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研究成果の概要（和文）：チューブリンのリン酸化と脱リン酸化酵素に着目して微小管のリン酸

化反応を調べたところ、mitogen-activated protein kinase phosphataseに分類されるアラビド

プシスのPropyzamide-Hypersensitive 1 がatypical protein kinaseのキナーゼドメインを併せ

持つことが判明した。このリン酸化活性は分子内のフォスファターゼ活性により不活性化され

ているが、活性化されるとチューブリンをリン酸化し、間期細胞の表層微小管を速やかに脱重

合することを明らかにした。 
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研究成果の概要（英文）：Phosphorylation of plant microtubules was investigated with 
respects to tubulin phosphorylation and protein phosphatases.  I found that the 
Arabidopsis Propyzamide-Hypersensitive 1 protein of the mitogen-activated protein kinase 
phosphatase family also possesses a kinase domain of atypical protein kinases.  The 
kinase activity is suppressed by the intra-molecular phosphatase activity, but when this 
suppression is removed, the activated kinase rapidly phosphorylates tubulin and 
depolymerizes cortical microtubules. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）微小管細胞骨格はαとβのチューブリ
ン・ヘテロ二量体から構成される生体ポリマ
ーであり、細胞分裂や細胞の形の制御に非常
に重要な役割を担っている。微小管は細胞周
期の進行に伴い、表層微小管、前期前微小管
束、紡錘体微小管、フラグモプラストとその
形態を変化させる。このような多様な微小管
構造物の形成やそれらの機能は、微小管に働

く様々なタンパク質（微小管付随タンパク
質；MAPs）が制御していると考えられる。ま
た、チューブリン自身の翻訳後修飾も重要な
役割を持っていることが動物細胞などでわか
っているが、植物においてはチューブリンの
翻訳後修飾はほとんどわかっていない。 
 最近、高等植物の微小管形態や動態がGFP
などのマーカーを用いて詳細に観察されるよ
うになり、生細胞における表層微小管の誕生



や微小管分布パターンの形成過程が時間を追
って追跡できるようになった。こうした微小
管変化の詳細な記述を踏まえて、その分子基
盤である「微小管機能を制御する微小管制御
タンパク質の同定と機能解析」と「微小管制
御タンパク質の活性を制御するシグナル伝達
系の解析」に研究の焦点が移りつつある。前
者に関しては、我々のグループを含む世界中
の研究者が分子遺伝学や生化学などを用いて、
動物と保存された遺伝子や植物特有の遺伝子
を次々と見出してきている。 
（２）本研究は後者に対応するが、これまで
に植物の微小管機能に関するシグナル系とし
て、リン酸化経路とRop（低分子GTPase）経
路が報告されている。リン酸化経路のアラビ
ド プ シ ス 変 異 株 と し て 、 protein 
phosphatase  2A (PP2A)  regulatory 
subunit B の 変 異 で あ る tonneau2 （ ton2; 
Camilleri et al., 2002）とmitogen-activated 
protein kinase (MAPK) phosphataseの変異で
あるpropyzamide-hypersensitive1（phs1）が知ら
れている。Rop経路については、そのエフェク
ターRIC1 が表皮細胞の表層微小管を制御す
ることが最近報告された。こうしたパイオニ
ア的研究成果は複数のシグナル経路が最終的
に微小管制御タンパク質の活性制御を介して
表層微小管パターンの形成をコントロールし
ていることを示唆しているが、シグナル経路
の全貌や各経路の使い分けや相互作用などは
将来の研究課題である。 
（ ３ ） 申 請 者 は こ れ ま で に PHS1 MAPK 
phosphataseの触媒能欠損変異が劇的にかつ
特異的に表層微小管の安定性を低下させるこ
とを見出し、この効果がPHS1 の基質トラップ
作用によるものであると推察した（平成１８
－１９年度基盤Bの成果）。また、野生型PHS1
をbaitとして酵母２ハイブリッド法により
PHS1 と相互作用するタンパク質を網羅的に
検索したが、適当な候補は得られなかった。
さらに、アラビドプシスのMAPK２０種が属
する４つのサブグループを代表する１７種の
MAPKと野生型PHS1 の間の一対一の相互作
用を酵母２ハイブリッド法により調べたが、
特異的に結合するMAPKは見出せなかった。
推定されるMAPK相互作用モチーフに変異
（R64C）を持つphs1-1 変異株と野生株を
phospho-proteome解析で比較することにより、
変異株において特異的にリン酸化状態が変化
しているタンパク質を探索したが、大きな差
異は見出せていない。 
 
２．研究の目的 

本研究では、特にリン酸化シグナル伝達経
路に注目し、チューブリンや植物MAPをリン酸
化するキナーゼや脱リン酸化するフォスファ
ターゼを同定し、リン酸化によりチューブリ
ンやMAPsの生化学的活性がどのように調節さ

れるかを明らかにする。具体的には、以下の
２つのテーマの各項目について研究する。 
 

１） βチューブリンのリン酸化制御 
・ βチューブリンのリン酸化部位の特定 
・ リン酸化βチューブリンの細胞内局在と

微小管重合能 
・ リン酸化酵素（CDKか？）と脱リン酸化酵

素（TON2か？）の同定 
・ 細胞周期と環境要因によるリン酸化の制
御様式 
 
２） PHS1フォスファターゼによる微小管構
築制御 
・ PHS1の基質となるリン酸化タンパク質の
同定 
・ PHS1触媒機能欠損変異が微小管脱重合を
促進する分子機構の解明 
 
３．研究の方法 
１）βチューブリンのリン酸化制御 
細胞周期を同調化したアラビドプシス培養
細胞抽出液から各種CDK 体を用いて
CDK-cyclin複合体を免疫沈降し、アラビドプ
シス培養細胞から精製したチューブリンを
基質としてリン酸化反応を行う。CDK-A（動
物Cdk1 に相当）、CDK-B1（植物特異的）、
CDK-B2（植物特異的）に対する特異的抗体
を用いて、どのCDK複合体がリン酸化活性を
もつのかを調べた。 

抗

２）ＰＨＳ１フォスファターゼによる微小管
構築制御 

C792S不活性型PHS1 は標的タンパク質を
安定にトラップする可能性があるので、この
変異PHS1 をbaitとして用いた酵母２ハイブ
リッド法により、PHS1 相互作用タンパク質
を再度探索する。 

また、PHS1 の植物細胞における微小管不
安定化活性を調べるために、GFP-TUB6 微小
管標識アラビドプシス系統の葉表皮細胞に
PHS1 遺伝子とRFP（導入細胞同定用）をパー
ティクルガンで導入し、表層微小管形態を観
察する。 
 
４．研究成果 
１）研究課題１「βチューブリンのリン酸化
制御」については、目ぼしい成果が得られな
かった。研究課題２では、PHS1 と相互作用す
る因子は酵母２ハイブリッド法では得られ
なかった。しかし、PHS1 の種々の断片やアミ
ノ酸変異が植物細胞の表層微小管形態に及
ぼす影響を調べる実験において、重要な知見
が得られたので、計画を一部変更して実施し
た。 
２）アラビドプシス葉肉細胞由来プロトプラ
ストでPHS1-GFPを発現させたところ、細胞質、
主にミクロソーム膜画分に局在した。核局在



シグナルを付加したPHS1-GFPも細胞質に分
布し、核外輸送受容体exportin1 の阻害剤
leptomycin Bの存在下でのみ核に局在した。
PHS1 には核外輸送シグナルがＣ末端部位に
同定され、細胞分裂後に速やかに細胞質に放
出され、細胞質で機能することが判明した。 
３）PHS1 のフォスファターゼドメインを除い
た中央部分のみ植物細胞で発現させると、強
い微小管脱重合活性を示した。脱重合活性を
示す最小部分には、atypical protein kinase
と弱い相同性を示す領域が含まれていた。こ
の領域のキナーゼ活性に必要であると予想
されるアミノ酸残基を変異させると、微小管
脱重合活性が消失した（図１）。全長PHS1 は
微小管脱重合活性を示さないが、フォスファ
ターゼ活性部位を変異させると、脱重合活性
が現れることから、フォスファターゼ活性が
微小管脱重合活性を負に制御することが明
らかとなった。 

 
４）タバコ培養細胞由来プロトプラストから
精製した微小管付随タンパク質画分を基質
として用いて、微小管脱重合活性を示すPHS1
部分長（キナーゼ領域を含む）がどのタンパ
ク質をリン酸化するのかをin vitroリン酸化
アッセイ法により調べた。その結果、チュー
ブリンが強くリン酸化された。また、この
PHS1 キナーゼ断片は自己リン酸化活性も持
っていた。 
 従って、PHS1 はフォスファターゼ活性とキ
ナーゼ活性を同一分子内に持つユニークな
タンパク質であり、通常はフォスファターゼ
活性がキナーゼ活性を抑制していると考え
られる。活性化されたキナーゼはチューブリ
ンをリン酸化することにより、植物細胞の表
層微小管を速やかに脱重合すると考えられ
る（図２）。 
５）今後は、αとβのどちらのチューブリン
のどのアミノ酸残基をリン酸化するのか、フ
ォスファターゼ活性を抑制してキナーゼを
活性化する細胞内シグナルは何か、PHS1 の微

小管脱重合活性はどのような生理現象に関
与しているのか、などを明らかにしてゆきた
い。 
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