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研究成果の概要（和文）：青色光に応答した気孔開口は、気孔孔辺細胞において光受容体であるフォトトロピン
がプロトンポンプを活性化し、続いてカリウムイオンの取り込みを促進することにより誘導される。ところが、
詳細なシグナル伝達は未解明である。本研究では、フォトトロピンと物理的に相互作用するプロテインキナーゼ
としてCIPK23を同定し、気孔開口における機能解析を行った。その結果、CIPK23はプロトンポンプではなく、カ
リウムイオンチャネルの活性化を仲介することにより気孔開口を誘導することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Stomata open in response to blue light, and the opening is mediated by a 
phototropin-activated proton pump and a consequent potassium uptake in stomatal guard cells. 
However, signaling for the stomatal opening is not fully understood. In this study, we performed a 
protein-protein interaction screening and identified CIPK23 as a phototropin interactor. As the 
results of functional analyses of CIPK23, we found that CIPK23 mediates stomatal opening not through
 the proton pump activation but through the potassium channel activation in guard cells. 

研究分野：植物生理学
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１． 研究開始当初の背景 
 植物の表皮に無数に存在する気孔は、太陽
光に含まれる青色光に応答して開口し、植物
と大気間のガス交換を調節する。植物は気孔
を通して光合成の基質である二酸化炭素を
取込み、また、気孔からの蒸散によって根に
おける水やミネラルの吸収を促進するため、
気孔の機能は植物の生命活動に重要である。 
 気孔開口は、気孔を構成する孔辺細胞の青
色光シグナル伝達により細胞体積が増加す
ることにより誘導される(Shimazaki et al., 
Annu. Rev. Plant Biol. 2007)。気孔孔辺細胞
において、青色光はフォトトロピンにより受
容され、未知のシグナル伝達を経て標的であ
る細胞膜 H+-ATPase をリン酸化により活性
化する。この酵素の活性化が、細胞膜の過分
極を誘導してカリウムチャネルを活性化し、
カリウムイオンの取り込みを促進して最終
的に気孔を開口させる (Shimazaki et al, 
Annu. Rev. Plant Biol. 2007)。ところが、
H+-ATPase をリン酸化して活性化するプロ
テインキナーゼは未同定である。また、カリ
ウムチャネル AKT1は、根では活性化にリン
酸化も必要とするため (Li et al., PNAS. 
2006; Xu et al., Cell. 2006)、気孔開口におい
てもカリウムチャネルの活性化には細胞膜
の過分極とリン酸化の両方が必要である可
能性が高いと考えられた。ところが、孔辺細
胞において、カリウムチャネルをリン酸化す
るシグナル伝達はこれまでに全く提唱され
ていなかった。従って、カリウムチャネルの
活性化を誘導する新たなリン酸化によるシ
グナル伝達経路の証明と H+-ATPase やカリ
ウムチャネルをリン酸化により活性化する
プロテインキナーゼの同定が、気孔開口メカ
ニズム全貌の解明に不可欠である。 
 申請者はこれまでに、リン酸化反応に着目
してフォトトロピン分子の研究を進め、その
活性化メカニズムの一端を明らかにした
(Inoue et al. PNAS. 2008, Curr. Opin. Plant 
Biol. 2010, Plant Physiol. 2011)。近年では
フォトトロピンの下流で働くシグナル伝達
因子の同定を進めており、最近ではフォトト
ロピンと物理的に相互作用するプロテイン
キナーゼを生化学的手法により探索し、
CIPK23を得ていた。これまでの研究により、
CIPK23は根においてAKT1の活性化を介し
て根の伸長を正に調節し(Li et al., PNAS. 
2006; Xu et al., Cell. 2006)、気孔においては
乾燥による気孔閉鎖を負に調節すると報告
されている(Cheong et al., Plant J. 2007)。と
ころが、青色光に応答した気孔開口において、
CIPK23が重要な役割をもつのか不明であっ
た。また、CIPK23の気孔開口シグナル伝達
上の具体的機能が明らかでなかった。従って、
我々はCIPK23がフォトトロピンの下流でカ
リウムチャネルをリン酸化により活性化し、
気孔開口を正に調節するのではないかと予
想し、これを検証する実験を進めた。 
 

２．研究の目的 
 本研究では、気孔開口を仲介する青色光受
容体フォトトロピンと物理的に相互作用す
る CIPK23に関して、気孔開口において詳細
な機能解析を行い、CIPK23が気孔開口を仲
介するのか、さらに、シグナル伝達における
CIPK23の機能を分子レベルで明らかにし、
気孔開口メカニズムの理解を進めることを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) CIPK23とフォトトロピン、BLUS1との
タンパク質間相互作用の検出 
 CIPK23は、もともと ALPHAという手法
を用いた in vitroタンパク質間相互作用スク
リーニングにより同定された、フォトトロピ
ンと相互作用するプロテインキナーゼであ
る。このため、ALPHA 以外の相互作用検出
法を用いて相互作用の再現性を確認した。ま
た、近年同定された孔辺細胞内のフォトトロ
ピン基質である BLUS1(Takemiya et al., 
Nat. Commun. 2013)と CIPK23の相互作用
も調べた。大腸菌を用いて発現・精製した
CIPK23、BLUS1、フォトトロピンを用いて、
in vitro pull down assayを行った。さらに、
植物細胞内におけるこれらの相互作用を、タ
バコ葉への一過的遺伝子発現系を用いた
bimolecular fluorescent complementation 
(BiFC) assayにより調べた。 
 
(2) CIPK23の気孔開口への関与の証明 
 CIPK23が気孔開口を仲介するのか明らか
にするため、T-DNA 遺伝子破壊株を入手し
て気孔開口の表現型を多角的に解析した。ま
ず、ロゼット葉から表皮を単離して青色光を
照射し、青色光に依存した気孔開口応答を顕
微鏡を用いて直接観察した。また、赤外線サ
ーモグラフィーを用いて生葉における蒸散
を間接的に測定した。さらに、光合成蒸散測
定装置を用いて、生葉に青色光を照射した条
件下の気孔コンダクタンスを測定した。これ
らの実験は、申請者らがこれまでに確立した
手法を駆使して行った(Inoue et al. PNAS. 
2008, Plant Physiol. 2011; Doi et al., Plant 
Physiol. 2008)。 
 
(3) 孔辺細胞プロトプラストを用いた細胞膜
H+-ATPaseの活性測定 
 野生株と cipk23 変異株から孔辺細胞プロ
トプラストを調製し、青色光に依存した細胞
膜 H+-ATPase の活性化を測定した。青色光
照射前後の細胞膜 H+-ATPase のリン酸化レ
ベルとプロトン放出反応を測定した。これら
を観察することにより、シグナル伝達におい
て CIPK23が細胞膜 H+-ATPaseの上流で働
いているのかどうか調べた。 
 
(4) 孔辺細胞プロトプラストを用いたカリウ
ムチャネルの活性測定 
 CIPK23 は根においてカリウムチャネル



AKT1をリン酸化により活性化することが知
られている。そこで、cipk23変異株の孔辺細
胞プロトプラストを調整し、青色光照射時の
カリウムチャネル活性を、パッチクランプ法
を用いて測定した。 
 
４．研究成果 
(1) CIPK23は in vitro、in vivo両方において
フォトトロピンと相互作用する 
 In vitro pull down assayの結果、CIPK23
はフォトトロピン(phot1 と phot2)と相互作
用を示した。この結合には青色光の照射は必
要なく、フォトトロピンの自己リン酸化とは
無関係に相互作用することが示された。また、
BiFC assay の結果から、両者が植物細胞内
でも相互作用することが示された。 
 
(2) cipk23変異体では青色光による気孔開口
が損なわれている 
 単離表皮を用いた気孔開度測定の結果、
cipk23 変異体では青色光に応答した気孔開
口が大きく損なわれていることが分かった。
また、生葉の気孔コンダクタンス測定の結果
から、cipk23変異体では青色光を照射した場
合のコンダクタンスの上昇が低下している
ことが明らかになった。これらの結果と対応
して、cipk23変異体は生育光条件下で野生株
よりも高い葉温を示し、乾燥ストレスにも強
い耐性を持っていた。これらすべての結果は、
cipk23 変異体の気孔開口能力が低いことを
示している。 
 
(3) cipk23 変異体では孔辺細胞の細胞膜
H+-ATPaseが正常に活性化される 
 cipk23 変異体の気孔開口過程がどこで損
なわれているのか明らかにするため、変異体
の葉から孔辺細胞プロトプラストを単離し、
細胞膜 H+-ATPase の活性化を調べた。その
結果、cipk23 変異体においても、細胞膜
H+-ATPase は正常に青色光に応答して活性
化を示し、H+-ATPaseまでのシグナル伝達に
はCIPK23は関与していないことが明らかに
なった。 
 
(4) cipk23変異体では孔辺細胞のカリウムチ
ャネル活性が低下している 
 さらに、H+-ATPase以降のシグナル伝達イ
ベントであるカリウムチャネルの活性化を、
cipk23 変異体の孔辺細胞を用いたパッチク
ランプ法により調べた。その結果、青色光に
よるカリウムチャネルの活性化が変異体で
は抑制されていた。さらに、この表現型は
blus1 変異体でも同様に観察された。これら
の結果から、孔辺細胞のカリウムチャネルは
青色光に応答して活性化され、このシグナル
をBLUS1とCIPK23が担うことが明らかに
なった。 
 本研究の成果は、気孔開口メカニズムにお
いて、青色光によるカリウムチャネルの活性
化という新たなシグナル伝達経路の存在を

示し、さらに、このシグナル伝達を仲介する
分子として CIPK23を明らかにした。これら
は、気孔開口メカニズム全貌の解明に貢献で
きるものである。 
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