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研究成果の概要（和文）： 
	 MAP キナーゼカスケードは、植物免疫に重要な働きを果たす。しかし、防御応答に関わる
MAPキナーゼの下流シグナル伝達は明らかになっていない。本研究では、ベンサミアナタバコ
の WRKY 型転写因子が SIPK、NTF4 および WIPK の基質であることを見いだした。WRKY8
のリン酸化は、DNAへの結合活性を増加させた。MAPキナーゼに依存した WRKY8のリン酸
化は、下流の遺伝子を活性化させることにより防御応答に重要な役割を果たすことが明らかに
なった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
	 Mitogen-activated protein kinase (MAPK) cascades have pivotal roles in plant innate immunity. 
However, downstream signaling of plant defense-related MAPKs is not well understood. Here we 
provide evidence that Nicotiana benthamiana WRKY8 is a physiological substrate of SIPK, NTF4, and 
WIPK. Phosphorylation of WRKY8 increased its DNA-binding activity. MAPK-mediated 
phosphorylation of WRKY8 has an important role in the defense response through activation of 
downstream genes. 
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１．研究開始当初の背景 
 
	 近年、植物の防御応答を誘導するシグナル
伝達系において、MAPキナーゼ (MAPK) カ
スケードが重要な役割を担っていることが
明らかになってきた。しかし、MAPK活性化
以降の下流のシグナル伝達機構はよくわか
っていない。MAPK基質の単離を目的として、
ジャガイモの病害応答性 MAPK である
StMPK1により in vitroでリン酸化されるタン

パク質の探索が行われた。同定されたクロー
ンの中には、病害応答に関与する例が多数報
告されている WRKY 型転写因子 (WRKY8) 
が含まれており、本タンパク質が MAPKの基
質として機能している可能性が考えられた。
本研究では、MAPKシグナル伝達機構の解明
を目的として、生体内でのWRKY8のリン酸
化を検証し、MAPKによるリン酸化に依存し
たその機能制御、および防御応答における役
割を解析した。 
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２．研究の目的 
 
	 MAPK カスケードはシグナル伝達経路の
主役を演じており、様々な防御遺伝子を活性
化することで最終的に強固な免疫反応を誘
導して病原菌を排除する。しかし、MAPKの
下流の因子や防御応答の誘導過程に関する
分子機能は明らかになっていない。タバコ植
物では、病害応答性の MAPK として SIPK、
NTF4、WIPKおよび NTF6が単離されている。
NTF4は、アミノ酸配列が SIPKと 93.6%一致
し、その性状から SIPK と重複した役割を担
っていると考えられている。SIPK、NTF4 お
よびWIPKは、MAPKキナーゼである MEK2
により、また NTF6は、MAPKキナーゼであ
る MEK1によりリン酸化され活性化する。こ
れまでの解析により、MAPKであるジャガイ
モ (Solanum tuberosum) の StMPK1 (SIPKオ
ルソログ ) が WRKY 転写因子である
StWRKY8 (StPPS8)をリン酸化することを明
らかにしてきた。WRKYタンパク質は、zinc 
finger タイプの転写因子であり、WRKYドメ
イン配列 (WRKYGQK) を含む。シロイヌナ
ズナでは、74 種の WRKY パラログが見いだ
されている。WRKY は、いずれも TGAC を
コア配列とする W-box 配列 [TTGAC(C/T)] 
を認識して結合することが知られている。一
般に、リン酸化される転写因子は、リン酸化
により標的遺伝子の転写誘導活性を上昇さ
せることが知られている。 
	 世界の人口は爆発的な増加を続ける一方、
環境汚染や地球温暖化、病害虫による被害の
拡大により慢性的な食糧不足が続いている。
この深刻な食糧問題を打破するため、地球環
境との調和をはかりつつ食糧生産の飛躍的
向上を成し遂げうる農業生産技術体系の確
立は急務である。本研究は、これらのことを
念頭において、遺伝子導入植物を用いた病害
防除のための基礎研究を行ったものである。	 
	 本研究では、モデル植物である Nicotiana 
benthamiana を用いて、(1) WRKY8のリン酸
化アミノ酸残基を特定した。(2) MAPK に対
する基質認識配列であると推定される D ド
メインの役割を明らかにした。 (3) リン酸化
された WRKY8 の W-box に対する結合活性
を解析し、転写活性化能を調べた。(4) リン
酸化アミノ酸をアスパラギン酸に置換し、擬
似的にリン酸化された状態のWRKY8を用い
て下流の標的遺伝子を特定し、併せて
WRKY8 の病原菌抵抗性対する役割を検定し
た。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 供試植物 
	 Nicotiana benthamiana の種子は、日本たば
こ産業株式会社葉たばこ研究所より分譲さ

れた。クレハソイル (呉羽化学) を入れたポ
リエチレンポットに種子を播き、25˚Cの恒温
室にて 24 時間の明条件下で静置した。処理
を施した植物体は 23˚C の恒温室に移し、16
時間の明条件および 8時間の暗条件下で生育
した。 
 
(2) in vitro kinase assay 
	 in vitro におけるタンパク質リン酸化反応
は以下のように行った。50 µM ATPおよび 50 
µCi/mL [γ-32P]ATPを含むリン酸化緩衝液に、
各種 GST 融合 MAPK と基質タンパク質を加
え、室温で 20 分間静置した。反応液に半量
の 3 x SDS-PAGE試料緩衝液を加えて反応を
停止し、SDS-PAGEにより分画した。泳動後
のゲルを 1% ピロリン酸ナトリウムを含む
5% トリクロロ酢酸中で 15 分間、20% (v/v) 
メタノール中で 5分間洗浄した後、ゲルドラ
イヤーを用いてゲルを濾紙上で乾燥させた。
X線フィルム (Hyperfilm MP, GE Healthcare) 
を用いてオートラジオグラフィーを行い、シ
グナルを検出した。 
 
(3) N. benthamiana葉におけるアグロバクテリ
ウムを介した一過的遺伝子発現 
	 遺伝子の一過的発現には、バイナリーベク
ターに挿入したプラスミドを保持するアグ
ロバクテリウムを用いた。サイレンシングサ
プレッサーである p19の発現には、pBin61ベ
クターに Tomato bushy stunt virusの p19を挿
入したプラスミドを保持するアグロバクテ
リウムを用いた。アグロバクテリウムは、50 
µg/mLのカナマイシン、50 µg/mLのリファン
ピシンおよび 5 µg/mLのテトラサイクリンを
含む LB液体培地を用い、28˚Cで一晩培養し
た。培養液を 15 µMアセトシリンゴンを含む
LB液体培地で 5-10倍希釈し、OD600が 0.5に
なるまで 28˚C でさらに培養した。アグロバ
クテリウムを遠心分離 (2,000 x g、15 分間) 
により集菌し、MES/MgCl2 緩衝液 [10 mM 
MES-NaOH, pH 5.6、10 mM MgCl2] に懸濁し
た後、再び遠心分離により集菌した。集菌し
たアグロバクテリウムを OD600が 0.5 になる
ように 150 µM アセトシリンゴンを含む
MES/MgCl2緩衝液に懸濁し、室温で 2時間静
置した後、シリンジを用いて播種後約 4週間
の N. benthamiana葉の細胞間隙に注入した。 
 
(4) ウイルス誘導型遺伝子サイレンシング 
	 N. benthamiana における転写後サイレンシ
ングは、Tobacco rattle virus (TRV) ベクター
を用いて行った。SIPK、WIPK、SIPK/WIPK
の サ イ レ ン シ ン グ に は 、 TRV:SIPK 、
TRV:WIPK、 TRV:SIPK/WIPK を用いた。
pTV00 を保持するアグロバクテリウムを 50 
µg/mL のカナマイシンおよび 50 µg/mL のリ
ファンピシンを含む LB 液体培地中で、また



 

 

pBINTRA6 (RNA1) を保持するアグロバクテ
リウムを 50 µg/mLのカナマイシンおよび 50 
µg/mL のリファンピシンを含む LB 液体培地
中で、28˚Cで一晩培養した。培養液を 15 µM
アセトシリンゴンを含む LB液体培地で 5-10
倍希釈し、OD600が 0.5 になるまで 28˚C でさ
らに培養した。アグロバクテリウムを遠心分
離  (2,000 x g、15 分間 ) により集菌し、
MES/MgCl2緩衝液に懸濁した後、再び遠心分
離により集菌した。集菌したアグロバクテリ
ウムをOD600が 0.5になるように 150 µMアセ
トシリンゴンを含む MES/MgCl2 緩衝液に懸
濁し、室温で 2時間静置した。pTV00を保持
するアグロバクテリウムと pBINTRA6 を保
持するアグロバクテリウムを 1 : 1で混合し、
接種後 18から 20日目の N. benthamiana葉の
細胞間隙に注入した。実験には、ウイルス接
種後 2-3週間の植物の上位葉を使用した。 
 
(5) Subtractive cDNA ライブラリーの構築 
	 機能喪失によるWRKY8下流遺伝子を探索
するにあたり、以下の手順で subtractive cDNA
ライブラリーを作製した。インサートを持た
ないTRVを感染させたN. benthamiana葉組織、
または TRV:WRKY8 を感染させ、WRKY8 を
サイレンシングした N. benthamiana葉組織に
アグロバクテリウムを介して StMEK2DDを発
現させた。アグロバクテリウム感染 24 時間
後に、それぞれの葉組織から、mRNAを調製
した。発現量に差のある遺伝子の濃縮は、
PCR-Select cDNA Subtraction Kit 
(CLONTECH) を用い、suppression subtractive 
hybridization (SSH) 法により行った。操作は、
添付のプロトコールに従った。得られた DNA
断片を pGEM-T-easy vector (Promega) にクロ
ーニングし、subtractive cDNA ライブラリー
を作製した。 
	 機能獲得によるWRKY8下流遺伝子の探索
では、以下の手順で subtractive cDNAライブ
ラリーを作製した。インサートを持たない
pER8、または pER8:WRKY8-HA-StrepII をア
グロバクテリウムを介して N. benthamiana葉
組織に導入した。アグロバクテリウム感染 48
時間後に、10 µMの 17-β-エストラジオールを
処理し、さらに 3時間後のそれぞれの葉組織
から、mRNAを調製した。発現量に差のある
遺伝子の濃縮は、PCR-Select cDNA Subtraction 
Kitを用いた SSH法により行った。操作は、
添付のプロトコールに従った。得られた DNA
断片を pGEM-T-easy vectorにクローニングし、
subtractive cDNAライブラリーを作製した。 
 
(6) リバースノーザンブロット解析 
	 SSH 法で得られた DNA 断片をドットブロ
ッター (FLE396AA, ADVANTEC) を用いて
1 枚あたり 96 クローンづつナイロン膜 
(Hybond-XL, GE healthcare) にブロットした。

DNA断片を吸着させたナイロン膜を、ハイブ
リダイゼーション緩衝液 [50% formamide、5 
x Denhardt's solution、5 x SSPE、0.5% SDS、
100 µg/mL salmon sperm DNA (GE healthcare)] 
中で 2 時間 42˚C 下で放置し、プレハイブリ
ダイゼーションを行った。ハイブリダイゼー
ション緩衝液を廃棄した後、新たにハイブリ
ダイゼーション緩衝液および 32P 標識 cDNA
プローブを添加し、16 時間以上 42˚C 下でハ
イブリダイゼーションを行った。この膜を
0.1% SDS含有 4 x SSPE中で 60˚C下 15分間、
さらに 0.1% SDS含有 2 x SSPE中で 60˚C下
15分間順次洗浄した。オートラジオグラフィ
ーは、X線フィルムおよび増感紙Lighting Plus 
(Dupont) を用いて、-80˚C下で行った。 
 
(7) ゲルシフト法 
	 ゲルシフト法は、以下のように行った。最
終的な液量が 16 µLになるように結合反応液 
[25 mM HEPES-KOH, pH 7.6、40 mM KCl、1 
mM DTT、10% glycerol、5 µg poly (dI-dC) (GE 
Healthcare)、0.4 µg WRKY8発現タンパク質、
1 µL 標識プローブ (600,000 cpm/µL)] を調
製し、結合反応を室温で 30 分間行った。結
合反応後、反応液を 0.5 x TBE [44.5 mM Tris、
44.5 mM boric acid、1 mM EDTA] 緩衝液中で、
10%ポリアクリルアミドゲルを用いた電気泳
動 (100V、4˚C、120 分間) により分画した。
検出は、X線フィルムを用いたオートラジオ
グラフィーにより行った。 
 
(8) 転写活性化能の評価 
	 レポーターベクターは、以下のように作製
した。CaMV 35S最小プロモーター (Δ35S) の
上流に、酵母GAL4転写因子の結合配列である
GAL4 upstream activation sequence (GAL4UAS) 
(CGGAGTACTGTCCTCCG) を6個連続して結
合させ、キメラプロモーターを作製した。そ
のキメラプロモーターを、イントロンを含む
GUS (GUSint) の上流に位置するように
pGreenベクターに挿入した。エフェクターベ
クターは、以下のように作製した。単純ヘル
ペスウイルスVP16の転写活性化ドメイン 
(413から490番目のアミノ酸) のcDNA断片を
GAL4のDNA結合ドメイン(GAL4DBD) (1から
147番目のアミノ酸) のcDNA断片と連結させ、
GAL4DBD-VP16キメラ遺伝子を得た。得られ
たキメラ遺伝子を、pGreenベクターの35Sプロ
モーターの下流に連結し、pGreen:GAL4DBD- 
VP16を作製した。WRKY8の1から170番目の
アミノ酸をコードする領域  (WRKY81-170)を
pGreen:GAL4DBD-VP16のVP16と置換するこ
とにより、pGreen:GAL4DBD-WRKY81-170を作
製した。リファレンスベクターは、イントロ
ンを含むホタルluciferase (LUC) のcDNA断片
をpGreenベクターの35Sプロモーターの下流
に挿入して作製した。 



 

 

	 葉組織への各ベクター遺伝子の一過的な導
入発現は、アグロバクテリウムを介して行っ
た。pGreen:GAL4DBD-WRKY81-170、pER8:HA- 
MEK2、レポーターベクターおよびリファレ
ンスベクターを保持するそれぞれのアグロバ
クテリウムの懸濁液を、5: 1: 10: 5 (終濃度 
OD600 = 0.25) に混合して接種した。アグロバ
クテリウムを感染させて24時間後に、10 µM 
17-β-エストラジオールを注入し、さらに12時
間静置した。転写活性化能は、LUC活性の値
をGUS活性の値で割ることにより算出した。 
 
４．研究成果 
 
	 ジャガイモと同じナス科に属する N. 
benthamiana は、ウイルス誘導型遺伝子サイ
レンシング (VIGS) 法、および、アグロバク
テリウムを介した一過的遺伝子導入法が確
立されており、遺伝子の機能解析に有用であ
る。本研究ではこれらの手法を駆使し、 (1) 
WRKY8のリン酸化アミノ酸残基の特定、(2) 
MAPK に対する基質認識配列であると推定
される Dドメインの役割、 (3) リン酸化され
た WRKY8 の W-box に対する結合活性およ
び転写活性化能について調べ、さらに (4) 擬
似リン酸化WRKY8を用いて下流の標的遺伝
子を特定し、併せてWRKY8の病原菌抵抗性
対する役割を検定した。以下、これらの項目
に沿って述べる。 
 
(1) StWRKY8 の機能を解析するため、N. 
benthamiana における StWRKY8 ホモログ 
(NbWRKY8) をクローニングし、大腸菌を用
いてタンパク質を調製した。WRKY8 タンパ
ク質は、in vitroで SIPK、NTF4およびWIPK
により強くリン酸化されたが、NTF6 にはほ
とんどリン酸化されなかった。種々の変異タ
ンパク質を基質として用いることで、in vitro
におけるWRKY8のリン酸化部位を探索した。
その結果、プロリンに隣接した 62、67、79、
86、98 番目のセリン  (SP クラスター) が 
SIPK によりリン酸化されると考えられた。
SP クラスターは、他の植物の様々な WRKY
型転写因子にも存在しており、特に 79 番目
と 86 番目のセリンはよく保存されていた。
79 と 86 番目のリン酸化セリン残基を認識す
る抗リン酸化ペプチド抗体をそれぞれ作
製・精製し、MAPKの活性化時におけるリン
酸化状態を解析した。両者のセリン残基は、
SIPK、NTF4およびWIPKを活性化する INF1
エリシター、および活性型変異体である
MEK2 (MEK2DD) の発現に依存してリン酸化
された。MEK2DD に応答したこれらのリン酸
化は、SIPK、NTF4および WIPKのすべてを
サイレンシングしないと打破されず、SIPKま
たは NTF4単独の活性化でもリン酸化された。
以上の結果は、SIPK、NTF4および WIPKに

よりWRKY8の少なくとも 2カ所のセリン残
基が生体内でリン酸化されることを示して
いる。 
 
(2) WRKY8 は、SP クラスター近傍に動物や
酵母の MAPK の基質によく保存された D ド
メイン配列を含んでいる。D ドメインは、
MAPKとの相互作用に関わり、基質の効率的
かつ特異的なリン酸化を保証する役割を持
つと考えられている。WRKY8と SIPK、NTF4、
WIPK および NTF6 間の相互作用を in vitro 
pull-down 法で評価した。WRKY8 は、SIPK、
NTF4およびWIPKと相互作用したが、NTF6
とは相互作用しなかった。Dドメイン配列へ
の変異の導入は、SIPKとの相互作用を著しく
低下させ、さらに、in vitroにおける SIPKに
よるリン酸化、および in vivo における
MEK2DDに応答した 79 と 86 番目のセリン残
基のリン酸化を顕著に抑制した。以上の結果
より、WRKY8は、SIPK、NTF4およびWIPK
と Dドメイン依存的に直接相互作用し、その
相互作用がこれら MAPK によるリン酸化に
必要であることが示された。 
 
(3) WRKY8の転写因子活性は、リン酸化によ
り左右される可能性が考えられた。ゲルシフ
トアッセイにより、シス配列であるW-box配
列への結合活性に及ぼすWRKY8リン酸化の
影響について調べた。SIPK、NTF4 および
WIPKによるリン酸化に依存して WRKY8の
W-box 結合活性が増加した。また、GAL4 シ
ステムを用いることにより、SPクラスターの
セリンをすべてアスパラギン酸に置換した
疑似リン酸化変異体 WRKY8 (WRKY8DDDDD) 
は、野生型WRKY8に比べて顕著に高い転写
活性を示すことが明らかになった。これらの
結果より、WRKY8 の DNA 結合活性および
転写活性は、MAPKによるリン酸化に依存し
て増加するものと思われた。 
 
(4) GAL4システムにより、WRKY8DDDDDは標
的遺伝子の転写活性を正に制御することが
示された。そこで、WRKY8 により制御され
る遺伝子を同定するために、WRKY8サイレン
シングにより発現量の低下するクローン、ま
たは、WRKY8DDDDDに依存して発現量が増加
するクローンを探索した。その結果、リグニ
ン合成に関与すると考えられている
NADP-malic enzyme (NADP-ME)、およびファ
イトアレキシンの合成の鍵酵素である
3-hydroxy-3- methylglutaryl CoA reductase 
(HMGR) が下流の遺伝子としてそれぞれ単
離された。NADP-MEおよび HMGRの発現は、
WRKY8DDDDD の過剰発現で顕著に誘導され
たが、野生型WRKY8ではわずかに誘導され
るに留まった。これらの結果は、MAPKによ
るリン酸化がWRKY8の活性を正に制御する



 

 

という考えを支持するものであった。これら
の結果を図１に示した。 
	 防御応答におけるWRKY8の役割を調べる
ため、VIGS法により WRKY8をノックダウン
し、ジャガイモ疫病菌やウリ類炭疽病菌に対
する罹病性を評価した。WRKY8サイレンシン
グ個体では、対照区と比較してよりこれらの
病原菌が蔓延した。したがって、WRKY8 は
防御応答を正に制御すると考えられた。 
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