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第1章 シロイヌナズナ種子のリン酸化プロテオーム解析によるアブ

シジン酸シグナル伝達経路の解明 

 

1.1 序論 
アブシジン酸（ABA）は植物ホルモンの一つで、多岐にわたる生理的プロレスに関与する。

種子の成熟，休眠の誘導と維持，気孔閉鎖など，高等植物に特徴的なプロセスと，細胞の分

裂・伸長阻害や低温・乾燥耐性促進などコケ植物を含めた陸上植物に共通のプロセスが存在

する。ABA は陸上植物が環境の変化に対して適応するために必要不可欠な情報伝達物質で

ある。近年の集中豪雨や猛暑日などの異常気象によって農業に甚大な被害を与えているた

め、このような気象の下でも安定して収穫できる作物を開発することが解決策の一つとな

る。そのためには、環境の変化に対して適応するために必要不可欠な情報伝達物質である、

ABA応答のメカニズムを解明することは重要である。 

  最近の研究によって高等植物の ABAシグナル伝達経路が明らかになりました。細胞内

の ABAシグナル伝達経路は PYR/PYL/RCAR受容体とグループ Aの 2C型プロテインフォ

スファターゼ（PP2C）とサブクラスⅢの SNF1-related protein kinase 2（SnRK2）の 3つの主

要な構成因子から成る。ABA非存在下では、PP2Cは直接 SnRK2を脱リン酸化する。シロ

イヌナズナではグループ A型の PP2Cファミリーは 9 個のメンバーから構成さる。このグ

ループに所属している AHG1 と AHG3 の機能欠損変異体である ahg1-1と ahg3-1は野生型

と比較して休眠性が向上し、低濃度の ABA で初期の実生の生長が遅れる(Nishimura et al., 

2007; Yoshida et al., 2006)。ABI1や ABI2の T-DNA挿入体も ahg1-1や ahg3-1程度ではないが

休眠性の向上と初期の実生の生長が遅れた。よって、これらの PP2Cは種子の休眠の維持や

初期の実生の生長におけるABAシグナル伝達経路で負の制御因子として機能することを示

している。SnRK2 ファミリーは 3 つのサブクラスに分けられ、サブクラスⅢの SnRK2.2、

SnRK2.6と SnRK2.3が ABAシグナル伝達に主要に関与する。この３つの SnRK2を欠失さ

せた srk2dei変異体は高い湿度の条件下に置くと休眠性が低下によって莢の中でも発芽して

しまう穂発芽がおこる(Nakashima et al., 2009)。よって、サブクラスⅢの SnRK2は種子が休

眠を維持するのに重要な役割を果たすことを示している。環境ストレスや特定の発生段階

で ABA レベルが上昇すると ABA-受容体の結合体が PP2Cと相互作用することで、フォス

ファターゼ活性を阻害する。これによって、SnRK2は活性化され、ABA-responsive element

（ABRE） binding proteins（AREB）、ABRE-binding factor（ABF）や ABA-INSENTIVE 5 （ABI5）

のような basic leucine zipper （bZIP）転写因子やイオンチャネルなどの様々な基質がリン酸

化される。よって、ABA シグナル伝達経路においてタンパク質のリン酸化が重要であるこ

とがわかる。しかし、SnRK2に直接リン酸化され、ABA応答に関与するリン酸化タンパク

質は少数しか見つかっていない。 
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 質量分析計の精度の向上とリン酸化ペプチドを濃縮する技術が確立したため、大規模で

in vivo のリン酸化タンパク質を同定することができるリン酸化プロテオーム解析が様々な

組織や処理条件で行われるようになった。当研究室でも、シロイヌナズナの実生でリン酸化

プロテオーム解析を行い 2204 個のリン酸化タンパク質を同定することに成功した 

(Umezawa et al., 2013) 。また、SnRK2の破壊株（srk2dei）のリン酸化プロテオームデータを

比較解析に用いることで、SnRK2の基質を同定することができた。そこで、主要な ABAシ

グナル伝達構成因子（ABA受容体、PP2C、SnRK2）によって制御されているリン酸化タン

パク質を明らかにするために、シロイヌナズナの種子でもリン酸化プロテオーム解析を行

った。PP2C 三重機能欠損型変異体（ahg1ahg3abi1）のリン酸化プロテオームデータを比較

解析に用いることで、先ほど示したようなリン酸化タンパク質を同定しようとした。実生と

同じように SnRK2破壊株を用いることが有効であったが、この変異体からは十分な量の種

子を採取するのが難しいためかわりに PP2C三重機能欠損変異体を用いることにした。 
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1.2 実験方法 

 

1.2.1 CAPS解析と半定量的 PCRによる遺伝子に導入された変異の検出 
AHG1と AHG3に導入されていたミスセンス変異を確認するために CAPS解析を行っ
た。サーマルサイクラーを使って、AHG1と AHG3の遺伝子断片を増幅した後、それぞ
れ制限酵素 AflⅢと BspHⅠで 37℃、overnightで消化を行った。消化後、遺伝子断片を電
気泳動で流した。 

ABI1には T-DNAが導入されているので、全長の遺伝子を増幅するプライマーを設計
し、サーマルサイクラーを用いて増幅を行った。増幅後の遺伝子産物を電気泳動に流し

た。 
 
1.2.2 シロイヌナズナの種子の発芽試験 
シロイヌナズナの種子を 50 個ほどエッペンチューブに入れ、70% エタノール 1ml で洗

浄後、滅菌溶液（1% 次亜塩素酸、0.02% Triton X-100 ）を 1 ml加え 10分間振盪させるこ

とで滅菌する。滅菌溶液を捨て滅菌した蒸留水を 1 ml 加え、良く混ぜてから蒸留水を捨て

た。この操作を 5回繰り返すことで、種子の周りについている滅菌溶液を洗い流した。シロ

イヌナズナ種子を 0、0.1、0.5、1 μM ABAが含まれた GM培地に播種した後に春化処理を

行った（4℃、3日間、遮光）。春化処理後、グロースチャンバーで 22℃、白色光（50 μmol 

m-2 s-1）、銘記 16時間 / 暗期 8時間の条件 2週間生育した。1日ごとに発根、発芽、緑化し

ている種子の数を数えた。 

 

1.2.3 シロイヌナズナの種子の ABA処理 
シロイヌナズナの長角果が完全に茶色になり、dry seedになったら種子を採取し、3カ月

程貯蔵し ABA処理行った。1サンプル シロイヌナズナ種子を約 75 μlづつ用意し、濾紙

の上で 2 ml の蒸留水を 4℃、3 日間種子に吸水させた。濾紙で種子に付いている水を除去

後、50 μM ABAを 2 ml吸水させた濾紙で 0、1、3、10時間 ABA処理を行った。ABA処理

後濾紙で種子に付着した水をふき取り、ジルコニアボール 4～5個と一緒にマイクロチュー

ブに入れ液体窒素で凍らせた。 

 

1.2.4 シロイヌナズナの種子のタンパク質抽出（LC-MS/MS用） 
抽出バッファー（10mM Tris (pH9.0)、8M Urea、Phosphatase Inhibitor Cocktail2 1/50 量、

Phosphatase Inhibitor Cocktail3 1/50量）を当日調整した。ジルコニアビーズとシロイヌナズ

ナの種子の入ったバイアルを Shake man2を使って粉砕した。液体窒素から取り出したバイ

アルを、Shakeman2 で最高速度、9 秒ほど振り、液体窒素で凍らせた後、再度 9 秒振った。

抽出バッファーを 1ml 加え、Shake man で一瞬振り、バッファーに浸透させた。室温で 30

分反応させ、時々上下に混ぜた。13000rpm、25℃、10分間遠心分離を行った。上清を 200 μl
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チップで計 800 μl取った。BCA法によってそれぞれのサンプルのタンパク質濃度を測定し

た。 

 

1.2.5 リン酸化ペプチドの濃縮 
タンパク質の濃度測定結果を基に、全てのサンプルのタンパク質濃度が同じになるよう

に調整した。1 サンプル 400μg になるようにタンパク質抽出液をエッペンチューブに分注

し、10 mM DTT（1 M DTTを 50 mM NH4HCO3で 100倍希釈）を加え 25℃、30分間静置後

（還元）、50 mM IAM（500 mM IAMを 50 mM NH4HCO3で 10倍希釈）を加えて 25℃、20

分間、遮光下でアルキル化した。1/2 LysC（100 μg LysCを 200 μl 50 mM NH4HCO3で希釈）

を加え、25℃、3時間でタンパク質を分解後、最初の溶液量の 4倍以上の 50 mM NH4HCO3

を加え、1 μg/μl Trypsinを加えて 25℃、一晩培養することでタンパク質をさらに分解した。 

SDb-XC Empore disk membranes（3M, Haverhill, MA, USA）を詰めた Stage Tipsを用いて脱

塩された。1 カラム 400 μg のサンプルを脱塩した。Hydroxyl acid-modified metal oxide 

chromagraphy（HAMMOC）を用いてリン酸化ペプチドの濃縮を行った。リン酸化ペプチド

の濃縮には、C8-Stage Tipsと TiO2 bulk beads（Titanshere；GL Sciences Inc.、Torrance、CA、

USA）を使ってMOC tipsを用いた。 

 

1.2.6 nanoLC-MS/MSシステムを用いたシロイヌナズナ種子の質量分析 
濃縮されたペプチドは LTQ-OrbitrapTM（Thermo Fisher Scientific, Rockford, Ⅱ、USA）、

UltiMate®3000 RS nano-LC システム（Dinex, Sunnyvale, CA, USA）と HTC-PAL® autosampler

（CTC Analytics、Zwingen、Switherland）の機器が用いられた。ReproSil ® C18 (3 μm; Dr. 

Maisch, HPLC GmbH, Ammerbuch, Germany)が self-pulled needle (150 mm length × 100 μm inside 

diameter, 6 μm opening) に詰められ、5 μLサンプルを導入し、500 nL/minの流動速度で流し

た。 mobile phases は 0.5% acetic acid (A) と 0.5% acetic acid と three-step linear gradient の

80% acetonitrile (B)で構成される。 80% acetonitrile (B)は 5–10% B を 5 分間, 10–40% B を 

60 分間, 40–100% B for 5分間、さらに 100% B を 10 分間行った。mass spectrometry (MS) 

scan range は mass/charge ratio を (m/z) 300–1,400, また top 10 precursor ions の条件に当て

はまるペプチドのみ、続けて tandem mass spectrometry (MS/MS) scansが行われた。 

液体クロマトグラフィーによる分析が終了後、MASCOT search (Matrix Science, Boston, MA, 

USA)というソフトウエアを用いることで、TAIR version 10を基に、ペプチドとリン酸化部

位が予測された。それぞれのリン酸化ペプチドは、観測された monoisotopic ions の m/z と

retention time を基にイオン強度が survey MS scan に統合されることで定量化された。抽出

された observed m/z が 5 mDa の ion chromatogram は 2dical2 を使用することで Peak 

integration が行われた。それぞれのサンプルの定量的データは total peak area を用いること

で標準化され、２つの定量値の間に違いがあるどうか分析するために Student’s t-test (n = 4)

が行われている。 
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1.2.7 ゲル内リン酸化実験 

ABA処理時の SnRK2のリン酸化活性を調べる方法としてゲル内リン酸化実験を行った。

基質としてほとんどのキナーゼの基質となるヒストン（Histone from calf thymus Type Ⅲ-S、

SIGMA）を用いた。SnRK2のゲル内リン酸化実験に使用した試薬を以下に示す。 

洗浄液Ⅰ：25 mM Tris-HCl（pH7.5）、5 mM NaF、0.1 mM Na3VO4、0.5 mg/ml BSA、0.1 % Triton 

X-100、0.5 mM DTT 

 

Renature Buffer:：25 mM Tris-HCl（pH7.5）、5 mM NaF、0.1 mM Na3VO4、1 mM DTT 

 

Reaction Buffer：40 mM HEPES-KOH（pH7.5）、0.1 mM EGTA、20 mM MgCl2、1 mM DTT 

 

洗浄液Ⅱ：5% トリクロロ酢酸、1 % ピロリン酸ナトリウム 

 

   粗抽出タンパク質 96.7 μg/ 37.5 μl と 7.5 μl の 6×サンプルバッファーを混合し 3分

間煮沸した。サンプルを 0.5 mg/mlヒストンを含む SDS-ポリアクリルアミドゲルを用いて、

140Vの低電圧で 120分間電気泳動した。電気泳動後、ゲルを 100 ml洗浄液Ⅰが入ったタッ

パーを加え、室温で 30分間振盪した。この操作を 3回繰り返して、ゲルを洗浄した。次に

タッパーに Renature Bufferを 100 ml入れ、低温室（4℃）で振盪して、タンパク質をリホー

ルディングした。この操作を 5繰り返し、最初の 3回は 30分間、4回目は 10時間以上、5

回目は 30分間行った。タッパーに Reaction Bufferを 100 mlを入れ 1時間振盪した。その後

プラスチックバッグにゲルを入れ、1.85 MBq[γ-32P]ATP（PerkinElmer）と 20 μM ATPを 12.5 

ml Reaction Bufferと混ぜ、室温で 2時間振盪した。振盪後、100 ml洗浄液Ⅱで 30分間振盪

してゲルを洗浄した。これを 4回繰り返し、余分の放射線物質を取り除いた。ゲルを 5%グ

リセロールで 5分間振盪した。ゲルを濾紙の上に乗せラピドライ（ATTO）を用いて、完全

に乾燥させた。オートラジオグラフ用いて、リン酸化シグナルを検出した。 
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1.3 結果 
 
1.3.1 ahg1ahg3abi1の ABA感受性 
クレード A型との PP2Cの ABI1、AHG1、AHG3は ABAシグナル伝達経路の主要な構成

因子であり、この３つの PP2C が種子の発芽時の ABA 応答に大きな影響を与えている

(Nishimura et al., 2007; Yoshida et al., 2006)。そこで、種子の発芽時の ABA応答に ABI1、AHG1、

AHG3がどれほどの影響を与えるか確認を行うために、その変異体の種子を岡山大学の平山

隆先生から譲り受けた（ahg1ahg3 #832、ahg1ahg3 #2135、ahg1ahg3 #2136、ahg1ahg3abi1 #1、

ahg1ahg3abi1 #2）。 

最初に、この機能欠損変異体に目的の遺伝子に変異が導入されているか確認を行った。

AHG1、AHG3にはミスセンス変異が導入されているので、CAPS解析を行った。変異が導入

されている場合のみ、制限酵素によって遺伝子産物が分断される。ahg1ahg3 #832、ahg1ahg3 

#2135、ahg1ahg3 #2136、ahg1ahg3abi1 #1、ahg1ahg3abi1 #2では AHG1と AHG3の遺伝子産

物が分断していたが、野生型では分断されていなかった（図 1）。このことから変異体には

AHG1と AHG3に変異が導入されていることが確認できた。 

ABI1には T-DNAが導入されているので、全長の遺伝子を増幅するプライマーを設計
し、遺伝子の増幅を行った。ABI1に T-DNAが挿入されている場合、正常に増幅されず、
電気泳動後バンドが現れない。ahg1ahg3abi1 #1、ahg1ahg3abi1 #2ではバンドが現れなかっ

たのに対して、野生型と ahg1ahg3 #832ではバンド現れた(図 1)。よって、ahg1ahg3abi1 #1、

ahg1ahg3abi1 #2では ABI1に T-DNAが導入されていることが確認できた。ahg1ahg3 #832、

ahg1ahg3 #2135、ahg1ahg3 #2136、ahg1ahg3abi1 #1、ahg1ahg3abi1 #2には目的の遺伝子に変

異が導入されていた。 
ahg1ahg3、ahg1ahg3abi1 の種子の発芽時の ABA感受性を確認するために、発芽試験を行

った（図２）。シロイヌナズナの種子を 0、0.1、0.5、1 μM ABAが含まれた GM培地で 2週

間育成し、発根率、発芽率、緑化率を観察した。その結果、ahg1ahg3abi1 #2 のみ野生型と

比較して発根率に違いが見られた。発芽率と緑化率では、野生型と比較して変異体で変化が

見られた。特に、ahg1ahg3abi1 #2 の種子の発芽時の表現型に変化が見られた。よって、種

子の発芽と緑化時に ahg1ahg3、ahg1ahg3 abi1は ABA高感受性を示し、特に ahg1ahg3abi1 

#2は特に高いことが確認できた。 

リン酸化プロテオーム解析に必要なサンプル数が多く、種子の数も大量に必要だったの

で、発芽率が悪くないが ABA高感受性を示す ahg1ahg3abi1 #1を実験材料に用いることに

した。今後、ahg1ahg3abi1 #1を PP2C三重変異体と表記します。 

 

1.3.2 シロイヌナズナ種子のリン酸化プロテオーム解析の概要 
リン酸化プロテオーム解析を行うために、シロイヌナズナ種子の野生型と PP2C三重変異

体は 50 μM ABAで 0、1、3、10 時間 ABA処理を行い、これを 4反復用意した。シロイヌ
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ナズナ種子の総タンパク質をトリプシン消化し、HAMMOCでリン酸化ペプチドの濃縮を行

い、LC-MS/MSシステムを使って分析を行った。その結果、269個のタンパク質に属する 308

個のリン酸化ペプチドを同定できた。705個あるリン酸化部位のうち、主要なリン酸化アミ

ノ酸残基であるセリンは 69.6%、スレオニンは 23.5%、チロシンは 6.8%だった(図 3A)。こ

の割合はシロイヌナズナ実生の割合と類似していた(Umezawa et al., 2013)。植物のリン酸化

プロテオーム解析によって得られる主要なリン酸化アミノ酸残基の割合は類似しているこ

とから、HAMMOCによるリン酸化ペプチドの濃縮は成功できたことが示せた。 

シロイヌナズナ種子の野生型におけるABA応答性のリン酸化ペプチドを同定するために

label-free phosphopeptide quantification 法を用いた。それぞれのリン酸化ペプチドは ion 

current chromatogramの peak area を使うことで定量化された。定量を標準化した後、野生型

と比較して ABA処理したサンプルの定量値が 2倍以上または半分以下になっているリン酸

化ペプチド群を ABA 応答性のリン酸化ペプチドの候補群としました。22 個の upregulated

リン酸化ペプチド候補群（表 1）と 46個の downregulatedリン酸化ペプチド候補群（表 2）

をそれぞれ得ることができた。 

 

1.3.3 野生型と ABA応答性の変異体の比較分析 

シロイヌナズナ種子ではグループ A型の PP2C機能欠損変異体の ahg1と ahg3では ABA

応答性の SnRK2が活性化し続けている(Umezawa et al., 2009) 。種子の発芽時の表現型から

も、ahg1ahg3abi1の ABA応答性タンパク質のリン酸化レベルは上方制御される。リン酸化

プロテオームデータの中から以下の条件に当てはまるリン酸化ペプチドを選択した。条件

１）シロイヌナズナの種子の野生型で ABAによってリン酸化レベルが 2倍以上増加、また

は 1/2倍以下減少した ABA応答性ペプチド（表 1、2）。条件 2）PP2C三重変異体でのリン

酸化レベルが野生型の 2倍以上である（表 3）。条件 1に当てはまる ABA応答性リン酸化ペ

プチドのうち上方制御されているのは 21個、下方制御されているのは 46個だった。条件 2

では 15個 PP2C依存的なリン酸化ペプチド候補群を得た。条件 2に当てはまる 15個のリン

酸化ペプチドのうち、条件１にも当てはまるリン酸化ペプチドは上方制御では 0 個だった

のに対して、下方制御では 11個当てはまった（図 4）。よって、上方制御の ABA応答性リ

ン酸化ペプチド候補群は PP2Cによって制御されていない。反対に、下方制御の ABA応答

性リン酸化ペプチドの候補群の大半は PP2Cによって制御されていることが分かった。 

 上方制御の ABA応答性リン酸化ペプチド候補群には、主要な ABA構成因子によって制

御されている既知のリン酸化タンパク質は同定されなかった（表１）。また先ほど示したよ

うに PP2C依存的なリン酸化ペプチドの候補群は一つも存在しなかったことからも、リン酸

化プロテオーム解析に用いた種子は ABA応答を示していない可能性がある。採取したばか

りの種子を数カ月常温で貯蔵する ABA感受性も低下し、休眠も低下することが分かってい

る (Finch-Savage and Leubner-Metzger, 2006) 。そこで、リン酸化プロテオーム解析と同じ

ABA処理条件で ABA応答を示しているか、ABA応答性の SnRK2の活性を調べることがで
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きるゲル内リン酸化実験を行った。その結果、3日間吸水した種子では（無処理）では、SnRK2

の活性化が見られたのに対して、吸水後に 30 分間 ABA処理を行うだけでその活性が見ら

れなかったことから、ABA処理によって ABA応答性の SnRK2の活性を低下させた。 
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1.4 考察 
 この第 1章の実験では、PP2C機能欠損変異体のリン酸化プロテオームデータの比較解析

によってシロイヌナズナ種子の PP2C依存的な ABAシグナル伝達経路を解明することを目

標に実験を行っていました。シロイヌナズナ種子のリン酸化プレテオーム解析によって、

308個のリン酸化ペプチドが同定することに成功した。2012年に Louis J. Meyer達によって

本研究と同様に LC-MS/MS を用いることでシロイヌナズナ種子のリン酸化タンパク質の同

定を行っている。この研究では 408個のリン酸化ペプチドに所属する、172個のタンパク質

が同定された (Meyer et al., 2012) 。ほぼ同じ数のリン酸化ペプチド数が同定されたことか

ら、リン酸化プロテオーム解析のプロトコールの確立には成功できた。 

 3日間春化処理（4℃、遮光）を行った後、50μM ABA をシロイヌナズナ種子に 1、3、10

時間処理した結果、22個の ABA-upregulatedリン酸化ペプチド候補群（表 1）と 46個の ABA-

downregulated リン酸化ペプチド候補群（表 2）をそれぞれ同定することができた。ABA-

upregulated リン酸化ペプチド群の中には糖新生に関わる酵素である、phosphoenolpyruvate 

carboxykinase（PCK）と pyruvate orthophosphate dikinase（PPDK）が同定された（表１）。糖

新生は種子が実生に生長するのに重要な栄養を得るために必要である。種子は吸水開始と

同時に生命維持に必要な様々な反応を再開し始め、休眠打破によって発根すると、同時に実

生の構成と生長ために種子の貯蔵物質から糖を合成する。pck1と ppdk変異体の実生は野生

型と比較して種子の貯蔵物質から合成された糖が減少し、実生の生長が遅れる (Eastmond et 

al., 2015) 。よって、PCK1 と PPDK は実生の生長に必要な糖の合成で重要な役割を果たす

ことを示している。今回の解析によって、PPDKは 455番目のチロシン残基リン酸化されて

いることがわかった。PPDKは PPDK-regulatory protein（PDRP)によって 455番目のチロシン

残基がリン酸化され、これによって PPDK は不活性化状態になることが示されている 

(Astley et al., 2011) 。よって、ABA処理を 10時間行うことで、PPDKは不活性化されたこ

とを示唆している。ABA-downregulated リン酸化ペプチド群の中には phosphoenolpyruvate 

carboxylase 1 （PPC1）と phosphoenolpyruvate carboxylase 2（PPC2）が同定された。この 2つ

のタンパク質は PEPから oxaloacetateを得る反応を触媒することで、炭素や窒素の代謝に関

与する (Gregory et al., 2009) 。この酵素はリンの欠乏に応答して 11番目のセリン残基をリ

ン酸化することで活性化する。同定された PPC1 と PPC2 のリン酸化部位が 11 番目のセリ

ン残基であり、このリン酸化部位が含まれるリン酸化ペプチドが減少していることから

PPC1 と PPC2 が ABA処理して 3 時間で不活性化されていることを示している。発芽試験

で ABA処理 1, 3, 10時間後いずれの処理時間でも種子の発芽は見られなかったことから、

総合して考えると、種子が発芽した後の実生の発生に必要な糖やエネルギーが必要なくな

ったことから、上記であげた酵素は不活性化されたと考えられる。よって、種子の発芽を抑

制には ABA シグナル伝達経路が大きな役割を果たすが、PP2C 依存的リン酸化ペプチド群

の中にこれのリン酸化ペプチドはなかった（表 3）。よって、これらの背景に示したような
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ABA 受容体/PP2C/SnRK2 シグナル伝達経路によってそのリン酸化は制御されていない。

ABAとは独立した発芽を抑制するメカニズムが存在の可能性を示している。 

ABA-upregulatedリン酸化ペプチド群の中に、ヒストン脱アセチル化酵素である HD2Aが

同定された。HD2Aの活性は糖によって誘導され、種子の発芽の抑制に関与する (Colville et 

al., 2011) 。HXK1 とは独立したシグナル伝達経路であることから、HD2A のシグナル伝達

経路はグルコース/HXK1/ABAシグナル伝達の上流または全く独立していると推測されてい

る (Colville et al., 2011; Rolland et al., 2006) 。よって、HD2Aは ABAとは異なる要因によっ

てリン酸化された可能性がある。 

野生型と比較して PP2C 三重変異体で定量値が 2 倍以上増加かつ統計的に差があること

を証明されたリン酸化ペプチドを PP2C依存的なリン酸化ペプチド群とした。PP2C三重変

異体との比較解析の結果、PP2C 依存的なリン酸化ペプチド候補群は全て ABA によって下

方制御されていることから（図 4）、1) ABAによって上方制御されたリン酸化タンパク質候

補群は PP2Cと独立して制御されている、または 2)今回の ABA処理条件で ABA応答が誘

導されていない可能性を示唆している。ABA によって上方制御されたリン酸化タンパク質

群では ABA とは独立して種子の発芽に関与する HD2A が含まれていることから 2 番の仮

定の可能性が高い。 
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第2章 ヒメツリガネゴケのプロテオームデータ解析による ABA 応

答性タンパク質の探索 

 

2.1 序論 
現生している陸上植物の中で、最基部で分岐したのがコケ植物であることから、よく高等

植物と比較されている (Hanada et al., 2011; Knight et al., 1995; Rensing et al., 2008; Wang et al., 

2013) 。コケ植物のストレス応答のメカニズムは一部被子植物に保存されている。例えば、

どちらの植物でも ABA がストレス応答の中心的な役割を果たす  (Cutler et al., 2010; 

Takezawa et al., 2011; Umezawa et al., 2010) 。このことから、コケ植物と被子植物の間で ABA

シグナル伝達経路のメカニズムが保存されているか調べるきっかけになった。 

最近の研究によって高等植物の ABAシグナル伝達経路が明らかになりました。細胞内の

ABA シグナル伝達経路は PYR/PYL/RCAR 受容体とグループ Aの 2C 型プロテインフォス

ファターゼ（PP2C）とサブクラスⅢの SNF1-related protein kinase 2（SnRK2）の 3つの主要

な構成因子から成る。ABA非存在下では、PP2Cは直接 SnRK2を脱リン酸化する。しかし、

環境ストレスや特定の発生段階で ABA レベルが上昇すると ABA-受容体の結合体が PP2C

と相互作用することで、フォスファターゼ活性を阻害する。これによって、SnRK2 は活性

化され転写因子やイオンチャネルなどの様々な基質がリン酸化される。よって、ABA 応答

におけるリン酸化シグナル伝達ネットワークの重要性がわかる。 

 リン酸化プロテオミクスは最近発展してきた技術で in vivo で大規模にリン酸化タンパク

質を検出できる解析方法である。リン酸化プロテオミクスによって以下の３つの解析結果

を得ることができる。１）リン酸化されたタンパク質の同定、２）リン酸化部位の同定、３）

in vivo でのリン酸化レベルの測定することができる。これらの解析方法によって複雑なリ

ン酸化ネットワークを明らかにする基盤にすることができ、タンパク質のリン酸化の変動

を捉えることができる。以前の実験では、シロイヌナズナ実生の野生型と SnRK2欠損変異

体（srk2dei）をリン酸化プロテオーム解析の実験材料として使用することで、野生型と比較

したときにリン酸化変動がみられる多数のリン酸化ペプチドを検出することができた

(Umezawa et al., 2013) 。この方法によってシロイヌナズナの SnRK2の基質をいくつか同定

することができた。よって、変異体をリン酸化プロテオーム解析に実験材料に用いることは、

ABAシグナル伝達経路の解明に有効であることがわかった。 

 Physcomitrella patensはコケ植物のモデル植物で、明確な ABA応答を示す。P. patensにお

いて ABAは乾燥耐性、低温順化、原糸体の生長の遅延で重要な役割を果たす。ABA応答は

形態の大きな変化と ABA応答性遺伝子の発現が伴う。P. patensは主要な３つの ABAシグ

ナル伝達構成因子を持ち、4個の PYLと 2個のグループ A型の PP2C（PpABI1Aと PpABIB）

と 4個のサブクラスⅢの SnRK2（PpSnRK2A-D）から構成される。以前の論文で ppabi1a/b
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二重変異体を用いることで、P. patensのPP2Cの機能が明らかにされた (Komatsu et al., 2013) 。

ppabi1a/bは ABA高感受性を示すことから、2つの PP2Cは P. patensでも ABAシグナル伝

達の負の制御因子として機能することが明らかにされた。さらに、変異誘発した P. patensの

中から野生型と比較してABA非感受性を示す変異体をスクリーニングすることによって取

得した AR7を使用した。AR7は ARKを欠失しており、ABA応答性の SnRK2や遺伝子発現

や乾燥や低温に対する耐性を含むさまざまな ABA 応答が示されない(Saruhashi et al., 2015; 

Stevenson et al., 2016)。ARKは SnRK2を直接 in vitroでリン酸化す Raf-likeタンパク質キナ

ーゼをコードすることから、AR7は P. patensの ABA依存的な SnRK2の上流に存在するタ

ンパク質キナーゼであることがわかる(Saruhashi et al., 2015)。 

 野生型とABA応答性変異体から得られたリン酸化プロテオームデータの比較解析とシロ

イヌナズナと P. patensの比較解析によって、P. patensの ABAシグナル伝達のタンパク質リ

ン酸化ネットワークを明らかにするとともに、陸上植物における ABAシグナル伝達の進化

過程を調べた。 
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2.2 実験方法 
 

2.2.1 P.patensの生育条件と ABA処理 

   Physcomitrella patens の亜種である patens(Gransden)が野生型として用いられた。野生

型、ppabi1a/b、AR7の原糸体の組織を BCDAT培養液で 25℃、光に当て続けた（50-80 μmol 

𝑚−2 𝑠−1）。(±)-ABA(10 μM； Sigma, St. Louis, MO, USA)が培養液に加えられ、組織を 0、

15、30、90分後に集めた。サンプルは-80℃で貯蔵された。 

 

2.2.2 P.patensの原糸体からのタンパク質抽出 

   原糸体は液体窒素の中で乳鉢と乳棒を使って粉砕され、extraction buffer H（50 μM 

Hepes (pH7.5)、5 mM EDTA、5 mM EGTA、1 mM Na3VO4、25 mM NaF、50 mM β-glycerphosphate、

10% glycerol、2 mM dithiothreitol（DTT）、proteinase inhibitor cocktail（Sigma））に入れ攪拌し

た。タンパク質懸濁液は Miraclothを使ってフィルターにかけ、17,000gで 20分間遠心分離

を行い、上清を回収し、Bicinchoninic acid (BCA)法でタンパク質濃度を測定した。 

 

2.2.3 リン酸化ペプチドの濃縮 

   500 μgのタンパク質は尿素を混ぜ、最終濃度の 8 Mに調整した。この溶液は DTTで

還元され、ヨードアセドアミドを用いてアルキル化した。Lys-Cでタンパク質をペプチドに

分解し、トリプシンを用いてさらに分解した。これらの分解されたサンプルは SDb-XC 

Empore disk membranes（3M, Haverhill, MA, USA）を詰めた Stage Tipsを用いて脱塩された。

Hydroxyl acid-modified metal oxide chromagraphy（HAMMOC）を用いてリン酸化ペプチドの

濃縮を行った。リン酸化ペプチドの濃縮には、C8-Stage Tipsと TiO2 bulk beads（Titanshere；

GL Sciences Inc.、Torrance、CA、USA）を使ってMOC tipsを用いた。 

 

2.2.4  nanoLC-MS/MSシステムによる解析 

   濃縮されたペプチドは LTQ-OrbitrapTM（Thermo Fisher Scientific, Rockford, Ⅱ、USA）、

UltiMate®3000 RS nano-LC システム（Dinex, Sunnyvale, CA, USA）と HTC-PAL® autosampler

（CTC Analytics、Zwingen、Switherland）の機器が用いられた。ReproSil ® C18 (3 μm; Dr. 

Maisch, HPLC GmbH, Ammerbuch, Germany)が self-pulled needle (150 mm length × 100 μm inside 

diameter, 6 μm opening) に詰められ、5 μLサンプルを導入し、500 nL/minの流動速度で流し

た。 mobile phases は 0.5% acetic acid (A) と 0.5% acetic acid と three-step linear gradient の

80% acetonitrile (B)で構成される。 80% acetonitrile (B)は 5–10% B を 5 分間, 10–40% B を 

60 分間, 40–100% B for 5分間、さらに 100% B を 10 分間行った。mass spectrometry (MS) 

scan range は mass/charge ratio を (m/z) 300–1,400, また top 10 precursor ions の条件に当て

はまるペプチドのみ、続けて tandem mass spectrometry (MS/MS) scansが行われた。 

液体クロマトグラフィーによる分析が終了後、MASCOT search (Matrix Science, Boston, MA, 
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USA) と い う ソ フ ト ウ エ ア を 用 い る こ と で 、 Phypa v1.2 デ ー タ セ ッ ト 

(https://www.cosmoss.org/)を基に、ペプチドとリン酸化部位が予測された。それぞれのリン酸

化ペプチドは、観測された monoisotopic ions の m/z と retention time を基にイオン強度が

survey MS scan に統合されることで定量化された。抽出された observed m/z が 5 mDa の ion 

chromatogram は Mass Navigator v1.2 (Mitsui software, Tokyo, Japan)を使用することで Peak 

integration が行われた。それぞれのサンプルの定量的データは total peak area を用いること

で標準化され、２つの定量値の間に違いがあるどうか分析するために Student’s t-test (n = 3)

が行われている。全ての raw data ファイルは Japan Proteome Standard Repository/Database 

(jPOST)に保存されている。 

 

2.2.6 主成分分析 

 Rを用いて主成分分析を行った。Excel の各列にリン酸化ペプチドのサンプルごとの定

量値を記された csvデータを Rに読み込み、prcomp関数で主成分分析を行った。PC1と PC2

を軸としたプロット図を作成した。 

 

2.2.7 モチーフ解析 

 Perl でリン酸化部位を中心とした 13mer のアミノ酸配列を全てのリン酸化部位から取

得した。Motif-X というソフトウエアを用いて、統計的に有意なモチーフの解析を行った。 

 

パラメーターは、以下の通りである。 

 Foreground format: pre-aligned 

 Central character: S 

 Width: 13 

 Occurrences: 20 

 Significance: 0.000001 

 Background: ヒメツリガネゴケ用に作ったデータを使用 

 Background format: pre-aligned 

 Background central character: S 

 

2.2.8 in vitro キナーゼアッセイ 

 

 

 

 

 

 

https://www.cosmoss.org/
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2.3 結果 
 

2.3.1 ppabi1a/bと AR7の ABA感受性 

外因性の ABA によって P. patensの野生型の原糸体の生長は遅延し、brood cellとい

うストレス耐性の細胞に形態変化する ppabi1a/b の原糸体は恒常的に ABA 応答性の形態を

示す。AR7の原糸体はABA処理によってほとんど変化を示さない(Bhyan et al., 2012; Komatsu 

et al., 2013) (図 6 A)。 

両方の変異体の ABA応答は ABAによって活性化されたタンパク質キナーゼを検出

できるゲル内キナーゼアッセイによって調べた。野生型と ppabi1a/b 変異体では ABA によ

って活性化されたるンパク質キナーゼが ABA応答を示すのに対して、AR7では活性化され

なかった。これらの結果は ppabi1a/b と AR7の過去の論文と一致する。(Komatsu e al. 2013, 

Saruhashi et al) （図 6 B）。図５は東京農業大学 生命科学部 バイオサイエンス学科 坂田

洋一先生の研究室の方達からいただいたデータである。 

 

2.3.2 リン酸化プロテオーム解析結果概要 

  リン酸化プロテオーム解析を行うために、野生型と ppabi1a/b と AR7は 10 μM ABAに

0、15、30、90 分間処理を 3 反復行った。P. patens の総タンパク質をトリプシン消化し、

HAMMOCでリン酸化ペプチドの濃縮を行い、LC-MS/MSシステムを使って分析を行った。

合計で 1,870のタンパク質の 4,630個のリン酸化ペプチドと 6,444個のリン酸化部位が同定

された。よって、この実験結果は 5,288個のリン酸化ペプチドと 2,204個のタンパク質が同

定されたシロイヌナズナの実生のリン酸化プロテオームデータと比較することができる

(Umezawa et al., 2013)。P. patensのリン酸化アミノ酸残基の割合（図７A）はセリン（Ser）、

スレオニン（Thr）、チロシン（Tyr）はそれぞれ 79.5、16.9、3.6％でシロイヌナズナの実生

の割合と似ていた。 

  P. patensの野生型における ABA応答性のリン酸化ペプチドを同定するために label-free 

phosphopeptide quantification 法を用いた。それぞれのリン酸化ペプチドは ion current 

chromatogramの peak area を使うことで定量化され、サンプル間のクロマトグラムが一貫し

ているかマニュアルで確認された。定量データを標準化した後、野生型と比較して ABA処

理したサンプルの定量値が 2 倍以上または半分以下になっているリン酸化ペプチド群を

ABA 応答性のリン酸化ペプチド群としました。143 個の upregulated グループと 8 個の

downregulatedグループをそれぞれ得ることができた。 

 

2.3.3 野生型と ABA応答性の変異体の比較分析 

   グループ A PP2C ppabi1a/b欠損変異体では主要な ABA応答が活性化し続けている。

一方、ABA非感受性の AR7変異体では ABAシグナル伝達が抑制されている。ppabi1a/b と 

AR7 の表現型よりそれぞれ ABA 応答性タンパク質のリン酸化レベルが上方制御と下方制
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御される。表現型同様、野生型と ppabi1abと AR7のリン酸化プロテオームプロファイルが

大きく異なる（図 6A）。リン酸化プロテオームデータの中から以下の条件に当てはまるリン

酸化ペプチドを選択した。条件１）P. patens の野生型で ABAによってリン酸化レベルが 2

倍以上増加した ABA応答性ペプチド。条件 2）ppabi1a/bでのリン酸化レベルが野生型の 2

倍以上である。条件３）AR7でのリン酸化レベルが野生型の半分以下である。この条件に当

てはまるリン酸化ペプチドの数を図 8Bに示した。条件 1によって 143個の ABA応答性の

リン酸化ペプチドを得た。条件 2と条件 3ではそれぞれ 398個と 248個の PpABI1 A/Bまた

は ARK依存的なリン酸化ペプチドを得た。条件 2に当てはまる 398個のリン酸化ペプチド

のうち、23 個のペプチドは条件 1 も当てはまった。このことより、いくつかのの PpABI1 

A/B依存的なリン酸化ペプチドは ABAに依存していることがわかりました。一方、条件 1

に当てはまるリン酸化ペプチドの 88.1%は ARK依存的であることから、ARKと ABAシグ

ナル伝達経路の大部分が一致しているという仮説を立てることができた。 

   この 3 つの条件に当てはまるいくつかのリン酸化ペプチドの各処理区におけるリン

酸化レベルを図 8に示した。例えば、全ての条件に当てはまる Ca2+-binding protein は野生

型で ABA応答を示し（条件 1）、ppabi1 a/bでリン酸化レベルが増加し、AR7ではリン酸化

レベルが減少していた（条件 2、3）（図 9A ）。いくつかの高等植物の ABAシグナル伝達因

子のオルソログのリン酸化パターンはいくつかの条件に当てはまる。例えば、ABA シグナ

ル伝達の中心的な制御因子の SnRK2は野生型や ppabi1a/bにおいて ABA応答でリン酸化さ

れるのに対し、AR7ではリン酸化レベルが減少する（図 9B）。特に、SnRK2の ppabi1a/bに

おけるリン酸化レベルは ABA応答によって上方制御したままで、この結果は ABA応答に

よって ppabi1a/b で PpSnRK2 が活性化される過去の研究と一致している(Komatsu et al., 

2013)。反対に、SnRK2のリン酸化レベルは AR7で欠失しているのに対し、AREB/ABF-like 

bZIPタンパク質や他の他のタンパク質は SnRK2と似たリン酸化パターンを示す(図 9C)。シ

ロイヌナズナでは AREB/ABF は SnRK2 の基質としてよく知られている。高等植物では

SnRK2-bZIP経路はABA応答性遺伝子の発現する主要な制御システムの一つである(Yoshida 

et al., 2014)。また、米やシロイヌナズナでは AREB/ABF型 bZIPタンパク質の様々な部位は

リン酸化させる(Kagaya et al., 2002; Furihata et al., 2006)。私たちの結果は Phypa_38931から

のいくつかのリン酸化ペプチドを検出し、この中の一つ(NFGpSMNMDEFLK)は、シロイヌ

ナズナの AREB/ABF タンパク質のリン酸化ペプチドの DFGpSMNMDELLK と似ていた

(Umezawa et al., 2013)。陸上植物では AREB/ABF型 bZIPタンパク質のリン酸化部位が高度

に保存されていて、変異体を使った実験によってこのリン酸化部位は転写活性に関与する

可能性がある（図 10）。同定された Ser- 1030を持つリン酸化ペプチドを ARKからもう一つ

の例を挙げると、野生型では ABA応答性のリン酸化を示し、ppabi1a/bでは少し下方制御さ

れ、AR7 ではリン酸化レベルが０だった（図 9D）。興味深いことに、このパターンは

PpSnRK2Bにとても似ている。このことは、ヒメツリガネゴケでは ARKが SnRK2の活性を

制御していることを示唆している(Saruhashi et al., 2015)。 
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2.3.4 P. patensにおける ABA応答性リン酸化ペプチドの分類 

   タンパク質キナーゼは特定のモチーフのリン酸化する傾向がある。よって、リン酸化

部位周辺のアミノ酸配列はリン酸化タンパク質を分類し、どのシグナル伝達経路に関与す

るか予測することができる。私たちはMotif-Xというソフトウエアを使用してリン酸化プロ

テオームデータでモチーフ解析を行った。私達のデータから様々なモチーフが検出され、５

つのモチーフのグループに分けた。グループ 1、[-pS/pT-G-]; グループ 2、 [-K/R-x-x-pS/pT-]; 

グループ 3、 [-S-x-x-pS/pT-]; グループ 4、 [その他]に分類された（図 10Aと B）。その中で

グループ 2は、シロイヌナズナの実生のリン酸化プロテオームデータからも検出されたが、

グループ 1と 3はシロイヌナズナでは検出されなかった(Umezawa et al., 2013)。 

 それぞれのモチーフグループの定量的なデータが図 10B を示し、グループ１のモチーフ

は ABA 応答によって上方制御され、ppabi1a/b で上方制御され、AR7 は下方制御されたリ

ン酸化ペプチドで検出された。グループ 2と 3モチーフはグループ 1と比較して、PP2Cと

ARKによって明確に制御されていない。しかしながら、グループ 1～3モチーフは野生型の

ABA応答性リン酸化ペプチドで多く存在し、PP2C依存的なグループでは統計的に有意なモ

チーフのグループが検出されず、かわりに酸性アミノ酸のモチーフが検出された（図 10C）。

一方、ARK依存的なグループではグループ 1と 2が検出された。 

 

2.3.5 ABA応答性ペプチドの in vitro リン酸化実験 

   SnRK2は ABAシグナル伝達の主要なタンパク質キナーゼであり、様々な SnRK2の

基質がこの論文で同定された ABA 応答性リン酸化ペプチドに関与する可能性がある。in 

vitro phosphorylation アッセイによって、SnRK2 がこの研究で選択されたリン酸化ペプチド

をリン酸化できるかどうか検討した。私たちは 15個のリン酸化ペプチドを潜在的な SnRK2

の基質と 2 つの SnRK2 の標的のモチーフである[-K/R-x-x-pS/pT-]をもたない２つのペプチ

ド（No.4と No.7）(Furihata et al. 2006, Umezawa et al. 2013). in vitro phosphorylationアッセイ

に３つのヒメツリガネゴケの SnRK2とシロイヌナズナの SnRK2（SRK2E/OST1）によって

合計で 17個のタンパク質を基質がリン酸化されるかどうか確認した（図 11）。 

 私たちのデータは選択した 15個のペプチドの内 12個が in vitroで PpSNRK2によってリ

ン酸化されることを示した。このことは私たちのリン酸化プロテオームデータのいくつか

は SnRK2の基質を含むことがわかった。一方、SRK2E/OST1 は 9つのタンパク質をリン酸

化した。ペプチドの No.8、11、12、17は SRK2E/OST1より PpSnrk2の方が強くリン酸化さ

れた。予測通り、ペプチド No.4と 7はどの SnRK2にもリン酸化されなかった。 
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2.4 考察 
 SnRK2と PP2Cを介して下流のタンパク質のリン酸化・脱リン酸化することで ABAシグ

ナル伝達経路を制御していることから、リン酸化・脱リン酸化は重要な役割を果たすことが

わかる。過去の研究でシロイヌナズナの実生でリン酸化プロテオーム解析を行い、多数の

ABA応答性リン酸化タンパク質を同定することができた (Umezawa et al., 2013; Wang et al., 

2013) 。そこで、ヒメツリガネゴケの ABAシグナル伝達経路の解明の手掛かりにするため

に私たちは同じアプローチを使ってヒメツリガネゴケを解析した。その結果、143個の ABA

応答性リン酸化ペプチド（92 個の遺伝子）をヒメツリガネゴケの野生型と変異体から同定

することができた。過去のトランスクリプトーム解析では 92 個の遺伝子のうち 13 個の遺

伝子のみ ABA応答と示された (Saruhashi et al., 2015) 。このことは、私たちが得たリン酸化

プロテオームデータは異なる階層の細胞内制御に関与することを示唆している。ヒメツリ

ガネゴケのABA依存的なリン酸化シグナル伝達経路を分析するために私たちはこのデータ

を比較解析に用いた。 

以前の論文ではシロイヌナズナの SnRK2依存的なリン酸化シグナル伝達経路を解明する

ために SnRK2破壊株を用いている (Umezawa et al., 2013; Wang et al., 2013) 。しかし、P. patens

では SnRK2の破壊株を用いることができなかった。代わりに ABA非感受性を示す AR7を

用いることにした。この AR7では ABA応答性の SnRK2の活性がほとんど抑制されている

(Saruhashi et al., 2015) 。本研究では、多数の ABA応答性リン酸化ペプチドが AR7のリン酸

化レベルが劇的に減少していたことから（図 7）、88.1%の ABA応答性リン酸化ペプチドは

ARK を介したシグナル伝達経路に関与していることを示している。以前行われたトランス

クリプトーム解析でも 89.5%の ABA応答性の転写物が ARK 依存的であったことから今回

得られた結果と一致している (Saruhashi et al., 2015) 。私たちは PpSnRK2のキナーゼの活性

化ループに存在する Ser-165と Ser-169が in vivoでリン酸化され、AR7では Ser-169のリン

酸化が抑制されることを明らかにした（図 8B）。このリン酸化部位は ARKによって in vitro

でリン酸化されているが(Saruhashi et al., 2015)、私たちのデータは P. patensで SnRK2の活性

は ARKによって制御されていることを証明できた。以前の研究ではこれらのリン酸化部位

はシロイヌナズナの SnRK2 の活性化するのに必要であることが示され (Belin et al., 2006; 

Umezawa et al., 2009) 、この部位は高度に保存されている。 

さらに AREB/ABF 型 bZIP タンパク質 (Phypa_38931) は ABA 応答によってリン酸化さ

れ、AR7によって抑制された（図 8C）。シロイヌナズナでは AREB/ABFは SnRK2によって

in vivoでリン酸化され、ABA応答性遺伝子の発現を誘導する。リン酸化部位は P.patensと

シロイヌナズナの間でよく保存されており、リン酸化は P. patensにおける ABA応答性の遺

伝子の転写の制御に関与する（図 9）。似たタイプの転写制御は ABAシグナル伝達経路で P. 

patensとシロイヌナズナの間で保存されている。これらの結果から総合すると、主要な ABA

シグナル伝達経路 (例えば、SnRK2-bZIP 経路) は少なくとも部分的に陸上植物で保存され

ている。 
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私たちは次に P. patensとシロイヌナズナの違いに着目した。P. patensのかなりの数の ABA

応答性ペプチドが ARK依存的で（図 8B）、P. patens特異的なモチーフがいくつか見つかっ

た（図 11A）。特に、[-pS/pT-G-] のモチーフは明確に PP2C または ARK によって制御され

ていた（図 11B）。このグループのモチーフはシロイヌナズナでは検出されていなかった。

このことから、リン酸化モチーフがコケ植物から被子植物に進化した間に変化したと考え

られる。よって、P. patensの ABAシグナル伝達経路では SnRK2または ARKとは異なるい

くつかのタンパク質キナーゼやシグナル伝達カスケードが関与している可能性がある。 

上記で示した通り、ARKは AR7に導入されていた遺伝子から同定され、P. patensにおい

て SnRK2の活性を制御する (Saruhashi et al., 2015) 。私たちのデータでは ARKは Ser-1029

と-1030でリン酸化され、PpSnRK2Bのリン酸化パターンと類似していた（図 9B、D）。この

ことは ARKが SnRK2と in vivoで関連しているかもしれないことを示している。しかしな

がら、他の植物では ARK のように SnRK2 の上流で機能するタンパク質キナーゼはまだ見

つかっておらず、ARK のオルソログでは Ser-1029 と-1030 は高度に保存されていない。よ

って、ARKを介した SnRK2の制御は高等植物でも保存されているかどうかはまだ明らかに

なっていない。シロイヌナズナでは、SnRK2の制御には 2つの仮説が提案されている。1つ

目は、自己リン酸化されるという説と (Fujii et al., 2009) 、もう一つは上流のキナーゼが存

在するという説である (Boudsocq et al., 2007) 。どの説でも ARKのオルソログの機能解析

が SnRK2活性化メカニズムを完全に理解するのに必要である。 

私たちは P. patens とシロイヌナズナの間でリン酸化部位が異なるいくつかのタンパク質

を見つけた。例えば、P. patensでは Ca2+-binding protein Pp1s218_100 (Phypa_144692)は ABA

に応答してリン酸化される。しかしながら、Pp1s218_100のリン酸化の意味は未だわかって

いない。このリン酸化は PpABI1 や ARK に依存している（図 9A）。シロイヌナズナには

AtSCSというオルソログタンパク質があり、SnRK2と相互作用する(Bucholc et al., 2011)。し

かしながら、Pp1s218_100 のリン酸化部位は AtSCS の同じ位置には見つかっていない。一

方、当研究室での依然尾リン酸化プロテオーム解析では ABAシグナル伝達を負に制御する

SnRK2-substrate 1 (SNS1)が同定された (Umezawa et al., 2013) 。P. patensは SNS1のオルソロ

グ（Phypa_121053）が存在するが、同じリン酸化部位は見つからなかった。また、SNS1の

破壊株は ABA応答に変化を示さなかった。これらの結果は、ABA応答性リン酸化ペプチド

は進化の過程で変化したことを示している。 

さらに、P. patensでは PP2Cの機能にいくつかの違いがみられる。高等植物での PP2Cは

直接 SnRK2 を脱リン酸化することで ABA シグナル伝達を負に制御されるが (Umezawa et 

al., 2009; Vlad et al., 2009) 、P. patens ではこのような制御はされていない (Komatsu et al., 

2013) 。私たちの結果は PP2Cが存在しているにもかかわらず、SnRK2は ABA応答でリン

酸化することを証明した。PpSnRK2Bのリン酸化レベルは PP2Cの非存在下でも相対的に低

かった(図 8B)。さらに、PP2C 依存的なリン酸化ペプチドのグループでは SnRK2 標的モチ

ーフ（例えば[-K/R-x-x-pS/pT-]や [-pS/pT-x-x-x-x-D/E-]）は検出されなかった（図 11C）。私た
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ちのデータは PP2Cが様々なタンパク質を制御し、いくつかのこのタンパク質は ABAシグ

ナル伝達に関与する。これらの結果から、P. patensの PP2Cはシロイヌナズナとは異なる方

法で機能し、植物の PP2Cは陸上植物が進化する過程で SnRK2 を直接制御するようになっ

た。 

この実験の一つの目標は陸上植物でABAシグナル伝達経路がどのように進化してきた

か明らかにすることである。しかしながら、P. patensとシロイヌナズナの ABA応答の間に

は異なる点がいくつも存在することが、このことを難しくしている。例えば、P. patensに外

因性の ABAを与えると brood細胞に変化するなど形態的に大きく変化する (Komatsu et al., 

2009) 。さらにコケ植物は高度な乾燥耐性を示し、高等植物では気孔を閉じることで組織か

らすばやく水が喪失することを防ぐことで乾燥耐性を獲得するように進化した  (Charron 

and Quatrano, 2009; Frank et al., 2005; Werner et al., 1991) 。これはコケ植物と被子植物は長い

時間をかけて独立して進化したことを示す (Shaw et al., 2011) 。 

これらを総合すると、この論文では P.patensにおける ABA応答性リン酸化シグナル伝

達経路を説明していていくつもの ABA応答性リン酸化タンパク質を紹介した。比較解析に

よってコアな ABA シグナル伝達経路は一部高等植物でも保存されていることを示してい

る。リン酸化プロテオームデータから重要な因子を探索するには、タンパク質同士の相互作

用を解析する実験や in vitro リン酸化実験や P. patensまたはシロイヌナズナを使った逆遺伝

的解析のような研究が必要である。これらの解析は植物での ABA応答の分子的メカニズム

において新しい見解を提供した。 
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図１．PP2C機能欠損変異体に導入されている変異の確認 
AHG1、AHG3にミスセンス変異が導入されているか、野生型（レーン１番）、ahg1ahg3 

#832（レーン 2番）、ahg1ahg3 #2135（レーン 3番）、ahg1ahg3 #2136（レーン 4番）、

ahg1ahg3abi1 #1（レーン 5番）、ahg1ahg3abi1 #2（レーン 6番）で確認するために CAPS

解析を行った。また、ABI1に導入された T-DNAを確認するために RT-PCRを行った。 
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図 2．PP2C機能欠損変異体 ahg1ahg3と ahg1ahg3abiの発芽試験 
ahg1ahg3二重機能欠損変異体と ahg1ahg3abi1三重機能欠損変異体の種子の発芽における

ABA応答性を調べるために、春化処理後（4℃、3日間）0、0.1、0.5、1 μMの ABAを含

んだ GM培地で 5日間育成したときの発根率（A）、発芽率（B）、緑化率（C）を観察し

た。 
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図３．シロイヌナズナ種子のリン酸化プロテオーム解析の概要 
(A) 主要なリン酸化アミノ酸残基の割合を示す。pSはセリン、pTはスレオニン、pYはチ

ロシンを示す。 

(B) ペプチドごとのリン酸化部位数の割合を示す。 
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図 4. シロイヌナズナ種子の野生型、ahg1ahg3abi1のリン酸化プロテオームデ
ータの比較解析 
P. patens で同定されたリン酸化ペプチドの中で、ABA によって上方制御、下方制御された

リン酸化ペプチド候補群と PP2C依存性リン酸化ペプチド候補群のベン図。 
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表１．シロイヌナズナ種子の ABA応答性リン酸化ペプチドの候補群 
 

野生型で ABAによって上方制御されたリン酸化ペプチドの候補群 

AGI code annotaion sequence 1h 3h 10h

AT1G01100.1 60S acidic ribosomal protein family KKDEPAEEpSDGDLGFGLFD - - 1.8
AT2G27710.1 60S acidic ribosomal protein family EEpSDDDMGFSLFE - - 1.9
AT5G36880.1 acetyl-CoA synthetase (ACS) HVESMpSQLPSGAGK 2.4 - -
AT4G27450.1 Aluminium induced protein with YGL and LRDR motifs VDpSEGVLCGANFK - - 2.4
AT3G13460.1 evolutionarily conserved C-terminal region 2(ECT2) YSDVQRPVSGSGVASpSYSK - - 1.9
AT5G07530.2 glycine rich protein 17(GRP17) RGMSGSGGGMpSGpSEGGVpSGpSEGpSMSGGGMSGVEGVNTK - 3.3 -
AT2G32120.1 heat-shock protein 70T-2( HSP70T-2 ) LMPEPTAIALLYAQQQQMTTHDNMGSGpSER - 2.5 4.1
AT3G44750.1 histone deacetylase 3(HD2A) TPNIEPQGYpSEEEEEEEEEVPAGNAAK - - 2.9
AT4G02710.1 Kinase interacting (KIP1-like) family protein LVQKNLMLEKpSIpSYLNpSELESFR - 3.1 -
AT3G24080.1 KRR1 family protein AEGNEpSGEDDDFLR - - 2.7
AT2G25344.1 LCR14 (low-molecular-weight cysteine-rich 14) KYFQPSFVILIIFpTVLVLGVVGNMSVDQK 39.1 - -
AT5G01890.1 Leucine-rich receptor-like protein kinase family protein MFNGAVpSLLFLFLAVVSARADPTFNDDVLGLIVFKAGLDDPLSK - 3.4 3.4
AT4G24800.1 MA3 domain-containing protein LIDTDGDYHIDPNDPNYDpSGEEPFELVGATLSDPLDDYKK - - 2.2
AT2G39210.1 Major facilitator superfamily protein MVAApSPGGSMK - 4.3 -
AT5G19730.1 Pectin lyase-like superfamily protein CKVpTGTGVLpYLGR - 2.8 1.8
AT4G37870.1 phosphoenolpyruvate carboxykinase 1(PCK1) KTDGSTpTPAYAHGQHHSIFSPATGAVSDSSLK - - 2.3
AT4G37870.1 phosphoenolpyruvate carboxykinase 1(PCK1) RSAPTpTPINQNAAAAFAAVSEEER 2.2 - 4.0
AT3G56760.1 Protein kinase superfamily protein LVKVYIMpSpSSLRK - - 2.4
AT4G15530.1 pyruvate orthophosphate dikinase(PPDK) GGMpTSHAAVVAR - - 2.1
AT3G05130.1 unknown QMEMLNVQSSDKGKLIDQLpSR - - 2.3
AT1G60490.1 vacuolar protein sorting 34(VPS34) LEKLMNKpYER - - 5.6  

* pはリン酸化部位を示す。pの隣のアミノ酸がリン酸化されている。 

** 無処理の野生型と比較して統計的に有意な場合のみ（Student’s t test、<0.05）、リン

酸化レベルが野生型の何倍か（Fold-change）示した。4反復の Fold-changeの平均

を示した。 
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表 2．シロイヌナズナ種子の ABA応答性リン酸化ペプチドの候補群 
 
野生型で ABAによって下方制御されたリン酸化ペプチドの候補群

AGI code Description sequence 1h 3h 10h
AT1G24180.1 Thiamin diphosphate-binding fold (THDP-binding) superfamily protein (IAR4) YHGHpSMSDPGSTYR - - 0.46
AT1G50140.1 P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily protein ASEpSRKESPFLNK - 0.58 0.43
AT3G21480.1 BRCT domain-containing DNA repair protein pSAAFRASAVAARVANQK - 0.30 0.60
AT1G11980.1 ubiquitin-related protein 3 (RUB3) VKTLTEKQIDIEIELpTDTIER - 0.15 0.18
AT2G42600.1 phosphoenolpyruvate carboxylase 2 (PPC2) MApSIDAQLR - 0.48 -
AT1G24180.1 Thiamin diphosphate-binding fold (THDP-binding) superfamily protein (IAR4) YHGHSMpSDPGSTYR - 0.44 0.21
AT1G04635.1 embryo defective 1687 (EMB1689) YVNPIpTKLCIVRSSR - - -
AT5G07460.1 peptidemethionine sulfoxide reductase 2 (PMSR2) SGIpYFYpTPEQEKLARESLEK - 0.17 0.13
AT5G41360.1 homolog of Xeroderma pigmentosum complementation group B 2 (XPB2) GNAGVVVTTYNMIAFGGKRpSEEAEK 0.57 - -
AT3G63150.1 MIRO-related GTP-ase 2 (MIRO2) MMLGGKpSpSAGGRTpSLR - 0.63 -
AT5G38120.1  4CL8 RpYGAVGLLSCGVEARIVDPNpTGQVMGLNQTGELWLK - 0.49 0.41
AT3G05910.1 Pectin Acetylesterase 12 (PAE12) YANQALLSGCpSAGGLAAILR - 0.52 -
AT4G30890.1 ubiquitin-specific protease 24 (UBP24) pTQSFVPSELSEIFGGQLK - - 0.51
AT1G64390.1 glycosyl hydrolase 9C2 (GH9C2) GSSIVSVKVDRpTFVTCR - 0.34 0.50
AT5G25610.1  Responsive to desiccation 22 (RD22) pYWSpTALPNTPIPNSLHNLLTFDFTDEKSTNVQVGK - - 0.44
AT5G66400.1  RAB18 HHGQEQLHKEpSGGGLGGMLHR - - 0.34
AT2G40970.1  MYBC1 LQpSpSpTpTPpTpTPpTPpTPPPMMMNSDFGGGDSTDLGSGSIGGEPARTLK - 0.61 -
AT2G42560.1 late embryogenesis abundant domain-containing protein GSNMPVpSDEGEGETK - - 0.27
AT3G15670.1 Late embryogenesis abundant protein (LEA) family protein AGSYLpSETGEAIK - 0.50 0.43
AT2G40170.1 Early methionine-labelled 6 (EM6) pSFEAQQHLAEGR - - 0.53
AT2G42560.1 late embryogenesis abundant domain-containing protein RDFGEEYGEERGpSEK - 0.33 0.29
AT2G40170.1 Early methionine-labelled 6 (EM6) pSFEAQQHLAEGR - - 0.48
AT3G15670.1 Late embryogenesis abundant protein (LEA) family protein TGGFLpSQTGEHVK - 0.26 0.22
AT3G15670.1 Late embryogenesis abundant protein (LEA) family protein TGGFLSQpTGEHVK - 0.22 0.22
AT2G42760.1 unknown protein AMSDEpTMMpTpTpSpSKpTpSLFpSSSSDDLFLSPR - 0.58 -
AT4G01930.1 Cysteine/Histidine-rich C1 domain family protein DpYQApSLHIECVVGALSLLMPR - 0.17 0.12
AT5G54430.1 PHOS32 pSGGDDDGDVVAASASAHHEHIKDE - - 0.43
AT5G50600.1 hydroxysteroid dehydrogenase 1 (HSD1) STLYPESIRpTPEIKpSD - 0.46 0.42
AT5G52300.1  RD29B GAVTSWLGGKPKpSPR - - 0.52
AT5G50600.1 hydroxysteroid dehydrogenase 1 (HSD1) STLYPESIRpTPEIKpSD - - 0.51
AT3G15260.1 Protein phosphatase 2C family protein VGLGASASSADpSGK - 0.29 0.27
AT5G58970.1 uncoupling protein 2 (UCP2) YRGpSIGTLATIAR - 0.48 0.44
AT1G07985.1 Expressed protein VVGSSpSPTNIHSK - - 0.48
AT1G57690.1 F-box/RNI-like superfamily protein NNpSLHHIKKWTEFAMSR - 0.42 0.39
AT5G52300.1  RD29B LPLSGGGpSGVK - 0.31 0.08
AT5G56140.1 RNA-binding KH domain-containing protein MMMMpSpSLGGGGGGGGGpSGGGIGGGGGGRFMpTYpSpSpSLSVPPSAPQpSPNYpSGGLR 0.48 - 0.51
AT1G53310.1 phosphoenolpyruvate carboxylase 1 (PPC1) MApSIDVHLR - 0.39 -
AT4G08940.1 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase family protein QTpYQMLKK - - 0.60
AT1G54870.1 NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein EHVMEpSSPQFSSSDYQPSNK - 0.55 -
AT5G55893.1 unknown protein pTAHLNSAISASLVSPK - 0.62 -
AT3G25640.1 unknown  KSILANTSLDpSpSFpSLpSK - - 0.51
AT1G15750.1 TOPLESS (TPL) CSMPLQAALVKEPVVpSVNRVIWSPDGSLFGVApYpSR - - 0.40
AT3G60790.1 F-box family protein FVpTQGTVpTEKLMIKTSTYPPVK - 0.16 0.18
AT1G07985.1 Expressed protein VVGSpSSPTNIHSK - - 0.52
AT5G50600.1 hydroxysteroid dehydrogenase 1 (HSD1) STLYPESIRpTPEIK - - 0.46
AT4G10310.1 high-affinity K+ transporter 1 (HKT1) FVLIIVMFpYGR - - 0.43

* pはリン酸化部位を示す。pの隣のアミノ酸がリン酸化されている。 

** 無処理の野生型と比較して統計的に有意な場合のみ（Student’s t test、<0.05）、リン

酸化レベルが野生型の何倍か（Fold-change）示した。4反復の Fold-changeの平均

を示した。 

* 

** 

** 



34 

 

表 3．シロイヌナズナ種子の PP2C依存的リン酸化ペプチドの候補群 

 

0h 1h 3h 10h
AT1G04710.1 3-KETO-ACYL-COA THIOLASE 1 (KAT1) INVNGGAIAIGHPLGApTGARCVATLLHEMKR - - 2.3 -
AT5G24810.1 ABC1 family protein pYpYATLADGGLVPPPpHSSLSQPPLGSHTHVPK - - 6.0 -
AT2G40170.1 Early methionine-labelled 6 (EM6) pSFEAQQHLAEGR 2.9 - 3.4 -
AT2G40170.1 Early methionine-labelled 6 (EM6) pSFEAQQHLAEGR - 1.9 2.2 -
AT3G15670.1 Late embryogenesis abundant protein (LEA) family protein TGGFLpSQTGEHVK - - - 2.7
AT3G15670.1 Late embryogenesis abundant protein (LEA) family protein TGGFLSQpTGEHVK - - 2.3 2.2
AT5G41360.1 homolog of Xeroderma pigmentosum complementation group B 2 (XPB2) GNAGVVVTTYNMIAFGGKRpSEEAEK - - 4.1 -
AT3G63150.1 MIRO-related GTP-ase 2 (MIRO2) MMLGGKpSpSAGGRTpSLR - - 1.7 -
AT1G61970.1 Mitochondrial transcription termination factor family protein pSLGFDVGDVWSSFKKWPpISLR - - 2.3 -

AT1G54870.1 NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein EHVMEpSSPQFSSSDYQPSNK - 2.2 - -
AT3G05910.1 Pectinacetylesterase family protein YANQALLSGCpSAGGLAAILR 2.3 - 5.1 73.7
AT5G66400.1 RAB18 HHGQEQLHKEpSGGGLGGMLHR - 2.2 6.0 -
AT5G66400.1 RAB18 HHGQEQLHKEpSGGGLGGMLHR - - 6.1 2.5
AT5G25610.1 RD22 pYWSpTALPNTPIPNSLHNLLTFDFTDEKSTNVQVGK - - 2.6 2.4
AT4G08940.1 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase family protein QTpYQMLKK - - - 2.7

ahg1ahg3abi1 / WT
AGI code Description Sequence

 

* pはリン酸化部位を示す。pの隣のアミノ酸がリン酸化されている。 

** 無処理の野生型と比較して統計的に有意な場合のみ（Student’s t test、<0.05）、リン

酸化レベルが野生型の同じ ABA処理区の何倍か（Fold-change）示した。4反復の Fold-

changeの平均を示した。 
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表 4．ABAによって下方制御され、PP2C依存的なリン酸化ペプチドの候補群 

 

0h 1h 3h 10h
AT2G40170.1 Early methionine-labelled 6 (EM6) pSFEAQQHLAEGR 2.9 - 3.4 -
AT2G40170.1 Early methionine-labelled 6 (EM6) pSFEAQQHLAEGR - 1.9 2.2 -
AT3G15670.1 Late embryogenesis abundant protein (LEA) family protein TGGFLpSQTGEHVK - - - 2.7
AT3G15670.1 Late embryogenesis abundant protein (LEA) family protein TGGFLSQpTGEHVK - - 2.3 2.2
AT5G41360.1 homolog of Xeroderma pigmentosum complementation group B 2 (XPB2) GNAGVVVTTYNMIAFGGKRpSEEAEK - - 4.1 -
AT3G63150.1 MIRO-related GTP-ase 2 (MIRO2) MMLGGKpSpSAGGRTpSLR - - 1.7 -

AT1G54870.1 NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein EHVMEpSSPQFSSSDYQPSNK - 2.2 - -
AT3G05910.1 Pectinacetylesterase family protein YANQALLSGCpSAGGLAAILR 2.3 - 5.1 73.7
AT5G66400.1 RAB18 HHGQEQLHKEpSGGGLGGMLHR - - 6.1 2.5
AT5G25610.1 RD22 pYWSpTALPNTPIPNSLHNLLTFDFTDEKSTNVQVGK - - 2.6 2.4
AT4G08940.1 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase family protein QTpYQMLKK - - - 2.7

AGI code Description Sequence
ahg1ahg3abi1 / WT

 

* pはリン酸化部位を示す。pの隣のアミノ酸がリン酸化されている。 

** 無処理の野生型と比較して統計的に有意な場合のみ（Student’s t test、<0.05）、リン

酸化レベルが野生型の同じ ABA処理区の何倍か（Fold-change）示した。4反復の Fold-

changeの平均を示した。 
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図 5. シロイヌナズナ種子の野生型と ahg1ahg3abi1のゲル内リン酸化実験 

3カ月程貯蔵したシロイヌナズナ種子から抽出したタンパク質でゲル内リン酸化実験を行

った。野生型と ahg1ahg3abi1の種子を吸水後（4℃、3日間、遮光）、50 μM ABAで 0、

0.5、1、3、5、10時間処理を行い、ABA答性の SnRK2の活性を検出した。上がゲル内

リン酸化実験を行った写真で、下が同じサンプルで CBB染色した写真である。黒の矢印

が ABA応答性の SnRK2、白い矢印が Rubiscoを示している。 
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図 6.  Physcomitrella patens の ABA応答性変異体である ppabi1a/bと AR7 
(A)P. patens の野生型 (WT), ppabi1a/b, AR7の Abscisic acid (ABA) 応答。植物は 0、10、 

50 μM ABAの存在下で 1週間育成した。.  

(B) WT, ppabi1a/b, and AR7 でゲル内リン酸化実験を行った。植物は 10 μM ABA で 0,15、

30 分間処理を行った。その後、タンパク質を抽出し、ヒストンを基質として in-gel キナ

ーゼアッセイを行いました。ABA応答性 SnRK2の活性化バンドを三角形で示す。 
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図 7．P.patensのリン酸化プロテオーム解析の概要 

（A）リン酸化部位のアミノ酸残基の割合 

（B）それぞれのリン酸化ペプチドに含まれるリン酸化部位の数の割合 
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図 8. P. patensの野生型、ppabi1ab、AR7のリン酸化プロテオームデータの比較解析 
(A) 野生型、ppabi1ab、AR7のリン酸化プロテオームデータの主成分分析 

(B) リン酸化ペプチドは以下の条件に当てはまるものを選択した。1) P. patensの野生型で ABA

応答がみられるリン酸化ペプチド（ピンク）、2) ppabi1a/bのリン酸化レベルが野生型に比べ 2

倍以上（青）、3) AR7のリン酸化レベルが野生型の半分以下（黄色）。リン酸化ペプチドのリン

酸化レベルの変動が統計的に有意か、student’s t-test （P-value < 0.05）によって調べた 
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図 9． P. patensの ABA応答性リン酸化ペプチド 

Pp1s218_100（A）、Pp1s116_98（B）、Pp1s9_249（C）、Pp1s462_10（D）のリン酸化ペプチドの定量データ。それぞれ、

Ca2+-binding EF-hand family protein、PpSnRK2B、AREB/ABF-type bZIP タンパク質、ARKをコードしている。棒グラ

フのエラバーは標準誤差（n = 3）を示す。 
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図 10． Pp1s9_249（PpABI5A/B）の transactivation assay 

Pp1s9_249は一過的に P. patens細胞に発現させ、PpLEA1プロモーター: GUSまたは PpLEA1プ

ロモーター: Ubi-LUCが ABAの存在下または非存在下での発現量が測定された。エフェクター

のプラスミドは Pp1s9_249（WT）または Pp1s9_249（M2）を含む。プロモーターの活性は GUS/LUC

比が評価された。エラバーは±スタンダードのエラー（n = 3）を示す。 
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図 11． P. patensの ABA応答性のリン酸化ペプチドのモチーフ解析 

（A）野生型の ABA 応答性リン酸化ペプチドのモチーフ解析。Motif-X を使うことで 3 つのグ

ループのモチーフが検出された。Group 1、[-pS/pT-G-]、Group2、[-K/R-x-x-pS/pT-]とグルー

プ３、[-S-x-x-pS/pT-]である。（B）それぞれのモチーフのグループのリン酸化ペプチドのヒート

マップ。0、15、30、90分間 ABA処理された野生型、ppabi1a/b、AR7定量的リン酸化ペプ

チドのデータが集められた。赤と青はそれぞれ上方制御と下方制御を示している。（C）ABA

依存的（白）または PP2C 依存的なグループ（灰色）リン酸化ペプチドのモチーフ解析（左のパ

ネル）と ARK 依存的な（白）または ARK 依存的なグループリン酸化ペプチドの(右ネル）モチ

ーフ分析。 
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図 12. SnRK2は P. patensの ABA応答性のリン酸化ペプチドをリン酸化する 
ABA応答性のリン酸化ペプチドと SnRK2は大腸菌で GST融合タンパク質として合成された。

In vitroリン酸化アッセイは SnRK2 (PpSnRK2B, PpSnRK2C, PpSnRK2D, and SRK2E/OST1)、と 1) 

Pp1s456_22, 2) Pp1s212_8, 3) Pp1s15_390, 4) Pp1s81_42, 5) Pp1s188_92, 6) Pp1s70_258, 7) Pp1s242_81, 

8) Pp1s29_327, 9) Pp1s1_419, 10) Pp1s1_419, 11) Pp1s74_123, 12) Pp1s31_291, 13) Pp1s187_77, 14) 

Pp1s151_2, 15) Pp1s29_119, 16) Pp1s171_52, and 17) Pp1s131_107.の基質を用いて行われた。4，7，

9，13 以外のこの実験に用いられたペプチドは ABA 応答性リン酸化ペプチドを含むリストの 

Table S1 から選択された。In vitro での反応後、それぞれの基質のリン酸化レベルをオートラジ

オグラフィーでイメージングされた。SnRK2 に依存したペプチドのリン酸化はアスタリスクで

示されている。CBB 染色はそれぞれのサンプルのタンパク質量を示している。点線は異なるゲ

ルであることを示している。 
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表 6. CAPS解析に用いたプライマー 

 

プライマー名 Fw / Rv 遺伝子配列 

ahg1-1 F Fw AGGATGAGCCGTTGTACG 

ahg1-1 AflⅡ R Rv CCCTGGTTAATTTTCTTACTT 

ahg3-1 F Fw TGGGATGGAGCTAGGGTTCA 

ahg3-1 R Rv ATCACTCGCCAAGATCAAACAC 

 


