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図 2 気孔開閉時のアクチン繊維の立体構造
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図 1 孔辺細胞における細胞内構造・オルガネラの網羅的ライブイメージングの一例
細胞表層から細胞中央部までを捉えた連続光学切片の最大輝度投影像を示す
a: アクチン繊維（GFP-ABD�）、 b: 微小管（GFP-tubβ）、 c: 液胞膜（GFP-AtVAM�）、 d: 細胞核（HistoneH�B-tdTomato）、
e: 小胞体（GFP-ER）、 f: ゴルジ体（ERD�-GFP）、 g: エンドソーム（ARA�-GFP）、 h: ミトコンドリア（mt-GFP）

図 3   孔辺細胞におけるアクチン
繊維の動態観察

気孔とは葉の裏側などに多く存在する間隙であり、植物と大気環境との接点としてガス交換や水分調節を担う
重要な器官です。気孔の開閉は光や湿度などの周囲の環境変化に応じて厳密に制御されており、これは気孔を
形成する一対の孔辺細胞の膨圧運動によって実現されています。すなわち、孔辺細胞が膨張すると気孔は開き、
逆に収縮すると気孔は閉じます。この気孔開閉運動の機構解明は細胞生物学における中心課題であるばかりで
なく、植物の炭酸同化作用を通じた大気環境改善に向けた基礎研究と位置づけられます。

本研究では、気孔開閉における孔辺細胞の細胞内構造・オルガネラの動態を明らかにすることを目的に、ライブ
イメージング法により立体画像（XYZN）および経時画像（XYT）の取得と解析を行いました。

ライブイメージングから迫る
植物と大気環境の接点
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実験手順
➀ 各種の細胞内構造・オルガネラを蛍光タンパク質によって可視化した播種後5 ～ 7 週目のシロ
　 イヌナズナ形質転換体から成熟ロゼット葉を採取
➁ 葉の裏側の表皮を剥離し、basal bufferに浮かべてプレパラートを作製
➂ 共焦点ユニットCSUによる顕微鏡システムを用いて画像取得

結果と考察
15種の細胞内構造・オルガネラについて孔辺細胞の立体構造を複数（50 ～ 500細胞対）撮像しま
した（図1）。本研究で取得した立体画像は東京大学大学院・馳澤研究室の顕微鏡画像データベー
スとして公開予定です。また、気孔開閉に応じてアクチン繊維の配向と束化状態が変化することを
見出しました（図2）。さらに、アクチン繊維を経時的に観察した結果、1 ～ 2秒のうちに配向をおよ
そ60度も変化させるダイナミックな動きを捉えることが出来ました（図3）。

まとめ
本研究により、孔辺細胞における細胞内構造・オルガネラの動態を記録することができました。ま
た、アクチン繊維の高次構造変化が気孔開閉運動に重要な役割を果たすことが示唆されました。

近年、画像解析技術の発達によって生物の多次元的な情報を効率的に捉えられるようになり、大
規模な顕微鏡画像取得の必要性はますます高まっています。CSUを利用した本システムは、スルー
プットの高い画像取得法のひとつとして有用と考えられます。

システム 共焦点ユニット
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カメラ
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ソフト

撮影条件

CSU��

���nm半導体レーザ（HPU-�����-PFS�, 古河電工）
���nm半導体励起固体レーザ（85-YCA-���-���,CVI Melles Griot）

露光時間：0.5-1.0 sec（����x��� pixels）
�Dデータ取得条件：10-20画像/1立体（0.5µmステップ）

IX-��（オリンパス）

CoolSNAP HQ（PhotoMetrics）

UplanApo ���x/�.�� oil（オリンパス）

Metamorph �.�（Molecular Devices）

　

[Ed:��d]

AN ��C��C��-��JA

〒 180-8750　東京都武蔵野市中町 2-9-32
E-mail ：CSU@CSV.yokogawa.co.jp 
URL ：https://www.yokogawa.co.jp/solutions/products-and-services/life-science/spinning-disk-confocal/
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