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研究成果の概要： 
 チューリップ花弁の開閉は温度依存的であり、開花のためには水の花弁への輸送が必須で、

水チャンネルの活性化が起こる。水チャネルを構成するアクアポリンの分子種を同定するため
に、細胞質アクアポリン遺伝子４種類をクローニングし、TgPIP2:2が水の輸送に関与すること
を機能面から確証した。またアクアポリンがリン酸化されて活性型になり、脱リン酸化で不活
性化されることを確認した。TgPIP2:2も分子内でリン酸化を受ける3種のセリン残基(Ser35, 
Ser116, Ser274)を特定した。また、PIP2:2が花弁、茎、葉、塊茎、根いずれの組織においても
最も発現量が多い分子種であり、根から花弁にいたる水の輸送に関与している可能性を指摘し
た。 
 TgPIP2-2を酵母（ピキア）に発現させ、水チャンネル活性を図る手法を新たに導入した。リ
ン酸化脱リン酸化の阻害剤が活性に影響したことから、簡便に水チャンネル活性を測定できる
系であるとともに調節機構を検証するための優れた方法であると結論した。 
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１． 研究開始当初の背景 

 あらゆる生物の生命維持に不可欠の水は、6 ヶ所
の膜貫通領域と 2 ヶ所に特徴的な NPA モチーフを
持つアクアポリンと総称されるたんぱく質が構成する
水チャンネルを介して輸送される。アクアポリンは植
物では細胞膜や液胞膜に存在し、水のみを特異的
に通過させるチャンネルとされてきたが、最近では

グリセロール、尿素、二酸化炭素、アンモニア、ホウ
酸（ホウ素）などの低分子を通すものも報告されてい
る。液胞膜のアクアポリンは発現量を変化させること
で活性調節されるが、細胞質型アクアポリンはSer残
基のリン酸化により活性化する翻訳後調節を受けて
いる。換言すればプロテイキナーゼとプロテイン
フォスファタ―ゼが水チャネル調節の主役を演じ
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ている。われわれは水の輸送と花弁開閉を関連さ
せるために大型で開花期間中開閉を繰り返すチュ
ーリップ花弁を材料としてきた。チューリップ花
弁は昼間開いているが、夕方には閉じる。朝方気
温の上昇とともに開く。チューリップ花弁の開閉
は温度依存的であり光は全く関与しない。閉じた
状態を暗所 20℃に移すとアクアポリンがリン酸
化され水が茎を経由して花弁へ移動し基部での膨
圧上昇により開花状態となり，5℃に戻すと脱リン
酸化され水の供給が停止し徐々に閉じることを明
らかにした。アクアポリン分子のリン酸化につい
ては，45 kDaのCa2+依存膜結合型タンパクリン
酸化酵素を検出し，花弁から精製したタンパク脱
リン酸化酵素２A が脱リン酸化に関与しているこ
とを報告した。この温度の変化に対する応答はど
のような機構で起きるのか植物にとって重要な水
の移動と花弁の開閉を関連させる必要があった。 

 

 

２．研究の目的 

開く過程で花弁へ水の移動が起こり花弁下部で
の膨圧上昇が開くことに関係すること確認された
ので、水を優先的に通すチャンネルを構成するア
クアポリンに着目し、20℃を感知して水が通過で
きる活性型への変化、5℃で起きる水が通れない不
活性型への変換を分子のレベルで明らかにする。
すなわち、細胞質型アクアポリンの温度に対応し
たリン酸化と脱リン酸化について詳細に検討する
こととした。アクアポリンPIP2:2のリン酸化と脱
リン酸化による調節に関わる4種類のSer残基の
リン酸化と水チャンネル活性を関連させる。液胞
膜アクアポリンの開花への関与の有無を明確にす
る。 

 

３．研究の方法 

植物においてアクアポリンをコードする遺伝子
は多数存在する。チューリップ花弁の細胞膜に存
在するアクアポリン遺伝子を単離し、アフリカツ
メガエルの卵で発現させ、浸透圧変化に伴う破裂
を観察することで水を通す水チャンネル活性を測
定する。更にタンパク質のリン酸化や脱リン酸化
を阻害する薬剤を卵に注入しておいて、薬剤の水
チャンネル活性に及ぼす効果を観察する。リン酸
化されるセリン残基を部位特異的置換法により特
定する。一方、酵母（Pichia pastoris）でアクア
ポリン遺伝子を形質転換し酵母の膜系で植物由来
アクアポリンを発現させ、調製したスフェロプラ
ストの浸透圧変化への応答を分光光度計で追跡す
ることで水チャンネル活性を測定する方法を採用
し、浸透圧やpH変化さらには薬剤の影響を調べる
ことで、花弁の細胞膜に存在するアクアポリンが
いかに修飾されることで、水チャンネル活性が活
性化したり、不活性化されるのかを明らかにする。
また形質転換するアクアポリン遺伝子に存在する
Serをあらかじめ他のアミノ酸例えばAlaに置き
換えて、リン酸化にともなう水チャンネル活性を
検証することで、リン酸化に関与するSer残基を

特定する。 
 
４．研究成果 
 われわれは水の輸送と花弁開閉を関連させるた
めに大型で開花期間中開閉を繰り返すチューリッ
プ花弁を材料としてきた。チューリップ花弁の開
閉は温度依存的であり光は全く関与しない。閉じ
た状態を暗所 20℃に移すとアクアポリンがリン
酸化され水が茎を経由して花弁へ移動し基部での
膨圧上昇により開花状態となり，5℃に戻すと脱リ
ン酸化され水の供給が停止し徐々に閉じることを
明らかにした。アクアポリン分子のリン酸化につ
いては，45 kDaのCa2+依存膜結合型タンパクリ
ン酸化酵素を検出し，花弁から精製したタンパク
脱リン酸化酵素２A が脱リン酸化に関与している
ことを報告した。4 種類の細胞膜型アクアポリン
遺伝子をクローニングし，このうち水チャンネル
活性が確認できたPIP2-2においてSer35, Ser116, 

Ser274 がリン酸化される部位であろうと結論し
た。また PIP2-2 がすべての組織において最も発
現量が多い分子種であり，根から花弁に至る水の
輸送に PIP2;2 が関与している可能性を指摘でき
た。花弁の老化過程では開閉運動能力が減少し，
PCD指標が出現する契機は，活性酸素やエチレン
ではなく，これまで植物では報告がなかったエネ
ルギーの枯渇であるとの結論を得た。 
 花弁から４種類の細胞質型アクアポリン遺伝子
を単離できた。卵母細胞での実験からTgPIP2-2と
名付けた遺伝子にコードされるアクアポリンに強
いミスチャンネル活性が確認された。このアクア
ポリンは４種のセリン残基を持つが、それぞれを
他のアミノ酸に置換させた結果から、３種のセリ
ンがリン酸化を受けることで活性型になり、水が
通れる孔が開くことを確認した。コンピューター
グラフィックスでモデルを構築し、上記のリン酸
化状態と脱リン酸化状態での水チャンネルの開閉
を再現した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 これらの成果のうちで、Plant & Cell 
Physiology, 2008年８月号に発表した内容が表紙



 

 

に採択され、水チャンネルを構成するアクアポリ
ンのSer 残基の位置を推定した三次元ホモロジー
モデルが開花状態のチューリップ花弁、温度依存
性を示すための温度計とともに掲載された。 
 最近の研究ではアクアポリンが構成するチャン
ネルが、水以外にも二酸化炭素、アンモニア、砒
素、グリセリン、尿素などを通すものが次々と発
見され、植物体でもっと多量に存在する水の吸収、
運搬、蒸散、膨圧変化などの機能とともに、低分
子のチャンネルとして、今後の研究に対する指針
を与えることができた。すなわち今後の課題とし
て、 
①植物における水チャンネルの制御メカニズム
を明らかにし、 

②イネやトウモロコシなど主要な作物の水輸送
に関連する学術面への進展を図ることと、 

③施設園芸分野で問題となっている夏季の高温
時に萎れや水の移動抵抗が生じる原因を水チャ
ンネルの制御または不活性化の視点から解明し、 
④アジア地域での劣悪な栽培条件となっている
乾季における異常旱魃による乾燥や、大規模な
デルタ地帯でしばしば被る塩障害を緩和できる
作物育種への展開を図る。 
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