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研究成果の概要（和文）：気孔は陸上植物の表皮に存在する孔であり、光に応答して開口し、光合成に必要な二
酸化炭素の吸収を促進する。細胞膜H+-ATPaseは細胞内のH+を細胞外に汲み出す一次輸送体であり、気孔開口の
駆動力を形成する。しかし、その活性制御機構には不明な点が多い。本研究では、H+-ATPaseのC末端自己阻害領
域内の2カ所のThr残基が青色光に応答してリン酸化されることを見出し、これらのリン酸化がH+-ATPaseの活性
化と気孔開口に必須であることを明らかにした。さらに上流領域のThr残基は光合成によってもリン酸化され、
気孔開口を促進することを示した。

研究成果の概要（英文）：Stomatal pores surrounded by paired guard cells in the epidermis of 
terrestrial plants open in response to light, facilitating the uptake of carbon dioxide crucial for 
photosynthesis. The plasma membrane H+-ATPase acts as a primary transporter that expels H+ from 
guard cells, creating a driving force for stomatal opening. However, the mechanism of light 
activation of H+-ATPase is not yet fully understood. In this study, we found that two Thr residues 
within the C-terminal autoinhibitory domain of H+-ATPase are phosphorylated in response to blue 
light. These phosphorylations are essential for activating H+-ATPase and stomatal opening. 
Furthermore, we showed that the upstream Thr residue is also phosphorylated by photosynthesis in 
guard cells, further facilitating stomatal opening. This study provides mechanistic insights into H+
-ATPase activation in guard cells.

研究分野：植物生理学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、これまで未解明であった細胞膜H+-ATPaseの光活性化の仕組みを明らかにし、気孔開口の駆動力形
成機構の理解に大きな前進をもたらした。H+-ATPaseは植物の生存に必須な一次輸送体であり、孔辺細胞以外の
組織・細胞にも発現している。本研究で見出した仕組みを応用しH+-ATPaseの活性を人為的に制御することで、
植物の成長や光合成を促進する基盤技術の開発に繋がることが期待される。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 気孔は一対の孔辺細胞により構成される表皮に存在する孔であり、その開閉を通じて光合成
に必要な二酸化炭素の取り込みや蒸散を介した水の損失を制御する陸上植物の生存に必須の構
造である。フォトトロピンは緑色植物に特有の青色光受容体キナーゼであり、青色光の受容によ
り活性化すると、細胞内情報伝達を介して細胞膜 H+-ATPase を活性化し、気孔開口の駆動力を形
成する。しかし、その情報伝達の仕組みについては不明な点が多い。 
 我々はこれまでにサーマルイメージングを用いた大規模変異体スクリーニングと孔辺細胞を
対象としたリン酸化プロテオーム解析により、上記情報伝達の必須因子である BLUS1 を同定し、
本因子がフォトトロピンと直接相互作用し光依存的にリン酸化される基質であることを明らか
にした（Nature Commun 2013, Plant Cell Physiol 2016, J Plant Res 2016）。BLUS1 は孔辺細胞特異
的に発現する因子であり、Ste20 ファミリーに属するプロテインキナーゼをコードする。我々は
BLUS1 の C 末端には自身の N 末端のキナーゼドメインを抑制する調節ドメインが存在するこ
と、フォトトロピンによる調節ドメイン内の Ser 残基のリン酸化はこの抑制を解除し、キナーゼ
活性を上昇させることを示した（Plant Cell 2021）。また、BLUS1 の下流の情報伝達にタイプ 1 プ
ロテインホスファターゼ（PP1）が関与し、細胞膜 H+-ATPase を活性化させることを見出した
（PNAS 2006, Plant Cell Physiol 2013）。さらにフォトトロピンは Raf 型プロテインキナーゼであ
る CBC1 をリン酸化し、気孔閉鎖の鍵因子である S 型アニオンチャネルを不活性化することで、
気孔開口を促進することを明らかにした（Nature Commun 2017）。 
 以上の研究により、フォトトロピンは孔辺細胞内で多様な因子をリン酸化し、精巧なシグナル
伝達ネットワークを形成することで、気孔開口を統合的に制御することが明らかになってきた。
しかし、その分子機構には未知の点が多く残されている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、青色光に応答した気孔開口に関わる新奇因子・メカニズムの解明を進めるとこで、
フォトトロピンを介した光シグナル伝達ネットワークを解明し、植物における光環境情報の統
御機構を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、シロイヌナズナの孔辺細胞プロトプラストを対象としたリン酸化プロテオミク
ス質量分析により、青色光に応答してリン酸化レベルが変動する因子の網羅的な解析を行った。
同定された因子について、アミノ酸置換体を発現する形質転換体を作製し、リン酸化の機能的意
義の解析を行った。 
 
４．研究成果 
 細胞膜 H+-ATPase は P 型 ATPase に属する 10回膜貫通タンパク質であり、その活性は C 末端
に存在する自己阻害領域によって制御される。これまでに孔辺細胞では H+-ATPase の C 末端か
ら 2 番目の Thr 残基（Thr-948）が青色光に応答してリン酸化されること、このリン酸化に依存
して 14-3-3 タンパク質が結合することが見出されており、この Thr-948 のリン酸化と 14-3-3 タ
ンパク質の結合が H+-ATPase の活性化を引き起こす可能性が示唆されてきたが、植物細胞を用
いた検証は行われていなかった。 
本研究では、青色光に応答した気孔開口に関わる新奇因子・メカニズムの同定に向け、シロイ
ヌナズナの野生株およびフォトトロピン変異体の孔辺細胞プロトプラストを対象としたリン酸
化プロテオーム解析を実施し、青色光に応じてリン酸化レベルが変動するタンパク質の同定を
行った。その結果、上記の細胞膜 H+-ATPase の Thr-948 に加えて、その上流の C 末端自己阻害領
域に存在する Thr 残基（Thr-881）が青色光に応答してリン酸化されることを見出した。 
これらの 2 カ所の Thr 残基のリン酸化の機能的意義を明らかにするため、孔辺細胞における H+-

ATPase の主要アイソフォームである AHA1 を欠損する変異体に対して、野生型 AHA1 および
Thr-881 と Thr-948 それぞれを Ala に置換した非リン酸化型 AHA1（T881A, T948A）を発現させ
た形質転換体を作製した。作製した形質転換体の中から内在性の AHA1 と同程度の発現量を示
すラインを選定し、気孔応答を詳細に解析した。野生株では青色光に応答した気孔開口が見られ
たが、aha1変異体では開口の阻害が見られた。野生型 AHA1 を導入したラインでは気孔開口の
回復が見られたが、T881A と T948A を導入したラインでは回復が見られなかった。次に孔辺細
胞プロトプラストを単離し青色光に応答した H+放出反応を調べたところ、aha1変異体では野生
株と比較して H+放出の阻害が見られたが、野生型 AHA1 を導入したラインでは H+放出の回復が
見られた。一方、T881A と T948A を導入したラインでは、H+放出の回復は見られなかった。以
上の結果から、青色光による Thr-881 と Thr-948 のリン酸化はともに気孔開口と H+-ATPase の活
性化に必須であることが示唆された。 
次に Thr-881 と Thr-948 のリン酸化を特異的に認識する抗体を作製し、青色光に応答したリン



 

 

酸化反応の詳細な解析を行った。その結果、Thr-881 と Thr-948 のリン酸化は phot1 と phot2 によ
り重複して制御されること、これらのリン酸化は BLUS1 と PP1 を介した情報伝達によって仲介
されることが分かった。さらに Thr-881 と Thr-948 のリン酸化の関係性を調べるため、それぞれ
の非リン酸化体における Thr-881 と Thr-948 のリン酸化を調べた。その結果、T881A では青色光
に応答した Thr-948 のリン酸化は野生株と同様に見られたが、T948A では Thr-881 のリン酸化が
阻害されることが分かった。また、Thr-881 と Thr-948 のリン酸化タイムコースを詳細に調べた
ところ、青色光に応答してまず Thr-948 がリン酸化され、その後に Thr-881 がリン酸化されるこ
とが明らかとなった。これらの結果から、青色光による Thr-881 のリン酸化は Thr-948 のリン酸
化に依存することが示唆された。 
Thr-881 のリン酸化が H+-ATPase の活性を上昇させるかを確かめるため、Thr-881 を酸性アミノ
酸である Asp に置換した擬似リン酸化体（T881D）を aha1変異体背景に導入した形質転換体を
作製した。興味深いことに、T881D を発現するラインでは暗所でも気孔の開口が見られ、青色光
を照射すると野生株よりも大きな開口を示した。さらにミクロソーム膜を単離し ATP 加水分解
活性を測定したところ、T881D 導入ラインでは野生株よりも高い活性が見られた。T881D ライ
ンで見られた青色光による気孔開口が Thr-948 のリン酸化に依存したものであるかを調べるた
め、T881D に加えて T948A 変異を導入した変異型 AHA1 を aha1に発現させ、H+放出を測定し
た。その結果、T881Dラインでは青色光に応答した H+放出が見られたが、T881D T948Aライン
では H+放出の阻害が見られた。以上の結果から、Thr-881 の単独のリン酸化でも H+-ATPase を活
性化できるが、完全な活性化には Thr-881 と Thr-948 の両方のリン酸化が必要であることが示唆
された。 
意外なことに、Thr-881 は青色光のみならず、孔辺細胞の光合成に依存してリン酸化されること
を見出した。暗処理した孔辺細胞に光合成を誘導する赤色光を照射すると、Thr-881 のリン酸化
が見られたが、Thr-948 のリン酸化は見られなかった。この赤色光による Thr-881 のリン酸化は、
光合成の電子伝達阻害剤である DCMU を処理した孔辺細胞では見られなかった。また、赤色光
による Thr-881 のリン酸化はフォトトロピン変異体や blus1変異体でも見られたことから、この
リン酸化は青色光とは独立の情報伝達によって誘導されることが示唆された。T881A を発現す
るラインでは、野生株と比べて赤色光による気孔開口の遅延が見られたことから、赤色光による
Thr-881 のリン酸化は光合成による気孔開口を促進することが示唆された。 
以上本研究では、青色光と光合成情報伝達による細胞膜 H+-ATPase の光活性化の仕組みを明ら
かにし、気孔開口の駆動力形成機構の理解に前進をもたらした。H+-ATPase は植物の生存に必須
の一次輸送体であり、本研究で見出した仕組みを応用し H+-ATPase の活性を人為的に高めるこ
とで、植物の成長を促進する新たな基盤技術の創出に繋がることが期待される。以上の成果は国
際誌である Nature Communications誌に報告し、プレスリリースを行った（Fuji et al. 2024）。 
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