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理由
当初は一般のキナーゼの活性化に重要だと考えられている推定活性化ループの存在するセリン又はスレオニン残基が自己リン酸化されることによりPHS1が活性化
される制御機構を想定し、実験計画を構築した。しかし、この予想に反して推定活性化ループのセリン・スレオニン残基のリン酸化はPHS1の活性化に必須ではな
いことが判明した。そのため、実験計画を再度練り直す必要が生じた。
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環境変化やストレスに対して適応するため、植物細胞は多様なストレス感受システムと細胞内シグナル伝達経路を進化させてきた。本研究では、浸透圧ストレス
で瞬時に活性化されて微小管細胞骨格を一過的に消失させる鍵酵素PHS1の活性制御機構とその生理的意義を明らかにする。PHS1 は中央部にαチューブリンをリン
酸化するキナーゼ領域を持ち、C 末端にMitogen-activated protein kinase (MPK)を特異的に脱リン酸化させ不活性化させると報告されているMPK フォスファ
ターゼ領域を併せ持つ。 
　本年度は、大腸菌で発現、精製した組換えタンパク質を用いて、PHS1の自己リン酸化部位の同定を行った。以前に全長のシロイヌナズナPHS1を用いた同様の実
験ではリン酸化されたアミノ酸残基が検出されなかったため、今回はMPK フォスファターゼ領域を欠失したシロイヌナズナとゼニゴケのPHS1活性化型変異体をATP
存在下で反応させた。リン酸化ペプチドの回収効率を上げるため、反応後のPHS1たんぱく質をトリプシンとLysCの2種のプロテアーゼで別個に部分分解した。その
結果、複数のPHS1アミノ酸残基がリン酸化されることが判明した。その中には、推定活性化ループ近傍のセリン、スレオニン残基も含まれていたため、それらの
アミノ酸残基を全てアラニンに置換した変異型PHS1を作製した。この変異型PHS1が精製チューブリンをリン酸化するかどうかを調べたところ、非変異型PHS1とほ
ぼ同等のリン酸化活性をもつことが判明した。すなわち、粘菌のアクチン・フラグミンキナーゼ（PHS1と相同性をもつ）の類推から推定された活性化ループのリ
ン酸化はPHS1のリン酸化酵素の活性化には必須でないことが明らかとなった。

職

平成２９年度～令和元年度

乾燥ストレス　チューブリン　リン酸化　MAPキナーゼ　活性化　植物

－

奈良先端科学技術大学院大学

先端科学技術研究科

教授

橋本　隆

（1／4）



日本学術振興会に紙媒体で提出する必要はありません。
【研究代表者・所属研究機関控】

２版

９．今後の研究の推進方策

１０．研究発表（平成２９年度の研究成果）
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Modification of growth anisotropy and cortical microtubule dynamics in Arabidopsis hypocotyls
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Directional cell expansion requires NIMA-related kinase 6 (NEK6)-mediated cortical microtubule
destabilization.
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本年度の実験結果を踏まえ、実験計画を一部修正した。まず、研究の後半で主に行う計画であったMPKの同定実験を前倒しして行い、同定したMPKを用いたPHS1の
リン酸化について実験を行う。さらに、推定活性化ループのセリンやスレオニン残基以外のアミノ酸残基にも着目し、それらアミノ酸残基の置換変異型PHS1を作
製して、そのチューブリン・リン酸化活性を測定することのより、活性化に重要なアミノ酸残基を明らかにしてゆく。
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Temporal remodeling of plant microtubule cytoskeleton by fluctuating stresses
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１４．備考
植物細胞機能（橋本研） 
https://bsw3.naist.jp/hashimoto/ 
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