
名古屋大学・理学研究科・講師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３９０１

基盤研究(C)（一般）

2022～2020

気孔の開口を駆動する細胞膜プロトンポンプの活性調節機構の解明

Elucidation of the activation mechanism of plasma membrane proton pump in 
stomatal opening

４０５３２６９３研究者番号：

井上　晋一郎（Inoue, Shin-ichiro）

研究期間：

２０Ｋ０６７０３

年 月 日現在  ５   ６ ２１

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：青色光受容体フォトトロピンは、孔辺細胞において細胞膜プロトンポンプとカリウム
チャネルを活性化して気孔開口を誘導する。ところが、これらの開口の鍵酵素の活性化機構は未解明な部分が多
かった。本研究では、フォトトロピンと相互作用するプロテインキナーゼやフォトトロピンの下流でリン酸化さ
れるタンパク質の機能解析を通じ、気孔開口の分子機構の更なる理解を目指した。鍵酵素の活性調節と量の調節
において重要な知見を提供した。

研究成果の概要（英文）：The blue-light receptor phototropin activates plasma membrane proton pump 
and inward-rectifying potassium channels in guard cells to induce stomatal opening. However, the 
activation mechanisms of these key enzymes for stomatal opening are largely unknown. In this study, 
we aimed to further understand the molecular mechanism of stomatal opening through the functional 
analysis of protein kinases that interact with phototropin and of protein that is phosphorylated in 
phototoropin signaling. Our study provided important findings in the regulation of activity and 
quantity of the key enzymes in stomatal opening.

研究分野： 植物生理学

キーワード： 植物　気孔開口　青色光　イオン輸送　プロテインキナーゼ

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、青色光受容体フォトトロピンの相互作用因子の機能解析を進めることで、気孔開口の鍵酵素である
細胞膜プロトンポンプとカリウムチャネルの新たな制御機構を解明することができた。この成果は、気孔開口の
シグナル伝達において新たな構成因子を明らかにし、開口の分子機構の理解に大きく貢献した。また、本研究の
成果は将来的に、農業上重要な作物の水利用効率の改善につながる可能性を秘めている。

※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 

植物体表に無数に存在する気孔は、光合成の基質である CO2の取込みや蒸散を介して植物

の生長に貢献する重要な器官である。気孔は一対の孔辺細胞に囲まれて形成され、太陽光に

含まれる青色光に応答して開口する。我々は長らく気孔開口の分子機構を研究し、その解明

を進めてきた。孔辺細胞において、青色光はフォトトロピンにより受容され、シグナル伝達

を経て標的である細胞膜 H+-ATPase をリン酸化により活性化する。この酵素の活性化がカ

リウムチャネルを介したカリウムイオンの取込みを駆動し、最終的に孔辺細胞を膨張させ

ることで気孔開口が誘導される。 

このような気孔開口モデルはおよそ 30 年前に提唱されたが、開口の鍵酵素である細胞膜

H+-ATPase とカリウムチャネルがどのように活性化されるのか、肝心な部分が長らく未解明

であった。また、孔辺細胞における細胞膜 H+-ATPase とカリウムチャネルの局在調節も気

孔開口に重要だと考えられるが、この調節の分子機構も断片的であった。 

我々はこれまでに、フォトトロピンと相互作用するプロテインキナーゼとして Phototoropin 

INteracting protein Kinase (PINK)1-3 を、フォトトロピンの下流でリン酸化されるタンパク質

として膜輸送に関わる植物シンタキシン SYP132 を同定していた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、フォトトロピンと相互作用する３つのプロテインキナーゼ PINK1-3 とフォト

トロピンの下流でリン酸化される SYP132 に関して詳細な機能解析を行い、細胞膜 H+-

ATPase とカリウムチャネルの活性化と細胞膜への局在調節における役割を明らかにし、気

孔開口の分子機構をより理解することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

 フォトトロピンと相互作用する３つのプロテインキナーゼは、ALPHA と呼ばれる in vitro

の相互作用検出法で同定したため、in vitro pull-down assay や BiFC など、他の相互作用検出

法も用いて結合を再度評価した。また、同様の手法を用いてこれまでに知られている気孔開

口調節因子(BLUS1, BHP, PP1s, 細胞膜 H+-ATPase)との相互作用も調べ、関係性を明らかに

した。また、PINK1-3 の変異株を入手し、フォトトロピン活性、細胞膜 H+-ATPase 活性、カ

リウムチャネル活性、気孔開度、気孔コンダクタンスの表現型を調べることで、気孔開口シ

グナル伝達における PINK1-3 の生理・生化学的機能を解明した。 

 フォトトロピンの下流でリン酸化される SYP132 に関しても、フォトトロピンや細胞膜

H+-ATPase と物理的に相互作用するのか in vivo immunoprecipitation 法により検証した。ま

た、syp132 変異株を入手し、上記と同様に気孔開口に対する詳細な表現型解析を進めた。生

体内で SYP132 のどの部位がリン酸化されるか明らかにするため、質量分析によりリン酸化

部位を同定した。リン酸化部位にアミノ酸置換を導入した変異型 SYP132 を syp132 変異株

に発現させ、変異タンパク質のシグナル伝達能を明らかにした。 

 

４．研究成果 

(1) PINK1s は細胞膜 H+-ATPase を抑制し青色光に依存した気孔開口を負に制御する 



 PINK1 は RAF-like kinase family に属する２つのホモログ CBC1&2 であった。この遺伝子

破壊株をそれぞれ入手し、二重変異株を作成して表現型解析を進めた結果、フォトトロピン

が誘導する光屈性、葉緑体光定位運動、葉の平坦化は野生株と変わらず正常に誘導されたが、

青色光に依存した気孔開口のみ大きく促進されていた。また、孔辺細胞の細胞膜 H+-ATPase

のリン酸化も大きく促進されていた。さらに、in vitro において CBC1&2 は細胞膜 H+-ATPase

と物理的に相互作用することが確認された。 

 これらの結果から、CBC1&2 はフォトトロピンの下流で細胞膜 H+-ATPase のリン酸化を

抑制し、気孔が青色光で開きすぎないようにしている負の調節因子であることを明らかに

した(Hayashi et al., 2020 Photochemical & Photobiological Sciences)。 

 

(2) PINK2 はカリウムチャネルを活性化し青色光に依存した気孔開口を正に制御する 

 PINK2 は SnRK3 family に属する CIPK23 であった。この遺伝子破壊株を入手し表現型解

析を進めた結果、光屈性、葉緑体光定位運動、葉の平坦化は野生株と変わらず正常に誘導さ

れたが、青色光に依存した気孔開口が損なわれていた。CIPK23 は phot1 と phot2 ともに相

互作用を示したが、フォトトロピンのリン酸化基質ではなかった。面白いことに、孔辺細胞

の細胞膜 H+-ATPase の活性は野生株と変わらず正常であったが、青色光に応答したカリウ

ムチャネルの活性化が損なわれていた。したがって、CIPK23 は H+-ATPase を介さずにカリ

ウムチャネルを活性化することが明らかになった。 

これらの結果から、CIPK23 はフォトトロピンの下流でカリウムチャネルを活性化し、青色

光に依存した気孔開口を正に調節することを明らかにした(Inoue et al., 2020 The Plant 

Journal)。これまで、孔辺細胞のカリウムチャネルは細胞膜 H+-ATPase が生み出す膜電位変

化にのみ応答して活性化すると考えられていたが、本研究によりフォトトロピンは細胞膜

H+-ATPase を活性化するシグナル伝達に加えて、CIPK23 を介してカリウムチャネルを活

性化するシグナル伝達も誘導することを新たに明らかにした。 

 

(3) PINK3 は細胞膜 H+-ATPase を活性化し青色光に依存した気孔開口を正に制御する 

 PINK3 は遺伝的冗長性が高いプロテインキナーゼファミリーに属していた。そのため、

薬理学的な解析を主に進めた。孔辺細胞では青色光に応答して細胞膜 H+-ATPase のリン酸

化が誘導されるが、PINK3 の阻害剤が孔辺細胞 H+-ATPase のリン酸化と活性を消失させて

気孔開口を抑制すること、PINK3 がフォトトロピンや細胞膜 H+-ATPase と細胞内で相互作

用することを明らかにした。さらに、PINK3 の発現が増加、または減少した形質転換植物を

作成し、気孔開口を調べた結果、発現抑制株では気孔開口が抑制され、過剰発現株では促進

された。さらに、発現抑制株では細胞膜 H+-ATPase のリン酸化が低下していた。 

 これらの結果から、PINK3 はフォトトロピンの下流で細胞膜 H+-ATPase を直接活性化し、

青色光に依存した気孔開口を正に調節することを明らかにした。 

 

(4) SYP132 はおそらく細胞膜 H+-ATPase の細胞膜への量を調節して気孔開口を正に制御す

る 

 我々はこれまでに、SYP132 が青色光に応答してフォトトロピンの下流でリン酸化される

こと、syp132 変異株の気孔が青色光を処理してもほとんど開口を示さないことを見出して

いた。本研究では、SYP132 がフォトトロピンではなく、細胞膜 H+-ATPase と生体内で相互

作用することを明らかにした。また、SYP132 の生体内におけるリン酸化部位を同定し、そ



の機能解析を進めた結果、リン酸化部位に Ala を導入した場合 SYP132 のシグナル伝達は正

常に誘導されたが、Asp を導入した場合には完全に損なわれることを見出した。 

これらの結果から、SYP132は青色光に依存した気孔開口に必要な正の調節因子であるが、

青色光による SYP132 のリン酸化はその活性を抑制する負の調節機能があることを見出し

た。 
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