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〈要 約〉
　細胞の伸長は植物の成長における基本的な機構である．細胞の伸長の制御には細胞膜に存在するプロトンポンプが深く関与していることが古くからわかっている．しかし，その制御の機構についてはまだわかっていないことが多い．筆者らは，細胞のあいだのシグナル伝達において機能するホルモン様ペプチドであるRALFが，細胞膜に存在するそのキナーゼ型受容体であるFERONIAを介して細胞の伸長を抑制することを発見した．また，RALFの処理により誘導されるタンパク質のリン酸化を解析することにより，細胞膜に存在するプロトンポンプの機能がリン酸化により阻害されることが示唆された．以上の結果より，RALFにより誘導される細胞外pHのアルカリ化と細胞の伸長の阻害について，分子生物学的な観点から明らかにされた．
はじめに

　動物とは異なり，植物の成長は細胞の伸長が基本となっている．細胞伸長の促進あるいは阻害は植物の成長の過程において制御されている一方，環境に応答して変化する．植物における細胞伸長はプロテインキナーゼを含むシグナル伝達系により制御されている．例として，光あるいは成長ホルモンであるオーキシンにより誘導される，細胞膜に存在するプロトンポンプのリン酸化および活性化，それにともなう細胞外pHの酸性化と細胞の伸長があげられる1)．一方で，ホルモン様ペプチドであるRALFは細胞外pHをアルカリ化すること2,3)，細胞内Ca2+濃度を上昇させること4)，植物の根の成長を阻害することが報告されていたが2)，その分子機構はほとんど知られていなかった．筆者らは，モデル植物であるシロイヌナズナを用い，細胞膜タンパク質のリン酸化について網羅的に解析することによりRALFの受容体であるFERONIAを発見し，その欠損株の表現型を詳細に調べた．
1．RALFにより誘導される細胞膜タンパク質のリン酸化の解析

　シロイヌナズナの苗を通常の培地あるいは15Nを含む培地において8日間にわたり生育させたのち，RALFにより5分間の処理を行い，細胞膜タンパク質を抽出して，タンパク質のリン酸化における変化を質量分析計により定量的に解析した．約550種類のリン酸化を含むペプチドの同定および定量の結果，RALFの処理によりリン酸化が上昇あるいは低下したタンパク質は5つあった．そのうち，もっとも強くリン酸化されたのはキナーゼ型受容体であるFERONIAであった．ペプチドによるその特異的な受容体のリン酸化の誘導は動物のEGF受容体においても知られていることから5)，FERONIAはRALFの受容体であると仮定した．
　FERONIAのほかリン酸化に変化のみられたのは，細胞膜に存在するプロトンポンプ，Ca2+依存型プロテインキナーゼ，ABCG36輸送体におけるリン酸化の増加，そして，FERONIAと相同性のあるプロテインキナーゼERULUSにおけるリン酸化の低下であった．
2．FERONIAの欠損株の解析

　FERONIAの生物学的な機能は，花粉管の伸長が卵細胞の付近で抑制されないシロイヌナズナの変異株として，2007年，はじめて報告された6)．通常の受精では花粉管の成長が助細胞あるいは卵細胞の付近で停止し精細胞を放出するが，FERONIAの変異株では花粉管の伸長が停止せず，そのため野生型に比べ受精率が低い．しかしながら，FERONIAはシロイヌナズナの成長において広範囲にわたり発現しており，その機能は受精の過程にかぎらないと予想されていた．FERONIAの欠損株の根の伸長をRALFの存在のもとで調べると，野生型では完全に伸長が阻害されるのに対し，FERONIAの欠損株はRALFに対し非感受性であった．さらに，野生型においてRALFにより誘導される細胞内Ca2+濃度の上昇についても，FERONIAの欠損株ではみられなかった．
3．RALFとFERONIAによるシグナル伝達および根の伸長における機能

　RALFおよびFERONIAはともに根の成熟した領域において発現しており，このことから，このペプチドと受容体は根の細胞が伸長したのちの細胞伸長を抑制していると考えられた（図1）．RALFにより処理したシロイヌナズナの苗における遺伝子発現をマイクロアレイ法により調べると，細胞伸長を促進することの知られるホルモンであるオーキシン，ジブレリン，ブラシノステロイドによるシグナル伝達系，あるいは，その生合成にかかわるタンパク質の発現が抑制されていた．これらの結果から，RALFは遺伝子発現のレベルにおいても細胞の伸長を負に制御すると考えられた．
　RALFにより発現の誘導される細胞膜に存在するプロトンポンプにおける899番目のセリン残基のリン酸化，および，細胞外pHのアルカリ化は，植物の細胞を植物病原菌の鞭毛に由来するペプチドエリシターであるflg22により処理したときにみられる現象と類似していた7,8)．また，シロイヌナズナの細胞膜のプロトンポンプを酵母において発現させる実験から，この899番目のセリン残基のリン酸化は酵母の生育に負の影響をあたえると考えられている．これらの結果から，flg22と同様に，RALFによる899番目のセリン残基のリン酸化は細胞膜のプロトンポンプの機能を阻害すると推測された．
　FERONIAの欠損株のRALFに対する非感受性が特異的な反応であることを確認するため，flg22の受容体の変異株におけるRALFに対する感受性，および，FERONIAの欠損株におけるflg22に対する感受性について調べた．その結果，RALFあるいはflg22に対するそれぞれの受容体の欠損株の反応はリガンドに特異的であった．また，RALFにより遺伝子の発現が誘導される，あるいは，遺伝子の発現パターンが類似している17の受容体様のタンパク質の欠損株においてRALFに対する感受性を調べたところ，FERONIAの欠損株のほかはどの欠損株も非感受性を示さなかった．このことより，FERONIAの欠損株の反応は特異的であると推定された．
4．FERONIAの欠損株の表現型の解析

　RALFとFERONIAによるシグナル伝達が細胞膜に存在するプロトンポンプの機能を阻害したことから，FERONIAの欠損株ではこのプロトンポンプの活性が上昇していると推定された．野生型およびFERONIAの欠損株の根から分泌されるプロトンによる培地のpHの酸性化について調べたところ，FERONIAの欠損株は野生型よりもプロトンを多く分泌していた．細胞膜に存在するプロトンポンプの活性による細胞膜の電位は根における陽イオンの取り込みに直接に影響している9)．そこで，野生型およびFERONIAの欠損株において，細胞毒性のあるLi+に対するストレス応答について調べた結果，FERONIAの欠損株における根の伸長は野生型よりも劣っていた．さらに，根の伸長を促進する青色光のもとでは，FERONIAの欠損株の根は野生型よりも速く伸長した．以上の結果もまた，FERONIAの欠損株では細胞膜に存在するプロトンポンプの活性が上昇していることを示唆した．
5．RALFとFERONIAとの結合

　以上の結果から，FERONIAはRALFの受容体であることが予想されたため，RALFがFERONIAと直接に結合することを共免疫沈降法により調べた．タバコの葉においてHAタグにより標識したFERONIAを発現させたのち，抗HA樹脂に吸着させ，Hisタグにより標識したRALFがこの樹脂に吸着したFERONIAに対し特異的に親和性をもつことを確認した．また，FERONIAの欠損株から抽出した細胞膜では，RALFに対する親和性が野生株に比べ低かった．さらに，FERONIAの細胞外ドメインを大腸菌において発現させ，同様に共免疫沈降法により調べたところ，RALFは特異的な親和性をもつことが示された．
おわりに

　この研究により，RALFがFERONIAのリガンドであることがわかっただけでなく，RALFとFERONIAのはたらきにより植物の根の伸長が抑制されることが明らかになった（図1）．シロイヌナズナにおいては，RALFは少なくとも34の遺伝子によりコードされるファミリーを構成しており，それぞれの遺伝子がどのような機能をもつか調べることが重要であると思われる．
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〈図説明〉

図1　この研究により明らかになった根の伸長制御のモデル

根が細胞分裂および細胞伸長により成長したのち，成熟した領域ではヘプチドホルモンRALFとその受容体FERONIAによる細胞伸長の抑制が起こる．
