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研究成果の概要 
 植物におけるタイプ１プロテインフォスファターゼの役割の研究を気孔孔辺細胞に着目して

行い以下の成果を得た。まず、この酵素は触媒サブユニットと調節サブユニットがヘテロダイ

マーを形成して機能を発揮することから、この調節サブユニットの探索から仕事を開始した。

その結果、２つの興味ある調節サブユニットの候補が得られたので詳細に解析した。１つはイ

ンヒビター３である。まず、機能解析を行うためソラマメのインヒビター３のオーソログを探

索した。そのシロイヌナズナのオーソログを用いて試験管内での結合実験を行うとインヒビタ

ー３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とのみ結合し、良く似た配列

を持つタイプ 2A プロテインフォスファターゼとは結合せず特異的結合であった。インヒビタ
ー３は触媒サブユニットの脱リン酸化活性を 10nMの濃度で完全に阻害した。さらに、インヒ
ビター３の結合部位に相当するアミノ酸を置換するとこの阻害は消失した。インヒビター３と

触媒サブユニットが細胞内で結合している事を、それぞれのタンパク質の抗体によって免疫沈

降により、証明した。インヒビター３と触媒サブユニットを孔辺細胞に同時に発現させるとイ

ンヒビター３存在時には触媒サブユニットは核と細胞質に存在したが、両者の結合を阻害する

と触媒サブユニットは核には存在しなくなった。以上のことから、インヒビター３はタイプ１

プロテインフォスファターゼの調節サブユニットと結論された。そこで、インヒビター３の孔

辺細胞における機能解析を行うべく、このインヒビター３の遺伝子に T-DNA が挿入されたタ
グラインを取得し、そのホモラインの採取を試みたが、すべて致死になった。その原因を追及

すると、胚発生の段階で成長がストップし、発生の初期段階でインヒビター３がフォスファタ

ーゼ活性を制御し、発生をコントロールするものと推定された。また、このインヒビター３の

RNAi ラインも同様の表現型を示した。以上から、インヒビター３がタイプ１プロテインフォ
スファターゼの調節サブユニットとして機能していることが示された。これは植物細胞では初

めての例であるが。気孔孔辺細胞における機能解析は不首尾であった。現在、もう一つの調節

サブユニットの解析が進行中である。 
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１．研究開始当初の背景 
 気孔の光情報伝達系にタイプ１プロテイ
ンフォスファターゼが関与する事を発見し
たが、その証明には、この酵素の触媒サブユ
ニットを不活性化させたものを、一過的かつ
過剰に孔辺細胞に発現させるなどの特殊な
技術を要した。この酵素は、触媒サブユニッ
トと調節サブユニットがヘテロダイマーを
形成して機能を発揮する。シロイヌナズナの
場合、非常に相同性の高い９つの触媒サブユ
ニットとそれより遥かに多い数の調節サブ
ユニット（ほ乳動物では少なくとも４５個）
の存在が予測され、その組み合わせによって
基質特異性、活性制御、細胞内局在などが決
められると考えられている。従って、特異性
が高く、機能に直接結びつくことの多い調節
サブユニットに注目して研究する方が、より
有効な研究方法となる。しかし、当然のこと
ながら植物細胞では調節サブユニットが同
定された例は一つもない。そこで、予備的に、
ソラマメのタイプ１プロテインフォスファ
ターゼの触媒サブユニットをベイトにして
ソラマメ気孔孔辺細胞の cDNA ライブラリー
を対象に酵母 two-hybrid スクリーニングを
行った。その結果、短期間のうちに調節サブ
ユニットと考えられる遺伝子７種類が取得
された。これらはいずれも触媒サブユニット
に対する結合能を持つ以外、互いに共通性が
なく、孔辺細胞においてそれぞれ異なる別の
働きをもっているものと推定された。得られ
た遺伝子７種類をシロイヌナズナを含むゲ
ノム情報に照らし合わせると、動物細胞と酵
母でインヒビター３と名付けられタイプ１
プロテインフォスファターゼに特異的阻害
作用を持つが生理的役割の未知な蛋白質、お
よび、植物細胞でアブシジン酸に誘導される
事が知られるのみで機能未知な蛋白質
（ABA-responsive protein）が含まれていた。
そこで、本研究では手がかりのある２種類の
調節因子を出発点としてタイプ１プロテイ
ンフォスファターゼの植物細胞における機
能解明のための研究を進めることにした。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的はタイプ１プロテインフォス
ファターゼの孔辺細胞における役割を解明
することである。動・植物細胞の多くの代謝、
情報伝達等の反応系ではプロテインキナー
ゼとプロテインフォスファターゼが協調し

て反応スイッチの”ON/OFF”を行っている
ことは周知の事実である。タイプ１プロテイ
ンフォスファターゼ（調節サブユニットと触
媒サブユニットとのダイマーになりホロ酵
素として機能する）は動物細胞や酵母におい
て、細胞周期、筋肉の収縮、神経伝達、mRNA
プロセシング、タンパク質合成などの反応系
で働いている重要な酵素であることが明ら
かになっている。私たちは、気孔孔辺細胞の
青色光情報伝達系を研究する過程で、青色光
受容体フォトトロピンとその標的である細
胞膜 H+-ATPase 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している事を
見いだした。しかし、驚いたことに、この酵
素が植物細胞で機能している事が証明され
た例はなく、上記の報告が最初であった。こ
れまで植物細胞で研究が進まなかった理由
は、機能を解明する適切な実験系がない事、
動物や酵母に比べてこの酵素の触媒サブユ
ニットのアイソソフォームが多数であるこ
と（ほ乳動物で 3、酵母で 2、シロイヌナズ
ナでは 9）、その触媒サブユニットが極端に類
似しており、機能解明に必要な多重変異体の
作出が困難であること、などであろう。本申
請では、このタイプ１プロテインフォスファ
ターゼに焦点を当てて、特に、調節サブユニ
ットに着目して研究を行う。 
 
３．研究の方法 
まず、シロイヌナズナのゲノム情報に基づい
てタイプ１プロテインフォスファターゼの
触媒サブユニット９種類の組織特異的な発
現を調べた。これには RT-PCR を用いた。そ
の中から、特に、孔辺細胞に多く発現してい
るものを選択し、これを酵母 two-hybrid ス
クリーニングのベイトに用いる。しかし、い
ずれの触媒サブユニットも発現していたの
で比較的発現量の多いものを用いた。スクリ
ーニングの対象として、シロイヌナズナ孔辺
細胞の cDNA ライブラリーを用いる。多数の
調節タンパク質の存在が予測されるので、取
りこぼしがないように徹底的に two-hybrid
スクリーニングを行った。得られたものを、
ソラマメの孔辺細胞 cDNA ライブラリーから
すでに得られたものと比較した。 
 得られた調節タンパク質の推定されるア
ミノ酸配列から、触媒サブユニットとの結合
に必須とされる RVxF モチーフの存在を調べ
た。この部位にポイントミューテーションを



導入し、再度、両者の結合を調べた。この実
験によって結合しなくなれば、得られた相互
作用タンパク質が調節サブユニットである
強い証拠になる。 
 GFP と調節サブユニットの融合蛋白質をパ
ーティクルガンによって孔辺細胞に一過的
に発現させ、細胞内局在を調べた。これらの
中で、生理的反応に関連が予測されるものと
それ以外に選別した。 
細胞質に存在した調節サブユニットの 
T-DNA 挿入株を取得し、表現形の解析を行っ
た。しかし、残念ながらインヒビター３に関
してホモラインはすべて致死になった。
T-DNA ラインが取得できなかったものについ
ては RNAi ラインを作出し、同様に機能解析
を行った。 
 得られた変異株の表現形の解析を継続す
る。表現形の現れたものには、相補実験を行
った。実際にインヒビター３によって機能が
相補された。同時に、 RVxF モチーフを破壊
した調節サブユニットの相補実験を行うこ
とによって、表現形が触媒サブユニットを介
した PP1 活性を必須とするのか、調節サブユ
ニット単独の影響か区別した。 
 調節サブユニットと触媒サブユニットと
が細胞内で結合していることを確認した。こ
の際、それぞれ発光の異なる蛍光物質でラベ
ルしておき、ソラマメの孔辺細胞に一過的に
発現させることにより細胞内の結合を調べ
た。調節サブユニットのタイプ１プロテイン
フォスファターゼ触媒サブユニット活性へ
の影響を調べる。組み換え触媒サブユニット
に組み換え調節サブユニット蛋白質を加え、
その活性を測定した。 
 
４．研究成果 
 得られた成果を箇条書きにした。 
１）タイプ１プロテインフォスファターゼの
触媒サブユニットと相互作用する複数のタ
ンパク質を酵母 Two-hybrid system により単
離した。インヒビター３はタイプ１プロテイ
ンフォスファターゼの複数のイソ酵素のす
べてに対して結合能を示したが、良く似たア
ミノ酸配列を有するタイプ 2A フォスファタ
ーゼの触媒サブユニットとはまったく結合
しなかった。この事は、組み換えタンパク質
を用いた試験管内の実験からも確かめられ
た。 
２）気孔の青色光情報伝達系の関与の考えら
れるインヒビタ－３に注目してその機能解析
を行った。インヒビター３は触媒サブユニッ
トに対する典型的な結合モチーフをもって
おり、また、触媒活性を nM オーダで阻害し
た。この阻害は結合モチーフを破壊すると消
失した。また、インヒビター３をリン酸化す
ると阻害活性が低下した。 
４）インヒビター３と触媒サブユニットの細

胞内での結合を確認した。 
５）孔辺細胞に一過的に発現させ、インヒビ
タ－３の局在部位を核と細胞質であることを
示した。触媒サブユニットは主に細胞質に発
現したが、インヒビター３と同時に発現させ
ると核にも存在するようになった。このとき、
インヒビター３の結合モチーフを破壊して
おくと、触媒サブユニット核への局在が消失
した。この事実は、インヒビター３が触媒サ
ブユニットを核へリクルートし、結合して存
在する事を示している。 
６）シロイヌナズナのインヒビター３破壊株
を取得し機能解析を行った。しかし、ホモラ
インはすべて致死になり、胚発生の段階で発
生が停止することが分かった。この表現型は
インヒビター３を導入する事により回復し、
その際、インヒビター３の結合モチーフを破
壊しておくと、その回復が妨げられた。 
 以上の結果はインヒビター３がタイプ１
プロテインフォスファターゼの調節サブユ
ニットとして機能し、正常な胚発生を維持す
るのに機能していると考えられた。この成果
は植物におけるタイプ１プロテインフォス
ファターゼの働きを初めて示したものであ
る。 
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