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研究成果の概要：エチレンの生合成経路の鍵となる ACC 合成酵素はリン酸化によって、その酵

素の安定性が制御されている。この研究では ACC 合成酵素の脱リン酸化を担う protein 

phosphatase (PPase)の同定を試み、PPase の一つである PP2A が ACC 合成酵素の脱リン酸に関

わること、そのうちの２つの Bサブユニットが ACC合成酵素の認識に関わると推測することが

できた。 
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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

要な課題である。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-methylcyclopropene)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
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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、申請

者は 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。申請者はこのリン

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。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。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。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。これら

の結果を踏まえ、研究代表者はリン酸化によ

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、

研究代表者のみならず、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。この ACC 合成酵素のリン酸化を介

した翻訳後制御機構を解析することによっ

て、エチレン生合成調節機構を明らかにし、

園芸作物の品質向上に資することができる。 

 

２．研究の目的 

ACC 合成酵素 LeACS2 を脱リン酸化する

protein phosphatase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 PPase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。この PPase を同定し、その cDNA

をクローニングして生化学的な特徴、発現様

式を解析する。このことにより PPase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)LeACS2 のリン酸化配列近傍のリン酸化合

成ペプチドと親和性のあるタンパク質を検

索することによって、PPase の同定を試みた。

具体的には、リン酸化されるセリン残基

（Ser460）を中心に 12 アミノ酸残基のペプ

チドを合成した。セリン残基(Ser460)を通常

の phospho-Serの換わりにリン酸基とセリン

残基の結合を介している酸素原子を炭素原

子に置換した phosphono-Serにして擬リン酸

化セリン残基とした。ペプチドの C 末端には

光親和性架橋官能基を付加して合成した。紫

外線を照射すると近傍のタンパク質（アミノ

酸残基）と共有結合を形成するので、このペ

プチドと親和性を持っているタンパク質を

捕まえることが期待された。 

(２）シロイヌナズナの突然変異体 rcn1 は



 

 

PPase2A（A, B, Cサブユニットから構成され

る）の A サブユニットに変異があり、黄化芽

ばえにおいては野生型に比べてエチレン生

成量が高い。PPase2A の特異的阻害剤ミクロ

シスチン LR 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を行うと、A, B, C

サブユニットが結合した PPase が結合した。

そこで、このアフィニティカラムクロマトグ

ラフィーを野生型、rcn1突然変異体抽出液に

対して行い、両者を iTRAQ試薬で修飾して質

量分析計で解析し、両者の各サブユニットの

発現量を定量した。 

 

４．研究成果 

(１）リン酸化部位を含む LeACS2の C末端側

の配列に基づきリン酸化ペプチドを合成し、

こ の ペ プ チ ド に 結 合 す る protein 

phosphatase を探索した。その結果、二次元

電気泳動上で PPase の一つである PP2A と同

じ挙動を示すタンパク質が検出された。また、

それとは異なる位置に、別のタンパク質も検

出された。このタンパク質の方が量的に多か

ったので、１０Kgのトマト果実を出発材料に

して、イオン交換クロマトグラフィ、ハイド

ロキシアパタイトクロマトグラフィ、リン酸

化ペプチドをリガンドにしたアフィニティ

クロマトグラフィを行い、部分精製した。そ

のタンパク質をゲルからきりだし、トリプシ

ン消化後、質量分析計で解析した。その結果、

そのタンパク質が、ペプクチンメチルエステ

ラーゼ（PME）であることが明らかとなった。

PME に脱リン酸活性があることは知られてい

ないし、事実、脱リン酸活性は検出されなか

った。また、PME がリン酸化ペプチドに結合

する活性があるか否か、検討したが、結合活

性はなく、PMEは精製上の artifactであると

結論した。 

(２）シロイヌナズナ変異体のうち、PP2A の

Aサブユニットに変異を持つ rcn1に着目した。

解析の結果、rcn1では ACC合成酵素活性およ

びエチレン生成量が増加していることが確

認された。またオーキシン処理すると、野生

型も rcn1も AtACS4が同程度に誘導されるが、

ACC 合成酵素活性、エチレン生成量ともに、

rcn1変異体の方が有意に多かった。これらの

ことは、ACC合成酵素 AtACS4 の翻訳後制御を

示唆している。PP2A は A, B および C サブユ

ニットからなる三量体で、それぞれのサブユ

ニットに複数のアイソザイムが存在し、それ

らの組み合わせにより複数の PP2A アイソザ

イムが存在する。このうち、B サブユニット

が基質特異性を決定している。このことから、

rcn1では RCN1(Aサブユニット)を欠損するた

め、ACC 合成酵素を認識する B サブユニット

が機能していないことが予測された。そこで、

PP2A の特異的阻害剤 microcystin LR をリガ

ンドとした affinity カラムを調製した。こ

のカラムを使って野生型と rcn1 から、それ

ぞれ黄化芽ばえで発現している PPase群をほ

ぼ網羅的に精製することに成功した。量比を

定量できる iTRAQ法を用い、質量分析によっ

て両者の Bサブユニット組成を比較した。そ

の結果、野生型のみに見られる Bサブユニッ

トが２つ同定されており、これが ACC合成酵

素の認識に関わると推測された。 
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