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研究成果の概要（和文）：ジャスモン酸シグナルにおける抑制型制御因子JAV1と分子間相互作用するJAV1ユビキ
チンリガーゼ（JUL1）を同定した。植物内で一過的にJUL1およびJAV1を共発現させた結果、JUL1はJAV1と相互作
用し、JAV1のユビキチン化分解を促した。JUL1過剰発現株および変異株ではJAV1の分解が促進もしくは抑制され
ることで、広食性害虫であるハスモンヨトウ幼虫に対する抵抗性が野生株と比べて促進もしくは抑制された。こ
れらの個体の成長や生殖において異常は認められなかったことから、JUL1は防御応答に特化した制御因子である
ことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Jasmonates regulate plant defense and development. In Arabidopsis, JAV1 is a
 repressor of jasmonate-mediated defense responses and is degraded through the ubiquitin-26S 
proteasome system after herbivory. We found that JAV1-ASSOCIATED UBIQUITIN LIGASE 1 (JUL1), a 
RING-type E3 ubiquitin ligase, interacted with JAV1. JUL1 interacted with JAV1 in the nucleus to 
ubiquitinate JAV1, leading to proteasomal degradation of JAV1. Gain or loss of function of JUL1 
modulated the expression levels of the defensin gene PDF1.2 in leaves, conferring on the plants 
various defense properties against the generalist herbivore S. litura. Because neither the JUL1 
mutant nor over-expression lines showed any obvious developmental defects, we concluded that the 
JAV1/JUL1 system functions as a specific coordinator of reprogramming of plant defense responses. 

研究分野： 分子生態学

キーワード： シロイヌナズナ　ジャスモン酸　ユビキチンリガーゼ　ハスモンヨトウ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、ジャスモン酸を介した植物の食害応答メカニズムの理解が飛躍的に深まったと言える。中でも、JAV1・
JUL1システムはジャスモン酸シグナル伝達系の第二ステージにおける制御因子として役割を担うことから、本研
究におけるJUL1の同定は当該領域において革新的な成果となった。世界的な人口増加や環境問題による作物生産
力の低下を考慮すると、これまで以上に多様な組換え植物等の利用が必要となる。JUL1制御因子の過剰発現株
は、これらの問題を解決するためのバイオ産業資源として期待される。本研究は、そのための学術基盤を構築す
るシーズとなった。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 近年、食の安全や環境保全に対する関心が消費者の間で非常に高まっており，環境への負担
を最小限に抑えながら高い生産性と高品質を維持する減農薬型作物生産体制の確立が求められ
ている。有機的かつ高品質で、環境に優しい害虫防除技術の開発を推し進めるためには、これま
で以上に植物の防御メカニズムを理解し、活用していくことが不可欠である。その中で注目され
ているのが、食害応答において中心的な役割を担う JA シグナル伝達系である。食害によって生
じる物理的傷害は JA 生産を誘導し、JAZ リプレッサータンパク質をユビキチン化分解する制御
システムが知られている。JAV1（jasmonate-associated VQ-motif gene 1）はこれらのシグナル伝達
系のさらに下流で機能するリプレッサータンパク質であり、JAZ と同様に、転写因子などに結合
することで JA 誘導性遺伝子の発現を抑制する(Hu et al. 2013)。JA シグナル伝達系が活性化され
ると、JAV1 はユビキチン化分解され、防御遺伝子が活性化されるが、JAV1 は JAZ と異なり、植
物の成長には影響を及ぼさないモデルが提唱されている。しかし、JAV1 のユビキチン化分解に
関わる E3 ユビキチンリガーゼは同定されていなかった。 
 
２．研究の目的 
ジャスモン酸シグナル伝達系における分子制御システムを理解するため、シロイヌナズナ・E3
ユビキチンリガーゼライブラリー（210 遺伝子クローン）から無細胞タンパク質合成システムを
用いてタンパク質合成し、JAV1 と分子間相互作用能の高いタンパク質（at5g10650：JAV1-
associated ubiquitin ligase 1 [JUL1]）を同定した。本研究課題では、JUL1 の JAV1 を基質ターゲッ
トした活性および相互作用、シロイヌナズナ JUL1 変異株および過剰発現株の表現型、JUL1 遺
伝子の発現制御機構を明らかにすることで、JAV1/JUL1 システムの植物の防御応答を中心とし
た分子機能を紐解くことを目的とした (Ali et al. 2019)。 
 
３．研究の方法 
(1) JAV1 基質ターゲットとした JUL1 のユビキチン化分解活性および相互作用 
コムギ無細胞タンパク質合成システムを用いてで合成した JUL1 タンパク質を用いて、JAV1 の
ユビキチン化アッセイを実施した。さらに、シロイヌナズナ葉細胞由来のプロトプラストを用い
て bimolecular fluorescence complementation (BiFC)解析を施し、JAV1 と JUL1 の相互作用について
評価した。また、プロトプラスト内で JAV1 と JUL1 を共発現させることで、JUL1 による JAV1
のユビキチン化分解能を評価した。 
 
(2) 過剰発現株および変異株の表現型解析 
JAV1 および JUL1 の T-DNA 挿入変異株（jav1、jul1）、CaMV 35S プロモーター制御下で恒常的
に JUL1 を発現させた過剰発現株（JUL1-OX1、JUL1-OX2）における防御遺伝子（PDF1.2）等の
発現、ハスモンヨトウ幼虫に対する抵抗性、成長率、種子生産量を評価した。 
 
(3) 遺伝子発現解析 
シロイヌナズナ葉における遺伝子発現量はリアルタイム PCR 解析システムを用いて定量分析し
た。 
 
４．研究成果 
(1) JAV1 基質ターゲットとした JUL1 のユビキチン化分解活性および相互作用 
無細胞タンパク質合成システムにより合成された JAV1 と JUL1 タンパク質を用いた免疫共沈降
解析によって、JUL1 には JAV1 を特異的にユビキチン化分解する活性があることが示唆された
(Ali et al. 2019)。さらに、シロイヌナズナ葉細胞からプロトプラストを作成し BiFC 法によって
JAV1 と JUL1 タンパク質の細胞内における相互作用を見出した（図 1）。この相互作用は、
proteasome inhibitor である MG132 を投与した際に強く生じたことから、JUL1 は JAV1 と結合す
ることで JAV1 のユビキチン化分解を引き起こす可能性が示唆された。この仮説は、シロイヌナ
ズナ野生株および JUL1 を過剰発現させた組換え株（図 3 参照）からプロトプラストを作成し、
一過的に JAV1 を過剰発現させた際、過剰発現株では MG132 を投与していない場合に野生株と
比べ、JAV1 タンパク質量が低下した結果と合致した (図 2)。 
 
 

図１ BiFC 法を用いた JAV1 と JUL1 タ
ンパク質の相互作用解析 
JUL1 の下流に YFP の N 末端と融合させ
たキメラ遺伝子と JAV1 の下流に YFP の
C 末端と融合させたキメラ遺伝子をシロ
イヌナズナ野生株由来のプロトプラスト
に共発現させた。MG132 を投与したプロ
トプラスト（+MG132）と投与していない
プロトプラスト（-MG132）を用いて解析
した。 



 
(2) 過剰発現株および変異株の表現型 
jul1、jav1 変異株および JUL1 過剰発現株は、非ストレス条件下で生育された場合、植物体の成
長や種子生産量に欠損は認められなかった。また、ジャスモン酸メチルを処理した場合の根の成
長抑制も野生株同様に引き起こされたことから、ジャスモン酸感受性に欠損もないものと考え
られる(図 3A)。一方で、JUL1 過剰発現株と JAV1 変異体は防御遺伝子である PDF1.2 の発現量
が非ストレス下でも亢進されており、ハスモンヨトウ幼虫食害に対する抵抗性も向上していた。
逆に、jul1 変異体はハスモンヨトウ幼虫食害に対する抵抗性は野生株と比べ、低下していた(図
3B,C)。 
 

図 2  JUL1 による JAV1 分解活性 
シロイヌナズナ野生株（WT）および JUL1 過剰発現株（JUL1-OX1）由来のプロトプラストに JAV1
を一過的に発現させた際の JAV1 タンパク質量を定量分析した。その際、MG132 を投与したプ
ロトプラストと投与していないプロトプラスト（-MG132）を用いて解析した。実験は 3 回実施
され、その平均値および標準誤差を右のグラフに示す。異なるアルファベットは有意に異なるこ
とを示す (P < 0.05, one-way ANOVA with post-hoc Tukey’s HSD) 
 
(3) JUL1 遺伝子の発現制御 
JAV1 と JUL1 遺伝子は共に、ジャスモン酸メチルを施したシロイヌナズナ葉において発現応答
を示した。ジャスモン酸非感受性株で coi1-1 では、ジャスモン酸メチルに対する発現応答は野生
株と比べて弱かったことから、それぞれ制御抑制因子と促進因子である JAV1 と JUL1 の発現は
共にジャスモン酸シグナルによって亢進されることで、ジャスモン酸シグナルの均衡を保つ役
割を担うことが考察された。 
 

図 3 過剰発現株および変異株の表現型 
(A) シロイヌナズナ野生株（WT）および JUL1 過剰発現株（JUL1-OX1、JUL1-OX2）、jul1、jav1
変異株の実生にジャスモン酸メチル（MeJA）処理を施し、２週間後の根の成長を観察した(-
MeJA：MeJA 処理無；+MeJA：MeJA 処理有)。また、ロゼット葉における JUL1 遺伝子、PDF1.2
遺伝子の発現量 (B)、ハスモンヨトウ幼虫（３令）に曝された葉における被食量 (C)を評価した。
**, 0.001 ≤ P < 0.01; *, 0.01 ≤ P < 0.05 (one-way ANOVA with Holm's sequential Bonferroni post-hoc 
test) 
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