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Ｓｅｖｅｒａｌｐｒｏｔｅｉｎｓ ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ90，75，52ａｎｄ31ｋＤａｉｎｔｈｅｉｓｏｌａｔｅｄｐｌａｓｍａ ｍｅｍｂｒａｎｅ

ｆｒａｃｔｉｏｎｗｅｒｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆ25ｐＭＣａ2＋ａｔ200Ｃ．Ｔｈｅ31ｋＤａｐｒｏｔｅｉｎｔｈａｔ

ＷａＳＰｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｉｔ2血ａｎｄ元＝血相ａｔ200Ｃ，ｒｅａＣｔｅｄｃｌｅａｒｌｙｗｉｔｈａｐｒｅｐａｒｅｄａｎｔｉ・Ｐｌａｓｍａ

ｍｅｍｂｒａｎｅａｑｕａｐｏｒｉｎ（ＰＭ・ＡＱＰ）ｒａｉｓｅｄａｇａｉｎｓｔａｃｏｎｓｅｒｖｅｄａｍｉｎｏａｃｉｄｓｅｑｕｅｎｃｅｐｒｅｓｅｎｔｉｎ

ｍａｎｙ ｐｌａｎｔ ＰＭ・ＡＱＰｓ，ａｎｄ ｔｈｕｓｉｔ ｗａｓ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｐｕｔａｔｉｖｅ ＰＭ－ＡＱＰ．Ｔｈｉｓ

Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ＰＭ・ＡＱＰ ｒｅａｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｎｔｉ・Ｐｈｏｓｐｈｏ・Ｓｅｒ．Ａ45ｋＤａ Ｃａ2＋－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ（ＣＤＰＫ）ｉｎｔｈｅｉｓｏｌａｔｅｄｐｌａｓｍａｍｅｍｂｒａｎｅｗａｓｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄｂｙｉｎ・ｇｅｌａｓｓａｙｌ

ＴｈｕｓｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｐｕｔａｔｉｖｅＰＭ・ＡＱＰｂｙｔｈｅＣＤＰＫｗａｓｔｈｏｕｇｈｔｔｏａｃｔｉｖａｔｅｔｈｅ

ｗａｔｅｒｃｈａｎｎｅｌｃｏｍｐｏｓｅｄｏｆＰＭ・ＡＱＰ．Ｗａｔｅｒｔｈｅｎａｃｃｕｍｕｌａｔｅｄｉｎｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍｏｆｔｈｅｐｅｔａｌｓ，

ｒｅｓｕｌｔｉｎｇｉｎｐｅｔａｌｏｐｅｎｉｎｇ．Ｄｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＰＭ・ＡＱＰ ｏｃｃｕｒｒｅｄｉｎｔｈｅ

ＣＯｕｒＳｅ Ｏｆ ｐｅｔａｌ ｃｌｏｓｉｎｇ ｗｈｅｎ ｔｈｅ　ｆｌｏｗｅｒｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ　ｆｒｏｍ　200Ｃ ｔｏ　50Ｃ，ａｎｄ

ｄｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ＰＭ・ＡＱＰ ｗａｓ ｓｕｐｐｏｓｅｄ ｔｏｉｎａｃｔｉｖａｔｅ ｔｈｅ ｗａｔｅｒ

Ｃｈａｎｎｅｌｔｏｉｎｔｅｒｒｕｐｔｔｈｅｗａｔｅｒｔｒａｎｓｐｏｒｔｔｏｔｈｅｃｙｔｏｓｏｌ，1ｅａｄｉｎｇｔｏｔｈｅｐｅｔａｌｃｌｏｓｉｎｇ．Ｂｕｔｔｈｅ

ＣＯｎｔｅｎｔＯｆＰＭ・ＡＱＰｗａｓｆｏｕｎｄｔｏｒｅｍａｉｎａｌｍｏｓｔｃｏｎｓｔａｎｔｌｅｖｅｌｉｎｂｏｔｈｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ．

Ａｐｒｏｔｅｉｎｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｈｏｌｏｅｎｚｙｍｅ（38，65，ａｎｄ75ｋＤａ）ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎａｎｄａｆｒｅｅｃａｔａｌｙｔｉｃ

ｓｕｂｕｎｉｔ（38ｋＤａ）ｗｅｒｅ ｐｕｒｉｆｉｅｄｆｒｏｍ ｔｕｌｉｐ ｐｅｔａｌｓ ｂｙ ａｎａｌｙｚｉｎｇ ｔｈｅｉｒ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｔｏｗａｒｄ

Ｐ・ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ．Ｔｈｅｓｅ ｅｎｚｙｍｅ ＰｒｅＰａｒａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ａｓ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ　2Ａ（ＰＰ2Ａ）ｂｙ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ａｎｄｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ．Ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ

ｍｅｍｂｒａｎｅｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｔｈｅｐｕｔａｔｉｖｅＰＭ・ＡＱＰｗａｓｐｒｅｐａｒｅｄｆｒｏｍｔｕｌｉｐｐｅｔａｌｓ，Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ

ｉｎ　血，ａｎｄ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｆｏｒ ｂｏｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｐｕｒｉ丘ｅｄ ＰＰ2Ａ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ．Ｂｏｔｈ

ＰｒｅＰａｒａｔｉｏｎｓ ｄｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ ＰＭ・ＡＱＰ ａｔ　200Ｃ，ｂｕｔ ｏｎｌｙ　ｔｈｅ

ｈｏｌｏｅｎｚｙｍｅＰｒｅＰａｒａｔｉｏｎａｃｔｅｄａｔ50ＣｏｎｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄＰＭ・ＡＱＰｗｉｔｈｈｉｇｈｅｒｓｕｂｓｔｒａｔｅ

ＳＰｅＣｉ丘ｃｉｔｙ；ＳｕｇｇｅＳｔｉｎｇｔｈａｔｒｅ官ｕｌａｔｏｒｙｓｕｂｕｎｉｔｓａｒｅｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒｌｏｗｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
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論文審査　の　結果　の　要　旨

植物の運動としては、オジギソウの葉身が閉じることや気孔の開閉などがよく知られており、

光、イオンチャンネル、植物ホルモンなどの関与と孔辺細胞での膨圧変化、さらには関与する組

織の可塑性などが研究されている。本研究では、チューリップの大型花弁が可逆的に開閉するこ
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とに着目し、この現象を植物の運動の一環として捉えたことが端緒となっている。

①　まず、チューリップ花弁の開閉運動が温度依存的であり、光はまったく関与しないことを

明らかにした。すなわち、暗所で、あらかじめ閉じている花弁を20℃に移動させること

で花弁は開き、開いた花を5℃に戻すと閉じることを観察した。開花時には、茎から3Ｈ20

が花梗を経由して花弁へと移動し、閉じる過程では花弁内の3Ｈ20が減少したが、茎を経

由して戻るわけではなく、蒸散によって減少したと考察された。花弁の開花時には水分が

蒸散で失われており、チューリップが水を大量に要求する花であるゆえんであろう。さら

に温度依存的な開花がカルシウムのチャンネルブロッカーやキレート剤で見事に阻害さ

れることから、20℃で細胞内カルシウム濃度が上昇しタンパク質のリン酸化が関与して水

の移動が起こっている可能性を想定した。

②　細胞間の水の移動には、単細胞生物から高等動物にいたるほぼすべての生物に共通して存

在するアクアポリンと呼ばれる膜貫通型のタンパク質が関与しており、水チャンネルを構

成している。発見者は2003年度のノーベル賞を受賞した。高等植物には細胞膜と液胞膜

に多型で存在している。またリン酸化を受けて水チャンネルが活性化することが知られて

いる。チューリップ花弁から膜画分を調製し、γ・32Ｐ・ＡＴＰでリン酸化させると25〟′Ｍカ

ルシウム存在下で細胞膜の90，75，52，31ｋＤａのタンパク質がリン酸化されることが明ら

かとなった。これらのリン酸化は20℃のｉｎｖｉｖｏでも起きていることを確認した。分子量

からアクアポリンの候補として31ｋＤａのバンドに着目した。広範な植物の細胞質型アク

アポリンに共通するアミノ酸配列部分を抗原として調製した抗体に対して31Ｄａのみが

反応した。またこのバンドはリン酸化セリンに対する抗体とも反応した。また閉じた状態

の花弁では、リン酸化の程度が低いことも確認した。’ＩｎＧｅｌＡｓｓａｙの結果は細胞膜画分に

45ｋＤａのカルシウム依存タンパクリン酸化酵素の存在を示した。

③　チューリップ花弁から細胞膜型アクアポリンの全長1151ヌクレオチドのｃＤＮＡをクロー

ニングした。このうちの858ヌクレオチドがコードする286アミノ酸配列が30515．01の

分子量で、他の植物由来の細胞質型アクアポリンと87％以上の相同性を示した。疎水性

プロットにより、6カ所の膜貫通領域が明らかとなり、さらにすべてのアクアポリンに共

通して存在するＮＰＡモチーフがループＢとループＥに存在していた。これらの結果は、

クローニングしたｃＤＮＡがチューリップ花弁の細胞膜のアクアポリンをコードすること

を強く示唆した。

④　チューリップ花弁は温度依存的に開閉する。開花の場合はアクアポリンがリン酸化され、

水チャンネルが活性化される。逆反応、すなわち閉じる過程ではアクアポリンが脱リン酸

化されるので、リン酸化タンパク質脱リン酸化酵素に着目した占　ミクロシスチンーアフィ

ニテイクロマトでホロ型（38，65，75ｋＤａ）と触媒サブユニット（38ｋＤａ）を精製した。これ

らの精製漂品は阻害剤への応答から、タンパク脱リン酸化酵素2Ａであると結論した。両

標品は20℃では、チューリップ花弁のリン酸化されたアクアポリンを脱リン酸化した。

しかしながら、興味あることに5℃では、触媒サブユニットは活性を示さなかったが、ホ
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ロ酵素はリン酸化アクアポリンを脱リン酸化し、さらに52ｋＤａバンドには脱リン酸化能

を示さなかった。これらの結果は、ホロ型酵素の調節サブユニットが低温を直接感知し、

リン酸化されたアクアポリンを脱リン酸化できることを示している。

⑤　これらの結果を統合して、以下のことがチューリップ花弁の開閉のメカニズムとして提示

された。花弁が20℃を感知すると細胞内のカルシウム濃度が上昇し、細胞膜に結合した

カルシウム依存タンパクリン酸化酵素によりアクアポリンがリン酸化されて、水チャンネ

ルが開き、細胞質に水が流入することで、花弁下部の膨圧が上昇して花弁が開き、開花状

態では水の蒸散が続くがその減少分は継続的な補充で賄われている。一方、閉じる過程で

は、低温（5℃）をタンパク脱リン酸化酵素2Ａの調節サブユニットが感知し、アクアポリン

を脱リン酸化し、水チャンネルが閉じられる。水の補充が停止するが、しばらく継続する

蒸散によって膨圧が低下して花弁が閉じる。

本研究は、花弁の開閉運動のメカニズムを生化学的、分子生物学的に解明したものであり、ア

クアポリンのリン酸化・脱リン酸化の関与を明らかにした。園芸植物の開花生理や、作物の開花調

節に応用できる多くの知見を含んでいる。また、20℃の感知メカニズム、さらにはタンパク脱リ

ン酸化酵素の調節サブユニットによる低温感知機能の分子レベルでの解析など、多くの興味ある

知見を提案している。審査委員会は、全委員が一致して、本研究の成果とその内容を評価し、学

位論文として十分な価値があると判断した。
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