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研究成果の概要（和文）：真菌の細胞壁成分であるキチンは、植物の細胞膜上に存在する受容体によって認識さ
れ、受容体の細胞内ドメインと相互作用するシグナル伝達系因子を経て、防御応答を誘導する。本研究では、研
究代表者が同定したシロイヌナズナのキチン受容体相互作用因子が、キチンで誘導される防御応答の制御に重要
な役割を果たすことを明らかとした。また、この相互作用因子が受容体からリン酸化修飾を受けることが明らか
となり、このリン酸化が相互作用因子の活性化に影響することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Chitin is a major component of fungal cell wall and induces various defense 
responses in plants. After the perception of chitin by the cell surface receptor, chitin-induced 
immune signaling is activated through the receptor-interacting proteins. In this study, it was 
revealed that a novel receptor interacting protein, which was identified by this researcher, 
contributes to chitin-induced defense responses. In addition, this interacting protein was 
phosphorylated by the CERK1 kinase domain. This phosphorylation was suggested to play a role in 
activating the interacting protein.

研究分野： 農学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 植物の病害応答機構に関する研究はその
農業的および生物学的重要性から様々な研
究が進められてきた。中でも微生物が共通し
て持つ分子パターン(MAMPs)認識に基づく防
御応答は、植物の免疫機構において重要な役
割を果たおり、注目を集めている分野である
(Boller et al., 2009)。 
 我々の研究グループでは、真菌由来の代表
的な MAMP であるキチンに着目し、研究を進
め、イネにおいては受容体である CEBiP と受
容体様キナーゼである OsCERK1、さらにシロ
イヌナズナにおいては受容体キナーゼであ
る CERK1 を世界に先駆けて同定してきた（図
1, Kaku et al., 2006, Miya et al.,2008, 
Shimizu et al., 2010）。 
 

 
イネにおいては細胞内ドメインを持たな

いCEBiPがキチンを直接結合すると、OsCERK1
と協調してシグナル伝達を起動する。一方で、
シロイヌナズナにおいてはCERK1が単独でキ
チン認識からシグナル伝達の起動までを担
うことが可能と考えられている(Shinya et 
al., 2012)。従って、イネ、シロイヌナズナ
のいずれにおいてもOsCERK1/CERK1が細胞内
シグナル伝達の起点となる分子であると考
えられる (図 2)。 
 

 
また我々を始めとし、世界の複数のグルー

プの研究から、病原菌が感染の為に免疫応答
の抑制およびかく乱に用いるエフェクター
はキチンの受容体やその直下の因子を標的
としている例が複数報告されており、我々の
同定した受容体によるキチン認識が病原菌
と植物の攻防の第一線として機能している
ことが示されている（Gimenez-Ibanez et al., 

2009, de Jonge et al., 2010, Yamaguchi et 
al., 2013）。さらに、CERK1 や CBEiP ホモロ
グが細菌由来のペプチドグリカン認識や、防
御応答と相反する共生応答へも関与するこ
とが示されており(Willmann ete al., 2011, 
Nakagawa et al., 2011) 、CERK1 は広範囲の
植物－微生物相互作用に関与する重要な因
子であることが考えられる。しかしながら、
キチンを認識したCERK1がどのように活性化
し、シグナル伝達を起動するのか、特に受容
体から最初に情報を受け取るべき相互作用
因子に関する知見はほとんどなかった。 
また病原菌の感染現場においては局所的

な防御応答が誘導され、免疫応答に関わる因
子が感染部位に集中して機能することが示
唆されている。このことや防御応答の負の調
節の重要性などから、CERK1 に関しても細胞
膜上での量的な調節や局在化の制御を受け
る可能性が示唆されてきた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、自身の進めてきた先行研究の
中で、シロイヌナズナ CERK1 細胞内ドメイン
の相互作用候補因子として酵母ツーハイブ
リット法(Y2H 法)を用いた解析から単離され、
さらに機能欠損変異体を用いた解析からキ
チン誘導性の防御応答関連遺伝子の発現誘
導を負に制御していることが見出された、ユ
ビキチンリガーゼ PUB4 のキチンシグナル伝
達における役割を明らかとすることを目指
した。 
また、CERK1 の活性化機構の解析の過程で

CERK1 がユビキチン化修飾を受けていること
を見出しており、CERK1 のユビキチン化によ
る制御機構の存在が示唆された。このユビキ
チン鎖には、CERK1 の分解制御や局在制御に
関与すると考えられる複数のユビキチン鎖
が含まれていた。このことから CERK1 をユビ
キチン化する PUB は複数存在し、それぞれが
異なる制御を行っていることが考えられた。
そこで、Y2H 法から得られていた PUB4 以外の
ユビキチンリガーゼの中から、CERK1 のユビ
キチン化に関与すると考えられる因子を同
定し、CERK1 の分解や細胞内動態制御への関
与を検討することとした。 
これらによって、キチン受容体直下のシグ

ナル伝達機構と受容体の細胞内動態制御に
関わる新たな知見を得ることを目指した。 
 

３．研究の方法 
1) シロイヌナズナキチン受容体CERK1相互
作用因子 PUB4 のキチン応答制御における役
割の解析 
① これまで進めてきた先行研究の中で
PUB4 がキチン誘導性の防御応答関連遺伝子
の発現誘導を負に制御していることを見出
してきた。そこで、まず複数アリルの pub4
変異体を用い、他の防御応答指標(MAPK カス
ケードの活性化、カロース蓄積、活性酸素生
成)に与える影響を評価した。 

図 1 代表的な MAMP とその受容体 

図 2 シロイヌナズナとイネのキチン認識



② またこれまでに報告されたPUBシリーズ
は生体内で相同性の高い分子と相補的に機
能することが報告されていたことから、PUB4
に関しても相同性の最も高い PUB2 との二重
変異体を作出し、キチン誘導性の防御応答に
与える影響を評価した。 
③ 上記①および②で得られた防御応答指
標に関する結果が、PUB4 の変異に由来するこ
とを明確にするために、ゲノム断片を導入し
た PUB4 相補形質転換体を作出し、防御応答
指標の解析を行った。 
④ PUB4 のキチンシグナル伝達における機
能を明確にするために、真菌および細菌に対
する抵抗性検定を行った。 
⑤ 上記①から④の研究の過程で、pub4変異
体における植物ホルモンの異常蓄積が示唆
された。そこで、pub4変異体における植物ホ
ルモンの一斉分析および、マーカー遺伝子の
発現レベルの解析を、定量 PCR を用いて行っ
た。 
 
2) PUB4 の細胞内局在解析および in vivo 相
互作用解析 
① 植物の成長制御に関する他のグループ
の報告から、PUB4 は細胞質に局在することが
示されていた。しかし、膜タンパク質である
CERK1 と相互作用する場合、原形質膜上への
局在も考えられる。そこで、N. benthamiana
一過性発現系を用い、PUB4 の細胞内局在を解
析した。 
② 同じく N. benthamiana 一過性発現系を
用いた BiFC 法によって、生体内での CERK1
と PUB4 の相互作用を検討した。Y2H 法による
解析では、PUB4 は正常な CERK1 細胞内ドメイ
ンと相互作用し、キナーゼの活性中心に変異
を加えた不活性型の CERK1 細胞内ドメイン
(CERK1(KD)-cyt)とは相互作用を示さなかっ
たことから、BiFC 法においても同様に、正常
な CERK1 全長および CERK1(KD)全長との相互
作用解析を行った。 
 
3) PUB4 による CERK1 のユビキチン化解析 
① PUB4 のユビキチン化ターゲット候補と
して CERK1 が想定された。そこで PUB4 によ
る CERK1のユビキチン化の有無を検討する為、
in vitroユビキチン化アッセイ系を構築した。 
② PUB4によるCERK1ユビキチン化の有無を
検討した。 
 
4) CERK1キナーゼドメインによるPUB4リン
酸化解析 
① 受容体キナーゼである CERK1 は PUB4 を
リン酸化して制御する可能性が考えられた。
大腸菌発現リコンビナントタンパク質を用
い、CERK1 細胞内ドメインから PUB4 へのリン
酸化の有無を検討した。 
② CERK1からPUB4へのリン酸化が認められ
たことから、PUB4 のリン酸化部位の同定を
LC/MS/MS によって行った。 
③ 同定したリン酸化部位を、データベース

を用いた構造予測上に配置し、その機能を推
定した結果、CERK1 による PUB4 のリン酸化が
PUB4 の活性に寄与することが示唆された。そ
こで、3)で構築した in vitro ユビキチン化
アッセイ系において、リン酸化の意義を評価
した。 
 
5) CERK1 をユビキチン化する PUB の探索 
① われわれの先行研究から、CERK1 が生体
内での複数種のユビキチン化修飾を受ける
ことが見出されていた。このことから、PUB4
以外にも複数の PUBが CERK1 のユビキチン化
に関与することが考えられた。そこで、すで
にY2Hスクリーニングから得られていた相互
作用候補因子がCERK1ユビキチン化に関与す
るかを in vitro ユビキチン化アッセイ系に
よって検討した。 
 
6) CERK1 のユビキチン化による制御機構の
解析 
① ユビキチン化による量的制御の可能性
を検討するために、CERK1 特異抗体を用いた
CERK1 検出系を構築した。 
② 上記①の実験を補完する為にタグ付き
CERK1 を発現する形質転換体の作出を行った。 
③ 細胞内局在解析に向けて GFP タグ付き
CERK1 形質転換体の作出を行った。 
④ PUB4およびCERK1をユビキチン化する新
規 PUB の変異体背景に、タグ付き CERK1 を発
現する形質転換体を作出した。 
 
４．研究成果 
1) シロイヌナズナキチン受容体CERK1相互
作用因子 PUB4 のキチン応答制御における役
割の解析 
 複数アリルの pub4 変異体および相同性の
高い PUB2 との二重変異体を用い、すでに明
らかとなっていたキチン誘導性の活性酸素
生成以外の防御応答指標に対する PUB4 の機
能を解析した。その結果、PUB4 は指標とした
防御応答によって正と負の異なる方向に制
御することが示唆された。また、作出したゲ
ノム断片を導入した形質転換体を用いて相
補実験を行ったところ、これまで pub4 変異
体で示された表現型が、PUB4 の変異に由来す
るものであることが示された。さらに、pub4
変異体を用いて、真菌および細菌に対する抵
抗性検定を行った。その結果から、真菌抵抗
性に関しては PUB4 が正に寄与すること、一
方で細菌に対する抵抗性には負に制御する
ことが示された。ここまでの結果は、PUB4 が
キチン誘導性の防御応答および病原菌に対
する抵抗性において、機能する重要な因子で
あることを示している。 
 防御応答の指標によって PUB4 の機能が異
なるように見える原因について検討した結
果、pub4変異体では一部の遺伝子発現が、定
常状態から亢進していることが示唆され、防
御応答に関与する植物ホルモンの異常蓄積
が疑われた。そこで、pub4変異体における植



物ホルモンの内在量を、一斉分析によって解
析した。その結果、pub4変異体では、定常状
態から１つのホルモンの高蓄積が示唆され
た。そこで、このホルモンに対するマーカー
として広く用いられている遺伝子の発現レ
ベルを定量 PCR によって解析した。結果、マ
ーカー遺伝子の定常状態からの高発現が確
認され、一斉分析の結果を裏付けた。このこ
とから、pub4変異体における植物ホルモンの
異常蓄積が一部の防御応答指標に影響を及
ぼした可能性が強まった。 
 また、pub4 変異体で、PUB4 の本来の機能
とは異なる異常な植物ホルモンの蓄積が生
じ、一部の防御応答指標に影響を与えたとい
う知見は、PUB4 以外の遺伝子を対象とした場
合にも起こり得る現象であり、関連分野に注
意すべき課題を提唱した。 
 
2) PUB4 の細胞内局在解析および in vivo 相
互作用解析 
 N. benthamiana一過性発現系を用いた解析
から、GFP 融合型の PUB4 が、先に報告されて
いた細胞質だけでなく、原形質膜にも存在す
ることが示された。 
 次に BiFC 法による解析からは PUB4 と
CERK1 が生体内でも相互作用をすることが確
認された。またこの相互作用が活性型の
CERK1とのみ認められ、不活性型のCERK1(KD)
とは相互作用を示さなかった。このことは
PUB4がキチンを認識して活性化したCERK1と
相互作用することを示唆した。 
 
3) PUB4 による CERK1 のユビキチン化解析 
 CERK1 ユビキチン化解析に向けて、PUB4 お
よび CERK1(WT/KD)細胞内ドメインの大腸菌
発現系を構築した。構築された発現系から得
られた PUB4 のリコンビナントタンパク質を
用い、in vitro ユビキチン化アッセイ系の構
築を行った。結果、PUB4 の自己ユビキチン化
を検出することができる様になったが、この
際共存したCERK1のユビキチン化は確認され
なかった。しかし、本研究で用いた実験系で
は、PUB4 に適したユビキチン化関連酵素(E2)
が用いられているとは限らず、CERK1 をユビ
キチン化するか否かを断定することはでき
ない。PUB4 が CERK1 をユビキチン化するかに
関しては今後の課題の１つである。 
 
4) 3)で構築した発現系で作製したCERK1細
胞内ドメインおよび PUB4 タンパク質を用い
て、in vitro のリン酸化アッセイを行ったと
ころ、PUB4 が CERK1 によってリン酸化修飾を
受けることが示された。そこでこのリン酸化
部位を LC/MS/MS によって同定したところ、
リン酸化による PUB4 の活性制御が示唆され
た。そこで、構築した in vitro ユビキチン
化アッセイ系を用いて、CERK1 によるリン酸 
化が PUB4 の活性に与える影響を評価した。
その結果、CERK1 によってリン酸化された
PUB4 は、ユビキチン化活性を亢進することが

示された。この PUB4 の活性化が PUB4 の自己
ユビキチン化に寄与するのか、トランスユビ
キチン化に関与するのかについては、今後の
課題である。 
 
5) CERK1 をユビキチン化する PUB の探索 
 研究当初から、CERK1 をユビキチン化する
PUB が複数存在することが想定された。本研
究の中で in vitro ユビキチン化アッセイ系
が構築できたことから、Y2H 法で得られてい
た CERK1 相互作用候補因子である PUBを大腸
菌で発現させ、CERK1 に対するユビキチン化
の有無を検討した。その結果、1 つの PUB が
CERK1 をユビキチン化する可能性が示唆され
た。今後は、詳細なユビキチン化アッセイ、
さらに生体内での機能評価を進めて行く必
要性がある。 
 
6) CERK1 のユビキチン化による制御機構の
解析 
 CERK1 のユビキチン化による量的制御、

動態制御解析の為に必要となる各種タグ付
きCERK1を発現する形質転換体の作出に成功
した。また、本研究で研究対象としてきた
PUB4 および、CERK1 をユビキチン化すると示
唆された新規の PUB、それぞれの変異体背景
にもタグ付きCERK1を発現する形質転換体を
作出した。 
さらに、これまで長期に渡り研究グループ

内で検討してきた、CERK1 特異抗体による生
体内のCERK1を検出する実験系が構築できた。 
 
 本研究によって、当初の計画にあった PUB4
のキチンシグナル伝達系における機能の明
確化を進め、さらに CERK1 をユビキチン化す
ると考えられる新規のPUBを同定することが
できた。また、併せて将来的に研究を深化さ
せるのに必要となる形質転換体の作出まで
進めることができたことから、今後、本研究
を基とした、より一層の解析が進むことが期
待される。 
さらに、CERK1 による PUB4 のリン酸化が、

PUB4 のユビキチン化活性に関与することが
強く示唆されている。この様な事例を、リン
酸化部位を同定した上に解析をしている例
は極めて少なく、今後の発展が期待できる。 
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