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研究成果の概要（和文）：タンパク質のリン酸化・脱リン酸化は、植物の様々な生理現象に関わっている。リン酸化タ
ンパク質の同定効率を上げるために、様々なリン酸化ペプチド精製法が検討されてきた。本研究では2種類のリン酸化
ペプチド精製カラムを用いて、それぞれ771個（PhosTio）と641個（PolyMac）のリン酸化ペプチドをイネ培養細胞から
同定した。さらにイネいもち病菌を処理したイネ培養細胞では、913個（PhosTio）と802個（PolyMac）のリン酸化ペプ
チドを同定した。これらには新規の病害抵抗タンパク質の候補が含まれていると考えている。

研究成果の概要（英文）：Protein phosphorylation and dephosphorylation by protein kinases and phosphatases 
regulate many biological events in plants. To identify as many phosphoproteins as possible, several purifi
cation methods of phosphopeptides have been established. Here, we used two kind of  phosphopeptides purifi
cation columns (PhosTio and PolyMac) and each method allowed identifying 771 and 641 phosphopeptides in ri
ce cultured cells. Also, 913 and 802 phosphopeptides were identified in rice cultured cells treated with r
ice blast fungus. These results indicate that phosphorylation of several proteins are induced responded to
 pathogen attack and may have a role in disease resistances. 
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質のリン酸化・脱リン酸化は、動
物や酵母において細胞増殖や環境応答に重
要な機能を持つことが示されてきた。植物に
おいても植物ホルモン応答や病原体に対す
る抵抗性に異常を示す変異体の原因がキナ
ーゼタンパク質（以下キナーゼ）やホスファ
ターゼタンパク質（以下ホスファターゼ）で
あったことから、植物独自のシグナル伝達系
における、リン酸化・脱リン酸化反応の重要
性が示されている。 
 研究を開始する以前に、リン酸化タンパク
質の網羅的解析がシロイヌナズナとイネで
行われ、シロイヌナズナでは 2,244 個、イネ
では3,393個のリン酸化タンパク質が同定さ
れたことで、植物における大規模なリン酸化
プロテオミクスが可能となった（Nakagami et 
al., Plant Physiol. 2010）。この研究にお
ける重要性の一つは、双子葉植物のシロイヌ
ナズナと遺伝的に遠縁種である単子葉植物
イネとの間で、リン酸化タンパク質の半数以
上が共通していたことである。つまり、大半
のリン酸化タンパク質は少なくとも植物種
間ではよく保存されており、モデル植物など
の他種で得られたリン酸化タンパク質の情
報を、様々な実用植物の研究に応用できるこ
とを意味する。しかしながら現段階において、
同定されたリン酸化タンパク質がどのキナ
ーゼやホスファターゼに対応しているのか
という情報を大規模に得る手段はない。 
 
２．研究の目的 
 近年、食料やエネルギー、環境問題といっ
た地球規模の問題解決のために、モデル植物
から実用植物の研究へと転換しつつある。し
かしながら、現在においても実用植物の多く
は技術的な制約から分子生物学的な研究に
は不向きである。特にプロテオミクスの実用
植物への応用は始まったばかりである。ゲノ
ムが解読されたらすぐにプロテオミクスを
行うためのデータベースとして利用できる
わけではなく、多くの研究者が期待するより
も時間を要する。このため、モデル植物とし
て主たる研究材料に用いられてきたシロイ
ヌナズナの情報資源を実用植物の研究に有
効利用するというスタイルが取られてきた。
ここで問題となるのが、遺伝的冗長性である。
JGI による苔類ゼニゴケ（ Marchantia 
polymorpha）のゲノム解析の結果から、シロ
イヌナズナとゼニゴケにおける推定遺伝子
数に大きな違いはないと考えられるが、植物
が陸上化した後に多様化した調節因子など
の遺伝子数はゼニゴケにおいて圧倒的に少
ない。ホスファターゼに関しては、
http://plantsp.genomics.purdue.edu/にシ
ロイヌナズナとして 131 個登録されており、
これらをゼニゴケゲノムに対してBLAST検索
すると、推定 47 個のホスファターゼが存在
したことから、より単純化されたモデルとし
て有効である。そこで本研究では、先行研究

の情報を活用できるホスファターゼに焦点
を絞って研究を行う（Tougane et al., Plant 
Physiol., 2010; Takezawa J. Cell. Biol., 
2003）。 
 植物におけるタンパク質のリン酸化や脱
リン酸化は、生体内のタンパク質機能を制御
する上で非常に重要な機構の一つであるこ
とから、基礎的研究においても実用作物の応
用を考えた上でも研究対象として重要な位
置づけにある。多くの研究者にとって、ある
キナーゼやホスファターゼが重要な生理機
能に関与することが明らかになった場合、次
の興味はその基質を特定することである。し
かしながら、キナーゼやホスファターゼが必
ずしもその基質と直接相互作用していない、
あるいは親和性が低いために、例えば免疫沈
降などから基質が特定できることは少ない。
以上のように、実際にホスファターゼの基質
が特定された例は少なく、個々の地道な研究
から得られる情報に止まっている。そこで、
遺伝的冗長性の低い苔類ゼニゴケを用いて
各ホスファターゼが脱リン酸化する基質を
網羅的に特定し、植物における普遍的な脱リ
ン酸化反応機構を包括的に理解するための
基盤情報取得を目的とする。近年、ゼニゴケ
では全ゲノム解読や遺伝子機能解析手法の
開発が進み、分子遺伝学的研究に加え、プロ
テオミクスを行うための環境が整いつつあ
る。本研究が成功すると、シロイヌナズナや
イネ、さらには実用植物において同様の研究
展開が予想される。ゼニゴケから得られる本
研究データは植物が持つ多様性を理解する
ためには不十分であるが、全植物種における
リン酸化研究の基盤情報としての重要性が
高い。すなわち、ゼニゴケで整備された情報
と比較して他の植物種間で保存されている
脱リン酸化タンパク質は、植物に普遍的な脱
リン酸化タンパク質機構を理解するための
基礎データとしての役割を果たすが期待さ
れる。 
 
３．研究の方法 
(1)ゼニゴケゲノムからのホスファターゼ遺
伝子の抽出と解析 
 シロイヌナズナゲノムに存在する PP2C フ
ァミリーに属する 75 個のホスファターゼの
配列を用いて、ゼニゴケゲノム配列に対して
BLAST 検索を行い。相同性の高い遺伝子を絞
り込む。その後、それらゼニゴケホスファタ
ーゼの変異体作成と、タンパク質発現を行い、
ホスファターゼ活性測定を行う。 
 
(2)リン酸化ペプチドの精製系の確立 
 ゼニゴケから得たタンパク質サンプルを
トリプシン消化してペプチド断片とし、脱
塩・精製後、リン酸化ペプチドのみを Agilent
社 HPLC（1260 infinity）を用いて精製する
ための実験系を確立する。本解析系の確立の
ために、堀米博士（新潟大学）が確立したリ
ン酸化ペプチドの精製法（Iwase et al., J. 



Biochem., 2009）を基盤に、HPLC を用いたリ
ン酸化ペプチド精製系をAgilent社協力のも
と確立する。このため、精製系の確立に先だ
って、堀米博士および Agilent 社との打合せ
を行った。リン酸化ペプチド精製カラムは実
績の高いチタニアカラムを用いる予定であ
るが、実験系の確立が困難であると判断した
場合は、HPLC を用いないリン酸化ペプチド精
製カラムなどの利用も検討する。 
 
４．研究成果 
(1)ゼニゴケゲノムからのホスファターゼ遺
伝子の抽出と解析 
 シロイヌナズナにおいて最も研究が進ん
でいる PP2C ファミリーの 75遺伝子配列を用
いて、ゼニゴケゲノムに対して BLAST 検索を
行った。この結果、8 個のホスファターゼタ
ンパク質がシロイヌナズナの PP2C と高い相
同性を示した。このことは、ゼニゴケゲノム
上に存在する PP2C 遺伝子に関しても遺伝的
冗長性が低いことを確認できた。次にこれら
8 つの遺伝子のクローニングを行う予定であ
ったが、(2)の解析状況から計画を変更する
ことにした。 
 
(2)リン酸化ペプチドの精製系の確立 
 先ずはHPLCを用いたリン酸化ペプチドの精
製系の確立に取り組んだ。HPLCはAgilent 
Technologies社の1290 Infinityを用いた。リ
ン酸化ペプチドを精製するためのHPLCライン
およびメソッドの組み立てはAgilent 
Technologies社の技術スタッフの協力を得て
行った。リン酸化ペプチドを保持するための
カラムについて複数検討した結果、選択的吸
着能に優れている二酸化チタンを骨格構造と
したGL Science社のTitansphere Tio HPLCカ
ラムは、効率良くリン酸化ペプチドの保持と
回収が可能であることを確認した。この検証
には市販のカゼインリン酸化ペプチド
（alpha-casein：Michrom BioResources社）
を用いた。 
 次に、生体サンプルから得たリン酸化ペプ
チドの精製を行った。複数の生体サンプルか
ら得た少量のタンパク質サンプルを用いて検
証した結果、イネ培養細胞からプロトプラス
ト化したサンプルからタンパク質を抽出した
場合において、最もリン酸化ペプチドの回収
率が高くなることを確認した。このリン酸化
ペプチドの回収率の確認は、LC-MSを用いた質
量分析により行った。イネ培養細胞をプロト
プラスト化せずにタンパク質を抽出し、リン
酸化ペプチドを精製したところ、リン酸化ペ
プチドの回収率が極端に悪くなった。このた
め、HPLCによるリン酸化ペプチドの精製系の
確立は、ゼニゴケではなくイネ培養細胞のプ
ロトプラストを用いて行う事とした。しかし、
より多くのリン酸化ペプチドを精製するため
にサンプルのスケールアップを図ったところ、
イネ培養細胞のプロトプラストを用いた場合
でもカラム詰まりが起こり、HPLCを用いた実

験系では大量のリン酸化ペプチドを同定する
ことが困難であることが判明した。 
 そこでHPLCによる精製系の代わりとして、
PhosTio（GL Science社）とPolyMac（AMR社）
を用いてリン酸化ペプチドを精製した。この
とき、プロトプラスト化しないイネ培養細胞
を用いた検証も行ったが、同定されるリン酸
化ペプチドは主に熱ショックタンパク質など
細胞内に多量に存在するタンパク質で100個
にも満たなかった。これに対して、プロトプ
ラスト化した細胞では、それぞれ771個
（PhosTio）、641個（PolyMac）のリン酸化ペ
プチドが同定され、より微量なタンパク質も
含めて同定される総数が増加した。動物細胞
を用いた研究結果と考え合わせると、植物細
胞を用いたリン酸化ペプチドの精製では、細
胞壁などの成分が阻害する可能性があり、タ
ンパク質調製の段階での工夫が必要であるこ
とが分かった。このため、当初の目的を逸脱
することになったが、イネ培養細胞のプロト
プラストを用いて高いインパクトが得られる
実験系を再構築することとした。我が国の主
要作物であるイネにおいて、防御応答を引き
起こすイネいもち病菌の構成成分キチンを処
理し、刺激に応答して変動するリン酸化ペプ
チドの同定を行う事にした。この結果、
PhosTioでは913個、PolyMacでは802個のリン
酸化ペプチドが同定され、リン酸化が誘導さ
れるタンパク質が増えることが示唆された。
今後はこのタンパク質が実際にリン酸化誘導
されるかを検証し、論文として報告する予定
である。 
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