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研究成果の概要：植物細胞に特異的な器官である細胞板（細胞壁）形成の分子機構を明らかに

するために、細胞板形成に関与する新規分子の同定、機能解析を行った。植物の細胞板形成に

は、細胞質分裂時に特異的に活性化される MAP キナーゼカスケードが必要である。本研究に

より、このカスケードの活性化が上流でサイクリン依存性キナーゼ(CDK)により負に制御され

ている可能性が示された。また、いくつかの新奇な下流因子の候補を見いだした。 
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１．研究開始当初の背景 
 植物細胞の分裂の制御機構を理解する
ことは、植物体の成長や分化の仕組みを知
る上で非常に重要である。真核生物では、
サイクリンと CDK（サイクリン依存性キ
ナーゼ）の複合体が、細胞周期の進行にお
いて中心的な役割を果たしていることが
明らかになっている。しかし、植物細胞は
他の細胞では見られない幾つかの特徴が
あり、それにともなった植物に特異的な細
胞分裂機構が存在することが知られてい
る。そのうちの一つが、細胞質分裂（細胞
分裂の最終段階である細胞板形成）である。

近年、国内外でモデル植物、シロイヌナズナ
の大規模な変異体のスクリーニングが行わ
れ、細胞質分裂異常を示す変異体が多数単離
された結果、細胞板形成に関与する分子がい
くつか報告されている。しかし、その制御機
構や分子機能については不明な点が多い。ま
た、一方で細胞質分裂の開始メカニズムにつ
いては、現在のところ全く分かっていない。  
 近年、植物の細胞質分裂が植物特異的な
MAP キナーゼカスケードに制御されている
ことが明らかとなった（Nishihama et al. 2001, 

2002, Soyano et al. 2003, Tanaka et al. 2004）。ま
た、このカスケードの下流では、微小管結合
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タンパク質であるMAP65がMAPキナーゼに
よるリン酸化のターゲットとなっており、そ
のリン酸化が、本タンパク質の活性を制御す
ることにより細胞質分裂の進行を制御して
いることも明らかとなってきた（Sasabe et al. 

2006）。我々は、この研究過程において、
MAP65以外にもこのMAPキナーゼによりリ
ン酸化されるタンパク質を複数見いだして
いる（町田、笹部未発表）。このことは、こ
のカスケードが細胞質分裂の複雑な過程を
いくつかの複数の下流因子を介して制御し
ている可能性を示唆していると言えるであ
ろう。そこで本研究では、これまでの研究成
果を踏まえ、植物の細胞質分裂に関わる MAP

キナーゼカスケードの下流の新規制御因子
を同定・単離し、細胞板形成を制御する分子
機構の全体像を解明することを目指す。 

 また、植物の細胞周期の過程では動物で知
られているような明確なチェックポイント
機構が見つかっていない。そこで、植物の細
胞質分裂を特異的に制御する MAP キナーゼ
カスケードの活性化機構を研究することに
より、細胞質分裂の開始機構、言い換えると、
細胞分裂後期から細胞板形成期への移行の
メカニズムが明らかになる考え、本研究では、
MAP キナーゼカスケードの活性化を制御す
る因子の同定と制御機構の解明を試みる。 
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２．研究の目的 
 本研究の目的は、タバコとシロイヌナズナ
を用いて植物細胞に特異的な器官である細
胞板（細胞壁）の形成を制御する分子機構を
明らかにすることである。細胞板は細胞分裂
の最終過程である細胞質分裂の過程で形成
されるが、細胞板（細胞壁）は骨格系をもた
ない植物において個体を維持する上で非常
に重要な役割を果たす。また、細胞分化にお
いても、時間空間的に正確な細胞板の形成は
不可欠である。従って、細胞板形成（細胞質
分裂）の仕組みを明らかにすることは、独自
の進化をとげた植物の分化や形態形成（形づ
くり）の仕組みを知る上で学術的に非常に重
要である。本研究では、これまでに植物にお
いて細胞質分裂の進行に必須であることが
明らかとなっている MAP キナーゼカスケー
ドの下流で働く新規制御因子及び、この MAP

キナーゼカスケードを活性化する上流の制

御因子を明らかにし、細胞板形成を制御する
分子機構の全体像を明らかにすることを目
指す。 

 

 

３．研究の方法 

(1) 細胞板形成に関与する MAP キナーゼカ
スケードの下流標的因子の同定 

 これまでに、この MAP キナーゼカスケー
ドの下流で少なくとも 3つの微小管結合タン
パク質が関与している可能性を見いだし、そ
の１つについてはタンパク質を同定し機能
を報告した (Sasabe et al., 2006, 町田、笹部未
発表)。本研究では、残りの 2 つの下流因子の
候補を同定し、生化学的、細胞生物学的手法
を用いてその機能とリン酸化による制御機
構を明らかにする。また、シロイヌナズナの
対応する因子の変異体を解析することによ
り細胞板形成の形態形成における機能を明
らかにする。また、シロイヌナズナのデータ
ベースを用いた in silico解析により、MAP キ
ナーゼによってリン酸化される可能性のあ
るタンパク質を網羅的に検索し重要と思わ
れる遺伝子の単離を行う。下流因子の候補と
して着目した因子については、in vitroのアッ
セイ系を用いて MAP キナーゼによるリン酸
化の有無、細胞内局在を確認することにより、
MAP キナーゼの標的因子であるかどうか、細
胞板形成への関与の可能性を検討し、生化学
的、細胞生物学的、分子遺伝学的手法を用い
て機能解析を行う。 

 

(2) 細胞板形成に関与する MAP キナーゼカ
スケードの上流の制御因子の同定 

 細胞質分裂の進行を制御する MAP キナー
ゼカスケードの最上流因子である NPK1 

MAP キナーゼ・キナーゼ・キナーゼは、
NACK1 との結合を介してその活性と局在が
制御されている（Nishihama et al. 2002）。一方
で、予備的な実験から NPK1 は活性化前に高
度にリン酸化されているが、脱リン酸化にと
もなって NPK1の活性化が観察されることが
分かってきた。このことから、このリン酸化
は MAP キナーゼカスケードの活性化を制御
していると考えられる。そこで、このリン酸
化を実行しているタンパク質リン酸化酵素
を生化学的に同定することを試みる。また、
このリン酸化が NACK1 と NPK1 の分子間相
互作用に与える影響を生化学的手法及び、細
胞生物学的手法を用いて明らかにし、植物の
細胞質分裂開始の分子メカニズムを明らか
にする。 
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４．研究成果 
(1) 細胞板形成に関与する MAP キナーゼカ
スケードの下流標的因子の同定 

 MAP キナーゼカスケードの下流因子の候
補として、複数の微小管結合タンパク質をタ
バコにおいて見いだしていたが、ゲノム配列
の解析が進んでいないタバコではタンパク
質同定にまで至らなかった。そこで、シロイ
ヌナズナのデータベースを用いた in silico解
析を行った。in silico解析では、生化学的に
MAP キナーゼによりリン酸化されるタンパ
ク質の分子量、MAP キナーゼリン酸化配列、
微小管結合タンパク質、という３つのパラメ
ーターを用いた。この解析により、多くの生
物で微小管脱重合活性を持つことが知られ
ている Kinesin13 ファミリーと相同性を示す
キネシン様タンパク質が下流因子の候補と
して見いだされた。Atkinesin13B と命名した
このタンパク質は、in vitroで MAP キナーゼ
によりリン酸化されることがわかり、主要な
リン酸化サイトが一カ所であることが分か
った。また、GFP 融合 AtKinesin13B は、細胞
質分裂時に、染色体とともに、細胞板形成部
位への局在が観察された。この細胞板形成部
位への局在は、細胞質分裂を制御する MAP

キナーゼカスケードの各構成因子に共通し
て観察される局在パターンである。このこと
から、このタンパク質が細胞板形成に関与し
ている可能性が示唆された。現在、このタン
パク質の細胞質分裂における分子機能を明
らかにするために、リン酸化が微小管への結
合や脱重合、重合に影響を及ぼすのか、また
細胞内局在に関与しているのかどうかを解
析中である。 

 

(2) 細胞板形成に関与する MAP キナーゼカ
スケードの上流の制御因子の同定 

 細胞質分裂を制御する MAP キナーゼカス
ケードの最上流因子である NPK1 MAP キナ
ーゼ・キナーゼ・キナーゼは、活性化前に高
度にリン酸化されているが、そのリン酸化パ
ターンは細胞周期の M期を制御するサイク
リン依存性キナーゼ（CDK）の活性化パター
ンとよく似ていることが分かった。NPK1と、
その活性化因子である NACK1 について、
CDK によるリン酸化の有無を in vitroの実験
系を用いて調べたところ、両タンパク質は
CDK によりリン酸化されることが示された。
両タンパク質の CDK によるリン酸化サイト
は、両タンパク質の結合部位の周辺にそれぞ
れ 3つずつあることも明らかとなった。 

 NPK1及び NACK1の CDKリン酸化部位特
異的な抗体を作製し、in vivo におけるリン酸
化の実態を解析したところ、両タンパク質と
もに、M期の前半に蓄積しているタンパク質
はリン酸化されているが、中期以降、NPK1

が活性化する時期にはリン酸化レベルは急

激に低下することが明らかとなった。さらに、
CDK の活性が低下しない形質転換体を用い
た解析により、このリン酸化は CDK の活性
に依存していることを示した。また、CDK に
よるリン酸化は、in vitroで両タンパク質の直
接結合を阻害した。NPK1は NACK1 との直
接結合により活性化されることから、CDK が
リン酸化を介して両タンパク質の相互作用
を制御することにより、MAP キナーゼカスケ
ードの活性化を制御している可能性が示唆
された。 

 CDK は細胞周期の進行をコントロールす
る主要な制御因子であるが、M期の中期以降
に CDK が関わっているかどうかについては
知見が少ない。今回、CDK が MAP キナーゼ
カスケードの上流の制御因子として機能す
ることが示されたことにより、CDK が中期以
降の進行を厳密に制御する機能も持つとい
う可能性を提示した。 
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