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研究成果の概要（和文）：真菌由来の代表的なMAMPであるキチンは、植物の細胞膜上の受容体で認識され、受容
体相互作用因子を介してシグナルが細胞内へ伝達される。これまでの解析から、このシグナル伝達系においてユ
ビキチンを介した制御が示唆されている。本研究では自身が同定した受容体相互作用因子であるユビキチンリガ
ーゼPUB4の機能解析を進め、PUB4がキチンシグナル伝達を正に制御することを明らかとした。また、PUB4のリン
酸化による活性制御機構および、ユビキチン化ターゲットに関する解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Chitin is a major component of fungal cell wall and act as a typical MAMP in
 plant immunity. After the perception of chitin by pattern recognition receptor, which located at 
plasma membrane, chitin signals were activated through the receptor interacting protein. Recently, 
it was suggested that ubiquitin-mediated signal transduction had an important role in chitin 
signaling. In this study, we analyzed the function of E3 ubiquitin ligase (PUB4), which identified 
as a receptor interacting protein. We revealed PUB4 act as a positive regulator of chitin-induced 
immune signaling. Moreover, we also characterized the phosphorylation mediated PUB4 activation and 
analyzed the ubiquitin targets of PUB4.

研究分野：植物病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
微生物固有の分子パターン(MAMPs)認識に基づく防御機構は、植物免疫機構の最も基盤的な仕組みとして注目を
集め、さらにその認識に基づく病害制御技術は広範囲の微生物に有効なものとなることが期待されている。本研
究では自身が解析を進めてきたキチン受容体とその相互作用因子PUB4を中心に、依然として不明な点が多いユビ
キチン化を介した植物免疫シグナル伝達制御を解析した。この結果は、学術的にも新規の知見を与え、今後の波
及効果は大きいと考える。また、MAMPシグナル伝達の理解は将来の新規病害制御技術の基盤となると期待され
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 植物の病害応答機構に関する研究はその農業的および生物学的重要性から様々な研究が進め
られてきた。中でも微生物が共通して持つ分子パターン(MAMPs)認識に基づく防御応答は、植
物の免疫機構において重要な役割を果たおり、注目を集めている分野である(Zipfel, 2014)。 
我々の研究グループでは、真菌由来の代表的なMAMPであるキチンに着目し、イネとシロイ
ヌナズナでキチン受容体を構成する 2 種類の分子 (CEBiP,OsCERK1/CERK1)を同定してきた
(図 1; Kaku et al., 2006; Miya et al., 2008, Shimizu et al., 2010)。また、CEBiP・キチンオリ
ゴ糖の相互作用の詳細な解析から、2分子の CEBiPが 1分子のキチンオリゴ糖を両側から挟み
込むように結合し、2 量体を形成することがシグナル伝達の起動につながることを示した
(Hayafune et al., 2014)。一方、我々や世界的な研究から、この認識系が病原菌にとっては乗り
越えるべき重要な障壁と考えられ、病原菌のエフェクターが細胞外のキチンオリゴ糖を吸着・除
去して植物による検出を妨げたり、キチン受容体やその直下の因子をターゲットとして攻撃し
たりすることが示されてきた（Gimenez-Ibanez et al., 2009; de Jonge et al., 2010; Yamaguchi 
et al., 2013）。さらに、申請者らのグループでは OsCERK1が防御と相反する菌根菌との共生に
も寄与することを示していることから(Miyata et al., 2015)、現在では CERK1型分子の少なく
とも一部は免疫応答に関わるだけでなく、共生を含む幅広い植物-微生物間相互作用に関与する
と考えられてきている。このように近年、キチンをはじめ様々なMAMP受容体の同定とリガン
ド認識機構の解析が進展している一方、受容体がMAMPを認識した後の受容体直下のシグナル
伝達系の理解は遅れているのが現状である(Couto et al., 2016)。 
 また近年、我々と共同研究グループではキチ
ンシグナル伝達の起点である CERK1 の細胞内
キナーゼドメインと相互作用し、シグナル伝達
を制御する因子を探索してきた。中でも受容体
様細胞質キナーゼに属するシロイヌナズナ
PBL27 は、CERK1 によってリン酸化修飾を受
け活性化すること、そしてシグナル伝達におい
て重要な役割をになう MAP キナーゼカスケー
ド最上流に位置する MAPKKK を直接リン酸化
して活性化することで下流のシグナル伝達を正
に制御することを明らかとした(Shinya et al., 
2014; Yamada et al., 2016 )。しかし、PBL27は
キチンによって誘導される防御応答のうち活性
酸素生成を制御しないことが示されており、更
なる因子の存在が示唆されてきた。そこで、我々は CERK1細胞内ドメインと相互作用するさら
なる因子を、酵母ツーハイブリット法を用いて探索した。その結果、E3ユビキチンリガーゼで
ある PUB4を同定した。また、PUB4に関する先行研究からは、in vitroでは PUB4が CERK1
によってリン酸化されること(Suzuki et al., 2019)、また欠損変異体を用いた in vivo解析におい
てはキチン誘導性の活性酸素生成とカロース蓄積を正に、MAPキナーゼの活性化と遺伝子発現
誘導を負に制御することが示された。しかし、in vivo解析の結果は、一見矛盾する結果であり、
PUB4のキチンシグナル伝達系における機能の明らかとされていなかった。 
 さらに、近年、MAMP シグナル伝達におけるユビキチン化を介した制御が注目されていた。
ユビキチン化は様々な機能を有しており、MAMPs シグナル伝達系において複数のユビキチン
リガーゼの関与が報告されてきた。しかし、その機能が明確となったものは少なく、明らかとな
ったものの多くはシグナル伝達因子の分解を介して、防御応答を負に制御する因子であった。そ
こで、本研究課題では自身が同定した PUB4 を起点に、ユビキチン化を介したキチンシグナル
伝達制御機構の解明を目指した。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、新規な CERK1 相互作用因子であるユビキチンリガ
ーゼ PUB4の機能確定、CERK1によるリン酸化を介した PUB4の
活性制御機構、ユビキチン化標的因子を介した PUB4のキチンシグ
ナル伝達制御機構を明らかにすることを目的とした(図 2)。 
 PUB4 欠損変異体を用いた解析から、PUB4 がキチン誘導性の活
性酸素生成とカロース蓄積を正に、MAPキナーゼの活性化および遺
伝子発現誘導を負に制御することが示されてきた。しかし、この過
程で、pub4変異体ではキチン未処理の段階から、防御応答を制御す
る植物ホルモンの 1つであるサリチル酸の応答遺伝子の発現が高ま
っていることが示された。このことは、変異体でのサリチル酸の蓄
積が生じ、これが防御応答解析に影響を与えていた可能性を示唆す
るものであった。そこでサリチル酸非蓄積下での機能解析を行うこ
とで、PUB4 のキチンシグナル伝達における機能を明らかとするこ
とを目指した。 

図 1 代表的な MAMPs と受容体および相互作用

 図 2 リン酸化・ユビキチン化を介したシグナル伝達制御 



また、これまでに行った in vitroリン酸化解析の結果から、PUB4は CERK1のキナーゼドメ
インによってリン酸化修飾を受けることが示された。また質量分析を用いた解析から、このリン
酸化部位の全てが PUB4中のユビキチン化活性に重要なU-Boxドメインと基質との相互作用に
重要なアルマジロリピート(ARMs)という２つの機能ドメインを連結する部分に同定された。こ
のリン酸化部位は PUB4 の立体構造モデル上で、ループ部分に集中的に配置されていたことか
ら、PUB4 が CERK1 によるリン酸化によって構造変化し、活性制御を受けることが示唆され
た。そこで、本課題では in vitroユビキチン化アッセイにより、CERK1によるリン酸化を介し
た PUB4の活性化とそれに関わるリン酸化部位を明らかにすることを目指した。 
 さらに、PUB4の機能を明確にするには、PUB4のユビキチン化ターゲットの同定が必須であ
る。PUB4はいくつかの論文で植物の成長制御に寄与すると報告されている(Wang etal., 2013; 
Kinoshita et al., 2015; Woodson et al., 2015)。このうち、根の細胞分化と増殖への関与を報告
した熊本大学の澤進一郎教授らのグループから、MAMPシグナル伝達への関与が報告されてい
る因子が、Y2H 法で PUB4 と相互作用を示すという情報提供を頂いた。そこで、この PUB4 
interacting protein 1(PIP1)を PUB4のターゲット候補として検討を行うこととした。しかし、
これら以外の標的分子が存在する可能性も考慮し、Y2H 法、質量分析法などにより新規因子の
同定を目指した。 
 
 
３．研究の方法 
1) サリチル酸非蓄積下での PUB4のキチンシグナル伝達における機能解析 
① これまでの PUB4 欠損変異体を用いた機能解析の過程で、PUB4 変異体における定常から
のサリチル酸の蓄積が示唆され、これが機能解析に影響を与えている可能性が示唆されてきた。
そこで、まずキチン未処理時の PUB4変異体におけるサリチル酸蓄積量を定量した。 
② PUB4変異体と、サリチル酸分解酵素(NahG)過剰発現体およびサリチル酸合成酵素(SID2)
欠損変異体の掛け合わせを行い、重複変異体を作出した。 
③ 作出した重複変異体を用いて、導入遺伝子の発現量の評価並びにサリチル酸蓄積量を評価
した。 
④ 期待されたとおりに作出された PUB4 および SID2 の二重変異体を用いて、改めてキチン
誘導性の活性酸素生成、遺伝子発現誘導ならびにMAPキナーゼの活性化を評価した。加えてフ
ラジェリン誘導性の応答も評価することで、PUB4 の MAMP 応答における機能を明らかとし
た。 
 
2) CERK1キナーゼによるリン酸化を介した PUB4の活性化解析 
① in vitro ユビキチン化アッセイ系構築のために、市販の種々の E2 タンパク質を用い、in 
vitroアッセイ系で PUB4に適した E2を明らかにした。 
② 上記で特定した E2を用い、CERK1存在下、非存在下での in vitroユビキチン化アッセイ
を行い、PUB4の自己ユビキチン化を指標としてリン酸化による活性への影響を調べた。 
③ すでに同定済みのリン酸化部位(Ser/Thr)を Alaに置換した PUB4タンパク質を大腸菌にて
発現・精製、in vitroユビキチン化アッセイ系を用いて活性に関与するリン酸化部位を探索した。 
 
3) PUB4ユビキチン化ターゲットの同定 
① 共同研究グループの知見から候補として挙がった PIP1 のキチンシグナル伝達における機
能を、ホモログとの PIP 三重変異体を用いて解析し、PUB4 変異体における表現型と比較、評
価した。 
② PUB4欠損変異体および PIP三重変異体との掛け合わせを行い、重複変異体を作出した。 
③ 作出した重複変異体におけるキチン応答解析を行い、遺伝学的に 2 つの分子の関係性を評
価した。 
④ in vitroユビキチン化アッセイによって PUB4から PIP1および CERK1へのユビキチン化
の有無について検討した。 
⑤ PIP1に代わる候補として、PIP1を抑制的に制御する PIP2の存在が示唆されたことから、
酵母ツーハイブリット法およびベンサミアナタバコ一過発現系を用いた BiFC法を行うことで、
PUB4と PIP2の相互作用を解析した。 
⑥ 広範囲に PUB4 ユビキチン化ターゲットを探索する為に、ユビキチン化タンパク質と結合
する TUBE2固定化カラム(市販品)を用い、シロイヌナズナ原形質膜画分のタンパク質を免疫沈
降法を行い、ユビキチン化タンパク質を回収、質量分析法によってキチン処理依存的にユビキチ
ン化が亢進するタンパク質の同定を行った。 
 
 
４．研究成果 
1) サリチル酸非蓄積下での PUB4のキチンシグナル伝達における機能解析 
 キチン未処理の状態の野生型並びに PUB4 欠損変異体からサリチル酸およびグルコシル化サ
リチル酸を抽出、簡易精製した。グルコシル化サリチル酸画分に関してはグルコシダーゼによっ
てグルコースを除去して、遊離のサリチル酸を得た。この 2つのサンプルをそれぞれ LC/MSに



よって分析することで、遊離のサリチル酸および全サリチル酸量を解析したところ、いずれのサ
リチル酸量に関しても PUB4変異体において強い蓄積が見出された。 
 そこで、サリチル酸分解酵素である NahG 過剰発現体とサリチル酸合成酵素 SID2 欠損変異
体と PUB4 変異体の掛け合わせを行い、重複変異体を得た。しかし、NahG との掛け合わせに
よって得られた個体では、想定通りの NahG 発現量が認められなかった。この個体を用いてサ
リチル酸量を定量したが、野生型と同程度までへのサリチル酸量の減少は見いだされなかった。
一方で、SID2変異体との二重変異体においては、野生型以上に蓄積しているサリチル酸量が低
下していることが見出され、今後の解析にはこの二重変異体を用いることとした。 
 PUB4および SID2の二重変異体を用いて、キチン誘導性の活性酸素生成を再評価した結果、
PUB4の単独変異体同様に低下が見出された。このことから、PUB4は活性酸素生成を正に制御
することが示された。一方で二重変異体におけるキチン誘導性およびフラジェリン誘導性の
MAPキナーゼの活性化と遺伝子発現誘導に関しては、PUB4単独変異体とは異なり、野生型と
同程度の応答を示した。このことは、PUB4がこれら応答に関与しないことを示している。 
 これらを総合し、キチンシグナル伝達において PUB4 は正の制御因子として、活性酸素生成
並びにカロース蓄積を制御することが示された。この知見に関しては論文としてまとめ、Plant 
and Cell Physiology誌に報告した。またこの過程で、ハイスループットなリーフディスクアッ
セイ法の開発を行い、Plant Biotechnology誌に報告した。さらに、同様に構築した実験系につ
いて論文の取りまとめを行い、発表予定である。 
 
2) CERK1キナーゼによるリン酸化を介した PUB4の活性化解析 
 これまでに大腸菌で発現・調製した PUB4 タンパク質と小麦胚芽抽出物を用いた in vitroユ
ビキチン化アッセイを行い、PUB4の自己ユビキチン化能が示されていた。そこでまず、より単
純で明確な系の構築を行う為に、種々の市販のリコンビナント E2タンパク質を入手し、これを
用いた in vitro ユビキチン化アッセイ系の構築を試みた。その結果、2 つの E2 タンパク質が
PUB4のユビキチン化活性に機能することが見出された。 
 次にこのリコンビナント E2タンパク質を用いた実験系において、CERK1存在下/非存在下に
おけるユビキチン化アッセイを行った。この結果、PUB4は CERK1非存在下よりも、存在下に
おいて自己ユビキチン化活性が高まることが示唆された。 
 同定済みのリン酸化部位(Ser/Thr)を Ala に置換した PUB4 発現コンストラクトを作製した。
ただし、多数存在したリン酸化部位が、PUB4 の構造モデル上 2 か所のループ部分に集中的に
存在していたことから、2か所それぞれに含まれるリン酸化部位をまとめて Alaに置換したコン
ストラクトを作製した。また、2つのループ内の全てのリン酸化部位を置換したコンストラクト
も作製した。 
 作製したコンストラクトを基に、リン酸化部位置換 PUB4タンパク質を発現・調製し、in vitro
ユビキチン化アッセイに供した。その結果、リン酸化部位置換体では活性が低下することが強く
示唆された。 
 このような知見は動植物通じて乏しいのが現状であり、今後の発展が強く期待される結果と
なった。 
 
3) PUB4ユビキチン化ターゲットの同定 
 共同研究グループからの情報提供によって候補として挙がった PIP1 のキチンシグナル伝達
における機能を、PIP1とそのホモログ 2つの三重変異体を用いて解析した結果、キチン処理時
の表現型は PUB4 変異体と一致した。この結果は、PUB4 が PIP1 を直接ユビキチン化した場
合、単純な分解による制御とは異なることを示唆している。 
 加えてこの三重変異体と PUB4 変異体を掛け合わせて重複変異体の作出を試みたが、遺伝子
の染色体上の位置の問題から四重変異体を得るには至らず、PUB4 を含む三重変異体の作出に
留まった。これを用いてキチン応答の評価を行ったが、残念ながら明確な傾向は見られなかった。
これは PIP1とそのホモログの類似性が高く、機能的に相補されている為と考えられる。加えて
PUB4 にも PUB2 といった相同性の高いホモログが存在しており、遺伝的な解析をこれ以上進
めることは難しいと判断した。 
 次に、in vitroユビキチン化アッセイ系によって、それぞれ大腸菌発現系で調製したタンパク
質を用い、PUB4による PIP1あるいは CERK1のユビキチン化の有無を検討した。結果、実験
を行った範囲ではいずれの分子のユビキチン化は見いだされなかった。実験系の問題である可
能性も否定はできないものの、前述したとおり、PUB4と PIP1がシグナル伝達を同一の方向に
制御(正に制御)することを考えると、これら 2つの分子間に PIP1サプレッサーが介在し、PUB4
がこの分子をユビキチン化、分解することでシグナル伝達が進行する可能性が考えられた。 
 周辺の知見を精査した結果、PIP1と相互作用して抑制する分子 PIP2が見出された。そこで、
この PIP2 が PUB4 と相互作用するのかについて解析した結果、酵母ツーハイブリット法によ
っては相互作用が見出されず、ベンサミアナタバコ一過発現系における BiFC法では結合が見出
された。これらの結果は、ベンサミアナタバコ内に存在する PIP1オーソログが相互作用に関与
した可能性が示唆している。今後はこの PIP2 の PUB4 によるユビキチン化の有無について解
析を進める必要がある。 
 また、より広範囲に PUB4ユビキチン化ターゲットの探索を進める為、キチン処理/未処理の



シロイヌナズナから膜画分を抽出し、これをユビキチン化結合タンパク質固定化カラムに供し
た。カラムから溶出されたタンパク質を LC/MS/MS方によって解析した結果、複数のタンパク
質がキチン依存的にユビキチン化されていることが見出された。 
 今後、PIP2やキチン依存的にユビキチン化するタンパク質の解析が進むことで、キチンシグ
ナル伝達系におけるユビキチン化の機能が明らかとなることが期待される。 
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