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研究成果の概要：AtMEKK1 は病原菌の感染や傷害、低温、乾燥、塩などさまざまな環境ストレ

スに応答して活性化し、その下流因子をリン酸化により情報伝達すると考えられており、外界

環境情報伝達のキーエンザイムである。しかしその情報伝達（特に上流）については不明な点

が多い。本研究では本酵素と直接結合するタンパク質を同定し、また各種阻害剤を用いた実験

により上流情報伝達経路に関する知見を得た。これらの成果は植物のストレスシグナル伝達の

解明につながるものと期待される。 
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研究分野：生物学 
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１．研究開始当初の背景 

 植物は絶えず変化する環境に応答し、自身

の形態を変化させ、あるいは代謝を調節する

ことで環境に適応し生育している。このよう

な環境応答を行うためにはそれぞれの刺激

を特異的に認識し、それらの情報に応じた細

胞応答系に的確に伝達しなければならない。

本研究のターゲットであるシロイヌナズナ

の AtMEKK1はこれまでの研究により病原菌の

感染や傷害、低温、乾燥、塩などさまざまな

環境ストレスに応答して活性化し、その下流

因子をリン酸化により活性化し情報伝達す

ることが知られており、外界環境情報伝達の

キ ー エ ン ザ イ ム で あ る （ Nakagami et 

al.2005.Trends Plant Sci.10,339-346）。本

研究の申請者らも傷害ストレスにより



AtMEKK1-AtMEK1-AtMPK4 がリン酸化カスケー

ドを形成し情報を伝達することをこれまで

に明らかにした(Matsuoka et al.2002.Plant 

J.29,637-647、Hadiarto et al.2006.Planta 

223,708-713)。しかしながらこれら様々な刺

激がどのように AtMEKK1に伝達されるかにつ

いてはこれまでのところ病原菌の感染によ

るエリシター刺激において、flg22 エリシタ

ー受容体(FLS2)が機能していることが報告

さ れ て い る (Asai et al.2002.Nature 

415,977-983)以外、その受容体や情報伝達因

子の同定はなされていない。特に直接の上流

因子についてはこれまでのところ全く報告

がない。また AtMEKK1 はその構造として C-

末端側に触媒領域（キナーゼドメイン）を持

ち、N-末端側を欠失させることにより活性化

することが報告されており、N-末端側が活性

制御に対し阻害的な役割を持つと考えられ

ている。つまりさまざまな刺激の情報が何ら

かの形（他のタンパク質との相互作用やリン

酸化などの修飾反応など）で N-末端側に伝達

され活性の阻害が解除されると予想されて

いる。 

 
２．研究の目的 

 そこで本研究により AtMEKK1に直接相互作

用する（特に N-末端制御領域に相互作用す

る）タンパク質の同定を行い、AtMEKK1 活性

化における役割を検討し、活性調節機構を明

らかにする。またそれぞれのストレス刺激に

ついて AtMEKK1までの経路にどのような因子

が関与しているかを明らかにすることでそ

の全容解明を目指す。 

 
３．研究の方法 

（１）AtMEKK1 相互作用タンパク質の同定 

① Yeast two-hybrid 法を利用したスクリー

ニング 

 AtMEKK1全長及び N-末端領域をベイトとし

て pBD ベクターに挿入し、これまでに申請者

らが作製していたシロイヌナズナ cDNA ライ

ブラリーを用いて相互作用するタンパク質

をスクリーニングする。 

 

② 抗 AtMEKK1 抗体による共沈実験 

 シロイヌナズナ芽生えに各種（低温、乾燥、

傷害、塩など）ストレス処理を行い、抽出し

た全タンパク質から抗 AtMEKK1 抗体（作製済

み）を用いて免疫沈降を行い、共沈してきた

タンパク質を SDS-PAGE により分離する。各

ストレス特異的なものあるいは共通するも

のなどを質量分析によりアミノ酸配列決定

を行いタンパク質の同定を行う。 

 

③ GST-AtMEKK1 発現タンパク質を利用した

共沈実験 

 シロイヌナズナ芽生えに各種（低温、乾燥、

傷害、塩など）ストレス処理を行い、抽出し

た全タンパク質を GST融合タンパク質として

調製したAtMEKK1全長およびN-末端制御領域

を混合し、グルタチオンセファロースビーズ

を利用して結合タンパク質を共沈させ 2.と

同様にアミノ酸配列決定を行いタンパク質

の同定を行う。 

 

④ West-western 法を利用した相互作用タン

パクの同定 

 シロイヌナズナ芽生えに各種（低温、乾燥、

傷害、塩など）ストレス処理を行い、抽出し

た全タンパク質を 2次元電気泳動し、PVDF 膜

に転写後、GST 融合タンパク質として調製し

たAtMEKK1全長およびN-末端制御領域と反応

させ、結合した AtMEKK1 を GST 抗体により検

出することで AtMEKK1結合タンパク質を同定



し、2.と同様にアミノ酸配列決定を行いタン

パク質の同定を行う。 

 

（２）AtMEKK1 N 末端領域の機能解析 

 N 末端領域のキナーゼ活性制御や下流酵素

の選択性（基質特異性）に対する役割を検証

するため以下に示す実験を行う。 

①N 末端を部分的に欠損させたタンパク質を

大腸菌内で発現させ、その活性や基質特異性

を検証する。 

 

②AtMEKK1 と下流 MAPKK との結合を酵母

Two-hybrid 法により検証する。またその際

AtMEKK1 の活性状態を変化させる変異を導入

し、下流因子間の差を検証する。 

 

（３）AtMEKK1 情報伝達上流因子の検索。 

 様々な刺激依存的な AtMEKK1の活性化にお

ける各種阻害剤の効果あるいは各種活性化

剤による AtMEKK1活性に対する影響を観察す

ることにより上流因子の同定をおこなう。シ

ロイヌナズナ芽生えに各種（低温、乾燥、傷

害、塩など）ストレス処理を行い、抽出した

全タンパク質から AtMEKK1 を免疫沈降し、そ

の活性を大腸菌発現系により調製した活性

欠損型 AtMEK1 を基質に活性測定する。また

各ストレス処理を行う際、リン酸化／脱リン

酸化酵素の特異的阻害剤やリン脂質の代謝

酵素の阻害剤あるいは各種イオンチャンネ

ルの阻害剤などで前処理することによりそ

の活性化に対する影響を観察する。 

 
４．研究成果 

（１）AtMEKK1 結合タンパク質のスクリーニ

ングについて 

 AtMEKK1結合タンパク質を酵母 Two-hybrid

法を用いて、シロイヌナズナ cDNA ライブラ

リーからのスクリーニングを行った。その結

果２つの候補タンパク質（エチレン合成に関

わるタンパク質およびユビキチン分解系を

構成するタンパク質）を得た、現在これら２

種のタンパク質と AtMEKK1との関連をさらに

詳しく検証している。 

 

（２）AtMEKK1 N 末端領域の機能に関して。 

 N 末端領域の機能を解析するため、同領域

を欠損させた複数のコンストラクトを作成

し、大腸菌発現系を用いて発現させ、それぞ

れの酵素活性をシロイヌナズナの MAPKKを用

いて測定した。その結果 AtMEKK1 は N末端領

域を欠損させるに従い、活性化しその基質で

ある AtMKK1 をリン酸化した。その活性化は N

末端領域を 166番目のアミノ酸残基まで欠落

させると最大に達し、332 番目のアミノ酸残

基を欠落させたキナーゼドメインのみから

なるコンストラクトと同等の活性を示した。

さらにこれらの酵素の基質特異性を検証す

るため AtMKK2 および AtMKK6 を基質として活

性を測定したところ、166 番目までのアミノ

酸残基を欠落させた酵素では AtMKK1 に対す

る場合と異なり弱い活性しか示さなかった。

キナーゼドメインのみを発現させた酵素で

は AtMKK1、AtMKK2 および AtMKK6 を同様に強

くリン酸化した。以上により AtMEKK1 の N 末

端領域はキナーゼ活性の制御のみならず基

質選択においても重要な役割を果たすこと

が明らかになった。 

 

（３）AtMEKK1 と下流 MAPKK との相互作用に

ついて 

酵母 Two-hybrid 法により下流 MAPKK との相

互作用を検証した結果シロイヌナズナに存

在する 10 種類の MAPKK のうち AtMKK1 と

AtMKK2 との相互作用を検出した。しかしその

相互作用において、AtMEKK1 と AtMKK1 の相互

作用は AtMEKK1 の酵素活性により影響され、



AtMKK1 がリン酸化されると相互作用が弱く

なることが明らかになった。それに対して

AtMKK2との結合はAtMEKK1の活性状態によら

ず常に強く結合していた。これらの結合様式

の違いを利用して下流因子の選択を行って

いる可能性がある。 

 

（４）内在性 AtMEKK1 の活性化における各種

ストレス・阻害剤の影響および基質選択性に

ついて 

 シロイヌナズナの芽生えに傷害、低温およ

び高塩ストレス処理を施し、内在性の

AtMEKK1 の活性を免疫沈降／活性測定（IP ア

ッセイ）により測定した。AtMEKK1 は各種ス

トレス処理により時間依存的に活性化した。

その活性を AtMKK1、AtMKK2、および AtMKK6

を基質として測定したところそれぞれのス

トレス処理により基質選択性に変化が見ら

れた。傷害ストレス時には AtMKK1 を強く辛

酸化しまた低温や高塩処理によっては

AtMKK2 を強くリン酸化した。またこれらのス

トレス処理を各種阻害剤で前処理した後に

行った結果、AtMEKK1 の活性化にはカルシウ

ムイオンの関与が示唆された。 

以上（１）から（４）の成果は今後 AtMEKK1

シグナル伝達系の解明につながることが予

想されさらには植物における環境情報受容

およびその伝達機構の解明にとって飛躍的

な進歩がもたらされることが期待される。 
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