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研究成果の概要（和文）：植物細胞の成長や代謝を光合成活性と協調させる機能をもつゼニゴケのキナーゼPRAF
は、Raf様キナーゼに属し、光合成活性依存的にリン酸化する。ゼニゴケにおいてPRAF遺伝子を破壊すると、糖
代謝に異常をきたし、成長が大きく阻害される。本研究により、PRAFタンパク質のN末端側に存在する多量体化
モジュールPB1ドメインを介した他のPRAF分子との多量体化が、自身のリン酸化と機能に必須であること、葉緑
体近傍で起こる顆粒構造形成には不要であること、相分離により顆粒を形成することなどが示唆された。また、
下流因子の探索を行い、いくつかの候補を同定した。

研究成果の概要（英文）：Molecular mechanisms of the protein kinase PRAF, which functions in 
coordinating growth and metabolism with photosynthetic activity in Marchantia polymorpha, were 
investigated. PRAF belongs to Raf-like kinases and is phosphorylated in a photosynthetic 
activity-dependent manner. Disruption of the PRAF gene causes sugar metabolism defects and severely 
inhibits growth. This study demonstrated that multimerization with other PRAF molecules via the 
multimerization module PB1 domain present on the N-terminus of the protein is essential for its own 
phosphorylation and function. It was also suggested that the PB1 domain is unnecessary for the 
granule formation of PRAF proteins, and that granules are formed by phase separation. In addition, 
candidate target proteins of PRAF were identified.

研究分野： 植物生理学、分子遺伝学、細胞生物学

キーワード： Raf様キナーゼ　光合成　糖代謝　ゼニゴケ　シグナル伝達

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
光合成を行う植物にとって、成長や代謝などの生命現象を光合成の活性と調和させる必要がある。しかしその仕
組みは多様であり、解明すべき点が数多く残されている。本研究では、光合成駆動の刺激を伝えるタンパク質リ
ン酸化酵素PRAFの解析を通して、その一端を明らかにした。植物は進化を通してPRAFを保持しているため、その
機能は植物に共通したものであると考えられ、本研究の成果は農業、園芸、環境保全等に活用できる知見である
と考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
植物にとって、光は光合成に必須な還元力とプロトン駆動力を発生するエネルギーとしてだ

けでなく、刻々と変化する光環境に光合成と成長を最適化するためのシグナル因子としての役
割がある。例えば、日周変動下での安定した固定炭素の利用や、成長とエネルギー貯蔵のバラン
ス調節のために、光合成活性に応じてショ糖・デンプン間の炭素分配が行われる。また、根が成
長を行うための細胞増殖は、光合成が産生する糖により活性化されるキナーゼ TARGET OF 
RAPAMYCIN (TOR)を介したシグナル伝達により活性化される。さらに気孔開口の青色光応答
性は、葉肉細胞における光合成の駆動に依存する。一方、ショ糖が枯渇する状況においては
SNF1-RELATED PROTEIN KINASE 1 (SnRK1)が活性化され、遺伝子発現と代謝の大きなリ
プログラミングを引き起こし、エネルギー恒常性を保つ。このように様々な光合成と成長を協調
させる仕組みが知られているが、その調節ネットワークは複雑であり、未解明な部分が多く残さ
れている。これを解明することは植物科学の主要な課題と言える。 
申請者はこれまでに、様々な分子遺伝学的解析に有利な特徴を備えるコケ植物ゼニゴケに着

目し、植物成長の光制御機構に関する研究を行ってきた。ゼニゴケでは赤色光が細胞増殖を促進
し、これがフィトクロムと光合成による糖合成の両方に依存することを申請者は見出した。そこ
で、光合成と成長を協調させるシグナル伝達に関わる因子を同定する目的で、リン酸化プロテオ
ーム解析により光合成電子伝達に依存的なリン酸化変動を示すタンパク質を同定した。その結
果、緑藻から被子植物に至るまですべての植物に保存された機能未知の Raf 様プロテインキナ
ーゼを見出し、PHOTOSYNTHESIS-RELATED RAF (PRAF)と名付けた(Koide et al. 2020)。
praf 変異体を作出したところ、器官発生は起こるものの成長は遅延した。光合成産物としてデ
ンプンとショ糖を定量したところ、野生型に比べて praf 変異体ではデンプンの高蓄積とショ糖
の減少がみられた。また光合成電子伝達速度が低下していたが、この異常は糖代謝欠損の二次的
影響であると考えられた(Koide et al. 2020)。 
 
２．研究の目的 
以上のことから、PRAF は少なくともショ糖代謝の調節を介して光合成と成長をリンクさせ

る重要な調節因子であると考えられた。しかしながら、PRAF がどのような光合成由来の刺激を
受けて活性化され、どのような基質をリン酸化してショ糖代謝や成長を調節するのかはまだわ
かっていない。また、上で述べた PRAF の機能が、進化的に保存された植物に普遍的な機能な
のかについても不明である。 
そこで本研究では、光合成シグナルによる PRAF の機能制御機構の解明を目的として、PRAF

の局在部位、結合タンパク質、基質の解明・同定を行うことにした。また、シロイヌナズナ PRAF
ホモログの変異体を作出し、表現型解析を行うことで、進化における機能共通性を明らかにする
ことにした。さらに、新規な光合成シグナル伝達因子の同定も目的として、探索を行うことにし
た。 
 
３．研究の方法 

PRAF タンパク質は、N 末端側から短い天然変性領域（IDR1）、多量体化モジュールである PB1
ドメイン、600 残基に渡る長い天然変性領域（IDR2）、300 残基の機能未知の領域（RUF)、短い
2 つの天然変性領域（IDR3, 4）、キナーゼドメイン（KD）、からなる構造をしている。 

PRAFpro:PRAF-mCitrine/praf 株を作出し、蛍光顕微鏡観察により細胞内局在を調べた。その結
果、葉緑体近傍で顆粒状の構造（PRAF 顆粒）に局在することがわかった。PRAF 顆粒はタンパ
ク質の集合体で構成されると考えられたため、PB1 ドメインに着目した。PB1 ドメインを欠失さ
せた PRAF(∆PB1)タンパク質を発現するコンストラクトを作成し、praf 変異体に導入し、局在を
解析した。加えて、成長速度および糖代謝機能の解析を行った。光合成依存的なリン酸化につい
ても調査し、抗 PRAF 抗体を用いたウエスタンブロットにより、バンドシフトを検出する実験を
行った。また、PRAF タンパク質間の PB1 ドメインを介した相互作用や、その他の PB1 ドメイ
ン保持タンパク質との相互作用について、Yeast two-hybrid 法を用いて解析した。 

PRAF と結合するタンパク質を同定するため、PRAFpro:PRAF-3xFLAG/praf 株を用いて、FLAG
抗体を用いた免疫沈降実験を行った。共免疫沈降したタンパク質を質量分析により同定した。
PRAF 結合タンパク質と推定されたタンパク質について、ゲノム編集株を作出し、機能解析を行
った。 

PRAFの下流因子を探索する目的で、praf変異体を用いてリン酸化プロテオーム解析を行った。 
シロイヌナズナの PRAF ホモログについて、特に相同性の高い分子種の変異体を入手し、多重

変異体の作出のため、交配を行った。 
 
４．研究成果 

PRAF の PB1 ドメインの機能解析を行った。まず、PRAF を除く、PB1 ドメインをもつゼニゴ
ケの 18 タンパク質のうち、13 個について PRAF との相互作用を Yeast two-hybrid 法で調べたと
ころ、どのタンパク質の PB1 ドメインとも相互作用を示さなかった。次に、praf 変異体の糖代



謝異常や成長遅延の表現型を、PB1 ドメインを欠失させた PRAF(∆PB1)により相補できるか調べ
たところ、相補はほとんどできなかった。さらに、PB1 ドメイン同士の静電的相互作用に重要と
考えられる負の電荷をもつ OPCA モチーフや正の電化をもつリジン残基に点変異を導入したと
ころ、PRAF の機能やリン酸化が弱くなった。さらに、PB1 ドメインの代わりに、別のタンパク
質由来の多量体化ドメインを付加したところ、糖代謝や光合成依存的なリン酸化において部分
的に PB1 ドメインの機能を代替できることがわかった。このことから、PRAF の機能発揮にはホ
モ多量体化することが重要であり、他の PB1 ドメインタンパク質と相互作用することはあまり
重要ではないことが示唆された。 
さらに、光合成依存的なリン酸化における PB1 ドメインの機能について解析を行った。まず、

PRAFpro:PRAF(∆PB1)/praf 株においては、PRAF(∆PB1)タンパク質の光合成依存的なリン酸化が
起こらないことが示された。そこで、mCitrine を融合した野生型の PRAF タンパク質とともに、
3xFLAG タグを融合した PRAF(∆PB1)タンパク質を発現させ、抗 FLAG 抗体を用いて光合成依存
的なリン酸化を調べたところ、PRAF(∆PB1)-3xFLAG タンパク質の光合成依存的なリン酸化は見
られなかった。一方、PB1ドメインをもち、かつキナーゼ不活性型変異をもつPRAF(dead)-3xFLAG
を praf変異体で単独で発現させると PRAF(dead)-3xFLAG は光合成依存的なリン酸化を受けなか
ったが、野生型 PRAF-mCitrine を共発現させると、PRAF(dead)-3xFLAG のリン酸化が起こった。
これらのことから、PB1 ドメインを介したホモ多量体化により PRAF タンパク質が近接するこ
とで、PRAF 分子間でのリン酸化が引き起こされる可能性が示唆された。 

PRAF 顆粒の実体解明に向け、PRAFpro:PRAF-mCitrine/praf 株のタイムラプス観察を行ったと
ころ、PRAF 顆粒はブラウン運動様に動くものの、長距離には移動しないという挙動を示すこと
がわかった。PRAFpro:PRAF(∆PB1)-mCitrine/praf 株を用いて細胞内局在を解析したところ、意外
なことに、PB1 ドメインがなくても野生型タンパク質と同様の顆粒局在を示したことから、顆粒
局在は PB1 ドメインを介した多量体化に依存しないことが示唆された。そこで、PRAF タンパク
質のどの領域が顆粒形成に関与するのかを調べたところ、IDR2 の関与が示唆される結果が得ら
れた。以上の解析結果から、PRAF 顆粒は相分離により形成される液滴であり、光合成駆動の刺
激を受けると PB1 ドメインを介した相互作用によるさらなる構造変化が起こることで分子間の
自己リン酸化が起こる、という分子機構が示唆された。 

PRAFpro:PRAF-3xFLAG/praf 株を用いて免疫沈降実験を行い、質量分析により共免疫沈降タン
パク質を同定した。3 回の実験で、非形質転換体と比較して有意に結合が見られたものとして
small subunit ribosomal protein が同定された。現在、この結合の確認と機能の関連性について調査
を行っている。また、1~2 回の実験で結合が見られた関連性の高そうな候補タンパク質のいくつ
かについて、ゲノム編集により変異体を作出した。しかし praf 変異体のような顕著な表現型は
認められなかった。 

praf 変異体を用いて行ったリン酸化プロテオーム解析により、光合成依存的かつ PRAF 依存的
にリン酸化変動を示すタンパク質を同定することができた。それらの遺伝子についてゲノム編
集により変異体を作出したところ、いくつかは praf 変異体よりは弱いものの、成長阻害を示し
た。現在これらのタンパク質の PRAF によるリン酸化や PRAF との共局在などについて解析を
進めている。 
シロイヌナズナの PRAF ホモログについては、多重変異体の作出を完了した。今後、機能解析

を行っていく予定である。 
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