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研究成果の概要（和文）： 

本研究では植物免疫情報伝達に関与する MAPKKK である MEKK1 の結合蛋白質として単離した
U-box 型ユビキチンリガーゼの PUB25 および PUB26 を同定し特徴付けを行った。組換えタンパ
ク質による in vitro ユビキチン化反応、プロモーターGus による組織特異的な発現解析、詳細
な結合特異性解析を行った。また、PUB25 および PUB26 のシロイヌナズナ T-DNA 挿入変異体を
用いて各 MAPK 活性、および MAMP によるマーカー遺伝子発現を解析し、in planta での機能に
ついて特徴付けを遂行した。 
研究成果の概要（英文）： 
A mitogen-activated protein kinase (MAPK) cascade has an important role in innate 

immunity in plants. Arabidopsis MEKK1, a MAPK kinase kinase (MAPKKK) is an important 
factor in the upstream of MPK4 which has at least two functions, negative regulation of 
SA-mediated defense responses and positive regulation of JA-induced gene expression, 
however regulatory mechanism of MEKK1 remains to be elucidated. To identify possible 
regulator of MEKK1, we performed yeast two-hybrid screening using MEKK1 protein as bait. 
We found two putative E3 ligases which contain U-box domain, named PUB25 and PUB26 as 
novel MEKK1-binding proteins. Characterization using pub25/26 double mutant suggested 
that PUB25 and PUB26 positively contribute MEKK1 function. 
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１．研究開始当初の背景 

植物 MAPキナーゼ経路の防御反応制御にお
ける役割：MAP キナーゼ(MAPK)経路は、
MAPKKKMAPKKMAPK が連鎖的に活性化して、
情報を伝達かつ増幅させるモジュールであ

る。 MAPK は、 MAMP (microbe-associated 
molecular pattern)を認識するパターン認識
受容体の下流で機能する。活性化した MAPK
は、防御遺伝子の発現(Nature 415:977, 
2002)、エチレン誘導 (PlantCell 16:3386, 



2004)、ファイトアレキシンの生合成誘導 
(PNAS 105:5638, 2008; EMBOJ 27:2214, 2008)、
以上を制御することが、これまで明らかにさ
れている。 

これまでの申請者による研究：シロイヌナ
ズナゲノムでは、20 個の MAPK 遺伝子が同定
されている。このうち、当該分野では MPK3, 
MPK4, MPK6 が、最も解析されている (図 1)。
そ の 中 で も 、 MPK4 を 含 め た
MEKK1-MKK1,2-MPK4から構成されるMAPK経路
を、申請者は植物で最初に同定、かつ、機能
解析に注力してきた(図 1)。さらに、mekk1
変異体もとに、上記経路を遺伝学的に証明し
た。 

研究動向：上記経路では、Mundy らのグル
ープが、1) MPK4 の基質である MKS1 の同定 
(EMBOJ 24:2579, 2005)、2) MPK4 が MKS1 お
よび WRKY33 転写因子と複合体を形成、3) 活
性化した MPK4 による MKS1 のリン酸化が複合
体の解離を引き起こし、WRKY33 を介してファ
イトアレキシンの生合成が促される、以上を
報告している(EMBOJ 27:2214, 2008)。 

着想に至った経緯、本研究の進捗状況：  
申請者が同定した上記 MAPK 経路の MEKK1 結
合蛋白質を探索し、ユビキチンリガーゼであ
る PUB26 を単離した。PUB26 は、シロイヌナ
ズナに 61 遺伝子存在する PUB (plant U-box)
遺伝子属の一つで、クラス III に属している
(TIPS 6:354, 2001)（図 2）。この結果から
MEKK1 が PUB26 の特異的な基質である可能性
が強く示唆された。 

２．研究の目的 
植物 MAPK は防御反応マーカーとして、認

知されているにもかかわらず、リン酸化以外
にどのように制御されているか、ほとんど解
明されていない。本研究ではイーストツーハ
イブリット法を用いたスクリーニングで
U-box 型ユビキチンリガーゼの PUB26 を
MEKK1 結合蛋白質として単離したことから、
PUB26 による MEKK1 の制御について明らかに
することを当初の目的とした。具体的には、
1) PUB 26 による MEKK1 の調節機構、2) 防御
反応における役割を明らかにすることを目
的とした。 
これまでの研究から、MEKK1 は MKK1 および

MKK2(MAPKKs) 、MPK4(MAPK)と結合し特異的
な MAPK 経路を構成している。mekk1 変異体で
は、flg22 による MPK4 の活性化が劇的に低下
することから、MEKK1 が flg22 による下流因
子の活性化に必須であることを示している。
また、MPK4 は基質である MKS1 のリン酸化を
介して転写因子 WRKY33 を制御しており、
WRKY33 は MAMP による標的遺伝子である PAD3
の発現に必要である。以上のこれまでの成果
や、関連研究の知見を有効に活用し、MEKK1
以下の経路における PUB26の役割を明らかに
してゆく。また、ユビキチン化修飾による選
択的蛋白質分解が一般には有名だが、本研究
の予備的な結果では、それとは異なる新奇な
調節機構が明らかにされうる可能性がある。
また、PUB25, 26 に相同性が高い PUB22, 23, 
24（図２）は、防御反応を負に制御する因子
である。三重変異体は、MAMP により MAPK が
より強く活性化する。これらの結果を受け、
本研究は、同族遺伝子間での機能対比も考慮
に入れて研究を行う。本研究は、MAPK 経路研
究とユビキチン系研究、両方にインパクトを
与えうるユニークな成果へ発展する可能性
についても解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
PUB26 の結合特異性：MEKK1 を用いたイー

ストツーハイブリット法を用いた結合タン
パク質のスクリーニングによって PUB26が単
離されたが、PUB26 は図 2に示すようにクラ
ス III PUB タンパク質の一員であり、パラロ
グに当たる PUB25 も存在する。一方、MEKK1
にも MEKK2 から MEKK4 までのパラログが存在
する。このためパラログを含めた詳細なイー
ストツーハイブッリット解析を行い、PUB26
と MEKK1との結合特異性について検証を行っ
た。また、この結果を踏まえて in vivo にお
ける結合に関しても検証した。 
PUB26 と MEKK1 の発現に関する組織特異

性：MEKK1 結合タンパク質として PUB26 が単
離されたが、PUB26 が MEKK1 に結合するのな
らば両者は同じ細胞で発現している必要が
ある。この点について検証するため、PUB26

 



のプロモーターを単離し、Gus 遺伝子を連結
した形質転換シロイヌナズナを作製し、組織
特異的発現を Gus染色により解析する。MEKK1
についてはすでに申請者によって作製され
ている（JBC 281:36969, 2006）。 
変異体、過剰発現体の表現型解析：PUB26

の in planta における機能を明らかにするに
は変異体及び過剰発現体を作製し、表現型を
解析する必要がある。このため、PUB26 の変
異体を取得するとともに過剰発現体を作製
し、MAMP による MAPK 活性化やマーカー遺伝
子の発現について機能解析を行った。また、
PUB26 のパラログである PUB25 についても変
異体を取得し、pub26 変異体と掛け合わせ、
pub25/pub26 二重変異体を作製し、表現型解
析を行った。 
 MEKK1 タンパク質の解析：MEKK1 結合タン
パク質として PUB26 が単離されたことから、
ユビキチン化を介して MEKK1タンパク質が調
節される可能性が考えられた、このため
MEKK1 タンパク質量などを解析するため、
MEKK1 に対する抗体を作製しウェスタンブロ
ット解析を行った。 
 
４．研究成果 

PUB26 の in vitro ユビキチン化アッセイ：
PUB26 が機能的なタンパク質であるか解析す
るため組換えタンパク質を作製し、ユビキチ
ン化アッセイを行った。PUB26 は GST 融合タ
ンパク質として大腸菌で発現させ、アフィニ
ティー精製を行い in vitro ユビキチン化反
応の酵素標品とした。別に調製したシロイヌ
ナズナ E2 酵素も用いた、その他の E1 やユビ
キチンなどは市販品を利用した。ポリユビキ
チン化タンパク質の検出は抗ユビキチン抗
体によるウェスタンブロットにより行った。
アッセイの結果、PUB26 のユビキチン化能が
検出され、U-box の欠失や、U-box 中の保存
アミノ酸の置換変異によって消失したこと
から、U-box 依存的に PUB26 はユビキチン化
を行う機能的なタンパク質であることが証
明された。 

イーストツーハイブリッド法による詳細
な結合特異性解析：PUB26、MEKK1 はともに多
重遺伝子族の一員であり、PUB26 にはパラロ
グの PUB25 が、MEKK1 にはパラログの MEKK2, 
MEKK3, MEKK4 が存在する。このため、これら
のパラログを含めた詳細な相互作用解析を
行うことで、結合特異性についてイーストツ
ーハイブリット法を用いて詳細に解析した。
その結果、PUB26 だけでなく、PUB25 も MEKK1
に結合したが、近接するグループに属する
PUB23 は結合しなかった。また、PUB26 の ARM
リピート領域のみを発現させても MEKK1に対
する結合能が失われないことから、PUB25 お
よび PUB26 は ARM リピート領域を介して
MEKK1 へ結合することが示唆された。また、

PUB25 と PUB26 は MEKK1 にのみ結合し、パラ
ログの MEKK2 には結合しなかった。 
BiFC 解析：ツーハイブリット法で検出され

た相互作用は、異なる実験系で検証されなけ
ればならない。in vivo での MEKK1 と PUB25, 
26 の結合を示すため、BiFC (bimolecular 
fluorescence complementation)法を用いて
結合を解析した。MEKK1 の発現効率が低いた
めバックグラウンドのシグナルが高く、
preliminary な結果となったが、MEKK1 と
PUB26 の相互作用が観察された。 
ウェスタンブロットによるMEKK1 のタンパ

クレベル解析：MEKK1 は様々な生物的・非生
物的ストレスの情報伝達に関係しているが、
内在性タンパクレベルについてはこれまで
解析されていない。本研究ではMEKK1 がユビ
キチンリガーゼのPUB25 およびPUB26 と結合
することから、MEKK1 のタンパクレベルが環
境ストレスやユビキチン化の影響を受ける
かMEKK1 抗体を作製しウェスタンブロットに
より解析を行った。MEKK1 のタンパクレベル
はMAMPであるflg22 やH2O2処理によって上昇
した。この結果から通常はユビキチン化を介
した選択的分解によりタンパクレベルが低
く抑えられ、環境ストレス時にタンパク量が
少々する可能性が考えられた。このため、プ
ロテアソーム阻害剤を処理し、阻害剤の有無
によるタンパクレベルを比較したが、変化は
見られなかった。一方、flg22 およびH2O2処
理によって速やかにMEKK1 の転写量が少々す
ることから、ストレスによるタンパクレベル
の上昇は転写の上昇によると考察した。この
結果からPUB25およびPUB26はMEKK1のタンパ
ク分解に関係してない可能性も示唆された。 
pub25/pub26 二重変異体および PUB26過剰
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