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研究成果の概要（和文）：乾燥ストレスに応答した気孔閉口運動を制御する孔辺細胞アブシジン酸シグナル伝達
において、カルシウムイオンは重要なセカンドメッセンジャーとして機能する。我々は、孔辺細胞アブシジン酸
シグナル伝達に関与するシロイヌナズナのカルシウムセンサータンパク質CPKとカルシウムイオンチャネルGCC1
の機能解析を進めた。

研究成果の概要（英文）：Guard cell abscisic acid signaling is responsible for drought-triggered 
stomatal closure response. It has been shown that cytosolic calcium funcions as a second messenger 
in guard cell abscisic acid signaling. We tried to charactarize calcium channels and calcium sensor 
kinases that are involved in guard cell abscisic acid signaling in Arabidopsis.

研究分野：農学
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１．研究開始当初の背景 
植物の葉の表皮には、「気孔」と呼ばれる
一組の孔辺細胞から成る小孔が存在する。乾
燥ストレス下で合成される植物ホルモンで
あるアブシジン酸（ABA）は、気孔の閉口を
誘導する働きを持ち、蒸散作用による水分損
失を抑制する。そのため ABA は、植物の乾燥
ストレス耐性の極めて重要な調節物質とし
て考えられている。 
ABA が孔辺細胞内で誘導する気孔閉口シグ
ナル伝達では、カルシウムイオン（Ca2+）が
セカンドメッセンジャーとして機能するこ
とが20年以上も前から知られている。ABAは、
孔辺細胞原形質膜の Ca2+輸送体である Ca2+チ
ャネルを活性化し、孔辺細胞内の細胞質遊離
Ca2+濃度（[Ca2+]cyt）の上昇を誘導する。この
[Ca2+]cytの上昇は、Ca

2+に依存して活性化する
Ca2+センサータンパク質（タンパク質リン酸
化酵素 CPK など）によって感知され、下流の
シグナルを順々に活性化していき、最終的に
気孔閉口応答を導く。過去の研究は、CPK な
どの Ca2+センサータンパク質の機能欠損は、
孔辺細胞ABAシグナル伝達に重大な影響を与
えることを報告している。そのため、Ca2+は
孔辺細胞ABAシグナル伝達において極めて重
要な働きを担っていることが明らかである
が、現在のところ、孔辺細胞で Ca2+動員を制
御する分子機構、Ca2+感知を制御する分子機
構は、共にほとんど理解されていない。 
 
２．研究の目的 
モデル植物であるシロイヌナズナを用い
て、気孔閉口運動を制御する孔辺細胞 ABA シ
グナル伝達で機能する Ca2+輸送体そして Ca2+

センサータンパク質を探索し、孔辺細胞 ABA
シグナル伝達に Ca2+依存性を付与する分子機
構の解明を行うことを本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 孔辺細胞 ABA シグナル伝達で機能する
Ca2+センサータンパク質の同定 
 Ca2 と結合することで活性化するタンパク
質リン酸化酵素である CPK は、気孔閉口で重
要な働きを担う陰イオンチャネルである
SLAC1 をリン酸化して活性化する。シロイヌ
ナズナのゲノムには、CPK をコードする遺伝
子が 34 個存在する。アフリカツメガエル卵
母細胞を用いた二電極膜電位固定法によっ
て、SLAC1 を活性化する CPK を選抜する。そ
の後、選抜された CPK に関して遺伝子破壊変
異体を作出し、その表現型を気孔の開度測定、
およびパッチクランプ法によって観察した。
同定した CPKが SLAC1 を直接リン酸化するか
どうかの確認は、リコンビナントタンパク質
を用いた in vitro キナーゼアッセイにより
行った。 
 
(2) 孔辺細胞 ABA シグナル伝達で機能する
Ca2+輸送体の同定 
 公開されている遺伝子発現データベース

や論文を参考にして、シロイヌナズナ孔辺細
胞に高発現する Ca2+輸送体ホモログ遺伝子を
選抜する。その後、選抜した Ca2+輸送体に関
して、遺伝子破壊変異体を作成し、その表現
型を解析した。表現型の解析には、まず ABA
誘導気孔閉口を観察するために気孔開度測
定を行った。次にパッチクランプ法により孔
辺細胞原形質膜の Ca2+輸送活性、Ca2+検出蛍光
タンパク質であるイエローカメレオンを用
いたイメージング実験により孔辺細胞内
[Ca2+]cyt変化をリアルタイムで観察した。 
 
(3) Ca2+に依存した孔辺細胞 ABA シグナル伝
達の in vitro 再構成実験 
 上記(1)、(2)で同定した Ca2+センサータン
パク質 CPK と Ca2+輸送体を、ABA シグナル伝
達 の 初 期 過 程 に 関 わ る ABA 受 容 体
PYR/PYL/RCAR、2C 型脱リン酸化酵素 PP2C、
タンパク質リン酸化酵素 OST1、陰イオンチャ
ネルSLAC1とともにアフリカツメガエル卵母
細胞に発現させ、ABA の受容から[Ca2+]cyt上昇、
そして下流のSLAC1チャネル活性化までのシ
グナル伝達の再構成実験を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 孔辺細胞 ABA シグナル伝達で機能する
Ca2+センサータンパク質の同定 
 アフリカツメガエル卵母細胞を用いた二
電極膜電位固定法の実験から、孔辺細胞に発
現する 4つの CPK（CPK5、CPK6、CPK11、CPK23）
が SLAC1のリン酸化と活性化に関与すること
が示唆された。そのため、この 4つの CPK 遺
伝 子 全 て を 破 壊 し た 4 重 変 異 体
cpk5cpk6cpk11cpk23 を作成し、その表現型解
析を行った。変異体では、ABA に依存した気
孔 閉 口 が 抑 制 さ れ て い た 。 ま た 、
cpk5cpk6cpk11cpk23 変異体の孔辺細胞では、
ABA 処理によって誘導される SLAC1 の活性化
が抑制されていた。さらに孔辺細胞を高 Ca2+

処理し、人為的に孔辺細胞内[Ca2+]cyt を上昇
させた時に誘導される SLAC1 活性化も、
cpk5cpk6cpk11cpk23 変異体では抑制されて
いた。以上の植物体を用いた結果は、今回同
定した４つの CPK が、孔辺細胞 ABA シグナル
伝達で機能する Ca2+センサータンパク質であ
ることを示唆している。さらに、リコンビナ
ントタンパク質を用いた in vitro キナーゼ
アッセイによっても CPKが SLAC1 を直接リン
酸化することが確認された。 
 
(2) 孔辺細胞 ABA シグナル伝達で機能する
Ca2+輸送体の同定 
 選抜した Ca2+輸送体の遺伝子破壊変異体を
用いて気孔開度測定を行い、ABA 誘導気孔閉
口が損なわれている変異体 GCC1（Guard cell 
Ca2+ Channel 1）を単離した。パッチクラン
プ法を用いた解析の結果、GCC1 変異体では、
ABA に応答した孔辺細胞原形質膜 Ca2+チャネ
ル活性化にも異常が見られた。イエローカメ
レオンを用いて Ca2+イメージング実験を行っ



た結果、ABA に応答した孔辺細胞[Ca2+]cyt上昇
に GCC1 が実際に関与していることが明らか
となった。 
 
 (3) Ca2+に依存した孔辺細胞 ABA シグナル伝
達の in vitro 再構成実験 
 同定した CPK と GCC1 を、PYR/PYL/RCAR、
PP2C、SLAC1 とともにアフリカツメガエル卵
母細胞に導入してSLAC1活性を測定したとこ
ろ、ABA に応答した SLAC1 陰イオンチャネル
の活性化は観察された。しかし、Ca2+チャネ
ル GCC1 の活性化は観察されなかった。この
結果から、GCC1 の活性化には未知の因子が関
与していることが示唆された。現在、その探
索を進めているところである。 
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