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研究成果の概要（和文）：ジャガイモ疫病菌は、19 世紀にアイルランドで起こったジャガイモ飢饉の原因菌で、現在
でも世界中で深刻な病害を引き起こしている。病原性の主因子であるAVR3aタンパク質 が宿主の細胞内に侵入し、宿主
の免疫反応を抑制する。宿主のユビキチンE3 リガーゼが標的となり、何らかの修飾が加えられてその機能が抑制され
ると考えられているがまだよくわかっていない。本研究では、ユビキチンE3 リガーゼ内の修飾されるアミノ酸残基を
見つけ、その修飾の実体を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Potato late blight (Phytophthora infestans), a causal pathogen of the Irish potato
 famine in the 19th century, is still serious disease in the world today. P. infestans secretes and inject
s a virulence protein AVR3a into host cells and suppress the host immune responses. AVR3a targets the host
 ubiquitin E3 ligase and inhibit its function by adding some sort of modification. In this study, I found 
the amino acid residue to be modified and the substance of the modification.
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１．研究開始当初の背景 
植物は動物と類似した自然免疫システム

を持っている。膜貫通型のレセプターキナー
ゼが病原菌の分泌物を細胞外ドメインで認
識して免疫反応を誘導する。これに対して病
原菌は、エフェクタータンパク質を宿主の細
胞内に送り込み、免疫反応を抑制する。最近、
国内外の研究グループにより、植物特有のユ
ビキチン E3 リガーゼである PUB（plant 
U-box）ファミリータンパク質群がレセプタ
ーキナーゼのシグナル伝達及び免疫誘導に
深く関与することが明らかにされた。さらに、
エフェクターが PUB を標的にすることがわ
かってきており、エフェクターのひとつであ
る AVR3a の立体構造が解明されたが、PUB
であるCMPG1をどのようにして標的にする
のかまだよくわかっていない。 
 
２．研究の目的 
標的にされるほどCMPG1は免疫システム

の中枢で機能するが、どのようなメカニズム
でCMPG1の機能を抑制するのか不明であり
解明が期待される。その手がかりのひとつと
して、すでに申請者は、AVR3a と共発現させ
ると、分子量が大きい CMPG1 が検出される
ことを見出している。プロテアソーム阻害剤
であるエポキソマイシン処理によりタンパ
ク質分解を阻害した場合にも同様に検出さ
れることから、分子量が大きい CMPG1 は分
解されずに安定化したものであると考えら
れる。しかしながら AVR3a は直接 CMPG1
と結合する。したがって、AVR3a は直接
CMPG1 に何らかの修飾を加えて安定化し、
その機能を抑制すると考えられる。本研究で
は、この修飾の実体を明らかにし、AVR3a
によるCMPG1の機能抑制メカニズムを解明
することが目的である。 
 
３．研究の方法 
未知の修飾を質量分析により明らかにす

るために、AVR3a と CMPG1 を共発現させ
たタバコ属ベンサミアナまたはシロイヌナ
ズナの PUB20 過剰発現体からタンパク質を
抽出する。免疫沈降後に SDS-PAGE で分離
したそれぞれのバンドについて質量分析を
行い、どのような修飾を受けているか調べる。 
 質量分析を行ってもどのような修飾なの
か判断できないことが考えられる。そのため
違う角度からのアプローチとして、タンパク
質 ト ラ ン ケ ー シ ョ ン 試 験 を 行 い 、
CMPG1/PUB20 のどの領域が修飾に必要か
ウエスタンブロット法で解析し明らかにす
る。CMPG1/PUB20 は N 末端側の U-box と
C 末端側に ARM と呼ばれるロイシンリッチ
ドメインを持っており、それぞれを様々な長
さに削り込んだコンストラクトを作製する。
PUB20 のトランケーション試験の際、シロ
イヌナズナ形質転換体を作製するには数ヶ
月単位の時間がかかってしまう。それを解決
する方法として、ベンサミアナの一過的発現

系で４，５日後に PUB20 タンパク質を発現
させるアッセイ系をすでに確立している。 
 トランケーション試験により重要な領域
を同定した後、アミノ酸置換解析を行い、ど
のアミノ酸が修飾に必要かウエスタンブロ
ット法で解析し明らかにする。必要なアミノ
酸残基が判明すれば、その側鎖の化学構造か
らどのような修飾を受ける可能性があるか
情報を得られる。この実験もベンサミアナの
一過的発現系を用いて短時間に行うことが
できる。修飾されるアミノ酸を別のアミノ酸
に置換した変異型 CMPG1 と AVR3a を共発
現させ、CMPG1 が修飾されなくなって機能
が抑制されなくなるかどうかを調べる。 
 
４．研究成果 
予備的な実験から、CMPG1 タンパク質の

蓄積量は非常に微量であることがわかって
いる。一方、オルソログである PUB20 をシ
ロイヌナズナで過剰発現させると、安定して
多くの PUB20 タンパク質を蓄積して恒常的
に分子量が大きいバンドが検出される形質
転換系統が得られた。そこで、この系統にお
いては、CMPG1 の場合と同様に分解されず
に安定化した PUB20 が蓄積したと考え、こ
の修飾の実体を調べるためにウエスタンブ
ロット法により解析した。その結果、抗ユビ
キチン抗体及び抗 SUMO 抗体ではこのバン
ドは検出されなかった。また、この形質転換
系統から抽出したタンパク質を脱リン酸化
酵素処理したがバンドパターンは変化しな
かった。なお、CMPG1 と PUB20 のアミノ
酸配列には、脂質や糖鎖などの修飾を受ける
ようなモチーフ配列は見つからなかった。以
上の予備的な結果から、リン酸化、ユビキチ
ン化、SUMO 化、脂質や糖鎖ではない修飾で
あると考えられた。 
 PUB20 のトランケーション試験により、C
末端側の ARM ドメインが修飾に必要である
ことが示唆された。さらに PUB20 を過剰発
現したベンサミアナ葉から抽出したタンパ
ク質を質量分析に供した結果、ARM ドメイ
ンがユビキチン化されていることがわかっ
た。ユビキチン化されたアミノ酸を別のアミ
ノ酸に置換した変異型 PUB20 タンパク質の
蓄積をウエスタンブロット法で調べたとこ
ろ、分子量が大きいバンドのみ消失した。こ
れらの結果から、PUB20 の修飾はユビキチ
ンであることが明らかとなった。 
さらに、酵母ツーハイブリッド解析により、

CMPG1 の ARM ドメインをアミノ酸置換す
ると AVR3a と結合しなくなった。そこで、
AVR3a が植物体内で変異型 CMPG1 を標的
にできなくなる可能性を検証するために、
VIGS 法により CMPG1 をノックダウンさせ
て endogenous の CMPG1 の影響を減少させ
たベンサミアナ葉に、VIGS を回避するよう
にコドンを入れ替えた人工CMPG1を発現さ
せてexogenousのCMPG1の機能を解析でき
る実験系を構築した。変異型 CMPG1 を発現



させたところ、AVR3a により標的されなくな
ることを示唆する結果が得られた。今後とし
ては、どのようなメカニズムで AVR3a が
CMPG1 の機能を抑制するかを明らかにする
必要がある。 
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