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研究成果の概要（和文）：孔辺細胞を用いてフォトトロピン依存の気孔開口に関与する蛋白質成分を同定した。ABA情
報伝達系で生成される脂溶性フォスファチジン酸（PA）が青色光情報伝達系の蛋白質脱リン酸化酵素１(PP1)を阻害し
、PP1がABAと青色光のクロストーク点になる事を示した。次に、フォトトロピン２の自己リン酸化部位がSer-761とSer
-762であることを決めた。ついで、熱画像測定により青色光応答の変異体を選抜し、フォトトロピンの基質になる新規
キナーゼ BLUS1を同定した。さらに、孔辺細胞に発現している11のisogens（AHA1-AHA11）の中でAHA1 が気孔開口に重
要な役割を果たす事を示した。

研究成果の概要（英文）：We studied phototropin-mediated signaling components in guard cells as a model 
case for plant light signaling. We showed that phosphatidic acid, a phospholipid second messenger 
produced by ABA, inhibited protein phosphatase 1 (PP1), a positive regulator of stomatal blue light 
signaling. The result suggests that PP1 is a crosstalk point between blue light and ABA signaling. We 
identified autophosphorylation sites in phot2 by mass analysis and showed the phosphorylation of Ser-761 
and Ser-763 is required for the signaling. We found a novel protein kinase named BLUS1 as a substrate for 
phototropins and demonstrated phosphorylation of Ser-348 in response to blue light. We demonstrated that 
the phosphorylation of Ser-348 is essential for the signaling and that the Ser-348 is directly 
phosphorylated by phototropins. We showed the expression of 11 isoforms of the H+-ATPases in guard cells 
and identified the isoform responsible for blue light-dependent stomatal opening as AHA1.

研究分野： 植物生理学
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１．研究開始当初の背景 
 申請者らは光合成活性を有した孔辺細胞
プロトプラストの調製に初めて成功し、青色
光が孔辺細胞からH+を放出させる事を発見し
た。ほぼ同時に米国とドイツのグループによ
って青色光によって孔辺細胞細胞膜が過分
極すること、過分極によって K+を取り込む
K+チャネルが細胞膜に存在すること等が証明
され、光による気孔開口の筋道が確立された。
これらの発見に続いて、申請者らは H+を放出
する実体が細胞膜 H+-ATPase であり、この酵
素の C-末がリン酸化され 14-3-3 タンパク質
が結合して活性化される事、青色光受容体が
フォトトロピンであり phot1 と phot2 が重複
して働く事、下流への情報伝達にフォトトロ
ピンの自己リン酸化が必須である事、さらに、
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(PP1)が仲介する事等を証明した。しか
し、全貌が明らかになったとは言いがたく、
光情報伝達系の全貌の理解には遺伝学的、生
化学的手法を組み合わせた研究が必要であ
る。 
 
２．研究の目的 
 気孔は情報としての光に反応して開口す
る。光は植物にとって最も重要な環境要因で
クロロフィルに吸収される光は光合成のエ
ネルギーとして、フィトクロム、クリプトク
ロム、フォトトロピンなどに受容される光は
情報として、植物の生存に不可欠なものであ
る。しかし、光合成系を構成する多くの成分
のほぼ全容が解明されたのに比べて、光情報
受容系については光受容体が同定されてい
るものの下流まで含めて全貌が明らかにな
ったものは一つもない。孔辺細胞はこれらの
光情報受容系のなかで、光受容体としてフォ
トトロピンが、標的酵素として細胞膜
H+-ATPase が同定された稀な例である。本申
請は、孔辺細胞をモデル材料として青色光情
報の受容・変換・伝達と細胞膜 H+-ATPase の
活性制御機構を研究し、光情報のイオン輸送
活性への変換機構を解明することを目的と
する。 
 
３．研究の方法 
 本申請は、気孔の青色光情報の変換機構、
情報伝達体、イオン輸送体の制御機構を解明
することを目的とする。そのため、孔辺細胞
におけるフォトトロピンの基質、相互作用因
子、フォスファターゼ（PP1）の調節サブユ
ニット、基質、未同定の情報伝達体、細胞膜
H+-ATPase の制御タンパク質を同定する。用
いる手段として、無細胞タンパク質合成シス
テムを利用する相互作用タンパク質の探索
法、２次元電気泳動によるリン酸化・脱リン
酸化されるタンパク質の同定法、two-hybrid
法、質量分析法、さらに、気孔開口の変異株
の原因遺伝子同定のためのポジショナルク
ロ−ニング法がある。これらに加えて、細胞

膜 H+-ATPase 制御機構の解明には生化学的方
法を用いる。 
 
４．研究成果 
 本研究により、以下の成果が得られた。 
１） 青色光依存の気孔開口の変異株の選抜

法を確立した。この方法を用いて多数の
変異体を選抜した。その中で特に興味深
いものを選び、先行的に解析を行った。
選抜された変異株は気孔の青色光応答
を完全に欠いており、青色光依存の H+

放出、H+-ATPase のリン酸化を完全に阻
害されていた。原因遺伝子をマッピング
により決定し、これまで機能の不明であ
ったキナーゼ（BLUS1 と名付けた）が原
因である事を証明した。さらに、このキ
ナーゼはフォトトロピンにより直接リ
ン酸化される事、このリン酸化が下流に
情報を伝えるのに必須である事を示し
た。 

２） BLUS1がフォトトロピン1の基質である
事を示した。さらに、それぞれ全長のフ
ォトトロピン1とBLUS1を試験管内に発
現させ、青色光により光強度に依存して
BLUS1 がリン酸化されること、そのリン
酸化がキナーゼ阻害剤で抑制される事
など、青色光情報伝達の初期過程の再構
成に成功した。また、フォトトロピンの
N-末の LOV ドメインを除いた C-末キナ
ーゼドメインと BLUS1 を発現させると、
青色光を照射しなくても BLUS1 がリン
酸化される事を示した。 

３） 気孔が開いたままになる突然変異体を
解析して、花芽形成に必須の役割を果た
す FT（Flowering locus T）が気孔開口
を正に制御する事を見つけた。FT は細
胞膜 H+-ATPase をリン酸化し、高い活性
状態にたもつ働きがある事を示した。こ
の FT による細胞膜 H+-ATPase の活性化
に至る過程は、花芽形成に寄与する情報
伝達に関与する共通の成分を含んでい
た。興味深い発見であり、現在、その生
理学的意味を調べている。 

４） リン酸化部位の質量分析により、フォト
トロピン２の活性化に、このキナーゼド
メインの２つのセリン残基がリン酸化
される事が必要である事を示した。 

５） 気孔の青色光応答とアブシジン酸の気
孔閉鎖系とが相互作用する事を示した。
アブシジン酸が、気孔閉鎖の情報伝達に
際して生成する脂溶性のフォスファチ
ジン酸が、青色光情報伝達を正に制御す
る脱リン酸化酵素１の触媒サブユニッ
トを阻害した。また、フォスファチジン
酸は、表皮の気孔開口、孔辺細胞プロト
プラストからの青色光依存の H+放出が
阻害する事を示した。 

６） 気孔の青色光情報伝達を正に制御する
脱リン酸化酵素１の調節サブユニット
と し て PRSL1 (PP1 regulatory 



subunit-like protein1)を two-hybrid
法により同定した。この調節サブユニッ
ト PRSL1 は触媒サブユニット PP1c に結
合し、触媒サブユニットを細胞質に局在
させる事を示した。 

７） 細胞膜 H+-ATPase２（AHA2）を過剰発現 
させると、光依存の気孔開口が促進され
ることを示した。さらに、この過剰発現
により、植物の成長を促進する事を証明
した。 
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