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研究成果の概要（和文）：植物の環境ストレス応答には、タンパク質のリン酸化リレーでシグナルを伝達するMAPK(mit
ogen-activated protein kinase)カスケードが中心的な役割を担っている。MAPKカスケードでは、MAPKKK→MAPKK→MAP
Kと順次リン酸化され、シロイヌナズナのMAPKK及びMAPKについては機能解明が進んでいるが、MAPKKKのほとんどは機能
未知である。本研究では、シロイヌナズナのMAPKKKの１つであるMKD1により制御されるMAPKカスケードを明らかにし、
赤かび病菌等の植物病原菌に対する抵抗性に重要な役割を担うことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：MAPKKK delat-1 (MKD1), a novel Raf-like MAPKKK, was isolated as a subunit of a com
plex including the Arabidopsis transcription factor AtNFXL1. An MKD1-dependent cascade positively regulate
s disease resistance against PstDC3000 and the trichothecene mycotoxin-producing fungal pathogen Fusarium 
sporotrichioides. MKD1 directly interacted with MKK1 and MKK5 in vivo, and phosphorylated MKK1 and MKK5 in
 vitro. Correspondingly, mkk1 mutant and MKK5RNAi transgenic plants showed enhanced susceptibility to F. s
porotrichioides. MKD1 was required for full activation of two MAPKs (MPK3 and MPK6) by the T-2 toxin. Fina
lly, quantitative phosphoproteomics revealed that an MKD1-dependent cascade controlled phosphorylation of 
a disease resistance protein, SUMOs, and a mycotoxin-detoxifying enzyme. Our findings reveal that the MKD1
-MKK1/MKK5-MPK3/MPK6-dependent signalling cascade plays an important role in plant immune responses agains
t both bacterial and fungal phytopathogens.
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１．研究開始当初の背景 
(1)赤かび病菌(Fusarium graminearum etc.)
は、ムギ類等を宿主とする病原糸状菌であり、 
減収だけでなく、作物へのトリコテセン系カ
ビ毒の汚染により、人畜に下痢や嘔吐などの
重篤な健康被害を引き起こし、世界的に非常
に大きな問題となっている。 
(2)代表者らは、植物の赤かび病抵抗性にお
ける分子機構を明らかにするため、本菌に羅
病性であるシロイヌナズナを用いて、トリコ
テセンが植物への感染過程で病原性因子と
して作用することに着目し、研究を進めてい
た。 
(3)その課程で、赤かび病菌に対する植物の
抵抗性に関わる新規のシグナル伝達因子と
して、MAPK カスケード*の最上流に位置する
MAPKKK であるシロイヌナズナの MKD1 を見出
した。生化学的な解析から、MKD1 の下流に位
置する MPAKK や MAPK が示唆されていた。 
*ストレス等を MAPKKK→MAPKK→MAPK とリン
酸化反応で伝えるシグナル伝達経路 
 
２．研究の目的 
本研究で計画した具体的な研究項目は、以

下の 3つである。 
① MKD1 の下流の MAPKK や MAPK における

赤かび病抵抗性への関与についての解
析 

② MKD1 カスケードを構成するタンパク
質間の細胞内相互作用の解析 

③ MKD1 カスケードによってリン酸化さ
れる標的タンパク質の同定 

(1)生化学的な解析から、MKD1の下流のMAPKK
及 び MPAK の 候 補 を 得 ら れ て い た 。       
酵母 Two Hybrid 法を用いて、MKD1 と全 MAPKK
との相互作用について解析し、MKD1 が
MKK1/2/5 と相互作用し、キナーゼアッセイに
より、MKD1 による MKK1/5 のリン酸化を明ら
かにした。mkd1変異体を用いて、病害抵抗性
に関わる MPK3/4/6 のそれぞれに特異的な抗
体で免疫沈降した後に、ゲル内リン酸化法を
行い、MKD1 が MPK3/6 のリン酸化に関わるこ
とを明らかにしている。以上の生化学的な解
析結果から、MKD1(MAPKKK)→MKK1/5(MAPKK)
→MPK3/6 という MKD1 カスケードが推定され
た。 
(2)本研究の第１の目的は、この推定された
MKD1 カスケードが、in vivoにおいて実際に
機能してるどうかを明らかにすることであ
る。具体的には、計画①により、MKK1/5 及び
MPK3/6 の各変異体における赤かび病抵抗性
について解析し、MKD1 カスケードにおける各
キナーゼの機能を明らかにする。また、計画
②により、MKD1 と MKK1/5、並びに MKK1/5 と
MPK3/6 が、細胞内で相互作用するかどうかを
明らかにする。これらの解析から、MKD1 カス

ケードを構成する MAPKK 及び MAPK を確定し、 
植物の病害抵抗性に関わる新規の MAPK カス
ケードを確立させる。 
(3)本研究の第２の目的は、MKD1 カスケード
の標的タンパク質からの赤かび病に対する
抵抗性に関わる新規因子の同定することで
ある。具体的には、計画③により、MKD1 カス
ケードによるリン酸化タンパク質を包括的
に同定し、これらの遺伝子について逆遺伝学
的な解析を試みる。 
一連の解析により、MKD1 カスケードにおける
MAPKK や MAPK、標的リン酸化タンパク質の機
能を明らかにし、病原糸状菌の抵抗性に関わ
る植物の新たなシグナル伝達経路を確立す
ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 (1)＜遺伝学によるMKD1カスケードのMAPKK
及び MAPK の機能解析＞ 

MKD1 の下流の MAPKK や MAPK の赤かび病抵抗
性における機能を解明するため、各変異体
等の花を用いて、赤かび病菌の接種試験を
行う。MKD1 カスケードの MAPKK である MKK1
と MAPK である MPK3,6 については、リソー
スセンターからT-DNA挿入変異体の分譲を
受け、T-DNA 挿入のホモ個体を取得する。 

一方、MKK5 は入手可能な T-DNA 挿入変異体が
ないため、RNAi による発現抑制株を作出する。 
各変異体と野生型の花に赤かび病菌(F. 
graminearum)を接種し、接種花における病徴
観察、トリパンブルー染色による菌糸進展の
観察、質量分析計によるトリコテセン系カビ
毒（デオキシニバレノール）の定量分析 
により、各変異体における赤かび病抵抗性を
評価することで、各キナーゼの機能を明らか
にする。 
(2)＜蛍光タンパク質再構築(BiFC)法による
MKD1 カスケードのキナーゼ間の細胞内相
互作用解析＞ 

MKD1 カスケードを構成するタンパク質間の
細胞内相互作用について解析するために、 
２つに分断した YFP タンパク質について、 
YFPのN末側とMKD1タンパク質を融合させタ
ンパク質を発現する植物と、YFP の C 末側
と MKK1/5 の各タンパク質を融合させたタ
ンパク質を発現する植物を作製しそれら
を交配し、分断された YFP 融合タンパク質
を共に発現する形質転換植物を作製する。 

⇒MKD1とMAPKKの融合タンパク質同士が細胞
内で相互作用すれば、YFP が再構成される
ことで、蛍光が検出される。 

前年度の結果を受けて、MAPKK の二重変異体
等の必要な多重変異体を作製し、MKD カス
ケードの構成因子間の機能重複について
解析を行う。 

(3)＜リン酸化プロテオーム解析による MKD1



カスケードの標的タンパク質の同定＞ 
①野生型、各変異体の花に赤かび病菌接種及
び擬似処理を行う。     
②抽出した全タンパク質あるいは核タンパ
ク質から、カラムを用いてリン酸化タンパク
質を精製          
③精製タンパク質を蛍光ラベルし、2 次元電
気泳動によりディファレンシャル解析 
④菌接種により、野生型と各変異体でリン酸
状態の異なるタンパク質を質量分析計によ
り同定 
→以上より、各変異体によって、リン酸化さ
れるタンパク質の共通性と特異性を明らか
にする。  
 
４．研究成果 
(1)＜遺伝学による MKD1 カスケードの MAPKK
及び MAPK の機能解析＞ 

MKD1の下流に位置すると推定されるMAPKKで
あるMKK1及びMKK5,またMAPKであるMPK3と
MPK6 について、T-DNA 挿入ホモ変異体を作製
した。また、MAPKK である MKK5 については、
RNAi による発現抑制株を作製した。これらに
ついて、赤かび病菌を胞子を接種し、野生株
との比較解析を行ったところ、mkk1 変異体と
RNAi:MKK5 形質転換体では、mkd1 変異体と同
様に野生株に比べて赤かび病に対する抵抗
性が低下しており、MKD1 の下流に MKK1/MKK5
が位置することが強く示唆された。一方、
mpk3 と mpk6 変異体については、野生株と比
べて顕著な差異は見られなかったことから、
MPK3 と MPK6 の機能重複、あるいは他の MAPK
の関与が示唆された。 
 
(2)＜MKD1 カスケードのキナーゼ間の相互作
用解析＞ 

BiFC を用いて、各キナーゼ間の細胞内相互作
用について調べたところ、MKD1 と MKK1 及び
MKK5 がシロイヌナズナの細胞質や核におい
て相互作用することが明らかとなった。これ
ら の 結 果 か ら 、 MKD1(MAPKKK) →
MKK1/5(MAPKK)は、in vivo においても機能し
ていることが示唆された。 
また、MKD1 が in vitro において MKK1/5 をリ
ン酸化し、さらに MKD1 による MKK1/5 のリン
酸化部位と MKK1/5 自身の自己リン酸化部位
が異なることから、MKD1 が MKK1/5 を基質と
するリン酸化酵素であることを明らかにし
た。 
 
(3)＜リン酸化プロテオーム解析による MKD1
カスケードの標的タンパク質の同定＞ 
mkd1 変異体と野生型のそれぞれに、赤かび病
菌が産生するトリコテセンを処理して抽出
したタンパク質から、リン酸化タンパク質を
精製し、iTRAQ を用いてリン酸化タンパク質

発現定量解析を行った。その結果、mkd1 変異
体では、野生株と比べて、病害抵抗性にか関
わると思われる R タンパク質や SUMO タンパ
ク質などの発現が顕著に減少していた。一方
で、HSP90 等のタンパク質の安定性に関わる
シャペロンが発現量が増加しており、MKD1 が、
タンパク質の品質保持にも関与しているこ
とが示唆された。 
 
(4)他の MAPKKKとのクローストークについて
の解析 
MKD1と同様にRafキナーゼファミリーに属す
る幾つかのMAPKKKとの多重変異体を作製し、
表現型を解析したところ、MKD1 と EDR1 の二
重変異体は、気孔周辺の細胞に細胞死が見ら
れ、加齢とともに拡大していくという表現型
を示すことが明らかとなった。この結果から、
MKD1 と他の Raf キナーゼが、病害抵抗性だけ
ではなく、非生物的ストレス応答や細胞死に
も関与していることが明らかとなった。 
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