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研究成果の概要（和文）：エチレン生合成経路の鍵となるACC合成酵素は、プロテインキナーゼCDPKとMAPKのそれぞれ
によってリン酸化される。ACC合成酵素のリン酸化・脱リン酸化はACC合成酵素の細胞内の安定化には必要である。ACC
合成酵素はPP2A型のプロテインホスファーターゼが脱リン酸化することを明らかにしたので、ACC合成酵素を認識するB
サブユニットの同定を行い、B"タイプを候補として同定した。

研究成果の概要（英文）：ACC synthase, ACS, which is rate limiting key enzyme of plant hormone ethylene 
biosynthesis is phosphorylated by protein kinase CDPK and MAPK respectively. Phosphorylated ACS is stable 
and dephosphorylated one is unstable in cell. I identified B”type subunit as candidate that recognizes 
ACS as target.

研究分野：植物生化学
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１．研究開始当初の背景 

 エチレンはガス状の植物ホルモンであ

り、高等植物の一生を通じて様々な成長段階

で重要な働きをしているが、とりわけ果実の

成熟や野菜・花卉の老化など、園芸作物に与

える影響は極めて大きく、エチレンの作用を

人為的に制御することは、園芸分野において

重要である。そのためエチレン生合成経路の

1-アミノシクロプロパンカルボン酸(ACC)合

成酵素や ACC 酸化酵素、さらにエチレン受容

体のクローニングが盛んに行われ、エチレン

生成を抑制させる、あるいは感受性を低下さ

せた形質転換体の作出が試みられ、実用化に

向けて進展しつつある。また、実用性の高い

エチレン作用阻害剤 1-MCP (1-methyl- 

cyclopropene)とエチレン受容体との結合様

式の解析を通してより効率的なエチレン作

用の抑制効果を目指した研究も行われてい

る。 

エチレン生合成経路においてACC合成酵素は

律速段階を触媒する酵素であり、エチレン生

合成経路の中で最も重要な酵素である。この

酵素の調節は主に転写段階で制御されてい

ると考えられてきたが、我々は ACC 合成酵素

がリン酸化され翻訳後も制御されているこ

とを初めて示し、そのリン酸化部位を明らか

にした（Tatsuki and Mori, JBC, 2001）。我々

はこのリン酸化が Ca2+ 依存性タンパク質リ

ン酸化酵素（CDPK）によることも明らかにし

て い る (Kamiyoshihara et.al, Plant J, 

2010)。この報告と前後して、エチレンを過

剰生成するシロイヌナズナの突然変異体

eto2,eto3 の原因遺伝子が ACC 合成酵素その

ものであることが報告された。つまり、eto2

の変異部位はC末端のリン酸化部位周辺のア

ミノ配列が変異したものであり（Vogel, et 

al, PNAS,1998）、eto3 の場合はリン酸化部位

の近傍のバリン残基が、負の電荷を持ったア

スパラギン酸残基に変異して恒常的にリン

酸化状態の様になったものであった（Chae et 

al, Plant Cell, 2003 ）。さらに 2004 年に

はシロイヌナズナのエチレン過剰生成突然

変異体 eto1 の原因遺伝子が明らかになった

（Wang et al. Nature, 2004）。ETO1 タンパ

ク質は ACC 合成酵素と結合し、さらにプロテ

アソーム分解系のタンパク質因子 CUL3（E3

リガーゼとして働く）と結びつける新奇アダ

プタータンパク質として働き、ACC 合成酵素

をプロテアソームによる分解に導く。その後、

ACC合成酵素のリン酸化はCDPKだけではなく、

C末端の異なるアミノ酸部位が MAP kinase に

よってもリン酸化されることが明らかにな

った（Liu et al, Plant Cell, 2004）。これ

らの結果を踏まえ、我々はリン酸化による

ACC 合成酵素の翻訳後制御機構を提唱してい

る。つまり ACC 合成酵素は翻訳後直ちにリン

酸化され、リン酸化型が細胞内で働くが、役

目が終わるとphosphataseにより脱リン酸化

され、新奇タンパク質（EOL）が結合して分

解が進む。この翻訳後制御機構モデルは、

我々のみならず、最近のエチレン関連のレビ

ューに関連の研究者が同様のモデルを提唱

しており、エチレン研究関係者の注目度は高

い。エチレンの発生を制御するためには ACC

合成酵素のリン酸化・脱リン酸化を調節する

protein phosphatase を同定することが重要

である。 

 

２．研究の目的 

ACC 合成酵素を脱リン酸化する protein 



phosphatase PP2A を同定する。 

提唱しているACC合成酵素の翻訳後制御機

構モデルに従えば、ACC 合成酵素を脱リン酸

する protein phosphatase PP2A の働きが ACC

合成酵素の寿命を決定しており、この翻訳後

制御機構の最も重要な要因である。protein 

phosphatase PP2A はサブユニット A, B, C か

ら構成されている。サブ

ユニット B が基質を認

識すると考えられてい

るので、16 種類の中か

ら ACC合成酵素を認識するサブユニット Bを

同定し、生化学的な特徴、発現様式を解析す

る。このことにより PP2A による ACC 合成酵

素の翻訳後制御機構を明らかにする。 

 
３．研究の方法 

（１）シロイヌナズナには PP2A と呼ばれる

protein phosphatase(PPase)があり、これは

3 つのサブユニット A(3 種類), B(16 種類), 

C(5 種類)から構成されている。1種類の Aサ

ブユニット RCN1 を欠損した突然変異体 rcn1

にはエチレン生成量が多いと報告されてい

る。そこで RCN1 を含む PP2A の中に ACC 合成

酵素を脱リン酸するPPaseがあると仮定でき

る。野生型と変異体 rcn1 の黄化芽ばえ抽出

液からそれぞれの PP2A 群を、アフィニティ

カラムクロマトグラフィーで精製して質量

分析計で差を明らかにする。 

（２）推定したサブユニット Bが ACC 合成酵

素を認識することを、酵母two-hybrid system

法で明らかにする。ACC 合成酵素は pGBKT7 

vector に導入し、サブユニット B は pGADT7 

vector に導入する。これらの plasmid で酵母

菌株 Y187 を形質転換する。結合の認識は

X--Gal を用いた-galactosidase アッセイ

で行う。 

（３）シロイヌナズナの PP2A 各サブユニッ

トに類似するトマトのサブユニットを検索

して cDNA を単離する。PP2A 各サブユニット

および ACC 合成酵素の cDNA を鋳型にして in 

vitro transcription/translation によって

タ ン パ ク 質 を 合 成 す る 。 in vitro 

translationの時にPP2Aのサブユニットには

FLAG-tag を付け、ACC 合成酵素にはビオチン

を付加する。これらを使い、2 分子の結合を

検出できるAlphaScreen法を用いて解析する。 

 

４．研究成果 

（１）protein phosphatase(PPase)の PP2A

は阻害剤ミクロシスチンをリガンドに

したアフィニティカラムクロマトグラフィ

ーで精製した。Aサブユニット RCN1 を欠損し

た変異体 rcn1 から精製された PP2A は、野生

型から精製された PP2A が持っているサブユ

ニットを欠損している。そこで両者を精製後、

iTRAQ 試薬で標識し、質量分析計によって解

析した。その結果、変異体 rcn1 には含まれ

ないが、野生型に含まれるサブユニットとし

て B型の B”type B’’, B’’, B’’を同定した。 

 

 

（２）推定したサブユニット B’’, B’’, B’’

が ACC 合成酵素を認識することを酵母

two-hybrid system 法で解析した。サブユニ

ット B と ACC 合成酵素を、DNA 結合ドメイン

（BD）と転写活性化ドメイン（AD）の組合せ

をいれかえて解析したが、いずれの組合せで



も偽陽性が検出され、結合を明確に示唆する

ことができなかった。 

 

 

（３）トマトのサブユニットの cDNA を鋳型

にして in vitro transcription/translation

によって各サブユニットを合成した。in 

vitro translation の時に PP2Aのサブユニッ

トには FLAG-tag を付け、ACC 合成酵素にはビ

オチンを付加した。これらを使い、2 分子の

結合を検出できるAlphaScreen法を用いて解

析したが、著しい結合は検出できなかった。

再度アッセイをやり直す必要がある。 
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