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研究成果の概要（和文）：青色光受容体フォトトロピンのシグナリングが細胞膜マイクロドメインで起こることを検証
するため、シロイヌナズナとコケ植物ゼニゴケを用いて、フォトトロピン結合タンパク質であるBTB/POZタンパク質で
ある、光屈性で関わるNPH3 と葉緑体運動に関わるNCH1 の解析をおこなった。これまでシロイヌナズナNPH3 がマイク
ロドメイン様構造に局在することがわかっていたが、本研究によりシロイヌナズナとゼニゴケ両方においてNCH1 もマ
イクロドメイン様構造に局在することを明らかにした。さらにNPH3 同様にNCH1 のフォトトロピン依存の青色光による
脱リン酸化を検出した。

研究成果の概要（英文）：To examine the possibility that phototorpin functions in microdomains on the 
plasma membrane, using Arabidopsis thaliana and the liverwort Marchantia polymorpha.I analyzed two 
phototropin-interacting BTB/POZ proteins NPH3 and NCH1, that regulate phototropism and chloroplast 
movement, respectively. Although I had found that NPH3 localized in microdomain-like structures on the 
plasma membrane in A. thaliana, I found the similar localization pattern of NCH1 in both A. thaliana and 
M. polymorpha.Furthermore, I detected the blue-light-dependent dephosphorylation of NCH1 in a 
phototropin-dependent manner, similar to that of NPH3.

研究分野：光反応

キーワード： 葉緑体運動
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１．研究開始当初の背景 
フォトトロピンとよばれる細胞膜に局在す
る青色光受容体キナーゼは、光合成の効率化
を促進する様々な生理現象を制御している。
例えば、光屈性や葉の展開、気孔開口、葉緑
体光定位運動など、器官・細胞・オルガネラ
レベルの光応答反応が知られている。フォト
トロピンシグナリングの初期反応に関わる
因子として、BTB/POZ ドメインとよばれるタ
ンパク質結合ドメインを持つタンパク質
NPH3（NONPHOTOTROPIC HYPOCOTYL 3）が同定
された（Motchoulski and Liscum, 1999）。
NPH3 は細胞膜に局在するフォトトロピン結
合タンパク質であり、光屈性と葉の展開を制
御する（Motchoulski and Liscum, 1999; 
Inoue et al., 2008）。NPH3 様 BTB/POZ ドメ
インタンパク質（以後“NPH3 様タンパク質”
とよぶ）はシロイヌナズナに２０数種類存在
するが、もう一つの NPH3 様タンパク質 RPT2 
（ROOT PHOTOTROPISM 2）もまた細胞膜に局
在しフォトトロピン結合能をもち、光屈性と
葉の展開を制御している（Sakai et al., 
2000; Harada et al., 2013）。しかし NPH3
と RPT2 どちらも葉緑体光定位運動と気孔開
口に関与していない（Inada et al., 2004; 
Tsutsumi et al., 2013）。NPH3 も RPT2 フォ
トトロピンシグナリングの初期反応に関与
している事は明らかであるが、発見から１０
年以上も経過した現在までその作用機構は
ほとんど明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
本研究でフォトトロピンシグナリングにお
ける NPH3 様タンパク質の機能を詳細に再検
討した。その結果、NPH3 とともに葉の展開
を制御する NPL3（NPH3-LIKE 3）と、葉緑体
光定位運動を制御する NCH1（NPH3-LIKE 
PROTEIN for CHLOROPLAST MOVEMENT 1）の二
つの NPH3 様タンパク質がフォトトロピンシ
グナリングに関与することを発見した（論文
準備中）（図１）。これらの結果から、主な複
数のフォトトロピン依存の光応答反応の初
期反応に NPH3 様タンパク質が関わり、現象
特異的な NPH3 様タンパク質がそれぞれの光
応答反応を制御する事が示唆された（図１）。 

 
 
 
しかし最も重大な発見は、NPH3 （と NPL3）
の GFP 融合タンパク質が細胞膜上で粒状の
構造をとっていたことである（論文準備中）。

この構造は動物や菌類で知られる“マイクロ
ドメイン”（あるいは“脂質ラフト”）と非常
に良く似ていた（図２）。マイクロドメイン
は細胞膜上での特別な部位であり、複数のシ
グナリング分子が一カ所に集まることによ
り相互作用の可能性を高め、信号伝達の迅速
化と増幅を可能にしている。マイクロドメイ
ンは、最近植物でも存在が確認されており、
動物や植物におけるマイクロドメインタン
パク質として知られる“フロチリン”の GFP
融合タンパク質の局在は、NPH3-GFP の粒状
の構造ときわめて良く似ていた。面白いこと
に、同じNPH3様タンパク質でありながらRPT2 
は細胞膜に一様に存在し NPH3 のような粒状
の構造体をとらない。そしてNCH1 は NPH3 と
RPT2 の中間型で、細胞膜全体に一様に存在
するが一部粒状構造に局在した。この結果は、
マイクロドメイン様局在の程度の差異が、制
御する現象の特異化に関与していることを
示唆する。岩手大学上村松生教授との連携に
より、マイクロドメインタンパク質が豊富に
含まれることが知られる界面活性剤抵抗性
細胞膜画分の解析を行ったところ、NPH3 様タ
ンパク質だけでなく、フォトトロピンをはじ
めとした葉緑体運動や光屈性などフォトト
ロピンシグナリングに関与する多くの因子
がこの画分に存在することが分かった。以上
のことから、フォトトロピンシグナリングは
マイクロドメイン上で行われている可能性
が示唆され、その分子メカニズムの解明が光
合成効率化を制御する光応答反応の深い理
解につながり、将来的な応用に貢献できると
期待する。 
 本研究は、光受容体フォトトロピンが光合
成の効率化を促進するという点では共通で
あるが、まったく反応様式が異なる光屈性、
葉緑体光定位運動、気孔開口、葉の展開など
を制御する初期反応を解明する包括的な研
究である。申請者は、NPH3 様タンパク質がフ
ォトトロピンシグナリング初期反応の共通
点であり、かつそれぞれの反応の特異性が機
能している NPH3 様タンパク質の種類によっ
て説明できるという重要な発見をした。しか
し、本研究のもっとも独創的で新規のアイデ
アは、フォトトロピンシグナリングの初期反
応が細胞膜マイクロドメイン上で起こる信
号伝達系を介しているということである。フ
ォトトロピンは葉緑体運動等秒単位で起こ
りえる光反応を制御し、NPH3 様タンパク質を
はじめとした様々なタンパク質と複合体を



形成する事が知られている。これは、マイク
ロドメインがタンパク質を一カ所に集合さ
せる事によりシグナリングの迅速化と増幅
を促す場として機能することと完全に一致
している。本研究は、申請者らがこれまで行
ってきた葉緑体光定位運動の研究だけでな
く、世界中の光屈性や気孔開口の研究からも
これまで明らかにされず、予想もされていな
かった観点からフォトトロピンシグナリン
グを解析するため、近年停滞しているフォト
トロピン研究を飛躍的に推進すると期待し
ている。 
 
３．研究の方法 
マイクロドメインにおけるフォトトロピン
シグナリングの検証とその構成物の解明の
ため、フォトトロピンシグナリングの必須因
子である NPH3様タンパク質（特に NPH3, NCH1
と RPT2）を中心とした解析を行う。明らかな
マイクロドメイン様局在を示す NPH3-GFP の
局在と動態の解析から、光刺激に対するフォ
トトロピンマイクロドメインの反応性を調
べる。シロイヌナズナだけでなくコケ植物ゼ
ニゴケも材料とすることで、陸上植物におけ
るマイクロドメインにおけるフォトトロピ
ンシグナリングの普遍性を検証する。 
（１）NPH3 マイクロドメイン様局在の解析。 
NPH3-GFP の粒状構造が、フロチリンなど
の植物マイクロドメインマーカーと共
局在するか調べ、NPH3 のマイクロドメイ
ン局在を検証する。また、マイクロドメ
イン構造に影響を与えることが知られ
るステロールキレーターなどの薬剤を
用いて、NPH3-GFP のマイクロドメイン局
在をさらに裏付ける。青色光受容体フォ
トトロピンによる制御を調べるため、光
条件の変化あるいはさまざまなフォト
トロピンシグナリングの変異体におけ
る NPH3 マイクロドメイン様構造の挙動
を調べる。NCH1-GFP も一部粒状構造が
見られるので、NPH3-GFP と同様の解析
を行い、さらに NPH3 のマイクロドメイ
ン様構造との共局在の可能性を検証す
る。 

（２）マイクロドメイン局在と生理反応の関
係 
NPH3-GFP はほぼ粒状の構造だけに局在
するが、NCH1-GFP は細胞膜全体と粒状
の構造両方に局在する。NPH3 は光屈性
を制御するが葉緑体光定位運動に関与
しない。一方 NCH1 は葉緑体光定位運動
を制御するが光屈性に関与しない。この
局在の違いと制御する反応が違いとの
関連を調べるため、これらの間のキメラ
タンパク質を各変異体で発現させるこ
とにより、キメラタンパク質の局在と変
異体における光屈性と葉緑体光定位運
動反応を調べる事により、マイクロドメ
イン局在と各変異体の生理現象の相関
関係を調べる。また RPT2-GFP は細胞膜

全体に局在し粒状の構造を形成しない
ので、RPT2 と NPH3, NCH1 との間のキ
メラタンパク質を発現する形質転換体
も作成し、同様の解析を行う。 
 

（３）NPH3 マイクロドメイン様構造のプロテ
オーム解析 
NPH3 マイクロドメイン様構造にはフォ
トトロピンシグナリングに関わる因子
が存在する可能性が高いので、NPH3-GFP 
形質転換体や抗体を利用して、細胞膜画
分あるいは界面活性剤抵抗性細胞膜画
分から NPH3 マイクロドメイン様構造に
含まれるタンパク質のプロテオーム解
析を行う。RPT2 と NCH1 でも同様の実験
をおこなうことにより、光屈性、葉緑体
光定位運動、葉の展開の各生理反応にお
ける信号伝達系の経路を明らかにし、フ
ォトトロピンシグナリングの分岐点を
明らかにする。 

 
４．研究成果 
（１）RPT2 の葉緑体運動における機能の解
明 
 nch1 変異体では野生型と比べて弱いもの
の集合反応が誘導されるので、NCH1 と冗長
的に機能する NPH3 様タンパク質の存在が示
唆された。多重変異体の解析から nch1 と
rpt2 の二重変異体（rpt2nch1）で集合反応
を完全に欠損することがわかった。逃避反応
を欠損する phot2 変異体との三重変異体
（phot2rpt2nch1）では、フォトトロピンを
欠損する phot1phot2 二重変異体同様集合反
応と逃避反応両方を欠損していた。これまで
RPT2 は葉緑体運動に関与していないと報告
されていたが、本研究により、RPT2は NCH1 と
ともに集合反応を制御することが示された
（論文投稿中）。 
 
（２）NPH3, NCH1, RPT2 のフォトトロピン
シグナリングにおける機能分担の解析 
 これまで NPH3 と RPT2 は光屈性と葉の展開
に特異的で、葉緑体運動と気孔開口には関与
しないと報告されていた。本研究により、 
NCH1 が葉緑体集合反応の制御因子として同
定され、RPT2 も集合反応に関与することが示
された。そこで NPH3, NCH1, RPT2 のフォト
トロピンに制御される現象への関与を調べ
るために、nph3,rpt2,nch1 の間の多重変異体
を作成し、変異体における光屈性、葉緑体運
動、気孔開口、葉の展開を解析した。 
 nph3 変異体は単独で光屈性を完全に失っ
ているが、rpt2 変異体は弱い青色光下でわず
かながら光屈性を示すことが知られている。
nch1 変異体は野生型同様の光屈性を示し、
rpt2nch1 二重変異体は rpt2 変異体と同程度
の光屈性反応を示した。このことから、NCH1 
は光屈性には関与しておらず、光屈性におい
ては RPT2 と冗長的に機能しないことが示さ
れた。 



 葉の展開に関しても、nch1 変異体は野生型
同様に葉が平に成長し、rpt2nch1 二重変異体
は rpt2 変異体と同程度の葉のカールを示し
たので、NCH1 は葉の展開にも関与していない
ことがわかった。 
 nph3,rpt2,nch1 の間の多重変異体すべて
で野生型同様の青色光依存の気孔開口反応
を示した。このことから少なくともこれらの
NPH3 様タンパク質は気孔開口反応に関与し
ていないことがわかった。 
 上記のように rpt2nch1 二重変異体は集合
反応を完全に欠損しているが、逃避反応はほ
ぼ正常に起きる。逃避反応は nph3rpt2nch1
三重変異体でも rpt2nch1 二重変異体と同程
度に見られたので、これらの NPH3 様タンパ
ク質は葉緑体逃避反応に関与していないこ
とがわかった（論文投稿中）。 
 
（３）NPH3 と NCH1 の細胞膜におけるマイク
ロドメイン様局在の観察 
 シロイヌナズナを材料として NPH3 とその
ホモログ NPL3 の GFP 融合タンパク質の細胞
内局在を観察したところ、どちらのタンパク
質も葉の表皮細胞の細胞膜上でマイクロド
メイン様のドット状構造に局在することが
これまでわかっていた。本研究では、特に発
現量が多く観察しやすい NPH3-GFP を中心に
解析を行った。NPH3-GFP は葉の表皮細胞だ
けでなく、葉肉細胞や孔辺細胞、黄化芽生え
の胚軸表皮細胞など観察したすべての細胞
でマイクロドメイン様局在を示した。マイク
ロドメイン様構造は観察中大きな移動を示
さないが、ブラウン運動様な動きを示した。
さらに、レーザーによる光褪色後の蛍光が粒
状構造があった同じ位置に回復したことか
ら、NPH3-GFP はマイクロドメイン様構造内で
絶えずタンパク質の交換を行っていること
が示唆された。黄化芽生えの胚軸表皮におけ
る光照射実験で、光照射後一部の NPH3-GFP 
が細胞質中に局在変化を示した。この光照射
後の細胞質への局在は、最近 PLANT CELL 誌
に発表された Haga et al. (2015)で詳細に記
載されている YFP-NPH3 の挙動と同じ現象で
あると考えられる。 
 RPT2-GFP では NPH3-GFP でみられたよう
なマイクロドメイン様構造は見られず、細胞
膜に均一に分布する様子が観察された。一方
NCH1-GFP では、マイクロドメイン様構造が観
察された。ゼニゴケの NCH1 ホモログ MpNCH1 
と蛍光タンパク質シトリンの融合タンパク
質（MpNCH1-Citrine）をゼニゴケで発現させ
たところ、シロイヌナズナ NCH1-GFP 同様、
MpNCH1-Citrine も細胞膜でマイクロドメイ
ン様構造を形成することがわかった。ゼニゴ
ケ MpNCH1 のノックアウトラインは シロイ
ヌナズナ rpt2nch1 二重変異体同様集合反応
を欠損しているが、ノックアウトラインにお
ける MpNCH1-Citrine の発現により、集合反
応の欠損が回復した。この結果から、
MpNCH1-Citrine はゼニゴケにおいて機能的

であり、マイクロドメイン様局在は MpNCH1
の機能において重要な役割を果たすことが
示唆された（論文準備中）。 
  
（４）NCH1 のフォトトロピン依存の青色光に
よる脱リン酸化の可能性 
 シロイヌナズナの NPH3 は暗黒下で未同定
のキナーゼによりリン酸化されており、フォ
トトロピン依存で青色光により脱リン酸化
されることが知られている。暗黒処理サンプ
ルと青色光照射したサンプルで NCH1 タンパ
ク質をウエスタンブロットにより調べたと
ころ、野生型において暗黒下と比べて青色光
照射後に NCH1 のバンドの移動度がわずかに
速いことがわかった。光照射による NCH1 の
バンドの移動度の差は rpt2 変異体では観察
されたが、phot1phot2 二重変異体では検出さ
れなかった。これらの結果から、NCH1 も NPH3
同様にフォトトロピン依存で青色光により
脱リン酸化する可能性が示唆された。NCH1 
バンドの移動度の差がリン酸化に起因して
いるか調べるため、フォスファターゼ処理に
より検証する予定である（論文準備中）。 
 
（４）NPH3 と NCH1 のプロテオーム解析 
 シロイヌナズナの NPH3-GFP と NCH1-GFP ラ
インを用いて、GFP 抗体カラムにより精製す
る予定である。NPH3-GFP と NCH1-GFP ライン
のウエスタンブロットの結果、分解産物と考
えられる産物が検出されたので、精製条件を
検討する必要がある。また、どちらのタンパ
ク質も光によりリン酸化状態が変化するの
で、抽出時の光条件や、フォスファターゼ阻
害剤の有無などを検討する必要性もある。ゼ
ニゴケにおいても MpNPH3 と MpNCH1 のプロテ
オ ー ム 解 析 の た め MpNPH3-Citrine と
MpNCH1-Citrine ラインを作出した。上記のよ
うに MpNCH1-Citrine のマイクロドメイン様
局在を観察できたが、GFP 抗体を用いたウエ
スタンブロッティングにより NCH1-Citrine
のバンドを検出できていないので、タンパク
質の抽出の条件検討を行う予定である。 
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