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要旨 

 

植物の適切な生育にはエネルギーの生産と消費、貯蔵のバランスをとることが重要であ

る。そのためには、エネルギー生産源の光合成活性を認識して、それに応じて細胞成長や

細胞分裂などの様々な細胞活動を調節する必要がある。例として、光合成の電子伝達系の

酸化還元状態に依存した遺伝子発現制御や、光合成産物の糖がシグナルとして細胞周期を

制御することなどが知られている。しかし、植物の成長を光合成と調和させるシグナリン

グ機構については依然不明な点が多い。そこで、本研究では光合成の刺激に応答するシグ

ナル伝達因子を同定するために、モデル植物の苔類ゼニゴケ Marchantia polymorphaを用

いてリン酸化プロテオーム解析を行った。暗処理した植物体に光照射することでリン酸化

レベルが変動し、かつ光合成阻害剤存在下ではその変動が見られないリン酸化ペプチドを

探索した。同定したリン酸化ペプチドの中には、過去に光合成依存的なリン酸化が報告さ

れているものが実際に含まれていた。シグナル伝達因子候補として新奇プロテインキナー

ゼに注目し、PHOTOSYNTHESIS-RELATED RAF (MpPRAF) と名付けた Raf様キナーゼの

機能解析を行った。MpPRAFはゼニゴケでは唯一 B4グループに分類された。他の植物に

おいて B4グループの Raf様キナーゼについて光合成に関連した機能は報告されていなか

った。多くの B4グループのキナーゼと同様にMpPRAFは N末端側にタンパク質相互作用

に機能することが予想される PB1ドメインを、C末端側にプロテインキナーゼドメインを

もつ。 

MpPRAFのリン酸化状態について詳細に解析するため抗MpPRAF抗体を作製した。生

化学的解析を行い、光合成活性依存的なMpPRAFのリン酸化を確かめた。また、光照射に

よってリン酸化されたMpPRAFは、暗所において脱リン酸化されることを明らかにした。

MpPRAFのリン酸化状態は光合成活性に応答して制御されていることが示唆された。 

次に、生理的な機能を調べるために相同組換えと CRISPR/Cas9ゲノム編集システムによ

り Mppraf変異株を作出した。Mppraf変異株では成長遅延がみられた。炭水化物の測定に

より、Mppraf変異株のデンプンの高蓄積とスクロースの減少が示された。デンプンの高蓄

積がMppraf変異株の表現型の原因か確かめるためにMppraf変異株背景でデンプン生合成

に重要な葉緑体局在型ホスホグルコムターゼ（MpPGM1)の変異株を作出した。Mppraf 

Mppgm1二重変異株において、デンプン高蓄積の表現型は抑圧されたが、成長遅延とスク

ロース減少は抑圧されなかった。そのため、Mppraf変異株におけるデンプン高蓄積はスク

ロース減少の二次的な効果であることが示唆された。さらに、スクロース添加により野生

型株では内生のスクロース量が増加したが、Mppraf変異株では増加がみられなかった。ス

クロース添加培地においてもMppraf変異株の成長はさほど回復せず、スクロース非含有

培地における野生型株に比べてずっと遅いままだった。Mppraf変異株ではスクロースの生

合成と蓄積の両方が著しく損なわれていることが示唆された。また、Mppraf変異株では光

合成電子伝達が低下しており、多面的な表現型がみられた。 
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MpPRAFの分子的な機能を調べるために、キナーゼ活性を不活性化させる変異としてよ

く用いられるアミノ酸置換を加えた変異型MpPRAFD1540Nを用いて相補実験を行った。野

生型MpPRAFを導入すると成長遅延やデンプンの高蓄積といったMppraf変異株の表現型

は相補されたが、キナーゼ失活型のMpPRAFD1540Nを導入した場合は相補されなかった。

そのため、MpPRAFは生体内でプロテインキナーゼとして機能することが必要であること

が示唆された。また、光照射をしてもMpPRAFD1540Nのリン酸化は誘導されなかった。

MpPRAF自身のキナーゼ活性が光合成依存的なリン酸化にも必要であることが示唆され

た。 

この研究においてMpPRAFは光合成の刺激によりリン酸化されることと、糖代謝を制御

するプロテインキナーゼであることを明らかにした。今後プロテインキナーゼである

MpPRAFの活性化因子と基質を同定することで、MpPRAFの関わる光合成シグナル経路の

解明が進むことが期待される。 
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略語表 

 

ADG1  ADP-GLUCOSE PYROPHOSPSHORYLASE 1 

ADPG  ADP-glucose 

AGPase  ADP-glucose pyrophosphorylase 

b  base 

BHP  BLUE LIGHT-DEPENDENT H+-ATPASE PHOSPHORYLATION 

BLAST  Basic Local Alignment Search Tool  

bp  base pair 

Cas9  CRISPR-associated endonuclease 9 

CBC  CONVERGENCE OF BLUE LIGHT AND CO2  

CCFL  cold cathode fluorescent lamp 

CIAP  calf intestine alkaline phosphatase 

CRISPR  clustered regularly interspaced short palindromic repeats 

DCMU  3-(3,4-dichlorophenyl)-1,1-dimethylurea 

EF  ELONGATION FACTOR1 ALPHA  

ETR  electron transport rate 

F1,6BPase fructose-1,6-bisphosphatase 

F1,6BP  fructose-1,6-bisphosphate 

F2,6BPase fructose-2,6-bisphosphatase 

F2,6BP  fructose-2,6-bisphosphate 

F6P  fructose-6-phosphate 

F6P,2K  fructose-6-phosphate-2-kinase 

FASP  filter-aided sample preparation 
FLV  flavodiiron proteins 

G1P  glucose-1-phosphate 

G6P  glucose-6-phosphate 

gRNA  guide RNA 

HA  H+-ATPase 

hpt  hygromycin phosphotransferase 

HT1  HIGH LEAF TEMPERATURE 1 

kDa  kilo dalton 

LC-MS/MS liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

LED  light emitting diode 

MBP  maltose-binding protein 

NADH  nicotinamide-adenine dinucleotide reduced form 
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NDH  NADH dehydrogenase-like 

NPQ  nonphotochemical quenching 

PAGE  polyacrylamide gel electrophoresis 

PAM  protospacer adjacent motif 

PB1  Phox and Bem1 

PFD  photon flux density 

PGI  phosphoglucoisomerase 

PGM  phosphoglucomutase 

phot  phototropin 

Pi  inorganic phosphoric acid 

PRAF  PHOTOSYNTHESIS-RELATED RAF 

RAF  rapidly accelerated fibrosarcoma 

RT-PCR  reverse transcription-PCR 

SDS  sodium dodecyl sulfate 

SMART  simple modular architecture research tool 

SPP  sucrose-phosphate phosphatase 

SPS  sucrose phosphate synthase 

SS  starch synthase 

STY  Ser/Thr/Tyr kinase 

S6P  sucrose-6-phosphate 

TEM  transmission electron microscopy 

TP  triose phosphate 

TPT  TRIOSE PHOSPHATE/PHOSPHATE TRANSLOCATOR 

TOR  TARGET OF RAPAMYCIN 

UDPG  UDP-glucose 

UGPase  UDP-glucose pyrophosphorylase 
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序論 

 

光合成や光合成産物からのシグナル 

植物において光は不可欠なエネルギー源である。光合成によって ATP や還元力が産生さ

れ、その化学エネルギーが炭素固定に利用され、デンプンやスクロース、細胞壁多糖のよう

な炭水化物がつくられる。炭水化物は分解されて化学エネルギーを産生したり、細胞骨格の

炭素源となったりして細胞分裂や成長など様々に利用される。最適な成長を実現するため

に、植物はエネルギーと炭水化物の生産と消費、貯蔵の均衡をとる必要がある。光合成活性

に関連して調節される様々な応答が知られている。例えば、空気の出入り口として光合成に

も重要な気孔について、光合成が進行していると気孔がより開口すること (Suetsugu et al., 

2014) や、機能的な葉緑体が気孔の開閉に不可欠であること (Negi et al., 2018)が報告されて

いる。また、光合成産物である糖がシグナル分子としても機能している。気孔開口、細胞伸

長、細胞内 pHの恒常性維持などの多様な反応に関与する細胞膜プロトンポンプ (Duby and 

Boutry, 2009) を糖が活性化する (Okumura et al., 2012; 2016)。さらに、糖は腋芽の成長制御

因子であり、頂芽優勢に影響する (Mason et al., 2014)。子葉由来の光合成産物のスクロース

は地上部だけでなく根の伸長も促進する (Kircher and Schopfer, 2012)。光合成産物のグルコ

ースも TARGET OF RAPAMYCIN (TOR) シグナリングを駆動して根端メリステムを活性化

する (Xiong et al., 2013)。 

光合成からのシグナルにはレトログレードシグナルもある。例えば、チラコイド膜中のプ

ラストキノンプールの還元状態により、特にスプライシング関連因子の選択的スプライシ

ングが制御され、多くの核コード遺伝子の選択的スプライシングが変わる (Petrillo et al., 

2014)。また、強光ストレスにより葉緑体でつくられる活性酸素種が細胞死またはストレス

順化を引き起こす (Ramel et al., 2012)。このように光合成の過程や光合成産物からの刺激に

対して植物は応答している (図 1)。 

 

図 1 光合成の過程や光合成産物が影響を与える反応 
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炭素分配の制御 

スクロースやデンプンの量は光合成活性と関連して制御されている。シロイヌナズナを

含む多くの植物が昼間、葉にデンプンを蓄積し、炭素を供給するために夜間にデンプンを分

解する (図 2; Caspar et al., 1985; Gibon et al., 2004; 2009; Streb and Zeeman, 2012)。光合成が盛

んなときのスクロース合成のオーバーフローとしてデンプンが合成される種もあるが、光

合成活性が低いときにもデンプン合成酵素を活性化して合成する種もある。オーバーフロ

ーモデルでは、葉において高濃度のスクロースが蓄積するとフルクトース 2,6-ビスリン酸 

(F2,6BP) も増加し、フルクトース 1,6ビスホスファターゼ (F1,6BPase) が阻害される。フル

クトース 1,6 ビスリン酸 (F1,6BP) のフルクトース 6 リン酸 (F6P) と無機リン酸 (Pi) への

加水分解が阻害された結果、細胞質の Pi が減少する。光合成産物の葉緑体外への輸送は主

に triose phosphate/phosphate translocator (TPT) によるトリオースリン酸 (TP) と Piの交換輸

送に担われている。そのため、Pi が不足すると葉緑体内に光合成産物がとどまることにな

り、デンプンの合成が促進される (Stitt et al., 1983; 1984; Flügge et al., 2003)。 

デンプン欠乏変異体の遺伝学的スクリーニングにより、phosphoglucomutase (PGM) や 

ADP-glucose pyrophosphorylase (AGPase) といったデンプンの合成に重要な酵素遺伝子が単

離されている (Caspar et al., 1985; Lin et al., 1988)。デンプン合成の調節のために、光やスク

ロースが AGPaseの還元依存的な活性化を引き起こす (Michalska et al., 2009)。また、主要穀

物を含む他の植物では、葉における主な貯蔵物質としてスクロースを使っているものもあ

る。Sucrose phosphate synthase (SPS) はスクロース生合成に重要な酵素である。イネ (Hashida 

et al., 2016) とシロイヌナズナ (Bahaji et al., 2015) において、SPS活性の低下はデンプンの

蓄積を引き起こす。反対に SPSの過剰発現は、シロイヌナズナにおいてスクロース/デンプ

ン比を上昇させる (Signora et al., 1998)。SPS活性はアロステリック制御と可逆的なリン酸化

により制御されている (Huber and Huber, 1992a; 1992b; 1996)。このように光合成活性の変化

に適応するために、デンプンとスクロース間の炭素分配は代謝物による競合阻害や生合成

酵素の翻訳後修飾といった多段階の制御を受けている。 
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図 2 デンプンの代謝とスクロース合成の模式図 

昼 (A) のデンプンとスクロースの合成と夜 (B) のデンプンの分解の代謝物を黒色で、酵素

を下線付きの橙色で示す。Streb and Zeeman (2012) と Bahali et al.(2015) をもとに作成した。

ADPG: ADPグルコース、AGPase: ADPグルコースピロホスホリラーゼ、F1,6BPase:フルクト

ース 1,6ビスホスファターゼ、F2,6BPase :フルクトース 2,6ビスホスファターゼ、F1,6BP:フ

ルクトース 1 ,6ビスリン酸、F2,6BP:フルクトース 2 ,6ビスリン酸、F6P:フルクトース 6リ

ン酸、F6P,2K:フルクトース 6リン酸 2キナーゼ、G1P:グルコース 1リン酸、G6P:グルコー

ス 6リン酸、PGI:ホスホグルコイソメラーゼ、PGM:ホスホグルコムターゼ、Pi:無機リン酸、

SPP:スクロースリン酸ホスファターセ、SPS:スクロースリン酸シンターゼ、S6P:スクロース

6リン酸、SS:スターチシンターゼ TP:トリオースリン酸、TPT:トリオースリン酸トランスロ

ケーター、UDPG: UDPグルコース、UGPase: UDPグルコースピロホスホリラーゼ。 
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苔類ゼニゴケ 

本研究において、陸上植物の基部に位置する苔類ゼニゴケ (Qiu et al., 2006; Puttick et al., 
2018) を用いて光合成からのシグナルを伝達する新規因子の同定を目指した。ゼニゴケを用

いた研究から、植物の進化における応答や制御メカニズムの保存性と多様性、また進化的な

起源を解明する糸口が得られている。例えば、最近では植物ホルモンのオーキシンまたは祖

先的なジャスモン酸シグナリングや、赤色光/遠赤色光シグナリングが報告されている。 
(Monte et al., 2018; Mutte et al., 2018; Inoue et al., 2019) 。多くの制御遺伝子ファミリーの遺伝

的冗長性の低さとゲノム情報の整備、効率的な形質転換法 (Ishizaki et al., 2013; 2015; 2016; 
Bowman et al., 2017; Sugano and Nishihama, 2018; Sugano et al., 2018) によりゼニゴケは分子生

物学のモデル植物に適している。 

苔類ゼニゴケの光合成電子伝達や、光合成が関わる応答についても報告されている。被子

植物において、光化学系 Iと超複合体を形成し、循環的電子伝達経路や葉緑体呼吸を仲介す

る NADH dehydrogenase-like (NDH) 複合体の構成因子はゼニゴケにも一部保存されている。

被子植物とは異なり、NDH複合体が光化学系 I複合体と相互作用しないが、ゼニゴケのNDH

複合体はシロイヌナズナと同様の電子伝達を行うことが示唆されている (Ueda et al., 2012)。

基部陸上植物のゼニゴケは、シアノバクテリアと同様に flavodiiron proteins (FLV) を保持し、

光化学系 Iを活性酸素種から保護するための代替的電子伝達反応も駆動する (Shimakawa et 

al., 2017)。紫外線や強い光合成有効放射によって光阻害が誘導され、クロロフィル量とカロ

テノイド量が減少するという報告がある (Soriana et al., 2019)。また、光照射や光合成産物の

糖によって、細胞膜プロトンポンプのリン酸化が誘導され活性化される (Okumura et al., 

2012; 2016)。光合成由来の糖は胞子の最初の細胞分裂も促進する (Nakazato et al., 1999)。ま

た、糖と光受容体由来のシグナルの協調による葉状体の再生のための細胞周期への再進入 

(Nishihama et al., 2015) の促進も報告されている。このように光合成由来のシグナリングは

ゼニゴケの成長においても重要である。 

 

Raf様キナーゼの光合成に関連した機能 

以下に述べるように、光合成依存的な応答の制御に関連した機能をもつ rapidly accelerated 

fibrosarcoma (Raf) 様キナーゼが報告されている。Rafは最初に動物で同定されたセリン/ス

レオニンキナーゼであり、成長因子由来の細胞分裂シグナルを伝達する (Daum et al., 1994)。

シロイヌナズナのゲノムには、Rafと相同性のあるキナーゼドメインをもつ Raf様プロテイ

ンキナーゼが 49 分子種コードされている。キナーゼドメインの N 末端側が長い B グルー

プ 4種類 (B1–B4) と、比較的 N末端側が短い Cグループ 7種類 (C1–C7) に分かれている 

(MAPK group, 2002)。苔類ゼニゴケにおいては Raf様キナーゼが 20分子種コードされ、B1–

B4と C1–C7の 11種類に分類されている (Bowman et al., 2017; 図 3A)。 
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図 3 キナーゼドメイン部分のアミノ酸配列に基づいた Raf様キナーゼの系統樹 

Bowman et al., 2017を改変。(A) Bグループと Cグループ全体の系統樹。(B) 拡大した B4

グループの枝。系統樹内の数字はブートストラップ確率を、バーはアミノ酸の置換率を示

す。 

 

それらのうち、シロイヌナズナの孔辺細胞で高発現している HIGH LEAF TEMPERATURE 

1 (HT1) と BLUE LIGHT-DEPENDENT H+-ATPASE PHOSPHORYLATION (BHP) 、

CONVERGENCE OF BLUE LIGHT AND CO2 1 (CBC1) と CBC2が気孔開閉の制御に関わる

ことが報告されている。HT1 (C5グループ) は CO2、BHP (C1グループ) は青色光と CO2、

C7グループの CBC1と CBC2は青色光に応答する (Hashimoto et al., 2006; Hayashi et al., 2017; 

Hiyama et al., 2017)。また、C2グループに分類される Raf様キナーゼの Ser/Thr/Tyr kinase 8 
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(STY8)、STY17、STY46が葉緑体輸送ペプチドをリン酸化すること (Martin et al., 2006) と

葉緑体分化を制御すること (Lamberti et al., 2011) が報告されている。以上のように、多様

なグループの Raf様キナーゼの、気孔開閉と葉緑体に関係した機能が解明されつつある。 

本研究では、光合成からのシグナルの伝達因子を同定し、光合成による植物の成長制御を

解明することを目的に研究を行った。還元力の産生や糖の合成など、光合成は複数の段階に

分けられる。本研究では複数の段階からのシグナルを検出できるように、光化学系 II の電

子伝達を阻害する 3-(3,4-dichlorophenyl)-1，1-dimethylurea (DCMU) を処理してリン酸化プロ

テオーム解析を行った。DCMU の有無によってリン酸化レベルが異なる光合成依存的なリ

ン酸化制御を受ける新規因子を探し、Raf様キナーゼを同定した。さらに、変異体の解析に

より、同定した Raf 様キナーゼが成長と炭素代謝の制御に重要な役割を果たすことを明ら

かにした。 
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結果 

 

光合成刺激に応答してリン酸化制御される Raf様キナーゼMpPRAFの同定 

 光合成からのシグナルを伝達する因子を同定するためのリン酸化プロテオーム解析を行

うにあたり、対照として用いる DCMUによる光合成阻害条件を設定するため、ゼニゴケの

Fv/Fm (光化学系 II 最大量子収率であり、光化学系 II の光阻害 の指標となる; Butler and 

Kitajima, 1975) に対する様々な濃度の DCMUの効果を調べた。恒常白色光下で 14日間生育

させ、暗所に移した野生型株に DCMUを与えたところ、濃度依存的な Fv/Fmの低下が見ら

れた (図 4)。リン酸化プロテオーム解析のサンプルには、顕著に光合成の電子伝達を阻害し

た 10 µM DCMUを用いることにした。 

 

図 4 DCMUによる光合成の阻害効果 

未処理の葉状体の Fv/Fmに対する DCMU処理した葉状体の Fv/Fmの割合。グラフは 5個

体の平均値、バーは標準誤差を示した。野生型株を恒常白色光下で 14日間生育させ、暗

所に移した。暗処理 2日目に溶媒の 0.1%エタノールまたは、1、10、100 µMの DCMUを

添加し 1日暗所での培養を続けた。暗処理 3日目に青色光(110 µmol photons m-2 s-1) を 10

分間照射した。光照射後、暗所に 30分以上置いてからクロロフィル蛍光を測定した。 

 

 

7日間恒常白色光下で生育させ 3日間暗処理したゼニゴケ葉状体と、暗処理後に青色光を

10分または 30分照射した葉状体を用いて、リン酸化プロテオーム解析を行った。対照とし

て、光照射 1日前に DCMU処理したサンプルを用いた。得られたリン酸化プロテオーム解

析結果の妥当性を評価するために、既知のリン酸化タンパク質の挙動を最初に確認した。ゼ

ニゴケの青色光受容体フォトトロピン (Mpphot) は青色光依存的に、細胞膜プロトンポンプ 

(MpHAs) は光合成依存的にリン酸化されることが報告されている (Komatsu et al., 2014; 

Okumura et al., 2012)。Mpphot由来のリン酸化ペプチドは DCMU処理に関係なく、青色光照
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射によってリン酸化レベルが上昇した (図 5A)。一方で、細胞膜プロトンポンプの一つであ

る MpHA2 由来のリン酸化ペプチドは青色光照射によりリン酸化レベルが上昇するが、

DCMU処理によりリン酸化レベルの上昇が抑制された (図 5B)。これらのリン酸化ペプチド

の挙動が過去の知見と一致していたため、実験条件と得られたデータセットの妥当性が確

認できた。 

 
図 5 MpphotとMpHA2のリン酸化制御 

Mpphotの 478番目のセリン (A) とMpHA2の 956番目のスレオニン (B) のリン酸化レベ

ル。野生型株を恒常白色光下で 7日間生育させ、暗所に移し 3日間おいた。暗処理 2日目

に一部のサンプルに 10 µM DCMUを与え (+)、残りは未処理のまま (-) 1日培養を続け、

青色光 (110 µmol photons m-2 s-1) を 10分または 30分間照射した。定量したリン酸化レベ

ルは 2を底とした対数軸に図示した。丸は生物学的 3反復の中央値を、バーはリン酸化レ

ベルの範囲を示す。グラフの上部に、タンパク質の名称と同定と定量が行われたリン酸化

ペプチドの配列を示す。pSと pTはリン酸化が予測された残基を示す。  
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MpHA2のように、DCMU未処理の場合にのみリン酸化レベルが変動する新奇リン酸化ペ

プチドの探索を行った。その中から、光照射 10 分の短時間でリン酸化レベルが変化した、

プロテインキナーゼをコードする Mapoly0013s0150 由来のリン酸化ペプチドに注目した 

(図 6A)。Mapoly0013s0150 は Raf 様プロテインキナーゼの B4 グループに分類される 

(Bowman et al., 2017; 図 3B)。ゼニゴケ属の遺伝子命名法 (Bowman et al., 2016) に従って

Mapoly0013s0150 を PHOTOSYNTHESIS-RELATED RAF (MpPRAF) と名付けた。SMART 

(Schultz et al., 1998) によるドメイン検索により、MpPRAFはN末端側に Phox and Bem1 (PB1) 

ドメイン、C末端側にキナーゼドメインを保持することが予測された (図 6B)。PB1ドメイ

ンはタンパク質相互作用に機能する動物、菌類、植物に広く保存されたドメインである 

(Sumimoto et al., 2007)。シロイヌナズナ、 アンボレラトリコポダ、ヒメツリガネゴケとクレ

ブソルミディウムの B4グループの Raf様キナーゼもMpPRAFと共通して、N末端側に PB1 

ドメイン、C末端側にキナーゼドメインが予測された (図 7)。SOSUI (Hirokawa et al., 1998) 

や ChloroP (Emanuelsson et al., 1999) の予測プログラムからは、MpPRAFの配列中にシグナ

ルペプチドや膜貫通領域、葉緑体輸送ペプチドは見い出されなかった。質量分析解析により

リン酸化が予測された 1248番目のセリン (セリン-1248) は保存性のない PB1ドメインとキ

ナーゼドメインの中間領域に位置しており、キナーゼドメインの 140 アミノ酸ほど上流だ

った (図 6B, 図 7C) 。 
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図 6  MpPRAFのリン酸化制御とMpPRAFの構造 

(A) MpPRAFの 1248番目のセリンのリン酸化レベル。図 4と同様に、野生型株を恒常白色

光下で 7日間生育させ、暗所に移し 3日間おいた。暗処理 2日目に一部のサンプルに 10 µM 

DCMUを与え (+)、残りは未処理のまま (-) 1日培養を続け、青色光 (110 µmol photons m-2 

s-1) を 10分または 30分間照射した。定量したリン酸化レベルは 2を底とした対数軸に図示

した。丸は生物学的 3反復の中央値を、バーはリン酸化レベルの範囲を示す。グラフの上部

に、タンパク質の名称と同定と定量が行われたリン酸化ペプチドの配列を示す。pS はリン

酸化が予測されたセリンを示す。 (B) MpPRAFタンパク質の模式図。Phox and Bem1 ( ) ド

メインを縞模様の四角形、キナーゼドメインを市松模様の四角形で示す。黒丸はリン酸化プ

ロテオーム解析においてリン酸化が予測された 1248番目のセリンを、両矢印は抗原として

用いた 718番目のセリンから 946番目のアラニンの領域を示す。 
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図 7 B4グループの Raf様キナーゼのアミノ酸のアライメント  

(A) アライメント 1-702番目。紫色の四角形は選択的スプライシングを受ける配列、赤色の

四角形は PB1 ドメインを示す。AmTr: Amborella trichopoda、At: Arabidopsis thaliana、kfl: 

Klebsormidium nitens、Mp: Marchantia polymorpha、Phpat: Physcomitrella patens。同一のアミノ

酸は黒色、相同性が 80%以上 100%未満のアミノ酸は濃い灰色、60%以上 80%未満のアミノ

酸は薄い灰色で強調している。  
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図 7 B4グループの Raf様キナーゼのアミノ酸のアライメント 

(B) アライメントの 703-1404番目。黄緑色の四角形は抗体の抗原として用いた領域を示

す。 
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図 7 B4グループの Raf様キナーゼのアミノ酸のアライメント  

(C) アライメントの 1405-2098番目。青色の四角形は光合成依存的なリン酸化が予測された

1248 番目のセリン、黄色の四角形はキナーゼドメインを示す。橙色のアスタリスクはキナ

ーゼ失活型変異体の作製に用いた、保存されたアスパラギン酸を示す。  
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 MpPRAF の光合成依存的なリン酸化をさらに検証するために、718–946 番目の MpPRAF

部分タンパク質を抗原として抗体を作製した (図 6B, 図 7B)。抗 MpPRAF 抗体を用いた免

疫ブロットにより、ゼニゴケの全タンパク質抽出液から特異的な 2 本のバンドが検出され

た (図 10E参照)。トランスクリプトームデータ (Bowman et al., 2017) から、MpPRAFには

コーディング領域に選択的スプライシングを受ける配列が予想されていた (図 8A)。そこで、

第 2 イントロンを挟むプライマーセット (MpPRAF_cds_F/MpPRAF_GT5_R) で RT-PCR を

行ったところ、スプライシングを受けて短いバリアント 1 (786 b)と、長いバリアント 2 (489 

b) に相当する 2本のバンドが検出された (図 8B)。2種類のスプライシングバリアントが同

程度発現していることは、免疫ブロットで検出された抗MpPRAF抗体特異的な 189 kDa程

度の 2 種類のタンパク質が同程度検出されたことと一致している。短いバリアント 1 から

は 184 kDa、バリアント 2では、PB1ドメインの N末端側に 99残基分バリアント 1よりも

長い 195 kDaの分子量のタンパク質が予想される (図 8C)。このバリアント 2特異的な配列

は、PB1ドメインとキナーゼドメインの中間領域と同様に、シロイヌナズナやヒメツリガネ

ゴケと相同性がなかった (図 7A)。後述の Mppraf 変異株に対して選択的スプライシングを

受ける第 2 イントロンを除いた改変型ゲノム断片を導入した短いバリアント 1 のみを発現

する株 (MpPRAF sv1発現株) を作出し、全タンパク質抽出液を用いて抗 MpPRAF 抗体で免

疫ブロット解析を行ったところ、MpPRAF sv1発現株では 1本のバンドのみが検出された (図

8D)。以上の結果から、野生型株においてはスプライシングバリアントに由来する 2種類の

MpPRAFが存在し、作製した抗MpPRAF抗体は両方のバリアントを認識できることが明ら

かになった。 
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図 8 MpPRAFの選択的スプライシング 

(A)トランスクリプトームデータに基づくMpPRAFのスプラシングバリアントの模式図。四

角形はエキソンを、横線はイントロンを示す。矢頭は (B) で用いたプライマーセット

MpPRAF_cds_F (F)/MpPRAF_GT5_R (R) の位置を示す。(B) MpPRAFの選択的スプライシン

グ部位の RT-PCR解析。レーン 1にサイズマーカーを、レーン 2に RT-PCR反応液を泳動し

た。(C) スプライシングパターンから予測されるタンパク質構造の模式図。(D) 抗MpPRAF

抗体による免疫ブロット解析。Mppraf ko、variant 1のみを発現する改変型ゲノム断片を導入

した proMpPRAF:MpPRAF sv1-3xFLAG/Mppraf ko 株 (MpPRAF sv1-FLAG/Mppraf ko)、野生型の

MpPRAF ゲノム断片を導入した proMpPRAF:MpPRAF-3xFLAG/Mppraf ko 株 (MpPRAF-FLAG 

/Mppraf ko) の恒常白色光下で 14 日間生育させた葉状体からタンパク質を抽出した。

MpPRAF-FLAG 株では黒色と白色の矢頭で示す 2 本のバンドが検出されたが、MpPRAF sv1-

FLAG/Mppraf koでは低分子側の白色の矢頭が示すバンドのみが検出された。抗Mpphot抗体 

(Komatsu et al., 2014) はローディングコントロールとして用いた。 
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リン酸化プロテオーム解析と同様の暗処理サンプルと光処理サンプルを用いて、抗

MpPRAF抗体による免疫ブロット解析を行ったところ、光照射によりMpPRAFタンパク質

の SDS-PAGEゲルでの移動度が低下することが観察された (図 9A)。DCMU処理条件では、

光照射サンプルと暗処理サンプルで MpPRAFタンパク質の移動度に差がなかった。一方で

Mpphot は、DCMU 処理に関わらず青色光照射による移動度の低下が検出されたことから、

DCMUは青色光によるMpphotのリン酸化を妨げないことが明らかになった。また、赤色光

を照射すると、Mpphotの移動度の低下は検出されなかったのに対し、MpPRAFの移動度の

低下は検出され、それは DCMU 処理により阻害された (図 9B)。移動度の低下が MpPRAF

のリン酸化を反映しているかどうかを知るために、脱リン酸化処理を行った。抽出タンパク

質を活性のあるアルカリホスファターゼと反応させると、光照射による MpPRAFの移動度

の低下が検出されなくなった (図 9C)。熱処理によって不活性化させたホスファターゼと反

応させたときは、光照射サンプルでの MpPRAFの移動度の低下は残っていた。これらの結

果から、MpPRAF は光質に関係なく、光合成の刺激に応答してリン酸化を受けることが示

された。 

 次に、MpPRAFのさまざまな光量に対する応答性を調べた。100 µmol photons m-2 s-1以上

の強度の青色光は 10分以内に明確な MpPRAFの移動度の低下を引き起こしたが、10 µmol 

photons m-2 s-1以下の光量では移動度が変化しなかった (図 9D)。一方で、Mpphotは 10 µmol 

photons m-2 s-1の青色光により中間的な移動度の変化を示し、100 µmol photons m-2 s-1以上の

強さの青色光でより大きい移動度の低下を示した。この結果からMpPRAFの 10分以内の短

時間でのリン酸化には 100 µmol photons m-2 s-1程度の強さの光が必要であることが示唆され

た。さらに、暗所での MpPRAFのリン酸化状態を調べるために、暗処理後に青色光を照射

した葉状体を暗所に戻し、経時的にサンプリングし免疫ブロット解析を行った。大半の

MpPRAF タンパク質の移動度は、暗所に移して 1 時間以内に、光照射していないサンプル

の MpPRAF タンパク質と同程度に戻った (図 9E)。この結果から、暗所において MpPRAF

は脱リン酸化されることが示唆された。 
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図 9 MpPRAFタンパク質の光によるリン酸化制御 

(A) と (B) 抗 MpPRAF 抗体による免疫ブロット解析。Mpphot をローディングコントロー

ルと青色光処理の有効性を示すために、抗 Mpphot抗体を用いて検出した。図 5Aのリン酸

化プロテオーム解析と同様に、野生型株を恒常白色光下で 7日間生育させ、暗所に移し 3日

間おいた。暗処理 2日目に一部のサンプルに 10 µM DCMUを与え (+)、残りは未処理のま

ま (-) 1日培養を続け、青色光 (110 µmol photons m-2 s-1) を 10または 30分間照射し、サン

プリングを行った。(B) (A) と同様に生育させた DCMU 処理サンプルと未処理サンプルに

対して、青色光 (BL; 110 µmol photons m-2 s-1) または赤色光 (RL; 80 µmol photons m-2 s-1) を

10分間照射した。 (C) 脱リン酸化処理のMpPRAFタンパク質への影響。抽出したタンパク

質 (A と同様に生育させ青色光を 10 分間照射した葉状体) をトリクロロ酢酸沈殿により脱

塩し、活性のある calf intestine alkaline phosphatase (CIAP) 、または熱により不活性化した

CIAPと反応後、免疫ブロット解析を行った。(D) 異なる光量に対するMpPRAFタンパク質

の応答性。(A) と同様に暗処理した葉状体に対して青色光 (2、 5、 10、 100、 800 μmol 

photons m-2 s-1) を 10分間照射した。 (E) 暗所での脱リン酸化。(A) と同様に暗処理し、青

色光 (110 μmol photons m-2 s-1) を 10分間照射した葉状体を暗所に 1、2、4または 8時間お

いた。Dは暗処理終了直後のサンプルを示す。 
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MpPRAFは成長の最適化に寄与する 

MpPRAF の生理的な役割を調べるために、MpPRAF 遺伝子の相同組換えによる遺伝子破

壊 (Ishizaki et al., 2013) により機能欠損株を作出した。MpPRAF遺伝子の PB1ドメインをコ

ードしている領域を欠失させ、薬剤耐性遺伝子発現カセットと置き換えるように設計した

ベクターを導入し、設計通りの組換えを起こした個体 (Mppraf ko) を PCR により選抜した 

(図 10A, B)。しかし、抗MpPRAF抗体を用いた免疫ブロット解析により、Mppraf ko変異株

では 100 ~150 kDaと推定される部分的なMpPRAFタンパク質が翻訳されていることが明ら

かになった (図 10E)。相同組換えにより欠失させた PB1ドメインより C末端側のメチオニ

ンから、抗原に用いた領域 (718番目のセリンから 946番目のアラニン) とキナーゼドメイ

ンを含む部分タンパク質 (図 6B, 図 7) が翻訳されていることが示唆される。完全な機能欠

損株を得るために、ニッカーゼ型CRISPR/Cas9システムを用いたゲノム編集 (Hisanaga et al., 

2019) により、MpPRAF 遺伝子座全域が欠損している変異体を作出した (図 10C, D)。翻訳

開始メチオニンコドンの上流約 5 kbから転写終結点の下流約 1 kbまでの領域を欠失させる

ようにガイド RNA (gRNA) を設計し、形質転換体ゲノム由来断片のダイレクトシーケンス

により遺伝子座の大規模欠損を起こした個体 (Mppraf ld) を選抜した。Mppraf ld変異株では

抗MpPRAF抗体による免疫ブロット解析においてバンドが検出されなかった (図 10E)。 
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図 10 Mppraf変異株の作出 

(A) Mppraf ko変異株を作出するための相同組換えによる遺伝子破壊の模式図。黒色の四角形

はエキソンを、紫色の四角形は選択的スプライシングサイトを、黒色の横線はイントロンあ

るいは非転写領域を、矢印は組換えを確認するために (B) で用いたプライマーセットの位

置を示す。Mppraf ko 変異株では選抜のために hygromycin phosphotransferase (hpt) 遺伝子が

MpELONGATION FACTOR1 ALPHA のプロモーター  (proMpEF) 制御下で発現する。(B) 

Mppraf ko 変異株の遺伝子型判定。(C) Mppraf ld 変異株を作出するためのニッカーゼ型

CRISPR/Cas9 を用いたゲノム編集による大規模遺伝子欠損の模式図。矢印は gRNA の標的

配列の位置を示す。(D) (C)に示す MpPRAF遺伝子の標的配列周辺のシーケンス解析結果。

gRNA 標的配列に下線を引き、PAM 配列を太字で示した。Mppraf ld変異株において欠損し

ている塩基対数と置換している塩基対数を下部に示す。(E) 抗 MpPRAF 抗体による免疫ブ

ロット解析。恒常白色光下で 7日間生育させた野生型株、Mppraf ko変異株、Mppraf ld変異株

を用いた。Mpphotをローディングコントロールとして抗Mpphot抗体により検出した。 
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MpPRAF遺伝子の変異の影響を調べるために、恒常白色光 50-60 µmol photons m-2 s-1、22˚C、

糖を含まない 1/2Gamborg’s B5培地上で成長を比較したところ、Mppraf ko変異株とMppraf ld

変異株の両方とも野生型株に比べて成長が遅かった (図 11A, B)。変異株に対してMpPRAF

遺伝子を含むゲノム断片、または短いスプライシングバリアント (MpPRAF sv1) のみを発現

する改変型ゲノム断片を導入すると MpPRAF タンパク質の発現が確認され (図 8D)、成長

速度が回復した(図 11)。この結果から、成長遅延の原因がMpPRAF 遺伝子の変異であるこ

とが確認できた。また、Mppraf ko 株で発現している PB1 ドメインより C 末端側の部分長

MpPRAF タンパク質は機能的でないことが明らかになった。Mppraf ld株に比べて Mppraf ko

株の成長速度の回復が遅い原因は、相補遺伝子の不十分な発現、部分長の MpPRAFタンパ

ク質による野生型MpPRAFタンパク質機能の優性阻害、Mppraf ld変異株とMppraf ko変異株

の遺伝的背景の違い、など複数考えられた。  

次に、様々な光量の恒常白色光下、22˚C、糖を含まない 1/2Gamborg’s B5培地上で野生型

株とMppraf ld変異株を生育させ成長を比較した。80 µmol photons m-2 s-1までは光量の上昇に

伴い野生型株とMppraf ld変異株の生鮮重の差が大きくなったが、600 µmol photons m-2 s-1で

は 80 µmol photons m-2 s-1 に比べ差が小さくなった (図 12)。野生型株の生鮮重は 40 µmol 

photons m-2 s-1の光量で育てたときに比べて 80 µmol photons m-2 s-1のとき 2.5倍程度に増加し

ていたが、より強い 600 µmol photons m-2 s-1 で育てると 80 µmol photons m-2 s-1のときと同程

度だった。ゼニゴケのクロロフィル量とカロテノイド量が低光量 (67.1 µmol photons m-2 s-1) 

に比べて高光量 (226 µmol photons m-2 s-1) で減少するという報告 (Soriano et al., 2019) と一

致して、強光によって光阻害が起こっていることが示唆された。一方で、Mppraf ld変異株は

600 µmol photons m-2 s-1 で生育させるとばらつきが大きいものの生鮮重が増加し、80 µmol 

photons m-2 s-1で生育させたときには存在しなかった無性生殖器官の無性芽が生育 14日目で

形成されていた (図 12A)。これらの結果からMpPRAFタンパク質は成長の調節に重要な働

きをすることが示された。 
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図 11  Mppraf変異による成長遅延 

(A)と(C) 恒常白色光下で 14日間生育させた葉状体の写真。野生型株 (WT)、Mppraf ko変異

株、proMpPRAF:MpPRAF-3xFLAG/Mppraf ko株 (MpPRAF-FLAG/Mppraf ko)、 Mppraf ld変異株、

proMpPRAF:MpPRAF-3xFLAG/Mppraf ld株 (MpPRAF-FLAG/Mppraf ld)、proMpPRAF:MpPRAF sv1-

3xFLAG/Mppraf ko株 (MpPRAF sv1-FLAG/Mppraf ko) を示す。バーは 1 cmを示す。(B) と (D) 

生鮮重。バーは 5個体の平均値を示す。 
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図 12 野生型株とMppraf ld変異株の成長への光量の影響 

(A) 野生型株 (WT)、Mppraf ld変異株、proMpPRAF:MpPRAF-3xFLAG/Mppraf ld株 (MpPRAF-

FLAG/Mppraf ld)の写真。恒常白色光下で 14日間生育させた。バーは 1 cmを示す。(B) 生鮮

重。バーは 5個体の平均値を示す。 
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MpPRAFの欠損によるデンプンの高蓄積とスクロース濃度の低下 

 SPS、細胞質局在 AGPase、PGMなどの糖代謝の重要な酵素のいくつかは明暗によってリ

ン酸化レベルが影響を受けることが報告されている (Boex-Fontvieille et al., 2014; Abadie et 

al., 2016)。本研究で行ったリン酸化プロテオーム解析においても、上記の酵素由来のリン酸

化ペプチドが検出された。そこで、デンプン、スクロース、グルコース、フルクトースとい

った炭素代謝物の定量を行った (図 13)。恒常白色光下で 15 日間生育させた葉状体におい

て、Mppraf 変異株は野生型株に比べてデンプンが高蓄積していた。反対に、スクロース濃

度は野生型株に比べて有意に低下していた。グルコース濃度は野生型株とMppraf変異株で

有意差がなく、フルクトース濃度はMppraf変異株で野生型株に比べて低下していた。 

ヨウ素によるデンプン染色を行ったところ、デンプンの定量結果と一致して、野生型株で

は染色は見られなかった一方、Mppraf 変異株では強い染色が見られ、特にメリステムの外

側のよく発達した光合成組織を持つ領域でデンプンの蓄積が示された (図 14A)。様々な光

量で育てたところ、Mppraf ld変異株では 10 µmol photons m-2 s-1の光量においてもデンプンの

染色がみられた (図 14B)。Mppraf変異株におけるデンプン蓄積の表現型は、MpPRAFゲノ

ム断片またはMpPRAF sv1改変型ゲノム断片の導入により回復した (図 14A)。透過型電子顕

微鏡 (TEM) 観察を行ったところ、野生型株や相補株の葉緑体にはデンプン粒がまったく見

られないか小さなデンプン粒が形成されている一方で、Mppraf ld変異株の葉緑体には野生型

株に比べて大きなデンプン粒が複数形成されていることが観察された (図 14C)。これらの

結果から MpPRAFは炭素のデンプンとスクロースへの分配に重要な役割を果たすことが示

唆された。 

 

 

図 13 Mppraf変異株におけるデンプンとスクロースの不均衡 

デンプン、スクロース、フルクトース、グルコースの定量結果。恒常白色光下で 15日間生

育させた野生型株 (WT)、Mppraf ko 変異株、Mppraf ld 変異株を用いた。丸は中央値を示す。

バーは生物学的 3連 (野生型株のスクロース、フルクトース、グルコースは 2連) の値の範

囲を示す。バーの上の記号は Tukey-Kramer検定において P < 0.05で有意差のあるグループ

を示す。 
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図 14 Mppraf変異株におけるデンプンの高蓄積 

(A) 恒常白色光下 (50-60 µmol photons m-2 s-1) で 14日間生育させた葉状体のヨウ素染色像。

野生型株 (WT)、Mppraf ko 変異株、proMpPRAF:MpPRAF-3xFLAG/Mppraf ko 株 (MpPRAF-

FLAG/Mppraf ko)、proMpPRAF:MpPRAF sv1-3xFLAG/Mppraf ko株 (MpPRAF sv1-FLAG/Mppraf ko)、

Mppraf ld変異株、proMpPRAF:MpPRAF-3xFLAG/Mppraf ld株 (MpPRAF-FLAG/Mppraf ld) を用

いた。矢頭はメリステムを示す。バーは 1 cmを示す。(B) 様々な光量 (10、20、40、80 µmol 

photons m-2 s-1) の恒常白色光下で 14日間生育させた葉状体のヨウ素染色像。バーは 1 cmを

示す。(C) (A) と同様に生育させた葉状体の同化糸内の葉緑体の透過型電子顕微鏡画像。sは

デンプン粒を示す。Mppraf ld変異株は 1個のデンプン粒を代表として示す。上段のバーは 5 

µm、下段のバーは 1 µmを示す。 
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MpPRAFはスクロース代謝を介して成長調節に関与する 

 Mppraf 変異株におけるデンプンの異常蓄積が成長遅延の原因であるかどうかを調べるた

めに、Mppraf ko変異株においてデンプン合成阻害を引き起こし、その影響を調べた。まず、

シロイヌナズナでデンプン合成に重要なことが知られている葉緑体局在型 PGM (Caspar et 

al., 1985) のオルソログをMppraf ko変異株背景で破壊することにした。ゼニゴケのゲノムデ

ータベースに対してシロイヌナズナの AtPGM1の配列を用いて BLAST検索を行い、相同性

が高い配列として葉緑体輸送ペプチドを含む Mapoly0202s0014.1 と葉緑体輸送ペプチドを

含まない Mapoly0048s0016.1 の 2 分子種を発見した。葉緑体輸送ペプチドを保持する 

Mapoly0202s0014 を MpPGM1、他方の Mapoly0048s0016 を MpPGM2 と名付けた (図 15)。

CRISPR/Cas9システムに基づくゲノム編集 (Sugano and Nishihama 2018; Sugano et al., 2018) 

によりMpPGM1の変異株を得るために、酵素活性に重要な保存された金属結合部位と触媒

反応中心 (Periappuram et al., 2000) に gRNA標的配列を設計した (図 15)。得られた形質転

換体由来のゲノム断片のダイレクトシーケンスにより、Mppraf ko 変異株背景と野生型株背

景の双方でMpPGM1遺伝子にフレームシフト変異が生じた系統を複数確立した (図 16)。 
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図 15 ゼニゴケとシロイヌナズナの PGMアミノ酸配列のアライメント 

3分子種で同一のアミノ酸は黒色で、2分子種で同一のアミノ酸は灰色で強調している。下

線部は ChloroP によって予想された葉緑体輸送ペプチドを示す。黄色い枠は触媒活性中心

を、緑色の枠は金属結合部位 (Periappuram et al., 2000) を示す。 
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図 16  Mppgm1 ge変異株の作出 

MpPGM1遺伝子座のシーケンス結果。gRNA標的配列に下線を引き、PAM配列を太字で示

す。変異の詳細は右側に示す。 

  

期待していたように、MpPGM1遺伝子の変異はMppraf ko変異株のデンプンの高蓄積を抑

圧した (図 17A, B)。この結果から、Mppraf ko変異株のデンプンの合成はMpPGM1を介して

いることが明らかになった。しかし、Mppraf ko変異株の成長遅延は、Mppgm1変異によって

は抑圧されなかった (図 17C, D)。そのため、Mppraf変異株の成長が遅い主要な原因は、デ

ンプンの過剰蓄積以外にあることが示唆された。 
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図 17 Mppraf変異株の表現型へのMppgm1変異の影響 

(A), (B)ヨウ素染色像。恒常白色光下で 14 日間生育させた野生型株 (WT)、Mppgm1 ge変異

株、Mppraf ko変異株、Mppraf ko Mppgm1 ge二重変異株を用いた。バーは 1 cmを示す。(C), (D) 

生鮮重を図示した。バーは 5個体の平均値を示す。(C) では 1%スクロース含有 (+) または

非含有 (-) の培地上、恒常白色光下で 14日間生育させた。丸の上部の記号は Tukey-Kramer

検定において P < 0.05で有意差のあるグループを示す。(C) 以外はスクロース非含有培地で

生育させた。(A), (C) では MpPGM1の金属結合部位の gRNA標的配列を、(B), (D) では触

媒反応中心の gRNA標的配列をそれぞれ利用して作出した変異株を用いた。 
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Mppraf 変異株ではデンプンの高蓄積の表現型の他にスクロースとフルクトース濃度の低

下がみられていたため、Mppraf ko Mppgm1 ge二重変異株でも炭水化物の定量を行った (図 18)。

Mppraf ko Mppgm1 ge二重変異株はそれぞれの単変異株と同様に、野生型株と同程度のグルコ

ース濃度を示した。興味深いことに、Mppraf ko Mppgm1 ge二重変異株でもMppraf ko変異株と

同様にスクロース濃度が低下していた。一方で Mppraf ko Mppgm1 ge 二重変異株のフルクト

ース濃度は、野生型株と同程度であった。つまり、Mppraf 変異株においてはデンプン合成

を阻害してもスクロース濃度は回復しなかった。 

次に、Mppraf変異株の表現型がスクロース不足に起因するか調べるために、1%スクロー

ス添加培地でMppraf変異株を生育させた。スクロースの外部添加により、野生型株とMppraf

変異株のどちらも生鮮重の増加が見られた。しかし、Mppraf 変異株の生鮮重は野生型株レ

ベルには回復しなかった (図 17C, 19A)。Mppraf変異株における生鮮重増加は、MpPRAFの

機能とは関係なくスクロース添加が生育を増強した効果によることが考えられた。また炭

水化物定量を行ったところ、スクロース添加条件で野生型株においては内在性のスクロー

ス濃度が上昇したが、Mppraf 変異株では変化せず、かつスクロース不含培地上の野生型株

より低かった (図 19B)。野生型株とMppraf変異株ともに、スクロースの添加でデンプンの

濃度は変化しなかったが、グルコースとフルクトースの濃度は上昇した (図 19B)。これら

の結果から、Mppraf 変異体におけるスクロースの生成または蓄積の不全が、成長遅延と関

係していることが示唆された。 
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図 18  Mppraf ko Mppgm1 ge二重変異株での糖の定量 

野生型株 (WT)、Mppgm1 ge変異株、Mppraf ko変異株、Mppraf ko Mppgm1 ge二重変異株を恒常

白色光下で 14日間生育させ、スクロース、グルコース、フルクトースの定量を行った。丸

は中央値を示す。バーは生物学的 3連 (Mppraf ko Mppgm1 ge #1のスクロースのみ 2連) の値

の範囲を示す。バーの上部の記号は Tukey-Kramer検定において P < 0.05で有意差のあるグ

ループを示す。左側のグラフはMpPGM1の金属結合部位の gRNA標的配列を、右側のグラ

フは触媒反応中心の gRNA 標的配列を利用して作出した変異株の結果を示す。左右のグラ

フはそれぞれ異なる日に生育させた植物体を用いて、同様の手法で定量を行った。 
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図 19 Mppraf変異株の表現型への添加スクロースの影響 

(A) 1%スクロース含有 (+) または非含有 (-) の培地で、恒常白色光下で 15日間生育させた

野生型株 (WT)、Mppraf ko変異株、Mppraf ld変異株の生鮮重。バーは 5個体の平均値を示す。

(B) デンプン、スクロース、グルコース、フルクトースの定量結果。丸は中央値を示す。バ

ーは生物学的 3 連の値の範囲を示す。バーの上部の記号は Tukey-Kramer 検定において P < 

0.05で有意差のあるグループを示す。 
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MpPRAF欠損による葉緑体電子伝達の異常 

 炭水化物代謝の異常が光合成の電子伝達に負の影響を与えることが報告されていたため 

(Schmitz et al., 2012)、クロロフィル蛍光測定により光化学系 IIのパラメーターを測定した。

本研究におけるゼニゴケの基本的な生育環境 (恒常白色光 50-60 µmol photons m-2 s-1、22˚C、

糖を含まない 1/2Gamborg’s B5) での野生型株と Mppraf ko 変異株の光合成最大量子収率

Fv/Fmには有意差は認められなかった (図 20A)。しかし、電子伝達速度 (ETR; Genty et al., 

1989) は Mppraf ko変異株で有意に低下していた (図 20B)。野生型株では~400 µmol photons 

m-2 s-1 程度の光量まで光量依存的に ETR が増加したのに対し、Mppraf ko 変異株では~200 

µmol photons m-2 s-1程度の野生型株よりも低いレベルで飽和していた。野生型株とMppraf ko

変異株の光化学系 IIからの熱放散の指標である非光化学的消光 (NPQ; Bilger and Björkman, 

1990) には有意差がなかった (図 20C)。一方で、プラストキノンプールの還元状態の指標で

ある 1-qL (Miyake et al., 2009) がMppraf ko変異株で 8 µmol photons m-2 s-1照射後は低下して

いたが、91 µmol photons m-2 s-1以上では上昇していた (図 20D)。これらの結果からMppraf

変異が電子伝達に負の影響を与えることが示唆された。 

 Mppraf ko変異株での光化学系 II の異常が、Mppgm1 変異によるデンプンの合成阻害によ

ってさらに悪化した。Mppgm1 変異のみでは Fv/Fm に影響を与えないが、Mppraf 変異と

Mppgm1変異の組み合わせにより Fv/Fmが低下したことから (図 20A)、Mppraf ko Mppgm1 ge

二重変異株では本研究の生育条件において光化学系 II が光阻害を受けていることが示唆さ

れた。さらに、Mppraf ko Mppgm1 ge二重変異株の ETRはそれぞれの単変異株よりも低く、ま

た~200 µmol photons m-2 s-1程度のMppraf ko変異株より低い光量で飽和し、より強光下で低

下した (図 20B)。Fv/Fmと ETRに対する Mppraf 変異と Mppgm1 変異の合成的な影響がみ

られたことから、Mppraf ko変異株の電子伝達の低下は、光合成産物の糖代謝異常により引き

起こされた電子伝達への二次的な影響と考えられる。二重変異株の NPQは 91 µmol photons 

m-2 s-1では野生型株に比べて低下していた (図 20C)。本研究の基本的な光環境である恒常白

色光 50-60 µmol photons m-2 s-1において二重変異株は熱放散も抑制されている可能性がある。

また、1-qLに関しては Mppgm1 ge変異株が 166 µmol photons m-2 s-1以上、二重変異株が 368 

µmol photons m-2 s-1以上では上昇していた (図 20D)。Mppraf ko変異株の 1-qLの上昇の表現

型が部分的に二重変異株で抑圧されており、二重変異株の光阻害による光化学系 II の活性

低下が原因と考えられる。 
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図 20  MpPRAF欠損による光化学系 IIの電子伝達の低下 

(A) Fv/Fm と (B) 電子伝達速度 (ETR)、 (C) 非光化学的消光 (NPQ)、 (D) 1-qL。野生型株 

(WT)、Mppraf ko変異株、Mppgm1 ge変異株、Mppraf ko Mppgm1 ge二重変異株を恒常白色光下

で 14日間生育させ、30分間以上暗所に順化させた後、クロロフィル蛍光を測定した。生物

学的 3連の平均値を図示した。バーは標準偏差を示す。バーの上部の記号は各光量で野生型

株と変異株を比較した Tukey-Kramer検定において P < 0.05で有意差のあるグループを示す。 
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MpPRAFの機能に対する 1248番目のセリンのリン酸化の意義 

本研究のリン酸化プロテオーム解析において、MpPRAFのセリン-1248の光合成依存的な

リン酸化が検出された。そのリン酸化の生理的な意義を調べるため、セリン-1248と、それ

に隣接するセリン-1246 をアラニンに置換した (S1246AS1248A) 変異型 MpPRAF 遺伝子を

用いた相補性試験を行った。Mppraf ko変異株に S1246AS1248A 変異型を導入したところ、

変異株のデンプンの高蓄積の表現型が相補された (図 21A)。この結果から、セリン-1248の

リン酸化は、デンプンの代謝に関係する MpPRAFの機能への寄与は小さいことが示唆され

た。 

また、光合成依存的なリン酸化状態を調べるために、暗処理したサンプルと光照射したサ

ンプルで免疫ブロット解析を行ったところ、MpPRAFS1246AS1248Aタンパク質の移動度の低下

が光照射によって誘導された (図 21B)。この結果から、MpPRAFはセリン-1248 (とセリン-

1246) 以外にも光合成依存的なリン酸化部位を持っていることが示唆された。 

 

 
図 21 リン酸化部位の変異型MpPRAFの相補性試験 

(A) 恒常白色光下で 14 日間生育させた野生型株 (WT)、proMpPRAF:MpPRAF-3xFLAG 

/Mppraf ko株 (MpPRAF-FLAG/Mppraf ko)、proMpPRAF:MpPRAF S1246AS1248A-3xFLAG/Mppraf ko非

リン酸化型発現株 (MpPRAF S1246AS1248A-FLAG/Mppraf ko)、Mppraf ko 変異株のヨウ素染色像。

バーは 1 cmを示す。(B) 免疫ブロット解析。図に示す植物体を恒常白色光下で 7日間生育

させ、3日間暗所におき、青色光 (110 µmol photons m-2 s-1) を 10分間照射した。 
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MpPRAFの機能に対するキナーゼ活性の必要性 

MpPRAF の分子機能について明らかにするために、キナーゼ活性の重要性について調べ

た。キナーゼ失活型変異としてよく用いられる (Hanka and Hunter, 1995; Porceddu et al., 2011; 

Komatsu et al., 2014)、1540番目のアスパラギン酸をアスパラギンに置換した(D1540N) 変異

型MpPRAFをMppraf ko変異株に導入した。キナーゼ失活型MpPRAFD1540Nは、Mppraf ko変

異株の成長遅延とデンプン高蓄積の表現型を相補できなかった (図 22A, B)。これらの結果

から、MpPRAF は正銘の触媒活性のあるキナーゼとして生体内で働いていることが示唆さ

れた。 

さらに、MpPRAFD1540N タンパク質が光合成依存的なリン酸化制御を受けるのか調べたと

ころ、MpPRAFD1540Nは光照射による移動度の低下を示さなかった (図 22C)。この結果から、

MpPRAF自身のキナーゼ活性が光合成に誘導されるMpPRAFのリン酸化に必要であること

が示唆された。 
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図 22 MpPRAFの機能におけるキナーゼ活性の重要性 

(A) 恒常白色光下で 14日間生育させた野生型株 (WT)、Mppraf ko変異株、proMpPRAF: 

MpPRAF-3xFLAG/Mppraf ko株 (MpPRAF-FLAG/Mppraf ko)、proMpPRAF:Mppraf D1540N-3xFLAG 

/Mppraf koキナーゼ失活型発現株 (MpPRAF D1540N-FLAG/Mppraf ko) の生鮮重。バーは 5個体

の平均値を示す。(B) ヨウ素染色像。バーは 1 cmを示す。 (C) 抗MpPRAF抗体を用いた免

疫ブロット。恒常白色光下で 7日間生育させ、3日間暗所においた植物体に青色光 (110 µmol 

photons m-2 s-1) を 10分間照射した。抗Mpphot抗体 (Komatsu et al., 2014) はローディング

コントロールと青色光照射を示すために用いた。 
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考察 

 

MpPRAFのリン酸化制御について 

本研究において、リン酸化プロテオーム解析により、光照射に応答してリン酸化が誘導さ

れる Raf様キナーゼの MpPRAFを同定した。免疫ブロット解析から、青色光と赤色光のど

ちらの照射によっても MpPRAFのリン酸化が引き起こされるが、光合成阻害剤処理によっ

てリン酸化が阻害されることが明らかになった。これらの結果から、光合成の刺激が

MpPRAF のリン酸化の引き金となっていることが示された。短時間の光照射では、弱光に

は応答せず、80 µmol photons m-2 s-1以上の強光によりMpPRAFがリン酸化されたため、光

合成活性と MpPRAFのリン酸化レベルには比例的な関係があるかもしれない。また、光を

照射してMpPRAFをリン酸化した後、暗所に植物体を置くとMpPRAFが脱リン酸化された

ことから、MpPRAFが可逆的なリン酸化制御を受けることが示唆された。以上のことから、

MpPRAF のリン酸化と脱リン酸化が、昼夜に対応している可能性がある。MpPRAF のリン

酸化を引き起こす刺激は、本研究で用いた DCMUの作用点であるプラストキノンの光化学

系 II への結合より下流の電子伝達の過程か、光合成産物に由来すると考えられる。シロイ

ヌナズナにおいて 2つの光化学系間の励起バランス調整に重要な STN7は、低光量 (20 µmol 

photons m-2 s-1) ではリン酸化されて活性化されるが、高光量 (1,000 µmol photons m-2 s-1) で

は脱リン酸化されて分解される (Trotta et al., 2016)。ゼニゴケにおける STN7 ホモログ 

(MpSTN7) がシロイヌナズナ STN7と同様な光感受性を持っているならば、10 µmol photons 

m-2 s-1の低光量より 800 µmol photons m-2 s-1の高光量のほうが強く誘導されたMpPRAFのリ

ン酸化は、MpSTN7 には依存しないことが予想される。今後、MpPRAF のリン酸化を引き

起こす直接の刺激を明らかにすることが、MpPRAFの制御を考える上で重要である。 

 リン酸化プロテオーム解析において光合成依存的なリン酸化が予測されたセリン-1248と

近傍のセリン-1246 をアラニンに置換した MpPRAFS1246AS1248Aも、光照射によるリン酸化が

誘導された。セリン-1246 とセリン-1248 以外の残基も光合成の刺激によるリン酸化制御を

受けていることが示唆された。一方で、よく用いられるキナーゼ失活型の変異を加えた

MpPRAFD1540Nは、光照射によるリン酸化が誘導されなかった。キナーゼ活性がMpPRAF自

体のリン酸化に必要であると示唆された。本研究で観察された光照射による MpPRAFのリ

ン酸化は、自己リン酸化か MpPRAFによって活性化された下流のキナーゼによるフィード

バックのリン酸化の可能性が高い。複数のリン酸化が知られている Atphot1についてはキナ

ーゼドメインの活性化ループ内のセリンのリン酸化がシグナル伝達に重要なことが報告さ

れている (Inoue et al., 2008)。MpPRAFには活性化ループ内に 2個のセリン残基と 2個のス

レオニン残基が存在しており、これらはリン酸化による活性制御の候補である。本研究にお

いて光合成からの刺激を受けて MpPRAF がリン酸化されることが明らかになったが、

MpPRAFの光合成依存的なリン酸化を受ける 1248番目のセリン以外の残基と、MpPRAFの

リン酸化状態とキナーゼ活性の相関を調べることが今後の課題である。 
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MpPRAFによる糖代謝制御 

 Mppraf 変異株は多面的に、成長遅延、デンプンの蓄積、スクロース濃度の低下、光合成

電子伝達の低下を示した (図 23)。野生型MpPRAFゲノム断片の導入により、成長と適切な

デンプン蓄積が回復したが、キナーゼ失活型MpPRAF D1540Nゲノム断片を導入しても表現型

は相補されなかった。そのため、MpPRAF は生体内でプロテインキナーゼとして機能して

いることが示唆された。 

変異体の表現型のうち、MpPRAF が一次的に制御しているのはどの反応なのだろうか。

定量とヨウ素染色、TEM を用いた観察から Mppraf 変異株におけるデンプンの高蓄積が示

された。デンプン合成が不能なMppraf Mppgm1二重変異株も成長遅延を示したため、Mppraf

変異株の成長遅延の主要因はデンプンの蓄積ではないことが示唆された。興味深いことに、

Mppraf Mppgm1二重変異株の内生スクロース濃度も、Mppraf変異株と同様低下したままで

あった。そのため、MpPRAFは一次的にスクロース代謝の制御に必要で、Mppraf変異株の

デンプンの高蓄積はスクロース代謝の異常の二次的な影響の可能性が高い。これに合致し

て、シロイヌナズナの 4 分子種の SPS の欠損によってスクロース生合成が著しく阻害され

ると、デンプンの高蓄積と成長異常がみられることが報告されている (Bahaji et al., 2015)。

また、スクロース生合成に重要な細胞質局在の F1,6BPase の antisense による変異体 (anti-

fbp) は野生型株と比べて昼の終わりのスクロース量が低下し、デンプンが高蓄積している 

(Strand et al., 2000)。ガス交換測定による光合成速度が、高光量かつ高 CO2濃度の場合に野

生型株よりも anti-fbp株で低下していた (Strand et al., 2000)。F1,6BPaseの活性が低いと、糖

リン酸が増加して無機リン酸の循環が滞るため、ATP 合成に必要な葉緑体内の無機リン酸

が不足し、光合成の律速となる (Sharkey, 1985; Stitt, 1990)。Mppraf変異株においてもスクロ

ース生合成の途中の糖リン酸が蓄積し、葉緑体のリン酸が律速となって電子伝達を抑制し

ている可能性がある。 

  スクロースを外部添加しても、Mppraf 変異株の成長の遅延や内生スクロース濃度の低下

の表現型を抑圧できなかった。一方で、シロイヌナズナの細胞質ゾルの炭水化物が不足する

TRIOSE PHOSPHATE/PHOSPHATE TRANSLOCATOR (TPT) と  ADP-GLUCOSE 

PYROPHOSPHORYLASE 1 (ADG1) の二重変異株 (Attpt adg1) の成長の遅い表現型と電子伝

達の低下は、スクロースまたはグルコースの外部添加によって抑圧される (Hattenbach et al., 

1997; Schneider et al., 2002; Häusler et al., 2009; Schmitz et al., 2012)。この外部添加したスクロ

ースに対するMppraf変異株と Attpt adg1二重変異株の応答の違いは、Mppraf変異株の表現

型が単にスクロース生合成の障害によって生じているわけではないことを意味しているか

もしれない。デンプンが合成できないMppraf Mppgm1二重変異株は、Mppraf変異株と異な

り野生型株並みにまでフルクトース量が回復したことから、Mppraf 変異株はスクロースを

蓄積することができないが、フルクトースを合成することができることが明らかになった。

また、Mppraf 変異株にスクロースを添加するとフルクトースとグルコースが増加するが、

スクロースの減少は解消されないことから、Mppraf 変異株に添加したスクロースがフルク
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トースとグルコースに代謝された可能性が示唆される。以上から、MpPRAF はスクロース

の合成の促進と、スクロースの異化の抑制の両方を制御している可能性がある。Mppraf 変

異株におけるスクロース生合成酵素と分解酵素の活性を測定することで、より詳細に

MpPRAF の機能に迫ることができる。シロイヌナズナにおいて SPS や F1,6BPase を阻害す

る炭素分配の制御物質である Fru2,6BPの分解と合成活性を併せ持つ F2,6BPase/F6P,2K (Stitt, 

1990)、スクロースを分解するインベルターゼのリン酸化が明暗で変動することが報告され

ている (Boex-Fontvieille et al., 2014)。MpPRAFは葉緑体移行シグナルや膜貫通領域をもたな

いことから細胞質局在が予想される。細胞質局在のスクロース代謝酵素はキナーゼである

MpPRAF の基質候補でもある (図 24)。基質の同定が MpPRAF のかかわるシグナル経路を

明らかにするために今後の大きな課題である。 
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図 23 表現型のまとめ 

野生型株 (WT)、Mppraf変異株、Mppgm1変異株、Mppraf Mppgm1二重変異株の恒常白色

光条件で解析した表現型の比較。 
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図 24 MpPRAFと糖代謝のモデル図 

 

MpPRAFホモログの機能について 

MpPRAF はゼニゴケでは唯一、B4 グループの Raf 様キナーゼに属している (Bowman et 

al., 2017)。シロイヌナズナには 7 分子種の B4 グループの Raf 様キナーゼが存在し、HCR1 

(At3g24715) は低酸素応答の制御転写因子 RAP2. 12をリン酸化して安定化することにより、

低酸素応答と根の吸水を制御することが示されている  (Shahzad et al., 2016)。また、

At1g16270は浸透圧ストレスに応答して (Stecker et al., 2014)、At1g79570は TORに制御され

る形でスクロース添加により (Van Leene et al., 2019) 、リン酸化状態が変わることがリン酸

化プロテオーム解析において示されている。別のリン酸化プロテオーム解析から、シロイヌ

ナズナの B4グループの Raf様キナーゼ 7分子種のうち 6分子種が高浸透圧により、リン酸

化レベルが上がることが報告された (Lin et al., 2020)。七重変異体の解析や in vitroリン酸化

実験から B4グループの Raf様キナーゼが SnRK2.1/4/5/9/10のリン酸化と活性化を引き起こ

し、浸透圧ストレス応答に重要であることが示された (Lin et al., 2020)。本研究から、MpPRAF

と同様な機能をもつ B4グループの Raf様キナーゼが維管束植物に存在する可能性が考えら

れる。シロイヌナズナの B4グループの Raf様キナーゼの七重変異体は成長が異常になるこ

とが報告されており (Lin et al., 2020)、浸透圧応答が異常になっている以外にも矮小化して

いる原因があるかもしれない。また、MpPRAF が低酸素や浸透圧ストレスなど他の刺激に

も応答する可能性がある。ゼニゴケと他の植物でさらに研究を進めれば、B4グループの Raf

様キナーゼ間の保存性と多様性が明らかになると期待される。 
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材料と方法 

 

使用した植物体と培養条件 

野生型株として Takaragaike-1 (Tak-1) (Okada et al., 2000; Ishizaki et al., 2008) を用いた。形

質転換には Takaragaike-2 (Tak-2) と Tak-1を交配した F1胞子を用いた。特に断らない限り、

ゼニゴケは 1%寒天を含有した 1/2´Gamborg’s B5培地 (Gamborg et al., 1968) 上、22°C、恒常

白色光条件 (50-60 µmol photons m-2 s-1; CCFL, OPT-40C-N-L, Optrom) で培養した。 

 

光源 

 青色光と赤色光の光源として、それぞれ青色 LED (MIL-B18, SANYO Electric; VBL-SD150-

RB, Valore 図 7Ⅾのみ) と赤色 LED (MIL-R18, SANYO Electric) を用いた。光量は 1830-C 

Optical Power Meter (Newport) を用いて測定し、青色光を 450 nm、赤色光を 657 nmとして

計算した。図 10 の 10–80 µmol photons m-2 s-1の白色光の光源として LH-80CCFL-6CT (NK 

system) に備え付けの CCFLを、600 µmol photons m-2 s-1の白色光の光源として白色光 LED 

(3LH-484, NK system) を用いた。白色光の光量を LA-105 light meter (NK system) で測定した。 

 

アミノ酸配列のマルチプルアライメントの作製 

 MpPRAFのホモログのアミノ酸配列はMarpolBase (http://marchantia.info/) 内の A. thaliana 

(TAIR10)、 Amborella trichopoda (version 1.0)、 Picea abies (version 1.0)、 Physcomitrella patens 

(version 3.0) 、  Klebsormidium nitens (version 1.0) と RAP-DB 

(https://rapdb.dna.affrc.go.jp/tools/blast) 内の Oryza sativaに対して BLASTP検索を行って集め

た。B4 グループの Raf 様キナーゼまたは PGM ホモログのアミノ酸配列のマルチプルアラ

イメントは Geneious software (version 6.1.8; Biomatters; http://www.geneious.com/) のMUSCLE 

(Edgar, 2004) を用いて作成した。B4 グループの Raf 様キナーゼ の PB1 ドメインと kinase

ドメインを SMART (Schultz et al., 1998) (http://smart.embl-heidelberg.de) を用いて予測した。 

 

形質転換体の作出 

・Mppraf ko 

  MpPRAFの機能欠損株を得るために相同組換えを用いた。野生型株のゲノム DNAを鋳型

にMpPRAFの PB1ドメインをコードしている領域の 5´側および 3´側の相同領域をそれぞれ

MpPRAF_GT5_F/MpPRAF_GT5_RとMpPRAF_GT3_F/MpPRAF_GT3_Rのプライマーセット

を用いて PCRで増幅した。プライマーの配列は表 1にまとめている。5´側および 3´側の相

同領域を pJHY-TMp1 ベクター (Ishizaki et al., 2013) の AscI と PacI サイトに In-Fusion HD 

cloning kit (TaKaRa) を用いてクローニングした。得られたプラスミドはアグロバクテリウ

ムを介して F1胞子に形質転換し (Ishizaki et al 2008)、得られた形質転換体から相同組換え
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が 起 き た 個 体 を PCR で 選 抜 し た  (Ishizaki et al., 2013)。 ス ク リ ー ニ ン グ に

MpPRAF_GTcheck_F/MpPRAF_GTcheck_Rusedというプライマーセットを用いた。 

 

・Mppraf ld 

  MpPRAF 遺伝子座全体の大規模欠失株を作出するためにニッカーゼ型の CRISPR/Cas9 ゲ

ノム編集システムを用いた。gRNA 標的配列を MpPRAF のプロモーター領域の上流と予測

転写終結点の下流に設計した。gRNA 配列に対応するアニールした oligo DNA 二本鎖 

(5MpPRAF_1A/MpPRAF_1B5、  MpPRAF_2A/MpPRAF_2B、  MpPRAF_3A/MpPRAF_3B、

MpPRAF_4A/MpPRAF_4B) をそれぞれ pMpGE_En04、pBC-GE12、 pBC-GE23、pBC-GE34

の BsaIサイトにクローニングした。3種類の pBC-GEベクターの gRNA発現カセットは続

いて pMpGE_En04ベクターの BglIサイトに統合した。得られた 4種類の gRNA発現カセッ

トを pMpGE018 ベクターに LR Clonase II (Thermo Fisher Scientific) を用いて移した。

pMpGE_En04、pBC-GE12、 pBC-GE23、pBC-GE34 と pMpGE018 ベクターは京都大学の井

上佳祐博士から提供いただいた。最終的に得られたプラスミドを野生型株の葉状体切断片

に対して形質転換した (Kubota et al., 2013)。得られた形質転換体から大規模欠失株の選抜の

ために、設計した gRNA標的配列周辺を MpPRAF_LDcheck_F/MpPRAF_KD_GT3_Rという

プライマーセットを用いて PCR を行って増幅した。PCR 産物は PCR に用いたプライマー

と BigDye Terminator v3.1 (Thermo Fisher Scientific) を用いて配列を確かめた。 

 

・proMpPRAF:MpPRAF-3xFLAG/Mppraf koと proMpPRAF:MpPRAF-3xFLAG/Mppraf ld 

 Mppraf変異株の相補株を得るために野生型株のゲノム DNAを鋳型に MpPRAFプロモー

タ ー 領 域 と 翻 訳 領 域 を 、 そ れ ぞ れ MpPRAF_c5_F/MpPRAF_c5_R と

MpPRAF_cds_F/MpPRAF_cds_R2 というプライマーセットを用いて PCR で増幅した。増幅

した断片は pENTR/D-TOPOベクターにクローニングした。プロモーター領域を含むプラス

ミドの SfiI-AscI 断片と翻訳領域を含むプラスミドの SfiI-AscI 断片を連結した。得られた

pENTR/D-TOPO_MpPRAF を pMpGWB309 ベクター (Ishizaki et al., 2015) に LR Clonase II 

(Thermo Fisher Scientific) を用いて移した。最終的に得られた pMpGWB309_MpPRAFプラス

ミドをMppraf koおよびMppraf ldの葉状体切断片に形質転換した。 

 

・proMpPRAF:MpPRAF sv1-3xFLAG/Mppraf ko 

 短いスプライシングバリアント 1 型のみを発現する株を作出するために pENTR/D-

TOPO_MpPRAF を鋳型にプライマーセット MpPRAF_sv1_F/MpPRAF_sv1_R を用いて PCR

を行い、選択的スプライシングを受ける配列を欠失させた。MpPRAF sv1配列を pMpGWB309

に LR Clonase IIを用いて移して、得られたプラスミドをMppraf koの葉状体切断片に形質転

換した。 
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・proMpPRAF:MpPRAF S1246AS1248A-3xFLAG/Mppraf ko 

 MpPRAF の 1248 番目と 1246 番目のセリンをアラニンに置換するために、pENTR/D-

TOPO_MpPRAF を 鋳 型 に プ ラ イ マ ー セ ッ ト

MpPRAF_S1246AS1248A_F/MpPRAF_S1246AS1248A_R を用いて PCR を行い、点変異を加

えた。MpPRAF S1246AS1248A配列の 5.6 kbの BamHI断片と pMpGWB309_MpPRAFの 16.6 kbの

BamHI断片を連結した。得られたプラスミドをMppraf ko変異株の葉状体切断片に形質転換

した。 

 

・proMpPRAF:MpPRAF D1540N-3xFLAG/Mppraf ko 

 MpPRAF の 1540 番目のアスパラギン酸をアスパラギンに置換するために、pENTR/D-

TOPO_MpPRAF を鋳型にプライマーセット MpPRAF_D1540N_F/MpPRAF_gD1540N を用い

て PCRを行い、点変異を加えた。MpPRAF D1540N配列の 2.4 kbの AvrII断片と 19.8 kbの AvrII

断片を連結した。得られたプラスミドをMppraf ko変異株の葉状体切断片に形質転換した。 

 

・Mppgm1 geとMppraf ko Mppgm1 ge 

  MpPGM1 変異株を作出するために gRNA 標的配列を触媒反応中心と金属結合部位 をコ

ードする領域周辺に設計した。アニールした oligo DNA二本鎖 (MpPGM1_1A/MpPGM1_1B

またはMpPGM1_2A/MpPGM1_2B) を pMpGE_En03 (Sugano and Nishihama 2018; Sugano et al., 

2018) の BsaI サイトにクローニングした。得られた gRNA 発現カセットそれぞれを LR 

Clonase IIを用いて pMpGE011ベクター (Sugano and Nishihama 2018; Sugano et al., 2018) に

移した。得られたプラスミドを野生型株と Mppraf koの葉状体切断片に形質転換した。形質

転換体から MpPGM1にゲノム編集が起きた株を単離するために、gRNA標的配列を含む領

域を形質転換体のゲノム DNAを鋳型にMpPGM1_check_F/MpPGM1_check_Rのプライマー

セットを用いて増幅した。PCR産物は BigDye Terminator v3.1とプライマー (触媒反応中心

の周辺には MpPGM1_check_F、金属結合部位の周辺には MpPGM1_check_R) を用いて配列

を確かめた。 

 

リン酸化プロテオーム解析 

 リン酸化プロテオーム解析のサンプルとして、野生型株を恒常白色光で 7日間生育させ、

3日間暗所に移し、青色光 (MIL-B18, 110 µmol photons m-2 s-1) を 10分または 30分照射し、

ただちに液体窒素で凍結させた葉状体を用いた。DCMU 処理サンプルとしては、ゼニゴケ

を生育させている9 cmプレートに対して培地の表面が覆われるように5 mLの10 µM DCMU 

(0.1%(v/v) ethanol) を暗処理 2 日目に加え、1 日暗所に置いた後、青色光を 10 分または 30

分照射した葉状体を用いた。各条件について 3反復のサンプルを用意した。 

 以降の操作は中神弘史博士、野村有子氏、Sara Christina Stoltz 博士に行っていただいた。

凍結したゼニゴケサンプルを Shake Master Neo (Bio Medical Science) を用いて破砕した。破
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砕した植物体に直ちに 4% SDS、0.1 M Tris-HCl (pH 7.6) 溶液に懸濁し 95°Cで 3分間保温し

た。16,000×g で 10 分間遠心し、上清を回収した。抽出物のタンパク質濃度を bicinchoninic 

acid protein assay kit (Thermo Fisher Scientific) を用いて測定し、filter-aided sample preparation 

(FASP) method (Wiśniewski et al., 2009) によってタンパク質を分解し、トリプシン消化した

ペプチドを回収した。Nakagami (2014) と同様に、ペプチドを C18 Empore disc membranes 

(3M) のついた StageTips (Rappsilber et al., 2007) を用いて脱塩し、Ti-HAMMOC (Sugiyama et 

al., 2007) を用いてリン酸化タンパク質を濃縮した。 liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry (LC-MS/MS) 解析のためにサンプルを再度、脱塩した。 

 EASY-nLC 1000 (Thermo Fisher Scientific) と連続した LTQ-Orbitrap XL (Thermo Fisher 

Scientific) を nano-LC-MS/MS解析に用いた。解析用のカラムは Ishihama et al. (2002) と同

様のものを使った。スプレーボルテージを 2,400 Vとし、MSスキャン範囲を m/z 300-1400

とした。MSスキャンにおいて上位 10個の前駆イオンを選択し、引き続きMS/MS解析に

供した。 

生データを label-free quantification (LFQ) と iBAQ (Tyanova et al., 2016a) が可能な

MaxQuant software (version 1.6.3.4, http://www.maxquant.org/) (Cox and Mann, 2008) を用いて処

理 し た 。 MS/MS ス ペ ク ト ル を ゼ ニ ゴ ケ  (primary transcripts; 

http://marchantia.info/download/download/Mpolymorphav3.1.primaryTrs.pep_annot.fa.gz) と一般

的な混入物、デコイの配列を含むデータベースに対して Andromeda 検索エンジンにより検

索した。システインのカルバミドメチル化を定型的な修飾に設定した一方、セリン、スレオ

ニンまたはチロシンのリン酸化、メチオニンの酸化とタンパク質の N 末端のアセチル化は

可変的な修飾に設定した。スペクトルに一致したペプチドとタンパク質の偽陽性率 1%未満

とした。MaxLFQ値の統計解析に Perseus (version 1.5.8.5, http://www.maxquant.org/). (Tyanova 

et al., 2016b) を用いた。 

リン酸化部位から得られた強度の統計解析に Perseusを用いた。定量したリン酸化部位の

強度は log2変換した。処理条件によりサンプルをグループ分けした後、少なくとも 1処理

条件で 3 反復とも適当な値をとったリン酸化部位を次の解析に供した。データは中央値と

の引き算により規格化した。欠損値は Perseus の初期設定 (width = 0.3, downshift = 1.8, 

separately for each column) を用いて正規分布から補完した。2標本の t検定を並べ替えに基

づいて偽陽性 5%にして行った。データは jPOST (accession number: JPST000685; Okuda et al., 

2017) に預けた。 

 

抗MpPRAF抗体の作製 

 抗 MpPRAF 抗体の抗原として MpPRAF タンパク質の他のゼニゴケのタンパク質と相同

性 の 低 い 領 域  (718–946) を 選 び 、 コ ー ド す る cDNA 断 片 を

MpPRAF_antigen_F/MpPRAF_antigen_R のプライマーセットを用いて MpPRAF の cDNA を

鋳型に PCRで増幅した。MpPRAFの cDNAは野生型株から Inoue et al.( 2016) を参考に RNA
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抽出と逆転写を行い、MpPRAFcDNAをMpPRAF_cds_F/MpPRAF_cds_R1のプライマーセッ

トを用いて PCRで増幅して pENTR/D-TOPOにクローニングした。増幅したMpPRAF718–946

をコードする配列は N末端に maltose-binding-protein (MBP) タグ、C末端に 6xHisタグが融

合するタンパク質発現ベクターpIN055 (井上佳祐博士提供) の NdeI-XbaI 断片に In-Fusion 

HD cloning kit を用いてクローニングした。MBP-MpPRAF718-946-6His タンパク質は大腸菌

Rosetta2(DE3) 株で発現させ、0.1 mM isopropyl-b-D-thiogalactopyranosideを添加して 15°Cで

24時間誘導した。大腸菌を遠心して集菌し、バッファー (20 mM Tris-HCl (pH 8))、150 mM 

NaCl、10% glycerol、1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride、1 mM dithiothreitol) に懸濁した。そ

の後、ソニケーションによって細胞を溶解し、組み替えタンパク質をアミロースレジン 

(New England Biolabs) を用いてアフィニティー精製した。MBP タグは PreScission Protease 

(GE Healthcare) で切断し、MpPRAF718–946-6xHis タンパク質を cOmplete His-Tag Purification 

Resin (Roche) を用いてアフィニティー精製した。二段階で精製したタンパク質を抗原とし

て紀和動物実験所に送付しウサギポリクローナル抗体を作製した。抗 MpPRAF血清を 0.45 

µmフィルター (Pall Corporation) でろ過し、ろ液を抗MpPRAF抗体として用いた。 

 

タンパク質抽出と免疫ブロット解析 

 ゼニゴケを 7日間白色光で生育させ 3日間暗処理し、DCMU処理または未処理で図の説

明文で示した様々な光照射を行った。処理後の植物体を液体窒素で凍結し、乳鉢で破砕した。

破砕サンプルに等量の 2´SDS sample buffer (0.25 M Tris-HCl (pH 6.8)、 10% (v/v) 2-

mercaptoethanol、4% (w/v) sodium dodecyl sulfate (SDS)、10% (w/v) sucrose、0.004% (w/v) 

bromophenol blue) を加え、95°C で 5 分間変性させ、10,000´g で 15 分間遠心した上清を用

いた。MpPRAFの検出には 4%アクリルアミドゲルで、Mpphotの検出には 5%または 6%ア

クリルアミドゲルで、SDS-PAGEを行い、polyvinylidene fluoride膜 (Bio-Rad Labolatories) に

転写した。一次抗体として、1,000倍希釈した抗MpPRAF抗体と 5,000倍希釈した抗Mpphot

抗体 (Komatsu et al., 2014) を用いた。二次抗体として 10,000 倍希釈した ECL Rabbit IgG, 

HRP-linked whole Ab (GE Healthcare) を用いた。タンパク質の検出には ECL Prime reagent (GE 

Healthcare) を用いて、化学発光をシグナルとして ImageQuant LAS 4010 (GE Healthcare) に

よって検出した。 

 

脱リン酸化処理 

 上記の方法で抽出したタンパク質溶液をトリクロロ酢酸沈殿によって脱塩した。タンパ

ク質溶液に等量の 20% (w/v) トリクロロ酢酸水溶液を加え、撹拌し 4°C で 30 分静置した。

4°C、 15,000´g で 10 分間遠心し、沈殿を氷冷アセトンで洗った。再び、4°C、 15,000´g で

10 分間遠心し、沈殿を風乾後、calf intestine alkaline phosphatase (CIAP, Takara) に付属の CIAP 

bufferに懸濁した。脱塩したタンパク質サンプルを、等量の 10 mM EDTAとともに 65°Cで

30分間、熱処理して不活性化した CIAPまたは活性のある CIAPと 37°Cで 1時間反応させ
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た。脱リン酸化反応は反応液と等量の 2´SDS sample bufferを加えて 95°Cで 5分間変性させ

ることで止めた。変性した脱リン酸化処サンプルを免疫ブロットに用いた。 

 

クロロフィル蛍光測定 

 恒常白色光で 14日間生育させ 30分以上暗順応させた植物体のクロロフィル蛍光をMINI-

PAM portable chlorophyll fluorometer (Walz) を用いて測定した。Maxwell and Johnson (2000) に

従って、NPQ を(Fm-Fm´)/Fm´、Fv/Fm を(Fm-Fo)/Fm、FPSIIを(Fm´-Fs)/Fm´として計算した。

ETR はFPSII ´ PFD として計算した  (Genty et al., 1989)。qL を (FPSII/(1-FPSII)) ´ ((1-

Fv/Fm)/(Fv/Fm)) ´ (NPQ+1) として計算した (Miyake et al., 2009)。 

 

デンプン、スクロース、グルコース、フルクトースの定量 

 恒常白色光で 14 日間または 15 日間生育させた植物体 50 mg 程度を Freezone 2.5 

(LABCONCO) で凍結乾燥し、Multi-Beads Shocker (Yasui Kikai) を用いて破砕した。破砕し

た植物体に 500 µLの 80% (v/v) エタノールを加え、95°Cで 5分間加熱して、15°C 、12,000´g

で 15 分間遠心した。沈殿に対して再度エタノールを加えて加熱し、遠心を行い、上清を 1

回目の上清と統合した。沈殿と上清を乾燥させた。デンプン測定のために、沈殿に 1 mLの

0.2 M KOHを加えて 95°Cで 30分間加熱し、200 µLの 1 M酢酸を加えて pH 5.5に調整し

た。沈殿サンプルから TOTAL STARCH Assay Kit (AMYLOGLUCOSIDASE/a-AMYLASE 

METHOD; Megazyme) を用いてデンプン測定を行った。乾燥させた上清に 200 µLの水を加

えて懸濁し、SUCROSE, D-FRUCTOSE and D-GLUCOSE assay Kit (Megazyme) を用いてスク

ロース、グルコース、フルクトースの測定を行った。 

 

ヨウ素染色 

 恒常白色光で 14 日間生育させた植物体を脱色液  (80% (v/v) ethanol、0.1% (v/v) 2- 

mercaptoethanol) に浸して 80°Cで脱色した。Hostettler et al. (2011) に従い、脱色したサンプ

ルに対して、Lugol solution (0.34% (w/v) I2、0.68% (w/v) KI) を加えて 5分間染色し、水に浸

して 2分間洗った。水を交換して再度サンプルを洗い、観察した。 

 

TEM解析 

 サンプルの固定及び観察を岩野恵博士に行っていただいた。恒常白色光で 14日間生育さ

せた植物体の葉状体の基部側を切り出して固定液 (2.5% (v/v) glutaraldehyde、2% (w/v) 

paraformaldehyde、50 mM phosphate buffer (pH 7.2))を加えて 4°Cで一晩固定した。サンプル

を 50 mM phosphate bufferで洗い、2% (w/v) osmium tetroxide水溶液を加えて室温で 2時間、

後固定を行った。固定後、25、50、80、99、100% (v/v) ethanolへ順に交換して脱水しエポキ

シ樹脂に包埋した。ダイヤモンドナイフと ultramicrotome (Ultracut UCT, Leica) を用いて超
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薄切片を作製し、銅製のグリッドに乗せて 2% (w/v) uranyl acetate染色と鉛染色を行った。

観察には透過型電子顕微鏡 (H-7650, HITACHI; JEM-1011, JEOL) を用いた。 
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表 1 プライマー配列 

名前 配列 (5'-3') 

MpPGM1_1A CTCGGGTGGACCAAAGTACGAC 

MpPGM1_1B AAACGTCGTACTTTGGTCCACC 

MpPGM1_2A CTCGCTTTGGAGCAGCCAGTGA 

MpPGM1_2B AAACTCACTGGCTGCTCCAAAG 

MpPGM1_check_F AAAATTGCTGCAGGAAATGG 

MpPGM1_check_R GACCCAACTCCTTTGCGACC 

MpPRAF_1A CTCGTGGCGTTATGGATAAGACT 

MpPRAF_1B AAACAGTCTTATCCATAACGCCA 

MpPRAF_2A CTCGTCACCAACTAGATTAGCTC 

MpPRAF_2B AAACGAGCTAATCTAGTTGGTGA 

MpPRAF_3A CTCGCTACGACGTTCAGAGAGAT 

MpPRAF_3B AAACATCTCTCTGAACGTCGTAG 

MpPRAF_4A CTCGGCATGGAACCAGTCCACTT 

MpPRAF_4B AAACAAGTGGACTGGTTCCATGC 

MpPRAF_antigen_F CCTCAGCAGGTCATATGAGTGAAGAACGACTACACAG 

MpPRAF_antigen_R GACCAGCGCTTCTAGAAGCAGTGTAACCTCCCAGAAC 

MpPRAF_c5_F CACCTGTCATAAGGTCGAGCTTCC 

MpPRAF_c5_R GGTGAAGTTCGCCGACAAGG 

MpPRAF_cds_F CACCATGGTTGTGAGAGAAGCAATGATAGTTCC 

MpPRAF_cds_R1 CTACACGATCTGCATCTGTGGATGA 

MpPRAF_cds_R2 CACGATCTGCATCTGTGGATGAGG 

MpPRAF_D1540N_F GTAATTTGGGGTTATCAAAGGTGAAGC 

MpPRAF_gD1540N_R CCACCTAAACATCCACGGCA 

MpPRAF_GT3_F GCCCGGGCAAGCTTATTCGGAGCAACGGTATGTCG 

MpPRAF_GT3_R CTAAGGTAGCGATTATCCGAGTCCTGTACTGTTCG 

MpPRAF_GT5_F TTATCCCTAGGCGCGCATAGCATTGCGATGGTGTG 

MpPRAF_GT5_R TAAACTAGTGGCGCGTCGGACGGTGTAGAACTGTG 

MpPRAF_GTcheck_F AGCAAGGCACATACGGATGC 

MpPRAF_GTcheck_R AGTTAGGGTCGTGATGAGTG 

MpPRAF_KD_GT3_R CTAAGGTAGCGATTAACCGTCTGTAGTTAGTGTCC 

MpPRAF_Ldcheck_F TCTGCCAAACACATACAACG 

MpPRAF_S1246A_R GCGATCCAGATCTAGTGCCG 

MpPRAF_S1246AS1248A_F GCCGGAGCAGTTGTTCAGAGCG 

MpPRAF_sv1_F CGGCGCCAGATCACAGTTCT 

MpPRAF_sv1_R CTTCATCCACTGACTGAGCC 
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