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研究成果の概要（和文）：PHS1はαチューブリンのThr349をリン酸化し、リン酸化されたチューブリンは微小管
ポリマーに重合できないことを明らかにした。また、細胞内ではPHS1のフォスファターゼ・ドメインはキナー
ゼ・ドメインの活性を抑制しているが、環境ストレス（特に高浸透圧）によりこの抑制が解除され、キナーゼが
活性化されることを見出した。ゼニゴケやクラミドモナスもPHS1を持ち、塩や高浸透圧のストレスによりチュー
ブリンリン酸化活性が活性化された。組換えPHS1タンパク質を用いた実験により、PHS1は基本的なリン酸化活性
を持ち、その活性がPHS1のMPKフォスファターゼにより直接抑制されていることが判明した。

研究成果の概要（英文）：PHS1 was shown to phosphorylate Thr349 of alpha-tubulin, and the 
phosphorylated tubulin does not polymerize to microtubule polymer. In plant cells, the phosphatase 
domain suppresses the kinase domain of PHS1. In response to environmental stress (especially 
hyperosmotic stress), this suppression is cancelled and the kinase is activated. Liverwort and 
Chlamydomonas possess PHS1, which is activated by salt and hyperosmotic stresses. In vitro 
experiments with recombinant proteins show that PHS1 has basal kinase activity, which is directly 
inactivated by the MPK phosphatase activity within PHS1.

研究分野： 植物分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
植物細胞膜内側に張り付く細胞骨格である
表層微小管はセルロース合成酵素複合体が
細胞膜中を移動する際のレールとして働く
ことばかりでなく，セルロース合成酵素複合
体がゴルジ体から細胞膜に移動するのを制
御することにより，細胞壁の主要ポリマーで
あるセルロース微繊維の合成効率や存在様
式をコントロールする。また，表層微小管は
高浸透圧や塩ストレスなどの外界刺激によ
り迅速に脱重合や再編成することにより，細
胞レベルの環境適応能力を高めていると考
えられる。細胞壁機能の制御因子である表層
微小管の外界刺激に応答したダイナミクス
の分子機構は不明であった。 

 
研究代表者はシロイヌナズナ（Arabidopsis 

thaliana）の微小管関連変異株の分子遺伝学・
細胞生物学解析，および微小管標識系統のラ
イブセル・イメージング解析により，表層微
小管の形成機構や制御因子を明らかにして
きた。特に，微小管再編成に関わるリン酸化
シグナル伝達系因子 PHS1 を遺伝学的・生化
学的に同定した。 

 
微小管再編成に関わるリン酸化シグナル

伝達系因子 Propyzamide Hypersensitive 1 
(PHS1)は元々表層微小管を不安定化する
MAP キナーゼ・フォスファターゼの機能獲
得型変異として発見されたが，その後の我々
の研究により非典型的なキナーゼ・ドメイン
も併せ持ち，このキナーゼ活性によりチュー
ブリンをリン酸化することが判明した。また，
細胞内では PHS1 のフォスファターゼ・ドメ
インはキナーゼ・ドメインの活性を抑制して
いる。 

 

２．研究の目的 
浸透圧や塩ストレスなどの細胞外刺激に応
答した微小管パターン再編に関与するタン
パク質リン酸化シグナル制御機構並びに生
理的機能を PHS1 に焦点を当てて解明する。 
 
３．研究の方法 
（1）PHS1 がリン酸化する標的タンパク質の
同定 
in vitro で PHS1 によりリン酸化された精製
チューブリンをリン酸化質量分析にかける
ことにより，PHS1 の標的タンパク質とリン
酸化アミノ酸残基を同定する。さらに，植物
体（in vivo）においても，in vitro 解析によ
り同定したアミノ酸残基がPHS1によりリン
酸化されることを証明する。また，リン酸化
されたチューブリンの重合特性を in vitro の
実験系で解析することにより，PHS1 による
リン酸化が微小管細胞骨格の再編に及ぼす
影響を推定する。 
（2）PHS1 を活性化する環境刺激 
全長PHS1は植物体では通常不活性状態で存
在するが，どのような生育環境状況で PHS1
が活性化するかは不明であった。PHS1 が浸
透圧や塩などのストレス環境条件下で活性
化し，αチューブリンがリン酸化されるかど
うかを調べる。さらに，PHS1 を活性化する
のに関与する，環境ストレス・センサーや下
流のシグナル伝達経路を解明する。 
（3）PHS1 を活性化する分子機構 
全長 PHS1 は通常の環境状況では，C末端の
フォスファターゼ・ドメインの脱リン酸化活
性の働きにより不活性化されているが，上記
の環境ストレスにより活性化される。しかし，
この活性化（脱不活性化）の分子機構はまっ
たく判っていない。PHS1 のフォスファター
ゼ・ドメインは MAP キナーゼ・フォスファ
ターゼに分類されることなどから，PHS1 の
活性化/不活性化機構には MAP キナーゼが
関与することが推定される。PHS1 との相互
作用が報告されている D ファミリーの複数
の MAP キナーゼの多重変異株におけるスト
レス応答性チューブリンリン酸化とその際
の PHS1 の関与を調べる。シロイヌナズナに
は機能重複する複数の MAP キナーゼが存在
することから，MAP キナーゼ遺伝子を 3 つ
し か 持 た な い ゼ ニ ゴ ケ （ Marchantia 
polymorpha）を利用した解析も行う。 
 高浸透圧ストレスによりPHS1自体がリン
酸化されるらしいことが，予備実験によりわ
かった。PHS1 が活性化される条件で特異的
にリン酸化されるPHS1のアミノ酸残基を同
定する。このリン酸化されるアミノ酸残基を
非リン酸化アミノ酸やリン酸化ミミックア
ミノ酸に変異させたときのPHS1の植物体に
おける機能を調べる。 
さらに、精製タンパク質を用いた in vitro

再構築系により PHS1 の活性制御を再現する。 
（４）藻類における PHS1 の機能 
PHS1 遺伝子は緑藻類よりも新しい植物系統



に存在する。モデル緑藻であるクラミドモナ
ス（Chlyamynodonas reinhardtii）の微小管がど
のような環境ストレスにより脱重合するの
か、またこの現象に PHS1 が関与しているの
かを調べる。 
 
４．研究成果 
（1）PHS1 がリン酸化する標的タンパク質の
同定 
・PHS1 はαβチューブリンヘテロ二量体を
認識し、αチューブリンのトレオニン（Thr）
349 残基を特異的にリン酸化する。多様な生
物種のαチューブリン間で保存されている
このアミノ酸残基はチューブリン二量体が
縦につながる際にその境界面に位置してお
り，チューブリンが微小管に重合する際に重
要な相互作用をする。 
・T349 リン酸化チューブリンは in vitro およ
び in vivo において微小管にほとんど重合し
ないことが判明した。その結果、チューブリ
ンリン酸化により微小管ポリマーが速やか
に脱重合する。 
（2）PHS1 を活性化する環境刺激 
・シロイヌナズナおよびゼニゴケでは高浸透
圧ストレスにより PHS1 が活性化され，細胞
内微小管が脱重合する。この反応はストレス
処理後 10 分以内に起こり，1，2 時間後がマ
ックスで、その後数時間で非ストレス条件下
と同様の低リン酸化状態に戻る一過的なス
トレス応答反応である。 
・シロイヌナズナでは、高浸透圧が一番効果
的な反応誘導ストレスであるが、高濃度の塩
によってもある程度のチューブリンリン酸
化が引き起こされる。 
・シロイヌナズナ PHS1 欠損変異株は通常栽
培条件および恒常的高浸透圧ストレス条件
において、野生株と大きな生育の違いは見ら
れない。 
・酵母 MAP キナーゼの一過的活性化は、周
期的なストレス処理により高活性化状態に
維持できる。同様の周期的ストレス条件をシ
ロイヌナズナにおいても検討中であるが、ま
だ最適条件を特定できていない。概日周期に
よる乾燥ストレスが今後の検討課題である。 
・ゼニゴケの PHS1 ヌル変異株では、高浸透
圧ストレスによる生育阻害がかかりにくい
という予備実験結果が得られているが、相補
試験などにより確認する必要がある。 
（3）PHS1 を活性化する分子機構 
・PHS1 は MPK18 と相互作用することが報
告されている（Plant J. 2009）ため，mpk18
ヌル変異株および相同性の高い MPK19 との
pmk18mpk19 二重ヌル変異株における高浸
透圧誘導的αチューブリンのリン酸化を調
べたところ，野生株と比較して変化は見られ
なかった。また、この論文で報告されている
酵母２ハイブリッド法による PHS1 と
MPK18 の相互作用は再現されなかった。 
・ゼニゴケの３つの MAP キナーゼ遺伝子の
内、MPK2とMPK3のヌル変異株を作製し、

PHS1 依存的ストレス誘導性チューブリンリ
ン酸化反応を調べたところ、野生株と比較し
て変化は見られなかった。残りの MPK1（ア
ラビドプシスの A/B タイプに相当）のヌル変
異株は致死であるため、条件的ノックアウト
系統を作製中である（京大、河内研との共同
研究）。 
・組換え PHS1 は野生型で弱いチューブリン
リン酸化活性を持ち、フォスファターゼ不活
性変異株は強いリン酸化活性を示した。また、
フォスファターゼ活性阻害剤により野生型
PHS1 のリン酸化活性が増大した。PHS1 フ
ォスファターゼはリン酸化されたチューブ
リンを脱リン酸化しなかった。さらに、PHS1
はそのリン酸化活性に対応した自己リン酸
化状態を示した。 
・以上の実験結果より、PHS1 フォスファタ
ーゼはリン酸化活性発現に重要なキナーゼ
領域のリン酸基を脱リン酸化することによ
り、チューブリンリン酸化活性を抑制してい
ると推定した。上流 MAP キナーゼはこのフ
ォスファターゼによる抑制を解除（脱抑制）
することにより、チューブリンリン酸化活性
を誘導するモデルを構築した。 

 
（４）藻類における PHS1 の機能 
・クラミドモナスでは、高浸透圧よりも中程
度濃度の塩（0.1-0.2M NaCl）によりチューブ
リンのリン酸化が顕著に誘導された。また、
反応は浸透圧剤や塩の中間濃度のみでおこ
り、高濃度では反応が起こらなかった。PHS1
ヌル変異株ではこの反応が消滅したことか
ら、PHS1 依存的塩誘導性チューブリンリン
酸化反応である（京大、福澤研との共同研究）。 
・クラミドモナスは淡水性藻類であるが、海
洋性藻類の Ostreococcus lucimarinus ゲノムに
は PHS1 遺伝子は存在しなかった。藻類の生
育環境と PHS1 機能との関係について、さら
なる研究が必要である。 
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