
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 22 年 5 月 30 日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

研究種目：若手研究(B) 

研究期間：2008～2009   

課題番号：20770042 

研究課題名（和文）ＳｎＲＫ２プロテインキナーゼと相互作用するカリウムトランスポーター

の機能解析                    

研究課題名（英文） Functional analysis of potassium transporters interacting with SnRK2 

protein kinases in Arabidopsis.  

研究代表者 

梅澤 泰史（Umezawa Taishi） 

独立行政法人理化学研究所・機能開発研究チーム・研究員 

研究者番号：70342756 

 
研究成果の概要（和文）： 
植物のストレス応答を制御する SnRK2 プロテインキナーゼと相互作用するタンパク質を酵母
ツーハイブリッド法によって探索し、カリウムトランスポーター様のアミノ酸配列を持つクロ
ーンを 2 種類得た。この遺伝子の機能を解析するために、シロイヌナズナの遺伝子破壊株を単
利して、その表現型を調べたところ、塩ストレスを与えたときの K 吸収能力に差が認められた。
このことから、今回得られた因子は植物の根において SnRK2 と相互作用し、機能している可
能性が示唆された。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
SnRK2 family act as an important signaling factor for stress responses in plant cells. Here, 
we screened interacting partners of SnRK2 by yeast two-hybrid analysis, and isolated two 
potassium transporter-like proteins. To investigate their functions, we established 
Arabidopsis knockout mutants and checked any phenotypic changes in the mutants. These 
mutants showed a significant changes in potassium uptake under salt stress. Our results 
suggested SnRK2 and potassium transporters cooperatively functions in stress responses 
in root tissues. 
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１．研究開始当初の背景  
  植物は移動の自由を持たないため、外環境

の変化に対する生存戦略として独自の応答
機構を発達させている。植物に特異的なプロ
テインキナーゼファミリーである SnRK2 は、
植物の環境応答を制御する細胞内シグナル
伝達系で働く重要な因子の一つである。植物
ホルモンのアブシジン酸（ABA）や高浸透圧
等によって活性化するという特徴があり、下
流のタンパク質をリン酸化して機能を調節
することによってシグナルを伝達すると考
えられる。SnRK2 の重要性は数多くの研究
によって実証されており、そのシグナル伝達
のメカニズムを明らかにすることは、植物の
環境応答機構を理解する上で重要である。し
かしながら、SnRK2 の下流の基質タンパク
質はほとんど明らかになっていなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
図 1 シロイヌナズナの SnRK2 ファミリー ２．研究の目的 
  植物のストレス応答において重要な働き

をすることが明らかとなっている SnRK2 プ
ロテインキナーゼのシグナル伝達機構を明
らかにするために、SnRK2 の下流に位置す
るリン酸化ターゲットを知ることが重要で
ある。そこで、本研究では SnRK2 と相互作
用するタンパク質を網羅的に解析し、有望な
候補として二種類のカリウムトランスポー
ター様の配列を持つ遺伝子を単離した。そこ
で、この遺伝子のストレス応答における機能
を明らかにすることを目的として研究を行
った。 

らの変異体を用いてストレス耐性などの表現型
を調査した。 
 さらに、EIP1 および EIP2 と SRK2E との関係
を調べるために、それぞれの組換えタンパク質
を大腸菌で発現させ、アフィニティー精製を行
った。なお、EIP は膜タンパク質であるため、
反応には細胞質の領域のみを使用した。これら
のタンパク質を用いてリン酸化反応を行い、
SRK2E が EIP をリン酸化するかどうかを確認す
る実験を行った。 
 

  
３．研究の方法 ４．研究成果 

 酵母ツーハイブリッド法で単離した EIP1 お
よび EIP2 は、機能が未同定の遺伝子であったが、
カリウムトランスポーターとしての機能を強く
示唆するアミノ酸配列を有していた。これらは
互いに相同な配列を持つ遺伝子で機能的に冗長
であることが予想された。実際、EIP1 および
EIP2 の遺伝子破壊株を用いても表現型の差は
ほとんど観察されなかった。eip1eip2 二重変異
体では、高塩ストレス条件下で K欠乏の状態に
おいたときのみ、野生型に比べて顕著な耐塩性
の低下が認められた。したがって、EIP1 および
EIP2は塩ストレス条件下でK吸収能力を維持す
るために必要な遺伝子であることが示唆された。
この結果は、EIP1 および EIP2 の根における働
きを示していると考えられる。 

 シロイヌナズナに SnRK2 が 10 個あり、そ
れぞれSRK2A～Jと名付けられている（図1）。
これらは 3つのサブクラスに分けることがで
き、そのうちサブクラス III と呼ばれるグル
ープには、SRK2D,E,I の 3つのメンバーが存
在する。このグループはすべて ABA によって
強く活性され、植物の ABA 応答に必須である
ことがわかっている。特に、SRK2Eは別名 OST1
（open stomata 1）とも呼ばれ、植物の葉の
表面に存在する気孔の制御に重要である。そ
こで、本研究ではまず SRK2E と相互作用する
タンパク質を探すために、酵母ツーハイブリ
ッド法によるスクリーニングを行った。 
 Bait として SRK2E に GAL4 DNA 結合ドメイ
ンをつないだものを用い、Prey には GAL4 活
性化ドメインを結合したシロイヌナズナの
cDNA ライブラリーを用いた。その結果、二種
類のカリウムトランスポーター様の配列を
持つ遺伝子が単離され、EIP1 および EIP2 と
名付けた。 

 さて、EIP1 および EIP2 はもともと SRK2E と
相互作用する因子として単離されたものである。
SRK2E は気孔の開閉に重要であり、気孔で強く
発現していることが知られている。しかしなが
ら、今回の変異体では、気孔の開閉に関して表
現型にほとんど差がみられなかった。孔辺細胞
では別のファミリーのトランスポーターが働い
ている可能性がある。その候補の一つは内向き
整流性チャンネルの KAT1 である。KAT1 は SRK2E
によってリン酸化され、活性が調節される Kチ

 これらの 2つの遺伝子の機能を解析するた
めに、シロイヌナズナの T-DNA タグラインか
ら EIP1 および EIP2 の遺伝子破壊株を単離し
た。さらに、これら二つの変異体を掛け合わ
せて二重変異体 eip1eip2 を作成した。これ 



ャンネルである。 
 一方、EIP1 および EIP2 が SRK2E によって
リン酸化されるかどうかを調べる実験では
明確な結果が得られなかった。現時点で考え
られる可能性は二つある。一つはEIPがSRK2E
の基質ではない可能性、もう一つは実験上の
問題によってリン酸化が検出されない、とい
う可能性である。この点については、今後引
き続き検討していきたい。 
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