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研究成果の概要（和文）：植物の細胞内の主要イオンの濃度を調節するイオン輸送体は，乾燥・脱水・塩害など
の環境ストレス変化に適応して細胞内浸透圧調節や膜電位維持を行っている．輸送体の機能のon-offは，二酸化
炭素の吸収や蒸散を担う気孔の開閉，環境ストレス適応，生体膜のエネルギー変換に関与する．環境変化に立ち
向かう細胞の恒常性維持と植物全身の養分吸収と排出のバランス調節を行うために，気孔閉鎖を誘導に主要な機
能を担う陰イオン輸送体の調節機構を明らかにした．この調節は，細胞内リン酸化酵素で行われ，細胞内の分子
と輸送体が協力して環境変化に適応することを示した．

研究成果の概要（英文）：Ion transport system play an important role in control of the concentration 
of major ions in plant cells. They contribute to adjust intracellular osmotic pressure and maintain 
membrane potential by adapting to changes in environmental stress such as dryness, dehydration and 
salt damage. The transporter functions are involved in the opening and closing of pores responsible 
for carbon dioxide absorption and transpiration, environmental stress adaptation, and energy 
conversion of biological membranes. In order to maintain the homeostasis of cells to cope with 
environmental changes and to regulate the balance of nutrient absorption and excretion in the whole 
body of the plant, we elucidated the regulatory mechanism of anion channels mediating induction of 
stomatal closure. This regulation is performed by intracellular kinases, which indicate that 
intracellular molecules and transporters cooperate to adapt to environmental changes.

研究分野：環境適応に重要な機能を果たす植物イオン輸送と生体膜エネルギー変換に関する研究分野

キーワード： イオンチャネル　シロイヌナズナ　気孔閉鎖　脂質修飾　リン酸化制御

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物の細胞内の主要イオンの濃度を調節する陰イオン輸送体を制御する因子を明らかにした．これにより，乾
燥・脱水・塩害などの環境ストレス変化に適応に関与する初期段階の分子レベルの調節系が明らかとなった．二
酸化炭素の吸収や蒸散を担う気孔の開閉，環境ストレス適応，生体膜のエネルギー変換に関与することから，植
物の養分吸収の改善，地球規模の環境変化に耐性を持つ植物の創出，環境保全，作物育種や環境変化に立ち向か
う分子の創成につながる基盤的に知見を獲得した．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
植物の細胞内の主要イオンの濃度を調節するイオン輸送体は，乾燥・脱水・塩害などの環境
ストレス変化に適応して細胞内浸透圧調節や膜電位維持を行っている．輸送体の機能の on-off
は，光合成産物の増減にともなう浸透圧の日周リズムにも従っており，二酸化炭素の吸収や蒸
散を担う気孔の開閉や過剰イオンを外界へ排出を担う葉先の排水組織や根における排出とも連
動していることが予想されている．環境変化に立ち向かう細胞の恒常性維持と植物全身の養分
吸収と排出のバランス調節を行うために，気孔閉鎖を誘導する陰イオン輸送体 SLAC1 が機能し
ているが，その輸送体を調節する機構については不明な点が多い． 
 
２．研究の目的 
陰イオン輸送体の SLAC1 の機能活性を生化学的または電気生理学的な手法を駆使して直接イ
オン輸送体の機能を計測し，細胞内因子と輸送体の相互作用を解析するエフェクター分子とレ
ギュレーター分子の相互関係を明らかにして，機構の明瞭な解明をめざす． 

 
３．研究の方法 
膜輸送体調節因子 42個の CPK/CRK キナーゼと 4個の CBL の脂質修飾(膜アンカー機能)を調べ
るために，無細胞翻訳系による脂質付加の検出および卵母細胞・タバコ植物の一過的発現によ
る細胞内局在化の観察を行う．脂質修飾部位に置換を施した CPK6・CBL5 と SLAC1 チャネルを卵
母細胞に共発現させて電気生理学的計測する．また，上記遺伝子の植物変異株の表現型を調べ
る．置換体の無細胞系による脂質修飾の有無，GFP 融合蛋白質を用いた細胞内局在性を行う．
この脂質修飾がチャネル不活性化を抑制する可能性を電気生理学的計測で検討する． 
 
４．研究成果 
 植物のイオン輸送体は複数存在することが分かっているが環境変化に適応して複数のイオン
輸送体が協奏的に機能する必要がある。それらをコントロールする役割として細胞内タンパク
質の調節が考えられているがそれらに関するデータは少ない。本研究ではカルシウム依存性リ
ン酸化酵素関連タンパク質を対象に，細胞膜への移行と輸送体の調節に関する解析を行った。
シロイヌナズナの34個の CPKキナーゼと8個の CRK キナーゼに脂質修飾を受けるアミノ酸モ
チーフが存在している。N 末端のアミノ酸であるメチオニンの後にグリシンが存在するタンパ
ク質を対象とした。2 番目のアミノ酸をアラニンに置換したコンストラクトを作成した。さら
にミリスチン酸修飾部位の近郊にあるシステイン残基に着目してセリンに置換したタンパク質
の構築も行った。これらのタンパク質を小麦胚芽無細胞翻訳系と昆虫無細胞翻訳系の両系で検
討を行った。この結果 44個のタンパク質のうち 40個のタンパク質においてミリスチン酸修飾
が観察された。次にパルミトイル化修飾を検出するために CPK6 および CBL5 のタンパク質を検
討することとした。CPK 6 と GFP 融合タンパク質を動物培養細胞である COS 細胞に導入し局在
性を検討した。 その結果，野生体は小胞体もしくはゴルジ体に移行したが，パルミトイル化部
位を置換したタンパク質ではこれらの膜に移行せず細胞質に多くが止まることとなった。この
ことよりパルミトイル修飾も生体膜への移行に重要であることがわかった。次にタバコを細胞
に一過的発現を行いこれらのタンパク質の局在性を検討したところ野生株は原形質膜に移行し，
置換体は原形質膜以外のところにとどまることとなった。この結果は両脂質修飾が原形質膜へ
の移行を促進することを強く示唆している。 また，K 輸送体の膜への移行と組込みを検討し，
タンパク質の疎水性も脂質の疎水性も膜挿入に重要である結果となった。 
Cl チャネルの SLAC1 の制御因子である CPK6 リン酸化酵素の N 末端領域にある脂質付与アミ
ノ酸を置換体非 (CPK6-G2A, CPK6-C5S)とSLAC1をアフリカツメガエル卵母細胞に共発現させて，
SLAC1 電流を二本刺し膜電位固定法による測定を行った，この結果，ミリスチン酸とパルミチ
ン酸の付与が考えられるアミノ酸が SLAC1 の輸送活性発現に必須であることが分かった． 
また，脂質修飾の膜局在性とチャネル輸送体の活性化を植物で調べるために，CPK6 の非脂質修
飾変異体(CPK6-G2A, CPK6-C5S)を cpk6 植物に導入して気孔の閉鎖度を調べた。この結果，CPK6
のミリスチン酸とパルミチン酸の付与が気孔閉鎖にも必要であることが分かった．以上により，
in vitro と in vivo の脂質修飾検出と異種発現系と植物における脂質影響と輸送体活性化およ
び気孔閉鎖に関する結果の両者が一致し，脂質修飾が細胞内因子の活性化と輸送体の機能発現
に必要であることが明らかになった． 
CBL５のパルミトイル化を生化学的に調べるためCBL5-C3S,CBL5-C5SとGFP融合蛋白質を動物
培養細胞 COS-1 とタバコ細胞に導入し膜局在化の顕微鏡観察を行った。パルミトイル化部位を
置換した CPK6-C5S および，パルミトイル化に影響を与える可能性のあるミリストイル化部位を
置換した CPK6-G2A と野生株を比較したところ，ルミトイル化が細胞内局在性に必要であること
が証明された． 
Arabidopsis の膜電位依存性 K チャネル(GORK と SKOR)にある Gly2 のミリストイル化モチー
フを確認するために，両チャネルの N 末端領域 10 アミノ酸を TNF レポーター蛋白質に融合さ
せて昆虫無細胞翻訳系による，放射性標識したミリスチン酸の取り込みの有無を調べた．しか
し，脂質の修飾は検出されなかったことからこの Gly はミリスチン酸付与アミノ酸として機能
しないことが分かった． 
CBL5の相互作用に関してyeast two hybrid法により蛋白質間の相互作用を調べた．CIPK1,11, 



24 とは相互作用用を示したが，CIPK２, 3, 22, 23 とは相互作用しないことが明らかとなった．
CBL5 と CIPK1,11, 24 の相互作用を Bimolecular fluorescence complementation 法を用いて検
討した．両タンパク質をアフリカツメガエル卵母細胞やタバコ細胞（Nicotiana Benthamiana）
に発現させることにより細胞膜への移行またはオルガネラにとどまるかについて検討した．そ
の結果，この３種類のすべての組み合わせで相互作用し，この複合体が細胞膜に移行すること
が明らかになった．続いて CBL5 の非脂質修飾部位置換体（CBL5-C3S,CBL5-C5S）および野生型
を導入して脂質修飾の影響を検討した．CBL5-C3S は細胞膜への移行が阻害されたが，CBL5-C5S
は比較的，野生型に似ていた．パルミトイル化は Cys３を標的として生体膜への移行が行われ
ることが分かった．以上の結果は，パルミチン酸修飾が必須であることが明らかとなった． 
CPK5 と CIPK が SLAC1 をリン酸化して輸送活性が調節されることが予想された．実際にリン酸
化を示すために，リン酸化が生じると予測される SLAC1 の細胞内領域の His タグ融合タンパク
質を大腸菌で発現させて Ni カラムで精製した．その後，32P-ATP を用いた in-gel アッセイに
よってリン酸化の検出を行ったところ，SLAC1 のリン酸化を検出した． 
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