
 1

博士論文番号：0081028 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

微小管機能に関わるフォスファターゼの解析 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

直井 国子 

奈良先端科学技術大学院大学 

バイオサイエンス研究科 植物遺伝子機能学講座 

（橋本 隆 教授） 

 

平成 16 年 4 月 30 日提出 

 

 

 

 



 2

目次 
 

 

序論        3 
 

材料と方法       7 
 

結果        13 
 

考察        18 
 

参考文献       24 
 

図表        32 
 

謝辞        68 
 
 



 3

序論 

 

 微小管はα-tubulin とβ-tubulin がヘテロ二量体を作り、ヘテロ二量体が結合して直

線的なプロトフィラメントを形成し、このプロトフィラメントが重合して中空の円筒状の微小管を

形成する。シロイヌナズナではα-tubulin 遺伝子は 6 個(Kopczak et al, 1992)、β-tubulin 遺伝

子は 9 個(Snustad et al, 1992)見つかっている。微小管は直径約 25 nm で 13 本のプロトフィ

ラメントが円筒状に並んでいる。微小管は絶えず重合・脱重合が起きていて、この現象は動

的不安定性（dynamic instability）と呼ばれている。微小管の動的不安定性には重合と脱重

合の化学平衡状態を変えるためのエネルギーが必要であり、そのエネルギーは GTP の加

水分解から得られる。α-, β-tubulin は各々GTP が結合しており、α-tubulin に結合している

GTP は分子構造に固定され重合・脱重合のどちらの場合でも変化しない。しかし、β-tubulin

に結合している GTP は微小管の端に付加するときに加水分解されて GDP になる。動的不

安定は GTP の加水分解とヘテロ二量体の結合との間に遅れがあるために生じると考えられ

ている。微小管の伸長が速いとき、GTP が加水分解されるより速く微小管の端に結合するの

で微小管の端に GTP キャップができる。逆に、GTP キャップがなくなる等重合の速度が遅く

なると微小管はどんどん縮み始める。このように微小管は伸長と解離を繰り返している（図 1）。

動的不安定性により微小管の両端は重合する速度が異なっていて、速く伸長する端はプラ

ス端、ゆっくり伸長する端はマイナス端と呼ばれている(Desai and Mitchison, 1997)。微小管

は動植物を問わず多細胞生物中で高く保存されているタンパク質であるが、細胞内での微

小管の構築は動物と植物では大きく異なっている(Wasteneys, 2002)。植物細胞の細胞質分

裂は細胞壁の基になる細胞板が分裂面に形成され、この細胞板が徐々に拡大して既存の

細胞壁と結合して新しい細胞壁が出来て細胞質分裂が完了する。細胞板の形成される位

置は有糸分裂前から決まっており、G2 期の終わり頃に細胞板が出来る位置の細胞膜付近

に微小管が集まって前期前微小管束[preprophsase band (PPB)]と呼ばれる微小管の束が形

成される。有糸分裂に入ると微小管は動物細胞と同様に紡錘体となって染色体を細胞の両

端へと移動させ、終期になると微小管はフラグモプラストを形成する。フラグモプラストは微

小管が 2 列に並んでおり、微小管の他に細胞板の材料を含む小胞などが含まれ、その中心

から細胞板が形成されて大きく成長する。プラグモプラストは細胞板の周囲に存在して一緒

に細胞膜に近づいていく。細胞板が細胞膜に到達するとフラグモプラストは消滅して細胞質

分裂は終わる。間期の微小管も動物細胞と植物細胞では異なっている。典型的な動物細胞

の間期の微小管は核膜付近にある中心体から微小管が四方八方に伸長しているが、植物

細胞では微小管は細胞質表層に存在し架橋分子を介して細胞膜と結合している。間期の

植物細胞で見られるこの構造を表層微小管と呼んでいる（図 2A）。動物細胞の中心体には

γ-tubulin 等から成る微小管形成中心体[microtubule organizing center (MTOC)]が存在し、
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MTOC で微小管が形成されて細胞表層の方へと伸長していくが、植物細胞には動物細胞

のような中心体が存在しない。植物細胞にもγ-tubulin (Liu et al, 1993)や動物細胞の MTOC

に存在している分子があることは確認されているが、微小管が形成されるのが核膜付近なの

か、それとも細胞質表層なのかは多く議論されていた。細胞質分裂直後の細胞では微小管

が核膜付近に集まって存在し、その後表層へと移動するのが観察されている。γ-tubulin の

動態から MTOC は核膜付近で微小管を形成した後、表層に移行して表層で微小管の再構

築を行っていると言われていた(Kumagai et al, 2003)が、シロイヌナズナの間期の細胞の微

小管の動態を観察したところ、新しい微小管が細胞表層で形成されているのが確認されて

いる（Shaw et al, 2003）。 

 植物細胞の形や伸長方向は細胞壁最内層のセルロース微繊維と表層微小管が制

御していると考えられている。伸長している細胞の表層微小管は細胞の伸長方向に対して

直角に配向し、表層微小管とセルロース微繊維が横方向に配向しているときに細胞は縦方

向に伸長し、表層微小管とセルロース微繊維が縦方向に配向していると細胞は横方向に伸

長する（図 2B）。細胞壁最内層のセルロース微繊維と表層微小管はほぼ同じ配向をしてい

て、このセルロース微繊維を表層微小管が制御しているというモデルが考えられている

(Hirai et al, 1998)。セルロース微繊維を構成しているセルロースの合成酵素 cellelose 

synthase (CesA)が 6 個集まってロゼットと呼ばれる複合体を細胞質側の細胞膜上で形成し

ている。セルロースはロゼットの CesA で作られ、同じロゼット上で生成されたセルロースが束

となり、セルロース微繊維が生成されてロゼットの中心から細胞質外へと送り出される。セル

ロース微繊維はセルロースの合成と同時に形成されている。ロゼットは細胞膜上を動く事が

出来るが、表層微小管がロゼットの動きを制御していると考えられ、モノレール説とガードレ

ール説の 2 つの説が言われている（図 3）。モノレール説は何らかの因子を介してロゼットと

表層微小管が結合して表層微小管がロゼットの動きを制限しているのに対してガードレール

説は表層微小管と近隣の表層微小管がロゼットの動く道筋を形成してその間をロゼットが自

由に動いている。表層微小管の配向と細胞壁最内層のセルロース微繊維は必ずしも一致し

てはいないため、現在はガードレール説が主流である(Hirai et al, 1998)。しかし、伸長して

いる細胞の表層微小管と細胞壁最内層のセルロース微繊維は似たような配向をとっている

が、根の伸長が終わりつつある分化領域に近い伸長領域の細胞では表層微小管が細胞の

伸長軸に対して直角に配向していたものが右巻きねじれの傾いた配向に変化する。このとき

のセルロース微繊維は直角のままで変化はない(Sugimoto et al, 2000)。高温で根が左巻き

にねじれる変異株 mor1-1 を高温下で生育した際の根の表層微小管の配向は短く変化して

いるが細胞壁最内層のセルロース微繊維は野生株や適温（23℃）時の mor1-1 変異株と同

様の配向を示し、また、野生株に微小管重合阻害剤（オリザリン）や重合安定剤（タキソー

ル）を加えて表層微小管の安定性を変化させると根の伸長速度が遅くなるが、セルロース微

繊維の配向は薬剤無添加時と変わらない。このことから、最近では細胞壁最内層のセルロ
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ース微繊維の制御を介さずに表層微小管が細胞伸長を制御しているという考えもある

(Sugimoto et al, 2003)。シロイヌナズナのα-tubulin 遺伝子 TUA6, TUA4 にミスセンス変異が

入っている lefty1, lefty2 変異株は根や葉、花弁が左巻きにねじれ、根の表皮細胞層の表層

微小管が右巻きの配向をしている。これはα-tubulin に変異が入ったことで微小管の安定性

が変化したためと考えている(Thitamadee et al, 2002: Abe et al, 2004)。微小管の安定性は細

胞伸長を制御する表層微小管の配向にとって重要な要因の一つである。 

 表層微小管と結合している微小管付随タンパク質[microtubule associated protein 

(MAP)]には微小管の重合・脱重合や安定性などをコントロールして表層微小管の配向を制

御している可能性がある。MAP 等の微小管と相関する分子は動物細胞に比べると植物細

胞ではあまり研究されていなかったが、最近になって様々な MAP が見つかり解析されてい

る(Smertenko et al, 2000: Hashimoto, 2003: Lloyd and Chan, 2004)。当初は MAP65 のように

微小管に結合しているタンパク質の精製等の生化学的手法で発見されていた(Jiang and 

Sonobe, 1993)が、今では変異株を用いた遺伝学的手法で新規の MAP が幾つか得られて

いる。シロイヌナズナの MAP の変異株には細胞の形が変化し、成長阻害を受けているもの

がある。fra2 (botero1)変異株は表層微小管の配向が変化して細胞が肥大した変異株で

(Bichet et al, 2001)、FRA2 遺伝子は微小管を切断するカタニンの p60 サブユニットとして機

能する(Burk et al, 2001)。mor1-1変異株は高温感受性を持ち28℃で育てると表層微小管が

短く切断されて幼植物の根や子葉は左巻きにねじれる。MOR1 遺伝子は動物や酵母で見

つかっている XMAP215 に相同性がある(Whittington et al, 2001)。新規のフォスファターゼ

2A (PP2A)をコードしている TON2 遺伝子の変異株 tonneau2 (ton2)は PPB が形成されず、

また表層微小管の配向がランダムになるため細胞の分裂面に影響がでて細胞の伸長方向

が狂っている(Camilleri et al, 2002)。イネの tangled1 (tan1)変異株は PPB やフラグモプラスト

の位置がおかしくなり、細胞の分裂面が変化したため細胞の形が野生株とは異なっており

(Cleary and Smith, 1998)、TANGLED1 は新規の MAP である(Smith et al, 2001)。シロイヌナ

ズナの右ねじれ変異株 spiral (spr)変異株の spr1 は根の内皮細胞が膨れて表皮細胞は右

巻きにねじれており、spr2 の根はねじれていないが葉や花弁が右巻きにねじれている

(Furutani et al, 2000)。SPR1, SPR2 は共に微小管に局在する新規のタンパク質である

(Nakajima et al, 2004; 成田, 修士論文, 2002)。 

 シグナル伝達などの生体内反応においてはタンパク質のリン酸化による活性化と脱

リン酸化による不活性化が重要である。微小管には多くの MAP が結合しており、これらの

MAP もリン酸・脱リン酸化されることで微小管への結合能が制御されている（図 4）。動物の

MAP4 は微小管と結合して微小管を安定化させる。この MAP4 は細胞周期特異的なキナー

ゼ cyclin B-cdc2 と結合しリン酸化される。MAP4 をリン酸化しないようにした変異 MAP4 を発

現させた細胞ではG1期が遅く、G2/M期は速く進行する等、細胞周期の進行速度が変化す

る。このリン酸化しない変異 MAP4 は微小管と強く結合し、微小管重合阻害剤に対する抵抗
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性が高まる(Chang et al, 2001)。植物でも MAP のリン酸化による微小管の安定性の制御に

ついて研究が行われている。様々なフォスファターゼ阻害剤 deltamethrin（PP2B 阻害剤）, 

tautomycin（PP1, PP2A 阻害剤）, microcystin LR（PP1, PP2A 阻害剤）やキナーゼ阻害剤

KT5720（PKA 阻害剤）, KT5823（PKG 阻害剤）, KN62（CMK II 阻害剤）をシロイヌナズナに

投与すると根は伸長阻害を受け、表層微小管の配向が崩れている(Baskin and Wilson, 

1997)。BY－2 培養細胞にキナーゼ阻害剤 6-dimethylaminopurin (6-DMAP)や staurosporin

を用いると低温安定性な微小管の量が多く存在する(Mizuno, 1992)。トウモロコシの根に

ATP を加えると微小管は脱重合を起こすが、ATP とキナーゼ阻害剤 staurosporin を加えると

脱重合は起きない。また、PP1, PP2A フォスファターゼ阻害剤 cantharidin を加えると微小管

の脱重合は促進される(Tian et al, 2004)。先に挙げたようにフォスファターゼ PP2A の変異株

ton2 では PPB が形成されない(Camilleri et al, 2002)。このように、MAP のリン酸化・脱リン酸

化ということで間接的ではあるがキナーゼやフォスファターゼの阻害剤の投与によっても微

小管の安定性は変化する。 

 微小管が細胞の伸長方向や形を制御しているため tubulin や MAP の変異株でも

細胞伸長や形態の異常が現れている。今までにみつかった MAP には動物細胞の MAP と

相同性を持つものが多くあるが、PPB やフラグモプラスト、表層微小管といった植物特有の

微小管構築があることから植物特有の MAP がまだ数多く存在している可能性がある。そこ

で、微小管の構築と維持に関与する新たな因子や MAP を遺伝学的手法で見つけるために

微小管重合阻害剤の1つであるプロピザミドを用いてシロイヌナズナ変異株のスクリーニング

を行った。プロピザミドに対して高感受性を示す変異株が幾つか単離されてそのうちの 1 つ

である propyzamide hypersensitive1-1 (phs1-1)の解析を行った。 
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材料と方法 

 

生育条件 
 寒天培地は 0.5X Arabidopsis nutrient solution (Haughn and Somerville, 1986)に

2% (w/ v) sucrose と 1.5% (w/ v) Agar を加えたものを用いた。シロイヌナズナの種子は 20% 

(v/ v) 次亜塩素酸ナトリウム、4% (v/ v) Triton X-100の溶液で滅菌して滅菌水で洗浄した後、

4℃の暗所に 1 日静置して春化処理をしてから寒天培地に蒔き、22℃の長日条件（16 時間

明/ 8 時間暗）下で培地を垂直に立てて発芽させた。暗所で育てる場合は春化処理をした後

22℃で 8–12 時間光にさらしてからアルミホイルで遮光して育てた。培地を 22℃に置いた時

点を 0 日として日数を数え、以後、断りがない限りはこの条件で育てた(Furutani et al., 

2000)。 

 薬剤は、それぞれプロピザミド(Wako)は 10 mM、タキソール(Nacalai tesque)とオリザ

リン(AccuStandard)、サイトカラシン D (Nacalai tesque)は 1 mM、RH-4032 [3,5-dichloro-N-(3- 

chloro-1-ethyl-1-metyl-2-oxopropyl)-benzamide] (Rohm and Haas company)は 0.1 mM のジ

メチルスルホキシド(DMSO)溶液を作り-20℃に保存し、使用濃度に希釈して用いた。 

 

変異株のスクリーニング 
 Ethylmethanesulfonate (EMS)処理をしたシロイヌナズナの M2 種子 [ecotype: 

Columbia (Col)]と T-DNA のタグが挿入されている T2 種子(ecotype: Col)を 3µM のプロピザ

ミドを添加した寒天培地で発芽させ、7 日目の幼植物の根の表現型が野生株と異なるものを

探 し た 。 得 ら れ た プ ロ ピ ザ ミ ド に 高 感 受 性 を 示 す 変 異 株 の 1 つ を propyzamide 

hypersensitive1-1 (phs1-1)と名付けた。この phs1-1 変異株は EMS によって変異原処理され

た変異株でアルビノが混ざっていたが、Col と戻し交配を 3 回行い完全に除去した。 

 

phs1-2 変異株 
 Syngenta から取り寄せた T-DNA タグが挿入されている形質転換植物体(1293 C2)

で、野生株 Col と戻し交配を 3 回行ってから実験に使用した。タグが挿入されているかの確

認は PCR で行った。（プライマー：5’-GAGAAGAAGCGAGATCAACC-3’, 5’-TTACTCTAG 

CCTGTCGCATG-3’, LB: 5’-CATCTGAATTTCATAACCAATCTCGATACAC-3’)  

 

免疫抗体染色法 
 根の表皮細胞層における表層微小管の配向を見るために Whole mount 法

(Sugimoto et al, 2000)を参考にして微小管を染色した。4 日目のシロイヌナズナ幼植物を

1.5% (v/ v) formaldehyde, 0.5% (v/ v) glutaraldehyde の PEMT 溶液(50 mM PIPES, 2 mM 
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EGTA, 2 mM MgSO4, 0.05% (v/ v) Triton X-100, pH 7.2)に 40 分浸して固定し、その後、

PEMT 溶液で 3 回 5 分間洗浄を繰り返してから 0.05% (w/ v) Pectolyase Y-23 (Kikkoman)

の PEMT 溶液(0.4 M mannitol を加える)に入れて室温で 30 分間静置した。PEMT 溶液での

洗浄を 3 回繰り返した後に冷やしたエタノールを入れて-20℃に 10 分間静置してから PBS

溶液(130 mM NaCl, 5.1 mM Na2HPO4, 1.6 mM KH2PO4, pH 7.4)に 10 分間浸透させた。1 

mg/ mL NaBH4 の PBS 溶液に 20 分間入れてから洗浄液(50 mM glycine の PBS 溶液)に 30

分間浸した後に、洗浄液で 1000 倍希釈した一次抗体の抗α-tubulin 抗体(mouse IgG: 

Oncogene Research Products)と一晩室温で反応させた。幼植物を洗浄液での 10 分間洗浄

を 3 回繰り返し、二次抗体を加えた。二次抗体は Fluorescein-isothiocyanate (FITC)標識の

抗マウス IgG 抗体(goat: Kirkegaard & Perry Laboratirues Inc.)を洗浄液で 100 倍希釈したも

のを用いて 1-3 時間 37℃に静置した。二次抗体と反応させた後、PBS 溶液で 10 分間 3 回

洗ってからスライドグラスに Mount 溶液(0.1% (w/ v) phenylenediamine, 0.1X PBS, 50% (v/ 

v)グリセロール, pH 9.0-9.5)で固定し、共焦点レーザー顕微鏡 LSM510 (Zeiss)で表層微小

管を観察した。 

 表層微小管の配向の測定には NIH image 1.61 を用いた。配向の傾きは細胞の伸

長方向を 180 度とし、左肩上がりの配向を 0 度から 90 度、右肩上がりの配向を 90 度から 180

度として測定した（図 5）。表層微小管の長さは見える範囲だけを測定し、側面にまで伸びて

いる分の長さは測定していないので実際は測定した長さよりも長いものがある(Sugimoto et 

al, 2003)。表層微小管はそれぞれ 6 個体の幼植物の根から 400 本以上を測定した。 

 

透明化によるシロイヌナズナの胚の観察 
 さやを固定液(90% エタノール, 10% 酢酸)に入れてアスピレーターで 15 分間陰圧

にした。さやが固定液中に沈んだら 4℃に移して一晩静置した。固定液を除いて、90%, 70%, 

50%, 30% エタノールにそれぞれ 20 分ずつ順番に浸してエタノールから水に置換して、透

明化液(飽水クロラール 8 g, グリセロール 1 mL, 蒸留水 2 mL)に浸した。スライドグラスに

さやを置いて透明化液を滴下し、カバーグラスをかけて微分干渉顕微鏡で観察した。 

 

PHS1 遺伝子の同定 
 phs1-1 変異株をエコタイプの異なる野生株 Landsberg erecta (Ler)と交配し、得られ

た F2 種子を 3 µM のプロピザミド添加培地で育て phs1-1 変異株と同じ表現型を示す幼植物

のゲノムを使ってマッピングを行った。シロイヌナズナのデータベースから Cleaved amplified 

polymorphic sequences (CAPS)マーカーと simple sequence length polymorphism (SSLP)マ

ーカーを調べてマッピングを行った。ある程度原因遺伝子の場所を狭められたらその領域

内の塩基配列をシーケンスで読んで変異を見つけた。変異の入っていた遺伝子の転写・翻

訳は 3’-RACE system for rapid amplification of cDNA ends と 5’-RACE system for rapid 
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amplification of cDNA ends, ver. 2.0 (GIBCO)で調べた。 

 

PHS1 遺伝子の発現量 
 14 日前後の幼植物全体から RNA を抽出した。各組織毎に RNA を抽出する時は

根は 14 日前後の植物体を、葉、花・鞘、茎は 40 日前後の植物体から抽出した。RNeasy 

mini kit (QIAGEN)を使い RNA を抽出し reverse transcription (RT)-polymerase chain 

reaction (PCR)で発現量を調べた。1本鎖cDNAの合成はSuperScriptTMII Rnase H- Reverse 

Transcriptase (Invtrogen)で行い、RT-PCR は 94℃30 秒、57℃1 分、72℃1 分の温度設定で、

サイクルをまわした。PHS1 遺伝子のプライマーは 5’-TCAAAAGGCTTTGGAGGCTC-3’, 

5’-GACTTTAACCGGGACAAACC-3’ で 、 コ ン ト ロ ー ル と し て ア ク チ ン 遺 伝 子 ACT8 

(5’-ATTAAGGTCGTGGCA-3’, 5’-TCCGAGTTTGAAGAGGCTAC-5’)も同時に発現量を

みた。 

 

コンストラクトの作成 
形質転換植物体を作製するためにサブクローニングを行った。出来上がったコンス

トラクトを Col か、もしくは phs1-1 変異株に Floral dip 法(Clough and Bent, 1998)か減圧浸潤

法で形質転換した。Agrobacterium tumefaciens は MP90 株を使用した。 

 PHS1 遺伝子のプロモーターとターミネーターを含むゲノム領域をサブクローニング

した。BAC MQM1 を制限酵素 Mro I, Xma I で処理して（図 6A）PHS1 ゲノム領域を取り出し

てこれを制限酵素 Xma I で処理をした pUC19（図 6B）に組み込んだ。次にこの PHS1 ゲノム

/ pUC19 を制限酵素 Fsp I と Mun I で処理をし（Fsp I は PHS1 ゲノム領域には切断箇所はな

くベクターに切断箇所がある。）（図 6C）、Sma I と EcoR I で制限酵素処理をしたバイナリー

ベクターpBIN19（図 6E）に入れた（図 6F）。 

 PHS1 ゲノムに phs1-1 変異株と同じ変異(R64C)を入れるため、phs1-1 変異株から抽

出 し た ゲ ノ ム を PCR で 増 や し て （ プ ラ イ マ ー ： 5’-GTTGTTGATTTCGACCG-3’, 

5’-TTACTCTAGCCTGTCGCATG-3’）制限酵素 Pac I, Msc I で処理した PCR産物（図 6A a）

を Pac I, Msc I で処理をした PHS1 ゲノム/ pUC19（図 6C）に組み込んだ（図 6D）。バイナリ

ーベクターpBIN19 には Fsp I, Mun I 処理をして入れた（図 6G）。 

 次に PHS1 cDNA を 35S cauliflower mosaic virus (CaMV) プロモーターで過剰発

現させるコンストラクトを作った。At5g23720 には expressed sequence tag (EST)が 2 つ 

(AV546458, AV547753)ある。この 2 つの塩基配列をシーケンスで読んだところ、どちらも 5’

末端が欠けていたので AV546458 に欠けている 5’末端をつなげることにした。AV546458/ 

pBSIISK-を制限酵素 Bpu1102 I, Xho I で切断し、pSP72 ベクターに入れ直した。5’-RACE

法で得られた 5’末端に制限酵素 Nae I 切断部位を PCR でつなげて（プライマー：

5’-GCCGGCATGGCGGAACCTGAG-3’, 5’-CAAGATTCTCCCTAGAGCTG-3’） pGEM-T
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ベクターに入れ、制限酵素 Not I, Pst I で切り出した 5’末端（図 7A）を Pvu II, Pst I で切断し

た AV546458/ pSP72（図 7B）につなげた（図 7C）。3’末端は poly A のままなので終止コドン

の後に Xba I 切断部位をつなげた形にした。3’末端を PCR で増やし（プライマー：

5’-TTCGAAGGTCGGAGTAGAAG-3’, 5’-GCTCTAGACTAACCAGGATGAG-3’）（図 7B 

a）、pGEM-T ベクターに入れてから Xcm I, Pvu II で切り出して（図 7D）Xcm I, Sma I 処理し

た PHS1 cDNA/ pSP72 に組み込んだ（図 7E）。PHS1 cDNA を 35S CaMV promoter につな

げるため、pAVA121 の 35S CaMV のプロモーターとターミネーターを使うことにした。PHS1 

cDNA を Xho I, Xba I で切り出し（図 7E）、Xho I, Xba I 処理で green fluorescent protein 

(GFP)を抜いた pAVA121 ベクター（図 7H）に入れ、更にこれを Ase I, Fsp I で切り出し（図 7I）

Ase I, Sma I 処理したバイナリーベクターpBIN19（図 7K）に入れた（図 7L）。 

 ゲノムと同様に cDNA も phs1-1 変異株と同じ変異の入った PHS1R64C cDNA を作っ

た。PHS1 cDNA/ pSP72 を鋳型に変異の入った PCR プライマーと SP6 プライマー

（ 5’-CATACGATTTAGGTGACACTAT-3’ ） を 使 っ て PCR で 増 や し （ プ ラ イ マ ー ：

5’-CAGAGGATCCGTAAGTAGCACTTCGTTTACAAAC-3’）（図 7E b）、これを pGEM-T

ベクターに入れてから Nae I, BamH I で切り出し（図 7F）同じく Nae I, BamH I で処理した

PHS1 cDNA/ pSP72（図 7E）に入れた（図 7G）。PHS1R64C cDNA は上述と同様に pAVA121 

に入れて（図 7J）プロモーターとターミネーターにつなげてから pBIN19 に入れた。 

 次に、in vitro での PHS1 タンパク質の解析に使うために PHS1 タンパク質を

glutathione-S-transferase (GST)融合タンパク質として大腸菌内で過剰発現させて精製するこ

とにした。PHS1 cDNA の 5’末端に Nae I と Mun I 制限酵素切断部位をつなげて PCR をし

て(プライマー：5’-GCCGGCAATTGATGGCGGAACCTGAG-3’, 5’-CAGCTCGAATCAAT 

ATCCAC-3’)（図 8A a）pGEM-T ベクターに入れてから（図 8B）5’末端を Nae I と BamH I で

入れ換えて（図 8C）、3’末端は Xba I 切断部位をそのまま用いた。PHS1 cDNA を制限酵素

Mun I と Sal I（Sal I 切断部位は pGEM-T ベクター由来のもの）で切り出して（図 8C）EcoR I

と Sal I で制限酵素処理をしたベクターpGEX 6P-1（図 8G）に入れた（図 8H）。図 6 と同様に

PHS1R64C cDNA も pGEX 6P-1 に入れた（図 8B, D, F）。PHS1 タンパク質のフォスファターゼ

活性部位のシステインをセリンに変えて不活性化した PHS1C792S タンパク質も作った。PHS1 

cDNA/ pSP72 ベクター全体を 792 番目のアミノ酸残基のシステインがセリンに変わるようにヌ

クレオチドを変えたプライマー(5’-GAGTAGAAGCGCAACAGTAG-3’, 5’-CGACCTTCGA 

AGCTATGAAC-3’)で PCR して直鎖状の DNA を作った（図 8C b）。これをセルフライゲーシ

ョンさせて、PHS1C792S cDNA/ pSP72 プラスミドを作り（図 8E）、pGEX 6P-1 に cDNA を組み

込んだ。出来上がった PHS1C792S cDNA/ pGEX 6P-1 ベクターを大腸菌の BL21 (DE3)株に

形質転換した。 

 共沈実験用のコンストラクトを作った。PHS1 は His-Tag の融合タンパク質で、MAP

キナーゼ(MAPK)は GST 融合タンパク質として精製した。PHS1 cDNA/ pSP72 を制限酵素
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Nae I と Not I（Not I 切断部位は pGEM-T ベクター由来のもの）で cDNA を切り出し（図 8A）、

pET32b ベクターを Bgl II で制限酵素処理した後、Bgl II 切断部位を平滑末端にし、更に

Not I で処理して（図 8I）PHS1 cDNA を組み込んだ。MAPK は Massachusetts General 

Hospital の Jen Sheen 教授から MAPK1-9 を分けて頂き（図 8N）、そのうち MAPK1-8 までを

pGEX 6P-1 ベクターに入れた。MAPK1-4, 6 は頂いたベクターから制限酵素 BamH I, Stu I

で切り出して BamH I, Sma I 処理した pGEX 6P-1 に入れた。MAPK7 は BamH I, EcoR I 処

理で切り出して、BamH I, EcoR I 処理した pGEX 6P-1 に入れた。MAPK5 は PCR プライマ

ー(5’-GCAGATCTATGGCGAAGGAAATTG-3’, 5’-TGATAATCATCGCAAGACC-3’)で N

末端に Bgl II 切断部位をつなげ、PCR 産物を Bgl II, Stu I で制限酵素処理をして BamH I, 

Sma I 処理をした pGEX 6P-1 に入れた。MAPK8 は PCR プライマーで N 末端に Xho I 切断

部位を、C 末端に Not I 切断部位をつなげて PCR 産物を pUC19 ベクターに入れてから Xho 

I, Not I 制限酵素処理をして Sal I, Not I 処理をした pGEX 6P-1 に入れた。出来上がったコ

ンストラクトは大腸菌 BL21 (DE3)株に形質転換した。 

 シロイヌナズナ植物への形質転換用に 35S CaMV プロモーターで PHS1C792S 

cDNA と PHS1R64C, C792S cDNA を過剰発現させるコンストラクトを作った。PHS1C792S cDNA/ 

pSP72 と 35S::PHS1 cDNA/ AVA121, 35S::PHS1R64C cDNA/ pAVA121 を制限酵素 Sty I, Xba 

I で処理して切り出した部分を入れ換えて（図 8E, J, K）、35S::PHS1C792S cDNA/ pAVA121, 

35S::PHS1R64C, C792S cDNA/ pAVA121 を作り（図 8L, M）、この 2 つを pBIN19 に入れ換えた。

得られた形質転換植物体の PHS1 遺伝子の発現量を RT-PCR で確認した(プライマー：

5’-GAGCATATTCTTGAGAGG-3’, 5’-CTCCGACCTTCGAAGCAATG-3’)。 

 

PHS1 タンパク質の精製 
 形質転換した大腸菌を大量培養して過剰発現させた GST-PHS1 融合タンパク質

(Gupta et al, 1998; Xu et al, 1998)と His-tag 融合タンパク質を精製した。シングルコロニーを

100 mg/ L ampicillin の LB 培地で 37℃12 時間前培養し、本培養の LB 培地(100 mg/ mL)

に本培養液の 1/ 1000 量の前培養液を加えて O.D.600 値が 0.6 から 0.8 になるまで 37℃で培

養し、最終濃度が 1 mM になるよう isopropyl-1-thio-β-D-galactopyranoside (IPTG)を加えて

PHS1 融合タンパク質を過剰発現させて 18℃で 18 時間培養した。 

 GST 融合タンパク質は培養液を集菌して抽出液[100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl; 

pH 8.0, 2 µM phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF), 1 mM benzamidine, and 2mM EDTA]

に 0.1% (v/ v) Triton X-100 と 10 mg/ L lysozyme を加え氷上に 1 時間静置してから、ソニケ

ーターで大腸菌を破砕して 12000 回転で遠心して上清を集め、glutathione sepharose 4B 

(Pharmacia Biosciences)で精製した。 

 His-tag 融合タンパク質は集菌した大腸菌のペレットを抽出液に 0.1% (v/ v) Triton 

X-100, 10 mM imidazole, 1 mg/ mL lysozyme を加えたもので懸濁し、氷上に 30 分間静置し
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てからソニケーターで大腸菌を破砕した。10000 回転で遠心して上清を Ni-NTA agarose 

(QIAGEN)のカラムに通して imidazole で抽出した。His-tag 融合 PHS1 タンパク質は

imidazole を 100 mM, 250 mM, 500 mM, 1 M と濃度を振って抽出したときに 250 mM の分画

に多く抽出されたので、共沈実験には 250 mM imidazole で抽出した分画を用いた。 

 

フォスファターゼ活性の測定 
 3-O-methylfluorescein phosphate (OMFP)を人工基質として用いた。OMFP のリン酸

基を PHS1 で脱リン酸化して生成された 3-O-methylfluorescein (OMF)を 477 nm の波長で測

定した(Zhou and Zhang, 1999)。反応液(50 mM 3, 3-dimethylglutaric acid, 1 mM EDTA; pH 

8.0, 150 mM NaCl, 50% (v/ v) glycerol, pH 7.0) 800 µL 中に 0.5 mM OMFP と PHS1 タンパ

ク質を入れ反応させ、5 M NaOH 200 µL を加えて反応を止めてから 477 nm の吸光度を吸

光度計 Pharmacia Biotech Ultrospec 3000 で測定した。 

 

PHS1 タンパク質の共沈実験 
 PHS1 と MAPK1-8 が結合するかどうか共沈実験を行った(Zhou et al, 2001)。

GST-MAPK 10 µg を PBS [2 mM dithiothreitol (DTT)] 1 mL, glutathione sepharose 4B 

(Amersham Biosciences) 40 µL と 4℃で 2 時間ローテーターで撹拌した。PBS (2 mM DTT)

で洗浄した後 His-tag-PHS1 1 µg, PBS (2 mM DTT) 200 µL を加えてローテーターで 4℃2

時間撹拌し、洗浄後に PBS (2 mM DTT) 20 µL, 5 x sample buffer 4 µL を加えて 95℃で 5

分間ヒートショックをした。遠心して得られた上清を用いて 10%のアクリルアミドゲルで

SDS-PAGE を行った。トランスブロット SD (Bio-Rad)を用いてアクリルアミドゲルをメンブレン

HybondTM-P (Amersham Biosciences)に転写し(18V 30 分)、ウェスタンブロッティングをした。

一次抗体は 10000 倍希釈した抗 6 x His 抗体(mouse IgG2a: CLONTECH)を使い 4℃で一

晩反応させ、二次抗体には 50000 倍希釈した Horseradish Peroxidase (HRP)と結合する抗マ

ウス IgG 抗体(sheep, NA931: Amersham Biosciences)と室温で 1 時間反応させた。バンドの

検出には ECL-plus (Amersham Biosciences)を用いた。 
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結果 

 

変異株のスクリーニング 
 EMS 処理をしたシロイヌナズナの M2 種子と T-DNA タグを挿入したシロイヌナズナ

形質転換植物体の種子を 3 µM のプロピザミドを添加した寒天培地に蒔いて 7 日目の幼植

物の根の表現型を見た。野生株は 3 µM のプロピザミド添加培地では根は左巻きにねじれ

て左方向に伸長するが、変異原処理をした種子では右巻きにねじれるものや伸長阻害を受

けているものがあった（図 9）。根の伸長阻害を受けている変異株には、α-もしくはβ-tubulin

遺伝子に変異が入っている変異株が 28 ライン、微小管を切断する働きを持つカタニンの変

異株 fra2 (Burk et al, 2001)のアレルが 10 ライン含まれていた(金子, 修士論文, 2003: 石田, 

修士論文, 2004)。これらとは異なり新規の遺伝子に変異が入っていると思われる、プロピザ

ミドに高感受性で根の伸長阻害を受けている変異株の 1 つを propyzamide hypersensitive1-1 

(phs1-1)と名付け解析していくことにした。 

 

phs1-1 変異株の表現型 
 phs1-1 変異株は 3 µM のプロピザミドを加えた寒天培地で育てると幼植物の根の表

皮細胞は細胞肥大し、伸長阻害を受けているが、薬剤を加えていない培地では根は左巻き

にねじれて左方向に伸長している（図 10A-H）。phs1-1 変異株の根の長さは左巻きねじれの

変異株 lefty1, lefty2 や右巻きねじれ変異株 spr1 と同じ様にねじれているため野生株よりや

や短い(Furutani et al, 2000: Thitamadee et al, 2002)。地上部をみると子葉は時折ねじれるこ

とがあるが、本葉や花弁はねじれない。トライコームも野生株と同じ表現型だった。温度感受

性をみてみると高温（28℃）で黄化胚軸に野生株とは異なる表現型が現れた。phs1-1 変異

株の黄化胚軸は 23℃では野生株と差はないが、28℃で育てると黄化胚軸の表皮細胞が肥

大した（図 10L）。根のねじれ表現型は高温では強調されることなく 23℃での生育と同じ左巻

きにねじれたままであった。低温（18℃）では地上部、根共に目立った反応は示さず 23℃で

育てた時と同じ表現型であった。spr1 変異株はエチレンに感受性を示してエチレンを添加

するとねじれが解消される。また、spr1 のサプレッサーである sos1 は塩(NaCl)感受性を示す

ので、phs1-1 変異株のエチレン感受性や塩耐性、それと根が重力方向から逸れて伸長する

ので重力屈性も調べたが全て野生株と同じ反応であった。 

 微小管重合阻害剤のプロピザミドに感受性を示したので、他の微小管重合阻害剤

のオリザリン、RH-4032（プロピザミドのアナログ）や重合安定剤のタキソールに対して感受性

を示すか、各薬剤を添加した寒天培地上で発芽させて 7 日目の幼植物の根の長さを測定し

た（図 11）。薬剤無添加時の根の長さに対する薬剤添加時の根の長さを比で表した。オリザ

リンと RH-4032 に対して、野生株はある程度の濃度の薬剤（オリザリンでは 100 nM 以上、
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RH-4032 では 11 nM 以上）を加えないと根の伸長阻害は起きないのに対して phs1-1 変異株

は野生株の根が伸長阻害を受ける濃度よりも低濃度で伸長阻害を受けていた（図 11B-C）。

これはプロピザミドでも同様で、野生株は 1 µM 以上のプロピザミドで伸長阻害を受けるのに

対して phs1-1 変異株は低濃度のプロピザミドでも感受性を示した（図 11A）。一方、タキソー

ルに対する感受性は phs1-1 変異株と野生株に顕著な差はなかった。（図 11D）。この事から、

phs1-1 変異株は微小管重合阻害剤に対して感受性を示すが重合安定剤には感受性を示さ

ない事が分かった。また、アクチンの重合阻害剤であるサイトカラシン D に対する反応を見

てみたが、ほぼ野生株と同じ程度の伸長阻害を受けて特徴的な反応は示さなかった（図

11E）。 

 phs1-1 変異株を右ねじれ変異株 spr1-2, spr2-1 と左ねじれ変異株 lefty1, lefty2、

MAP の変異株 mor1-1 と交配して二重変異株を作った。全ての二重変異株で根が左巻きに

ね じ れ て 左 方 向 に 伸 長 し 、 子 葉 が 左 巻 き の 時 計 回 り に ね じ れ て い た 。 そ の 中 で

mor1-1phs1-1 のねじれ表現型が一番強く spr2-1phs1-1 二重変異株も少しねじれが強くなっ

ていた。mor1-1phs1-1（図 12）と spr2-1phs1-1（図 13）は左巻きにねじれている根の表皮細胞

層には薬剤無添加時でも細胞肥大を起こしている細胞があり、根の伸長は phs1-1 変異株よ

りも阻害されていた。mor1-1phs1-1 の葉柄は幅広で短くなってねじれが見づらくなっていた

が、時計回りにねじれていた。spr2-1 の子葉は反時計回りにねじれているが、spr2-1phs1-1

では時計回りにねじれていた（図 14）。mor1-1phs1-1 ではトライコーム全体が小さく分枝が短

くなり、また、雄しべの葯の中に花粉が殆どなかったため種子が得られなかった。 

 phs1-1 変異の遺伝的優劣性を調べるために野生株 Col と交配し、得られた phs1-1 

x Col F1, F2 種子のプロピザミドに対する感受性を野生株、phs1-1 変異株と比較した。3 µM

のプロピザミド添加培地では phs1-1 x Col F2 幼植物の根は 3 種類の表現型が見られた。緩

やかに左巻きにねじれて左方向に伸長している個体、左巻きねじれが強く極端に左方向に

伸長している個体、伸長阻害を受けて細胞が肥大している個体の 3 種類であり（図 15A）、こ

れらの根の表現型は、それぞれプロピザミド添加培地での Col と phs1-1 x Col F1、phs1-1 変

異株の表現型と似ていた。これは遺伝子型の違いが根の表現型の違いに反映している半

優性な表現型と考えられたので、3 µM のプロピザミド寒天培地で育てた時の Col, phs1-1, 

phs1-1 x Col F1, F2 幼植物の根の長さを測定したところ、F2 幼植物は大体 3 種類の根の長

さ（各々Col, phs1-1, phs1-1 x Col F1 幼植物の根の長さと同じぐらいの長さ。）に別れた（図

15B）。このプロピザミド添加時の F2 幼植物の根の表現型の 3 種類が 1:2:1 の比に分かれる

か有意差検定（χ2 検定）を行ったところ、χ2 = 1.35 ( < 5.99 =χ2
α = 0.05)だったので、phs1-1

変異株は半優性変異であると結論づけた。 

 

表層微小管の配向 
 phs1-1 変異株が微小管重合阻害剤に感受性を示すことから、実際に根の表層微
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小管の配向に野生株との違いがあるのか 4 日目の幼植物の表層微小管を免疫抗体染色法

で染めて観てみた。根の伸長領域では表皮細胞の表層微小管は野生株では伸長方向に

対して直角である横方向に配向しているが、phs1-1 変異株では野生株に比べるとやや右肩

上がりの配向で少し短くなっているようにみえた（図 16A-B）。実際に表層微小管の長さと配

向している角度を測定して各々の平均値をみると、表層微小管の長さは野生株では 11.94 

± 3.51 µm (n = 405)、phs1-1 変異株は 8.80 ± 3.67 µm (n = 451)で（図 17A）、配向してい

る角度の平均値は野生株が 89.35 ± 22.03゜(n = 449)で phs1-1 変異株は 97.19 ± 23.71゜

(n = 533)であった（図 17B）。このことから、phs1-1 変異株の根の表層微小管は野生株よりも

やや短くて右肩上がりの配向をしていることが分かった。 

 また、150 nM のオリザリン（野生株が根の伸長阻害を受ける濃度）を添加した寒天

培地で育てた 4 日目の幼植物の根の伸長領域での表皮細胞の表層微小管を見てみた。

150 nM のオリザリン添加培地では phs1-1 変異株はほぼ根の伸長が止まり、表皮細胞は細

胞肥大を起こしている。オリザリン添加時の野生株と phs1-1 変異株の表層微小管の配向の

差は歴然であった。野生株では表層微小管の配向が右肩上がりの配向になっていたが、

phs1-1 変異株では表層微小管は脱重合してドット状で存在し、繊維状の表層微小管は辛う

じて僅かに確認することが出来る程度になっていた（図 16C-D）。 

 

PHS1 遺伝子の同定 
 PHS1 原因遺伝子のマッピングをするために 3 µM プロピザミドの寒天培地で育てた

7 日目の phs1-1 x Ler F2 幼植物の根の表皮細胞が phs1-1 変異株と同様に肥大している個

体を用いてマッピングを行った。その結果、PHS1 遺伝子座は第 5 染色体のセントロメアから

やや北寄りの約 63kb の領域に狭められた（図 18A）。この 63kb の領域には open reading 

frame (ORF)が 15 個含まれておりα-, β-tubulin 遺伝子は含まれていなかった。狭めた領域

内の 15 個全ての ORF の塩基配列をシーケンスで読んだところ、At5g23720 に 1 塩基置換

の変異が入っていて、63kb の領域内の他の塩基には変異は起きていなかった。At5g23720 

の転写を5’-RACE法と3’-RACE法で調べたところ、エクソン 11個、イントロン 10個からなり、

At5g23720 の cDNA は 2787 ヌクレオチドで 929 アミノ酸残基から成る約 100kDa のタンパク

質をコードしている遺伝子であった。この遺伝子から生成されるタンパク質のアミノ酸配列を

BLAST 検索すると C 末端に dual-specificity protein phosphatase (DSP) catalytic domain を

持つ遺伝子であった（図 18B）。phs1-1 変異株は 190 番目のヌクレオチドのシトシンがチミン

に置き換わった 1 塩基置換の変異により PHS1 タンパク質の 64 番目のアミノ酸残基のアル

ギニンがシステインに変化していた。 

この At5g23720 が PHS1 遺伝子かどうか At5g23720 を植物に形質転換して相補試

験を行った（図 19）。野生型 PHS1 ゲノムを phs1-1 変異株に入れた形質転換植物体は 20 ラ

インのうち 5 ラインで根のねじれ形質が解消されてプロピザミドに対する感受性も野生株と同
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じになり（図 19A-D）、phs1-1 変異株と同じ変異(R64C)を入れた PHS1R64C ゲノムを野生株

Col に形質転換した植物体では 26 ラインのうち 6 ラインで根が左方向に伸長し、プロピザミ

ドに高感受性を示した（図 19E-H）。この事から At5g23720 が PHS1 の原因遺伝子であること

が分かった。 

 

PHS1 遺伝子の発現 
 PHS1 遺伝子の発現量を Northern-blotting 法で調べようとしたが PHS1 遺伝子の発

現量が少なく Northern-blotting 法では確認し難かったので、RT-PCR で PHS1 遺伝子の発

現量を各器官毎（根、葉、茎、花・さや）に分けて調べた。その結果、野生株と phs1-1 変異株

共に全ての器官で発現が確認できた。phs1-1 変異株の発現量は野生株と同じぐらい発現し

ていた（図 20）。 

 PHS1 遺伝子の発現が完全に押さえられているヌルの phs1 変異株のアレルを得る

ために PHS1 遺伝子に T-DNA のタグが入っているラインを Syngenta から取り寄せた。取り

寄せたライン(1293 C2)は T-DNA タグが PHS1 遺伝子の第 3 エキソンに両端が left border 

(LB)で入っており、挿入されている T-DNA タグは両端が LB だったので２コピー以上入って

いる。このラインの幼植物の根は野生株と同じように重力方向に伸長して左巻きにねじれて

いなかった。各個体の遺伝子型を PCR で確認したところ、1293 C2 ラインは 3 世代以上まわ

しても T-DNA タグがホモで挿入されている個体が得られなかった。T-DNA タグがヘテロで

挿入されている植物体の自家受粉したさやの中を見ると、どのさやにも発生途中で死んだ

種子が含まれていた（図 21A）。12 個のさやを調べると、正常な種子が 202 個で、死んでいる

種子は 305 個であり、正常な種子と死んだ種子の比はおおよそ 2 : 3 であった。さやを透明

化処理して観てみると、正常な種子が初期の球状型胚の時には T-DNA タグがホモで挿入

されていると思われる種子は発育が遅く小さい胚が確認でき、後期の球状型胚や心臓型胚

が観られるさやでは T-DNA タグがホモで挿入されていると思われる種子はつぶれて発生の

途中で死んでいた（図 21B）。ヘテロでタグが挿入されている植物体の自家受粉で得られた

次世代の幼植物は全て表現型が野生株と同じでねじれ形質は見られず、これらの植物体の

遺伝子型を PCR で確認するとタグがホモで挿入されている個体はなかった（図 21C）。また、

phs1-1 変異株と 1293 C2 ラインを交配すると F1 幼植物の根は phs1-1 変異株と同じ様に左

巻きにねじれ、F2 幼植物の根も左巻きにねじれた（図 21C）。F2 幼植物の遺伝型を PCR で

確認すると phs1-1 ホモ接合体と phs1-1 と 1293 C2 ラインのヘテロ接合体だけで T-DNA タグ

のホモ接合体はなかった。この事から PHS1 遺伝子のヌル変異は胚性致死になると思わた。

この T-DNA 挿入株を phs1-2 変異株とした。 

 

PHS1 タンパク質のフォスファターゼ活性 
PHS1 タンパク質の解析を in vitro で行うために、GST 融合 PHS1 タンパク質を大腸



 17

菌で過剰発現させて glutathione sepharose 4B で精製した。GST は切断せずに融合タンパク

質のままでフォスファターゼ活性を測定した（図 23C）。University of California, Berkeley の

Rajeev Gupta 教授から譲って頂いた AtDsPTP1 と AtDsPTP1C135S をコントロールとして in 

vitro で測定する際によく用いられる基質 pyronitrophenylphosphatse (pNPP)でフォスファター

ゼ活性を測定した(Gupta et al, 1998; Xu et al, 1998)。AtDsPTP1 のフォスファターゼ活性は

測定できたが GST 融合 PHS1 タンパク質の活性は測れなかったので、OMFP を pNPP の代

わりの人工基質として用いた。OMFP は pNPP よりも疎水性が強く、OMFP の構造が pNPP よ

りチロシンフォスファターゼ(PTP)に結合しやすいので PTP により良い人工基質である（図

22）。GST 融合タンパク質 PHS1, PHS1R64C, PHS1C792S に加えて 30℃と 20℃で反応時間もし

くは PHS1 の使用量を変えて測定した（図 23）。反応時間をふって測定する時の PHS1 は 60 

µg 使用し、PHS1 の量をふる時には 1 時間反応させて測定を行った。フォスターゼ活性部位

のシステインをセリンに置換するとフォスファターゼ活性が失活することが知られている。

PHS1 タンパク質のフォスファターゼ活性部位のシステインをセリンに置換した PHS1C792S は

全くフォスファターゼ活性を持たず、PHS1 と PHS1R64Cは活性を持っていた。20℃、30℃のど

ちらでも PHS1R64C は PHS1 の約半分ぐらいの活性であった（図 23A-B）。PHS1 のフォスファ

ターゼ活性の反応時間による変化をみると 20℃では反応時間を長くすると少しずつではあ

るがフォスファターゼ活性が上がっているが、30℃では 30 分以上反応時間を長くしても反応

時間 30 分時の値以上にフォスファターゼ活性が上がることはなかった（図 23B）。また、反応

温度をシロイヌナズナの至適温度に近い 20℃にして測定した方が 30℃の時よりも PHS1 は

1.7 倍に PHS1R64C では 1.4 倍に活性が上がった（図 23A-B）。 

 

PHS1 と MAP キナーゼの結合能 
 PHS1 タンパク質は MAP キナーゼフォスファターゼ[mitogen-activated protein 

(MAP) kinase phosphatase] (MKP)と相同性があったので、PHS1 の標的分子が MAP キナー

ゼかどうか、共沈実験を行った。PHS1 は His-tag 融合タンパク質として、MAP キナーゼは

GST 融合タンパク質として大腸菌で過剰発現させて精製したものを使用した。MAP キナー

ゼは AtMPK1-9 を Massachusetts General Hospital の Jen Sheen 教授から分けて頂き、そのう

ち AtMPK1-8 を用いた。ポジティブコントロールとして Albert Einstein College of Medicine の

Zhong-Yin Zhang 教授から譲って頂いた His tag-MKP3 と GST-ERK2 の組み合わせを用い

た(Zhou and Zhang, 1999)。His tag 融合フォスファターゼ（PHS1, MKP3）と glutathione 

sepharose 4B に結合させた GST 融合 MAP キナーゼ（AtMPK1-8, ERK2）を混合して

glutathione sepharose 4B を洗浄して 95℃で熱処理をしてから SDS-PAGE を行い、抗 His tag

抗体を用いてウェスタンブロッティングを行ったが、PHS1 は検出できなかった。このことから、

PHS1 タンパク質は AtMPK1-8 のどれとも結合しない可能性がある（図 24）。 
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phs1-1 表現型に対するフォスファターゼ活性の必要性 
 35S CaMV プロモーターにつなげた PHS1 cDNA もしくは PHS1R64C cDNA を phs1-1

変異株もしくは Col に入れた形質転換植物体でもゲノムを挿入した時と同じように表現型が

野生型に戻ったり（9 ライン中 1 ライン）、プロピザミドに対して高感受性を示した（33 ライン中

1 ライン）（図 25）。同じようにフォスファターゼ活性部位に変異を入れた PHS1C792S cDNA と

phs1-1 変異と酵素活性部位の両方に変異を入れた PHS1R64C, C792S cDNA を 35S CaMV プ

ロモーターでドライブして野生株に形質転換すると表現型はどうなるのか見てみた（図 26）。

野生型の cDNA を Col に入れた形質転換体 35S::PHS1 では 31 ライン全ての表現型は野生

型のままであった。35S::PHS1C792S 形質転換植物体では発現量の多い少ないに関係なく根

における特徴的な表現型は現れず野生株のままであったが、黄化胚軸は 23℃では野生株

と同じで 28℃で育てると野生株の黄化胚軸よりも少し膨れた。35S::PHS1R64C, C792S 形質転換

植物体 44 ライン中 1 ラインの根では左方向に伸長して肥大している表皮細胞もあり、3 µM

プロピザミド添加培地では根の表皮細胞が肥大して高感受性を示した。 
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考察 

 

 phs1-1 変異株の根は左巻きにねじれ、プロピザミドに対して高感受性を示した（図

11A）。根の左巻きねじれやプロピザミド等微小管重合阻害剤に対する高感受性は lefty 変

異株(Thitamadee et al, 2002)に似て、黄化胚軸の高温感受性や根での表層微小管の配向

は mor1 変異株(Whittington et al, 2001; Sugimoto et al, 2003)に似ている。しかし、phs1-1 変

異株の地上部は lefty 変異株の表現型と異なっている。本葉と花弁は lefty 変異株では左巻

きにねじれるが、phs1-1 変異株はねじれない。また、薬剤感受性では phs1-1 変異株は微小

管重合阻害剤にだけ感受性を示し、微小管重合促進剤のタキソールには感受性を示さな

い（図 11）が、lefty 変異株は微小管重合阻害剤とタキソールの両方に感受性を示す

(Thitamadee et al, 2002)。phs1-1 変異株はアクチン重合阻害剤のサイトカラシン D に対して

感受性を示さない。phs1-1 変異株の表層微小管は野生株に比べると表層微小管の長さは

僅かに短く配向はやや右肩上がりである。表層微小管の配向と微小管薬剤に対する感受性

を伴わせて考えると phs1-1 変異株では表層微小管の脱重合が促進された結果、phs1-1 変

異株の根は左巻きにねじれている。PHS1 タンパク質は表層微小管の重合・脱重合の制御

に関わっており、phs1-1 変異株では微小管の動的不安定性のバランスが脱重合過多に崩

れているのではないかと考えた。 

 右巻きねじれの spr 変異株との二重変異体は phs1-1 変異株の表現型の方が強く

現れた左巻きねじれであった（図 13）。mor1-1phs1-1 二重変異体は根の表皮細胞の肥大や

それに伴う伸長阻害等の相乗的な表現型を示した（図 12）。MOR1 の欠失変異である

gemini pollen1 (gem1)変異株は花粉母細胞の細胞質分裂時に形成される細胞板の形成が

異常になり、細胞壁の形成が中途で終わり花粉細胞の多核化などが見られる(Park and 

Twell, 2001)。温度感受性を示す mor1-1 との二重変異体で花粉が形成されないのは

mor1-1 変異の表現型が強調されたためではないかと推測した。 

 PHS1 遺伝子のクローニングの結果、At5g23720 が PHS1 遺伝子であり、phs1-1 変

異株に野生型の PHS1 ゲノムか PHS1 cDNA を入れれば植物体は野生株の表現型に戻るラ

インが得られ、phs1-1 変異株の変異を入れた PHS1R64C ゲノムもしくは PHS1R64C cDNA を野

生株に入れると、植物体の表現型は phs1-1 変異株の表現型になるラインがあった（図 19）。

これらの事から phs1-1 変異株の変異(R64C)はドミナント・ネガティブな変異であると考えられ

る。ヌルアレルの phs1-2 変異株では phs1-2 ヘテロ接合体だと何も表現型は現れないが、

phs1-2 ホモ接合体になると胚性致死になる（図 21）。これは PHS1 が胚発生に必要なためと

思われる。phs1-2 ヘテロ接合体では野生型の表現型なので、phs1-1 変異株のねじれ表現

型は R64C 変異特異的な表現型であるのかもしれない。tubulin-folding cofactor 遺伝子に変

異が入っている pilz 変異株は胚性致死でその胚の細胞の微小管が無くなっているのが確認
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されている(Mayer et al, 1999: Kirik et al, 2002)。 

この PHS1 タンパク質の N 末端はどのタンパク質とも相同性が無く、C 末端に

dual-specificity protein phosphatase (DSP)と相同性のあるフォスファターゼ活性部位があっ

た。フォスファターゼはタンパク質のリン酸基を取り除いて水酸基に換える脱リン酸化反応に

必要な酵素で、タンパク質のリン酸化、脱リン酸化反応はそのタンパク質を活性化、不活性

化させるのでシグナル伝達など生体内反応では重要な酵素である。フォスファターゼには大

きく分けてセリン・スレオニンフォスファターゼとチロシンフォスファターゼ(PTP)の 2 種類があ

る。ちなみに表層微小管の異常な配向や PPB の欠失がみられるシロイヌナズナの ton2 変異

株の TON2 遺伝子がコードしている PP2A はセリン・スレオニンフォスファターゼの代表的な

酵素であり(Camilleri et al, 2002)、今までは植物では主にセリン・スレオニンフォスファターゼ

の阻害剤を用いて微小管の安定性とリン酸化の研究がされており、微小管の安定性と PTP

の相関については調べられていない。 

PTP スーパーファミリーは酵素活性部位のアミノ酸残基の配列から大きく classical 

PTPs (HCSAGXGRXG)と DSPs (HCXXGXXR)の 2 つのファミリーに分けられる(Tonks and 

Neel, 2001)。classical PTP ファミリーはリン酸化されたチロシンだけを脱リン酸化するが、DSP

ファミリーはリン酸化されたチロシンだけでなくリン酸化されたセリン・スレオニンも脱リン酸化        

する(Luan, 2003)。DSPs には Cdc25 や MKP が含まれている（表 1）。MKP の基質は MAP

キナーゼで、MAP カスケード中の MAP キナーゼは脱リン酸化によって活性型から不活性

型に戻る。動物細胞の MKP は N 末端領域に MAP キナーゼ結合部位を持つものが多くあ

る(Tonks and Neel, 2001; Tanoue et al, 2002)。MAP キナーゼ結合部位は正電荷を帯びたア

ミノ酸残基のアルギニンやリジンが 2 個もしくは 3 個並び、その両隣りに疎水性のアミノ酸残

基が並んでいる(Tanoue, 2002)。このアミノ酸配列中の正電荷を帯びたアミノ酸残基に MAP

キナーゼの負電荷のアミノ酸残基が結合すると言われている(Theodosiou and Ashworth, 

2002)（図 27A）。シロイヌナズナで DSP の遺伝子は 18 個あり(Kerk et al, 2002)、その中で

MKP ファミリーに属するものは 5 個ある（フォスファターゼ活性部位のモチーフ

VXVHCXXGXSRSXTXXXAY(L/I)M を持つもの）（図 28）(Monroe-Augustus et al, 2003)。

この 5 個の遺伝子のうちの 1 つが PHS1 で、その他に 3 つ AtDsPTP1 (Gupta et al, 1998), 

AtMKP1 (Ulm et al, 2001), IBR1 (Monroe-Augustus et al, 2003)が解析されている。

AtDsPTP1 はフォスファターゼ活性を持ち、in vitro で AtMPK4 を不活性化させる(Gupta et al, 

1998)。AtMKP1 の変異株 mkp1 は UV に高感受性を示し、塩耐性を獲得した変異株で、in 

vivo で AtMPK6 を不活性化させる(Ulm et al, 2002)。IBR5 はオーキシンとアブシジン酸に対

する感受性が弱まった変異株 ibr5 の遺伝子でフォスファターゼ活性は確認されておらず標

的分子も分かっていないが、MAP キナーゼが標的分子ではないかと考えられている

(Monroe-Augustus et al, 2003)。DsPTP1 ファミリーはそれぞれ At3g06110 が 157 アミノ酸残

基、AtDsPTP1 は 198 アミノ酸残基、IBR5 は 283 アミノ酸残基、AtMKP1 は 732 アミノ酸残
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基、PHS1 は 929 アミノ酸残基から成る（図 28A）。At3g06110, AtDsPTP1, IBR5 はほぼフォス

ファターゼドメインしか持たないが、AtMKP1 と PHS1 は上記 3 つの DsPTP1 ファミリーに比

べると大きなタンパク質で AtMKP1 は N 末端にフォスファターゼドメインがあり、中央にはア

クチンフィラメントと結合する gelsolin に似た配列が存在する(Ulm et al, 2001)。PHS1 は C 末

端にフォスファターゼドメインを持ってその他の領域は何のモチーフとも相同性がないが、N

末端に動物のMKPが持つMAPキナーゼ結合部位の一部と似た配列があり、この配列はシ

ロイヌナズナ以外の高等植物の EST にも存在する。phs1-1 変異株の変異(R64C)は N 末端

にある MAP キナーゼ結合部位と似た配列の中に存在している（図 27B）。 

 MAP キナーゼカスケードは細胞内シグナル伝達系で主要なものである。何らかの

シグナルによって MAP キナーゼキナーゼキナーゼがリン酸化されて活性化すると MAP キ

ナーゼキナーゼをリン酸化する。活性化された MAP キナーゼキナーゼは MAP キナーゼを

リン酸化し、活性化した MAP キナーゼは細胞質内から核内へと移行して転写因子をリン酸

化することで標的遺伝子が発現するように働きかける。植物の MAP キナーゼカスケードは

環境応答や傷害応答、ホルモン応答、成長応答等の様々な生理的な反応でのシグナル伝

達に関わり（図 29）、MKP は MAP キナーゼを脱リン酸化によって不活性化し、標的分子へ

の伝達を止める。シロイヌナズナの MAP キナーゼキナーゼキナーゼは 60 個、MAP キナー

ゼキナーゼは 10 個、MAP キナーゼは 20 個見つかっている(Ichimura et al, 2002)。 

 PHS1 は MKP ファミリーに属してフォスファターゼドメインを持っているが、本当にフ

ォスファターゼ活性があるのか、in vitro でフォスファターゼ活性を測定したところ、PHS1 タン

パク質はフォスファターゼ活性が認められた（図 23）。シロイヌナズナの生育至適温度に近

い 20℃の方が 30℃に比べて活性が高かった。同じ MKP ファミリーの AtDsPTP1 や AtMKP1

が MAP キナーゼと結合し、動物の MKP にある MAP キナーゼ結合部位と似たアミノ酸配列

を PHS1 が持つことから PHS1 の標的分子も MAP キナーゼである可能性が高い。phs1-1 変

異株の変異(R64C)を入れたPHS1R64Cのフォスファターゼ活性は野生型の半分だった。先に

述べたように phs1-1 変異株の変異箇所である N 末領域にはちょうど動物の MKP の MAP

キナーゼ結合部位に似ている（図 27）。動物の MKP2 の N 末領域のキナーゼ結合部位にあ

る正電荷のアミノ酸残基の 1 つをアラニンに置換すると結合能が落ちることが分かっている

(Chen et al, 2001)。同様に PHS1 の N 末端は標的分子の結合部位で、PHS1R64C タンパク質

では結合部位の重要な正電荷を帯びたアミノ酸残基のアルギニンが親水性アミノ酸残基の

システインに置換されたことで標的分子との結合能力が落ちたと考えられる。フォスファター

ゼ活性の値が低いのは本来の標的分子ではない OMFP を人工基質として使用したので反

応、もしくは結合が弱かったのかもしれない。MKP のフォスファターゼ活性は MAP キナーゼ

と結合していない時は不活性だが、リン酸化された標的分子と結合することによって活性化

される。また、リン酸基のついていない不活性型の MAP キナーゼが結合部位に結合してい

ても MKP は活性化されている。MAP キナーゼが MKP から離れると MKP は不活性に戻る
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（図 30）(Theodosiou and Ashworth, 2002)。MKP3 は ERK1, ERK2 と N 末端で結合するが、

JNK, p38 とは結合しない。MKP3 の N 末端のキナーゼ結合部位に ERK2 が結合すると

MKP3 のフォスファターゼ活性は 40 倍も増加し、キナーゼ結合部位に結合しているのが不

活性型の ERKs であっても MKP3 は活性化されて MAP キナーゼに対してフォスファターゼ

として働くことができる(Camps et all, 1998: Camps et al, 1999)。MKP3 に ERK2 が結合すると

MKP3 の高次構造が変化することが確認されている(Farooq et al, 2001)。これらのことから、

人工基質ではなく本来の PHS1 の標的分子で反応させたら今回の実験結果よりも PHS1 の

フォスファターゼ活性が上がると思われる。 

 PHS1 の標的分子を見つけるために MAP キナーゼとの共沈実験を行ったが PHS1

は AtMPK1-8 とは結合するという実験結果は得られなかった。シロイヌナズナでは MAP キ

ナーゼは 20 個見つかっている(Ichimura et al, 2002)ので残りの AtMPK9-20 のどれかと結合

する可能性がある。シロイヌナズナの MAP キナーゼは大きく 4 つのグループに分けられ、そ

のうち 3 つのグループには common docking (CD) domain と呼ばれている配列が存在する。

この CD domain は MAP キナーゼキナーゼやフォスファターゼなどにある結合部位中の塩基

性アミノ酸残基と結合する負電化を帯びたアミノ酸残基が存在する部位である（図 31）。

PHS1 タンパク質の N 末端の正電荷を帯びたアミノ酸残基が並んでいる配列を考えると

PHS1 タンパク質の標的分子の MAP キナーゼは CD domain を持つタンパク質と思われるの

で標的分子候補の MAP キナーゼはかなり限られてくる。 

 35S::PHS1C792S 形 質 転 換 植 物 体 の 根 の 表 現 型 は 野 生 株 と 同 じ で あ り 、

35S::PHS1R64C, C792S 形質転換植物体では根が左方向に伸長してプロピザミドに高感受性で

あった（図 26）。この結果から左巻きねじれの表現型にはフォスファターゼ活性は関与せず、

R64C 変異特異的な表現型である。PHS1 タンパク質は C 末端にフォスファターゼ活性部位

があり、N 末端領域は特徴的なドメインは何もなかったが、64 番目のアルギニンは PHS1 の

機能上重要な働きを持つ MAP キナーゼ結合部位だと思われる。フォスファターゼ活性は

20℃より 30℃の方が低く、phs1-1 変異株の黄化胚軸の高温感受性はフォスファターゼ活性

が関与しているように思われる。また、35S::PHS1R64C, C792S 形質転換植物体で野生株とは異

なる特徴的な表現型を確認できたラインが少なく、形質転換植物体については更なる解析

が必要である。 

 本研究の結果から、PHS1 は複数の MAP キナーゼを不活性化する MKP で、その

標的分子の 1 つが微小管の安定性に関わっている MAP キナーゼではないかと推論した

（図 33A）。動物細胞の MAP キナーゼは MKP の N 末端にあるキナーゼ結合部位といわれ

る正電荷のアミノ酸残基に結合するが、MAP キナーゼによっては必ずしもその領域が必要

ではなく(Tanoue et al, 2002)、また複数の MAP キナーゼが結合する MKP もある。MKP2 に

は ERK1, JNK1, p38 の 3 種類の MAP キナーゼが結合する(Chen et al, 2001)。MKP7 は

ERK2, JNK1, p38αの MAP キナーゼと結合するが、各 MAP キナーゼは結合する領域が異
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なっている（図 32）(Masuda et al, 2003)。シロイヌナズナの MAP キナーゼは 20 個確認されて

いるが MKP ファミリーは 5 つしかないので、MKP は複数個の MAP キナーゼを標的分子に

していると思われる。PHS1 は MKP ファミリーの中でフォスファターゼ活性部位以外の相同

性を持たない領域が 1 番長いので、その分他の MKP よりも MAP キナーゼを認識する部位

を複数箇所持っている可能性が高い。PHS1 タンパク質の標的 MAP キナーゼは各々PHS1

との結合部位が異なり、それらのうちの 1 つが微小管の制御に関わる MAP キナーゼで

PHS1 の 64 番目のアミノ酸残基アルギニンを含む N 末端の領域と結合し、他の MAP キナ

ーゼは微小管以外の生体内反応に関係していて PHS1 との結合部位は 64 番目付近の N

末端の正電荷アミノ酸残基が多いキナーゼ結合部位ではないと考えている。phs1-1 変異株

中の PHS1R64C タンパク質は PHS1 タンパク質が制御している MAP キナーゼのうち、64 番目

のアミノ酸残基アルギニンと結合する MAP キナーゼと結合できなくなりこの MAP キナーゼ

の脱リン酸化が出来なくなっている。この不活性化されない MAP キナーゼが微小管の機能

をコントロールしていると考えた。phs1-1 変異株中ではこの MAP キナーゼカスケードが通常

より活性化されるため微小管の安定性が不安定化に変化してねじれ表現型が現れた。

phs1-2 ヌル変異株では、PHS1 は発現していないので PHS1 が制御している全ての MAP キ

ナーゼが不活性化されずに MAP キナーゼカスケードが活性化されたまま働くため、phs1-2

ヌル変異株は胚性致死という表現型になると考えた（図 33B）。MAP キナーゼによっては

MKP と複数箇所で結合するものもある。ショウジョウバエでは、複眼形成や羽の静脈形成の

異常という表現型を示す gain of function な変異を持つ MAP キナーゼ DERK (rolled)の変

異体がある。これはフォスファターゼとの結合部位のアミノ酸置換の変異である (Brunner et 

al, 1994; Kim et al, 2004)。 

 MAP キナーゼは様々な生体反応に関わっており、細胞内の色々な箇所に存在し

ている。それに伴い MAP キナーゼを不活性化する MKP も、核内に存在するものや細胞質

内に存在するもの、核内と細胞質内両方に存在するものがある。中には核内で MAP キナー

ゼを不活性化し、不活性型の MAP キナーゼを細胞質内に輸送する働きを持つ MKP がある 

(Theodosiou a nd Ashworth, 2002)。また、MAP キナーゼは転写因子以外の分子をリン酸化

することがあり、ERK1 や ERK2 は細胞質内で微小管と結合し、MAP2, MAP4, tau 等微小管

付随タンパク質をリン酸化する MAP キナーゼもある(Gundersen and Cook, 1999)。マウスの

神経細胞では JNK1 が MAP2, MAP1B の活性化と微小管の束化を制御している(Chang et 

al, 2003)。mor1-1phs1-1 二重変異株が相乗的な表現型を示すのは PHS1 が不活性化する

MAP キナーゼの標的因子の 1 つが XMAP215 のホモログの MOR1 であるかも知れない。 

 植物ではホルモン応答や傷害応答、塩耐性等のストレス応答での MAP キナーゼ

カスケードが盛んに解析されている(Ichimura et al, 2000: Tena et al, 2001: Ulm et al, 2002)。

ストレス応答以外にも細胞質分裂を制御している MAP キナーゼカスケードも解析されている。

タバコのキネシン様タンパク質 NACK1, NACK2 は NPK1（MAP キナーゼキナーゼキナー
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ゼ）と結合して PQR カスケードと呼ばれる MAP キナーゼカスケードが活性化される

(Nishihama et al, 2002: Soyano et al, 2003)。NACK1, 2 と NPK1 はフラグモプラストの赤道面

に局在して細胞板形成に関わっている。PQR カスケードの MAP キナーゼキナーゼ NQK1

と NACK1 のシロイヌナズナの変異株 atnack1 と anq1 は細胞の多核化や不完全な細胞壁な

どが見られ矮性である。また、PPB が形成されない ton2 変異株も細胞が肥大している

(Camilleri et al, 2002)。今後、PHS1 タンパク質の標的 MAP キナーゼを見つけることで植物

細胞での微小管の安定性などに関わる新しい MAP キナーゼカスケードの解明につながる

であろう。 
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図1 微小管の動的不安定性
微小管の両端では絶えず重合・脱重合が起きている。重合ではα-, β-tubulinへテロ二量体のβ-tubulinに結
合しているGDPがGTPになって重合する。そのため重合が起きている微小管の端ではβ-tubulinにはGTPが
結合しているのでGTP-capと呼ばれている。重合して微小管に取り込まれたβ-tubulinは結合していたGTPが
GDPに戻る。脱重合ではβ-tubulinはGDPのまま微小管からtubulinへテロ二量体のpolymerが剥がれ落ちる。

β-tubulin
(GTP-form)

α-tubulin

Polymerization

Rescue Catastrophe

Depolymerization
β-tubulin
(GDP-form)
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細胞板

フ ラ グ モプ ラ ス トPPB 表層微小管

A

B

図2 細胞骨格と細胞の伸長方向
A 植物特有の微小管構造。preprophase band (PPB)は細胞周期のG2期に細胞板が形成される位置に現れ
る。後期から終期に移行するときにフラグモプラストが現れて細胞板が形成される。間期の植物細胞では微小
管は細胞質表層付近に存在し、細胞の伸長方向を制御している。
B 表層微小管と細胞壁最内層のセルロース微繊維が横に配向するときは細胞は縦方向に伸長し、表層微
小管とセルロース微繊維が縦に配向するときは細胞は横に伸長する。

表層微小管
細胞壁最内層の

セ ルロ ース 微繊維
細胞の 伸長
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細胞膜

表層微小管

架橋分子

ロ ゼッ ト

A B

図3 表層微小管によるセルロース微繊維の配向制御
A モノレール説。細胞膜上に存在するセルロース合成酵素の複合体であるロゼットが表層微小管と細胞膜をつ
なぐ架橋分子と結合してロゼットの動きが固定されている。
B ガードレール説。各々の表層微小管の間にロゼットが存在し、動く範囲は制限されるがその範囲以内では自
由に動き回れる。
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MAPs

Microtubules

Regulation of dynamic instability

図4 微小管と微小管付随タンパク質
微小管に結合する微小管附随タンパク質（MAP）の中には微小管の動的不安定性を制御するものがある。MAPの
微小管への結合にはMAPのリン酸化、脱リン酸化が関わっている。

Protein Kinase Phosphatase
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0 ゜ < < 90 ゜ < < 180 ゜

図5 表層微小管の配向角度
表層微小管の配向している角度を測定するのに細胞の伸長方向を180度として左肩上がりの配向を0度から90度、
右肩上がりの配向は90度から180度と設定した。
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図6 PHS1ゲノムのサブクローニング
矢頭はPCRプライマーを、ピンク色は変異を示している。
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図7 PHS1 cDNAゲノムのサブクローニング
矢頭はPCRプライマーを、ピンク色はR64C変異を示している。
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図8-1 PHS1 cDNAゲノムのサブクローニング
矢頭はPCRプライマーを、ピンク色はR64C変異を赤色はC792S変異を示している。
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図8-2 PHS1 cDNAゲノムのサブクローニング
矢頭はPCRプライマーを、ピンク色はR64C変異を赤色はC792S変異を示している。
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図9 スクリーニング
3 µMのプロピザミド添加培地上で生育させた野生株は左巻きにねじれる。そこで、変異原処理をしたM2、もしくは

T-DNAタグを挿入したラインで右巻きにねじれるものや細胞肥大を起こしている変異株を単離した。細胞肥大を起こ
している変異株には、α-, β-tubulin遺伝子に変異が入ったものやfra2のアレル等があった。

Mutants altered in propyzamide response
Wild-type

Hyper-sensitive

left-handed
twisting

right-handed
twisting

radial expansion

opposite twisting

mutants of α-, β-tubulin genes
fra2

phs1-1

root epidermmis of M2 seedlings
on 3 µM propyzamide agar plates
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A B C D

E F G H

I J K L

図10 phs1-1変異株の表現型
A-H 明所で育てた7日目の幼植物。薬剤無添加時のCol (A)とphs1-1 (C)とその時の根の表皮細胞層(B, D) 。3
µMのプロピザミド添加時のCol (E)とphs1-1 (G)とその時の表皮細胞層(F, H) 。

I-L 暗所で育てた5日目の幼植物の黄化胚軸。22℃で育てたCol (I)とphs1-1 (K) 。28℃で育てたCol (J)とphs1-
1 (L) 。バーの長さ A, C, E, G = 1 cm, B, D, F, H, I-L = 100 µm。
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図11-1 phs1-1変異株の薬剤感受性
ｘ軸は各薬剤の濃度でy軸は各植物体の薬剤無添加時の根の長さに対する各濃度での根の長さの比。
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図11-1 phs1-1変異株の薬剤感受性
ｘ軸は各薬剤の濃度でy軸は各植物体の薬剤無添加時の根の長さに対する各濃度での根の長さの比。
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図12 mor1-1phs1-1二重変異株の根の表現型
A 7日目の幼植物。右下の図はmor1-1phs1-1の根の表皮細胞層。バーの長さ 1 cm、右下の図は100 µm 。

B 7日目の各植物体幼植物の根の長さ。
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図13 spr2-1phs1-1二重変異株の根の表現型
A 7日目の幼植物。右下の図はspr2-1phs1-1の根の表皮細胞層。バーの長さ 1 cm、右下の図は100 µm 。

B 7日目の各植物体幼植物の根の長さ。
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A B C

D E F

図14 二重変異株の地上部の表現型
薬剤無添加培地で10日目の幼植物の子葉のねじれ。バーの長さ 1 ｍｍ 。
A  Col, B  mor1-1, C  spr2-1, D  phs1-1, E  mor1-1phs1-1, F  spr2-1ｐｈｓ1-1
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図15 phs1-1 x Col F2幼植物のプロピザミドに対する反応
A 3 µMのプロピザミド添加培地で育てた7日目のF2幼植物（左図）とその時観られる根の表皮細胞層（右図）で図
の下に各々の表現型に対する遺伝型を記した。バーの長さ 左図 = 1 mm,  右図 = 100 µm。
B 3 µMのプロピザミド添加培地で育てた7日目の各幼植物の根の長さ別個体数。
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A B

C D

図16 phs1-1 幼植物の表層微小管の配向
4日目の幼植物の根の表層微小管で、伸長領域の表皮細胞層の細胞である。薬剤無添加時のCol (A)とphs1-1 (B)
と150 nMのオリザリン添加時のCol (C)とphs1-1 (D) 。Dでは左上の細胞に繊維状の表層微小管を確認することがで
きる。バーの長さは全て 10 µm。
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図17 phs1-1 幼植物の表層微小管の配向角度と長さ
A 表層微小管の長さ。正面の面に見えている表層微小管だけを測定しているのでそれ以上長く側面にまで伸び
ている場合は側面部分は測定していない。グラフ中の値は各々の平均値。
B 表層微小管の配向している傾き。細胞の伸長方向に対して左肩上がりを90度以下、右肩上がりを90度以上とし
て測定した。グラフ中の値は各々の平均値。
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図18 PHS1遺伝子の同定
A phs1-1変異株のマッピングを行った結果、PHS1遺伝子は第5番染色体の中央よりやや北側よりにあるBACの
MQM1とMRO11上の63 kbの領域にマップされ、この領域に含まれるORFをシーケンスで読んだところ、At5g23720
に変異が入っていた。
B PHS1遺伝子は11のエキソンと10のイントロンからなり、C末領域にDsPTP1と相同性があった（黄色い領域）。
phs1-1変異株は第3エキソンに変異があり、phs1-2変異株のT-DNAタグも第3エキソンに挿入されていた。
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図19 phs1-1変異株の相補試験
薬剤無添加培地（A, E）と3 µMプロピザミド添加培地（C, G）で育てた7日目の形質転換植物体の幼植物とその根の

表皮細胞層（B, D, F, H）。
A-D PHS1ゲノムをphs1-1変異株に入れた形質転換植物体。
E-H PHS1R64CゲノムをColに入れた形質転換植物体。
バーの長さ A, C, E, G = 1 cm,  B, D, F, H = 100 µm。
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PHS1

ACT8

L S F R L S F R

Col phs1-1

図20 PHS1遺伝子の発現量
Colとphs1-1変異での各組織別のPHS1遺伝子の発現量をRT-PCRで調べた。コントロールにアクチン遺伝子ACT8
を用いた。 L = 葉,  S = 茎,  F = 花・さや,  R = 根。
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図21 phs1-2変異株の表現型と遺伝型
A phs1-2変異株のヘテロ接合体植物の自家受粉したさや。発生途中で死んだ種子が観られる。バーの長さ 1 
mm。
B phs1-2へテロ接合体植物の透明化処理をしたさや。左図では初期球状胚の種子とそれより発育の遅い小さい
種子が観られ、右図では後期球状胚、心臓型胚の種子とつぶれて死んでいる種子（矢印）が観られる。
C 左端の図はphs1-2ヘテロ接合体植物の7日目のF1幼植物。各個体の遺伝型は4と5は野生型でこの2つ以外の
4個体はphs1-2ヘテロ接合体であった（左から2番目の図）。右から2番目の図は7日目のphs1-2 x phs1-1 F2幼植物
で全て左巻きねじれであった。遺伝型を確認すると、1と2はphs1-1とphs1-2のヘテロ接合体で3はphs1-1のホモ接
合体であった（右端の図）。バーの長さ 5 mm。PCRには3種類のプライマーを用いた（下端の図中の緑色の矢頭で
T-DNAタグの両端のプライマーは同じもの） 。紫色の矢頭はRT-PCR（図20）で用いたプライマーの位置。

1 kb

phs1-2

ATG TAG
LB LB
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pNPP
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図22 フォスファターゼの人工基質
各々の吸収波長はpNPPが405 nmでOMFPは477 nmである。
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図23 in vitroでのPHS1タンパク質のフォスファターゼ活性
PHS1タンパク質（丸）と変異タンパク質、R64C（三角）とC792S（四角）のフォスファターゼ活性を２０℃（白色）と30℃
（黒色）で測定した。
A OMFPと1時間反応させてから測定した。
B PHS1 60 mgを用いて測定した。
C 大腸菌で過剰発現させたGST融合タンパク質(矢印)を用いた。1  GST-PHS1, 2  GST-PHS1R64C (R64C), 3  
GST-PHS1C792S (C792S) 。

PHS1
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PHS1
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30 C

20 C
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図24 PHS1タンパク質とMAPキナーゼの結合能
A GST融合MAPキナーゼのCBB染色。
B His tag融合PHS1のウェスタンブロッティング。抗His tag抗体を一次抗体に使用。
C PHS1とMAPキナーゼの共沈実験。抗His tag抗体を一次抗体に使用。ERK2とMAPキナーゼはGST融合で
MKP3とPHS1はHis tag融合 。
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図25 phs1-1変異株の相補試験
薬剤無添加培地（A, E）と3 µMプロピザミド添加培地（C, G）で育てた7日目の形質転換植物体の幼植物とその根の

表皮細胞層（B, D, F, H）。
A-D 35S::PHS1 cDNAをphs1-1変異株に入れた形質転換植物体。
E-H 35S::PHS1R64C cDNAをColに入れた形質転換植物体。
バーの長さ A, C, E, G = 1 cm,  B, D, F, H = 100 µm。

A B C D

E F G H
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ACT8 PHS1
28 32 36 28 32 36

Col
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R64C, C792S

C792S b

C792S a

OX R64C, C792S

C792S bC792S a

R64COX R64C, C792SC792S a

図26 形質転換植物体とPHS1遺伝子の発現量
A 左図の電気泳動の写真はRT-PCRの結果である。RNA発現量のコントロールとしてアクチン遺伝子ACT8を用
いた。RT-PCRは28,32,36サイクルで行った。右図は7日目の幼植物の根の表皮細胞層である。バーの長さ 100 
µm。
B 5日目の幼植物の黄化胚軸である。バーの長さ 200 µm。

OX; 35S::PHS1 cDNA in Col,  R64C; 35S::PHS1R64C cDNA in Col,  C792S; 35S::PHS1C792S cDNA in Col,  
R64C, C792S; 35S::PHS1R64C, C792S cDNA in Col

A

B
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sabstrate MAPKsMAP kinase docking domain

ERK
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phs1-1 (R64C)

図27 MKPのMAPキナーゼとの結合部位
赤色は塩基性アミノ酸で緑色は疎水性アミノ酸である。
A 動物のMKPにはN末領域にキナーゼ結合部位があり、正電荷を帯びたアミノ酸残基が2,3個並び、その両隣り
は疎水性アミノ酸残基に富んでいる。
B シロイヌナズナ以外の高等植物にも動物のMKPのN末領域にあるキナーゼ結合部位と似た配列を持つPHS１ホ
モログ等がある 。
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DsPTP1 catalytic domain

IBR5 283 a.a.

AtMKP1 732 a.a.

PHS1 929 a.a.

AtDsPTP1 198 a.a.

At3g06110 157 a.a.

A

B

図28 シロイヌナズナのDsPTP1ファミリー
A シロイヌナズナのゲノム中でDsPTP1と相同性がある遺伝子はPHS1遺伝子を含めて５つあり、そのうち３つの遺
伝子は既に解析されている。
B DsPTP1ファミリーのフォスファターゼドメイン。下線部位の配列がフォスファターゼ活性部位でその中のシステイ
ン（星印）をセリンに置換すると失活する。相同性の高い箇所は網目を掛けて、５つ全てが同じアミノ酸残基の箇所
はボックスで囲っている。

*

*
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図29 MAPキナーゼカスケード
或るシグナルによりMAPキナーゼキナーゼキナーゼが活性化され、MAPキナーゼキナーゼをリン酸化する。活性化
されたMAPキナーゼキナーゼはMAPキナーゼをリン酸化し、活性化されたMAPキナーゼは標的分子に働きかける。
MKPはリン酸化されたMAPキナーゼを不活性化することでMAPキナーゼカスケードの流れを止める。

Signal (cell cycle, enviromental, developmental?)

MAP Kinase Kinase Kinase P

MAP Kinase Kinase P

MAP Kinase T
Y

P

P

MAP Kinase
Phosphatase

Target protein

62



MPK
T

Y
MPK

T

Y

P

P

Inactive

ActiveActive

MKP
Kinase binding domain
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図30 MAPキナーゼフォスファターゼの活性化
MAPキナーゼフォスファターゼはMAPキナーゼが結合していないときには不活性だが、MAPキナーゼがリン酸化さ
れている、されていないに関係なくMAPキナーゼが結合すると活性化される。
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図31 シロイヌナズナのMAPキナーゼ
シロイヌナズナのMAPキナーゼは20個見つかっており、大きく4つのグループに分けられる。黄色いボックスはキ
ナーゼ部位で、MAPキナーゼキナーゼやフォスファターゼが結合するCD domainをピンク色のボックスで示した。グ
ループDはキナーゼ部位のチロシンとスレオニンの間のアミノ酸残基が他の3つのグループとは異なり、またCD 
domainを持たない。
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DSP catalytic domainMAPK docking
domain

N C

ERK2JNK1p38a

図32 MKP7のMPK結合部位
MKP7にはKinase dosking domainがN末側とフォスファターゼ活性部位の2ヶ所と他にC末側にも似たような配列が存
在する。JNK1とp38a、ERK2はMKP7のそれぞれ異なるKinase docking domainと強く結合し（太線）、その箇所以外に
も弱く結合する箇所がある（細線）。
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Signal (cell cycle, enviromental, developmental?)

MAP Kinase Kinase Kinase

MAP Kinase Kinase

MAP Kinase

PHS1
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MAP Kinase

PHS1R64C

Regulation of 
MT dynamics
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development

Left-handed twisting

MAP Kinase
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MT dynamics
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Regulation of 
development

Embryo lethal

PHS1

A

B C

図33 植物細胞内でのPHS1の働き
A PHS1は複数のMAPキナーゼを不活性化するMAPキナーゼフォスファターゼで、標的分子の1つに微小管の安
定性の制御に関わるMAPキナーゼがある。
B phs1-1変異株ではPHS1R64Cは微小管の安定性を制御するMAPキナーゼと結合しないため、そのMAPキナー
ゼカスケードが過剰に働くことで根が左巻きにねじれる。他のMAPキナーゼとは通常通り反応する。
C phs1-2ヌル変異株ではPHS1が発現していないためPHS1が不活性化する全てのMAPキナーゼを調整できず
胚性致死になる。
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表1 PTPスーパーファミリー

PTP Superfamily (HCX5R)

Classical PTPs (HCSAGXGRXG)
Non-transmembrane PTPs (Intracellular)
Receptor-type PTPs

DSPs (HCXXGXXR)

Others

PTP1B
CD45

VHR, MKP
Cdc25
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