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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナでは，MEKK1が下流のMKK1/MKK2，MPK4と特異的なMAPキナーゼ経路を構成す
る．本経路は防御関連遺伝子の発現誘導に関与する．一方，経路因子の変異体はいずれも矮性を伴う構成的な防御反応
表現型を示す．以上より，本経路には防御反応誘導と抑制の相反する機能が存在すると考えられた．この機構を解明す
るため，mekk1変異体表現型のサプレッサー変異体を単離し，さらに原因遺伝子としてSMN1を同定した．smn1変異はmek
k1のみならずmpk4変異体の矮性及び表現型も抑制した．以上の結果から，上記経路の欠損はSMN1の活性化を引き起こし
，一連の表現型を誘導する可能性が考えられた

研究成果の概要（英文）：Mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathways have a pivotal role in innate 
immunity signaling in plants. Arabidopsis MEKK1, a MAPK kinase kinase, constitutes specific pathway with 
MKK1/MKK2 and MPK4. This pathway has an important role in regulation of defense gene expression in 
response to microbe associated molecular patterns recognition. However, loss of MEKK1 results in 
constitutive defense responses accompanying severe dwarfism and temperature-dependent cell death. To 
elucidate the complex mechanism underlying the mekk1 phenotypes, we performed genetic screening to 
isolate suppressor mutant of the dwarf and defense phenotypes. With the aid of the MutMap analysis, we 
identified the candidate of causal gene for the mutant. Genetic analysis by producing double mutant with 
mekk1 or mpk4, smn1 mutation suppressed the dwarf and defense phenotypes of these mutants. These results 
showed that SMN1 positively contributed to the phenotypes.

研究分野：植物病理学
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１．研究開始当初の背景 
シロイヌナズナにおける MAP キナーゼ経路、
MEKK1(MAPKKK) → MKK1,2 （ MAPKK ｓ ） →
MPK4（MAPK）経路は、flg22などのMAMPsによ
り活性化し、パターン誘導免疫に関連する防御
反応を正に制御する。（EMBO J. 27: 2214, 
2008）。 
一方、mekk1変異体をはじめ上記経路の変異
体は、矮性を伴う細胞死を構成的に示すため、
当初の予想と反して、エフェクター誘導免疫に
関連する防御反応を負に制御するように見受け
られた（J. Biol. Chem. 281: 36969, 2006）。これ
までの研究において、申請者は mekk1 変異体
の矮性を伴った防御反応表現型が rar1 変異に
よって抑制されることを明らかにしていた。RAR1
は HSP90 と結合し、コシャペロンとして機能する
ことで NLR タンパク質の安定性や活性を調節す
る (Mol. Cell 39: 269, 2010)。この知見から、
mekk1 変異体の表現型には、NLR タンパク質を
コードする遺伝子の関与が強く示唆された。 
以上より、MEKK1→MKK1,2→MPK4 経路が
防御反応を正にも負にも制御する一見矛盾する
現象を解明するため、本研究では、MEKK1 遺
伝子の欠損により現れる表現型に関与する遺伝
子を同定し、解析を行う。 
 
２．研究の目的 
本研究では、パターン誘導免疫における防御
反応を正に制御するシロイヌナズナ MEKK1→
MKK1,2→MPK4（MAPK）経路において、構成
因子の欠損による防御反応活性化機構を解明
することを目的としている。まず、mekk1 変異体
が示す矮性を伴った防御反応表現型を抑制す
る変異体の単離と原因遺伝子の同定を行う。次
に、mekk1 に加え mpk4 変異体とも二重変異体
作製を作製し、表現型解析を中心に研究を遂
行する。また、単離された変異体の原因遺伝子
の機能についても解析する。以上により、病害
抵抗性における防御反応活性化の仕組みにつ
いて明らかにする. 
 
３．研究の方法 
（１）mekk1 変異体の矮性表現型を抑制する変
異体の単離 
 mekk1 変異体は細胞死や活性酸素種蓄積、
PR 遺伝子の構成的な発現などの防御反応を伴
う強い矮性により致死表現型を示す。本来であ
ればmekk1変異体のホモ系統に変異を導入し、
サプレッサー変異体を単離すべきであったが、
致死表現型のため不可能だった。本研究では
mekk1 変異体の致死表現型を回避するため、ド
ミナントネガティブ型の MEKK1 を誘導型バイナ
リベクターに挿入したコンストラクトを作製し、シロ
イヌナズナを形質転換してサプレッサー変異体
単離の親系統とした。この形質転換シロイヌナズ
ナを用いて EMS による変異導入を行い、ドミナ
ントネガティブ型MEKK1誘導による矮性表現型
を指標に、サプレッサー変異体を選抜した。 
 
(2) サプレッサー変異体原因遺伝子の同定 

 選抜された変異体は、表現型の強さ、形質転
換したコンストラクトの発現レベル、RAR1 遺伝子
における変異の有無等、複数段階の更なる選抜
を経て、最終的な候補に絞り込んだ。次に最終
候補の系統の相補性試験を行った。これにより
候補群を決定した。また、最終候補の変異体を、
次世代シークエンサーを用いた MutMap 解析
（Nature Biotechnol. 30:174, 2012）に供試し、変
異体原因遺伝子の推定を行った。 
 
(3) サプレッサー変異体と mekk1 及び mpk4 変
異体との二重変異体作製と表現型解析 
サプレッサー変異体と mekk1 変異体または
mpk4 変異体を交配し、二重変異体を作製した。
これらについて mekk1 変異体、および mpk4 変
異体と、矮性、細胞死、活性酸素種蓄積、PR 遺
伝子の発現の各項目に関して比較を行い、表
現型抑制を解析した。 
 
４．研究成果 
（１）mekk1 変異体の矮性表現型を抑制する変
異体の単離 
mekk1 変異体の致死表現型を回避しつつ矮
性表現型のサプレッサー変異体を単離するため、
ドミナントネガティブ型の MEKK1 をステロイド処
理によって発現誘導する形質転換シロイヌナズ
ナ系統を作製した。本系統を継続的にステロイ
ド処理したところ、mekk1 変異体様の防御反応
を伴った矮性表現型が観察された。この系統を
親系統としてEMSによる変異導入を行い、ドミナ
ントネガティブ型MEKK1誘導による矮性表現型
を指標に、矮性を示さないサプレッサー変異体
を選抜した。複数段階の選抜の後、最も矮性抑
制が明確だった 9 系統の変異体に解析対象を
絞り込んだ。 
 
（２）サプレッサー変異体原因遺伝子の同定 
 9 系統の変異体を相互に交配し、相補性試験
を行ったところ、少なくとも 2 群の相補群に分類
できることが明らかになった。さらに、各変異体を
戻し交雑し、サプレッサー表現型を示すF2個体
について MutMap 解析を行い、表現型と関連す
る SNPs を同定した。その結果、供試した第 1 相
補群全系統において異なる位置にアミノ酸置換
変異を有する唯一の遺伝子（SMN1）が同定され
た。このことから、SMN1 がサプレッサー変異体
第 1 相補群の原因遺伝子の最有力候補である
と判断した。 
 
 (３) smn1 変異体と mekk1 及び mpk4 変異体と
の二重変異体作製と表現型解析 
smn1 変異体各系統に関して、CAPS 及び
dCAPS マーカーを作製して遺伝子型の判定を
可能とした。その後、smn1 変異体と mekk1 変異
体、及びsmn1変異体とmpk4変異体をそれぞれ
交配し、二重変異体を作製した。これらについて
野生型、mekk1 変異体、および mpk4 変異体を
含めて、矮性、細胞死、H2O2蓄積、防御関連遺
伝子の発現の各項目に関して比較を行い、
smn1 変異による表現型抑制を解析した。smn1



変異により、mekk1 変異体および mpk4 変異体
の矮性、細胞死、H2O2 蓄積、防御関連遺伝子
の発現表現型はいずれも抑制される傾向となっ
た。 
これまでの研究から MEKK1→MKK1,2→
MPK4 経路構成因子は相互に結合し、シグナル
伝達複合体を形成する可能性が示唆されてい
る。特に MEKK1 は複合体形成の足場タンパク
質機能も有すると考えられている。mekk1 変異
体だけでなく、mpk4変異体の表現型についても
smn1変異によって抑制されたことから、シグナル
伝達複合体の構成因子が一つでも欠けた場合、
複合体の完全性が低下する可能性が考えられ
る。この完全性低下が何らかの形で認識され、
矮性を伴った防御反応表現型につながるとする
と、SMN1 はこの過程に関与する可能性が考え
られた。 
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