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塩ストレスに対する植物のエネルギー代謝の順化機構 
１細胞スケールで見えてきた膨圧刺激によるカルジオリピン合成に同期したクリステの形態変化 
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| ポイント 

・トマトのミトコンドリア内膜のクリステ注１）の構造は、一般に知られている「バッフルモ

デル」ではなく、最近提唱されている「クリステジャンクションモデル」の形態をとる。  

 

・トマト植物体に軽微な塩ストレスを処理した後、葉の毛状突起（トライコーム）の 1 柄細

胞を対象に原形質流動速度と細胞体積とともに、同じ細胞の水分状態・代謝産物を連続的

に計測した。その結果、塩ストレス処理期間を通して原形質流動速度は一定に保たれたも

のの、膨圧低下を初期シグナルとして、一時的な細胞体積の減少・ミトコンドリアの体積

拡大が起こり、解糖系からクエン酸回路に至る一次代謝が活性化することで、クリステの

屈曲性を司るリン脂質、カルジオリピン注２）の合成が促進され、一時的にクリステの形態

が変化し、呼吸・エネルギー代謝が維持される。  

 

・１細胞スケールで検出されたカルジオリピン含量とクリステの屈曲度の間に見出された

正の相関関係から、クリステの屈曲率の変化は可逆的に起こるミトコンドリア内膜への

カルジオリピンの挿入に起因する。  

 

・本成果は、植物の細胞小器官のスケールでの環境変化に対するエネルギー代謝の順化機構を理解す

るための基礎知見である。 

 

 

| 研究の背景と経緯 

動物とは異なり、一般に自由に動くことのできない植物は絶えず環境の変化に晒され続

けています。そのため、植物が生きていく上で、生体内のエネルギー生産効率をいかに維持

するかは生存戦略上、重要な命題です。細胞内を原形質流動により巡回するエネルギープラ

ントであるミトコンドリアの内膜では、リン脂質、カルジオリピンの取り込みによるクリス

テの屈曲度が増すことで、呼吸・エネルギー代謝が維持されると考えられてきましたが、実

際の植物の１細胞スケールでその直接的な証拠は得られていませんでした。特に、環境変化

に対する順化の過程では、どのようなメカニズムでカルジオリピン合成が誘導され、クリス

テの形態変化とエネルギー代謝維持が働くのか、水分状態・代謝変化と関連付けて実際の１

細胞で連続的に計測された事例はなく、その全容は不明のままでした。  

  



| 研究の内容 

今回の研究では、モデル植物としてトマト植物体の根圏に軽微な塩ストレスを処理後、葉

に局在するタイプⅡ毛状突起（図１A）の１柄細胞（図１B）の細胞内応答に注目しました。

塩ストレス処理後の柄細胞の体積と原形質流動の速度計測、１細胞生体計測法として知ら

れるピコリットル・プレッシャープローブ・エレクトロスプレーイオン化質量分析法（picoPPESI-MS）注

３）を用いて、細胞の水分状態（細胞膨圧注４）、浸透ポテンシャル注５）、水ポテンシャル注６））

の計測直後に、同じ細胞から約 200 pL になるように体積を揃えて細胞液を採取し、その内

容物について、リアルタイムに代謝物計測（図１B、C）を行いました。並行して、透過型電

子顕微鏡により、経時的に細胞内のミトコンドリアの体積とその内部形態について観察を

行いました。  
 

 
図１．セル・プレッシャープローブ（CPP）機能を備えたピコリットル・プレッシャープローブ・エレクトロスプ
レーイオン化質量分析法（picoPPESI-MS）による１細胞生体計測の流れ．トマト葉に局在するタイプⅡ毛状突
起の１柄細胞（A）を対象にした原形質流動速度計測、CPPによる１細胞水分状態計測（B）．同じ１柄細胞から CPP
で直接採取した細胞液の内容物を透過型電子顕微鏡用グリット上にロード（C参照）した後、細胞液中に観察され
たミトコンドリアと膜構造の透過型電子顕微鏡画像（D）．細胞水分状態計測後、細胞液の採取体積を約 200 pLに
調整後、石英キャピラリーを細胞から瞬時に抜き出し、３Ｄマニュピレータを後方に移動、180°回転させ、キャ
ピラリーチップ先端部に印加電圧をかけ、Orbitrap 質量分析計の MS 開口部に向かってイオン化することで、１
細胞代謝産物計測を行った（F）．スケールバーは 250 µm (A-C), 500 nm (D) を示す． 
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また、トマト葉の毛状突起の１柄細胞（図１A）から直接採取した約 200 ｐLの細胞液の内容物を透過

型電子顕微鏡用グリット上にロードし（図１C）、透過型電子顕微鏡により観察したところ、ミトコンドリ

アと膜構造が数多く観察されました（図１D）．  

 

図２．ミトコンドリアの膜構造モデルと塩ストレス処理後のトマト毛状突起柄細胞のミトコンドリ
アの内部構造変化．最近提唱されているもう一つのクリステ構造「クリステジャンクションモデ
ル」（A）． Logan (2006) J. Exp. Bot.を基に作図（A）．トマト葉の柄細胞において観察されたミト
コンドリア縦断片の透過型電子顕微鏡写真（B）と推定上のクリステ構造の拡大図と計測したクリス
テの屈曲度の定義（C）．塩ストレス処理後のクリステの屈曲度の経時的変化（D）．picoPPESI-MS
（図１）により取得したカルジオリピンの累積信号強度と屈曲度の相関関係（E）．図 C 中の矢じり
はクリステジャンクションの位置を示す（図 A 参照）．図 B のスケールバーは 500 nm を、図Ｄ中
のアスタリスクは処理区間で統計的な有意差があることを示す．  

 
 

まず、透過型電子顕微鏡解析から、トマトのミトコンドリアのクリステの折り畳み構造は、 

「クリステジャンクションモデル」の形態をとることが示唆されました（図２A）。ミトコ

ンドリアの電子顕微鏡画像（図２B）から塩ストレス処理後のクリステの屈曲度を経時的に

測定したところ、塩ストレス処理後 1 時間～３時間目にかけて一時的に屈曲度の高いクリ



ステ数が増加し、６時間目には対照区と同程度まで低下しました（図２D）。さらに、クリ

ステの屈曲度と１細胞スケールで検出したカルジオリピンの累積信号強度との間には正の

相関関係が認められました（図２E）。  

 

 

図３．細胞膨圧（Ψp）変化に伴うカルジオリピン（CL）集積に同期したクリステの構造変化．VMi to は
ミトコンドリア体積，Vo は柄細胞体積，Ψｓは細胞の浸透ポテンシャル，Ψw は細胞の水ポテンシャル，
τ は屈曲度を示す．図中の全てのパラメーターは変化量の最大 /最小の絶対値を +/−100%にしたパラ
メトリック曲線で示す．ΔTdf は各パラメーターにおける処理後の最大 /最小値に達するまでに要した
時間を示す．  

 
図３は、１細胞スケールで計測した全細胞パラメーターについて、ストレス処理後の経

時的な相対変化を示しています。塩ストレス処理後の各パラメーターの曲線から、処理後

の最大値もしくは最小値に達するまでに要した時間（ΔTdf）を求めました。ΔTdf の算出に

より、何が初期シグナルとして（カルジオリピン合成酵素の遺伝子発現増大を通して）カ

ルジオリピン合成促進の引き金となったか特定を試みました。その結果、塩ストレス処理

後、まず、細胞膨圧の低下が起こり、続いて細胞体積が低下すると同時にミトコンドリア

の体積上昇が観測されました。その後、細胞の浸透ポテンシャルが低下し（浸透圧調節の

発現の開始）、クエン酸回路の活性化、細胞の水ポテンシャル低下、クリステの屈曲度の

上昇・CL 含量の上昇の順で各イベントが起こっていることが分かりました（図３）。一

方、両処理区とも処理期間中の葉の組織水分状態・蒸散速度は一定に推移し、処理間差が



認められなかったことから、本実験で処理した塩ストレスに対する応答は柄細胞を含む一

部の細胞に限定した部位特異的な応答であったことが示唆されました。  

 

以上の結果から、トマト植物を軽微な塩ストレス条件に晒すことで、１）膨圧変化が初期

シグナルとなり、クエン酸回路の活性化を介して、カルジオリピンの生合成が増大すること、

２）膨圧変化に続いて、可逆的な細胞体積・ミトコンドリアの体積変化が起こった後、クリ

ステにおける一時的な屈曲度の上昇を観測することができました。さらに、３）今回の

picoPPESI-MS 解析では、１細胞内の ATP・ADP 含量を捉えることにも成功しており、塩ス

トレス処理直後には膨圧低下とともに、過渡的な ATP 含量の増大も検出されました。４）

塩ストレス処理の間、柄細胞においては原形質流動速度が一定に保たれていたことから、上

の応答がミトコンドリア内膜における電子伝達系と ATP 生成の持続に寄与し、細胞内のエ

ネルギー代謝が維持されることで塩ストレスに順化していたことが、連続的な１細胞生体

計測から明らかになりました（図４）。  
 

 

図４．推定上の膨圧誘導性カルジオリピン（CL）生合成モデル、及びミトコンドリアの体積制御を
介したミトコンドリア内膜の電子伝達系と ATP 生成．本研究により提案された通常条件下（A）と
塩ストレス条件下（B）でのミトコンドリアのエネルギー代謝のモデル図．細胞膨圧の低下が圧力シ
グナルとして核膜に伝達され，核内のカルジオリピン合成酵素（CLS）の遺伝子発現が誘導される
ことが強く示唆された．塩ストレス処理後，膨圧低下に続いて細胞体積がわずかに減少するが，こ
のとき，ミトコンドリア外膜・内膜に局在するミトコンドリア膜透過性遷移孔（ PTP）およびアク



アポリン（AQP）の開口により，ミトコンドリア体積（VMi to）の一時的な増大が起きた後，内膜に
CL が集積する．細胞質基質では，新たに翻訳された前駆体 CLS タンパク質が内外膜のトランスロケ
ーター（TOM および TIM）を介して内膜に取り込まれ，CLS の立体構造が形成．原形質流動過程
で，ERMES (endoplasmic reticulum-mitochondria encounter structure) を介した小胞体 -ミト
コンドリア間のコンタクトサイトからホスファチジン酸（ PA）が小胞体から内膜に取り込まれた
後，合成が進み，CL となり，内膜の曲率の一時的な上昇に寄与する．これにより，ミトコンドリア
膜の電位差（ΔΦ）が維持され，電子伝達系における電子の伝達の効率化と H+勾配の維持が ATP 合
成に寄与することで，原形質流動速度が維持されたと考えられた．図中の VDAC は電位依存性陰イ
オンチャネル，MPC: ミトコンドリアピルビン酸キャリア， Pyr はピルビン酸，Succ はコハク酸，
Fum はフマル酸，UQ はユビキノン，Cyt-c はシトクロム c， PiC はリン酸キャリア，AAC はミトコ
ンドリア ADP/ATP キャリアを示す．  
 
 

| 今後の展開 

細胞を個体から切り離すことなく、生きている植物の１細胞を対象にした連続的な細胞

水分状態・代謝変化の計測と、オルガネラスケールの形態解析から、環境変化に対してダイ

ナミックに起こる細胞のストレス順化機構を明らかにすることができました。また、本研究

から、一般に生体内の９割以上が水で満たされている植物において、膨圧変化という細胞内

の圧力伝播が遺伝子の発現に影響しうるという根拠が示されました。本知見は環境ストレ

ス下のエネルギー代謝制御に関する基礎的な知見です。今後、生きている細胞中のオルガネ

ラスケールでの直接計測への展開が期待されます。 
 
 
| 用語解説  

注 1 クリステ  
ミトコンドリアの内膜の折り畳み構造。  

 
注２  カルジオリピン  
 ミトコンドリアの主に内膜に局在する酸性リン脂質。ホスファチジルグリセロールが重
合した２量体で、２つのリン酸基と４本の脂肪酸鎖をもつ。ミトコンドリアの電子伝達系の
複合体・輸送タンパク質等種々の機能タンパク質の活性発現に必須なリン脂質であり、クリ
ステの屈曲度の調節などクリステの形態変化にも重要な役割を担う。  
 
注 3 ピコリットル・プレッシャープローブ・エレクトロスプレーイオン化質量分析法  
１植物細胞における非破壊水分状態 (膨圧 )計測器として知られるプレッシャープローブ

と高感度かつ高精度な代謝プロファイリングが可能なエレクトロスプレーイオン化質量分
析計とを組み合わせた１細胞生体計測法である。プレッシャープローブを用いることで、生
きている状態のまま植物細胞の水分状態を計測した後、同じ細胞から代謝産物を含んだピ
コリットルレベルの超微量細胞液の体積を揃えたうえで、分析試料として採取できる。この



採取した細胞液に高電圧を直接印加することにより、前処理の必要なくリアルタイムに直
接代謝産物分析できる（図１）。本手法は愛媛大学の当グループを中心に開発され（下記参
考 文 献 参 照 ） て お り 、 本 供 試 材 料 で あ る ト マ ト の 他 、 蜜 入 り リ ン ゴ 果 実
（https://www.ehime-u.ac.jp /data_relese/data_relese-169084/）、イネ胚乳細胞・１
花粉粒、オウシュウトウヒ木部細胞などで実績がある。  
 
注 4 細胞膨圧  
植物の細胞において細胞壁に対して働く力（圧力）である。細胞膨圧は細胞拡大、気孔制御、

果実軟化、代謝活性の維持等に密接に関わる生理学的に重要なパラメーターである。プレッシャープロー
ブ計測では、シリコンオイルが充填されたキャピラリーの先端を１植物細胞に突き刺すこと
で、細胞膨圧を計測することができる。  
 
注 5 浸透ポテンシャル  
浸透圧にマイナスの符号をつけて示されるパラメーター。凝固点降下法（試料溶液の凝固

点降下度は重量モル濃度の総和に比例）に基づき、プレッシャープローブで採取した植物細
胞溶液をナノリッター浸透圧計に導入し、凍結・解凍し、溶液中に含まれる全溶質を対象に
その凝固点を求めることで浸透ポテンシャルを計測できる。  
 
注 6 水ポテンシャル  
 水ポテンシャルは植物の水分状態を示す指標として植物生理学分野で計測されるパラメーターである。
水の化学ポテンシャルを水の部分モル体積で割った、水が持つエネルギー量を示し、純水を
基準として、どれだけエネルギー的な化学ポテンシャル差があるか量的に示すことができ
る。植物細胞の水ポテンシャルは細胞膨圧と浸透ポテンシャルの和として求まり、値はマイナスの符号の
ついた負の圧力値として示される。 
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