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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、光合成や蒸散を調節して成長に貢献
する。青色光受容体フォトトロピンは、気孔孔辺細胞においてカリウムの能動輸送を促進することで気孔を開口させる
が、詳細なシグナル伝達は未解明である。本研究では、フォトトロピンと相互作用するプロテインキナーゼに着目して
気孔開口における機能を解析し、シグナル伝達上の役割を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Stomata in the plant epidermis open in response to blue light and contribute to 
plant growth by regulating photosynthesis and transpiration. A blue light-receptor phototropin mediates 
the stomatal opening via promotion of an active transport of K+ in stomatal guard cells. However, 
signaling for the stomatal opening is not fully understood. In this study, we performed functional 
analysis of a protein kinase that interacts with phototropin, and characterized roles of the protein 
kinase in the blue light signaling for stomatal opening.
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１．研究開始当初の背景 
 植物体の表皮に存在する気孔は、太陽光に
含まれる青色光に応答して開口し、植物と大
気間のガス交換を調節する。植物は気孔を通
して光合成のための二酸化炭素を取込み、ま
た、気孔からの蒸散によって根における水や
ミネラルの吸収を促すため、気孔の機能は植
物の生育に重要である。 
 気孔開口は、気孔を構成する孔辺細胞の青
色光シグナル伝達によって誘導される。孔辺
細胞に青色光が照射されると、青色光受容体
であるフォトトロピンが活性化し、未知のシ
グナル伝達を介して細胞膜 H+-ATPase をリ
ン酸化により活性化する。この酵素の活性化
が開口に必要な様々なイオンの取込みを誘
導し、気孔開口を達成させる(Shimazaki et 
al, 2007; Inoue et al., 2010)。ところが、フ
ォトトロピンと細胞膜 H+-ATPase をつなぐ
シグナル伝達の詳細は未同定であり、この未
知のシグナル伝達の解明が気孔開口メカニ
ズムの理解には不可欠であった。 
 私たちはこれまでに、フォトトロピン自身
について研究を行い、下流へのシグナル伝達
に必要なリン酸化部位を同定し、フォトトロ
ピン分子の活性化メカニズムの一端を明ら
かにした(Inoue et al. 2008; Inoue et al. 
2010; Inoue et al. 2011)。植物細胞内におい
て、フォトトロピンと細胞膜 H+-ATPase は
同じ複合体に存在することが知られていた
ため(Kaiserli et al. 2009)、フォトトロピンと
細胞膜 H+-ATPase をつなぐシグナル伝達因
子も同じ複合体内に存在すると考えられた。
そこで私達はこれまでに、フォトトロピンと
物理的に相互作用するプロテインキナーゼ
を生化学的スクリーニング手法により探索
し、二つの phototropin-interacting protein 
kinase (PIPK1とPIPK2)を得ていた。PIPK1
は、すでに気孔開閉への関与が示されていた
CBL-interacting protein kinase23 
(CIPK23)であったが、PIPK2 は未報告のプ
ロテインキナーゼであった。これまでの表現
型解析から、CIPK23 は気孔閉鎖を負に調節
するシグナル伝達因子であると考えられて
いたが(Cheong et al., 2007)、青色光に依存
した気孔開口においてどのような役割をも
つのか、シグナル伝達上の機能は不明であっ
た。従って、PIPK1(CIPK23)の気孔開口にお
ける機能を特徴づけることと、PIPK2 の気孔
開口における関与を明らかにすることが、気
孔開口メカニズムの理解を前進させると期
待された。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、青色光受容体フォトトロピン
と相互作用する二つのプロテインキナーゼ
PIPK1/CIPK23 と PIPK2 に関して、青色光
に依存した気孔開口における機能解析を行
う。PIPK1/CIPK23 と PIPK2 が青色光に依
存した気孔開口を仲介するのか明確にし、仲
介するならばどのように関与するのか、分子

レベルで明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)PIPK1/CIPK23、PIPK2 のフォトトロピンと
の相互作用の検出 
 PIPKs は元々、ALPHA スクリーニングを行
ってフォトトロピンと物理的に相互作用す
るプロテインキナーゼとして探索・同定した
ため、ALPHA 以外の相互作用検出法を用いて
相互作用の再現性を確認した。大腸菌を用い
て発現・精製した PIPKs とフォトトロピンを
用いて、in vitro pull down assay を行った。
さらに、植物細胞内における相互作用を、タ
バコ葉への一過的遺伝子発現系を用いた
bimolecular fluorescent complementation 
(BiFC) assay により調べた。 
 
(2)青色光に依存した気孔開口における
PIPK1/CIPK23 と PIPK2 の機能的特徴づけ 
①形質転換植物と特異的阻害剤を用いた気
孔開口の解析 
 PIPK1/CIPK23のT-DNA遺伝子破壊株を入手
して、ロゼット葉の表皮を単離し、青色光に
依存した気孔開口を観察した。また、赤外線
サーモグラフィーを用いて生葉における蒸
散を間接的に測定した。さらに、通常条件下
で生育させた植物に水ストレスを与えて乾
燥ストレス耐性を観察し、生育条件下の気孔
開口具合を観察した。PIPK2 に関しては、そ
のタンパク質をコードする遺伝子が重複し
て存在したため、過剰発現株を作製して青色
光に依存した気孔開口を観察した。また、
PIPK2 に関しては特異的な阻害剤が入手でき
たため、野生株の表皮に阻害剤を処理し、気
孔開度を観察した。 
②孔辺細胞プロトプラストを用いた気孔開
口シグナル伝達の生理・生化学的解析 
 上記の pipk1/cipk23 変異株から孔辺細胞
プロトプラストを調製し、青色光に依存した
細胞膜 H+-ATPase のリン酸化を測定した。こ
の応答を観察することにより、PIPK1 がシグ
ナル伝達において細胞膜 H+-ATPase の上流で
働いているのかどうか明らかにすることが
できる。また、CIPK23 は根において内向き整
流性K+チャネルをリン酸化により活性化する
ことが知られているため、pipk1/cipk23変異
株の孔辺細胞においても、K+チャネル活性が
低下しているかどうかパッチクランプ法を
用いて測定した。 
 PIPK2 に関しては、特異的な阻害剤を野生
株の孔辺細胞プロトプラストに処理し、細胞
膜 H+-ATPase のリン酸化を測定した。 
 
４．研究成果 
(1)PIPK1/CIPK23、PIPK2 のフォトトロピンと
の相互作用の検出 
 ALPHA 以外の相互作用検出法により実験し
た結果、PIPK1/CIPK23 と PIPK2 は共に in 
vitro でも in vivo でもフォトトロピンと相
互作用することが確認された。両キナーゼと



も、フォトトロピンとの相互作用に青色光照
射は必要なく、フォトトロピンの活性状態と
無関係に細胞内で相互作用していると考え
られた。 
 
(2)青色光に依存した気孔開口における
PIPK1/CIPK23 と PIPK2 の機能的特徴づけ 
①形質転換植物と特異的阻害剤を用いた気
孔開口の解析 
 pipk1/cipk23 変異株を用いた表現型解析
の結果、この変異株の気孔は青色光に応答し
た気孔開口が著しく損なわれていることが
分かった。この結果と対応して、生育条件下
の pipk1/cipk23 変異株は蒸散が低下したこ
とにより高い葉温を示し、乾燥ストレスにも
高い耐性を示した。 
 PIPK2 の過剰発現株の表皮では、暗条件下
でも気孔が開口することが明らかとなった。
また、PIPK2 の阻害剤を野生株の表皮に処理
したところ、青色光に依存した気孔開口が完
全に消失した。 
②孔辺細胞プロトプラストを用いた気孔開
口シグナル伝達の生理・生化学的解析 
 pipk1/cipk23変異株では、青色光に依存し
た気孔開口が抑制されていたが、孔辺細胞の
H+-ATPase は青色光に応答して正常にリン酸
化されていた。さらに、パッチクランプ法を
用いた実験から、pipk1/cipk23変異株の孔辺
細胞では青色光下でK+チャネル活性が低下し
ていることが明らかとなった。従って、
PIPK1/CIPK23 はフォトトロピンと H+-ATPase
の間のシグナル伝達を仲介してはおらず、
H+-ATPase の下流で働く K+チャネル活性を青
色光に応答して調節している可能性が明ら
かとなった。 
 野生株の孔辺細胞にPIPK2阻害剤を処理し
たところ、青色光に応答した H+-ATPase のリ
ン酸化が完全に消失した。 
 以上の結果から、フォトトロピンが細胞膜
H+-ATPase を活性化するという既知のシグナ
ル 伝 達以外 に も、フ ォ トトロ ピ ン が
PIPK1/CIPK23 を介して K+チャネルを活性化
する新たなシグナル伝達経路の存在が明ら
かになり、この経路も気孔開口に必要である
ことが証明された。さらに、PIPK2 がフォト
トロピンと H+-ATPase の間のシグナル伝達を
仲介する可能性が示唆された。PIPK2 に関し
ては今後さらなる機能解析を進める必要が
あるが、本研究の成果は、気孔開口の分子メ
カニズム全貌の解明に貢献できるものであ
る。 
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