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研究成果の概要（和文）：シロイヌナズナATL31は膜在型のユビキチンリガーゼであり，栄養素応答だけでなく
防御応答にも関与する。ATL31の相互作用因SYP121は，うどんこ病菌の侵入を阻止するためのパピラと呼ばれる
植物細胞壁形成の制御因子である。最終的にATL31がSYP121と共にパピラ形成による防御応答に関与することを
明らかにした。一方，C/N栄養素応答の鍵制御因子として３種類のCIPKタンパク質を同定した。CIPKはATL31をリ
ン酸化することで安定化し，これがC/N応答に関係する14-3-3タンパク質の分解を制御していることを明らかに
した。これはリン酸化を介した栄養素シグナル伝達の新たな仕組みの発見である。

研究成果の概要（英文）：Arabidopsis ATL31 is a membrane-localized ubiquitin ligase that functions in
 not only C/N-nutrient response but defense response. We identified SYP121 as a novel ATL31 
interactor. SYP121 is an essential factor for plant resistance against powdery mildew fungus and 
positively regulates the formation of cell wall apposition, called papillae, at the fungal entry 
site. We finally indicated that ATL31 plays an important role in basal immunity by papilla formation
 through association with SYP121. The molecular basis of C/N-nutrient signaling also remains 
unclear. We identified three calcineurin B-like (CBL)-interacting protein kinases (CIPKs) as key 
regulators of the C/N-nutrient response. Further analyses showed that these CIPKs are required for 
ATL31 phosphorylation and stabilization, which mediates the degradation of 14-3-3 in response to C/N
 conditions in Arabidopsis. These findings provide new insights into C/N-nutrient signaling mediated
 by protein phosphorylation.

研究分野：農学

キーワード： ユビキチンリガーゼ　栄養学　膜交通　蛋白質　植物
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
 

(1)タンパク質の適切な発現，修飾及び分解
は，真核細胞のさまざまな機能維持に重要で
ある。ユビキチン（Ub）化を含むタンパク質
の様々な修飾は，それぞれの機能に直結した
情報をタンパク質に付与する。ユビキチンに
よるタンパク質の修飾反応（以下，ユビキチ
ン化）では，標的タンパク質の多くは，ポリ
ユビキチン化され，最終的にはプロテアソー
ムによって認識され分解を受ける。ユビキチ
ン化の生化学的反応は，E1，E2，E3（ユビキ
チンリガーゼ）という３つの酵素を介する生
化学的カスケードによって行われる。植物で
は，1,200 をこえる E3 が存在している。ヒト
の約2倍にあたるこのような多様性の理由と
しては，動くことのできない植物がE3を様々
なセンサーとして用いることで環境の変化
に適応しているのではないかとの仮説があ
る。 
 
(2)申請者は，一貫して植物のユビキチン-プ
ロテアソームシステムの新規機能性につい
ての研究を進めてきた。これまでに，植物プ
ロテアソームは，i) 葉などの器官サイズ制
御に関与すること [Plant J. 2009]，ii) 遺
伝子サイレンシングに関与すること [PLoS 
ONE 2012]；また，ユビキチンリガーゼ ATL31
に関しては，iii) 栄養素代謝調節に関与す
ること [Plant J. 2009]，iv)病原体抵抗性
に関与すること [Plant Mol. Biol. 2012]，
v) そのユビキチン化標的として14-3-3タン
パク質があること [Plant J. 2011]，等を明
らかにした。これらの知見は，植物の環境適
応に関する上記仮説を裏付けるものとなっ
た。本計画では， ATL31 の膜局在性に着目し，
細胞の内と外の情報受容・伝達制御に ATL31
がどのように関与するかについて検討した。 
 
２． 研究の目的 
 
(1)植物膜局在型ユビキチンリガーゼATL31の
機能を解明するためには，まずユビキチン化
の標的となる基質タンパク質の同定が必須で
ある。IP-MS の常法に従い相互作用タンパク質
の道程とその生化学的解析を通して，ATL31
の機能性の解明に努めた。 
 
３． 研究の方法 
 
「植物膜局在ユビキチンリガーゼの機能性」
という視点を基軸として，本研究では，下記
３研究を効率よく実施，遂行した。 
(1) 膜交通を介した ALT31 の植物免疫制御 
(2) ATL31標的タンパク質14-3-3の基質特異
性を介した C/N 応答制御 
(3) ATL31 のリン酸化修飾と C/N 応答制御 
 
４． 研究成果 
 

(1) 膜交通を介した ALT31 の植物免疫制御 
（雑誌論文 11） 
植物の二大栄養素である糖（炭素源，C）と
窒素（N）の代謝はクロストークしている。そ
のため，環境や生育段階に応じて互いの量的
バランス（C/N）を適切に制御することは，植
物の健全な生育のみならず，病原体への抵抗
反応にも重要である。申請者らはこれまでに
シロイヌナズナを用いて，C/N 制御因子であ
るユビキチンリガーゼ ATL31 が，病原性細菌
への抵抗性にも機能していることを発見した。 
申請者らは，ATL31 の新規相互作用因子と
して細胞膜局在型SNAREであるSYP121を同定
した。この syp121 変異体は，atl31 変異体と
同様に，C/N ストレスに過剰応答しました。
SYP121 は，うどんこ病菌が植物葉に侵入する
部位に特異的に集合することで，侵入のバリ
アーとなる特殊な細胞壁である「パピラ」の
形成に重要なはたらきを示す。そこで，ATL31
のうどんこ病菌感染時の細胞内局在を観察し
たところ，通常時は細胞膜にのみ局在してい
る ATL31 が，SYP121 と同様にうどんこ病菌侵
入部位に集合している様子が観察された（図
上）。次に，うどんこ病菌への抵抗性を検証し
た結果，ATL31 過剰発現体（35S-ATL31）は
syp121変異体とは逆に侵入率が低下しており
（図下），それはパピラ形成の速度が増加して
いた。これらのことから，ATL31 は SYP121 と
ともにパピラ形成に関与しており，その結果，
C/N 応答のみならず，うどんこ病菌への抵抗
性に重要なはたらきをもっていることを明ら
かにした。 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図.うどんこ病菌侵入時の ATL31 の細胞内局
在。赤：細胞壁及びうどんこ病菌。緑：
ATL31-GFP。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



図.変異株のうどんこ病菌侵入率。 
 
(2) ATL31標的タンパク質14-3-3の基質特異
性を介したC/N応答制御 （雑誌論文13） 
モデル植物であるシロイヌナズナを用いて，
C/N 応答の分子機構解明に取り組んできた。
これまでの解析から，ユビキチンリガーゼ
ATL31が 14-3-3 タンパク質のユビキチン化と
それに伴うタンパク質分解を介して，C/N 応
答を制御していることを明らかにした。 
本研究では，ATL31 のリン酸化が 14-3-3 タ
ンパク質のユビキチン化制御に重要であるこ
とを明らかにした。申請者らはまず，ATL31
と 14-3-3 タンパク質の相互作用解析および
ATL31のリン酸化解析を実施した。その結果，
ATL31 の C末領域に存在する 4か所のセリン/
スレオニン残基のリン酸化が，14-3-3 タンパ
ク質との結合に必須であることを突き止めた。
そこで，これらのセリン/スレオニン残基を全
てアラニンに置換した変異型 ATL31 の過剰発
現株（35S-ATL31-4A）を作出し，その影響を
解析した。野生型（WT）に比べ，野生型 ATL31
過剰発現株（35S-ATL31）では高 C/低 N 条件
下における 14-3-3 タンパク質の蓄積が抑制
され，生育阻害が緩和した。しかし，変異型
35S-ATL31-4Aはこのような表現型を示さなか
った。一方，低 C/高 N条件下では各植物体間
で表現型に差はみられなかった。これらの結
果は，ATL31 のリン酸化は 14-3-3 タンパク質
のユビキチン化とそれに伴うタンパク質分解
を介した C/N 応答制御に必須であることを示
している。また，35S-ATL31 における 14-3-3
タンパク質蓄積の抑制は，高 C/低 N条件下で
のみみられたことから，ATL31 のリン酸化は
高 C/低 N 条件下では促進し，対照的に低 C/
高 N 条件下では抑制されていることが予想さ
れた。 

 
図. ATL31 による 14-3-3 タンパク質のユビキ
チン化制御のモデル。 
 
(3) ATL31 のリン酸化修飾と C/N 応答制御 
（雑誌論文１） 
植物の炭素/窒素バランス「C/N」シグナル
の上流シグナル伝達因子として，Ca2+依存性

リン酸化酵素 CIPK7/12/14 を同定した。
cipk7/12/14変異体はC/Nストレス下での植
物の成長が著しく低下することから，重要な
因子であることが示された。さらに，詳細な
タンパク質機能解析から，これら CIPKs が既
報の C/N 応答制御因子ユビキチンリガーゼ
ATL31 を直接のリン酸化標的とし，ユビキチ
ン化標的タンパク質との結合を促進してい
ることを明らかにした。本研究で得られた知
見から，植物の C/N 栄養シグナルの統合に
Ca2+シグナルが関与し，その受容体である
CBL-CIPK キナーゼ複合体が C/N 応答制御の
上流シグナル伝達機構の分子実態として機
能することが明らかになった。 

 
図. C/N 応答におけるリン酸化修飾を介した
ATL31 による制御の全容。 
 
(4)その他の主要な成果 
 
① ATL31 関連遺伝子導入植物を用いて，高
CO2 条件下での応答実験を実施した。高
CO2（780 ppm）条件下では，野生型にお
いて老化の促進が観察されるが，ATL31
過剰発現体ではその抑制が，また
ATL31KO 変異体ではその亢進が観察でき
た。これにより，ATL31 が C/N 応答だけ
でなく，CO2/N 応答にも関与することを
証明した。また，その老化に関与する転
写因子 WRKY53 の同定に成功した。（雑誌
論文 10，12） 
 
② ATL31 遺伝子の転写制御について検討す
るため，転写調節因子 WRKY33 について
検討した。その結果，WRKY33 が病原体感
染時のATL31遺伝子発現制御に直接的に
作用することを証明した。（雑誌論文 5）。 
 
③ 植物の C/N 応答解明のため，C/N 応答変
異体のスクリーニングを実施した。その
結果，新たな変異体cni2-Dを単離した。
この変異体は，植物ホルモン ABA のシグ
ナル伝達に関与する ABI1 遺伝子が過剰
発現していた。詳細な解析の結果，ABI1
は，ABA の生合成やシグナル伝達に関与
するだけでなく，それとは独立して，C/N
応答にも関与していることを証明した。 
（雑誌論文７）。 
 
④ ユビキチンリガーゼATLファミリーの機
能解析として，ATL31 ATL6 二重変異体の
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解析を実施した。2 重変異体では，発芽
初期の本葉の黄化が観察された。詳細な
解析の結果，クロロフィル前駆体である
5-アミノレブリン酸合成の阻害が原因
であることを明らかにした。（雑誌論文
６）。 
 
⑤ 多機能タンパク質 14-3-3 は，植物の糖
（炭素）と窒素代謝に重要な酵素群を制
御することが知られている。本研究では，
形質転換トマトを用いたプロテオミク
ス解析を行なうことで，トマトの果実形
成に関わる 14-3-3 標的酵素群を網羅的
に同定した。その結果，多数の糖・窒素
代謝制御酵素群が翻訳後リン酸化修飾
と 14-3-3 結合を介した機能制御を受け
ることが明らかとなった。これにより，
トマト果実の収量および栄養成分を最
適化するための新たな技術基盤の創出
につながることが期待される。（雑誌論
文３）。 
 
⑥ 植物の窒素同化は，特に硝酸イオンの同
化は植物の成長に重要であり，またそれ
自身がシグナル物質として細胞内の遺
伝子発現を制御することで，個体の成長
に大きく影響する。本研究では，硝酸応
答性の遺伝子発現マスターレギュレー
ターである転写因子NLPの新規標的遺伝
子として BTB 型ユビキチンリガーゼ
BT1/2 を同定した。さらに，外性プロモ
ーターによるBT2過剰発現によりnlp機
能抑制変異体の成長阻害が回復するこ
とから，BT タンパク質が植物の成長制御
に重要な硝酸シグナル伝達因子である
ことを明らかにした。（雑誌論文２）。 
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種類：特許 
番号：特許願 2014-176848 号 
出願年月日：平成 26 年 9月 1日 
国内外の別：国内 
 
名称：不定根発生誘導剤及び根系発達促進
剤 
発明者： 山口淳二，眞木祐子，副島洋，谷
野圭持，綿引雅昭，佐藤長緒 
権利者：同上 
種類：特許 
番号：特許願 2016-191025，2016-191026 
出願年月日：平成 28 年 3月 25 日 
国内外の別：国内 
 
○取得状況（計 0 件） 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://www.sci.hokudai.ac.jp/CSF2-web/ 
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