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第1章  序論 

植物は環境中の細菌やカビ、ウイルスなどの病原体に常にさらされている。しかし、

植物側は、体内への病原菌の侵入を検知し、速やかに防御応答を誘導することで、病原

体による感染から身を守っている。植物の防御応答は、細胞膜上の受容体が、Pathogen-

associated molecular patterns (PAMPs)と呼ばれる病原菌の構成成分を検知することに

よって引き起こされる(Jones & Dangl, 2006)。PAMPsによって誘導される防御応答は、

Pattern-triggered immunity (PTI)と呼ばれ、活性酸素種(ROS)や抗菌性物質の生産、防御

応答関連遺伝子の発現制御、細胞壁でのカロースの蓄積などが引き起こされる(図 1) 

(Jones & Dangl, 2006)。また植物は、病原菌の感染によって誘導される内在性のエリシ

ターや自身の細胞壁断片を認識することによって防御応答を誘導する(Yamaguchi & 

Huffaker, 2011)。このような植物由来のエリシターは Damage-associated molecular 

patterns (DAMPs)と呼ばれ、PAMPs と同様の防御反応を示すことが知られている。

PAMPsや DAMPsを認識する受容体は、Pattern-recognition receptors (PRRs)と呼ばれ、

その多くは Receptor-like kinases (RLKs)、または Receptor-like proteins (RLPs) である

(Macho & Zipfel, 2014)。RLKsは、細胞外に PAMPsなどのリガンドを認識するための

ドメインを、細胞内にはシグナル伝達にかかわるキナーゼドメインを持っている

(Macho & Zipfel, 2014)。一方、RLPsは RLKsと同様に、リガンドの認識に関わるドメ

インを細胞外に持っているが、細胞内ドメインは欠損している(Macho & Zipfel, 2014)。 

これまでに、様々な PAMPs について、特異的に認識する受容体が同定されている。

シロイヌナズナ FLS2は、細胞外ドメインに leucine-rich repeat (LRR)を持つ RLKであ

り、細菌のべん毛タンパク質を構成するペプチド断片である flg22を認識する(Chinchilla 

et al., 2006)。また、FLS2と同じ LRR-RLKである EFRは、翻訳伸長因子である EF-Tu

のペプチド断片(elf18)を認識する受容体であることが知られている(Zipfel et al., 2006)。

さらに、DAMPs として機能するペプチド断片として知られる Pep は、PAMPs に応答

して誘導され、LRR-RLK である PEPR1/2 によって認識されることで防御応答を引き

起こす (Yamaguchi & Huffaker, 2011)。また、LRR-RLKである BAK1は、FLS2、EFR

および PEPR の共受容体として機能していることが知られている(Macho & Zipfel, 

2014)。FLS2と BAK1は、flg22を認識する際に、細胞外ドメインを介してヘテロオリ

ゴマーを形成し、細胞内のキナーゼドメインを介してお互いをリン酸化することで活性

化していると考えられる(Chinchilla et al., 2007)。また、PEPR1/2も Pepを認識する際

に BAK1と複合体を形成することが報告されており、受容体の活性化に必要であると考

えられる(Tang et al., 2015)。 
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一方、糖質結合モジュールである lysine motif (LysM)を細胞外に持つシロイヌナズナ

AtCERK1 および LYK5 は、真菌の細胞壁構成成分であるキチンの受容体として機能し

ている (Liu et al., 2012; Cao et al., 2014)。また、LysM ドメインを持つ RLP である

LYM1/LYM3は、細菌由来のペプチドグリカンの認識において、AtCERK1と協調的に働

いていることが報告されている(Willmann et al., 2011)。AtCERK1は LysMドメインを

持っているにもかかわらず、キチンやペプチドグリカンに対する結合能が非常に低いこ

とから、共受容体がリガンドを直接認識し、AtCERK1 が細胞内へシグナルを伝達する

役割を担っていると考えられる(Willmann et al., 2011; Cao et al., 2014)。 

イネにおいてもシロイヌナズナと同様の機構でキチンおよびペプチドグリカンを認

識している。AtCERK1のオルソログである OsCERK1は、LysM-RLP である CEBiPと

複合体を形成することでキチン認識に機能している (Kaku et al., 2006; Shimizu et al., 

2010)。また、AtLYM1/3のオルソログである LYP4/6は、ペプチドグリカンを直接認識

し、OsCERK1を介してシグナル伝達していることが報告されている(Liu et al., 2012)。

OsCERK1もまた、キチンやペプチドグリカンに対する結合能が低いことから、シロイ

ヌナズナと同様に、共受容体がリガンドの認識を担っていると考えられる。このように、

様々な PRR においてヘテロオリゴマーを形成することが報告されており、PAMPs 認

識における共通の受容体活性機構であることが予想される。 

リガンドを認識した PRRは、細胞内ドメインを介して下流へとシグナルを伝達する。

PRRの下流では、mitogen-activated protein kinase (MAPK)カスケードと呼ばれるシグ

ナル伝達系が重要な役割を果たしていることが知られている(Rasmussen et al., 2012)。

MAPKカスケードは、MAPKK Kinase (MAPKKK) - MAPK Kinase (MAPKK) - MAPKか

ら構成される、リン酸化を介したシグナル伝達モジュールである(図 1)。MAPK カスケ

ードを構成する 3種のタンパク質は、動物や酵母などの幅広い生物種において保存され

ており、シロイヌナズナにおいては、MAPKKK : 80、 MAPKK : 10、 MAPK : 20の遺

伝子がそれぞれ存在している(Jonak et al., 2002)。イネにおいても、MAPKKK：75、

MAPKK : 8、MAPK : 17の遺伝子が存在しており、MAPKカスケードを介したシグナル

伝達経路は非常に複雑なネットワークによって構成されていると予想される(Ichimura 

et al., 2002)。また、flg22やキチンなどの様々な PAMPsに応答して、MAPKが活性化

されることが知られており、MAPKカスケードが植物の防御応答に関わるシグナル伝達

において非常に重要な役割を担っていると考えられる(Rasmussen et al., 2012)。 

植物が PAMPsを認識することで防御応答を誘導する一方で、病原菌はエフェクター

と呼ばれるタンパク質を宿主細胞内へ注入し、防御応答を抑制することで感染に有利な
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状況を作り出している。病原菌は複数のエフェクターを保有しており、活性もさまざま

である。宿主細胞内に注入されたエフェクターは、防御応答に関与する重要な因子を標

的として、特異的にその働きを阻害する(図 1) (Cui et al., 2009)。これまでに様々なエフ

ェクターが同定されており、そのエフェクターの持つ活性および阻害機構が明らかとな

っている。Pseudomonas syringaeの持つ AvrPtoBは、ユビキチンリガーゼとして機能

し、FLS2 や EFR、CERK1 の分解を促進するとともに、キナーゼ阻害剤として BAK1

の活性を阻害することが報告されている (Gimenez-Ibanez et al., 2009; Abramovitch et 

al., 2006; Gohre et al., 2008; Cheng et al., 2011)。また、HopAO1は、キナーゼ阻害剤

として EFRの活性を阻害する(Macho et al., 2014)。これらのエフェクターによって、

PAMPsによって誘導される MAPKの活性化が低下することも明らかとなっている。さ

らに、MAPK カスケードを直接標的とするエフェクターも報告されている。

Pseudomonas syringae の HopAI1は、MPK3/6を脱リン酸化することによって、flg22

による防御応答を抑制する(Zhang et al., 2007)。このように、病原菌のエフェクターに

よって、MAPKの活性化が抑制されることからも、MAPKカスケードが植物の防御応答

に重要な役割を果たしていると考えられる。 

MAPKカスケードは、植物の防御応答を誘導する上で非常に重要なシグナル伝達系で

あるが、PRRからのシグナルがどのように MAPKカスケードへ伝達されているかは明

らかにされていなかった。そこで本研究では、シロイヌナズナとイネのキチン応答時に

おけるMAPKカスケードへのシグナル伝達機構を明らかにすることを目的とした。  
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図 1. 植物の免疫応答誘導モデル 

PAMPs を認識した PRR は細胞内にシグナルを伝達し、Rboh を介した ROS 生産や抗菌

性物質の生産などの防御応答を誘導する。また、PRRの下流では、MAPKカスケードが重

要なシグナル伝達経路として機能している。一方病原菌は、エフェクタータンパク質を宿

主細胞内へ注入し、植物側の因子の働きを阻害することで、防御応答を抑制する。 
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第2章  シロイヌナズナのキチン応答における MAPKカスケード活性化機構 

 緒言 

MAPK カスケードは、PRR の下流で機能する重要なシグナル伝達モジュールとして

知られているが、PRRからのシグナルがどのように MAPKカスケードへ伝達されてい

るかは明らかになっていない(Couto & Zipfel., 2016)。シロイヌナズナでは、flg22や elf18、

キチンなどの PAMPsによって、MAPKである MPK3/4/6/11の活性化が誘導されること

が知られている(Rasmussen et al., 2012)。これまでに、MPK4の上流にはMAPKKであ

る MKK1/2 が機能していることが報告されている。さらに、flg22 によって誘導される

MPK4の活性化にはMAPKKKであるMEKK1が必要であることも明らかとなっており、

FLS2 の下流では、MEKK1-MKK1/2-MPK4 から構成される MAPK カスケードが機能し

ていることを示している(図 2-1) (Asai et al., 2002)。一方、MPK3/6の上流では MKK4/5

が機能していることが知られている(Rasmussen et al., 2012)。しかし、MEKK1 は

MPK3/6 の活性化には関与しないことが報告されており、MKK4/5-MPK3/6 の上流で機

能するMAPKKKは同定されていない(図 2-1) (Suarez-Rodriguez et al., 2007)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

図 2-1. シロイヌナズナの免疫応答におけるシグナル伝達経路 

PRR の下流では、MEKK1-MKK1/2-MPK4 および MKK4/5-MPK3/6 から構成される 2 つの

MAPKカスケードが機能している。しかし、MKK4/5 の上流で機能する MAPKKKは同定さ

れていない。 
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近年、Receptor-like cytoplasmic kinase (RLCK)ファミリーに属するタンパク質が、

PRR の下流におけるシグナル伝達に重要な役割を担っていることが明らかとなってき

ている。シロイヌナズナの RLCK の一つである BIK1 は、flg22 や elf18、 Pep の応答

に関与していることが知られている。BIK1 は FLS2/BAK1 や EFR/BAK1 と共に複合体

を形成し、flg22および elf18に応答してリン酸化される (Lu et al., 2010; Zhang et al., 

2010; Liu et al., 2013)。また、BSK1や PBL1などの RLCKも flg22に応答してリン酸

化されることが報告されている (Lu et al., 2010; Zhang et al., 2010)。さらに、FLS2や

EFRによってリン酸化された BIK1が、NADPHオキシダーゼである RBOHDをリン酸

化することで、免疫応答における ROS生産を直接制御していることが明らかとなった

(Kadota et al., 2014; Li et al., 2014)。これらのことから、RLCKが受容体から細胞内へ

の情報伝達を担う重要な因子であると考えられる。しかし、BIK1 や PBL1 の機能欠損

変異体では、flg22に応答した MAPKの活性化に影響が見られないことから、MAPKカ

スケードへのシグナル伝達には他の因子が関与していると考えられる(Lu et al., 2010; 

Zhang et al., 2010)。また、PEPR1/2の下流においても、Pepによって MAPKの活性化

が誘導されることが知られている(Yamaguchi & Huffaker., 2011)。Pep応答において、

bik1/pbl1 二重欠損変異体では MAPK の活性化が低下していることから、PEPR から

MAPK へのシグナル伝達にはこれらの RLCK が関与していることを示している

(Yamada et al., 2016a)。 

 シロイヌナズナにおけるキチン認識は、受容体である CERK1/LYK5 複合体が担って

いる。また、CERK1/LYK5 の下流では、キチンに応答した MAPK の活性化が誘導され

る (Miya et al., 2007)。このことから、CERK1/LYK5からのシグナルはMAPKカスケー

ドへ伝達されていると考えられるが、そのメカニズムは明らかになっていない。我々は

これまでに、RLCK ファミリーに属する PBL27 が CERK1 によるシグナル伝達に重要

な役割を果たしていることを明らかにしている(Shinya et al., 2014)。pbl27機能欠損変

異体では、キチンに応答した MAPK の活性化が低下したことから、キチンシグナル伝

達経路において、PBL27 が CERK1 と MAPK カスケードを繋ぐ因子であることが示唆

された(Shinya et al., 2014)。そこで本章では、PBL27と相互作用する MAPKKKの同定

を行い、キチンシグナル伝達経路における機能を明らかにすると共に、MAPKカスケー

ドの活性化機構を明らかにすることを目的とした。 
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 実験方法 

2-1. ベクターの作成 

それぞれの DNA 断片を、表 2-1 に示したプライマーを用いた PCR によって増幅し

た。増幅した DNA断片を、pENTR/D-TOPO (Invitrogen)に導入した。PBL27、 MAPKKK5、

MKK4、MKK5の各アミノ酸置換変異体は、表 2-1に示したプライマーを用いた PCRに

よる site-directed mutagenesis 法により作成した。タンパク質発現用ベクターとして、

pENTR/D-TOPO に導入した DNA 断片を制限酵素処理によって切り出し、pCold ベク

ター(Takara)に導入した。Nicotiana benthamiana を用いた一過的発現系に用いるベク

ターとして、pENTR/D-TOPOに導入した MAPKKK5を pGWB5へ、PBL27を pGWB14

へLRクロナーゼ(Invitrogen)を用いたLR反応により導入した(Nakagawa et al., 2007)。

また、BiFC 解析用のベクターとして、MAPKKK5 を pDEST-GWVYNE へ、PBL27 を

pDEST-GWVYCEへそれぞれ LR反応により導入した(Gehl et al., 2009)。酵母 Two-hybrid

法に用いるベクターとして、MAPKKK5を pVP16 (prey)、PBL27を pBTM116 (bait)へ

それぞれ LR反応により導入した。 

 

表 2-1 ベクター作成に用いたプライマー配列 

ベクター構築 

プライマー名 配列(5'-3') 

BIK1-F  CACCATGGGTTCTTGCTTCAGTTCTC 

BIK1-R  CTACACAAGGTGCCTGCCAAAAGG 

PBL27-F CACCATGAGTGGGTGTTTGCCTTG 

PBL27 ⊿stop-R GTCATTTGTACTATCAAAGCTG 

pMAPKKK5-F CACCGCATCGTTAAGTATGTTGTTACTTC 

pMAPKKK5-R GAGAAGAAGAAGGAGACGAGAACGAG 

MAPKKK5-Full-F CACCATGCGTTGGCTTCCGCAAATC 

MAPKKK5-Full ⊿stop-R AAGGTGATCTGAAGTGACGCCCG 

MAPKKK5-Full-R TCAAAGGTGATCTGAAGTGACGCC 

 

酵母 Two-hybrid法 

プライマー名 配列(5'-3') 

PBL27-F CACCATGAGTGGGTGTTTGCCTTG 

PBL27-R  TCAGTCATTTGTACTATCAAAGCTG 

MAPKKK5-F  CACCATGCGTTGGCTTCCGCAAATCT  
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MAPKKK5-R  CTAAAGGTGATCTGAAGTGAC  

MAPKKK5-N-R  CTACTGGGAATTCATTGGGAATGA  

MAPKKK5-KD-F  CACCCCGAGGTTGTCTACTGATGTT  

MAPKKK5-KD-R  CTATTGAGAGACATCACTGTTGC  

MAPKKK5-C-F  CACCATGGCATCTATGTTGCTAGAACACCGGTT  

 

タンパク質発現 

プライマー名 配列(5'-3') 

Kpn1-PBL27-F CACCGGTACCATGAGTGGGTGTTTGCCTTG 

Sal1-PBL27-R CAGCTGTCAGTCATTTGTACTATCAAAGCTG 

Nde1-MAPKKK5-Full-F CACCCATATGATGCGTTGGCTTCCGCAAATC 

Sal1-MAPKKK5-Full-R GTCGACTCAAAGGTGATCTGAAGTGACGCCC 

Sal1-MAPKKK5-N-R GTCGACTCACTGGGAATTCATTGGGAATGAATC 

Nde1-MAPKKK5-KD-F CACCCATATGTGGAAGAAAGGGAAGCTAATAGG 

Sal1-MAPKKK5-KD-R GTCGACTCATAGGAACCGGTGTTCTAGCA 

Nde1-MAPKKK5-C-F CACCCATATGATGGCATCTATGTTGCTAGAACACC 

Nde1-MKK4-F CACCCATATGAGACCGATTCAATCGCCTC 

Xho1-MKK4-R CTCGAGCTATGTGGTTGGAGAAGAAGACGAG 

Nde1-MKK5-F CACCCATATGAAACCGATTCAATCTCCTTC 

Xho1-MKK5-R CTCGAGCTAAGAGGCAGAAGGAAGAGGACG 

 

Site-directed mutageesis 

プライマー名 配列(5'-3') 

PBL27 K112E-F ATAGTAGCTGTTGAACAGCTTGATCGAAAC 

PBL27 K112E-R TCGATCAAGCTGTTCAACAGCTACTATCTG 

PBL27 S244, T245, T250A-F AACACATGTGGCTGCTCGTGTGAT 

PBL27 S244, T245, T250A-R AATAACCATAAGCGCCCATCACACGAGC 

MAPKKK5K375M-F TGTGTGCGATGATGGAAGTTGAGCTATTTC 

MAPKKK5K375M-R GGAAATAGCTCAACTTCCATCATCGCACAC 

MAPKKK5S617A, S622A-F CCAACCTCACCAGCTAACAGTGATGTCGCTCAATTA 

MAPKKK5S617A, S622A-R 
TTAAATAATTGAGCGACATCACTGTTAGCTGGTGAG

G 

MAPKKK5S658A, S660A-F TCCTCAGAGGCTGAAGCTGGGCAACAG 

MAPKKK5S658A, S660A-R CTGCTGTTGCCCAGCTTCAGCCTCTGAG 
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MAPKKK5T677A, S685A -F 
CTAACAGGAGCTGTGAACCGTCTGTCTCCTCGTGC

TACTCTGGA 

MAPKKK5T677A, S685A -R 
CCTCCAGAGTAGCACGAGGAGACAGACGGTTCACA

GCTCCTGTTA 

MKK4K108R-F GTGATATACGGTAACCACGAGGAGACT 

MKK4K108R-R CTCGTGGTTACCGTATATCACTCTAAGTGC 

MKK4T224A, S230A-F 
CTTGGCTCAGGCTATGGATCCGTGTAATGCTTCTG

TTGG 

MKK4T224A, S230A-R 
GGTTCCAACAGAAGCATTACACGGATCCATAGCCT

GAGCC 

MKK5K99R-F GTGATTTACGGAAACCACGAAGATACCG 

MKK5K99R-R CTTCGTGGTTTCCGTAAATCACTCTGAGAGC 

MKK5T215A, S221A-F 
GGCACAAGCTATGGATCCTTGTAATGCTTCTGTTG

G 

MKK5T215A, S221A-R 
CCAACAGAAGCATTACAAGGATCCATAGCTTGTGC

C 

 

 

2-2. 植物材料と生育条件 

シロイヌナズナの植物を明所:16時間、暗所:8時間のサイクルで生育した。T-DNA挿入

に よ る mapkkk5 機 能 欠 損 変 異 体  (mapkkk5-1 (SAIL_1219_E11), mapkkk5-2 

(SALK_122847))は、Arabidopsis Biological Resource Centerから得た。形質転換植物を

作成するために、MAPKKK5のプロモーターにMAPKKK5のcDNAを繋いだコンストラク

ト (pMAPKKK5::MAPKKK5)およびMAPKKK56xAの cDNAを繋いだコンストラクト

(pMAPKKK5::MAPKKK56xA)をpENTR/D-TOPOへクローニングし、pGWB10へLR反応に

より導入した。MAPKKK5を導入したpGWB10をAgrobacterium tumefaciens (EHA101)

へエレクトロポレーション法により形質転換した。形質転換したAgrobacteriumの菌液

をつぼみにかけ、mapkkk5-1に感染させた。 
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2-3. MAPK活性化解析 

シロイヌナズナの種子を、1%スクロースと0.1%アガロースを含むMGRL培地に播種

し、明所：16時間、暗所：8時間のサイクルで8日間生育した。植物体を、10 µM キチ

ン ((GlcNAc)7)を含むMGRL液体培地に浸した。処理後の植物体を液体窒素で凍らせた。

回収した植物体を破砕し、抽出Buffer (50 mM Tris–HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 10% 

glycerol, 5 mM DTT, 2.5 mM NaF, 1.5 mM Na3VO4, 1× complete EDTA-free protease 

inhibitor cocktail (Roche), 2% (v/v) IGEPAL CA-630 (MP Biomedicals))に懸濁し、タン

パク質を抽出した。MAPKの活性化は、抗 p44/42 MAPK抗体を用いたウエスタンブロ

ッティングにより解析した。 

 

2-4. 酵母 Two-hybrid法 

MAPKKKを導入した pVP16および PBL27を導入した pBTM116を酵母（L40）に形

質転換した。形質転換した酵母を選抜するために、生育に必要なウラシル、トリプトフ

ァン、ロイシンを含まない培地 (-UWL)上で、30℃、3 日間生育した。生育が見られた

コロニーを、-UWL 液体培地で培養し、菌液をヒスチジン合成阻害剤である 3-AT (3-

amino-1,2,4-triazol)を加えた-UWLH 培地(ヒスチジンを含まない)にスポットした後、

30℃、3日間生育させた。 

 

2-5. N. benthamianaの葉における一過的発現 

PBL27および MAPKKK5を導入したベクターを Agrobacterium tumefaciens (C58)に

形質転換した。形質転換した Agrobacterium を液体培養した後、遠心分離によって菌を

回収した。回収した菌を懸濁 Buffer (10 mM MgCl2, 10 mM MES-NaOH (pH5.6))に懸濁

し、150 µM アセトシリンゴンを加え、暗所で 3時間静置した。4週齢の N. benthamiana

を使用し、1ml 針無しシリンジを用いて、菌液を葉の裏側から浸潤させた。 

アグロバクテリウムを感染させた葉をコルクボーラーでくり抜き、液体窒素で凍らせ

た。凍らせた葉をステンレスビーズで破砕し、抽出 Buffer (50 mM Tris–HCl (pH 7.5), 

150 mM NaCl, 10% glycerol, 5 mM DTT, 2.5 mM NaF, 1.5 mM Na3VO4, 1× complete 

EDTA-free protease inhibitor cocktail (Roche), 2% (v/v) IGEPAL CA-630 (MP 

Biomedicals))で懸濁した後、氷上で 1時間静置した。その後、10000 rpm、4℃、5分間

遠心分離し、上清をタンパク質抽出液として回収した。 

膜画分を回収するために、液体窒素で凍らせた葉を破砕した後、抽出 Buffer (20 mM 

Tris-HCl (pH7.5), 0.33 M スクロース, 1 mM EDTA, 1× complete EDTA-free protease 

inhibitor cocktail (Roche), 0.1%メルカプトエタノール)で懸濁した。懸濁液を 2000 g、 
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4℃、5分間遠心分離し、上清を回収した(全画分)。回収した上清を 36000rpm、4℃、1

時間遠心分離し、上清を可溶性画分として回収した。沈殿を、膜抽出 Buffer (50 mM Tris–

HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 10% glycerol, 5 mM DTT, 2.5 mM NaF, 1.5 mM Na3VO4, 

1× complete EDTA-free protease inhibitor cocktail (Roche), 2% (v/v) IGEPAL CA-630 

(MP Biomedicals))で懸濁し、氷上で 1時間静置した。その後、15000rpm、4℃、10分

間遠心分離し、上清を膜画分として回収した。回収したタンパク質は、各抗体を用いた

ウエスタンブロッティングにより検出した。 

 

2-6. リコンビナントタンパク質の精製 

PBL27、MAPKKK5、MKK4、MKK5 を導入した pCold ベクターを大腸菌に形質転換

し、低温誘導により発現させた。誘導後の大腸菌を回収し、抽出 Buffer (80 mM Tris-HCl 

(pH 7.5), 4 mM EDTA, 4 mM DTT, 150 mM NaCL, 1x complete EDTA-free protease 

inhibitor cocktail (Roche))に懸濁した後、超音波破砕した。GSTを融合したタンパク質

は、glutathione sepharose 4B (GE Healthcare)で精製し、50 mM グルタチオンで溶出

した。 

 

2-7. in vitroリン酸化実験 

 反応 Buffer (50 mM HEPES (pH 7.6), 10 mM MgCl2, 100 µM ATP, 1 mM DTT)に、精

製したリコンビナントタンパク質をそれぞれ 1 µg ずつ加えた。リン酸化反応は、反応

Bufferに 0.4 µl (4 µCi)の[γ-32P] ATPを加え、25℃で 1時間反応させた。溶液に 6xサン

プル Buffer (350 mM Tris-HCl, 35 mM DTT, 30%グリセリン, 60 mM DTT, 60 µM ブロモ

フェノールブルー(BPB) )を 1x になるように加え、室温で 10 分間静置し、リン酸化反

応を停止させた。反応後のサンプルを、ポリアクリルアミドゲル電気泳動により分離し

た。リン酸化によるバンドは、FLA-7000 imaging analyzer (FujiFilm)を用いて検出した。 
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 結果 

3-1. CERK1による PBL27リン酸化解析 

我々はこれまでに、キチン認識受容体として知られる CERK1と相互作用する細胞内

因子として、RLCKである PBL27 (At5g18610)を同定した(Shinya et al., 2014)。CERK1

による PBL27の活性化機構を明らかにするために、[γ-32P]ATPを用いた in vitroリン酸

化解析を行った。解析を行うにあたり、GST を融合した OsCERK1 の細胞内ドメイン

(OsCERK1:IC)および PBL27 のタンパク質を、大腸菌発現系を用いて作成した。また、

PBL27 は自己リン酸化活性を持っているため、ATP 結合部位である Lys-112 を Glu に

置換することで活性を失くした変異体(PBL27K112E)を用いた。解析の結果、CERK1の細

胞内ドメインが PBL27を直接リン酸化することが明らかになった(図 2-2 A) (Shinya et 

al., 2014) 。 

RLCK ファミリーに属するシロイヌナズナ BIK1 やイネの OsRLCK185 はそれぞれ、

受容体である FLS2/BAK1および OsCERK1によって、活性化ループ内に保存されてい

る 3つの Ser/Thr残基がリン酸化される (Lu et al., 2010; Zhang et al., 2010; Yamaguchi 

et al., 2013)。このことから、PBL27もまた、CERK1によって活性化ループがリン酸化

されると考えられた。BIK1 や OsRLCK185 とのアミノ酸配列を比較した結果、PBL27

の Ser-244、Thr-245、Thr-250 が CERK1 によってリン酸化されると予想された(図 2 

B)。そこで、これらのアミノ酸残基を Ala に置換した変異体(PBL27K112E, 3xA)を作出し、

in vitroにおけるリン酸化実験を行った。その結果、PBL27K112E, 3xAでは CERK1による

リン酸化が顕著に低下した(図 2-2 C)。これらのことから、PBL27 は CERK1 によって

直接リン酸化されることで活性化すると考えられる。 
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3-2. PBL27と相互作用する MAPKKKの探索 

pbl27機能欠損変異体では、キチンに応答したMAPKの活性化が低下することから、

PBL27がMAPKカスケードの最上流に位置するMAPKKKへ直接シグナルを伝達してい

ることが示唆された（Shinya et al., 2014）。そこで、酵母Two-hybrid法を用いて、PBL27

と相互作用するMAPKKKの同定を試みた。香川大学の市村和也准教授から分譲して頂

いたベクターを用いて、MEKKファミリーに属する21個のMAPKKKとPBL27との相互作

用解析を行った。また、解析に用いたMAPKKKは、全長(FL)および、N末端ドメイン、

キナーゼドメイン(KD)、C末端ドメインに分けられていた。MAPKKKが導入された

図 2-2. CERK1による PBL27リン酸化解析 

GST タグを融合した CERK1 と PBL27 を、[γ-32P] ATP を含む Buffer 中で反応させ、オ

ートラジオグラフィーにより解析した。 

A) in vitroにおいて、CERK1 は PBL27を直接リン酸化する。 

B) RLCKの活性化ループのアミノ酸配列の比較。BIK1および OsRLCK185において受

容体からリン酸化されるアミノ酸残基を赤枠で示した。これらのアミノ酸は PBL27

においても保存されている。 

C) PBL27の活性化ループ内の Ser/Thrを Alaに置換すると、CERK1によるリン酸化が

低下する。IC：細胞内ドメイン、CBB: Coomassie brilliant blue. 

A C 

B 
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pVP16 (prey)、 PBL27が導入されたpBTM116 (bait)の各ベクターを酵母に形質転換し、

ヒスチジン合成阻害剤である5 mM 3-ATを加えた-UWLH培地上で培養した。その結果、

MAPKKK3 (At1g53570)のKDおよびMAPKKK5 (At5g66850)のC末端ドメインとPBL27

を形質転換した酵母において、培地上での生育が認められた（図2-3）。これは、

MAPKKK3およびMAPKKK5がPBL27と相互作用することを示している。 

 

  

図 2-3. 酵母 Two-hybrid法による PBL27と MAPKKKとの相互作用解析 

MAPKKKを pVP16 (prey)、PBL27を pBTM116 (bait)にそれぞれ導入し、酵母に形質転

換した。形質転換した酵母を、5 mM 3-AT(ヒスチジン合成阻害剤)を加えた-UWLH (U:

ウラシル、W:トリプトファン、L:ロイシン、H:ヒスチジンを含まない培地)上で生育さ

せた。FL:全長 N:N末端ドメイン KD:キナーゼドメイン C:C末端ドメイン 



 

15 

 

次に、MAPKKK5がキチン応答に関与しているかどうかを調べるために、T-DNAが挿

入されたmapkkk5機能欠損変異体を2系統作出した (mapkkk5-1 (SAIL_1219_E11), 

mapkkk5-2 (SALK_122847))。mapkkk5-1は2番目のエキソンに、mapkkk5-2は三番目の

エキソンにT-DNAが挿入されていた(図2-4 A)。これらの変異体にキチンを処理し、処理

後0分、5分、10分におけるMAPKの活性化を、MAPKのリン酸化抗体を用いたウエスタ

ンブロッティングにより解析した。野生型(WT)では、キチン処理後にMAPKのリン酸化

レベルの上昇が見られた(図2-4 B)。これに対して、mapkkk5機能欠損変異体では、2つ

の系統の両方でMPK3/4/6のリン酸化が顕著に低下していた（図2-4 B）。一方、mapkkk3

機能欠損変異体ではMAPKの活性化レベルに有意な差は見られなかった（図2-4 C）。以

上の結果から、MAPKKK5はキチンシグナル伝達に重要な役割を果たしており、PBL27

がCERK1からのシグナルをMAPKKK5へ伝達していることが示唆された。 

 

 

  

A 

B 

C 
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3-3. 細胞内における PBL27と MAPKKK5との相互作用解析 

MAPKKK5 の細胞内局在を解析するために、GFP を融合した MAPKKK5 に、カリフ

ラワーモザイクウイルス 35S(CaMV35S)プロモーターを繋いだコンストラクトを作成

した。アグロバクテリウムを用いて、Nicotiana benthamianaの葉で MAPKKK5-GFPを

一過的に発現させ、感染 38 時間後の葉から膜画分と可溶性画分を回収し、ウエスタン

ブロッティングによるタンパク質の検出を行った。可用性画分と膜画分を分離できてい

るかを確認するために、細胞膜に局在するアクアポリンである PIP1の抗体を用いたウ

エスタンブロッティングを行った。その結果、膜画分でのみ PIP1が検出された(図 2-5 

A)。また、アスコルビン酸ペルオキシダーゼである細胞質局在型 EAP1は、可用性画分

でのみ検出されたことから、各画分を分離できていることが確認できた(図 2-5 A)。次

に、抗 GFP抗体を用いたウエスタンブロッティングを行った結果、MAPKKK5-GFPは

可溶性画分と膜画分の両方で検出された(図 2-5 A)。また、MAPKKK5-GFPを発現させ

た葉を用いて、GFPの蛍光観察を行った結果、細胞質と細胞膜で蛍光が見られた(図 2-

5 B)。さらに、1 M NaCl を処理し、原形質分離を引き起こした後に再度観察を行った結

果、細胞壁から剥がれた細胞膜上で強い蛍光が見られた(図 2-5 B)。これらの結果から、

MAPKKK5は細胞質と細胞膜の両方に局在すると考えられる。 

 

  

図 2-4. mapkkk3およびmapkkk5機能欠損変異体における MAPK活性化解析 

A) MAPKKK5の遺伝子構造モデル。T-DNAの挿入位置は矢印で示している。黒の Box

はエキソンを示す。 

B) mapkkk5 機能欠損変異体におけるキチン応答時の MAPK 活性化解析。mapkkk5-1 

(SAIL_1219_E11), mapkkk5-2 (SALK_122847)の 2 系統において、キチン処理後 0

分、5分、10分のサンプルを、MAPKリン酸化抗体を用いたウエスタンブロッティ

ングにより解析した。 

C) mapkkk3機能欠損変異体におけるキチン応答時の MAPK活性化解析 
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細胞内における相互作用解析を行うために、N.benthamianaの葉において HAタグを

付加した PBL27と MAPKKK5-GFPおよび GFPをそれぞれ共発現させ、ウエスタンブ

ロッティングによりタンパク質の検出を行った。その結果、MAPKKK5-GFP と共発現

することで PBL27-HAのタンパク質量が著しく減少することが分かった(図 2-6 A)。そ

こで、MAPKKK5 の ATP 結合部位として予想される Lys-375 を Met に置換した、不活

性型 MAPKKK5 (MAPKKK5K375M)を作出した。MAPKKK5K375M-GFP との共発現では、

PBL27-HAのタンパク質量の低下は見られなかった(図 2-6 A)。そこで、MAPKKK5K375M

を用いて、bimolecular fluorescence complementation (BiFC)法による PBL27との細胞

内相互作用解析を行った。蛍光タンパク質であるVenusのN末端側をMAPKKK5K375M、

C末端側を PBL27に融合させたコンストラクト(MAPKKK5K375M-Vn : PBL27-Vc)を作成

した。アグロバクテリウムを用いて、これらのタンパク質をタバコの葉で一過的に発現

させた後、蛍光観察を行った。その結果、PBL27-Vc と MAPKKK5K375M-Vn を共発現さ

A B 

図 2-5. MAPKKK5の細胞内局在解析 

A) ウエスタンブロッティングによる MAPKKK5-GFPの検出。N.benthamiana の葉にア

グロバクテリウムを感染させ、感染後 38時間の葉からタンパク質を抽出した。PIP1

は膜マーカー、EAP1は細胞質マーカーとして使用した。 

T :全画分 S :可溶性画分 M :膜画分 

B) MAPKKK5-GFP の蛍光観察。アグロバクテリウムの感染後 38 時間で観察した。原

形質分離は 1 M NaClの処理によって誘導した。Scale bar=50 µm 
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せた細胞において Venusの蛍光が見られた(図 6 B)。さらに、1 M NaClを処理した後に

再度観察を行った結果、原形質分離により剥がれた細胞膜上で強い蛍光が見られた(図

2-6 B)。一方、FLS2/BAK1の下流で機能する BIK1と MAPKKK5K375Mを共発現させた細

胞では蛍光は見られなかった(図 2-6 B)。これらの結果から、MAPKKK5 と PBL27は細

胞膜上で特異的に相互作用することが明らかになった。 

  

A B 

図 2-6. in vivoにおける PVL27と MAPKKK5相互作用解析 

A) MAPKKK5-GFPと共発現させた際の PBL27-HAタンパク質量。MAPKKK5-GFP を

発現させると PBL27-HAのタンパク質量が減少する。 

B) BiFC 法による PBL27 と MAPKKK5 の相互作用解析。アグロバクテリウムを感染

後 38時間で観察を行った。Scale bar=50 µm 
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3-4. PBL27による MAPKKK5のリン酸化解析 

MAPKKK5は中央のキナーゼドメイン（KD）と機能未知の N末端および C末端ドメ

インを持っている（図 2-7 A）。酵母を用いた相互作用解析の結果、PBL27は MAPKKK5

の C 末端ドメインと特異的に相互作用することが明らかになった（図 2-7 B）。PBL27

は RLCK ファミリーに属するキナーゼであることから、MAPKKK5 をリン酸化するこ

とでシグナルを伝達していると考えられた。そこで、[γ-32P]ATP を用いた in vitro リン

酸化解析を行った。MAPKKK5-KD は自己リン酸化活性を持っているため、Lys-375 を

Met に置換した不活性型の MAPKKK5-KD (MAPKKK5-KDK375M)を作成した。GST を融

合した PBL27および MAPKKK5の各ドメインのタンパク質を、大腸菌発現系を用いて

精製した。ネガティブコントロールとして用いた GST、MAPKKK5 の N 末端ドメイン

および KD は PBL27 によるリン酸化が見られなかった(図 2-7 C)。これに対して、

MAPKKK5 の C 末端ドメインでは PBL27 による強いリン酸化が見られた(図 2-7 C)。

これらの結果から、PBL27が MAPKKK5の C末端ドメインを特異的にリン酸化するこ

とが明らかになった。 

  

A 
B 

C 
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3-5. MAPKKK5リン酸化部位の同定 

PBL27 による MAPKKK5 の活性化機構を明らかにするために、MAPKKK5 のリン酸

化部位の同定を試みた。MAPKKK5の C末端ドメインと PBL27のリコンビナントタン

パク質を in vitro において反応させ、質量分析計を用いて解析を行った結果、6 つのア

ミノ酸残基をリン酸化部位として同定した(図 2-8 A)。同定した 6 つのアミノ酸残基を

すべて Alaに置換した変異体(MAPKKK5-C6xA)を作成し、in vitroにおけるリン酸化実験

を行った。その結果、変異を加えていない MAPKKK5-Cと比較して、MAPKKK5-C6xAで

は PBL27 によるリン酸化が著しく低下した(図 2-8 B)。PBL27 による MAPKKK5 のリ

ン酸化が、キチンによって誘導される免疫応答に重要かどうかを明らかにするために、

mapkkk5 機能欠損変異体に MAPKKK56xA 遺伝子を導入した植物体 (MAPKKK56xA 

/mapkkk5)を作成した。MAPKKK56xA/mapkkk5 では、キチンによる MAPK の活性化が

顕著に低下していた(図 2-8 C)。これらの結果から、PBL27による MAPKKK5のリン酸

化が、キチン応答に重要な役割を果たしていることが明らかになった。また、同定した

6つのアミノ酸残基を一つずつ Alaに置換した変異体を作出し、in vitroにおいて PBL27

によるリン酸化を解析した結果、Ser-622を Alaに置換した変異体において、リン酸化

レベルの低下が見られた(図 2-8 D)。このことから、MAPKKK5 Ser-622が PBL27によ

るリン酸化に特に重要なアミノ酸残基であると考えられる。 

 

 

 

 

 

図 2-7. PBL27による MAPKKK5リン酸化解析 

A) MAPKKK5のモデル図。N:N末端ドメイン KD:キナーゼドメイン C:C末端ドメイ

ン 

B) 酵母 Two-hybrid法による PBL27と MAPKKK5の相互作用解析。2 mM 3-AT を含

む-UWLH培地上で酵母を生育した。 

C) PBL27 による MAPKKK5 リン酸化解析。GST タグを融合した PBL27 および

MAPKKK5の各ドメインのタンパク質を、[γ-32P] ATPを含む Buffer中で反応させ、

オートラジオグラフィーにより解析した。CBB: Coomassie brilliant blue 
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図 2-8. MAPKKK5リン酸化部位の同定 

A) MAPKKK5-C 末端ドメインのアミノ酸配列。赤文字で示したアミノ酸残基が今回同定

されたリン酸化部位を示している。 

B) PBL27による MAPKKK5-C6xAリン酸化解析。リン酸化部位をすべて Alaに置換するこ

とで、PBL27によるリン酸化が著しく低下する。 

A 

B 
C 

D 
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3-6. CERK1-PBL27-MAPKKK5 リン酸化シグナル伝達機構の解析 

酵母を用いた解析において、PBL27 と全長の MAPKKK5 との相互作用は見られなか

った(図 2-9 A)。また、MAPKKK5の N末端ドメインのみを欠損させたコンストラクト

である、MAPKKK5-KD:C とも相互作用しないことが明らかになった(図 2-9 A)。次に、

GST を融合した MAPKKK5-KD:C タンパク質を大腸菌内で発現させ、プロテアーゼ処

理によって GST タグを切断した MAPKKK5-KD:C を作成した。作成したタンパク質を

用いて、in vitroにおけるリン酸化実験を行った結果、PBL27は MAPKKK5の C末端ド

メインをリン酸化するのに対し、MAPKKK5-KD:Cへのリン酸化は見られなかった(図 2-

9 B)。これらの結果から、MAPKKK5の KDが PBL27と MAPKKK5の C末端ドメイン

との相互作用を阻害している可能性が示唆された。キチン応答時において、PBL27 は

CERK1によって直接リン酸化されることが明らかになっている(図 2-2 A,B) (Shinya et 

al., 2014)。このことから、CERK1による PBL27のリン酸化が、MAPKKK5へのリン酸

化に必要であることが考えられた。そこで、CERK1 の細胞内ドメインのタンパク質を

用いて、in vitroにおけるリン酸化解析を行った。その結果、CERK1存在下においての

み、PBL27による MAPKKK5-KD:Cのリン酸化が見られた(図 2-9 B)。また、MAPKKK5

のリン酸化部位をすべて Ala に置換した MAPKKK5-KD:C6xAでは PBL27 によるリン酸

化は見られなかったことから、MAPKKK5 の C 末端ドメインに特異的なリン酸化であ

ると考えられる(図 2-9 B)。図 2-2 に示したように、CERK1 は PBL27 の活性化ループ

をリン酸化する。このことから、PBL27は CERK1によってリン酸化されることで活性

化し、PBL27の活性化状態が MAPKKK5の C末端ドメインとの相互作用およびリン酸

化に重要であると考えられる。 

C) MAPKKK56xAを導入した mapkkk5 機能欠損変異体におけるキチン応答時の MAPK 活

性化解析。キチン処理後 0分、5分、10分における MAPKのリン酸化を、MAPK のリ

ン酸化抗体を用いたウエスタンブロッティングにより解析した。 

D) 各リン酸化部位を Ala に置換した MAPKKK5 における in vitro リン酸化解析。S622A 

変異体において PBL27によるリン酸化が顕著に低下している。 
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図 2-9. CERK1-PBL27-MAPKKK5 リン酸化シグナル伝達機構の解析 

A) (左) 酵母 Two-hybrid 法による PBL27 と MAPKKK5 の相互作用解析。0.5 mM 3AT

を含む-UWLH培地上で酵母を生育した。(右)解析に用いた MAPKKK5のモデル図。 

B) in vitroにおける PBL27による MAPKKK5-KD:Cリン酸化解析。CERK1と PBL27が

ともに存在する場合のみ MAPKKK5-KD:Cがリン酸化される。 

A 

B 
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3-7. MAPKKK5による MKK4/5のリン酸化解析 

MKK4/5 は、MPK3/6 の上流で機能する MAPKK であることが知られている。 

(Rasmussen et al., 2012)。mapkkk5機能欠損変異体において、キチン応答時の MPK3/6

の活性化が低下していたことから、MKK4/5が MAPKKK5の下流で機能することが考え

られた。そこで、MAPKKK5が MKK4/5をリン酸化するかどうかを調べるために、in vitro

リン酸化解析を行った。MAPKKK5の全長タンパク質を作成することができなかったた

め、GST タグを融合した MAPKKK5-KDを使用した。また、MKK4/5のリン酸化活性を

失くした不活性型 MKK4/5 (MKK4K108R/MKK5K99R)に GST を融合したタンパク質を作成

し、解析に用いた。解析の結果、MAPKKK5-KD 存在下において、MKK4/5 がともにリ

ン酸化されることが明らかになった(図 2-10 A)。MAPKKには S/TxxxxxS/T モチーフが

高く保存されており、モチーフ内の 2 つの Ser および Thr 残基がリン酸化されること

によって活性化することが報告されている(Ichimura et al., 2002)。MKK4/5においても

この活性化モチーフが高く保存されている。そこで、活性化モチーフ内の Ser/Thr残基

を Alaに置換した変異体を作出し、in vitroにおけるリン酸化解析を行った。その結果、

Ala 置換した MKK4/5 では共に、MAPKKK5 によるリン酸化が顕著に低下していた(図

2-10 B)。これらの結果から、MAPKKK5 は、MKK4/5 の活性化モチーフに保存された

Ser/Thr残基を特異的にリン酸化していると考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

A 
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  B 

図 2-10. MAPKKK5による MKK4/5リン酸化解析 

A) MAPKKK5-KD による MKK4/5 リン酸化解析。MKK4/5 は自己リン酸化活性も持つ

ため、活性を失くした変異体(MKK4K108R, MKK5K99R)を解析に用いた。 

B) 活性化モチーフ内の Ser/Thr 残基を Ala に置換した変異体では、MAPKKK5-KD に

よるリン酸化が著しく低下する。 
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 考察 

MAPKカスケードは、植物の免疫応答において重要なシグナル伝達系であることが知

られている。これまでに、flg22 やキチンなどの様々な PAMPs に応答して、MAPK の

活性化が誘導されることが報告されているが、PRRから MAPKカスケードへどのよう

にシグナルが伝達されているかは明らかにされていなかった。シロイヌナズナでは、キ

チンの認識受容体として CERK1/LYK5複合体が機能していることが知られている (Liu 

et al., 2012; Cao et al., 2014)。我々はこれまでに、RLCKファミリーに属する PBL27

が CERK1 と相互作用し、キチンに応答した MAPK の活性化に重要な役割を果たして

いることを明らかにしている(Shinya et al., 2014)。本研究において、PBL27と相互作用

する MAPKKK として MAPKKK5 を同定した(図 2-3)。mapkkk5 機能欠損変異体では、

pbl27機能欠損変異体と同様に、キチンによって誘導される MAPKの活性化が顕著に低

下していた(図 2-4)。この結果から、MAPKKK5 はキチンシグナル伝達経路で機能する

主要な MAPKKK であると考えられる。また、PBL27 は MAPKKK5 の C 末端ドメイン

を特異的にリン酸化することが明らかになった(図 2-7 C)。質量分析による解析の結果、

PBL27 によるリン酸化部位として、MAPKKK5-C 末端ドメインの 6 つのアミノ酸を同

定した(図 2-8 A)。これらのアミノ酸残基をすべて Ala に置換した MAPKKK5 遺伝子を

導入した植物体では、キチンに応答した MAPKの活性化が低下した(図 2-8 C)。このこ

とは、PBL27が MAPKKK5をリン酸化することによって MAPKカスケードへシグナル

を伝達していることを示している。RLCK である BIK1/PBL1 は、Pep 受容体である

PEPR1/2 によってリン酸化されることで防御応答を誘導することが報告されている

(Liu et al., 2013)。また、bik1/pbl1機能欠損変異体では、Pepによって誘導される MAPK

の活性化が低下することが明らかになった(Yamada et al., 2016a)。これらのことから、

受容体と MAPK カスケードを繋ぐ因子として、RLCK が機能していると考えられる。

一方、BIK1/PBL1 は、FLS2 や BAK1 の下流でも機能していることが知られている(Lu 

et al., 2010; Zhang et al., 2010)。しかし、これらの変異体では、flg22および elf18によ

る MAPK の活性化に影響が見られない。このことから、FLS2 や EFR の下流における

MAPK カスケードへのシグナル伝達には、未同定の RLCK が機能している可能性が考

えられる。 

酵母を用いた相互作用解析において、PBL27は全長の MAPKKK5および MAPKKK5-

KD:Cと相互作用を示さなかった(図2-9 A)。また、in vitroにおいて、PBL27はMAPKKK5-

KD:Cをリン酸化しなかったが、CERK1存在下においてのみ、MAPKKK5-KD:Cのリン

酸化が見られた(図 2-9 B)。このことは、MAPKKK5 のリン酸化には、CERK1 による
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PBL27 の活性化が必要であることを示している。実際、PBL27 の活性化ループ内に保

存された 3 つの Ser/Thr 残基を Ala に置換した変異体では、CERK1 によるリン酸化が

低下していたことから、PBL27 は CERK1 によってリン酸化されることで活性化する

と考えられる。また、キナーゼの持つ活性化ループは、リン酸化されることによって構

造変化が起こり、基質との親和性が上昇することが知られている(Huse & Kuriyan, 

2002)。このことから PBL27が CERK1によってリン酸化されることで、MAPKKK5の

C末端ドメインとの親和性が上昇しているのではないかと考えられる。 

in vitroにおける解析の結果、MAPKKK5-KDが MKK4/5をリン酸化することが明らか

になった (図 2-10 A)。このことは、MAPKKK5 が MKK4/5 に直接シグナルを伝達して

いることを示している。また、MAPKKは、活性化ループに保存された S/TxxxxxS/T モ

チーフ内の Ser/Thr がリン酸化されることで活性化することが知られている(Ichimura 

et al., 2002)。実際に、MKK4/5の S/TxxxxxS/T モチーフに保存された Ser/Thrを Aspに

置換した疑似リン酸化変異体(MKK4DD/MKK5DD)が、MAPK のリン酸化活性を上昇させ

ることが報告されている (Ren et al., 2002)。MKK4/5 のモチーフ内に保存された

Ser/Thrを Alaに置換した変異体では、MAPKKK5によるリン酸化が顕著に低下した(図

2-10 B)。これらのことから、キチンシグナル伝達経路における MKK4/5 の活性化は、

MAPKKK5からのリン酸化によって引き起こされていると考えられる。 

N.benthamiana を用いた BiFC 法による相互作用解析の結果、PBL27 と MAPKKK5

が細胞膜上で相互作用していることが明らかになった(図 2-6 B)。また、シロイヌナズ

ナのプロトプラストを用いた BiFC 解析においても、PBL27 と MAPKKK5 が細胞膜上

で相互作用することが明らかになっている(Yamada et al., 2016b)。PBL27は、CERK1

と細胞膜上で相互作用することが明らかとなっている(Shinya et al., 2014)。このことか

ら、CERK1/LYK5-PBL27-MAPKKK5 のシグナル伝達は細胞膜上で行われていると考え

られる。一方で、シロイヌナズナのプロトプラストを用いた、共免疫沈降法(Co-IP)によ

る相互作用解析の結果、キチンを処理すると、PBL27 と MAPKKK5 の相互作用が見ら

れなくなることが分かった(Yamada et al., 2016b)。さらに、プロトプラストを用いた

BiFC 解析の結果、MAPKKK5 と MKK4/5 が細胞質で相互作用することも明らかになっ

ている(Yamada et al., 2016b)。これらの結果から、PBL27 によってリン酸化された

MAPKKK5は、PBL27から離れて細胞質へと移行し、MKK4/5へシグナルを伝達してい

るのではないかと予想される。しかし、MAPKKK5の局在がキチン応答によって変化す

るかどうかは明らかになっていない。 

mapkkk5 機能欠損変異体では、MPK3/6 に加えて MPK4 の活性化の低下が見られた
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(図 2-4 B)。このことから、MAPKKK5が MPK4の上流でも機能していることが示唆さ

れた。MPK4の上流では、MAPKKである MKK1/2が機能していることが報告されてい

る(Asai et al., 2002)。プロトプラストにおける BiFC解析の結果、MAPKKK5と MKK1

との相互作用は認められなかったのに対し、MKK2と細胞質で相互作用することが明ら

かになった(Yamada et al., 2016b)。また、in vitro におけるリン酸化解析の結果、

MAPKKK5による MKK2の弱いリン酸化が見られた。しかし、MKK2の活性化モチーフ

内の Ser/Thr残基を Alaに置換することによる、MAPKKK5からのリン酸化の影響は見

られなかった(Yamada et al., 2016b)。このため、MAPKKK5が MKK1/2を直接活性化し

ているかについては明らかにすることができなかった。これらの結果から、キチンシグ

ナル伝達経路では、MAPKKK5が MKK1/2以外のMAPKKを介して、MPK4の活性を制

御している可能性が考えられる。 

pbl27 機能欠損変異体では、キチンに応答した MAPK の活性化が低下する一方で、

flg22によるMAPKの活性化が、野生型と比較して僅かに上昇する(Shinya et al., 2014)。

また、mapkkk5 機能欠損変異体でも、flg22 による MAPK の活性化の上昇が見られた

(Yamada et al., 2016b)。このことから、MAPKKK5が flg22シグナル経路における MAPK

カスケードに対して抑制的に機能していることが示唆された。シロイヌナズナでは、

MAPKKK である MKKK7 が FLS2/BAK1 複合体と相互作用し、flg22 応答に対するネガ

ティブレギュレーターとして機能していることが報告されている (Mithoe et al., 2016)。

このことから、MAPKKK5も MKKK7と同様に、FLS2/BAK1の下流ではMAPKに対す

るネガティブレギュレーターとして機能している可能性が考えられる。 

今回の結果から、シロイヌナズナのキチン応答において、CERK1/LYK5-PBL27-

MAPKKK5-MKK4/5-MPK3/6から構成される、リン酸化を介したシグナル伝達系が機能

していることが明らかになった。また、PBL27を含む RLCKが受容体から MAPKカス

ケードへのシグナル伝達に重要な役割を果たしていることが示唆された。MAPKカスケ

ードは、植物の防御応答だけでなく形態形成やホルモン応答においても重要な役割を果

たしている。MAPKKK である YODAは、胚発生や気孔の形成において重要な因子であ

ることが知られている(Bergmann et al., 2004; Musielak et al., 2014)。気孔の形成は、

RLKである ERECTA ファミリー受容体が、ペプチドホルモンである EPFs を認識する

ことで制御される (Lee et al., 2012)。これまでに、ERECTAの下流では、YODA-MKK4/5-

MPK3/6 から構成される MAPK カスケードが機能していることが報告されている

(Wang et al., 2007)。また、胚発生におけるシグナル伝達経路において、YODAの上流

では RLCKである SSPが機能しており、YODAの活性化に関与していると考えられて



 

29 

 

いる(Musielak et al., 2014)。これらのことから、植物の生育に関わる幅広い応答におい

て、受容体と MAPK カスケードを繋ぐ因子として RLCK が機能している可能性が考え

られる。 
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第3章  イネのキチン応答における MAPKカスケード活性化機構の解明 

 緒言 

イネにおけるキチン認識において、OsCERK1/CEBiP複合体が受容体として機能して

いる(Kaku et al., 2006; Shimizu et al., 2010)。また、OsCERK1/CEBiP の下流では、

OsMKK4-OsMPK3/6で構成されるMAPKカスケードが機能していることが報告されて

いる(Kishi-Kaboshi et al., 2010)。Osmpk6機能欠損変異体や、恒常的活性型の OsMKK4 

(OsMKK4DD)を一過的に発現させたイネの細胞では、モミラクトンを含むジテルペン型

のファイトアレキシン生合成に関わる遺伝子群の発現が大きく変動することが報告さ

れている(Kishi-Kaboshi et al., 2010)。このことから、OsMKK4-OsMPK3/6を介したシ

グナル伝達経路が、キチンに誘導される防御応答に重要であると考えられる。しかし、

OsMKK4の上流で機能する MAPKKKは同定されていない。 

我々はこれまでに、OsCERK1/CEBiPの下流で機能する細胞内因子として、PBL27の

イネのオルソログであるOsRLCK185を同定している。OsRLCK185はOsCERK1の細胞

内ドメインと相互作用し、キチンに応答してリン酸化される (Yamaguchi et al., 2013)。

また、OsRLCK185がキチンに応答したMAPKの活性化を制御していることも明らかと

なっている (Yamaguchi et al., 2013)。一方で、イネ白葉枯病菌 (Xanthomonas oryzae 

pv. oryzae (Xoo) )の持つエフェクターであるXopY (Xoo1488)は、OsRLCK185を標的と

してイネの防御応答を抑制する (Yamaguchi et al., 2013)。XopYは、OsCERK1による

OsRLCK185へのリン酸化を阻害し、下流のMAPKの活性化を抑制している(Yamaguchi 

et al., 2013)。このことから、イネのキチンシグナル伝達経路において、OsRLCK185が

非常に重要な役割を果たしていると考えられる。また、BIK1のイネのオルソログである

OsRLCK176が、CERK1/CEBiPの下流でキチンに応答したOsMPK3/6の活性化を制御し

ていることが報告されている (Ao et al., 2014)。これらの結果から、OsRLCK185/ 

OsRLCK176がCERK1/CEBiPからのキチンシグナルを、OsMKK4-OsMPK3/6から構成

されるMAPKカスケードへ伝達していると考えられた。また、イネのOsRLCK185、

OsMKK4およびOsMPK3/6がそれぞれ、シロイヌナズナのPBL27、MKK4およびMPK3/6

とオルソログの関係にあることから、イネとシロイヌナズナでは同様のキチンシグナル

伝達経路が保存されていると考えられた。そこで本章では、イネのキチンシグナル伝達

経路で機能するMAPKKKを同定し、OsRLCK185によるMAPKカスケードの活性化メカ

ニズムを明らかにすることを目的とした。 
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 実験方法 

2-1. ベクターの作成 

それぞれの DNA 断片を、表 3-1 に示したプライマーを用いた PCR によって増幅し

た。増幅した DNA断片を、pENTR/D-TOPO (Invitrogen)に導入した。OsMAPKKK11の

アミノ酸置換変異体は、表 3-1 に示したプライマーを用いた PCR による site-directed 

mutagenesis 法により作成した。タンパク質発現用ベクターとして、pENTR/D-TOPO

に導入した DNA 断片を制限酵素処理によって切り出し、pCold ベクター(Takara)に導

入した。N.benthamiana を用いた一過的発現系に用いるベクターとして、pENTR/D-

TOPO に導入した OsMAPKKK18 を LR 反応により pGWB5 へ導入した(Nakagawa et 

al., 2007)。また、BiFC解析用のベクターとして、OsMAPKKK18を pDEST-GWVYNEへ、

OsRLCK176 および OsRLCK185 を pDEST-GWVYCEへそれぞれ LR反応により導入し

た(Gehl et al., 2009)。酵母 Two-hybrid法に用いるベクターとして、OsRLCK185/176を

pBTM116 (bait)、OsMKK4/5を pVP16 (prey)、OsMAPKKK11/18を pVP16 と pBTM116

へそれぞれ LR 反応により導入した。RNAi による発現抑制変異体を作出するために、

OsMAPKKK11と OsMAPKKK18それぞれの DNA断片を PCRにより増幅した。増幅し

た DNA 断片を PCR により結合し、pENTR/D-TOPO に導入した後、LR 反応により

pANDAへ導入した(Miki and Shimamoto, 2004)。 

 

表 3-1 ベクター作成に用いたプライマー 

ベクター構築 

プライマー名 配列(5'-3') 

OsRLCK185-F CACCATGGGCTGCTTTCCGTGCTTC 

OsRLCK185-R TTACTCATTTGTACTATCAAAGCTGCC 

OsRLCK185 ⊿stop-R CTCATTTGTACTATCAAAGCTGCC 

OsRLCK176-F CACCATGGGGAATTGCTGGGGCGCCAAGAT 

OsRLCK176-R TTAAACCAGCCTCGCATTTGCGGGCTTC 

OsRLCK176 ⊿stop-R AACCAGCCTCGCATTTGCGGGCTTC 

OsMAPKKK11 full-F CACCATGCCATTAACCCTACGC 

OsMAPKKK11 full-R TTAGAACAGAGCCTCCTTTTC 

OsMAPKKK18 full-F CACCATGCGGTGGTGGAAGCGCTC 

OsMAPKKK18 full-R TTAGGTAGGCAGCTCGTCATGCTTC 

OsMAPKKK18 full ⊿stop-R GGTAGGCAGCTCGTCATGCTTC 
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酵母 Two-hybrid法 

プライマー名 配列(5'-3') 

OsMAPKKK11 Nter-R TTACTGACCAGCCACTGAGG 

OsMAPKKK11 KD-F CACCCCAAAATTATTCCCAG 

OsMAPKKK11 KD-R TTACGCAAATGAATGTATGGAACC 

OsMAPKKK11 Cter-F CACCGCAAGTGAGCTGTTGGAGCATC 

OsMAPKKK18 Nter-R TTACTGACCAGCCATTGAGGGTGC 

OsMAPKKK18 KD-F CACCCCAAAGTTGTTCCCGGAG 

OsMAPKKK18 KD-R TTAAGTGGGAGAATGTAAAGCACTG 

OsMAPKKK18 Cter-F CACCGCAAGCAAGTTGCTGGAGC 

OsMKK4-F CACCATGCGACCGGGCGGGCCGC 

OsMKK4-R TCATGACGGAGGCGGTGCGA 

OsMKK5-F CACCATGCGTGCGGGCGACATGCCGGGGCG 

OsMKK5-R TCACGACGATGGCGGCGGGGCGGCGA 

 

タンパク質発現 

プライマー名 配列(5'-3') 

NdeI-OsMAPKKK11 full-F CACCCATATGCCATTAACCCTACGCGCACG 

HindIII-OsMAPKKK11 full-R CGAAGCTTTTAGAACAGAGCCTCCTTTTC 

HindIII-OsMAPKKK11-Nter-R AAGCTTTTACTGACCAGCCACTGAGG 

NdeI-OsMAPKKK11-KD-F CACCCATATGCCAAAATTATTCCCAG 

HindIII-OsMAPKKK11-KD-R AAGCTTTTACGCAAATGAATGTATGGAACC 

NdeI-OsMAPKKK11-Cter-F CACCCATATGGCAAGTGAGCTGTTGGAGCATC 

NdeI-OsMAPKKK18 full F CACCCATATGCGGTGGTGGAAGCGCTC 

HindIII-OsMAPKKK18 full-R AAGCTTTTAGGTAGGCAGCTCGTCATGC 

HindIII-OsMAPKKK18-Nter-R AAGCTTTTACTGACCAGCCATTGAGGGTGC 

NdeI-OsMAPKKK18-KD-F CACCCATATGCCAAAGTTGTTCCCGGAG 

HindIII-OsMAPKKK18-KD-R AAGCTTTTAAGTGGGAGAATGTAAAGCACTG 

Ndel-OsMAPKKK18-C-F CACCCATATGGCAAGCAAGTTGCTGGAGC 

 

Site-directed mutageesis 

プライマー名 配列(5'-3') 

OsMAPKKK18K416R-F CTCTGTGTGCCATGCGCGAGGTCAACATAATTC 

OsMAPKKK18K416R-R CTATGTTGACCTCGCGCATGGCACACAGAGC 
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RNAi 

プライマー名 配列(5'-3') 

RNAi. OsMAPKKK11-F CACCTTGCAAACTCTCAGCGTAGTC 

RNAi. OsMAPKKK11-R TTTGGCCTTGGCATGATTGTTAGTGCA 

RNAi. OsMAPKKK18-F GCACTAACAATCATGCCAAGGCCAAATG 

RNAi. OsMAPKKK18-R CTAACCCTAAATAATATCTTACAAAGG 

 

 

2-2. 酵母 Two-hybrid法 

 それぞれの遺伝子を導入した pVP16および pBTM116を酵母（L40）に形質転換した。

形質転換した酵母を選抜するために、生育に必要なウラシル、トリプトファン、ロイシ

ンを含まない培地 (-UWL)上で、30℃、3 日間生育した。生育が見られたコロニーを、

-UWL 液体培地で培養し、菌液をヒスチジン合成阻害剤である 3-AT (3-amino-1,2,4-

triazol)を加えた-UWLH培地(ヒスチジンを含まない)にスポットした後、30℃、3日間生

育させた。 

 

2-3. 形質転換イネの作成 

pANDAベクターを Agrobacterium tumefaciens (EHA101)へ形質転換した。日本晴の

種子からカルスを作成し、pANDA を形質転換した Agrobacterium の菌液にカルスを浸

して感染させた。感染後のカルスを、ハイグロマイシンを含む培地上で培養し、選抜し

た。選抜したカルスを植物体に再生し、種子を得た。得られた種子から再びカルスを作

成し、培養細胞として液体培養した。 

 

2-4. MAPK活性化解析 

イネの培養細胞をR2S液体培地で25℃、3日間前培養した。培養細胞に2 µg/mlのキチ

ンを処理し、処理後の細胞を液体窒素で凍らせた。回収した培養細胞を、抽出Buffer (50 

mM Tris–HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 10% glycerol, 5 mM DTT, 2.5 mM NaF, 1.5 mM 

Na3VO4, 1× complete EDTA-free protease inhibitor cocktail (Roche), 1% SDS)に懸濁

し、タンパク質を抽出した。MAPKの活性化は、抗p44/42 MAPK抗体を用いたウエスタ

ンブロッティングにより解析した。 
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2-5. 遺伝子発現解析 

 イネの培養細胞に 2 µg/mlのキチンを処理した後、6時間後に回収し、液体窒素で凍

らせた。回収した細胞をステンレスビーズで破砕し、TRIzol (Invitrogen)を用いて RNA

を抽出した。抽出した RNAを DNase1 (Roche)で処理し、1 µg の RNAから PCRによ

り cDNA を合成した。合成した cDNA をテンプレートとし、表 3-2 に示したプライマ

ーを用いた Real-time PCRにより遺伝子発現を解析した。また、OsMAPKKK11の発現

量を Semi-RT-PCRにより解析した。 

 

表 3-2 遺伝子の発現解析に用いたプライマー 

Semi-RT-PCR 

プライマー名 配列(5'-3') 

Ubiquitin-F CACAAGAAGGTGAAGCTCGC 

Ubiquitin-R GCCTTCTGGTTGTAGACGTAGTAGG 

OsMAPKKK11-F ATGCCATTAACCCTACGCGCACG 

OsMAPKKK11-R TCAGGTGAAATCCGCGGAGATGAAG 

Quantitative-RT-PCR 

プライマー名 配列(5'-3') 

OsMAPKKK11-F CTCCTCGGTAGCGGCACAT 

OsMAPKKK11-R GCACAAAGAGCTCCAGTTTGC 

OsMAPKKK18-F GCCCAAAGCAGACGAATTTTAG 

OsMAPKKK18-R GCCATTGAGGGTGCATCAAC 

PBZ1-F GGTGTGGGAAGCACATACAA 

PBZ1-R GTCTCCGTCGAGTGTGACTTG 

OsPR10-F CCTCAGCCATGCCATTCAG 

OsPR10-R CTTGTCCACGTCCAGGAACTC 

Ubiquitin-F AACCAGCTGAGGCCCAAGA 

Ubiquitin-R ACGATTGATTTAACCAGTCCATGA 

 

2-6. ROS解析 

イネの培養細胞をプレートに移し、R2S培地を加え、25℃で一晩静置した。培地を除

き、0.5 mM L-012 (Wako Chem)、10 µg/ml HRPを含む R2S培地を新たに加えた。2 
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µg/ml のキチンを処理し、Mithras LB940 Multimode Microplate Reader (Berthold 

Technologies)を用いて ROSの生産量を検出した。 

 

2-7. N. benthamianaの葉における一過的発現 

OsRLCK185、OsRLCK176、OsMAPKKK18 を導入したベクターを Agrobacterium 

tumefaciens (C58)に形質転換した。形質転換した Agrobacteriumを液体培養した後、遠

心分離によって菌を回収した。回収した菌を懸濁 Buffer (10 mM MgCl2, 10 mM MES-

NaOH (pH5.6))に懸濁し、150 µM アセトシリンゴンを加え、暗所で 3時間静置した。

4週齢の N. benthamianaを使用し、1 ml 針無しシリンジを用いて、菌液を葉の裏側か

ら浸潤させた。 

 

2-8. リコンビナントタンパク質の精製 

OsRLCK185 および OsMAPKKK18 を導入した pCold ベクターを大腸菌に形質転換

し、低温誘導により発現させた。誘導後の大腸菌を回収し、抽出 Buffer (80 mM Tris-HCl 

(pH 7.5), 4 mM EDTA, 4 mM DTT, 150 mM NaCl, 1x complete EDTA-free protease 

inhibitor cocktail (Roche))に懸濁した後、超音波破砕した。GST を融合した OsRLCK185

は、glutathione sepharose 4B (GE Healthcare)で精製し、50 mM グルタチオンで溶出

した。また、Hisタグを付加した OsMAPKKK18 は、Metal Affinity Resin (TALON)を用

いて精製し、200 mMイミダゾールで溶出した。 

 

2-9. in vitroリン酸化実験 

反応 Buffer (50 mM HEPES (pH 7.6), 10 mM MgCl2, 100 µM ATP, 1 mM DTT)に、精製

したリコンビナントタンパク質をそれぞれ 1 µg ずつ加えた。リン酸化反応は、反応

Bufferに 0.4 µl (4 µCi)の[γ-32P] ATPを加え、25℃で 1時間反応させた。溶液に 6xサン

プル Buffer (350 mM Tris-HCl, 35 mM DTT, 30%グリセリン, 60 mM DTT, 60 µM ブロモ

フェノールブルー(BPB) )を 1x になるように加え、室温で 10 分間静置し、リン酸化反

応を停止させた。反応後のサンプルは、ポリアクリルアミドゲル電気泳動により分離し

た。リン酸化によるバンドは、FLA-7000 imaging analyzer (FujiFilm)を用いて検出した。  
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 結果 

3-1. OsRLCK185と相互作用する MAPKKKの探索 

シロイヌナズナでは、PBL27 が AtMAPKKK5 をリン酸化することで、キチンシグナ

ルを MAPK カスケードへ伝達していることを明らかにした (Yamada et al., 2016b)。

OsRLCK185は、PBL27とオルソログの関係にあることから、OsRLCK185の下流では

AtMAPKKK5 とオルソログの関係にある MAPKKK が機能していると予想された。そこ

で、イネに保存された MAPKKK の中で、AtMAPKKK5 と最も相同性の高いものを探索

した結果、OsMAPKKK11 (Os07g0119000)および OsMAPKKK18 (Os03g0764300)を同

定した(図 3-1)。AtMAPKKK5とOsMAPKKK11/18との相同性はそれぞれ、42%と 37.1%

であった。また、OsMAPKKK11 と OsMAPKKK18 の相同性は 61.4%であった。

AtMAPKKK5と同様に、OsMAPKKK11/18は中央にキナーゼドメインを持ち、さらに N

末端ドメインと C末端ドメインに分けることができる(図 3-2 A)。 

OsRLCK185 が OsMAPKKK11/18 と相互作用するかどうかを調べるために、酵母

Two-hybrid 法による解析を行った。OsMAPKKK11/18 の全長(Full)および各ドメインを

pVP16 (prey)に, OsRLCK185を pBTM116 (bait)に導入したコンストラクトを作成した。

作成したコンストラクトを酵母に形質転換し、-UWLH (U:ウラシル、W:トリプトファン、

L:ロイシン、H:ヒスチジンを含まない培地)上で生育させた。その結果、OsRLCK185と

OsMAPKKK11/18の全長、 N末端ドメインおよび C末端ドメインとの組み合わせで酵

母の生育が見られた(図 3-2 B)。これは、OsRLCK185が OsMAPKKK11/18の N末端ド

メインおよび C 末端ドメインと特異的に相互作用することを示している。また、

OsRLCK176 の発現を抑制することで、キチンに応答した MAPK の活性化が低下する

ことが報告されている(Ao et al., 2014)。このことから、OsRLCK176もOsMAPKKK11/18

と相互作用する可能性が示唆された。しかし、酵母を用いた相互作用解析の結果、

OsRLCK176 は OsMAPKKK11/18 の全長およびいずれのドメインとも相互作用しなか

った  (図 3-2 B)。これらの結果から、OsMAPKKK11/18 が OsCERK1/CEBiP - 

OsRLCK185の下流でキチン応答に機能していることが示唆された。 

  



 

37 

 

  

図 3-1. AtMAPKKK5を含めたイネ MAPKKKの系統樹 

AtMAPKKK5およびイネの MAPKKK の全長のアミノ酸配列から系統樹を作成した。 

赤文字で示した AtMAPKKK5 と最も相同性の高いものとして OsMAPKKK11/18 がある。 
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3-2. キチン応答における OsMAPKKK11/18機能解析 

N.benthamiana の葉で AtMAPKKK5 を一過的に発現させると細胞死が誘導される

(Yamada et al., 2016b)。そこで、OsMAPKKK11/18も同様に、細胞死を誘導するかどう

かを調べるために、GFPを融合した OsMAPKKK11/18に CaMV 35Sプロモーターを繋

いだコンストラクトをそれぞれ作成し、アグロバクテリウムを介して、N.benthamiana

の葉で一過的に発現させた。感染後 72時間において、OsMAPKKK11と OsMAPKKK18

を発現させた領域で細胞死の誘導が見られた (図 3-3)。また、OsMAPKKK11 と

図 3-2. 酵母 Two-hybrid法による OsRLCK185と 

OsMAPKKK11/18との相互作用解析 

A) OsMAPKKK11/18のモデル図。N:N末端ドメイン KD:キナーゼドメイン C:C末

端ドメイン 

B) OsMAPKKK11/18を pVP16 (prey)、OsRLCK185/176 を pBTM116 (bait)にそれぞ

れ導入し、酵母に形質転換した。形質転換した酵母を、-UWLH (U:ウラシル W:

トリプトファン L:ロイシン H:ヒスチジンを含まない培地)上で生育させた。 

A 

B 
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OsMAPKKK18によって誘導される細胞死の強さが同程度であったことから、これらの

MAPKKKが同様の活性を持っていると考えられる(図 3-3)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

次に、OsMAPKKK11/18 がキチン応答に関与しているかどうかを調べるために、RNA 

interference (RNAi) によって OsMAPKKK11/18 の発現を抑制した培養細胞を作出した。

得られた RNAi の 2 系統について、OsMAPKKK11/18 の発現量を Real-time PCR によ

り解析した。その結果、2系統の両方において、OsMAPKKK11/18両方の発現量が有意

に低下していることを確認した(図 3-4A)。これらの OsMAPKKK11/18 発現抑制体を用

いて、キチン応答時における MAPKの活性化解析を行った。抗 MAPK リン酸化抗体を

用いたウエスタンブロッティングの結果、OsMAPKKK11/18 発現抑制体の 2 つの系統

両方において、MAPK の活性化が顕著に低下していた(図 3-4 B)。さらに、免疫応答関

連遺伝子である PBZ1 および OsPR10 の発現量を Real-time PCR により解析した。そ

の結果、野生型に比べて OsMAPKKK11/18 発現抑制体では、キチンに応答したこれら

の遺伝子の発現量が著しく低下していた(図 3-4 C,D)。以上の結果から、OsMAPKKK11/ 

18がキチン応答に重要な働きをしていることが明らかになった。また、OsRLCK185発

図 3-3. N.benthamianaの葉における細胞死の観察 

OsMAPKKK11/18-GFPをそれぞれ、N.benthamiana の葉で一過的に発現させた。ア

グロバクテリウムの感染後 72 時間に観察を行った。OsMAPKKK11-GFP および

OsMAPKKK18-GFPを発現させた部分では細胞死の誘導が見られた。GFPはネガテ

ィブコントロールとして発現させ、細胞死の誘導は見られなかった。 

Scale bar=1 cm 
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現抑制体では、キチン応答時の ROSの生産量が低下する (Yamaguchi et al., 2013)。そ

こで、OsMAPKKK11/18 発現抑制体におけるキチン応答時の ROS の生産量を解析し

た。しかし、野生型と OsMAPKKK11/18発現抑制体の間で、ROS生産量に有意な差は

認められなかった(図 3-4 E)。このことは、イネのキチンシグナル伝達経路において、

ROS生産に関わる経路は OsRLCK185で分岐していることを示す。 

 

  

A B 

C D 

E 
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OsMAPKKK11/18の機能をより詳細に解析するために、OsMAPKKK11のゲノム上に

レトロトランスポゾンである Tos17 が挿入された、Osmapkkk11 機能欠損変異体を得

た。解析には、OsMAPKKK11の 2番目のエキソンに Tos17が挿入された系統(NG9082)

を用いた (図 3-5 A)。変異体では OsMAPKKK11 遺伝子が発現していないことを RT-

PCRにより確認した(図 3-5 B)。また、CRISPR/Cas9システムを用いて、Osmapkkk18

機能欠損変異体の作出を試みたが、変異体を得ることができなかった。得られた

Osmapkkk11機能欠損変異体を用いて、キチン応答時のMAPKの活性化解析を行った。

しかし、野生型と Osmapkkk11 変異体において、MAPK の活性化レベルに有意な差は

認められなかった(図 3-5 C)。また、内在性の OsMAPKKK11/18 の発現量を Real-time 

PCRにより比較した結果、OsMAPKKK18の発現量が、OsMAPKKK11 の発現量よりも

非常に高いことが分かった(図 3-5 D)。これらの結果から、キチンシグナル伝達経路で

は、OsMAPKKK18が主に機能していると考えられる。 

 

 

  

図 3-4. キチン応答における OsMAPKKK11/18の機能解析 

A) OsMAPKKK11/18 発現抑制体における遺伝子発現解析。RNAi 2 系統において、

OsMAPKKK11/18の発現量が共に低下している。それぞれの値は 3回行った実験の平均

値±標準偏差を示す。＊は野生型(WT)と RNAi系統との有意差(p<0.01)を示す。 

B) イネ培養細胞におけるキチン応答時の MAPKの活性化解析。キチン処理後 0分、5分、

15分で解析した。OsMAPKKK11/18発現抑制体では MAPKの活性化が低下する。 

C), D) PBZ1 (C)と OsPR10 (D)の発現解析。OsMAPKKK11/18発現抑制体ではキチンに応答

したこれらの遺伝子の発現量が有意に低下する。それぞれの値は 3 回行った実験の平均

値±標準偏差を示す。＊はWTと RNAi系統との有意差(p<0.05)を示す。 

E) キチン応答時の ROS生産量。WTと OsMAPKKK11/18発現抑制体との間で大きな差は見

られない。それぞれの値は 3回行った実験の平均値±標準偏差(n=15)を示す。 
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B 

図 3-5. Osmapkkk11機能欠損変異体を用いたキチン応答における機能解析 

A) OsMAPKKK11の遺伝子構造モデル。Tos17の挿入位置は矢印で示している。黒の Box

はエキソンを示す。 

B) RT-PCRによるOsMAPKK11発現解析。Tos17が挿入された変異体では、OsMAPKKK11

の発現が見られない。 

C) Osmapkkk11 機能欠損変異体におけるキチン応答時の MAPK 活性化解析。WT と

Osmapkkk11機能欠損変異体では、MAPKの活性化に差は見られない。 

D) Real-time PCR による内在性 OsMAPKKK11/18 の発現量比較。OsMAPKKK11 に比べ

て OsMAPKKK18 の発現量が非常に高いことを示す。 

A 

C D 
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3-3. 細胞内における OsMAPKKK18の局在解析 

OsMAPKKK18の細胞内局在を解析するために、GFPを融合した OsMAPKKK18を、

アグロバクテリウムを用いて、N.benthamianaの葉で一過的に発現させた。感染 40時

間後において蛍光観察を行った結果、細胞質および細胞膜で OsMAPKKK18-GFP の蛍

光が見られた(図 3-6)。OsMAPKKK18が細胞膜上に局在しているかを確認するために、

1 M NaClを処理し、原形質分離を引き起こした後に再度観察を行った。その結果、原

形質分離によって細胞壁から剥がれた膜において蛍光が見られた。このことから、

OsMAPKKK18は細胞質と細胞膜上に局在していると考えられる(図 3-6)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

OsRLCK185と OsMAPKKK18が細胞内で相互作用するかどうかを調べるために、 

 

N.benthamianaの葉で OsRLCK185と OsMAPKKK18を共発現させ、BiFC法による

相互作用解析を行った。しかし、OsRLCK185と OsMAPKKK18を共発現させると細胞

死が誘導されるため、相互作用を確認することができなかった。そこで、OsMAPKKK18

の ATP 結合部位と予想される Lys-416 を Arg に置換することで、リン酸化活性を消失

させた変異体(OsMAPKKK18K416R)を作成した。GFP を融合した OsMAPKKK18K416Rを

N.benthamianaの葉で一過的に発現させ、蛍光観察を行った結果、細胞質と細胞膜の両

図 3-6. OsMAPKKK18 の細胞内局在解析 

N.benthamianaにおける OsMAPKKK18-GFPの蛍光観察。アグロバクテリウムの感染後

40時間で観察した。原形質分離は 1 M NaClの処理によって誘導した。Scale bar=30 µm 
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方において蛍光が観察された(図 3-7 A)。また、原形質分離によって剥がれた細胞膜上

で強い蛍光を観察することができた(図 3-7 A)。これらの結果は、OsMAPKKK18のリン

酸化活性が自身の細胞内局在に影響しないことを示している。そこで、

OsMAPKKK18K416Rを用いて、BiFC法によるOsRLCK185との相互作用解析を行った。

蛍光タンパク質である Venus の N 末端側を OsMAPKKK18K416R、C 末端側を

OsRLCK185 に融合させたコンストラクト(OsMAPKKK18K416R-Vn : OsRLCK185-Vc)を

作成した。作成したコンストラクトをアグロバクテリウムに形質転換し、タバコの葉に

感染させた。感染後 48時間で蛍光観察を行った結果、細胞全体で蛍光が見られた(図 3-

7 B)。また、1 M NaClを処理し、再度観察を行った結果、細胞膜で蛍光を観察すること

ができた。一方で、Venus の N 末端側を OsRLCK176 に融合したコンストラクト

(OsRLCK176-Vn)と、OsMAPKKK18K416R-Vnを共発現させた細胞では蛍光が見られなか

った(図 3-7 B)。これらの結果は、OsRLCK185 と OsMAPKKK18 が細胞膜上で特異的

に相互作用することを示している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3-7. in vivoにおける OsRLCK185と OsMAPKKK18の相互作用解析 

A) N.benthamiana における OsMAPKKK18K416R-GFPの蛍光観察。アグロバクテリウムの

感染後 40時間で観察した。原形質分離は 1 M NaCl の処理によって誘導した。Scale 

bar=30 µm 

B) BiFC 法による OsRLCK185 および OsRLCK176 と OsMAPKKK18K416Rの相互作用解

析。VenusのC末端側 (Vc)をOsRLCK185/176に、N末端側 (Vn)をOsMAPKKK18K416R

に融合させ、N.benthamiana の葉で共発現させた。アグロバクテリウムの感染後 48時

間で観察を行った。原形質分離は 1 M NaCl の処理によって誘導した。Scale bar=30 

µm 

A B 
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3-4. OsRLCK185による OsMAPKKK18リン酸化解析 

シロイヌナズナでは、PBL27が AtMAPKKK5の C末端ドメインを特異的にリン酸化

することを明らかにした。このことから、OsRLCK185もまた、OsMAPKKK18をリン

酸化すると予想された。そこで、[γ-32P] ATPを用いた in vitroリン酸化実験を行った。

GST を融合した OsRLCK185 および His タグを付加した OsMAPKKK18 の各ドメイン

のタンパク質を、大腸菌発現系を用いて作成した。また、OsMAPKKK18-KD は自己リ

ン酸化活性を有しているため、不活性型である OsMAPKKK18-KDK416Rを解析に用いた。

解析の結果、OsRLCK185 によって OsMAPKKK18-N 末端ドメインおよび C 末端ドメ

インが強くリン酸化されていた(図 3-8)。一方で、OsMAPKKK18-KDK416Rにおいてもリ

ン酸化が見られたが、N末端/C 末端ドメインよりも非常に弱いものであった(図 3-8)。

今回得られた結果は、酵母 Two-hybrid 法による相互作用解析の結果とも一致すること

から(図 3-2 B)、OsRLCK185は OsMAPKKK18 の N末端ドメインと C末端ドメインを

リン酸化することで、キチンシグナルを MAPK カスケードへ伝達していると考えられ

る。 

  

図 3-8. OsRLCK185による OsMAPKKK18リン酸化解析 

GST タグを融合した OsRLCK185 および His タグを付加した OsMAPKKK18 の各ドメイ

ンのタンパク質を、[γ-32P] ATP を含む Buffer 中で反応させ、オートラジオグラフィーに

より解析した。CBB: Coomassie brilliant blue 
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3-5. OsMAPKKK18と OsMKK4/5との相互作用解析 

AtMAPKKK5 は AtMKK4/5 をリン酸化することで下流へとシグナルを伝達している

と考えられる。イネでは、AtMKK4/5 のオルソログとして、OsMKK4/5 が存在する。

CERK1/CEBiP の下流では、OsMKK4-OsMPK3/6 の経路が存在しているが、OsMKK5

は関与していないことが報告されている(Kishi-Kaboshi et al., 2010)。このことから、

OsMAPKKK18 が OsMKK4 と特異的に相互作用する可能性が考えられた。そこで、酵

母 Two-hybrid 法による相互作用解析を行った。OsMKK4/5 を pVP16 (prey)、

OsMAPKKK18の全長および各ドメインを pBTM116 (bait)にそれぞれ導入したコンスト

ラクトを作成した。作成したコンストラクトを酵母に形質転換し、2mM 3-AT を含む    

-UWLH培地上で生育した。その結果、OsMKK4 と OsMAPKKK18-KD のみにおいて相

互作用が見られ、全長および N末端/C末端ドメインとの相互作用は見られなかった(図

3-9)。また、OsMKK5と OsMAPKKK18のいずれのコンストラクトとも相互作用は見ら

れなかった(図 3-9)。これらの結果から、CERK1/CEBiP の下流では、OsMAPKKK18-

OsMKK4-OsMPK3/6から構成されるMAPKカスケードが機能していることが示唆され

た。 

 

  

図 3-9. 酵母 Two-hybrid法による OsRLCK185と OsMKK4/5との相互作用解析 

OsMKK4/5を pVP16 (prey), OsMAPKKK18の各ドメインを pBTM116 (bait)にそれぞれ導入

し、酵母に形質転換した。形質転換した酵母を、2 mM 3-AT を含む-UWLH (U:ウラシル W:

トリプトファン L:ロイシン H:ヒスチジンを含まない培地)上で生育させた。Full:全長 N:N

末端ドメイン KD:キナーゼドメイン C:C末端ドメイン 
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 考察 

イネにおけるキチン認識は、RLK である OsCERK1 と RLP である CEBiP の複合体

が機能している(Kaku et al., 2006; Shimizu et al., 2010)。また、OsCERK1/CEBiP複合

体の下流では、OsMKK4-OsMPK3/6 が機能していることが報告されている(Kishi-

Kaboshi et al., 2010)。しかし、キチン応答に機能している MAPKKKは同定されていな

かった。これまでに我々は、OsCERK1が OsRLCK185を直接リン酸化することで、キ

チンシグナルを細胞内へ伝達していることを明らかにしている(Yamaguchi et al., 2013)。

また、第 2 章では、OsRLCK185 のシロイヌナズナのオルソログである PBL27 が、

AtMAPKKK5 にキチンシグナルを伝達していることを明らかにした(Yamada et al., 

2016b)。これらのことから、キチンシグナル伝達経路において OsRLCK185 の下流で

機能するMAPKKKが、AtMAPKKK5のオルソログである可能性が考えられた。そこで、

AtMAPKKK5 と最も相同性の高いイネの MAPKKK を探索した結果、OsMAPKKK11/18

を同定した(図 3-1)。OsMAPKKK11/18 発現抑制体では、キチンによって誘導される

MAPK の活性化が顕著に低下した(図 3-4 B)。また、防御応答関連遺伝子である PBZ1

や OsPR10の発現量が顕著に低下した(図 3-4 C)。これらの結果から、OsMAPKKK11/18

がキチン応答に重要な役割を果たしていると考えられた。一方で、Tos17の挿入による

Osmapkkk11 機能欠損変異体では、MAPK の活性化に大きな影響は見られなかった(図

3-5 C)。OsMAPKKK11/18をそれぞれ、N.benthamianaの葉で一過的に発現させると細

胞死の誘導が見られた(図 3-3)。OsMAPKKK11 と OsMAPKKK18 によって誘導される

細胞死の強さに差は見られなかったことから、これらの MAPKKKが同程度の活性を有

していると考えられる。さらに、イネにおける OsMAPKKK11/18 の発現量を比較した

結果、OsMAPKKK18の発現量が OsMAPKKK11に比べて非常に高いことが分かった(図

3-5 D)。これらの結果から、イネのキチンシグナル伝達経路において、OsMAPKKK18

が主に機能していると考えられる。 

OsRLCK185 発現抑制体では、キチンによる ROS の生産量が低下することが明らか

になっている(Yamaguchi et al., 2013)。一方で、OsMAPKKK11/18発現抑制体では、キ

チン応答における ROS 生産量に大きな変化は見られなかった(図 3-4 E)。この結果か

ら、イネのキチンシグナル伝達経路において、ROS生産と MAPKの活性化に関わる経

路が、OsRLCK185で分岐していると考えられる。シロイヌナズナでは、RLCKである

BIK1 が flg22 や elf18、キチンに応答して、NADPH オキシダーゼである RBOHD を直

接リン酸化することで ROS 生産を制御していることが報告されている(Kadota et al., 

2013; Li et al., 2014)。このことから、OsRLCK185もまた、イネの RBOHを直接リン
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酸化することで、キチン応答における ROS 生産を制御している可能性が考えられる。

しかし、BIK1は MAPK の活性化には関与していないと考えられている。一方で、PBL27

の機能欠損変異体では、キチンに応答した MAPKの活性化が低下するが、ROS生産に

は影響がないことが明らかになっている(Shinya et al., 2014)。これらの結果から、シロ

イヌナズナのキチンシグナル伝達経路では PBL27 と BIK1 の異なる 2 つの RLCK がそ

れぞれ、MAPKの活性化と ROS生産を分担して制御していると考えられる。一方、イ

ネのキチンシグナル伝達経路においては、OsRLCK185が RBOHを介した ROS生産と

MAPKの活性化の 2つの役割を担っていることが示唆された。また、OsRLCK185と同

様に、OsRLCK176 がキチン応答における MAPK の活性化を制御していることが報告

されている(Ao et al., 2014)。しかし、酵母 Two-hybrid法による解析の結果、OsRLCK176

は OsMAPKKK11/18のいずれのドメインとも相互作用しなかった(図 3-2)。このことか

ら、OsRLCK176 が未同定の MAPKKK にキチンシグナルを伝達していることが考えら

れる。 

シロイヌナズナでは、PBL27が AtMAPKKK5の C末端ドメインをリン酸化すること

で、キチンシグナルをMAPKカスケードへ伝達していることが明らかになった(Yamada 

et al., 2016b)。酵母を用いた相互作用解析の結果、OsRLCK185は OsMAPKKK18の N

末端ドメインと C 末端ドメインに結合することが明らかになった(図 3-2 B)。また、in 

vitro におけるリン酸化解析の結果、OsMAPKKK18 の N 末端ドメインおよび C 末端ド

メインが OsRLCK185 によって強くリン酸化されることが明らかになった(図 3-8)。こ

れらの結果から、OsMAPKKK18 の活性化には N 末端と C 末端の両方のドメイン、あ

るいはいずれかのドメインのリン酸化が必要であると考えられ、AtMAPKKK5とは異な

る活性化メカニズムが存在する可能性が考えられる。 

シロイヌナズナのキチン応答には MKK4/5が機能しており、AtMAPKKK5 はこれらの

MAPKKを直接リン酸化する(Yamada et al., 2016b)。イネでは、MKK4/5のオルソログ

として OsMKK4/5 が存在している。キチンシグナル伝達経路では、OsMKK4 が機能し

ており、OsMKK5は関与していないことが報告されている(Kishi-Kaboshi et al., 2010)。

酵母 Two-hybrid 法を用いた相互作用解析の結果、OsMAPKKK18-KD のみが OsMKK4

と相互作用することが分かった(図 3-9)。しかし、OsMKK5は OsMAPKKK18のいずれ

のドメインとも相互作用しなかった(図 3-9)。これらの結果から、OsMAPKKK18 が

OsMKK4 を特異的にリン酸化することによって下流へシグナルを伝達していると考え

られ、イネのキチンシグナル伝達経路として、OsCERK1/CEBiP-OsRLCK185-OsMKK4-

OsMPK3/6が機能していることが示唆された。また、シロイヌナズナにおいても同様の
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キチンシグナル伝達経路が存在していることから、これらの植物では、PRRから MAPK

カスケードへのシグナル伝達機構が高く保存されていると考えられる(図 3-10)。 

  

図 3-10. シロイヌナズナとイネのキチン応答におけるシグナル伝達モデル 

シロイヌナズナでは、CERK1/LYK5によって PBL27 がリン酸化されることで活性化する。

活性化した PBL27 は MAPKKK5 の C 末端ドメインをリン酸化することで、MAPK カスケ

ードへシグナルを伝達する。さらに、MAPKKK5 は MKK4/5 をリン酸化し、下流へとシグ

ナルを伝達している。 

イネでは、OsRLCK185が CERK1/CEBiP複合体の下流で、ROS生産と MAPK の活性化の

両方の経路を制御していると考えられる。OsRLCK185 は OsMAPKKK18 をリン酸化する

ことで、MAPK カスケードへキチンシグナルを伝達する。また、OsMAPKKK18 の下流で

は、OsMKK4-OsMPK3/6 が機能していると考えられる。 
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第4章  総括 

植物の防御応答において、MAPKカスケードは重要な役割を持つシグナル伝達経路と

して知られている。しかし、細胞膜受容体からのシグナルを直接 MAPK カスケードへ

伝達している因子については明らかにされていなかった。そこで、本研究では、イネと

シロイヌナズナにおいて、真菌由来のPAMPsであるキチン応答時に、どのようにMAPK

カスケードへシグナルが伝達されているかについて、その活性化機構の解明を明らかに

することを目的とした。シロイヌナズナでは、キチン受容体である CERK1/LYK5 複合

体の下流で機能する RLCK PBL27がMAPKカスケードへシグナルを伝達していること

を明らかにした。酵母 Two-hybrid 法を用いた解析の結果、PBL27 と相互作用する

MAPKKKとして MAPKKK5を同定した。mapkkk5機能欠損変異体では、キチンによっ

て誘導されるMPK3/6の活性化が低下することから、MAPKKK5がキチン応答に重要な

因子であることが明らかになった。また、PBL27 は MAPKKK5 と細胞膜上で相互作用

し、リン酸化することでシグナルを伝達していると考えられる。さらに、PBL27による

MAPKKK5のリン酸化には、CERK1による PBL27の活性化が必要であることも明らか

になった。MPK3/6 の上流では、MAPKK である MKK4/5 が機能していることがこれま

でに報告されている。in vitro におけるリン酸化実験の結果、MAPKKK5 は MKK4/5 の

活性化ループを特異的にリン酸化することが明らかになった。これらの結果から、シロ

イヌナズナのキチン応答において、CERK1/LYK5-PBL27-MAPKKK5-MKK4/5-MPK3/6

によるリン酸化シグナル伝達経路が存在していることが示唆された。 

イネでは、PBL27 のオルソログである OsRLCK185 が、OsCERK1/CEBiP 複合体の

下流で機能している。イネに存在する 75 個の MAPKKK から、AtMAPKKK5 と最も相

同性の高いものを探索した結果、OsMAPKKK11/18を同定した。OsMAPKKK11/18発現

抑制体では、キチンによる MAPK の活性化や防御応答遺伝子の発現が低下した。しか

し、Osmapkkk11 機能欠損変異体では、MAPK の活性化に影響は見られなかった。

OsMAPKKK18の発現量が OsMAPKKK11の発現量よりも非常に高いことから、キチン

シグナル伝達経路において主要な役割を担っているのは OsMAPKKK18 であると考え

られる。in vitro リン酸化解析の結果、OsRLCK185 が OsMAPKKK18 の N 末端領域と

C 末端領域の両方をリン酸化することが明らかになった。このことから、OsRLCK185

が OsMAPKKK18 を介して MAPK カスケードへキチンシグナルを直接伝達していると

考えられる。さらに、OsMAPKKK18 が MAPKK である OsMKK4 と相互作用すること

が明らかになった。これまでに、OsMKK4-OsMPK3/6 がキチンシグナルに関与してい

ることが報告されている。これらの結果から、イネでは、CERK1/CEBiP-OsRLCK185-
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OsMAPKKK18-OsMKK4-OsMPK3/6 によるキチンシグナル伝達経路が存在しているこ

とが示唆された。 

今回の研究から、RLCK がキチン応答時の MAPK カスケードへのシグナル伝達に重

要な役割を担っていることが示された。近年、RLCKが PRRと複合体を形成し、PAMPs

によるシグナル伝達に機能していることが報告されている。このことから、植物の防御

応答において、様々な PRR から MAPK カスケードへのシグナル伝達に RLCK が関与

していると考えられる。また、単子葉類であるイネと双子葉類であるシロイヌナズナに

おいて、同様のシグナル伝達経路が存在していることが明らかになった。このことから、

RLCK を介した、受容体から MAPK カスケードへのシグナル伝達機構は、植物の間で

広く保存されているのではないかと予想される。 
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