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研究成果の概要（和文）： 
 気孔の青色光による開口反応について、その情報伝達成分の解明を目指して多くの方法を用

いて研究した。その結果、光のフォトトロピンによる受容から細胞膜 H+-ATPase の活性化に

いたる経路に、シグナル伝達体として働く複数のタンパク質成分や活性化状態を同定した。ま

た、フォトトロピンの自己リン酸化反応が下流への情報伝達に必須であり、気孔応答以外のフ

ォトトロピンを介した青色光応答に共通の事象である事を証明した。   
研究成果の概要（英文）： 
 To elucidate phototropin-mediated stomatal opening in response to blue light, we 
investigated the signaling components using various tools. We identified signaling 
components between phototropin and the plasma membrane H+-ATPase. We also found that the 
autophosphorylation of phototropin is essential for both stomatal response and other 
phototropin‒mediated responses, including phototropism, chloroplast movement, and leaf 
flattening.   
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１．研究開始当初の背景 
 植物固有の働きである光合成は人類生存

の基盤であり、農産物を供給するのみならず、

自然林では CO2を吸収する一方、O2を放出し

て地球環境を整えている。気孔は光合成に必

要な CO2の取り入れ口で、この微小な器官の

存在が無ければ陸上植物の生存は不可能に

近い。 
 気孔は青色光に敏感に反応して開口する。
我々は青色光の入り口である光受容体と、そ
の出口である H+ポンプを同定した。つまり、
フォトトロピンが青色光を吸収し、シグナル
伝達を経てポンプを活性化し H+を細胞外に放
出させ、気孔開口の駆動力となるマイナスの
膜電位を形成させることを示した。また、こ
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の H+ポンプは細胞膜 H+-ATPaseであり C-末の
リン酸化により活性化されること、などを示
した。こうして形成された膜電位に反応して
電位依存性 K+-チャネル（K+チャネル）が開き、
カリウム（K+）を取り込み、それにともない
水が取り込まれ、気孔開口運動に至ることが
分かっている。しかし、この一連の過程で、
フォトトロピンに受容されたシグナルがど
のように変換され、情報伝達系へ伝えられ、
細胞膜 H+-ATPase の活性化に至るかに関して、
不明の点が多い。 
 
２．研究の目的 
 青色光はフォトトロピンに吸収され、最終
的に、気孔孔辺細胞の膨圧を増加させ、気孔
開口運動を引き起こす。この反応の中には植
物における光情報変換反応、情報伝達、標的
の活性化、イオン輸送、気孔の膨圧運動など
の植物生理学的に興味深い反応が含まれて
いる。本研究では、このような気孔をモデル
として、青色光が受容されて細胞膜 H+-ATPase
の活性化にいたる光情報伝達系の全体像を
掴む事を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 青色光シグナルの流れはフォトトロピン-

細胞膜 H+-ATPase(H+-ATPase)の順序で、この

ほかに少なくとも、フォトトロピンの基質、

未同定のカルシウムチャネル、H+-ATPase を

リン酸化するプテインキナーゼなどが存在

する。これらを明らかにする目的で以下の対

象に対して多くの方法を用いた。 
 
（１）タイプ１プロテインフォスファターゼ

（触媒サブユニット）がこの情報伝達系に関

与することを示すために、特異的阻害剤と触

媒サブユニットの遺伝子をパーティクルガ

ンを使用して直接孔辺細胞に発現させる方

法を用いる。 

（２）青色光による気孔開口に細胞質カルシ

ウムの濃度の変動が必要であることが推定

されている。しかし、その直接的な証明はな

い。そこで、単離孔辺細胞を用いてこのこと

を明らかにする。この測定にはエクオリン発

光を利用する。シロイヌナズナのエクオリン

遺伝子導入株を入手し、孔辺細胞の青色光に

よるカルシウムの濃度増加を測定した。これ

が、H+
ポンプの活性化の原因となるかどうか

を調べる。 
（３）フォスファターゼの基質となる蛋白質

をその触媒サブユニットにエピトーグタグ

を施し植物に形質転換を行い pulldown 等に

より探索、質量分析により同定する。触媒サ

ブユニットは孔辺細胞に９つ発現している

ので、そのすべてに対して行う。さらに、 

（４）制御サブユニットの上流の蛋白質を

two-hybrid法を用いて探索する。 

（５）フォトトロピンの自己リン酸化の生理

的意味を解明するため、そのリン酸化部位を

質量分析等によって同定する。 

（６）リン酸化部位の生理的役割を調べるた

め、そのアミノ酸置換体を phot1phot2 二重

変異株に導入し、青色光応答を調べる。 

（７）カルシウムシグナルを受容する蛋白質

を探索する。候補としてカルシウム依存性の

プロテインキナーゼ（CDPK）、カルモジュリ

ン、および、カルシニューリン様蛋白質（CBL）

が挙げられる。それぞれ多くのイソ酵素が存

在するので、孔辺細胞に発現しているものの

ノックアウトラインを利用する。 

（８）気孔の青色光情報伝達系の変異株の探

索。気孔の青色光情報伝達系の変異株は得ら

れていない。有効な選抜法が存在しないこと

がその主な理由である。気孔が開くと蒸散に

よる水の消失が大きくなることを利用して

選抜中であるが、加えてサーモグラフィーを

用いて、青色光に反応する葉面温度の変化に

基づいて選抜を行なう。変異源として EMSを

用いる。変異株が得られ次第マッピングを遂

行し、原因遺伝子を特定する。 

  (９) フォトトロピンと細胞膜 H+-ATPase

に相互作用する蛋白質を孔辺細胞中に探索

する。 これに関しては two-hybrid法、孔辺

細胞発現ライブラリーによるスクリーニン

グを行う。 
 
４．研究成果 

（１）フォトトロピンから細胞膜 H+-ATPase
への情報伝達をタイプ１プロテインフォス

ファターゼが仲介する事を証明した。 
（２）phot1 の自己リン酸化部位をシロイヌ

ナズナの芽生えを用いて同定した。この実験

には大量の phot1 を調製し、これを材料にし

て質量分析によって in vivo のリン酸化部位

を特定し、８つの部位を同定した。 
（３）phot1 のリン酸化部位の生理的役割を

解明するため、リン酸化部位に変異を入れ、

その変異 phot1 遺伝子を phot1 phot2 二重変

異体に導入し、その機能相補からリン酸化部

位の働きを調べた。その結果、気孔開口にお

いてキナーゼドメインのアクチベーション

ループ内にある Ser-851 のリン酸化が必須



でSer-849が補助的役割を果たしている事が

示された。 
（４）Ser を Asp に置き換え疑似リン酸化す

ると、青色の光照射により気孔が開口し、H+

が放出された。ただし、この反応には青色光

照射が必須であった。興味深いことに疑似リ

ン酸化しておくと、照射後の H+放出が長い

間継続した。この事実は、反応の停止に脱リ

ン酸化が関与する事を暗示する。 
（５）Ser-851 のリン酸化（pSer）抗体を用

いて、Ser-851 のリン酸化レベルを追跡する

と、青色光により素早くリン酸化され、暗く

すると脱リン酸化された。 
（６）この自己リン酸化反応は phot1 依存の

光屈性、葉緑体集合反応、葉の平滑化に必要

である事から、この反応は下流への情報伝達

に共通の必須過程である事を示した。変異

phot1 の in vivo における自己リン酸化活性

は残存しており、リン酸化活性の大きな低下

は認められなかった。 
（７）phot2 のリン酸化部位の決定を、免疫

沈降により単離した phot2 に対して行った。

phot2 のリン酸化部位は N-末、LOV ドメイ

ンのヒンジ領域など２０以上のリン酸化部

位が見いだされた。機能に関連の予測される

アクチベーションループの部位には見出せ

なかった。適当なリン酸化断片が得られない

事が原因であると考えられる。機能に関連の

予想されるアクティべーションループに保

存された Ser-761 と Ser-763 を Ala に置換し

たphot2をphot1phot2二重変異株に導入し、

変異phot2がフォトトロピンの生理応答を正

常に誘導できるか調べた。Ser-761とSer-763
が Ala に置換された形質転換植物では phot2
応答がすべて抑制されたが、Asp に置換され

た形質転換植物ではphot2応答がほとんど正

常に誘導された。以上の結果は、phot2 にお

いても青色光に依存したキナーゼアクティ

べーションループの自己リン酸化が下流へ

の情報伝達に必要で、phot1 と phot2 の間で

共通に必要な生化学ステップであることを

示唆している。 
（８）アブシジン酸によって生成するフォス

ファチジン酸（PA）が、タイプ１プロテイン

フォスファターゼの触媒サブユニット

（PP1c）と結合し、阻害する事を見いだした。

PA は気孔開口、青色光依存のプロトン放出

を阻害した。以上の結果は PP1c がアブシジ

ン酸情報伝達をフォトトロピン情報伝達の

クロストーク部位である事を示している。 
（９）サーモグラフィーによって気孔開口の

変異体を単離し、現在、解析中である。その

うちの一つは、植物ホルモンブラシノライド

合成の変異体であった。 
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青色光に依存したシロイヌナズナ葉の光定
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日本植物生理学会 2006 年度年会（2007 年 3
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一郎 
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⑱土井道生、島崎研一郎 
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⑲田畑亮平、木下俊則、島崎研一郎 
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道生 

光による気孔開口制御の分子機構 
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