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研究成果の概要（和文）： 

 植物微小管の形成・維持に関わる PHS1 の N 末端側保存領域のみで表層微小管を消失する
活性を有する事を発見した。このドメインは PHS1 自身とαチューブリンを直接リン酸化し
た。さらに、この活性は C末端側フォスファターゼドメインによって抑制された。つまり、
PHS1 はキナーゼと、フォスファターゼの両方の活性を有しており、表層微小管の存在・消
失がその両ドメインによってコントロールされているという可能性が提示できた。さらに、
PHS1 を介したαチューブリンリン酸化が、塩ストレスなどに誘導されることが示された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
It was elucidated that the N-terminus conserved region of PHS1 showed the activities 
of dissipation of cortical microtubules in Arabidopsis. The region phosphorylated 
PHS1 oneself and α-tubulins, directly. Moreover the activities ware repressed by 
the C-terminus region of PHS1. Thus, these results indicated the possibility that 
the existence or dissipation of cortical microtubules may be controlled by PHS1 
protein, which possesses both kinase domain and phosphatase domain. It was also shown 
that the PHS1-mediated phospholylation of α-tubulins was induced by salt stress. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 微小管はα、βチューブリンのヘテロダイ
マーが集合した細胞内ポリマーであり、その
末端は重合と脱重合を繰り返す動的不安定

性を示す。この性質は、微小管が生理的意味
を持つ構造をとるのに必要である。植物細胞
の分裂期には、前期前微小管束(分裂面の位
置)、紡錘体（染色体分配）、フラグモプラス
ト（分裂板の形成）といった微小管構造が順
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に現れ、その機能を果たす。間期には微小管
が細胞表層に同じ方向に配向し、表層微小管
として細胞壁の形成に働く。多様な微小管構
造を形成する為に、様々な微小管付随タンパ
ク質（MAP）や、その制御因子による微小管
とチューブリンの巧みな調節が必要となる。 
 微小管付随タンパクの中には、重合・脱重
合の盛んな微小管の末端で微小管の重合を
促進するもの、逆にカタストロフを促進また
は抑制するもの、隣接する微小管をつなぐも
の、微小管を分断するもの、チューブリン量
を調節するもの、など様々存在する。近年、
植物では、動物・酵母の MAP との相同性、変
異体解析、さらに生化学的精製から、保存さ
れた MAP や、植物独自の MAP が多数報告され
ている。これらが発生プログラム、細胞周期、
特に植物では生育環境を端に発するシグナ
ル下、微小管構造の形成に関わると考えられ
る。 
 動物・酵母と同様、リン酸化や低分子量Ｇ
タンパク質を介したシグナル伝達系が、植物
の細胞骨格の制御に深く関与する事が報告
されている。当研究グループは、微小管重合
阻害剤の感受性変異体から MAPキナーゼフォ
スファターゼ様 PHS１遺伝子を同定した
（Naoi and Hashimoto, 2004）。又、他のグ
ループからフラグモフラストの形成に関与
する MAPキナーゼカスケードが報告されてい
る。他に微小管関連の調節因子として PP2A
調節サブユニットをコードする TON2遺伝子、
NIMA関連キナーゼNEK6/IBO1遺伝子なども報
告されている。また、低分子量 Gタンパク質
ROP（Rho Of Plant）2、4 が、RIC1, 4 エフ
ェクターを介し微小管・アクチンに働きかけ、
葉の表皮細胞の形態制御に関わる事が示さ
れている。このように鍵となる上流の制御因
子が同定されつつあるが、未だメカニズムの
全容を示すに至ってなかった。 
 申請者らは、PHS1 タンパク質の脱リン酸化
反応の活性中心のシステインをセリンに置
換した C792S 不活性型 PHS1 ゲノムが、間期
表層微小管を劇的に消失させることを明ら
かにした。この置換により、脱リン酸化反応
が途中で停止し、基質をトラップすることが
期待された。実際、動物細胞では同様の変異
を利用し、チロシンフォスファターゼの基質
を生化学的に単離する多数の報告例がある。
この不活性型 PHS1 を野生型に形質導入する
と、多くは生育過程で死滅し不稔となり、一
部、器官のねじれや細胞肥大といった微小管
機能欠損変異体に特有な表現型を示す形質
転換体が得られた。これらの結果は、表層微
小管を不安定にするシステムが存在し、PHS1
の介するリン酸化シグナル系が上流で制御
していることを予想させる。ところで、植物
の微小管を不安定にする因子は、ある種のキ
ネシンや、チューブリンプールに関わるチュ

ーブリンのフォールディングコファクター
くらいしか知られておらず、PHS1 関連シグナ
ルがどの下流因子を調節するか全く予想が
つかなかった。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、植物の微小管構造の形成・維
持に関与する新たな因子の同定と、分子メカ
ニズムの解明を目指した。とくに C792S 不活
性型 PHS1 による強力な間期表層微小管の不
安定化に注目し、かつそれを利用することに
した。以下の 3項目を 3年間で行う計画を立
てた。 
１）不活性型 PHS1 を用いて、間期表層微小
管の形成･維持に関わる因子の同定 
・FOX-hunting 法による PHS1(C792S)表現型
を抑圧する因子の同定 
２）表層微小管を積極的に不安定にする因子
の探索 
・ アグロバクテリアを用いて表層微小管不
安定化のアッセイ法の確立 
・FOX-hunting 法を用いた表層微小管不安定
化因子の単離 
・表層微小管不安定化のメカニズムの可視化
の試み 
３）PHS1 に関連のある MAP キナーゼカスケー
ドの同定 
・MAP キナーゼにターゲットを絞り、上記 2
つの方法を試みる。 
 
 
３．研究の方法 
 
１） C792S 不活性型 PHS1 を用いて間期表層
微小管の形成･維持に関わる因子の同定 
・FOX-hunting 法による PHS1(C792S)表現型
を抑圧する因子の同定： 継代維持できるが、
根や花茎が強くねじれ、細胞肥大を示す
PHS1(C792S)植物は変異型 PHS1の発現量が比
較的弱く、野生型 PHS1 と拮抗して働いてい
ると考えられた。表層微小管を完全に脱重合
してないが、基質のリン酸化状態のバランス
が大きく崩れていると考えられた。
PHS1(C792S)植物で基質トラップが起こって
いるなら、基質の発現量を変化させることで
表現型が回復する可能性がある。そこで、
PHS1(C792S)植物に対して FOX-hunting 
(Full-length cDNA over expressor gene 
hunting)法を行う。約 10000 種の独立したシ
ロイヌナズナ完全長 cDNA からなる標準化
cDNA ライブラリーがアグロバクテリアのバ
イナリーベクター上で作成してある。これを
PHS1(C792S)植物に感染し cDNA過剰発現体を
作る。そこから表現型を抑圧する変異体をス
クリーニングする。このスクリーニングでは、



直接の基質だけでなく、基質の発現量や性質
を調節する上流制御因子や、基質の下流で調
節を受ける因子の単離も期待できる。強制発
現系による優性形質のスクリーニングを行
うので、PCR 増幅により抑圧の原因遺伝子が
迅速に決定できる利点を持つ。また、変異体
の不稔なども遺伝子の同定に影響しない。初
年度でスクリーニングを終え、次年度以降、
同定した原因遺伝子の機能解析を行う。 
 
２） 表層微小管を積極的に不安定にする因
子の探索  
 申請者らは、パーティクルガンを用いて
C792S 不活性型 PHS1 を一過的に導入・発現さ
せることで、表層微小管の消失を可視化した。
これは、表層微小管を不安定にするシステム
が存在する事を示唆する。さらにこのアッセ
イを利用すれば、表層微小管を不安定にする
新規因子をスクリーニングすることが可能
である。一過的な発現系を利用すれば、時間
的な利点に加え、stable な発現系では得られ
ない致死性の高い因子の同定を可能とし、in 
vitro 系で問題になる生化学的性質の検討も
必要でない。 
・アグロバクテリアを用いて表層微小管不安
定化のアッセイ法の確立： パーティクルガ
ンでの遺伝子導入法の問題点は、作業の手間
とコスト面である。PEG 法による培養細胞へ
の一過的導入法もあるが、細胞をプロトプラ
ストにすることで表層微小管が視認しにく
くなる。そこで、アグロバクテリアによるイ
ンフィルトレーション法を利用したアッセ
イ法を構築する。初年度に条件検討を行う。
微小管を可視化する GFP マーカーと、実際に
不活性型 PHS1 を用いて共感染による形質転
換をおこなう。微小管可視化については、シ
ャペロンやコファクターを必要とする
GFP-tubulin に加え、新規微小管付随タンパ
ク質 PHS2 を検討する。GFP-PHS2 は表層微小
管を可視化し、ほとんど微小管機能に影響を
与えない。このアッセイでは遺伝子発現に
35S プロモーターを用いるので、植物材料も
検討する。形質転換効率のよいシロイヌナズ
ナ培養細胞 Alex は一方向への伸長を示し、
表層微小管の観察が可能と考えられる。また、
報告例の多いタバコ葉（Nicotiana 
benthamiana）表皮細胞でのアッセイも検討
する。 
・FOX-hunting 法を用いた表層微小管不安定
化因子の単離： アグロバクテリアによる一
過的なアッセイ系を構築できたならば、先の
実験計画で使用する FOX-hunting法を用いて、
表層微小管を脱重合するような因子を同定
する。既に標準化 cDNA ライブラリーが組み
込まれた強制発現用バイナリーベクターが
アグロバクテリアに導入されている。そこで、
ライブラリーを適当に分割し約 10 系統ごと

バルク化し、これを植物に導入し感染させる。
感染した細胞群から表層微小管の消失を指
標に共焦点顕微鏡によるスクリーニングす
る。消失の表現形が観察されれば、候補バル
クより 2nd スクリーニングを行い、クローン
を同定する。３年間かけてスクリーニングを
順次行っていく。 
・表層微小管不安定化のメカニズムの可視化
の試み： 本研究では表層微小管の消失を指
標に新規因子の同定を試みる。しかし、表層
微小管の消失が、微小管重合因子の不活化に
よるものか、脱重合因子の活性化によるもの
か、微小管とチューブリン量のバランスが変
化したことによるのか、微小管重合核の減少
によるのか、考えうる要因だけでも複数存在
する。そこで、微小管重合に必須な MOR1、脱
重合に関与するキネシン、チューブリンのプ
ールに関与するフォールディングコファク
ター、微小管重合核に含まれる GCP タンパク
質などの既知の MAPと蛍光タンパク質との融
合遺伝子を作出し、マーカーラインにする。
マーカー植物を用いて、新規因子の表層微小
管の消失がどのメカニズムと関わるか、視覚
的に解析する。 
 
３） PHS1 に関連のある MAP キナーゼカスケ
ードの同定 
 生理的な機能相関がある遺伝子群はその
発現プロファイルも相関を示すことが多い。
MPK カスケードに関わる 120 遺伝子の発現相
関性の解析がなされた（Menges et al., New 
Phytologist, 2008）。そのデータと PHS1 遺
伝子の発現プロファイルを組み合わせ、PHS1
と共発現する MPKKK、MPKK、MPK 遺伝子ファ
ミリーを割り出した。一方、二重変異体の解
析から、半優性アレル phs1-1 へテロの表現
形を昂進する MPK ファミリー[D グループ]の
変異体を明らかにしているが、発現プロファ
イルと遺伝学的相互作用の情報が MPKレベル
で一致した。これらキナーゼ群について、野
生型と活性型･不活性型の変異型を作出し、
MPK カスケードに的を絞って、上記１）２）
の実験システムを実行する。 
 
 
４．研究成果 
 
1)について、C792S 不活性型 PHS1 を発現した
植物に対して、Fox-hunting 法を試みた。し
かし、不活性型植物は、湿潤・乾燥のコント
ロールが難しく、スクリーニングに必要なだ
けの種子を得られなかった。実際、得られた
種子からは抑圧変異体は得られなかった。現
在、EMS 処理によるスクリーニングも行い、
表現型を抑圧する変異体の単離を試みてい
る。すでに,20 系統ほど候補が得られており、
現在、さらなる検証を行っている。2)につい



て、現在、共発現データベース ATTED などを
用いて、PHS1 と発現相関性の高い、キナーゼ、
及び MAPキナーゼも含めてクローニングを行
った。さらに、すでに報告のある MAPs につ
いても、可視化マーカー作成を行っている。 
3)について、現在 Dグループ MPK の一部の４
重変異体が完成した。しかし、微小管関連の
表現型どころか、ほぼ野生型を示した。 
 
 これまで PHS1 を MAP キナーゼフォスファ
ターゼ様タンパク質として扱ってきた。つま
り、微小管の安定性に関わる何らかのリン酸
カスケードが存在し、その経路を PHS1 がフ
ォスファターゼとして抑制する事を想定し
ていた。ところが当該年度に 2)で計画してい
た微小管可視化植物への導入アッセイを、保
存された領域に基づいて幾つかに断片化し
た PHS1 について行ったところ、C末端のフォ
スファターゼ領域を欠く N末端側保存領域の
みで表層微小管を消失する活性を有する事
を発見した。さらに、N 末端と C 末端を分け
て同時に導入すると、N 末端による微小管脱
重合活性能が抑制されること、また、C792S
不活性型変異により C末端フォスファターゼ
は抑制効果を持たないことが示された。この
結果は、PHS1 自体が表層微小管を不安定にさ
せる要因を N 末端側に持っており、C 末端側
によりその効果が抑制されている事を強く
示唆した。この結果は当初想定していた PHS1
の機能と異なった。そこで、この発見以降、
まず PHS1 がもつ微小管脱重合能がどのよう
なメカニズムによって調節されているのか
を明らかにする事が優先的だと考え、当該年
度で詳細に調べる事にした。 

 
 この保存領域は、申請時にはアノテーショ
ンがつけられていなかったが非典型的なキ
ナーゼとして扱われている粘菌の AFKキナー
ゼに非常に弱い相同性をしめす事が示され
た。そこで、この領域にリン酸化活性がある
か否かを探るべく、人工基質を用いて酵素活
性を調べたがその活性は見られなかった。し
かし、PHS1 は自己リン酸を示し、Mn イオン
依存的なキナーゼ活性であることが明らか
になった。 
 次に、この N末端側ドメインのリン酸化タ

ーゲットを同定する為に、大腸菌で PHS1 組
換えタンパク質を作り、シロイヌナズナ培養
細胞より単離した微小管共沈タンパク質を
NaCl 濃度で分画し、各画分に対してリン酸化
バンドを探索した。すると、チューブリンを
含む画分において PHS1 依存的に非常に強い
リン酸化が検出された。精製されたシロイヌ
ナズナ培養細胞由来のチューブリン、ブタ脳
より精製したチューブリンに対しても、リン
酸化活性は検出され、PHS1 のターゲットがα
チューブリンであることが明らかとなった。
大腸菌由来のαチューブリンに対しては、リ
ン酸化活性を示さなかったことから、PHS1 は
一次配列ではなく成熟したα/βチューブリ
ンヘテロダイマーのαチューブリンを認識
してリン酸化していることが強く予想され
た。公共の網羅的リン酸化プロテオミクスの
データと、実際に PHS1 によって処理したチ
ューブリンに対するリン酸化質量解析によ
り、βチューブリンとのインターフェースに
位置する一箇所のスレオニンが少なくとも
リン酸化されている事が示された。実際に、
このスレオニンへの修飾が微小管の重合も
しくは、植物体へ影響を示すか調べるため、
リン酸化ミミック型の変異を入れた GFP-TUA
を植物に導入したところ、微小管に取り込ま
れないこと、優性に生長に影響を与えること
から、PHS1 はαチューブリンのリン酸化を介
して微小管を重合しにくくする効果を示す
事が示された。 

 
 PHS1 の null 変異体は、通常生育条件下、
野生型とそれほど違いを示さないため、PHS1
は何らかの外刺激に応じて、微小管リン酸化
をコントロールしていると考えた。浸透圧ス
トレスの一つとして高塩条件に植物をさら
すと、野生型植物では、微小管が脱重合し、
かつαチューブリンのリン酸化が観察され
た。一方、PHS1 の null 変異体では、αチュ
ーブリンのリン酸化が観察出来なかった。こ
の結果は高塩ストレスの下流において、PHS1
を介したαチューブリンのリン酸化が起こ
る事を意味している。 
 本研究の結果により、αチューブリンのリ
ン酸化を介した微小管重合・脱重合の調節機
構が初めて明らかになった。また、このリン
酸化はこれまで報告されてない新しい非典



型的キナーゼドメインによって起こる事を
示した。PHS1 はこの新奇チューブリンキナー
ゼドメインとその活性を抑制するフォスフ
ァターゼドメインを両方供えたユニークな
タンパク質であり、まだ確認中であるが、植
物の高塩ストレス応答に関与している事が
強く示唆された。これらの結果をまとめて、
近く高インパクトな雑誌へ投稿する計画で
ある。 
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