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研究成果の概要（和文）：当初予定していた孔辺細胞プロトプラストを用いたホスホプロテオミクスおよび蛍光
プローブを用いた実験は、実験プロトコルの最適化やプローブの実用化が難航を極め断念せざるを得なかった。
しかし代替案としての卵母細胞や酵母を用いた実験、さらに共同研究先より共有させていただいた実験データか
ら、SLAC1・KAT1・また他のK+チャネルにおける未知のリン酸化部位が判明した。今後これらの部位に対して電
気生理的な解析を行う予定である(SLAC1については既に完了)。さらに、本研究の一環としてSLAC1の活性化因子
についても調査した結果、気孔外に発現するにもかかわらず気孔開閉を制御する特殊な因子を発見した。

研究成果の概要（英文）：Our original plan was to carry out phosphoproteomics using guard cell 
protoplasts (GCPs) and analysis of stress-treated GCPs with a novel florescent probe. However, we 
faced problems with our GCP preparation and stability of our probe. Therefore we had to shift to an 
alternate plan, and carried out oocyte and yeast experiments instead. By doing these, and with the 
help of our co-workers, we were able to discover previously unknown phosphorylation sites in SLAC1, 
KAT1 and other K+ channels. We are now beginning to electrophysiologically analyze what function 
these phosphorylation sites confer to these channels (We already finished the measurement for
SLAC1). In addition, we have been in search and investigation for regulatory component of SLAC1 as 
well. As a result, we discovered a unique regulatory component which regulates stomatal movement but
 does not reside in guard cell.

研究分野： 生物物理化学

キーワード： イオンチャネル　植物　リン酸化酵素　膜タンパク質　電気生理学　タンパク質修飾　生体内シグナル
分子　質量分析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回研究成果として同定されたチャネルのリン酸化部位はいずれもまだ報告例がない部位である。このうち
SLAC1に関しては電気生理測定での解析を完了している。過去の報告と照らし合わせると、SLAC1のリン酸化制御
は１・2残基によって決まるのではなく、十数個の残基の間でリン酸化が微妙なバランスで行われることによっ
て制御されている可能性が高く、このバランスをどう制御していくかが重要と判明した。KAT1とその他チャネル
については今後解析を続ける。また「気孔外に発現するにもかかわらず気孔開閉を制御する因子」については、
全く新しいアプローチで気孔の開閉を制御する鍵となり得るため、今後の解析が特に重要である。

※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 
現在, 世界の農地の 5分の
1 が土壌の乾燥や病害の発
生に見舞われており, 将来
的な人口増加に伴う食糧不
足に対応するため, 作物の
乾燥ストレス・病害耐性の
向上や生産性の向上が求め
ら れ て い る (Qadir et 
al., 2014)。これを達成す
るための最重要ターゲット
が気孔である。気孔は水分
の蒸散や CO2 の取込を担う
ため, 乾燥ストレスへの耐
性や温度変化への順応・光
合成の効率に大きく影響す
る。さらに気孔は病原菌の
主要な侵入口にもなっており, 病
害耐性においても重要な役割を持
つ。従って気孔の開閉を制御し状況
に応じて最適化することが植物の
環境ストレス耐性や生産性の向上
に向けての大きな一歩となる。 
気孔の開閉は, 孔辺細胞の細胞膜
に局在するイオン輸送タンパク質(イオンチャネル)とその活性を調節するリン酸化酵素(キナー
ゼ)により制御されている。乾燥ストレス下では, Ca2+依存型キナーゼ CPK6 や Ca2+センサーCBL1
と CIPK23 キナーゼの複合体が細胞膜の Cl-チャネル SLAC1 や NO3

-チャネル SLAH3 をリン酸化に
より活性化し, 細胞の浸透圧が調整され気孔が閉鎖する(Mori et al., 2006; Maierhofer et 
al., 2014)。また, 病原菌の接近時には FLS2 キナーゼにより病原体が感知され, OST1 キナーゼ
を経由して SLAC1 を活性化すると共に, 気孔開口誘導 K+チャネル KAT1 を抑制し, 気孔を閉鎖す
ることで病原菌の侵入を防ぐ(Guzel Deger et al., 2015)(図 1)。 
気孔の開閉に関わる因子は上記以外にも多数報告されている。申請者はこれまでの研究におい
て, 気孔のイオンチャネルを制御する新規キナーゼを多数発見してきた(Saito et al., 2018; 
申請者博士論文, 表 1)。しかし, 各種ストレスに応じてこれらのキナーゼがどのように使い分
けられているのかは不明である。また, これまでの国内外の研究では乾燥・塩・病害など個別の
ストレスシグナルの解析が行われてきたが, 実際の自然界では植物は様々な要因による複合的
なストレスを受けるため, 単一のストレスシグナル経路の解析だけでは実用的なストレス耐性
植物の創生に至らない点が問題となっている。以上から, 研究課題の核心をなす学術的「問い」
は次の二点となる。 
(1)各種ストレスに応じてキナーゼ・チャネルがどう使い分けられているのか？ 
(2)複合ストレス下で気孔はどのように応答するのか？ 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は以下に提唱する課題を達成することで上記の問いに対する答えを得る。 
 
(1)本研究の第一段階としてまず, 各種ストレス下における気孔のキナーゼ-イオンチャネル間
シグナルの全貌の解明を試みる。気孔の開閉制御を行うキナーゼは多数同定されているが, そ
れぞれがどのようなストレスに対応してはたらくのかはほとんど明らかになっていない。また, 
キナーゼごとにイオンチャネルの認識部位は異なり, どの部位をリン酸化するかによってチャ
ネル活性への影響も異なる。このことから, イオンチャネルのリン酸化部位の使い分けがスト
レスシグナルの使い分けの最終段階を担っている可能性が大きいと考えた。そこで, ホスホプ
ロテオミクス解析と電気生理測定を用いて, 各種ストレス下における孔辺細胞の活性化キナー
ゼおよびチャネルのリン酸化部位の同定を試みる(図 2)。 
 
(2)次に, 様々な複合ストレス下における実際の気孔の応答を解析する。植物体を用いた複合ス
トレスに対する応答解析は, 恒常的なストレス付与が難しく, ストレスの種類や強度の組合せ
も膨大な数にのぼるため現実的ではない。そこで, プロトプラスト化により単離した孔辺細胞
を用いた解析を行う。申請者は現在, 東北大学理学部上田研究室との共同研究により, 気孔の
閉鎖度合いに応じて蛍光強度が変化する独自の蛍光プローブを開発中である。このプローブを

 イオンチャネル 機能 キナーゼ

SLAC1 気孔閉鎖 CBL1/4/5/9-CIPK11

SLAH3 気孔閉鎖 CBL1/4/5/9-CIPK24, CBL1/5/9-CIPK5

KAT1 気孔開口 CBL1/4/5/9-CIPK11, CBL1/5/9-CIPK17

KAT2 気孔開口 CBL1/5/9-CIPK17

図 1 乾燥・病害に対する気孔のキナーゼ-チャネルシグナル応答 

表 1 申請者が同定した気孔イオンチャネルの新規制御キナーゼ 



用いて, 様々な複合ストレスに対する気孔の応答解析を網羅的に行う。さらに(1)で得られた情
報をもとにキナーゼ・チャネルの遺伝子欠損・変異植物を作製し, 同様の解析を行う。以上全て
の結果をもとに複合ストレスに対する気孔応答の実験にもとづいたデータベースを作製し, 実
用的なストレス耐性植物創生の基盤を構築する。 
本申請で対象とする植物としてはシロイヌナズナを用いる。全ゲノムが解読されている・成長が
早く複合ストレスに対する網羅的な解析に適している・シロイヌナズナの気孔における CPK・
CBL-CIPK などのキナーゼが他の植物種にも広く保存されていることが理由である。 

 
(3)本研究における学術的独自性と創造性は下記の通りとなる。 
①気孔の各種ストレスシグナル経路はこれまで一部しか解明されていない。本申請における解
析によりこれを一挙に解明し, 気孔の研究において世界をリードすることが可能である。 
②本申請で使用する蛍光プローブは申請者らが独自に開発するものであり, 他の研究機関には
ない独自技術である。これを用いることで, これまで困難であった複合ストレス下における気
孔の応答解析を世界に先駆けて行うことが可能である。 
③本申請において構築するデータベースをもとに, 実用的なストレス耐性植物の創生に向けた
指針が立てられ, 大きなブレークスルーが起こ
ると期待できる。 
 
３．研究の方法 
(1)本研究においてはまず, ホスホプロテオミク
ス解析による各種ストレスに対応した孔辺細胞
キナーゼ・チャネルリン酸化部位の同定を行う。
単離した孔辺細胞プロトプラストに対し, 暗所・
高温・低温処理や外液への ABA, flg22, NaHCO3添
加・pH 変化など, 様々な種類の環境ストレスを
模した処理を行う。全タンパク質抽出・LC-MS/MS
による全リン酸化ペプチド検出の後, データを
シロイヌナズナのタンパク質データベースと照
合することで, 自己リン酸化(活性化)したキナ
ーゼおよびイオンチャネルのリン酸化部位を同
定する(図 3)。 
 
(2)次に, 電気生理測定によるキナーゼ・チャネ
ルリン酸化部位の対応関係の解析を行う。(1)の
データをもとに, SLAC1, KAT1 など孔辺細胞チャ
ネルのリン酸化部位(Ser/Thr)に疑似リン酸化
(Ala)変異・脱リン酸化(Asp)変異を加えた変異チ
ャネルを作製する。この変異チャネルと各種キナ
ーゼをアフリカツメガエル卵母細胞上に共発現
させ, 電気生理測定によりキナーゼとチャネル
リン酸化部位の対応関係を解明する(図 3)。 
 
(3)次に, 蛍光プローブを用いた気孔の複合スト
レス応答解析を下記の二段階で行う。 
①(1)で用いたストレス条件を複数組合せ, それ
ぞれ強度をふって孔辺細胞プロトプラストを処
理する。そこに申請者ら独自の蛍光プローブを添

図2 各種ストレスに応じた気孔のキナーゼ-チャネル間シグナル予想図。？は本研究で解明を試みる

部分 

図 3 本申請研究のフローチャート 



加することで, 複合ストレスに対する気孔の応答(開閉)を蛍光強度により評価する。 
②(1)(2)で得られた情報をもとに, 各種ストレスにおいて重要な孔辺細胞キナーゼ・チャネル
リン酸化部位に対し, CRISPR-Cas9 システムによるゲノム編集(Tsutsui et al., 2017)により遺
伝子欠損や疑似リン酸化・脱リン酸化変異を導入した変異体植物を作製する。この変異体植物に
対し蛍光プローブによる同様の解析を行い, 複合ストレス下における各種キナーゼ・チャネル
リン酸化部位の役割を解き明かす(図 3)。 
 
(4)以上(1)～(3)の実験データを集約し複合ストレスに対する気孔応答の実験データベースを作
製することにより, 実用的なストレス耐性植物の創生に向けた基盤を構築する。また, (1)のホ
スホプロテオミクス解析が成功しなかった場合, 代替実験として酵母を用いたキナーゼ・チャ
ネルのスクリーニングを行う。シロイヌナズナのゲノム中には孔辺細胞キナーゼ CPK6 のホモロ
グが 33 種類, CBL1 には 9種類, CIPK23 には 25 種類存在する(CBL-CIPK の組合せは全部で 260
通り)。申請者は K+, Cl-, NO3

-などのチャネルを欠損した酵母に CPK と CBL-CIPK の組合せ全て
をそれぞれ発現させた酵母株を現在作製中である。この酵母株に KAT1, SLAC1, SLAH3 などの孔
辺細胞チャネルを共発現させ, 低 K+, 高 Cl-などの条件で培養することでチャネル-キナーゼの
組合せを同定する。さらにチャネルの Ser/Thr 残基に網羅的に疑似リン酸化(Ala)・脱リン酸化
(Asp)変異を網羅的に加え, 同様の解析を行うことでチャネルのリン酸化部位の同定を行う。 
 
 
４．研究成果 
(1)当初の研究計画では, ホスホプロテ
オミクス解析により気孔の全タンパク質
のリン酸化解析を行ったうえで電気生理
測定によりイオンチャネルとキナーゼの
対応関係を割り出す予定であったが, ホ
スホプロテオミクス解析および蛍光プロ
ーブの実用化が難航を極めたことにより
当初の計画は断念せざるを得なかった。
そのため, ホスホプロテオミクス解析の
結果を待たず, まずは既知の気孔チャネ
ル活性化キナーゼに関して, 疑似リン酸
化・脱リン酸化変異チャネルを用いたリ
ン酸化部位の解析を試みた。しかし, 20
個近くもの候補アミノ酸について本実験を行うもリン酸化部位の特定に至らなかったため,手法
を転換し, 卵母細胞を利用した LC-MS/MS によるチャネルリン酸化部位の実験系を立ち上げた。
気孔アニオンチャネル SLAC1 を活性化する複数のキナーゼに対し、卵母細胞を利用したイオン
チャネル精製および LC-MS/MS により SLAC1 のリン酸化部位を同定したところ, 当初の予想通り
キナーゼの種類によって異なる部位に対するリン酸化が同定された。さらには, SLAC1 の Ser6
と Ser86 がこれまで報告のなかったリン酸化部位として同定された(図 4)。これを受け、まずこ
れらの部位に疑似リン酸化/脱リン酸化変異を加えた SLAC1 の輸送活性をアフリカツメガエル卵
母細胞上で測定したが、輸送活性の優位な変化は見られなかった。研究期間中に発表された PNAS
誌の論文 (Deng et al., 2021)の内容を加味すると、どうやら SLAC1 のリン酸化制御は当初予
想していたような１・2 残基のリン酸化/脱リン酸化ではなく, 十数個の残基の間でリン酸化が
微妙なバランスで行われることによって制御されている可能性が高い, という結論に達した。
今後どのようにこのバランスを調整するかが今後の研究の鍵となる。 
 
(2)当初本実験で使用予定であった蛍光プローブ
に関しては、実験データの不安定性が改善できず
いまだ実用化には至っていない。一方, 気孔イオ
ンチャネルの阻害剤スクリーニングにより, 一般
的な植物ホルモンの作用における Ca2+濃度上昇ピ
ークとは異なる形のピークを誘発する化合物を発
見した。この化合物に関しては, 近々研究成果を
論文として発表する予定である。また, OST1, 
CPK3/6, CBL など様々な気孔のリン酸化モジュー
ルの遺伝子欠損植物に対しこの化合物を投与する
と, 気孔応答を示す植物と示さない植物があっ
た。これは即ち, 気孔の Ca2+シグナルの種類によって応答する気孔のリン酸化モジュールが異な
る可能性があることを意味している。この化合物に特異的なリン酸化モジュールの候補として, 
CBL5 が特定された。SLAC1 は研究代表者がかねてより SLAC1 の活性化因子として調査を進めて
いたこともあり, CBL5 について植物体における発現組織・遺伝子欠損株の表現型探索などを詳
細に推し進めた。その結果, CBL5 は気孔開閉を制御していながらも気孔には発現しない異例な
因子であることがわかり, 重要な研究対象として今後も解析を進める予定である(図 5)。 
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図 4 キナーゼの種類によるSLAC1 のリン酸化部位の違い 

図 5 CBL5 の発現組織 



 
 (3)(1)で記載した通りホスホプロテオミクス解析を断念したため、代替実験である酵母・大腸
菌を用いたキナーゼ・チャネルのスクリーニングを実施した。K+チャネル欠損酵母(もしくは大
腸菌)に KAT1・KAT2・GORK 等の気孔の開閉に関わるチャネルを含む Shaker 型 K+チャネルをそれ
ぞれ導入し、これら導入株に各 CBL-CIPK の組み合わせを共発現させ、様々な K+濃度の培地での
生育を比較した。その結果, いくつかの CBL-CIPK の組み合わせで K+チャネルが特異的に機能調
節されることが分かった。また, 大腸菌実験においてのみであるが, これまで輸送活性が確認
されておらず他の K+チャネルの制御サブユニットと考えられていた K+チャネルが輸送活性を示
すようなデータが得られた。さらに, Shaker 型 K+チャネルの中でこれまで機能が一切不明だっ
た K+チャネルが特定の CBL-CIPK の組み合わせで輸送活性を示すことも確認した。これらの研究
成果については, 今後 1～2年以内の論文の投稿を目指している。 
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