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研究成果の概要（和文）：フォトトロピンは、分子量１０万前後の色素タンパク質で、光屈性、

葉緑体定位、気孔開口など、多様な青色光応答を制御している。本研究では、フォトトロピン

による運動制御の分子機構を明らかにする目的で、フォトトロピン分子の構造／機能解析を進

め、機能に関わる重要な部位とその役割を明らかにした。また、フォトトロピンの下流で働く

シグナル因子候補について解析を進め、小胞輸送がフォトトロピン応答に関わることを示した。 
 
研究成果の概要（英文）：Phototropin is a chromoprotein of about 100 kDa mediating various 
blue-light responses such as phototropism, chloroplast positioning and stomata opening. In 
this study, we aimed to elucidate the molecular mechanism by which phototropin regulates 
the plant movement. For this purpose, we conducted a structure/function study of 
phototropin to identify important substructures of the molecule and their functions. In 
addition, we investigated putative signaling components of the phototropin signal 
trasduction and have fund that vesicle trafficking plays a crucial role in these responses. 
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１．研究開始当初の背景 
 フォトトロピンは、屈性、葉緑体定位、気
孔開口など、多様な生理反応を制御する植物
に特有の青色光受容体である。一見するとこ
れらの生理反応に共通性は無いように見え
るが、これらはすべて比較的短時間で起こる

反応であり、どれも植物の「運動」に関係し
ている。 
フォトトロピンは、分子量１０万前後の色

素タンパク質で、発色団としてフラビンモノ
ヌクレオチド（FMN）を非共有的に結合する。
フォトトロピン分子は大きく N-末端側の光
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受容ドメインと C-末端側のキナーゼ・ドメイ
ンに分かれ、光受容体ドメインのフラビンが
光を吸収することにより、C-末端側にあるキ
ナーゼが活性化される。さらに、発色団結合
部位である LOV ドメインについては、その
詳しい立体構造が明らかにされている。 
研究開始当時のシグナル伝達機構に関す

る具体的知見としては、フォトトロピンが細
胞膜に存在すること（米国 Briggs 博士ら）
が示され、フォトトロピンと相互作用する新
規の因子として NPH3（米国 Liscum 博士ら）、
RPT2（日本、岡田・酒井博士ら）が同定さ
れたこと、などが挙げられるが、シグナル伝
達の機構については全く不明であった。 
フォトトロピンの生理機能と分子構造に

関する研究は、その発見以来、急速に進展し
たが、上にも述べたように、細胞内シグナル
伝達機構に関する知見は限られていた。例え
ば、フォトトロピンがキナーゼであることか
ら、何らかの基質をリン酸化することでシグ
ナルを伝達していると想定されるが、基質を
含めてその詳細は全く不明であった。また、
フォトトロピンがどのようにして、性質の異
なる多様な生理反応を制御するかについて
も謎であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、フォトトロピンによる運
動制御の分子機構を解明することである。フ
ィトクロムやクリプトクロムなどのフォト
トロピン以外の植物の光受容体は、核内で遺
伝子発現を制御しているが、フォトトロピン
は、主に細胞膜に存在することや、その生理
作用の特質から考えて、遺伝子発現を直接制
御している可能性は極めて低い。すなわちフ
ォトトロピンは、フィトクロムに代表される
従来の植物の光受容体とは全く異なる機構
でシグナル伝達を行っていると想定される。 
我々は、フォトトロピンが小胞輸送に関わ

る ARF1 タンパク質と結合することを最近、
見いだした（当時、未発表）。ARF タンパク
質は小胞体（ER）からの小胞輸送に関与して
おり、細胞膜機能の維持と調節に深く関わる。
そこで本研究では、「フォトトロピンは小胞
輸送を介して膜機能を制御する」という作業
仮説の証明を目指す。 
 植物の小胞輸送研究は動物や酵母に関す
る研究に比べて遅れているが、細胞膜に存在
するオーキシンの輸送体の分布に小胞輸送
が関わることなどが報告され注目を集めて
いる。フォトトロピンの生理作用は多岐に渡
り、そこに共通のシグナル伝達機構を想定す
ることは一見困難であるが、小胞輸送が細胞
膜タンパク質の分布を調節しているとすれ
ば、フォトトロピンの生理作用を小胞輸送か
ら説明することは十分可能である。 
 また、上記のアプローチに加えて、フォト

トロピンの細胞内分布、フォトトロピン分子
の構造と機能の関係などについて解析を進
める。また、分子生物学的手法により、キナ
ーゼであるフォトトロピンが基質とする分
子の更なる探索を進める。さらに、シグナル
伝達に関する理解の幅を広げるため、フォト
トロピン欠損型変異体の新しい形態的表現
型を探る。 
 
３．研究の方法 
 まず、ARF1 とフォトトロピンの関係につい
ては、以下のように研究を進めた。第一に、
フォトトロピンが ARF1を光依存的にリン酸
化するかどうか、大腸菌で発現させた組換え
タンパク質を用いて試験管内で調べた（大阪
府大・徳富哲博士らと共同）。また、GFP など
の蛍光性タンパク質をタグとして付加させ
た ARF1を発現する形質転換植物を作出し、
ARF1の細胞内分布が光条件やフォトトロピ
ンの有無でどのように変化するか調べた。さ
らに、ARF1の活性がフォトトロピンによる生
理応答にどのように影響するかを調べるた
め、野生型に加えて、ドミナントネガティブ、
およびドミナントポジティブ型の ARF1 を発
現する形質転換植物を作出し、その光応答な
どを詳しく調べた。 
 フォトトロピンの細胞内分布については、
phot2-GFP融合タンパク質遺伝子を構築し、
植物に導入して細胞内分布の変化を共焦点
レーザー顕微鏡で観察した。構造／機能相関
については、phot2 のキナーゼ領域だけにし
た断片、phot1と phot2 の間で N-末端側と C-
末端側の領域を入れ替えたキメラタンパク
質などを形質転換により植物で発現させ、そ
の生理活性を調べた。フォトトロピンの基質
については、リン酸化プロテーオーム解析な
ど、いくつかの方法を試みた。 
 以上に加えて、酵母菌ではフォトトロピン
と類似性を示すキナーゼが、膜リン脂質輸送
体であるフリッパーゼをリン酸化し活性化
することに注目し、同様の活性がフォトトロ
ピンにもあるかどうかを、酵母菌と植物体の
両方で調べた（北大・田中博士のグループ、
京大・梅田博士のグループと共同）。また、
フォトトロピン欠損の新しい表現型を明ら
かにする目的で、青色光による柵状組織の発
達を観察した。 
 
４．研究成果 
 「研究の方法」で述べたそれぞれの実験に
ついて、以下、簡潔に成果を説明する。 
 ARF1については、１）試験管内でフォトト
ロピンが光依存的に ARF1 をリン酸化するこ
と（大阪府大・徳富哲博士らと共同）、２）
青色光照射により、ARF1の細胞内分布がフォ
トトロピン依存的かつ一過的に変化するこ
と、３）ARF1 の機能を阻害すると、フォトト



 

 

ロピンによる生理応答に影響がみられるこ
と、などを明らかにした。これは、フォトト
ロピンの下流で ARF1 が働き、その結果、小
胞輸送が制御されるという我々の仮説を支
持する重要な結果である（投稿準備中）。 
 フォトトロピンの細胞内分布については、
光照射により、フォトトロピンの一部がゴル
ジ体に移行することを見出した（京大・西村
博士らと共同）（Kong et al., 2006）。ARF1
の結果と合わせて、この結果はフォトトロピ
ンが小胞輸送に関わることを強く示唆して
いる。 
さらに、フォトトロピンにおける構造／機

能相関を進め、キナーゼ領域単独でフォトト
ロピンのシグナルが流れること（Kong et al., 
2007）、フォトトロピンの光感受性は N-末端
側の構造によって決まること（Aihara et al., 
2008）などを示した。さらに、酵母菌を用い
たアッセイ系を開発し、フォトトロピン分子
の活性を変化させる変異を探索した（投稿準
備中）。 
 フォトトロピンがフリッパーゼの機能を
制御している可能性については、植物におい
て、フリッパーゼ活性の測定を試みたが、期
待される結果は得られなかった。一方、植物
は多数のフリッパーゼ遺伝子をもつが、その
うちの一つを欠損するシロイヌナズナの変
異体で、フォトトロピンと関係する表現型を
示すことを確認したが、フリッパーゼがフォ
トトロピンのすぐ下流で働くことを証明す
ることはできなかった。 
 フォトトロピン変異体が示す新しい表現
型については、フォトトロピンが青色光に応
答して柵状組織の発達を促すことを見出し
た。さらに、この応答の細胞・組織自律性に
ついて調べ、この応答には組織間シグナル伝
達は関与しないことを示した（投稿中）。 
 以上まとめると、本研究により、フォトト
ロピン分子の構造と機能に関する基礎的知
見が多数得られた。さらに重要なことに、
フォトトロピンのシグナル伝達の謎を解く
鍵になるような成果、すなわち小胞輸送の
関与を示す様々な結果が得られた。特に後
者は、フォトトロピン研究を次のステージ
に進めるような大きな成果である。 
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