
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１１０１

若手研究(B)

2016～2014

植物細胞分裂を制御する新奇蛋白質リン酸化酵素と脱リン酸化酵素の単離と機能解析

Search for novel protein kinases and protein phosphatases regulating cell 
division in plant cells

００４５４３８０研究者番号：

笹部　美知子（Sasabe, Michiko）

弘前大学・農学生命科学部・准教授

研究期間：

２６８４００８６

平成 年 月 日現在２９   ６   ２

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：　動物と比較して植物の細胞分裂の制御のしくみは未解明な部分が多い。本研究で
は、植物の細胞質分裂に必須の制御系であるMAPKカスケードを基軸として、植物細胞の分裂を制御する新奇因子
の同定を目指した。このカスケードの活性化は、CDKによって負に制御されていることが明らかとなっていた
が、本研究により、CDKと競合的に働き、細胞分裂の促進に機能すると考えられる新規PP2C様プロテインホスフ
ァターゼが単離された。本遺伝子は分裂の盛んな組織で優先的に発現しており、過剰発現体では細胞数の増加に
より成長が促進していた。これらのことから、本因子は細胞分裂を正に制御する新奇因子である可能性が示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the molecular mechanisms of cell division in various organisms 
is important to reveal the developmental and differentiation processes in each organism. In this 
study, we aimed to identify the novel factors controlling plant cell division. The NACK-PQR pathway,
 which is a MAPK cascade unique to plant, is known as a key regulator of plant cytokinesis. This 
pathway is suppressed by CDKs during early M phase, and it is specifically activated during 
cytokinesis. Here we identified a novel type 2C protein phosphatase (PP2C) as a candidate that 
functions competitively to CDKs. This PP2C gene was dominantly expressed in the division zone of 
primary roots, emerging lateral roots and developing young leaves. Overexpression of this PP2C 
promoted the cell division but not the cell elongation in Arabidopsis plants, resulting in bigger 
seedlings with long roots. These results suggest this PP2C is involved in the cell division in 
plants.

研究分野：生物学
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１．研究開始当初の背景 
  細胞分裂は生命の根源的な現象であり、多
くの生物が保存された分裂機構を有してい
る。一方で、生物種に特徴的な分裂様式が存
在することも知られており、そのメカニズム
の解明は生物種特有の発生、分化及び進化の
メカニズムを理解する上で重要である。これ
までに我々は、植物細胞の分裂において、そ
の最終過程である細胞質分裂が、一連の
MAPKカスケードにより制御されているこ
とを明らかにしてきた。この経路のシロイヌ
ナズナ変異体の最も重篤な表現型は、配偶体
致死であることから、この経路は植物の生存
にとって必須であり、植物の細胞分裂を制御
する鍵となる制御系の１つであることが明
らかとなっている。この経路は、タバコ、シ
ロイヌナズナ、イネ等調べられた植物全てに
おいて保存されていることが報告されてい
るが、現在までに動物細胞では保存された経
路は見つかっていない。このことから、この
経路は、植物特有の形質である細胞板形成を
支える植物特異的な制御系として機能して
いると考えられている。そこで、本研究では、
このMAPKカスケードを基軸として、植物細
胞の分裂を制御する新奇因子の同定を目指
した。 
 これまでに、我々はこのカスケードが、M
期（核分裂）進行の鍵酵素であるサイクリン
依存性キナーゼ（CDK）によって負に制御さ
れていることを見いだしている。具体的には、
染色体の分離が正常に開始され、細胞質分裂
が開始されるまでは、MAPK カスケードの活
性化因子がCDKによりリン酸化されており、
カスケードの活性化が抑制されていた。変異
体の解析から、この制御がうまくいかなくな
ると、個体の生長にも異常が現れることも分
かった。つまり、このシステムは核と細胞質
の分裂を同期させ、正確な細胞分裂と個体の
発達を保証するシステムであると言える。し
かし、現在までに CDKによるMAPKカスケ
ードの負の制御を解除し、細胞質分裂の開始
を促進する実行因子は同定されておらず、分
裂と正常な分化をつなぐ因子も未同定であ
る。本研究では、細胞質分裂を制御する
MAPKカスケードの活性化を促進する実行
因子の同定を中心として、植物の細胞分裂の
制御に関わる新奇因子の同定を目指した。 
 
２．研究の目的 
 植物細胞の分裂過程には、動物細胞には見
られない形態的特徴があると同時に、動物で
は必須の分裂期キナーゼやホスファターゼ
が存在しないという制御系における違いも
存在する。しかし、植物細胞の分裂に特徴的
な因子はまだわずかしか同定されておらず、
その制御系については未解明な部分が多い。
これまでに我々は、植物の細胞分裂の最後の
重要な過程である細胞質分裂の進行に、特定
のMAPKカスケードが必須であること、この
カスケードの活性化が、細胞分裂進行の鍵因

子・CDKによって制御されていることを示し
てきた。本研究では、（1）植物の細胞質分裂
に必須の MAPK カスケードとその上流の制
御因子である CDK によるリン酸化制御系と
関連して機能する新奇因子の同定及び、(2) 
その制御系と独立に機能する植物細胞にお
ける新奇 M 期キナーゼの同定と機能解析を
行い、植物の細胞分裂の進行を制御する分子
機構を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞質分裂の開始を制御する実行因子の
同定：MAPK カスケードの活性化因子
NACK1はCDKによりリン酸化されることに
より不活性化されている。リン酸化による負
の制御を解除し、NACK1 の機能を活性化さ
せる因子を得るために、NACK1 と直接相互
作用する因子を探索する。酵母の２ハイブリ
ッドシステムと、生化学的な複合体精製の両
面から行い、脱リン酸化酵素等、NACK1 の
CDK によるリン酸化を解除する因子に着目
して研究を行う。同定された分子について、
生化学的手法、蛍光イメージング、変異体や
ノックダウン細胞を中心とした遺伝学的手
法を用いて解析し、分子機能を明らかにする。 
 
(2) 新奇分裂期キナーゼの同定: 生化学的ス
クリーニング及び in silico 解析により、M期
に活性が上昇するキナーゼ及び、細胞分裂時
に発現の上昇する遺伝子をスクリーニング
し、細胞分裂の制御に関与している考えられ
る新奇制御因子を探索し、同定する。 
 
４．研究成果 
(1) 細胞質分裂の開始を制御する実行因子の
同定：CDK は、MAPK カスケードの活性化
因子である NACK1 をリン酸化することによ
り不活性化し、細胞質分裂の開始を抑制して
いる。そこで、CDKによる NACK1の負の制
御を解除する因子の探索のため、NACK1 の
CDK リン酸化サイトを用いて酵母２ハイブ
リッドシステムによりスクリーニングを行
った。その結果、タンパク質脱リン酸化酵素
である PP2C 様プロテインホスファターゼが
候 補 の 1 つ と し て 単 離 さ れ た 。
NACK1-associated protein phosphatase type 2C 
(NA2C) と名付けたこのホスファターゼは、
酵母内でNACK1のCDKリン酸化領域と結合
する因子として同定されたが、in vitroにおい
ても NACK1 と結合することが分かった。ま
た、細胞分裂時の細胞内局在は NACK1 と一
部類似したパターンを示したことから、本因
子は細胞内でも NACK1 と相互作用している
可能性が示唆された。 
 シロイヌナズナゲノム中には、本遺伝子と
よく似た配列を持つ遺伝子が 2 つ存在する。
レポーター遺伝子を用いて、これらの遺伝子
のシロイヌナズナにおける発現パターンを
解析したところ、そのうちの 1つは主根及び
側根の根端の分裂領域、葉原基といった分裂



の盛んな組織で優先的に発現していること
が示された。さらに、本遺伝子の過剰発現体
では、野生型植物と比較して植物体が大きく
なり、主根が長くなることも明らかとなった。
過剰発現体において成長が促進された根に
ついて、細胞数及び細胞サイズについて統計
的な解析を行ったところ、過剰発現体では分
裂領域が広がり、分裂細胞が増加しているこ
とが分かった。このことから、本遺伝子の異
所的過剰発現は、細胞分裂を促進することが
示唆され、本因子が細胞分裂を正に制御する
新奇プロテインホスファターゼとして機能
している可能性が示唆された。 
 
(2) 新奇分裂期キナーゼの同定: M 期特異的
に発現が上昇することがすでに明らかにな
っている複数の細胞分裂関連因子と共発現
する遺伝子を in silico解析により探索したと
ころ、M期特異的に発現するシグナル伝達関
連因子を複数得ることができた。この中には、
すでに動植物で細胞分裂に関与することが
報告されている Haspin キナーゼや Auroraキ
ナーゼとともに、機能未知の 2つのレセプタ
ー様キナーゼと 1つのキナーゼ結合因子が含
まれていた。これら 3 つの遺伝子について、
細胞周期における発現パターンを、リアルタ
イム PCRにより解析したところ、いずれもM
期特異的に発現が上昇することが分かった。
さらに、これら因子の細胞内局在を解析した
ところ、レセプター様キナーゼの 1つは細胞
分裂前期から中期にかけては細胞質に局在
しているが、細胞分裂の最終段階である細胞
質分裂時には細胞板の周縁に局在すること
が明らかとなった。またこの因子はシロイヌ
ナズナ個体において、根の先端や葉原基とい
った分裂の盛んな組織で特異的に発現して
いることも分かった。これらの結果から、本
因子は、細胞分裂の制御過程において何らか
の機能を有している可能性があると考えて
いる。今後、同定された 3つの因子について
細胞レベル、個体レベルで機能解析を進める
予定である。 
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