今後は、液胞膜構造を形成する脂質

二重膜構造の化学的性質や、浸透圧調節物質の輸送に関与する液胞膜チャネルや輸送体、

そのためのエネルギーを生み出す H+-ATPase の機能解析、およびそれらの環境変動に対

する活性調節機構を調べることで、気孔の開閉における液胞膜構造の変化の寄与と変化

のしくみを明らかにしていくことができると考えられる。 
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まとめ 

本研究では気孔開閉運動に伴う液胞の動態を明らかにすることを目的として，最初に

生細胞で気孔開閉運動とその際の液胞構造の変化を観察できる実験系の確立を行なっ

た。また、複雑に入り組んだ液胞構造を立体的に把握するため，連続切片からの 3次元

モデリングを行なうソフトウェア SSR を用いることにより､液胞の体積と表面積の計測

を可能にした。その結果、気孔の開閉時における孔辺細胞の液胞を観察することにより､

気孔の開閉に伴って孔辺細胞の液胞は体積を増減させることが明確に示された。これは、

今まで孔辺細胞全体の体積変化については多くの報告があったものの､液胞の体積変化

についての詳細な研究が非常に少ない中での､新たな知見である。気孔開閉時の液胞体

積の変化にも関わらず液胞膜表面積は一定であるが、内部構造には大きな変化が見られ

た。また、細胞断面の周径と断面積の関係から導き出された複雑度と気孔開度との関係

から、気孔が開けば液胞構造は平滑になり、閉じれば複雑になる傾向が統計的に示され

た。これらのことから液胞は膜の折り畳みによって表面積をリザーブしており､必要に

応じてその構造を変化させることで、新たな膜合成を必要とせずに、急速な形状変化を

可能にしているのではないかと考えられる。 

植物細胞から細胞壁を除去して得られるプロトプラストや、単離液胞に浸透圧変化を

加える実験では、孔辺細胞内の液胞と同様の反応が見られた。これにより、孔辺細胞で

観察された液胞の性質が孔辺細胞に特有のものでなく、液胞のもつ一般的な性質による

ものであることが示唆された。 

孔辺細胞は、特徴的な形態やその分化過程、開閉の際の複雑なシグナル伝達が注目さ

れており、古くからの研究対象であるが未だ解明されていないことも多い。さらに、孔

辺細胞は植物細胞の中でも数少ない「動く細胞」であり､分裂期以外の細胞運動におけ

る実験系として注目すべき興味深い研究テーマであると考えられる。本研究は、この孔

辺細胞の形態制御の機構解明に一石を投じたものと考える。 
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図 1 GFP-AtVam3p 融合タンパク質の発現による孔辺細胞の液胞膜の可視化 

左：GFP 蛍光、中：FM4-64 蛍光、右：重ね合わせ 

Bar：5μm． 
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図 2気孔開口条件および閉口条件の検討 

A:気孔開度の定義 

 

B:気孔開口、閉口条件の検討結果 

Dark:暗中で 2時間静置。 

+FC:上記の処理後、3μM の FC を添加して暗中で 2時間静置。 

Light: 光量 100μmol/m2/s の白色光下で 2 時間静置。 

+ABA:上記の処理後、100μM の ABA を添加して白色光下で 2時間静置。

 

B 

A 
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図 3 同一孔辺細胞の開閉に伴う液胞構造の変化 

A,B ともに上段は明視野像、下段は同時期の GFP 蛍光をあらわす。 

左が薬剤処理前、右が薬剤処理２時間後。 

 

A:開口処理（暗中で 2時間静置した後 FC 3μM添加） 

B:閉口処理（白色光下で 2時間静置した後 ABA 100μM添加） 

 

Bars：5μm 

A B 
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図 4 気孔開閉に伴う液胞形状

の複雑度の解析 

 

A：複雑度の定義 

 

B：気孔開度と複雑度 

気孔開度(ドット)と複雑度(バ

ー)を、白色光下で 2時間静置し

た孔辺細胞(OPEN)と、暗中で 2

時間静置した孔辺細胞(CLOSE)

とで比較した。 

 

複雑度に関しては、最も単純な

構造を球とし、その複雑度 2√2

πを最低値とする。 

B 

A 
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図 5 SSR（Stereo Structure Reconstructor） 

を用いた３次元構造解析 

Bar：5μm 
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図 6 SSR による液胞の立体画像解析 

A,B ともに上段は明視野像、中・下段は同時期の液胞の立体画像を

あらわす。中段は正面から、下段は側面から見た図。 

左が処理前、右が処理後。 

A:開口処理（暗中で 2時間静置した後 FC 3μM添加） 

B:閉口処理（白色光下で 2時間静置した後 ABA 100μM添加） 

 

Bars：5μm 

A                     B 
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図 7 気孔開閉と液胞の表面積､体積の変動 

開口処理、閉口処理前後での表面積、体積、気孔開度を計測した。 

A.B ともに左バーは表面積(μm2)、中バーは体積(μm3)、右バーは気孔開度を表す．

左バーと中バーは左縦軸、右バーは右縦軸。 

バーの色：黒は閉口状態、白は開口状態をさす。 

 

A:暗中で 2 時間静置し気孔を閉じさせた状態(黒)と、FC を添加し 2 時間静置して

気孔を開かせた状態(白)の表面積、体積、気孔開度を計測した。n=5 

B: 白色光下で 2 時間静置し気孔を開かせた状態(白)と、ABA を添加し 2 時間静置

して気孔を閉じさせた状態(黒)の表面積、体積、気孔開度を計測した。n=6 

気
孔
開
度 

表
面
積(P m

2)
,

体
積(P m

3)
 

表面積    体積   気孔開度 

表面積    体積    気孔開度 

B 
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面
積(P m

2)
,

体
積(P m

3)
 

A 閉口状態 

開口状態 

気
孔
開
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図 8 薬剤添加による液胞膜の形状変化 

A: 50μM ABA 添加による閉口処理前後の孔辺細胞液胞の形状を観察した。 

矢じり(赤)：バルブ様構造が形成される様子。 

矢じり(白)：液胞膜の陥入が進み液胞を貫通する様子。 

B：3μM FC 添加による開口処理前後の孔辺細胞液胞の形状を観察した。 

a,b は GFP 蛍光像、c,d は SSR で再構築した液胞の立体画像を中が透けて見えるよ

うに表示したもの。 

a,c が処理前、b,d が処理後。（FC） 

破線サークルはバルブ様構造が存在した箇所を示す。 

Bars：5μm 

A 

B 



 32

 

 

図 9 液胞構造の Z軸方向の連続光学切片像 

A,B,C,D はいずれも 0.2μm間隔で撮影した。

 

A: 0μm ではバルブ様構造を形成しているよ

うに見えるが、焦点を 0.4μm ずらすと隣接

する液胞の外側の膜と連絡していることが

わかる。 

B: 0μm では完全な球状に見える構造が、焦

点を 0.4μm ずらすと隣接する液胞の外側の

膜の一部であることがわかる。 

C:馬蹄状の液胞膜構造 

D:馬蹄状の液胞膜構造（矢印）と、シート状

の液胞膜構造が折れ曲がる様子（矢じり） 

Bars：5μm 

A 

B C 

D 
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図 10 短時間でのバルブ様構造の形成過程 

ABA 25μMを与え、バルブ様構造の形成過程を 30秒おきに観察した。 

破線サークルはバルブ様構造の発生箇所を指す。シート状の陥入構造（A: 

0min,B:0min）が、馬蹄状構造（A:1.5min,B:3min）に変わり、球状のバルブ様構

造（A:2.5min,B:4min）に変化していく様子がうかがえる。 

 

Bars：5μm 

A B 
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図 11 孔辺細胞プロトプラストの浸透圧変化に対する形状変化 

プロトプラスト調製時に用いた buffer（マンニトール 0.55M）に水を加えて

外部浸透圧を順次 0.28M,0.18M へと低下させた。 

 

A:外部浸透圧を低張にした際の孔辺細胞プロトプラストの様子 

上段は明視野像、下段は GFP 蛍光像を表す。 

B:外部浸透圧変化時の孔辺細胞プロトプラストの直径 

明
視
野 

Ｇ
Ｆ
Ｐ
蛍
光 

0.55 M 0.28 M 0.18M 

A 

B 
Bar:10μm 

浸透圧はマンニトール換算（M） 

浸透圧はマンニトール換算（M） 

n=30 
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辺
細
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プ
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プ
ラ
ス
ト
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(μm) 

0.55 M 0.28 M 0.18M 
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浸透圧マンニトール

換算（M） 

Bars:10μm 

0.6 M 0.3 M 0. 24M 0.2 M 

0.6 M(拡大) 0.6 M(初期状態) 0.6 M 

0.2 M 0. 4M 0.52 M 

A 

B 

図 12 浸透圧変化時の単離液胞の挙動 

 

A：タバコ BY-GV7 細胞から単離液胞を調

製し、その際に用いた buffer（マンニ

トール 0.6M）に水を加えて外部浸透圧

を順次低下させた際の単離液胞の様子。

B：Aの状態に飽和マンニトール（約 1M）

を加えて外部浸透圧を順次増加させた

際の単離液胞の様子。 

B右下：Bの処理の結果観察された 

単離液胞内の複雑な内部構造 

C：外部浸透圧変化時の単離液胞の直径 

水添加    マンニトール添加 


