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研究成果の概要（和文）：PCaP1 および PCaP2 はそれぞれの N 末端のミリストイル化により

安定的に細胞膜に局在する。両分子の N 端２０数残基はホスファチジルイノシトールリン酸

（PIP）およびカルモジュリン/カルシウム（CaM/Ca）複合体と結合する能力を有する。CaM/Ca

の結合が優先するため、細胞内カルシウム濃度が上昇した場合には CaM/Ca が生成し、PCaP

に結合していた PIP を遊離させる。したがって、PCaP がカルシウムシグナルを PIP シグナル

に変換する役割を果たしていると推定される。本研究における PCaP の機能欠失株の表現型解

析により、少なくとも PCaP1 は気孔の閉口プロセスに、また PCaP2 は正常な根毛の先端成長

に不可欠であることが明らかになった。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Plasma membrane-associated Ca
2+

-binding proteins (PCaPs) of Arabidopsis thaliana is a novel-type 

proteins that bind to the calmodulin (CaM)/Ca complex and phosphatidylinositol phosphates (PIPs) at 

their N-terminal parts. PCaPs are myristoylated and stably associated with the plasma membrane. PCaPs 

bind PIPs at resting state of cells and CaM/Ca when the cytoplasolic Ca
2+

 level is increased. Thus, it is 

estimated that PCaPs function as transducers from Ca-signaling to PIP-signaling. During the present 

study, we demonstrated that PCaP1 is involved in closure of stomata in leaves and that PCaP2 regulates 

root hair tip growth via processing Ca
2+

 and PtdInsP signals on the plasma membrane. 
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１．研究開始当初の背景 

 イ ノ シ ト ー ル リ ン 脂 質 （ PIP, 

Phosphatidylinositol phosphate）はPIP1, PIP2, 

PIP3に分類され、それぞれ代謝上の結びつ

きが深く、固有の細胞機能をもつ。PIPの

相互変換には特異性の高い各種キナーゼ

等がはたらく。動物（Annu Rev Biophys, 

2008, 37:175; Trends Cell Biol, 2010, 20:25）

および植物（Trends Plant Sci, 2008, 14:171）
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で変換酵素の解明が進み細胞機能調節の

役割が解明されつつある。PIPは細胞の分

裂と分化、極性形成、プログラム細胞死な

どの現象に関わっていると推定されてい

る。 

 これまでの研究はPIPsの相互変換に関

わる酵素およびホスフォリパーゼCなど

集中している。申請者は細胞膜に結合す

る新規カチオン結合タンパク質（plasma 

membrane cation-binding protein, PCaP）を

見出し、この分子がイノシトールリン脂

質（PIP2、PIP3）と結合すること、そし

てカルモジュリン/Ca複合体（CaM/Ca）

とも結合することを発見した。しかも

PCaPにCaM/Ca結合すると、PIPsはPCaP

から遊離することが明らかとなった。こ

のことはPCaPがPIPシグナルとCaシグナ

ルのクロスポイントに位置していること

を示唆している。PCaPの研究を通して、

世界の誰も想像しなかった情報制御の概

念を提案できると判断し、萌芽研究とし

て開拓に挑戦することとした。 

 

２．研究の目的 

 イノシトールリン脂質（PIP）は、カル

シウムと並んで細胞内シグナリングの主

要な要素である。PIPは分子種が多く、そ

れぞれが役割を異にする。申請者は特定の

PIP分子種に結合する細胞膜タンパク質

PCaPを見出し、PCaPがPIPを結合すること、

その結合がカルモジュリン/Ca複合体の存

在で解離することを見出した。このことは、

CaシグナルをPIPが増幅あるいは情報変

換する可能性、また既存のPIPを結合する

ことで機能をマスクする可能性を示唆し

ている。この仮説あるいは可能性を生化学

的、分子細胞生物学的に実証し、まったく

新しい情報変換の概念を提案することに

挑戦することを本研究の目的とする。 

 

３．研究の方法 

課題「イノシトールリン脂質の動態を制御

する新規タンパク質と細胞機能の調節」を

達成するため、以下の項目を設定し、生化

学的、分子生物学的、分子遺伝学的な手法

により実験に取組んだ。 

(1) PCaP分子内のイノシトールリン脂質

PIPの結合領域の決定： PCaP分子のN端

領域とそれ以外の領域（CC領域）を、個

別ポリペプチドとして大腸菌で合成し、精

製した分子を実験試料とする。PIPとの相

互作用は、各種PIPを塗布したアレイシー

トを用いて、N端領域およびCC領域が各

種PIPに結合するか否かをアッセイする。 

(2) リガンド（CaM/Ca、Ca
2+）結合領域の

決定と構造変換の有無： 上記の実験で調

製したN端領域とCC領域を試料として、
45

Caに対する結合能を検定する。またCaM

結合樹脂を用いて、両領域のCaMに対する

結合能をカルシウムの有無で比較する。 

(3) 植物細胞内でのPCaPタンパク質の生

理的刺激応答の量と動態変化の解明： 

GFPを付加したPIP分子を発現する植物株

を作出し、高濃度の塩、金属イオンを与え

る、あるいは高温、低温条件に曝すことで、

PIPの量あるいは細胞内局在を観察する。 

(4) 遺伝子欠失株、変異分子導入株におけ

る生理特性、表現型の解明： T-DNA挿

入株、あるいはRNAi法によるノックダウ

ン株を作出し、生理的な表現型を解析する。 

 

４．研究成果 

 上記の 4項目に沿って成果を説明する。 

(1) PCaP分子内のイノシトールリン脂質

PIPの結合領域の決定： PCaP1および

PCaP2はいずれも塩基性アミノ酸である

リジン残基に富む20数残基の配列をもっ

ている。このN端領域とそれ以外の領域



（CC領域）を、個別ポリペプチドとして

大腸菌で合成し、精製した分子を実験試料

として、PIPとの相互作用を検定したとこ

ろ、N端領域のみがPIPとの結合活性を示

し、CC領域はPIPとの結合能を全く示さな

かった。すなわち、PIP1とPIP2のN端20数

残基がPIPとの結合領域であり、かつ

PI(3,4)P2、PI(3,5)P2、PI(4,5)P2、PI(3,4,5)P3

にのみ結合する特異性をもつことが明ら

かになった。なお、植物にはPI(3,4,5)P3は

存在しないので、生理的にはPIP2が重要な

結合リガンドであると推測される。 

(2) リガンド（CaM/Ca、Ca
2+）結合領域の

決定と構造変換の有無： 上記の実験で調

製したN端領域とCC領域を試料として、
45

Caに対する結合能を検定したところ、N

端を欠いたポリペプチド、すなわちCC領

域に結合することが明らかになった。また、

CaM結合樹脂を用いて、両領域のCaMに対

する結合能をカルシウムの有無で比較し

たところ、N端領域を欠いたCC領域は

CaM結合能はなく、N端領域のみがCaM 

と結合することが判明した。加えて、PCaP

とCaMの結合にはカルシウムの存在が不

可欠であった。 

 すなわち、PCaPはCaM/Ca複合体とのみ

結合することが明らかになった。そして、

結合したCaM/Caは、それまで結合してい

たPIPを遊離させることも明確になった。

すなわち、PCaPのN端領域はPIPとCaM/Ca

が競合的に結合し、かつCaM/Caの結合の

優先性が高い。これらを総合すると、細胞

膜に局在するPCaPは、通常はPIPと結合し、

結合しているPIPの情報伝達能力をマスク

している。しかし、一旦刺激が加わり、細

胞質カルシウム濃度が上昇するとCaM/Ca

が形成され、これがPCaPと結合すること

で、それまでトラップされていたPIPを放

出することで、PIPによる情報伝達のスイ

ッチを入れる。別の言い方をすれば、細胞

内のカルシウムシグナルを、膜脂質PIPシ

グナルに変換する装置としてPCaPが存在

する、というモデルを提案できる。 

(3) 植物細胞内でのPCaPタンパク質の生

理的刺激応答の量と動態変化の解明： 

GFPを付加したPIP分子を発現する植物株

を作出し、高濃度の塩、金属イオンを与え

る、あるいは高温、低温条件に曝すことで、

PIPの量（蛍光強度）あるいは細胞内局在

（細胞膜からの遊離、あるいは他のオルガ

ネラへの移動）を観察した。いずれの刺激

に対しても蛍光強度（PCaPのタンパク質

量）および細胞膜局在に変化は見られなか

った。 

(4) 遺伝子欠失株、変異分子導入株におけ

る生理特性、表現型の解明： PCaP1につ

いてはT-DNA挿入株、PCaP2については

RNAi法によるノックダウン株を作出し、

生理的な表現型を解析した。T-DNA挿入

のpcap1株は、孔辺細胞の膨潤収縮運動、

すなわち気孔の閉口に障害がみられた。す

なわち、気孔は暗条件で閉じるが、pcap1

株は完全には閉口せず半開口状態となる。

このことは、PCaP1が気孔の開閉調節、と

くに閉口プロセスに関わっていることを

示している。 

 一方、PCaP2のノックダウン株は根毛が

長くなる特徴を示した。さらにPCaP2のN

端領域のみを発現させると根毛は短くな

るか生じなくなる（無根毛）。このことか

ら、PCaP2は根毛の適切な先端成長のため

の調節役（ブレーキ機能）を果たしており、

異常なPCaP2（N端領域のみの分子）が多

量に存在する場合は、ブレーキ機能が増進

して根毛成長を抑制し、PCaP2の量が少な

い場合は根毛の先端成長を促進すると推



定される。 

 以上の研究成果は学会等で発表したほ

か、以下の学術論文として公表した。 
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