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研究成果の概要（和文）： 
植物表皮に存在する気孔は、青色光に応答して開口し、光合成に必要な二酸化炭素の取り込み
や蒸散を介した水の損失など、植物と大気間のガス交換を行う。本研究では Ser/Thrプロテイ
ンホスファターゼ１（PP1）が気孔の青色光情報伝達を仲介する分子機構について調べ、この
過程に関わる PP1 調節サブユニットを同定するとともに、PP1 により脱リン酸化される基質
タンパク質候補を見出した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Stomata in the epidermis of aerial plants open in response to blue light, which facilitates 
gas exchange between leaves and atmosphere, allowing the uptake of CO2 for 
photosynthesis and the loss of water via transpiration. In this study, we investigated the 
molecular mechanism of blue light signaling mediated by protein phosphatase 1 (PP1) in 
guard cells, and identified the regulatory subunit and putative substrate proteins of PP1 in 
this process. 
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１．研究開始当初の背景 

 陸上植物の表皮に存在する気孔は、一対の

孔辺細胞により構成される開閉可能な孔で

あり、光、特にシグナルとして作用する青色

光に応答して開口し、光合成に必要な二酸化

炭素の取り込みや蒸散を介した水の消失な

ど、植物と大気間のガス交換を促進する。青

色光受容体フォトトロピンにより受容され

た光シグナルは、未知の情報伝達系を経て細

胞膜 H+-ATPase を活性化し、気孔開口の駆動

力を形成する。以前の阻害剤を用いた薬理学

的解析により、上記の情報伝達に何らかの

Ser/Thr 型プロテインホスファターゼが関わ

る可能性が示唆されていたが、その実体は長

らく不明であった。 

 これまでの研究により私たちは、青色光情

報伝達に関わるプロテインホスファターゼ

の実体がタイプ１プロテインホスファター
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ゼ（PP1）であり、この酵素がフォトトロピ

ンからのシグナルを H+-ATPase へ伝達するこ

とを明らかにした。PP1 は細胞内において触

媒サブユニットと調節サブユニットからな

るホロ酵素を形成し、ホロ酵素の活性、細胞

内局在、基質特異性は調節サブユニットの性

質により決められる。そのため、孔辺細胞に

おいて青色光情報伝達に関与する特別な調

節サブユニットが存在する可能性が考えら

れた。また PP1 は脱リン酸化酵素であること

から、青色光に応答して PP1 により脱リン酸

化される基質タンパク質の存在が考えられ

た。しかしながらこれまでにこの反応に関わ

る PP1 調節サブユニットや PP1 により脱リン

酸化される基質タンパク質の実体について

は明らかにされておらず、これらの因子の同

定は青色光情報伝達の解明に重要であると

考えられた。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、タイプ 1プロテインホス

ファターゼ（PP1）を介した気孔の青色光情

報伝達の分子機構を解明することである。私

たちはこれまでに、PP1 が青色光受容体フォ

トトロピンから気孔開口の駆動力を形成す

る細胞膜 H+-ATPase に至る未知の情報伝達を

仲介することを明らかにした。さらに最近、

PP1 は青色光による気孔開口を仲介するのみ

ならず、アブシジン酸による気孔開口阻害の

標的因子となる可能性を見出した。これらの

結果から、孔辺細胞における PP1 の機能調節

は気孔の開閉制御に重要であることが示唆

されるが、これまでに PP1 の活性・細胞内局

在・基質特異性を決定する調節サブユニット

や、PP1 により直接脱リン酸化される基質タ

ンパク質については全く分かっていない。そ

こで本研究では、PP1 を介した情報伝達に焦

点を当て、特に PP1 調節サブユニットや基質

タンパク質に着目して研究を行う。 

 

３．研究の方法 

（1）PP1 調節サブユニットの同定とその機能

解析 

① PP1 触媒サブユニットをベイトとして、酵

母 Two-hybrid スクリーニングを行った。ラ

イブラリーにはシロイヌナズナとソラマメ

の孔辺細胞由来の cDNA ライブラリーを用い

た。PP1 調節サブユニットには RVxF モチーフ

という触媒サブユニットとの結合に必須の

配列があり、このモチーフの有無や、アミノ

酸置換によるモチーフの破壊が触媒サブユ

ニットとの結合を低下させるか等を調べる

ことで、調節サブユニットかどうかを判断し

た。得られた因子について、 in vitro 

pull-down アッセイや in vivo 共同免疫沈降

法により結合の再確認を行った。 

② PP1 触媒サブユニットの阻害剤であるミ

クロシスチンを共有結合させたセファロー

スビーズを利用し、シロイヌナズナのタンパ

ク質に対してアフィニティークロマトグラ

フィーを行った。得られた結合タンパク質を

SDS-PAGE で分離し、銀染色により検出後、質

量分析により同定した。同定されたタンパク

質の中から調節サブユニットを選定し、解析

候補とした。 

③ 単離した PP1 調節サブユニットを GFP と

融合し孔辺細胞に一過的に発現させ、細胞内

局在を調べた。青色光情報伝達に関与する因

子は細胞膜か細胞質局在の可能性が高いた

め、どちらかに局在するものを解析対象とし

た。 

④ 候補因子の T-DNA 挿入変異株の入手と過

剰発現株の作製を行い、表皮における気孔開

口、ガス交換法による生葉における気孔開口

を測定し、青色光応答に異常を示すものを選

抜した。こうして得られた気孔開口変異株か

ら孔辺細胞プロトプラストを調製し、青色光

によるフォトトロピンと H+-ATPase のリン酸

化など、詳細な生化学的解析を行った。 

 

（2）PP1 により脱リン酸化される基質タンパ

ク質の同定 

① 青色光照射前後の孔辺細胞プロトプラス

トからサンプルを回収し、二次元電気泳動に

よりタンパク質を分離した。材料には大量の

孔辺細胞プロトプラストが調製可能なソラ

マメを用いた。 

② リン酸化の検出には、リン酸化に伴う電

気泳動度の変化を指標とした 2D-DIGE

（ two-dimensional difference gel 

electrophoresis）法を用いた。 

③ 青色光に応答した脱リン酸化が PP1 を介

した反応かを確かめるため、PP1 に高い選択

性をもつ阻害剤であるトートマイシンによ

り脱リン酸化が抑えられるかを調べた。この

ようにして絞り込んだ脱リン酸化スポット

について、質量分析によるタンパク質の同定

を試みた。 

 

４．研究成果 

(1)PP1 調節サブユニットの同定とその機能

解析 

①孔辺細胞に発現する PP1 調節サブユニット

を単離した。PP1 触媒サブユニットをベイト

とした酵母 two-hybrid スクリーニングおよ

びマイクロシスチン-セファロースビーズと



の共同沈降物の質量分析から、多数の PP1 結

合 因 子 を 得 た 。 こ れ ら の 中 に は PP1 

Regulatory Subunit2（PRS2）と名付けた植

物に特有なタンパク質が含まれていた。 

②アミノ酸置換解析から、PRS2 の配列中の

SVHW は RVxF モチーフとして働き、PP1 触媒

サブユニットとの結合に必須であることが

わかった。 

③GFP 融合 PRS2 の解析から、PRS2 は主に細

胞質に局在することがわかった。 

④シロイヌナズナの PRS2 遺伝子の欠損変異

株を入手し気孔の反応を調べたところ、この

変異体では青色光による気孔開口の低下が

見られた。 

⑤この変異株から孔辺細胞プロトプラスト

を単離し気孔の青色光反応を解析したとこ

ろ、この変異体では H+放出と H+-ATPase のリ

ン酸化が野生株の約 50％にまで低下してい

たが、フォトトロピンの自己リン酸化は正常

に見られた。 

⑥この変異体に野生型の遺伝子を形質転換

すると気孔の表現型は相補されたが、触媒サ

ブユニットとの結合能を欠いた変異型遺伝

子では相補されなかった。 

 以上の結果から、PRS2 は PP1 調節サブユニ

ットとして機能し、フォトトロピンと

H+-ATPase 間の情報伝達を制御することが示

唆された。 

 

（2）PP1 により脱リン酸化される基質タンパ

ク質の同定 

①二次元電気泳動と質量分析を利用したプ

ロテオミクス的手法による PP1 の基質タンパ

ク質の解析を行った。ソラマメ孔辺細胞を材

料に、遠心分画法により可溶性タンパク質と

ミクロソーム膜画分を調整し、情報伝達因子

の濃縮をはかった。また、タンパク質試料を

IMAC （ Immobilized Metal Affinity 

Chromatography）にかけ、リン酸化タンパク

質の精製・濃縮をおこなった。こうして調整

したタンパク質を実際に二次元電気泳動に

かけたところ、多くのリン酸化タンパク質が

効率的に回収・分離されることが分かり、孔

辺細胞を材料とした効果的なリン酸化タン

パク質の分析手法が確立された。 

②確立した分析手法をもとに、2D-DIGE（

two-dimensional difference gel 

electrophoresis）による青色光に応答したタ

ンパク質リン酸化反応の解析を行った。その

結果、青色光に応答してリン酸化レベルが変

動するスポットを13ヶ所見出した。③あらか

じめPP1選択的阻害剤であるトートマイシン

を処理した孔辺細胞プロトプラストでは、上

記の青色光に応答したタンパク質リン酸化反

応が阻害された。 

④検出されたスポットをゲルから切り出し質

量分析を行ったところ、いくつかのタンパク

質が同定候補として検出された。現在のとこ

ろこれらのタンパク質の孔辺細胞における機

能については不明であるが、これらの中には

青色光情報伝達に関わる因子が含まれている

可能性が考えられる。 
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