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要旨 

 

1. 問題意識と目的 

 

土壌に根を下ろす植物は、微生物と接触する機会が多く、潜在的病原菌の脅威に曝さ

れながら生きなければならない。そこで植物は、微生物に保存された分子パターン 

(Microbe-Associated Molecular Pattern、MAMP) を細胞膜上の受容体で認識すること

で、侵入を試みる微生物に対して防御応答を誘導し、非自己を排除する能力を獲得して

きた。一方、植物は有用共生菌を識別し、積極的に組織・細胞内に受け入れることもわ

かっており、マメ科植物と根粒菌の共生が知られている。マメ科植物は、根粒菌が分泌

する Nod factor と呼ばれるシグナル分子を、細胞膜上の受容体で認識することで、そ

の受け入れを開始するとされる。 

当研究室は、真菌の細胞壁構成分で MAMP の 1 つであるキチン (キチンオリゴ糖) 

の応答に必須な CERK1 (Chitin Elicitor Receptor Kinase 1) とそれと直接相互作用す

る下流のシグナル伝達因子をシロイヌナズナで同定・解析してきた。CERK1は、細胞

外にキチンオリゴ糖の結合に関わる LysMドメインをもち、細胞内にキナーゼ構造を有

する LysM型受容体様キナーゼである。興味深いことに、Nod factorはキチン骨格を有

し、その受容体であるNFR1は CERK1のホモログであることが明らかにされている。

そのため、構造的に類似した微生物分子・受容体分子が、相反する応答 (防御応答と共

生応答) を制御することがわかってきた。 

当研究室および他の研究グループの解析から、CERK1は細胞内ドメインを自己リン

酸化したのち、その直下のシグナル伝達因子をリン酸化することで、防御応答系を起動・

制御することが明らかになっている。しかし CERK1が自己リン酸化でどのように活性

化し、直下のシグナル伝達因子をリン酸化できるようになるかはわかっておらず、

CERK1によるシグナル伝達活性化機構は不明な点が多い。 

 またミヤコグサの nfr1 変異体に、NFR1 の細胞内ドメインを CERK1 の細胞内ドメ

インに置換したNFR1-CERK1キメラ分子を導入した形質転換体では、根粒菌共生が観

察されないものの、CERK1細胞内ドメインにNFR1に特徴的な 3アミノ酸配列 (YAQ) 

を導入したNFR1-CERK1(YAQ) キメラ分子を導入した形質転換体では、根粒菌共生が

観察されることが明らかにされ、相反する応答の切換えが細胞内ドメインのわずかな違

いで決定されることが示された。しかし、こうした違いがどのようにして応答の切換え
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につながるかはわかっていない。 

そこで本研究では、CERK1の自己リン酸化を介した CERK1自身と下流のシグナル

伝達系活性化機構の解明と、CERK1型分子の細胞内ドメインの構造と防御・共生応答

の切替え機構に関する知見を得ることを目的として研究を行った。 

 

2. 構成および各章の要約 

 

本研究は、4章で構成され、第 1章では、CERK1 細胞内ドメイン中のシグナル伝達

に関わる自己リン酸化部位の探索と同定を目指した。第 2章では、第 1章で同定された

リン酸化部位の、より詳細な機能解析を進めた。第 3章では、構造生物学的な観点から

CERK1細胞内ドメインを解析するため、X線結晶構造解析に用いるタンパク質試料の

発現および精製系の確立を目指した。第 4章では、CERK1ホロモグであるNFR1の細

胞内ドメインの構造が機能に与える影響を明らかにすることを目指した。 

 第 1 章では、CERK1 のシグナル伝達起動機構の解明を目的に、CERK1 のシグナル

伝達に関わる自己リン酸化部位の同定を目指した。このため、大腸菌発現系 (in vitro) 

およびベンサミアナタバコ一過的発現系 (in vivo) で調製した CERK1細胞内ドメイン

タンパク質 (CERK1cyt) および CERK1タンパク質を用いて、LC-MS/MS解析を行っ

た。その結果、CERK1の in vitro/in vivoリン酸化部位を計 42か所同定した。また、

これらのリン酸化部位が CERK1 のキチン誘導性のシグナル伝達に関わる部位である

かを調べるために、セリン残基 (S) 、スレオニン残基 (T) のリン酸化部位をアラニン

残基 (A) に、チロシン残基 (Y) をフェニルアラニン残基 (F) に、それぞれ置換した

CERK1を cerk1変異体に形質転換し、キチン誘導性の防御応答の復帰を評価した。そ

の結果、CERK1の 428番目のチロシン残基、473、479および 573番目のスレオニン

残基、493番目のセリン残基を置換した一アミノ酸置換 CERK1形質転換体で、キチン

誘導性の防御応答のわずかな復帰あるいは復帰の消失が観察され、これら 5か所 (Y428, 

T473, T479, S493, T573) のリン酸化部位が CERK1のシグナル伝達に関わることが示

唆された。また、CERK1 は 2 量体化して防御応答を開始することがわかっているが、

2量体化と自己リン酸化の関連は明らかになっていなかった。そこで、大腸菌発現系で

調製した CERK1cyt を用いて自己リン酸化モードを解析したところ、CERK1 は分子

間で自己リン酸化することが示された。よって、CERK1は 1分子のキチンを介してホ

モダイマー化し、互いにリン酸化し合うことで、シグナル伝達を起動することが示唆さ
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れた。 

  第 2章では、第 1章で同定された CERK1の 5か所の自己リン酸化部位に着目し、

これらの部位の CERK1 およびシグナル伝達の活性化における機能を明らかにするこ

とを目指し、詳細な解析を行った。受容体様キナーゼはアミノ酸残基の段階的なリン酸

化で、キナーゼを活性化させ、直下のシグナル伝達因子をリン酸化できるようになると

されている。そこで、CERK1の 5か所の自己リン酸化部位が、どの段階で機能するか

を明らかにすることとした。まず、大腸菌発現系で、それぞれのリン酸化部位をアラニ

ンあるいはフェニルアラニン残基に置換した CERK1cyt を調製し、CERK1 自身およ

びモデル基質であるMBP (Myelin Basic Protein) に対するリン酸化能を評価した。そ

の結果、CERK1(T479A)cyt では両方の活性が消失し、T479 のリン酸化は自己リン酸

化による CERK1 のキナーゼの活性化に関わることが明らかになった。また、

CERK1(T573A)cytでは、自身およびMBPに対するリン酸化の低下が観察され、T573

のリン酸化が CERK1 の連続的な自己リン酸化によるキナーゼ活性の亢進に関わるこ

とが示唆された。一方、CERK1(Y428F)cyt、CERK1(T473A)cyt、CERK1(S493A)cyt

では、自己リン酸化およびMBPのリン酸化には影響がみられず、これらの 3か所はキ

チンシグナル応答には関与するが、CERK1自身のリン酸化には関わらないことが示唆

された。一方、ベンサミアナタバコ一過的発現系を用いて、Y428、S493についてさら

に解析を行った。その結果、CERK1(Y428F)では、大腸菌発現タンパク質を用いた解析

結果と異なり、自己リン酸化活性が消失することが観察され、この Y428が CERK1自

身のリン酸化に関わるリン酸化部位であることが示唆された。この結果は、in vitroの

解析だけではリン酸化部位の機能を正しく評価できない場合があることを示している。

また、CERK1(S493A)では、野生型と同程度の自己リン酸化能が観察され、S493 が

CERK1自身のリン酸化能に関与しないことが示唆された。そこで大腸菌発現系で調製

した CERK1(S493A)cyt を用いて、CERK1と直接相互作用するシグナル伝達因子のリ

ン酸化を評価したところ、シグナル伝達因子のリン酸化の低下が観察され、下流のシグ

ナル伝達因子のリン酸化に関わる可能性が示された。一方で CERK1(S493A)cyt は

CERK1 の分子間リン酸化能に影響を与えたため、進めた解析だけでは S493 の機能を

限定することはできないことが示された。本章の解析を通じて、CERK1はそれぞれの

アミノ酸残基のリン酸化を通じて段階的にキナーゼ活性を亢進し、下流のシグナル伝達

因子をリン酸化するようになることが示された。 

第 3 章では、CERK1 の活性化機構を構造生物学的に解析するため、CERK1 細胞内
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ドメインの X 線結晶構造解析を目指し、その解析に用いる試料の調製系の確立を行っ

た。X線結晶構造解析を行うためには、高純度かつ数mgの目的タンパク質が必要であ

る。そこで、大腸菌発現系および複数のアフィニティークロマトグラフィー精製を検討

した結果、高純度な CERK1cyt を調製できる系を確立した。また、そのタンパク質で

結晶化条件を検討したところ、2 つの条件で CERK1cyt 様の結晶が確認された。今後

は、それらの結晶片が CERK1であることを確認し、X線結晶構造解析を行う予定であ

る。 

第 4 章では、CERK1 ホロモグで、Nod factor の受容体である NFR1 の細胞内ドメ

インの構造が、その機能に与える影響を明らかにすることを目的に、複数の解析を進め

た。その結果、ベンサミアナタバコ一過的発現系で調製した NFR1 分子とそのパート

ナー分子である NFR5 の共免疫沈降法を用いた相互作用解析から、NFR1 と NFR5 の

相互作用は、NFR1-CERK1 キメラと NFR5の相互作用よりも強いことが見出された。

この結果は、CERK1/NFR1型分子の細胞内ドメイン構造の違いが NFR5との相互作用

に影響を与え、結果としてこれらの分子の共生応答能の有無につながる可能性を示すも

のである。 

以上のように本研究では、CERK1 の自己リン酸化に着目した解析から、CERK1 お

よびその下流のシグナル伝達系活性化機構の理解につながる重要な知見を得ることが

できた。また、CERK1型分子の細胞内ドメインの構造の違いがその生物機能に与える

影響について、重要で新たな視点を提供することができた。



1 

 

序論 

 

世界の人口は増加し続けており、2025 年には 80 億人を突破すると予想される一方、

穀物増産速度は人口増加速度に達しないことが予測され、将来的な食料不足の懸念から、

さまざまなアプローチによって食料生産量の増大を目指す必要に迫られている (1, 2) 。

同時に、リン・窒素肥料および殺虫剤・殺菌剤等の農薬の使用を基盤とした従来の農業

は、土壌や海洋汚染などの環境負荷の原因になることから、それらの使用の低減化が求

められており、環境保全・安全を守りつつ農業生産量の維持・向上が可能な新たな農業

技術の開発が期待されている (3) 。 

植物は動物同様、光・温度・重力・病害虫など様々な環境ストレスを認識・応答でき

るように進化したことで、種を繁栄させ続けることができている。植物がもつ環境スト

レス認識・応答系の 1つに、微生物認識に基づく防御応答系があり、植物は個々の細胞

で微生物を認識し、防御応答を誘導することで、非自己の侵入を防ぐ能力を獲得した 

(4) 。近年、植物のこうした微生物に対する防御応答系は、動物の免疫機構と類似する

ことが明らかにされ、”植物免疫系”と呼ばれるようになってきた (5) 。 

一方、植物は微生物を排除するだけでなく、共生微生物を積極的に組織・細胞内に取

り込むことで高機能化し、環境に適応する能力も持っている (6, 7) 。マメ科植物の根

粒菌共生が有名で、マメ科植物はバクテリアである根粒菌を組織内に誘導し、根粒菌が

大気中の窒素をアンモニアに変換する環境を与えることで、マメ科植物はアンモニアを

獲得し旺盛に成育することが知られる (8) 。また、植物と微生物の共生は普遍的な現象

で、多くの陸上植物が菌根菌と呼ばれる共生菌を受け入れることも知られている (9-

12) 。 

以上のような植物の微生物認識・応答系の仕組みは、植物微生物の相互作用の理解が

ここ 20年で劇的に進んだことで、明らかになりつつある (13-15) 。近年、植物の微生

物認識に基づく防御応答系の人為的制御で、病害抵抗性の増強が可能であることや、作

物に共生微生物を接種することで、植物の栄養吸収の効率化、環境ストレス耐性の付与

が可能であることが示され、植物の微生物相互作用システムの利用が、従来の農薬や肥

料に代わる新たな農業技術の 1つとして注目されてきている (6, 16) 。そのため、より

効率的で効果的な農業技術基盤の開発の観点から、植物の微生物認識に基づく防御応答、

共生応答システムのより詳細な理解が期待されている。 

植物は、微生物の固有の分子パターン  (Microbe/Pathogen-Associated Molecular 

Pattern, MAMP/PAMP) を細胞膜上の PRR (Pattern Recognition Receptor) で認識す
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ることで、防御応答を誘導し微生物の感染を阻止する能力を持っている (5) 。本免疫系

は、 MAMP/PAMP Triggered Immunity (MTI/PTI) と呼ばれる (Fig. 1) 。MTI/PTI

は、バクテリアの鞭毛タンパク質であるフラジェリンを認識する PRR が同定されたこ

とで、その存在が明らかになった (17) 。その後、バクテリアの翻訳伸長因子である EF-

Tu の PRR や (18) 、真菌の細胞壁成分であるキチンの PRR などが同定され (19) 、

MTI/PTI は多様な微生物分子の認識に基づくことが示された。多くの潜在的病原菌に

共通する分子という MAMP の特徴から、それの認識に基づく MTI/PTI は抵抗性崩壊

リスクの少ない防御応答機構であると考えられている  (20) 。また、多様な植物で

MTI/PTI の存在が示されたことで、MTI/PTIは植物免疫系の基盤であると認知される

ようになった (5) 。その応答では、活性酸素種の一過的な生成や、ファイトアレキシン

のような抗菌性物質の生成、細胞壁の強化に関わるとされるカロースの蓄積などが誘導

されるのが一般的で、微生物の侵入・感染阻止には十分な効果を持つとされる (4) 。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1 植物免疫系の模式図 

(Thomas Boller and Georg Felix, Annu. Rev. Plant Biol. 2009より引用)  

植物は、MAMP認識に基づく免疫系と Effector認識に基づく免疫系をもつ。 
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植物は、MAMP/PAMP 以外にも、病原菌が MTI/PTI などの植物免疫系を阻害する

目的で分泌する病原性促進因子 (Effector) を認識することで、防御応答を誘導する能

力を持つことも知られる (Fig. 1) (4, 5) 。これは ETI( Effector-Triggered Immunity) 

と呼ばれ、1960 年代に Flor によって提唱された植物の抵抗性(R)遺伝子と病原菌の非

病原性 (Avr) 遺伝子の 1 遺伝子対応で植物と病原菌の罹病関係が決まるとする“gene-

for-gene theory”に基づいている (21) 。ETI は特定の Effector に対して、その受容体

を持った植物のみで誘導される免疫系であるため、病原菌に対する認識範囲が狭く、新

規 Effectorの獲得や、その欠損・変異による崩壊リスクも知られている (22, 23) 。現

在までに多数の Effectorが同定され、植物のアポプラスト中に放出されるものや、細胞

内に注入されるものが知られており、前者は細胞表面受容体を介して認識され、後者は

細胞内受容体である NLR (Nucleotide-Binding Site-Leucine-Rich Repeat Receptor) 

を介して認識されることがわかっている (24) 。また、一部の Effectorは直接植物の受

容体で認識されるが、多くは防御応答を起動する分子と直接相互作用しないことから、

植物は Effector のターゲットとなる分子をモニターすることで、間接的に病原菌の感

染を認知し、防御応答を誘導する、巧みな認識機構を持っているとする説が提唱さ

れ、”guard theory”として広く受け入れられている (25, 26) 。ETIでは、病原菌の封じ

込めを目的とした感染部位の積極的な細胞死や、全身に抵抗性を誘導する全身獲得抵抗

性などの応答が誘導されることが一般的で、MTI/PTI の応答に比べて強力な防御応答

であると知られる (5) 。 

MTI/PTIと ETIは認識する分子や、その誘導する応答の特徴から区別されてきたが、

異なる制御系ではなく、共通したシグナル伝達因子が関わることもわかっている (27, 

28) 。近年、特定の病原菌だけが持つと考えられていた Effectorの中に、種に広く保存

されたものも存在し、ある種の微生物分子パターンとして、植物の細胞表面受容体で認

識されることもわかってきている(29)。さらに、MAMP/PAMP の中には、ETI 様の防

御応答を誘導するものもあり、また、一部の ETI では典型的な細胞死応答が誘導され

ないことも明らかにされ、MAMP/PAMPと EffectorおよびMTI/PTIと ETIの区別が

曖昧になってきた (5, 30-32) 。 

そこで最近では、微生物由来の分子が認識される場所と、認識に関わる植物のタンパ

ク質によって植物免疫を便宜的に区別し、MAMPをはじめ、アポプラスト中の Effector

や傷害応答で生じた DAMP (Damage-Associated Molecular Pattern) などのパターン

分子を認識する細胞膜上の受容体を PRR と再定義し、その免疫系を PTI (PRR-
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Triggered Immunity) や surface immunity と呼び、植物の細胞質内に注入された

Effector の認識・応答機構を NTI (NLR-Triggered Immunity) や intracellular 

immunityとするようになってきている (33) 。 

 

一方、植物の共生微生物の認識・応答系は、植物免疫系ほどの多様な解析例はないが、

マメ科植物による根粒菌の認識・応答系が植物の共生系のモデルとして研究されている。

マメ科植物による根粒菌の受け入れは、細胞膜上の受容体で、根粒菌が分泌する共生応

答誘導因子のNod factorを認識することで開始される (Fig. 2) (13, 31, 34, 35) 。また、

それをきっかけに根粒菌が根毛で巻き込まれ、マメ科植物組織内に誘導されたのち、根

粒と呼ばれる器官中で窒素固定を行うことがわかっている (36) 。Nod factorで誘導さ

れる応答は PTI 応答と真逆であるが、細胞膜上の受容体で認識されるという点は PTI

に類似している (37, 38) 。実際に、PRRがNod factorの受容体と高い相同性を持つこ

とがわかっており、植物免疫系の転用で、マメ科植物は根粒菌共生能を獲得したと考え

られている (39) 。またある種の根粒菌は、植物の細胞内に Effectorを注入することで、

Nod factor 認識系の下流のシグナル伝達経路を活性化し、Nod factor 認識を介さずに

マメ科植物と共生することが明らかにされ、植物の NTI と類似した機構で根粒菌共生

関係が成立することもわかっている (13, 40) (Fig. 2) 。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2 マメ科植物の根粒菌共生起動システムの模式図 

(Hiroki Miwa and Shin Okazaki, Current Opinion in Plant Biology 2017 から引用) 

マメ科植物の根粒菌共生は、Nod factor認識もしくはEffector認識で起動する。 
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こうした植物の微生物認識・応答系の理解から、植物がどのようにして同様のプラッ

トフォームで潜在的病原菌と共生微生物を厳密に識別し、その応答を制御するかという

新たな問題も提起された (41) 。そのため微生物分子を認識する受容体と、その下流の

シグナル伝達系の解析は盛んに行われている。特に、個々の細胞で微生物を認識する植

物にとっては、細胞表層が微生物との最初の接触面で、植物免疫系の基盤をなす

MTI/PTIの足場となっていることから、細胞膜上の微生物認識・応答系は、過熱する研

究分野の 1つである (42) 。 

 

これまでに多数の微生物分子と、その認識・応答に関わる細胞膜上の受容体および受

容体様タンパク質が同定され、そのシグナル伝達系が解析されてきた (Fig. 3) (33) 。

中でも、バクテリアのMAMPであるフラジェリンの認識・応答系の理解は進んでいる。

シロイヌナズナにおいては、フラジェリンの N 末端に保存された 22 アミノ酸 (flg22) 

がその受容体である FLS2 (Flagellin Sensitive 2) によって認識されることがわかって

いる (43, 44) 。FLS2は細胞外に LRR (Leucine-Rich Repeat) ドメインを持ち、細胞

内にキナーゼ活性を有する受容体様キナーゼ (Receptor Like Kinase, RLK) である 

(17) 。flg22 認識・応答系の起動は FLS2 だけでなく、コレセプターで LRR-RLK の

BAK1 (Brassinosteroid Insensitive 1-Associated Receptor Kinase 1) も関わることが

明かにされ、FLS2 と BAK1 は相互作用することがわかっている (45, 46) 。立体構造

解析からは、FLS2 に受容された flg22 が、BAK1 の N 末端と相互作用し、FLS2 と

BAK1間の接着剤のように機能することが示されており、FLS2-BAK1複合体の安定化

で防御応答系が起動するとされる (47) 。また、シロイヌナズナに対して flg22 を処理

すると、その直後の FLS2 と BAK1 の細胞内ドメインでリン酸化が起こることから 

(48) 、flg22による FLS2-BAK1の複合体形成で、FLS2および BAK1の細胞内ドメイ

ンの自己リン酸化が誘導され、FLS2および BAK1の活性化につながり、シグナル伝達

系が起動すると考えられている。 

flg22 認識・応答系では、FLS2-BAK1 下流のシグナル伝達系の理解も進んでおり、

BAK1 と直接相互作用するシグナル伝達因子として受容体様細胞質キナーゼの BIK1  

(Botrytis-Induced Kinase 1) が同定されている (49, 50) 。FLS2-BAK1複合体によっ

てリン酸化された BIK1 は、その下流で活性酸素生成を担う RBOHD (Respiratory 

Burst Oxidase Homolog Protein D) をリン酸化して活性化することがわかっており、

flg22認識から活性酸素生成までの一連の防御応答系がわかってきている (51) 。 



6 

 

 

Fig. 3 同定された PRRの模式図 

(Freddy Boutrot and Cyril Zipfel, Annu. Rev. Phytopathol. 2017 から引用) 

MAMP/PAMP、DAMP、Effectorという微生物由来のパターンの認識による防御応答には、

多様な PRRsが関わることが示されている。 

 

当研究室が着目する真菌のMAMPであるキチンの認識・応答系も、そのシグナル伝

達系の理解が進んでいる。キチンは、N-アセチルグルコサミンが β1-4結合した多糖で、

7、8量体のキチンオリゴ糖が植物に防御応答を誘導することがわかっている (52, 53) 。

シロイヌナズナでは、細胞外に LysM (Lysin Motif) 構造を持ち、細胞内にキナーゼ構

造を持つ LysM-RLKの CERK1 (Chitin Elicitor Receptor Kinase 1) が、キチンオリ

ゴ糖の認識・応答に必須であることがわかっている (Fig. 4) (54-58) 。X線結晶構造解

析および生化学的解析から、CERK1が 2分子で 1分子のキチンオリゴ糖を受容するこ

とが示唆され、CERK1 はキチンオリゴ糖の受容体であるとされている (59) 。最近で

は、CERK1ホモログである LYK4/5 (LysM Domain Receptor-Like Kinase 4/5) が、

CERK1と比較して高いキチンオリゴ糖結合活性を有することや、その変異体を用いた

解析から、キチン応答に関わることが報告され、新規のキチンオリゴ糖の受容体である
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可能性が示された (60, 61) 。しかしながら、当研究室を含む複数の研究グループの lyk4、

lyk5 変異体を用いた生物学的解析では、キチン応答への影響が確認されず、その関与

については今後さらに検討が必要であると考えられる (62) 。 

イネのキチンオリゴ糖の認識・応答系では、細胞外に LysM 構造を持つ GPI 

(Glicosylphosphatidylinositol) アンカー型タンパク質の CEBiP (Chitin Elicitor 

Binding Protein) がキチンオリゴ糖を受容することがわかっている (19, 63) 。CEBiP

は細胞内ドメインを持たないため、単独でシグナル伝達系を起動することができず、

CERK1ホモログである OsCERK1 (Oryza sativa Chitin Elicitor Receptor Kinase 1) 

と協調して、キチンオリゴ糖の認識・応答系を起動することがわかっている (64) 。ま

た、OsCERK1はキチンオリゴ糖に対する結合能を持たないことが示されており、キチ

ンオリゴ糖を受容した CEBiP と複合体を形成してシグナル伝達系を起動すると考えら

れている (56) 。近年、2 分子の CEBiP が 1 分子のキチンオリゴ糖をサンドイッチ状

に挟み込んで 2量体を形成すること、また、この 2量体形成が防御応答の起動に関わる

ことが示され、キチンオリゴ糖を介した CEBiPのダイマー化で OsCERK1が活性化す

るモデルが考えられている (65) 。 

シロイヌナズナにおいても CERK1 のホモダイマー化で防御応答が起動することが

示されており、シロイヌナズナ、イネの場合も CERK1の 2量体形成が細胞内ドメイン

の活性化に関わると考えられる (59, 66) 。また、シロイヌナズナにキチンオリゴ糖を

処理すると、その直後にCERK1細胞内ドメインのリン酸化が観察されることから(58)、

CERK1がキチンオリゴ糖の受容を介してホモダイマー化し、その細胞内ドメインを自

己リン酸化後、シグナル伝達系を起動すると考えられている。 

CERK1 と直接相互作用するシグナル伝達因子も同定され、flg22 認識・応答系で機

能する BIK1とは異なる遺伝子であるが、類似した構造を持つ受容体様細胞質キナーゼ

の PBL27 (PBS1-Like Kinase 27) が、CERK1を介したシグナル伝達系で機能するこ

とが明らかになっている (67) 。PBL27 はキチンオリゴ糖誘導性の活性酸素生成には

関わらないが、MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) カスケードの最上流分子

であるMAPKKK5 (Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinase 5) と相互作用

することがわかっている (68) 。また、CERK1 によってリン酸化された PBL27 は、

MAPKKK5 をリン酸化して活性化することが示されており、キチンオリゴ糖の受容か

ら MAPK カスケードの活性化までの一連の流れが明らかにされた。最近では E3 ユビ

キチンリガーゼである PUB4 (Plant U-box Type E3 Ubiquitin Ligase 4) も、CERK1
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と直接相互作用するシグナル伝達因子であることがわかっており、活性酸素生成等の一

部の防御応答系を正に制御することが示されている (Desaki et al., in prep) 。イネ

OsCERK1の直下では、PBL27のホモログであるOsRLCK185 (Oryza sativa Receptor-

Like Cytoplasmic Kinase 185) やそのホモログが同定され、それらが活性酸素生成お

よびMAPKカスケードを制御することが示されている (69-72) 。 

 

 

Fig. 4 キチン認識・応答系の模式図 

 イネ、シロイヌナズナでは、キチン認識・応答系に関わるシグナル伝達分子が明らかにされつ

つある。 

 

またこうしたRLKと直接相互作用するシグナル伝達因子の解析から、PBL27が flg22

認識・応答系に関与しないことも明らかにされ (67) 、MAMP認識・応答系によって受

容体直下のシグナル伝達系が異なることが示されている。BAK1はPBL27よりもBIK1

を選択的にリン酸化することが明らかになり (67) 、RLKのキナーゼの基質特異性が、

その直下のシグナル伝達系の制御に関わることもわかってきた。そのため、それぞれの

MAMP認識・応答系の制御機構を明らかにするには、RLKがどのように自身を活性化

し、シグナル伝達因子をリン酸化できるようになるかを理解することも必要であること
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が示されてきた。前述のように、RLK は細胞内ドメインを自己リン酸化し、シグナル

伝達を起動することから、FLS2、BAK1 では、自己リン酸化部位が同定・解析されて

いる (73, 74) 。その結果、一部の自己リン酸化部位がシグナル伝達の起動に関わるこ

とや、RLK 自身のキナーゼの活性化に関わることが明らかにされ、自己リン酸化によ

るシグナル伝達起動機構が示されつつある。また、BAK1については細胞内ドメインの

立体構造解析も行われ、自己リン酸化を通じてキナーゼが制御される仕組みも明らかに

なってきている (75) 。一方で、当研究室が着目するキチン認識・応答系に必須の

CERK1 ではそうした解析は進んでおらず、CERK1 がどのようにしてキチン認識・応

答系を起動・制御するかはわかっていないことが多い。 

 

マメ科植物の根粒菌共生の起動に関わる Nod factor 認識・応答系においては、マメ

科植物であるミヤコグサの細胞膜上の NFR1 (Nod factor Receptor 1) とNFR5 (Nod 

factor Receptor 5) が Nod factor を受容するとされる (37, 38, 76) 。NFR1 および

NFR5は RLKであるが、NFR1が細胞内にキナーゼ活性を有する一方、NFR5はキナ

ーゼ活性を持たないことが示されており、NFR1が共生応答を起動する主体的な分子で

あることがわかっている (76) 。また、NFR1の細胞内ドメインは自己リン酸化能を持

つことが示され、Nod factor を介して NFR1 が自己リン酸化し、シグナル伝達を起動

するとされる (77) 。NFR1とNFR5は、SYMRK (Symbiosis Receptor-Like Kinase) 

と呼ばれる細胞膜上の RLK と協調して根粒菌共生を制御することもわかっており、

Nod factor認識・応答系の最上流が明らかになってきている (78-80) 。 

NFR1 と NFR5 は CERK1 と同じ LysM-RLK で、特に NFR1 は CERK1 と高い構

造的相同性をもつことがわかっている (39) 。また Nod factor はキチン骨格を有して

おり、キチン認識系と Nod factor 認識系で誘導する応答は異なるものの、シグナル分

子とその受容体分子は類似することがわかっている (39) 。また、ミヤコグサに Nod 

factor を処理すると、防御応答関連遺伝子が一過的に誘導されることも明らかにされ、

防御応答のシグナル伝達系と類似性することも指摘されている (39) 。ミヤコグサの

nfr1変異体に、NFR1の細胞外領域と、CERK1の細胞内領域を融合したNFR1-CERK1

キメラ遺伝子を導入した形質転換体では、根粒菌を接種しても根粒菌共生は起こらない

が、NFR1細胞内ドメインの特徴的な 3アミノ酸配列 (YAQ) を CERK1の細胞内ドメ

インに導入した NFR1-CERK1(YAQ)キメラ遺伝子を nfr1 変異体に導入した形質転換

体では、根粒菌を接種すると、根粒が形成されることが明らかになっている (39) 。こ
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のことから、CERK1とNFR1の細胞内ドメインのわずかな違いで相反する防御と共生

応答が制御されることが示された。しかし、CERK1の細胞内ドメインのわずかな違い

でどのように応答が制御されるかは明らかになっていない。イネ OsCERK1 は NFR1

の YAQ 配列に対応する位置に類似した YAR 配列を持っていることもわかっている。

上記と同様に NFR1-OsCERK1 キメラ遺伝子を nfr1 変異体に導入した形質転換体で

は、根粒が形成されることも確認され、OsCERK1の細胞内ドメインは防御と共生の 2

つの相反する応答を誘導する能力を持つことが示された (81, 82) 。また最近では、イ

ネ oscerk1 変異体でキチン応答のみならず、菌根菌共生能も消失することから、

OsCERK1が相反する 2つの応答 (防御応答と共生応答) を制御することも明らかにな

った。しかし OsCERK1 がどのように相反する生物応答を制御することができるのか

もわかっていない。 

 

そこで本研究では、CERK1によるキチン認識・応答系の起動メカニズムの理解およ

び CERK1 型分子の細胞内ドメインの構造と機能の関連を明らかにすることを目指し

て解析を行った。特に、CERK1は自己リン酸化を伴ってシグナル伝達系を起動するこ

とから、自己リン酸化を介した CERK1自身のシグナル伝達系の活性化機構の解析を進

めた。第一章では、CERK1の in vitro、in vivo自己リン酸化部位の同定とリン酸化部

位の生物学的機能解析を行い、CERK1のシグナル伝達に関わる自己リン酸化部位の同

定を行った。第二章では、キチン応答に関わることが示された 5か所の自己リン酸化部

位が、どのように CERK1のシグナル伝達系の制御に関わるのかについて生化学的解析

を行った。第三章では、CERK1細胞内ドメインの X線結晶構造解析を行うためのタン

パク質試料の大量調製法の確立および結晶化条件の検討を行った。第四章では、CERK1

型分子の細胞内ドメインの構造の違いと機能に着目して解析を行った。 
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第 1 章 CERK1 自己リン酸化部位の同定とリン酸化部位の生物学的評価 

 

第 1 節 緒論 

 

植物は、微生物に保存された固有の分子パターン (Microbe/Pathogen-Associated 

Molecular Pattern ; MAMP/PAMP) や、傷害応答時に植物組織から生じる DAMP 

(Damage-associated Molucular Pattern) 、植物免疫を阻害する目的で病原菌から分泌

された Effectorなどの様々な分子を、細胞膜上の PRR (Pattern Recognition Receptor) 

で認識し、防御応答を誘導する能力を持っている(33)。本認識・応答系は PTI (PRR-

triggered immunity) と呼ばれ、植物免疫系の基盤であることがわかっている。近年、

本免疫系の移植や人為的制御で植物の病害抵抗性の増強が可能であることが示され、そ

の利用の観点からも防御応答系の制御機構の理解が期待されている (16, 49, 83) 。 

これまでに多数のシグナル分子とその PRR が同定され、それぞれのシグナル伝達系

の解析が行われてきた  (84) 。PRR は受容体様タンパク質と受容体様キナーゼ 

(Receptor-Like Kinase、RLK) に分けられ、細胞内にキナーゼ構造を有する RLKが下

流のシグナル伝達因子を直接制御することがわかっている (85) 。そのため、RLKが応

答の特異性を決める分子であると言え、応答系がどのように起動されるかを理解するた

めには、それぞれの RLKのシグナル伝達起動メカニズムを理解する必要がある。RLK

は細胞内ドメインのリン酸化に伴ってシグナル伝達を起動することから、RLK 自身の

リン酸化がシグナル伝達の起動・制御に関わると考えられ、そのリン酸化部位の機能解

析は盛んに行われている (73, 74, 86-92) 。 

シロイヌナズナでは、細胞外に LysM (Lysin Motif) 構造を持つ RLK の CERK1 

(Chitin Elicitor Receptor Kinase) が、真菌のMAMPであるキチンオリゴ糖の認識・

応答系を起動することがわかっている (54, 55) 。X 線結晶構造解析および生化学的解

析から、CERK1 は 2 分子で 1 分子のキチンオリゴ糖を受容することが示唆されてお

り、キチンオリゴ糖の受容体であるとされている (59, 66) 。また、CERK1はホモダイ

マー化で防御応答を誘導することや、シロイヌナズナにキチンオリゴ糖を処理すると、

CERK1のキナーゼ活性に依存して細胞内ドメインがリン酸化すること、そのリン酸化

と防御応答の誘導が相関することがわかっており、CERK1は 1分子のキチンオリゴ糖

を介してホモダイマー化し、それをきっかけに細胞内ドメインを自己リン酸化して、シ

グナル伝達系を活性化すると考えられている (58) 。しかしながら、こうしたイベント
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を通じて CERK1 がどのようにシグナル伝達系を起動するかはいまだ明らかになって

いない。 

そこで本章では CERK1 自身の活性化に伴うシグナル伝達起動機構の解明を目指し、

CERK1の細胞内ドメインの自己リン酸化部位の同定と機能解析を行った。解析にあた

り、まず、大腸菌発現系を利用して調製した CERK1タンパク質を用いて、CERK1の

自己リン酸化モードを解析することで、2量体形成に伴ってどのようにして自己リン酸

化が起こるのかを解析した。また、CERK1の自己リン酸化部位の機能解析のため、大

腸菌発現系を利用して調製した CERK1 細胞内ドメインタンパク質およびベンサミア

ナタバコ一過的発現系を利用して調製した CERK1 タンパク質を用いて、LC-MS/MS

解析を行い、CERK1の in vitro/in vivo自己リン酸化部位を同定した。その後、自己リ

ン酸化部位をそれぞれアミノ酸残基置換した CERK1を cerk1変異体に形質転換し、キ

チンオリゴ糖処理時の防御応答を評価することで、それぞれの自己リン酸化部位が

CERK1を介したシグナル伝達に関わるかを明らかにした。 
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第 2 節 実験方法 

 

1. コンストラクトの作製 

 

解析で用いたすべてのコンストラクトは Gateway technology (Life technologies) に

基づいて作製した。コンストラクトの作製はエントリークローンの作製とデスティネー

ションクローンの作製の 2つのステップからなり、以下にその作製方法を示した。 

 

1). GST-CERK1cyt、GST-NFR1cytコンストラクトの作製 

 

CERK1cyt は、研究室で構築済みであった CERK1 cDNA が導入された pENTR/D-

TOPO (Life technologies) エントリークローンを鋳型に、下記のプライマーセットおよ

び PrimeSTAR GXL DNA polymerase (TAKARA) を用いて PCRを行い、増幅した。

増幅されたCERK1cyt DNA断片はTOPO反応で pENTR/D-TOPOに挿入した。TOPO

反応は、PCR産物 2 µl、Salt solution 1 µl、D-TOPOベクター 0.5 µl、H2O 2.5 µlを

混合し、25℃、60分間静置して行った。その後、反応溶液と 100 µlの DH5α株の大腸

菌のコンピテントセルを混合し、氷上に 30分静置後、42℃で 40秒加熱し、2分氷上に

静置した。そこに、SOC培地を 200 µl加え、37℃、750 rpmで、1時間振とう培養し

た。その後、50 µg/mlのカナマイシンを含む LBプレートに塗布し、37℃で一晩培養、

抗生物質選抜を行った。得られたコロニーに対し、コロニーPCR を行い、目的のプラ

スミドを有する大腸菌を選抜した。大腸菌は 50 µg/ml のカナマイシンを含む液体 LB

培地で 37℃、12時間振とう培養した。培養後、遠心分離によって集菌、HiYield Plasmid 

Mini Kit (RBC Bioscience) を使用してプラスミドを抽出した。このプラスミドに対し

て BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) を用いてサ

イクルシークエンスを行った。増幅した産物は製品添付の方法に従い精製し、乾燥させ

た。その後、Hi-Di ホルムアミドを 12 µl 加え、95℃で、2 分間熱処理した後、

3130x/Genetic Analyzer を用いてシークエンス解析を行うことで、挿入された目的の

DNA配列を確認した。同様の方法で、NFR1cytが入ったエントリーベクターを作製し

た。PCR による NFR1cyt の増幅のためのテンプレートとした NFR1 cDNA は名古屋

大学 特任助教の中川知己博士から分与して頂いた。 
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約 150 ngのエントリークローンと等量の pDEST15 (Life technologies) 、N末

GSTタグ)および 1 µlの LR Clonaseを混合し、H2Oで 5 µlに調製、25℃、１時間反

応させた。その反応液をエントリークローン作製時と同様の操作で形質転換し、シー

クエンスの確認までを行った。ただし、大腸菌培養における抗生物質は終濃度 100 

µg/mlのアンピシリンを用いた。 

 

TOPO 反応前の DNA 断片増幅の PCR 条件、SOC培地組成、LB培地組成、サイクル

シークエンス条件を下記に示す。 

 

＜DNA断片増幅の PCR条件＞ 

Template (エントリークローン)   0.5 µl 

5×GXL Buffer                    5 µl 

dNTP Mix                       2 µl 

Primer Forward                0.5 µl 

Primer Reverse                 0.5 µl 

PrimeSTAR GXL               0.5 µl 

H2O                            16 µl 

                                25 µl 

 

 

98℃  98℃  55℃  68℃  68℃  4℃ 

3分  10秒  15秒  1分  3分    ∞ 

       30cycle 
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Fwd プライマー

名 
プライマー配列 

Rev 

CERK1cyt 
Fwd CERK1-C F CACCTATGCTTACCGGAAGAATAAGTCGAA 

Rev CERK1 R3 CTACCGGCCGGACATAAGACTG 

NFR1cyt 
Fwd NFR1-C F CACCAGATACCAGAAGAAGGAAGAAG 

Rev NFR1 R TTATCTCACAGACAGTAAATTTATGAG 

 

＜SOC培地組成 (100 ml) ＞ 

Bacto Tryptone                2 g 

Bacto Yeast Extract          0.5 g 

NaCl                      50 mg 

250mM KCl                 1 ml  

up to 100 ml 

オートクレーブ滅菌後、別にオートクレーブした 2 M MgCl2、0.22 µm フィルター

(Millipore) でろ過滅菌した 1 M グルコースをそれぞれ 0.5 ml、2 ml加えた。 

 

＜LB液体培地組成 (1000 ml) ＞ 

Bacto Tryptone             10 g 

Bacto Yeast Extract          5 g 

NaCl                      10 g 

up to 1000 ml 

オートクレーブにて滅菌し、培養に用いた。プレート培地の場合は上記組成に Bacto 

Agar 15 g を加えた後にオートクレーブし、シャーレに分注した。抗生物質はいずれ

もオートクレーブ後に添加した。 
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＜サイクルシークエンス条件＞ 

Template vector (150~300 ng)                   X µl 

5×buffer                                     3.5 µl 

BigDye Terminator Ready Reaction Mix         1 µl  

Primer                              3.2 µl 

up to 20 µl 

 

96℃  96℃  50℃  60℃  60℃  4℃ 

3分  10秒  5秒   4分   4分   ∞ 

       30cycle 

 

 

2). GST-CERK1(D441V)cyt、GST-NFR1(T481A)cytコンストラクトの作製 

 

CERK1(D441V)cyt のエントリークローンおよび NFR1(T481A)cyt のエントリーク

ローンは、CERK1cytのエントリークローンおよび NFR1cytのエントリークローンを

鋳型に下記プライマーセットおよび PrimeSTAR MAX DNA polymerase (TAKARA) 

を用いてインバース PCR により作製した。PCR 増幅後の操作は、前述の方法に従い、

デスティネーションクローンを作製した。 

 

＜PCR条件＞ 

Template (CERK1cytあるいはNFR1cytエントリークローン)    1 µl 

Primer Forward                                       1 µl 

Primer Reverse                                            1 µl 

PrimeSTAR MAX                                     12.5 µl 

H2O                                            9.5 µl 

                                                  25 µl 

 

98℃  98℃  55℃  72℃  72℃  4℃ 

1分  10秒  15秒  1分    10分  ∞ 

       35cycle 
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Fwd 

プライマー名 プライマー配列 
Rev 

CERK1 

D441V 

Fwd CERK1 DV F CATAGGGTCATTAAATCTGCCAATATT 

Rev CERK1 DV R TTTAATGACCCTATGGACATAAACTGG 

NFR1 

T481A 

Fwd NFR1 T481A F TATATCCATCGCGTTGTGAAATC 

Rev NFR1 T481A R AGATTTCACAACGCGATGGATATA 

 

3). Strep-CERK1(D441V)cyt、Strep-NFR1(T481A)cytコンストラクトの作製 

 

CERK1(D441V)cytのエントリークローンおよび NFR1 (T481A)cytのエントリーク

ローンに対して、下記プライマーおよび PrimeSTAR GXL DNA polymeraseで PCRを

行った。この時、各遺伝子の 5’側のプライマーには Strep タグとなる配列を付加した。

DNA 断片を増幅後は前に示した方法にてエントリークローンおよびデスティネーショ

ンクローンを作成した。ただし、デスティネーションベクターには pDEST14 (Life 

technologies、N末 Strepタグ) を用いた。 

 

  
Fwd 

プライマー名 
プライマー配列 

(タグ配列を小文字で示す)  Rev 

CERK1 

D441V 

Fwd Strep-CERK1 F 

caccatgtggagccacccgcagttcgaaaaagcaagcctt

gttccacgtggttctgtcTATGCTTACCGGAAG

AATAAGTCGAA 

Rev CERK1 R3 CTACCGGCCGGACATAAGACTG 

NFR1 

T481A 

Fwd Strep-NFR1 F 

caccatgtggagccacccgcagttcgaaaaagcaagcctt

gttccacgtggttctgtcAGATACCAGAAGAAG

GAAGAAG 

Rev NFR1 R TTATCTCACAGACAGTAAATTTATGAG 
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4). CERK1-3HA、CERK1(D441V)-3HAコンストラクトの作製 

 

CERK1 のエントリークローンおよび CERK1(D441V)のエントリークローンを鋳型

に、終始コドンを含まない下記のプライマーセットおよび PrimeSTAR GXL DNA 

polymerase (TAKARA) で PCRを行い、増幅された断片を pENTR/D-TOPOにクロー

ニングした。以下の操作は前述の方法に従った。ただし、デスティネーションベクター

には植物過剰発現用 pGWB14 (35S プロモーター、C末 3HA タグ) を用い、形質転換

した大腸菌は 50 µg/ml のカナマイシンおよびハイグロマイシンを含む LB 培地によっ

て培養、選抜を行った (93) 。 

 

  
Fwd 

プライマー名 プライマー配列 
Rev 

CERK1  
Fwd CERK1 F3 CACCATGAAGCTAAAGATTTCTC 

Rev CERK1 R -stop CCGGCCGGACATAAGACTG 

 

5). 一アミノ酸残基置換 CERK1形質転換体の作出に用いたコンストラクトの作製 

 

一アミノ酸残基置換 CERK1 形質転換体作出に用いたコンストラクトはインバース

以下の 2つの方法で作製した。 

＜インバース PCR法によるコンストラクトの作成＞ 

S270A、S274A、S281A、S284A、S296A、T471A、T479A、T487A、S493A、S556A、

T573A、S582A、Y255F、Y390F、Y428F、 Y437F、Y482F、Y489F、Y499F、Y557F、

Y563Fの置換を持つコンストラクトはインバース PCRにて作製した。 

CERK1 が挿入されたエントリークローンを鋳型に、下記プライマーセットおよび

PrimeSTAR MAX DNA polymerase を用いてインバース PCR を行った。増幅された

ベクターは前述の方法に従い、エントリークローンとした。得られたエントリークロー

ンは過剰発現用ベクターpMDC32 (35S プロモーター、タグなし) と LR 反応させた 

(94) 。形質転換した大腸菌は 50 µg/mlのカナマイシンおよびハイグロマイシンを含む

LB培地によって培養、選抜を行った。 
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Fwd 

プライマー名 
プライマー配列 

（変異部を小文字で示す） Rev 

S270A 
Fwd S270A FP TCTTCTgCTATTCCGTTGTCTACTAAG 

Rev S270A RP CCACTAAGCAAAAGAAGAcGATAAGGC 

S274A 
Fwd S274A FP CCGTTGgCTACTAAGGCTGATCATGCT 

Rev S274A RP AGAAGAAGATAAGGCAACcGATGATTC 

S281A 
Fwd S281A FP CATGCTgCTTCTACTAGTCTCCAAAGT 

Rev S281A FP AGTAGAAGcAGCATGATCAGCCTTAGT 

S284A 
Fwd S284A FP TCTACTgcTCTCCAAAGTGGAGGTTTG 

Rev S284A RP TTGGAGAgcAGTAGAAGAAGCATGATC 

S296A 
Fwd S296A FP GGAGTGgctCCTGGCATTGCTGCCATA 

Rev S296A RP GCCAGGagcCACTCCGGCACCACCCAA 

T471A 
Fwd T471A FP GGAGGTgcaGCAACTCGGGGTGCAATG 

Rev T471A RP AGTTGCtgcACCTCCAACTTCTGTCAG 

T479A 
Fwd T479A FP AATGGGTgCATTTGGTTACATGGCAC 

Rev T479A RP TGAGCCCCACGTTACCCAcGTAAACC 

T487A 
Fwd T487A FP ACCAGAGgCTGTTTATGGAGAAGTGT 

Rev T487A RP CCAATGTACCGTGGTCTCcGACAAAT 

S493A 
Fwd S493A FP GAAGTGgCTGCAAAAGTAGATGTATAT 

Rev S493A RP TTTTGCAGcCACTTCTCCATAAACAGT 

S556A 
Fwd S556A FP GGTGATgcTTACCCGTTTGATTCGGT 

Rev S556A RP TCTGGGCTCCGAGCCACTAcgAATGG 

T573A 
Fwd T573A FP GCATGTgcaCAAGAGAATGCGCAGCTA 

Rev T573A RP CTCTTGtgcACATGCTTTCCCTAATTC 
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S582A 
Fwd S582A FP CGTCCGgcTATGAGATACATTGTGGTT 

Rev S582A RP TCTCATAgcCGGACGTAGCTGCGCATT 

Y255F 
Fwd Y255F FP GTATATTtTGCTTACCGGAAGAATAAG 

Rev Y255F RP GTAAGCAaAATATACGATAAACAAGAT 

Y390F 
Fwd Y390F FP TTGGTGTtTGAATATGTTGAGAATGGT 

Rev Y390F RP ATATTCAaACACCAAGAAAAGTGATCC 

Y428F 
Fwd Y428F FP TTAGAATtTATCCACGAGCACACGGTT 

Rev Y428F RP GTGGATAaATTCTAAACCTCTAGCTGA 

Y437F 
Fwd Y437F FP CCAGTTTtTGTCCATAGGGACATTAAA 

Rev Y437F RP ATGGACAaAAACTGGAACCGTGTGCTC 

Y482F 
Fwd Y482F FP ACTGTTTtTGGAGAAGTGTCTGCAAAA 

Rev Y482F RP TTCTCCAaAAACAGTCTCTGGTGCCAT 

Y489F 
Fwd Y489F FP ACTGTTTtTGGAGAAGTGTCTGCAAAA 

Rev Y489F RP TTCTCCAaAAACAGTCTCTGGTGCCAT 

Y499F 
Fwd Y499F FP GATGTATtTGCATTTGGAGTTGTCCTT 

Rev Y499F RP AAATGCAaATACATCTACTTTTGCAGA 

Y557F 
Fwd Y557F FP GATAGTTtCCCGTTTGATTCGGTATAC 

Rev Y557F RP AAACGGGaAACTATCACCGAGCCTCGG 

Y563F 
Fwd Y563F FP TCGGTATtCAAGATGGCGGAATTAGGG 

Rev Y563F RP CATCTTGaATACCGAATCAAACGGGTA 
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＜2ステップの PCRによるコンストラクトの作製＞ 

S266A、S268A、T433A、S444A、T463A、T473A、T519A の一アミノ酸残基置換

を持つコンストラクトは 2ステップの PCRによって作製した。 

CERK1が挿入されたエントリークローンを鋳型に、開始コドンから変異部分周辺ま

でを CERK1 F3 プライマーと各変異を導入したリバースプライマーで、変異部分周辺

から終始コドンまでを各変異を導入したフォワードプライマーと CERK1 の終始コド

ンまでのプライマー (CERK1 R3) を用いてそれぞれ増幅した。これら 2 つの PCR 産

物を混合したものを鋳型として、再度 CERK1 F3プライマーと CERK1 R3プライマー

で PCR を行うことで塩基置換を持つ CERK1断片を増幅した。得られた断片は、上記

に示した方法でエントリーンクローンとし、pMDC32 に挿入してデスティネーション

クローンを得た(94)。 

 

 
Fwd 

Rev 
プライマー名 

プライマー配列 

(変異部を小文字で示す） 

S266A 
Fwd CERK1 S266A-upper(F) CGAAGGGTGATgCGTTTTCTTC 

Rev CERK1 S266A-lower(R) GAAGAAAACGcATCACCCTTCG 

S268A 
Fwd CERK1 S268A-upper(F) AGGGTGATTCGTTTgCTTCTTCTA 

Rev CERK1 S268A-lower(R) TAGAAGAAGcAAACGAATCACCCT 

T433A 
Fwd CERK1 T433A-upper(F) AGCACgCGGTTCCAGTTTAT 

Rev CERK1 T433A-lower(R) ATAAACTGGAACCGcGTGCT 

S444A 
Fwd CERK1 S444A-upper(F) GACATTAAAgCTGCCAATATTTT 

Rev CERK1 S444A-lower(R) AAAATATTGGCAGcTTTAATGTC 

T463A 
Fwd CERK1 T463A-upper(F) GATTTCGGGTTAgCAAAACTGAC 

Rev CERK1 T463A-lower(R) GTCAGTTTTGcTAACCCGAAATC 

T473A 
Fwd CERK1 T473A-upper(F) GGTTCAGCAgCTCGGGGTGCA 

Rev CERK1 T473A-lower(R) TGCACCCCGAGcTGCTGAACC 

T519A 
Fwd CERK1 T519A-upper(F) GTTGTCAAAATGgCAGAAGCC 

Rev CERK1 T519A-lower(R) GGCTTCTGcCATTTTGACAAC 

 

CERK1 Fwd CERK1 F3 CACCATGAAGCTAAAGATTTCTC 

Rev CERK1 R3 CTACCGGCCGGACATAAGACTG 
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2. 大腸菌発現タンパク質の調製 

 

目的のデスティネーションクローンが形質転換された BL21-AI 株の大腸菌を、2 ml

の LB培地 (100 µg/mlのアンピシリン含有) で、37℃、12時間振とう培養した。その

培養液から 100 µlを分けとり、100 ml の新しい LB培地に植菌し、37℃で 10 時間振

とう培養した。さらに、この 100 mlの培養液から、新しい LB培地 250 mlに対して 5 

ml 植菌し、OD600が 0.4 になるまで 37℃で振とう培養した。そこに最終濃度が 0.2 %

になるようにアラビノースを添加し、15℃、16時間振とう培養した。培養後、7000×g、

25℃で 10 分間遠心し、沈殿した大腸菌をグルタチオンバッファー (20 mM リン酸二

水素ナトリウム、150 mM 塩化ナトリウム、2 mM DTT、5 mM EDTA・2Na、pH 7.0) 

もしくは Strepバッファー (100 mM Tris、150 mM 塩化ナトリウム、1 mM EDTA・

2Na、pH 8.0) で懸濁した。懸濁の際には 1.5 gの大腸菌が 40mlのバッファーに懸濁

されるように調整し、これを 40 mlずつ超音波破砕機で溶菌した。溶菌後、20000×g、

4℃で 40 分間遠心し、不溶性画分と可溶画分を分離した。可溶性画分は 0.45 µm のシ

リンジフィルターでろ過した。GSTタグ融合タンパク質の場合は、1 mlの GSTrap FF

カラム(GE)を用いて精製した。サンプルを添加後の GSTrap カラムは、カラム体積の

10倍以上のグルタチオンバッファーで洗い作業を行った。その後、5 mlの溶出バッフ

ァー (50 mM Tris、10 mM還元型グルタチオン、pH 7.0) で溶出した。Strepタグ融

合タンパク質の場合は、1mlの Streptrap HPカラム (GE) で精製した。サンプル添加

後の Streptrapカラムは、カラムボリュームの 10倍以上の Strepバッファーで洗い作

業を行った。その後、5 mlの溶出バッファー (100 mM Tris、150 mM 塩化ナトリウ

ム、1 mM EDTA・2Na、5 mM D-Desthiobiotin、pH 8.0) で溶出した。溶出したサン

プルは、Amicon Ultra-4 10K (Millipore) を用いて、7500×g、4℃の条件下で遠心し、

濃縮した。濃縮中は、後述するリン酸化反応のバッファーを適宜添加することでバッフ

ァーの置換を行った。 

 

3. in vitro キナーゼアッセイ 

 

40 µlの反応系の中に、5 µgのキナーゼ、1 µgの基質タンパク質および終濃度 50 mM 

HEPES (pH 7.0) 、150 mM NaCl2、10 mM MnCl2、1 mM DTT、10 µM ATPとなる

様に調製し、25℃、1時間静置して反応させた。 
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4. フォスファターゼ処理 

 

反応には λ-phosphatase (Sigma) を用いた。反応条件は添付されたプロトコルに従

い、40 µlの反応系の中に、4 µlの 10×Buffer (500 mM Tris-HCl pH 7.5、1 mM EDTA、 

50 mM DTT、0.1 % Brij 35) 、4 µlの 10×MnCl2 (20 mM MnCl2) 、1 µlの λ-phosphatase

溶液およびリン酸化反応液 31 µlを加えて、30℃、1時間反応させた。 

 

5. ベンサミアナタバコの育成 

 

浅鉢 5 号に 6 割ほどのくみあいニッピ園芸培土 1 号を入れ、スパチュラ 2~3 杯分の

種を播種し、鉢にラップをかけた。鉢は水を薄く引いたバットの上に置き、底面から灌

水させ発芽させた (22℃、暗期 10時間、20℃、明期 14時間、ファイトトロン (エスペ

ックミック) ) 。3 日後にラップを取り、さらに 7 日ほど経過したところで、園芸用黒

ポッドに植え替え 3週間ほど同一条件で成育させた。 

 

6. ベンサミアナタバコでのタンパク質の一過的発現法 

 

目的のコンストラクトを形質転換したアグロバクテリウム (C58C1) を 2 mlの YEP

培地 (50 µg/mlカナマイシン、50 µg/ml ハイグロマイシン、20 µg/ml リファンピシン

含有) で 28℃、2日間振とう培養した。その培養液から 100 µl分けとり、20 mlの YEP

培地に植菌し、28℃、16 時間振とう培養した。その後、2000×g、28℃で 10 分間遠心

し、集菌した。上清を捨てたのち、MMAバッファー (10 mM MgCl2、0.2% MES-KOH 

pH 5.6、1 mMアセトシリンゴン) に懸濁し、OD600が 0.6になるように調整した。調

整した後は 2 時間、28℃で静置し、1 mlのシリンジでベンサミアナタバコの葉の裏側

からアグロバクテリウムをインフィルトレーションした。CERK1-3HA 発現体は接種

後 1日で回収し、CERK1(KD)-3HA発現体は接種後 3日で回収した。 
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＜YEP液体培地組成(1000 ml)＞ 

Bacto pepton               10 g 

Bacto Yeast Extract         10 g 

NaCl                       5 g 

up to 1000 ml 

pH 7.2に調製した後に、オートクレーブにて滅菌した。 

 

7. ベンサミアナタバコで発現させた CERK1-3HAの調製 

 

アグロバクテリウムを感染させたベンサミアナタバコの葉を回収し、速やかに液体窒

素で凍結させた。凍結した葉を溶解せずに薬さじで粉砕した。葉と等量のホモジナイズ

バッファー (0.3 Mスクロース、50 mM Mes-Tris pH 7.6、5 mM EDTA、5 mM EGTA、

1 mM PMSF) を加え、ヒスコトロンを用いて 30秒、4回で破砕した。その後、10,000×g 、

4℃で 10 分遠心し上清を回収した。その上清を、100000×g、4℃で 40 分間超遠心し、

膜画分を回収した。得られた膜画分は可溶化バッファー (50 mM リン酸化二水素ナト

リウム、150 mM NaCl pH 7.0、1 mM PMSF、0.5 % Triton-X100) で溶解後、2時間、

回転撹拌させることで可溶化した。100000×g, 4℃で 40 分間超遠心し、上清を回収し

た。その上清に対してして、20 µlのHAアガロース (Sigma) を添加し、一晩、回転撹

拌した。PrepSpin Column (Sigma) に溶液を添加し、8000×g、4℃で 10秒遠心するこ

とで、HA アガロースを回収した。その後、Wash バッファー (0.05 % Triton-X100、

50 mM リン酸二水素ナトリウム、150 mM NaCl pH 7.0) を加え、遠心を繰り返すこ

とで洗い作業を行った。その後、50 µlの SDSバッファー (400 mM Tris-HCl pH 6.8、

4% SDS、10 % グリセロール、0.01 % BPB、2 % メルカプトエタノール) を添加し、

95℃、10分間加熱し、15000×g、25℃で 2分間遠心することで溶出した。 

 

8. CERK1 タンパク質発現評価に用いたシロイヌナズナの膜画分の調製 

 

2 mlマイクロチューブに 600粒の種子を取り、70 %エタノールを 1 ml加えて 1分

間激しく撹拌した。エタノールを捨て、滅菌水 800 µl、次亜塩素酸 200 µl、Tween20

を 5 µl 加えて、3 分間激しく撹拌し、クリーンベンチ内で溶液を除去した後、5 回以

上、滅菌水を替えてよく洗浄することで種子の表面殺菌を行った。30 mlのオートクレ
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ーブで滅菌した 2％スクロース溶液 (0.2 % Agarose Sを含む) と、30 mlのオートクレ

ーブ後に 0.22 µmのフィルターでろ過したMS液体培地を混ぜ、シャーレ 3枚に約 20 

ml ずつ分注し、そこへ表面殺菌した種子を 3 枚に均等になるように播種した。シャー

レの周囲をパラフィルムで巻き、4 日間の低温処理の後、22℃、明期 16 時間、暗期 8

時間の温室に移し、9日間育成した。育成した実生約 600個体の水分をハンドタオルで

よく切り、50 mlチューブに回収し液体窒素で速やかに凍結させた。その後は、ベンサ

ミアナタバコから膜画分を抽出した方法と同様の操作を行った。MS液体培地の組成を

下記に示す。 

 

＜MS液体培地 (1000 ml) ＞ 

MS salt   1袋 

H2O   1000 ml 

オートクレーブにて滅菌して用いた。 

 

9. タンパク質サンプルの電気泳動と検出 

 

300 mlほどの 1×SDS-PAGE Running bufferを作製し、泳動槽に 200 mlほど泡が

立たないように注意しながら注いだ。その後、作製したゲルをセットし、傾けながらゲ

ル板の間に気泡が入らないように泳動槽 (ATTO) へ入れた。泳動槽の上部には残りの

Running bufferを適量加えた。サンプルをロード後、泳動を行うゲルが 1枚の場合は、

20 mA で、2 枚の場合は 40 mA 電流を流した。電気泳動の終わったゲルを CBB 染色

で検出する場合は、染色液に 1 時間ほどゲルを浸透させたのち、脱色液で脱色させた。

電気気泳動後にウエスタンブロッティングを行う場合は下記の方法で操作した。ブロッ

ティングに使うメンブレンを 100%メタノールに 30 秒ほど浸した後、Towbin 転写バ

ッファーに浸した。フィルターペーパー2枚も Towbin 転写バッファーに浸した。ゲル

板からゲルを剥し Towbin 転写バッファーに 30秒ほど浸すことで平衡化した。その後、

ウエスタンブロッティング装置 (Bio-rad) にフィルターペーパーを 1枚のせ、メンブ

レンを重ねた。この際、メンブレンが乾かないように表面に Towbin 転写バッファーを

加えた。ゲルをメンブレンの上にのせ、もう 1枚のフィルターペーパーを重ねた。さら

に乾燥を防ぐために、全体に Towbin 転写バッファーをかけた。最後に、フィルターペ

ーパーの表面で試験管等を転がすことによって中の気泡を抜いた。その後、カバーをは
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め、15 V、40 分間、ブロッティングを行った。転写操作後、適当なサイズのタッパー

に 5%スキムミルクをメンブレンが浸る程度に用意し、そこへメンブレンを浸し、30分

間振とうさせることでブロッキングをした。ブロッキング終了後 1次抗体を加えておい

た 3%スキムミルクにメンブレンを移し、1 次抗体処理を 30 分から一晩の範囲で行っ

た。抗体処理時間を長くした場合は、4℃で抗体処理を行った。反応後、メンブレンを

PBS-Tの入ったタッパーに移し、5分間振とうし、洗い作業とした。その後、PBS-Tを

捨てメンブレンに直接かからないように PBSを加え、5分間振とうし、2回目の洗い操

作とした。更に同様の操作をもう一度行い計 3回の洗い操作を行った。2次抗体処理で

は、1 次抗体処理と同様に 2 次抗体の入った 3%スキムミルク溶液を用意しておき、メ

ンブレンを浸し、30分振とうすることで抗体処理とした。その後の洗い操作は、1次抗

体処理後の操作と同様であるが、PBS-Tで 1度洗った後、PBSで 3回洗った。検出液

(Millipore) に 5分間浸し、LAS4000 (GE) で検出を行った。作製したゲル、SDS-PAGE 

Running buffer 、CBB染色液、脱色液、Towbin転写バッファー、PBS 、PBS-Tの組

成、および使用した抗体は下記に示す。ただし、抗ホスホセリン/ホスホチロシン抗体で

検出を行う場合は、スキムミルク溶液を BSA溶液に置き換えて実験を行った。 

 

＜使用したゲルの組成 (2枚分) ＞ 

大腸菌発現タンパク質の電気泳動は、10 %の分離ゲルを使用した。 

ベンサミアナタバコから抽出した膜タンパク質の電気泳動は 7.5 %の分離ゲルを使用し

た。 

使用したゲルの組成 (2枚分) 

 分離ゲル (7.5%) 分離ゲル (10%) 濃縮ゲル (4.5%) 

A液 4.5 ml 6 ml 0.9 ml 

B液 4.5 ml 4.5 ml ― 

C液 ― ― 1.5 ml 

D液 0.08 ml 0.08 ml 0.02 ml 

TEMED 0.01 ml 0.01 ml 0.01 ml 

水 4.5 ml 7.5 ml 3.6 ml 

*Phos-tag (和光純薬) ゲルを作製する場合は、分離ゲルに最終濃度 10 µMになるよう

に調製した Phos-tag溶液と 20 µMのMnCl2を添加した。 
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A溶液 (100 ml) B溶液 (100 ml) 

 アクリルアミド 29.2 g  Tris 18.2 g 

 N’N-メチレンビスアクリルアミド 0.8 g   SDS 0.4 g 

   塩酸で pH 8.8に調製 

 

C溶液 (100 ml) D溶液 (1 ml) 

 Tris 6.1 g  過硫酸アンモニウム 0.1 g 

 SDS 0.4 g  

  塩酸で pH 6.8に調製  

 

＜5×SDS-PAGE Running Buffer (1000 ml) ＞ 

 Tris            15 g 

 SDS            5 g 

 Glycine         72 g 

*使用時はH2Oで 5倍に希釈し使用した。 

 

＜CBB染色液 (1000 ml) ＞                        ＜CBB脱色液 (1000 ml) ＞ 

 クマシーブリリアントブルー 248 mg                メタノール 300 ml 

 メタノール                   50 ml                 酢酸       100 ml 

 酢酸                       100 ml                H2O       600 ml 

 H2O                       850 ml 

 

＜Towbin転写バッファー (1000ml) ＞ 

 Tris         3.03 g 

 Glycine        14.4 g 

 メタノール           200 ml 

                Up to 1000 ml 
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＜PBSおよび PBS-T (2000 ml) ＞ 

 リン酸二水素ナトリウム   4.8 g 

 NaCl           17.53 g 

           Up to 2000 ml 

10 N NaOHで pH 7.0に調製し用いた。 

PBS-Tは PBSに 0.1 %の Tween20を加えて調製した。 

 

10. シロイヌナズナの形質転換 

 

膜画分の調製に記述したのと同様の方法で表面殺菌を行った種子を MS 寒天培地に

播種した。4日間低温処理をしたのち、数週間、22℃、恒明条件で生育させた。寒天を

洗い流した幼生をオアシスに移植し、MGRL 培地と蒸留水を交互に与えながら 1 か月

ほど成育させた。途中、抽苔した頂芽を切断し、側芽の成長を促した。目的のコンスト

ラクトを形質転換したアグロバクテリウム (C58C1) を 2 mlの YEP培地 (50 µg/mlカ

ナマイシン、50 µg/ml ハイグロマイシン、20 µg/ml リファンピシン含有) で 28℃、2

日間振とう培養した。その培養液から 100 µl分けとり、250 mlの YEP培地に植菌し、

28℃、16時間振とう培養した。培養したアグロバクテリウム培養液を、2000×g、28℃

で 10 分間遠心した。上清を捨て浸潤培地を加えて懸濁し、OD600が 0.8 以上になるよ

うに調整した。均一に拡散したアグロバクテリウム菌液を、タッパーなどの適当な容器

へ移し、植物体全体を浸潤培地に 5分間浸した。その後、白いビニール袋に植物体を入

れ、袋の口を縛った。22℃、連続光のもとで、2 日間育成させた。2 日間置いたのち、

袋から出し育成させた。MS寒天培地、MGRL培地と浸潤培地の組成は下記に示した。 

 

＜MS寒天培地 (1000 ml) ＞ 

MS salt  1 袋 

Sucrose  25 g 

pH 6.0に調製後にメスアップした。 

ゲランガムを 2.4 g 加えてオートクレーブした。 

固まる前に 1 mlの 1000×Vitaminを加えてシャーレに分注した。 
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＜1000×Vitamin (100ml) ＞ 

Thiamine hydrochloride (Vitamin B1)   300 mg 

Nicotinic acid                         500 mg 

Pyridoxine hydrochloride (Vitamin B6)   50 mg 

 

＜MGRL medium (1000ml) ＞ 

MGRL Amix                      0.71 g 

                                       

 

 

 

Ca(NO3) 2・4H2O                  0.47 g 

1000×MGRL溶液         1 mL 

                

 

                      

 

 

pH 5.8  

1Lにメスアップした。 

 

＜浸潤培地 (1000 ml) ＞ 

MS salt                    1 袋 

1000×Vitamine             1 ml 

Sucrose                    50 g 

MES                      0.5 g 

1 N KOHで pHを 5.7に調製し、1Lにメスアップした。その後、1 mg/mlベンジルア

デニン (DMSO溶解) を 10 l、 20% Tween20を 1 ml加えた。 

 

  

NaH2PO4(無水) 

Na2HPO4(無水) 

MgSO4(無水) 

KNO3 

Fe(Ⅲ) EDTA 

 

MnSO4・4H2O                                 

H3BO3                                   

ZnSO4・7H2O                                        

CuSO4・5H2O                            

(NH4)6Mo7O24・4H2O                     

CoCl2・6H2O 

18.1 g 

3.7 g 

18.1 g 

30.4 g 

0.5 g 

 

2.3 g 

1.85 g 

0.29 g 

0.24 g 

0.03 g 

0.03 g 
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11. 形質転換体の選抜 

 

アグロバクテリウムを感染させた植物体から、種子を収穫した。種子を前述の方法と

同様に表面殺菌した後、25 g/mlのハイグロマイシンと 160 g/mlのクラフォランを

含んだMS寒天培地に播種した。4℃で 4日間低温処理した後、22℃、恒明条件下で育

成した。10 日以上経過したら、抗生物質耐性個体を選び、再び抗生物質の入っている

MS寒天培地に移植した。寒天培地で7~10日間育成した後、オアシスに移植してMGRL

を与えながら 1 ヶ月程育成した。その過程で、形質転換植物体から本葉を１枚取り、

100 µlのバッファーA (100 mM Tris-HCl pH 9.5、1 M KCl、10 mM EDTA) 中で葉を

すりつぶした後、95℃、10分間加熱。この植物破砕液をテンプレートに KOD FX Neo 

(TOYOBO) を用いて PCR を行い、形質転換を確認した。プライマー、PCR 条件は下

記に示す。 

 

＜PCR条件＞ 

葉の破砕液    0.5 µl 

2×PCR Buffer    7.5 µl 

dNTPs       3 µl 

Primer Forward          0.45 µl 

Primer Reverse          0.45 µl  

KOD FX Neo   0.15 µl 

     15 µl 

 

94℃  98℃  60℃  68℃  68℃  4℃ 

2分  10秒  30秒  1分  10分  ∞ 

       35cycle 

 

 

  
Fwd 

プライマー名           プライマー配列  
Rev 

 
Fwd CERK1 F8 CGCCTGATTGGATATTGTGTTG 

Rev attB2 ACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT 
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12. 形質転換した CERK1 遺伝子配列のシークエンス解析 

 

前項同様に、下に示すプライマーを用いて、変異導入部分を含む PCR 産物を増幅し

た。PCR 産物はアガロースゲル電気泳動を行い、目的バンドを切り出した。

HiYieldGel/PCR DNA Fragments Extraction Kit (RBC Bioscience) を用いてゲル抽

出を行うことで目的産物を回収した。この PCR 産物に対して、Ex Taq polymerase 

(TAKARA) を用いて 5’末端に A 付加した (70℃、30 分間反応) 。2 µg 相当の A 付加

した PCR産物を pCR8 (Life technologies) に導入した。その後は DH5α株の大腸菌に

形質転換、プラスミド抽出を行った。このプラスミドに対して、シークエンス解析を行

い形質転換された CERK1 配列が正しいことを確認した。プライマー、PCR 条件と A

付加条件、TOPO反応条件を下に記す。 

 

＜PCR条件＞ 

葉の破砕液         0.5 µl 

2×PCR Buffer         7.5 µl 

dNTPs     3 µl 

Primer Forward           0.45 µl 

Primer Reverse          0.45 µl 

KOD FX Neo        0.15 µl 

Total           15 µl 

 

94℃  98℃  60℃  72℃  72℃  4℃ 

5分  30秒  30秒  4分   4分   ∞ 

       30cycle 

 

 

  
Fwd 

プライマー名           プライマー配列  
Rev 

 
Fwd attB1 ACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGC 

Rev CERK1 R3 CTACCGGCCGGACATAAGACTG 
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＜A付加反応溶液組成＞ 

ゲル抽出した PCR産物         5 µl 

10×Buffer                 1 µl 

dATPs (2 mM)          1 µl 

Ex Taq                        1 µl 

H2O           2 µl 

          10 µl 

 

＜TOPO反応＞ 

A付加した PCR産物        2 µl 

Salt solution        0.5 µl 

pCR8                    0.5 µl 

       3 µl 

 

13. 活性酸素応答解析 

 

MF画分の調製で記述したのと同様の方法で種子 (各系統 400粒) の表面殺菌を行っ

た。オートクレーブで滅菌した 2 %スクロース、0.2 % Agarose溶液 40 mlに対してク

リーンベンチ内でろ過滅菌したMGRL培地 40 mlを加え、20 mlずつシャーレに分注

した。そこへ表面殺菌した種子を等量ずつ播種した。シャーレの周囲をパラフィルムで

巻き、4 日間の低温処理の後、22℃、明期 16 時間、暗期 8 時間の温室で 9 日間、成育

した。オートクレーブで滅菌した 2 % スクロース溶液とクリーンベンチ内でろ過滅菌

した MGRL 培地を等量混合した培地を調整した。培地を 48 穴プレートに最終液量が

600 l となるように分注し、9 日目の実生を調整した培地で洗った後に 1 穴あたり 3

個体ずつ入れた (一処理区 3反復) 。サーモミキサーにより、25℃、300 rpmで 2時間

プレインキュベートした。プレインキュベートが終わったら、最終濃度が 20 µM にな

るようにキチン 7量体を添加した。実生が浮かんだ培地 10 lを経時的 (0分、30分、

60分、120分、180分) にサンプリングし、1.1 mM ルミノール 50 l及び 14 mM フ

ェリシアン化カリウム 100 lをすぐに加え、ルミノメーターにより活性酸素量を化学

発光量として測定した。 
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14. 防御応答関連遺伝子の発現誘導解析 

 

活性酸素測定と同条件で表面殺菌、育成した実生を用いた。さらに活性酸素測定に用

いたのと同じ 1/2 MGRL (1 % スクロースを含む) を調整し、24穴プレート 1穴あたり

に最終量が 700 µlとなる様に分注した。1穴あたり 15 個体の実生を入れ、1 処理区 3

反復となる様に準備した。サーモミキサーにより、25℃、300 rpm で 2 時間プレイン

キュベートした。プレインキュベートが終わったら、最終濃度が 10 µg/ml となるよう

にキチン 7量体を添加した。キチン 7量体を処理後 30分の実生を回収し、ろ紙の上で

余分な培地を除いたのち、液体窒素により凍結した。凍結状態の実生をビーズ破砕機で

破砕し、FavorPrep Plant Total RNA Purification Mini Kit (300 preps)  (FAVORGEN) 

を用いて RNAの抽出を行った。キットに付属の説明書に従って抽出した後、NanoDrop

により濃度と純度を測定した。Total RNA 500 ng から QuantiTect Reverse 

Transcription Kit (QIAGEN) を用いて逆転写反応を行った。キットに付属の説明書に

従って操作した。ただし、反応は半量で行った。得られた cDNA溶液は 10倍に希釈し

てリアルタイム PCR のテンプレートとした。合成した cDNA をテンプレートとし、

ABI7500Fast (applied biosystems) システムを用いて SYBR Green法によるリアルタ

イム PCR を行った。解析により得られた各遺伝子の Ct 値を、ハウスキーピング遺伝

子である Actinの Ct値を基にして⊿⊿Ct法によって解析した。各系統の水処理時の値

を 1とした際の発現量を計算してグラフ化した。 

 

＜SYBR Green法＞ 

Template                   2 µl 

Primer Mix                 0.8 µl 

H2O                    0.2 µl 

Fast SYBR Green PCR Master Mix(ABI)    4 µl 

Total                                       8 µl 

Primer Mixは事前に Forward Primer、Reverse Primerが 2 µMとなるように混合し

た。 

PCR反応は Fastモードで行った。使用したプライマーは下記に示した。 
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 Forward Primer Reverse Primer 

Actin CTTGCACCAAGCAGCATGAA CCGATCCAGACACTGTACTTCCTT 

CERK1 lower AGATGGCGGAATTAGGGAAAG GGATAAAGCAACCACAATGTATCTC 

AtWRKY53 CAGACGGGGATGCTACGG GGCGAGGCTAATGGTGGTG 

AtMYB51 ACAAATGGTCTGCTATAGCT CTTGTGTGTAACTGGATCAA 
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第 3 節 実験結果 

 

1. 大腸菌発現系で調製した CERK1 細胞内ドメインタンパク質のリン酸化能の評価 

 

受容体様キナーゼ (RLK) の活性化機構の解析では、大腸菌発現系で調製した細胞内

ドメインタンパク質を用いて実験することが一般的である。そこで本研究でも、大腸菌

発現系で調製した CERK1細胞内ドメインタンパク質を用いて、CERK1の自己リン酸

化を介したシグナル伝達制御機構を解析した。 

まずは、大腸菌発現系で調製した CERK1 細胞内ドメインタンパク質 (CERK1cyt)

が、自己リン酸化能を有するかについて確認した。CERK1cyt は精製を容易にするた

めに、N末端側に GST (Glutathione S-transferase) タグを付加した GST-CERK1cyt

を調製した。また、キナーゼに保存され、キナーゼの活性制御に関わることが知られ

る CERK1 の 441 番目のアスパラギン酸残基 (D) をバリン残基 (V) に置換すること

で、キナーゼ活性を失った GST-CERK1(D441V)cytも調製し、キナーゼ活性評価の指

標に用いた。それらタンパク質は大腸菌で発現させたのち、その大腸菌を破砕するこ

とで溶菌させ、GSTrap FFカラム (GE) で精製することで調製した。それぞれのタン

パク質の自己リン酸化能は SDS-PAGE 後のリン酸化によるバンドシフトから評価し

た。ゲルは CBB染色、またはウエスタンブロッティング後、抗 GST抗体 (α-GST) 、

抗ホスホセリン抗体 (α-pS) 、抗ホスホチロシン抗体 (α-pY) で検出した。 

その結果、予測質量と一致する 68 kDa 付近に GST-CERKcyt および GST-

CERK1(D441V)cytのバンドが確認された (Fig. 1-1) 。GST-CERKcytはブロードなバ

ンドとして検出され、フォスファターゼを処理したサンプルでは、バント位置が GST-

CERK1(D441V)cytと同位置に収束した。そのため、GST-CERKcytは大腸菌内でリン

酸化していたことがわかった。また、GST-CERK1(D441V)cytに対し、フォスファター

ゼ処理をしてもバント位置の変化は見られないことから、GST-CERK1(D441V)cyt は

大腸菌内でリン酸化しないことがわかった。 

以上のことから、大腸菌発現系で調製した GST-CERK1cytは自己リン酸化能を持つ

ことが示された。抗ホスホセリン抗体、抗ホスホチロシン抗体を用いたところ、GST-

CERKcyt のバンドが確認されたことから CERK1 は、セリン残基およびチロシン残基

を自己リン酸化することも明らかになった。 
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Fig. 1-1 大腸菌発現系で発現したGST-CERK1cytの自己リン酸化能の評価 

大腸菌にて発現、精製して得られたGST-CERK1cyt、GST-CERK1(D441V)cytをフォスファ

ターゼ (Phosphatase) 処理および非処理のサンプルを電気泳動後、CBB染色および抗GST抗

体 (α-GST) 、抗ホスホセリン抗体 (α-pS) 、抗ホスホチロシン抗体 (α-pY) で検出した。矢印は

非リン酸化状態のGST-CERK1cytおよびGST-CERK1(D441V)cytの位置を示す。 
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2. CERK1 自己リン酸化モードの解析 

 

CERK1はホモダイマー化でシグナル伝達を起動することがわかっている (59, 66) 。

また、CERK1細胞内ドメインの自己リン酸化がシグナル伝達に関わると考えられてい

る(54, 58)。そのため、CERK1はホモダイマーに伴って細胞内ドメインを自己リン酸化

することが想定された。そこで、 CERK1cyt がキナーゼ活性を持たない

CERK1(D441V)cytをリン酸化する能力を持つかを評価することで、CERK1が 2分子

でリン酸化 (分子間リン酸化) するのか、1 分子でリン酸化 (分子内リン酸化) するの

かを評価することにした。 

この実験では、CERK1cytのN末端側に GSTタグを融合した GST-CERK1cytタン

パク質と、 CERK(D441V)cyt の N 末端に Strep タグを融合した Strep-

CERK1(D441V)cytタンパク質を大腸菌発現系から調製して用いた。また、本実験では

すでに分子間の自己リン酸化を行うことが立証されているミヤコグサの NFR1 をコン

トロールに用いた (77) 。NFR1由来のタンパク質は、NFR1の細胞内ドメインタンパ

ク質 (NFR1cyt) の N末端側に GST タグを融合した GST-NFR1cyt と、NFR1 の 481

番目のスレオニン残基 (T) をアラニン残基 (A) に置換することでキナーゼ活性を欠

損させた NFR1(T481A)の細胞内ドメインの N 末端側に Strep タグを融合した Strep-

NFR1(T481A)cytを、大腸菌発現系で調製した。 

それぞれの 2 種類のタンパク質は、第 2 節の方法に示したバッファー中でリン酸化

反応を行った。CERK1のリン酸化は、SDS-PAGE・ウエスタンブロッティング後、抗

Strep 抗体 (α-Strep) で検出し、評価した。また基質の SDS-PAGE では、そのリン酸

化をより容易に観察するため、リン酸化タンパク質が特異的にトラップされることで、

リン酸化によるバンドシフトが見やすくなる Phos-tagゲルを用いた。 

その結果、GST-NFR1cyt と Strep-NFR1(T481A)cyt 共存下で ATP を添加したサン

プルでは Strep-NFR1(T481A)cyt のブロードなバンドが確認された (Fig. 1-2) 。この

サンプルにフォスファターゼを処理すると、ブロードなバンドが Strep-

NFR1(T481A)cytのみのサンプルのバンド位置に収束することから、前述のブロードな

バンドがリン酸化によるものであることが明らかになった。また、 Strep-

NFR1(T481A)cytに ATPを添加しても、バンドシフトが観察されないことから、Strep-

NFR1(T481A)cytのリン酸化は、GST-NFR1cytによるものあると確認された。これら

の実験結果から、NFR1 は分子間でリン酸化することが本実験系においても確認され
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た。また本実験系が CERK1のキナーゼでの自己リン酸化様式の解析に利用可能である

ことが示された。 

そこで、同様の実験を CERK1 についても行った結果、GST-CERK1cyt と Strep-

CERK1(D441V)cyt 共存下で ATP を添加したサンプルにおいて、 Strep-

CERK1(D441V)cytのブロードなバンドが確認された。また、フォスファターゼを処理

し た サ ンプ ルで 、 Strep-CERK1(D441V)cyt の バ ンド が 消失 し た。 Strep-

CERK1(D441V)cyt のみに ATP を加えてもバンドシフトしないことから、Strep-

CERK1(D441V)cytで確認されたバンドシフトは GST-CERK1cyt によってもたらさせ

たものであることが示された。以上の結果から、CERK1はNFR1と同様に分子間で自

己リン酸化することが示唆され、CERK1は 2量体を形成し、リン酸化し合うことで自

己リン酸化する可能性が示された。 

 

  



39 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-2 CERK1分子間の自己リン酸化モード解析 

大腸菌発現系を用いて調製したそれぞれのタンパク質を用いて、GST-CERK1cyt がキナーゼ

活性を持たない Strep-CERK1(D441V)cyt をリン酸化するかについて評価した。NFR1 は本実

験のコントロールとして用いた。  

 

 

 

 

 

 

  



40 

 

3. CERK1 の in vitro 自己リン酸化部位同定のための試料の評価 

 

CERK1 の自己リン酸化部位の機能解析にあたり、そのリン酸化部位を LC-MS/MS

解析で同定することにした。まずは大腸菌発現系で調製した GST-CERK1cytを用いて、

CERK1の in vitro自己リン酸化部位の同定を進めた。 

GST-CERK1cytは大腸菌内で自己リン酸化することがわかっている (Fig. 1-1) 。し

かし、大腸菌由来のキナーゼによって、リン酸化されたリン酸化部位が含まれる可能性

も考えられる。そこで、GST-CERK1(D441V)cytでも LC-MS/MS解析を行い、双方で

得られたリン酸化部位の結果を比較することで、GST-CERK1cyt で自己リン酸化され

た部位のみを抽出できるだろうと考えた。 

LC-MS/MS解析に用いる GST-CERK1cytは、自己リン酸化率を高めるため、ATP存

在下でさらにリン酸化させた。本実験では LC-MS/MS 解析に用いる各タンパク質試料

の一部とり、SDS-PAGE・ウエスタンブロッティング後、抗 GST抗体で検出すること

で、GST-CERK1cytの自己リン酸化をバンドシフトの程度から評価した。 

その結果、ATP 存在下で GST-CERK1cyt のリン酸化を促したサンプルでは、ATP

を加えていない GST-CERK1cytのタンパク質バンドに比較して、高質量側にバンドシ

フトした (Fig. 1-3) 。よって、GST-CERK1cyt のキナーゼ活性により自己リン酸化が

亢進したことがわかった。一方、GST-CERK1(D441V)cytでは ATPの存在下、非存在

下にかかわらず、バンドシフトは確認されず、同じ位置にバンドが確認された。そのた

め、GST-CERK1(D441V)cyt は ATP存在下で反応させてもリン酸化はしないことが示

された。ATPを添加したそれぞれのサンプルを用いて、LC-MS/MS解析を行った。 
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Fig. 1-3 GST-CERK1cytの自己リン酸化の評価 

大腸菌発現系を用いて調製した GST-CERKcyt、GST-CERY(D441V)cyt に対して ATP 存在/

非存在下でリン酸化反応を促した際の自己リン酸化状態について解析を行った。 
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4. CERK1 の in vivo 自己リン酸化部位同定のための試料の評価 

 

上記では、大腸菌発現系で調製した GST-CERK1cyt を用いて、in vitro 自己リン酸

化部位の同定を進めたが (Fig. 1-3) 、植物生体内でリン酸化された CERK1 でも LC-

MS/MS解析を行い、CERK1の in vivo自己リン酸化部位も同定することにした。本来

はキチンオリゴ糖を処理したシロイヌナズナから CERK1 を単離し、それ用いて LC-

MS/MS解析を行い、CERK1の in vivo自己リン酸化部位を同定するのが直接的なアプ

ローチである。一方、アグロバクテリウム法を用いて、ベンサミアナタバコの葉に

CERK1 を一過的に発現系させると、CERK1 のキナーゼ活性に依存的にリン酸化する

こと、また、防御応答様の細胞死が誘導されることが示されており、シロイヌナズナに

キチンオリゴ糖を処理したときと同じ状況をタバコの系でも擬似的に再現できること

がわかっている (67, 95) 。また、ベンサミアナタバコ発現系を用いることで大量のリ

ン酸化 CERK1 を簡便に調製できることもわかっていた。そこで、本系を用いて、

CERK1の in vivo自己リン酸化部位同定のための試料を調製することにした。 

分析に用いた CERK1-3HAは、CERK1全長の C末端側に 3HAタグを付加したコン

ストラクトを持つアグロバクテリウムを、ベンサミアナタバコの葉にインフィルトし、

強制的に感染させることで一過的に発現させた。その葉から膜画分を抽出・可溶化後、

抗 HA 抗体が付加されたアガロースビーズで免疫沈降を行うことで、リン酸化した

CERK1-3HAを調製した。また、CERK1のキナーゼ活性依存的な自己リン酸化部位を

同定するにあたり、CERK1(D441V)-3HAも同様の方法で調製した。 

本実験では、調製したサンプルの一部を、Phos-tagゲルを用いて SDS-PAGEで分離

し、ウエスタンブロッティング後、転写膜を抗HA抗体 (α-HA) で検出することで、バ

ンドシフトからリン酸化の有無を評価した。その結果、CERK1-3HAで検出されたタン

パク質バンドは、CERK(D441V)-3HA のものと比較して、明らかに高質量側にシフト

していることが確認された (Fig. 1-4) 。また、同様な試料にフォスファターゼを処理し

たサンプルでは、そのバンドが CERK1(D441V)-3HAと同じ位置に低下した。よって、

ベンサミアナタバコ一過的発現系を用いて調製した CERK1-3HA はリン酸化している

ことが確認され、CERK1 の in vivo 自己リン酸化部位の同定解析に適したサンプルで

あることが示された。 
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Fig. 1-4 CERK1-3HAの自己リン酸化の評価 

ベンサミアナタバコ一過発現系にて発現、HA アガロースによって調製した CERK1-3HA お

よび CERK1(D441V)-3HAのリン酸化状態を抗HA抗体で評価した。電気泳動には phos-tagゲ

ルを用いた。 
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 5. CERK1 の in vivo/in vitro 自己リン酸化部位の同定 

 

CERK1 の自己リン酸化部位を同定するため、前述のように調製した試料を用いて 

(Fig.1-3, 4) 、トリプシン分解処理後、LC-MS/MS解析を行った。LC-MS/MS解析は、

明治大学 紀藤圭治 准教授に行っていただいた。 

下記の図 (Fig. 1-5) には、GST-CERK1cytおよび CERK1-3HAで自身のキナーゼ活

性依存的に検出された自己リン酸化部位を示した。GST-CERK1cyt の in vitro の自己

リン酸化部位は、セリン残基で 21 か所、スレオニン残基で 10 か所、チロシン残基で

10 か所の合計 41 か所のアミノ酸残基で確認された  (Fig. 1-5) 。また、GST-

CERK1(D441V)cyt では、リン酸化部位が検出されず、GST-CERK1cyt で検出された

リン酸化部位は CERK1 の自己リン酸化によるものであることが示唆された。一方、

CERK1-3HA の in vivo の自己リン酸化部位は、セリン残基で 11 か所、スレオニン残

基で 4 か所の合計 15 か所のアミノ酸残基で確認された。In vivo リン酸化部位の中に

は、in vitroでリン酸化されていないリン酸化部位が 1か所検出されたため、in vivo/in 

vitroリン酸化部位をまとめると、CERK1の自己リン酸化部位を 42か所同定すること

ができた。LC-MS/MS解析の結果は、170頁に示した。 
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Fig. 1-5 in vivo/in vitro解析による CERK1キナーゼ自己リン酸化部位の同定 

大腸菌発現GST-CERK1cyt (In vitro) およびベンサミアナタバコ発現 CERK1-3HA (In vivo)

を用いて質量分析を行い、キナーゼ領域中の自己リン酸化部位を同定した。自己リン酸化部位は

赤文字で示した。 
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6. CERK1 の in vivo チロシンリン酸化の評価 

 

質量分析の結果、in vitro タンパク質試料からはチロシン残基のリン酸化が同定され

たが、in vivo リン酸化部位中にはチロシンリン酸化部位が検出されなかった (Fig. 1-

5) 。そこで、in vivoにおいてもチロシン残基がリン酸化されるかを明らかにするため、

ベンサミアナタバコに一過的に発現させたCERK1-3HAが、抗チロシン抗体 (α-pY) で

検出できるかを確認することにした。そこで、LC-MS/MS 解析に用いた同様のサンプ

ルを、SDS-PAGE・ウエスタンブロッティング後、転写膜を抗チロシン抗体 (α-pY) で

検出した。抗 HA抗体 (α-HA) で検出したデータは CERK1-3HA のコントロールとし

て用いた。 

その結果、CERK1-3HA のサンプルで CERK1-3HAと同じ質量の位置に、抗チロシ

ン抗体でバンドが確認された (Fig. 1-6) 。一方、CERK1(D441V)-3HAでは、そのバン

ドが確認されなかった。そのため、CERK1-3HAは生体内で、チロシン残基をリン酸化

することが、抗体を用いた評価から確認された。 
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Fig. 1-6 抗ホスホチロシン抗体を用いた CERK1-3HAのチロシンリン酸化の評価 

ベンサミアナタバコで発現させ、HA アガロースで調製した CERK1-3HA および

CERK1(D441V)-3HA を、抗ホスホチロシン抗体によって検出した。矢印はリン酸化した

CERK1-3HAを示す。 
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7. シロイヌナズナ相補実験系を用いた自己リン酸化部位の機能解析 

 

大腸菌発現系を用いて調製した GST-CERK1cytおよびベンサミアナタバコ一過的発

現系を用いて調製した CERK1-3HA で LC-MS/MS解析を行ったところ、CERK1の自

己リン酸化部位を 42か所同定した (Fig. 1-5) 。しかしこれらのアミノ酸残基のリン酸

化が、キチンオリゴ糖誘導性の防御応答の起動に関与するのか不明である。そこで in 

vitro/in vivo の CERK1 自己リン酸化部位について、セリン残基 (S) 及びスレオニン

残基 (T) はアラニン残基 (A) に、チロシン残基 (Y) はフェニルアラニン残基 (F) に、

一アミノ酸残基置換した CERK1を cerk1-2変異体に形質転換し、それぞれの形質転換

体に対してキチンオリゴ糖を処理した時の活性酸素生成および防御応答遺伝子の発現

発現誘導を評価することで、一アミノ酸残基置換したリン酸化部位が CERK1のシグナ

ル伝達に関わるかを明らかにすることにした。 

解析にあたり、cerk1-2変異体に野生型の CERK1を形質転換した、独立した 3ライ

ンの相補体 (CERK1/cerk1-2) で、野生型のシロイヌナズナ (Col-0) と同程度のキチン

応答を示すかを、活性酸素生成を指標に評価した。その結果、独立した 3ラインの相補

体で、野生型と同程度のキチンオリゴ糖誘導性の活性酸素生成が確認された (Fig. 1-7) 。

このことから、上記の cerk1-2変異体を用いた自己リン酸化部位の評価が可能であるこ

とを示された。また野生型シロイヌナズナ (Col-0) 、cerk1-2 および CERK1/cerk1-2

形質転換体の 1ライン (35S::CERK1-1) において、それぞれの膜画分を調製し、SDS-

PAGE・ウエスタンブロッティング後、得られた転写膜を抗 CERK1 抗体 (α-CERK1) 

で検出を行ったところ、Col-0 および 35S::CERK1-1/cerk1-2 形質転換体で CERK1 タ

ンパク質の発現が確認された (Fig. 1-8) 。このことから、相補体の活性酸素生成の復帰

は、CERK1タンパク質の発現に依存することが確認された。 

そこで、上述した方法で作製した一アミノ酸残基置換 CERK1/cerk1-2形質転換体に

対して、キチンオリゴ糖を処理し、活性酸素生成と複数の防御応答関連遺伝子 

(AtMYB51,AtWARY53) の発現誘導を評価することにした。形質転換体の得られた 28

か所の一アミノ酸残基を置換した個体で、防御応答評価を行った。その結果、一アミノ

酸残基置換によって防御応答の復帰の消失またはわずかな復帰著を示したリン酸化部

位が 5か所 (T479,Y428, T473, T573, S493 ) を見出された。一アミノ酸残基置換によ

って影響がみられた形質転換体の結果は Fig. 1-9、10、12~14 に 記載し、一アミノ酸

残基置換で影響がみられなかった形質転換体はアミノ酸番号順に Fig. 1-15に記載した。 
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479 番 目 の ス レ オ ニ ン 残 基  (T) を ア ラ ニ ン 残 基  (A) に 置 換 し た

CERK1(T479A)/cerk1-2形質転換体と 428番目のチロシン残基 (Y) をフェニルアラニ

ン残基 (F) 置換した CERK1(Y428F)/cerk1-2 形質転換体では、独立した 3 ラインで、

キチンオリゴ糖誘導性の活性酸素生成および防御応答関連遺伝子の発現誘導の復帰の

消失が観察された(Fig. 1-9, 10)。またそれぞれの形質転換体ラインで、CERK1の RNA

レベルの発現量に幅はあるものの、全てのラインで Col-0 より高い発現が確認された。

その形質転換体ラインの中でも一番 CERK1の発現量が高いライン (T479A-3、Y428F-

1) で、膜画分を調製し、CERK1タンパク質の発現を確認したところ、野生型の Col-0

よりも高いタンパク質発現を示していることが確認された (Fig. 1-11) 。以上から、

T479 および Y428 の一アミノ酸残基置換でキチンオリゴ糖誘導性の防御応答の復帰が

消失したことが確認され、T479、Y428が CERK1を介したシグナル伝達系の起動に関

わるリン酸化部位である可能性が示された。 

573 番目のスレオニン残基をアラニン残基置換した CERK1(T573A)/cerk1-2 形質転

換体の独立した 3ラインでは、野生型と比較して、活性酸素応答の極めてわずかな復帰

および防御応答関連遺伝子の発現誘導のわずかな復帰が観察された (Fig. 1-12) 。それ

ぞれの形質転換体ラインで CERK1の RNAレベルの発現量に差があるものの、すべて

のラインで Col-0 よりも高い発現を示した。また、CERK1 の RNA レベルの発現量が

一番高いライン (T573A-3) で膜画分を調製し、CERK1 タンパク質の発現を確認した

ところ、野生型の Col-0よりもタンパク質発現量は低いが、CERK1が発現しているこ

とが確認された (Fig. 1-11) 。以上から、T573 が CERK1 を介したシグナル伝達系の

起動に関わるリン酸化部位である可能性が示された。 

473 番 目 の ス レ オ ニ ン 残 基  (T) を ア ラ ニ ン 残 基  (A) 置 換 し た

CERK1(T473A)/cerk1-2 形質転換体と 493 番目のセリン残基 (A) をアラニン残基 (A) 

置換した CERK1(S493A)/cerk1-2 形質転換体のそれぞれ独立した 3 ラインでは、キチ

ンオリゴ糖誘導性の活性酸素生成が共にわずかに復帰することが観察された (Fig. 1-

13、14) 。CERK1(S493A)/cerk1-2形質転換体ではキチンオリゴ糖誘導性の防御応答誘

導遺伝子の発現誘導もわずかに復帰したものの、CERK1(T473A)/cerk1-2 形質転換体

ではキチンオリゴ糖誘導性の防御応答誘導遺伝子の発現誘導が復帰していないか、もし

くはその復帰がわずかであることが観察された。またそれぞれの形質転換体ラインで、

CERK1 の RNA レベルの発現量に幅はあるものの、すべてのラインで Col-0 と比較し
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て高い発現を示していた。以上から、T473 および S493 が CERK1 を介したシグナル

伝達系の起動に関わるリン酸化部位である可能性が示された。 
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Fig. 1-7 CERK1/cerk1-2相補体の活性酸素生成量の評価 

cerk1-2 変異体に CERK1 を過剰発現させたライン (35S::CERK1) で CERK1 依存的なキチ

ンオリゴ糖誘導性の活性酸素生成の有無について評価した。実線は野生型 (Col-0) の結果を、破

線は各相補体を示す。黒丸および白丸は水処理コントロール、黒四角および白四角はキチン 7量

体 (GN7) 処理を示す。各処理区 3反復の平均を示し、エラーバーは標準偏差を示す。 
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Fig. 1-8 CERK1/cerk1-2相補体における CERK1タンパク質の発現確認 

野生型 (Col-0) 、cerk1-2変異体および CERK1/cerk1-2相補体 (35S::CERK1-1) から膜画分

を抽出し、可溶化、電気泳動した。その後、ウエスタンブロッティングを行い、抗 CERK1抗体

および抗 AtCEBiP抗体で検出した。抗 AtCEBiP抗体で検出したデータはローディングコンロ

トール。矢印は CERK1の位置を示す。 

 

 

 

  



53 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-9 T479置換体の防御応答解析と CERK1の RNAレベルの発現確認 

cerk1-2 変異体に一アミノ酸残基置換 CERK1(T479A)を形質転換し、得られた形質転換体 3

ラインに対してキチン 7量体 (GN7) を処理した時の活性酸素応答 (上段 3つ) および防御応答

関連遺伝子の発現誘導量 (下段中央および右) を評価した。解析に用いた形質転換体の CERK1 

mRNA の発現レベルを左下に示した。活性酸素応答における実線は野生型 (Col-0) の結果、破

線は作出した形質転換体の結果を示す。黒丸および白丸は水処理コントロール、黒四角および白

四角はキチンオリゴ糖処理を示した。防御応答関連遺伝子発現誘導解析では、水処理コントロー

ルは白色のバー、キチンオリゴ糖処理は灰色のバーで示した。すべての図におけるエラーバーは

標準偏差を示す。 
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Fig. 1-10 Y428置換体の防御応答解析と CERK1の RNAレベルの発現確認 

 cerk1-2 変異体に一アミノ酸残基置換 CERK1(Y428F)を形質転換し、得られた形質転換体 3

ラインに対してキチン 7量体 (GN7) を処理した時の活性酸素応答 (上段 3つ) および防御応答

関連遺伝子の発現誘導量 (下段中央および右) を評価した。解析に用いた形質転換体の CERK1 

mRNA の発現レベルを左下に示した。活性酸素応答における実線は野生型 (Col-0) の結果、破

線は作出した形質転換体の結果を示す。黒丸および白丸は水処理コントロール、黒四角および白

四角はキチンオリゴ糖処理を示した。防御応答関連遺伝子発現誘導解析では、水処理コントロー

ルは白色のバー、キチンオリゴ糖処理は灰色のバーで示した。すべての図におけるエラーバーは

標準偏差を示す。 
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Fig. 1-11 CERK1(T479A), CERK1(Y428F), CERK1(T573A)タンパク質の発現確認 

野生型 (Col-0) 、cerk1-2変異体、各形質転換体から膜画分を抽出し、可溶化したサンプルを

電気泳動した。その後、ウエスタンブロッティングを行い、抗 CERK1抗体および抗 AtCEBiP

抗体で検出した。抗 AtCEBiP 抗体で検出したデータはコンロトール。矢印は、CERK1 タンパ

ク質を示している。 

 

  



56 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-12 T573A置換体の防御応答解析と CERK1の RNAレベルの発現確認 

 cerk1-2 変異体に一アミノ酸残基置換 CERK1(T573A)を形質転換し、得られた形質転換体 3

ラインに対してキチン 7量体 (GN7) を処理した時の活性酸素応答 (上段 3つ) および防御応答

関連遺伝子の発現誘導量 (下段中央および右) を評価した。解析に用いた形質転換体の CERK1 

mRNA の発現レベルを左下に示した。活性酸素応答における実線は野生型 (Col-0) の結果、破

線は作出した形質転換体の結果を示す。黒丸および白丸は水処理コントロール、黒四角および白

四角はキチンオリゴ糖処理を示した。防御応答関連遺伝子発現誘導解析では、水処理コントロー

ルは白色のバー、キチンオリゴ糖処理は灰色のバーで示した。すべての図におけるエラーバーは

標準偏差を示す。 
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Fig. 1-13 T473A置換体の防御応答解析と CERK1の RNAレベルの発現確認 

 cerk1-2 変異体に一アミノ酸残基置換 CERK1(T473A)を形質転換し、得られた形質転換体 3

ラインに対してキチン 7量体 (GN7) を処理した時の活性酸素応答 (上段 3つ) および防御応答

関連遺伝子の発現誘導量 (下段中央および右) を評価した。解析に用いた形質転換体の CERK1 

mRNA の発現レベルを左下に示した。活性酸素応答における実線は野生型 (Col-0) の結果、破

線は作出した形質転換体の結果を示す。黒丸および白丸は水処理コントロール、黒四角および白

四角はキチンオリゴ糖処理を示した。防御応答関連遺伝子発現誘導解析では、水処理コントロー

ルは白色のバー、キチンオリゴ糖処理は灰色のバーで示した。すべての図におけるエラーバーは

標準偏差を示す。 
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Fig. 1-14 S493A置換体の防御応答解析と CERK1の RNAレベルの発現確認 

 cerk1-2 変異体に一アミノ酸残基置換 CERK1(S493A)を形質転換し、得られた形質転換体 3

ラインに対してキチン 7量体 (GN7) を処理した時の活性酸素応答 (上段 3つ) および防御応答

関連遺伝子の発現誘導量 (下段中央および右) を評価した。解析に用いた形質転換体の CERK1 

mRNA の発現レベルを左下に示した。活性酸素応答における実線は野生型 (Col-0) の結果、破

線は作出した形質転換体の結果を示す。黒丸および白丸は水処理コントロール、黒四角および白

四角はキチンオリゴ糖処理を示した。防御応答関連遺伝子発現誘導解析では、水処理コントロー

ルは白色のバー、キチンオリゴ糖処理は灰色のバーで示した。すべての図におけるエラーバーは

標準偏差を示す。 
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Fig. 1-15 キチン応答への影響がみられなかった一アミノ酸残基置換体の防御応答解析と

CERK1の RNAレベルの発現確認 

 cerk1-2変異体にそれぞれの一アミノ酸残基置換 CERK1を形質転換し、得られた形質転換体

3ラインに対してキチン 7量体 (GN7) を処理した時の活性酸素応答 (上段 3つ) および防御応

答関連遺伝子の発現誘導量 (下段中央および右) を評価した。解析に用いた形質転換体の

CERK1 mRNA の発現レベルを左下に示した。活性酸素応答における実線は野生型 (Col-0) の

結果、破線は作出した形質転換体の結果を示す。黒丸および白丸は水処理コントロール、黒四角

および白四角はキチンオリゴ糖処理を示した。防御応答関連遺伝子発現誘導解析では、水処理コ

ントロールは白色のバー、キチンオリゴ糖処理は灰色のバーで示した。すべての図におけるエラ

ーバーは標準偏差を示す。 
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第 4 節 考察 

 

CERK1 を介した防御応答の起動には、CERK1 のホモダイマー形成が関わること、

また、シロイヌナズナにキチンオリゴ糖を処理すると、CERK1のキナーゼ活性に依存

して CERK1がリン酸化すること、そのリン酸化と防御応答の誘導が相関することが示

されていた (58, 59, 66) 。そのため、CERK1のホモダイマー形成に伴って CERK1の

細胞内ドメインが自己リン酸化し、シグナル伝達系を起動すると考えられた。しかし、

CERK1のホモダイマー形成でどのようにして自己リン酸化が誘導されるかについては

明らかにされていなかった。 

動物の上皮成長因子受容体 (Epidermal Growth Factor Receptor、EGFR) などの受

容体キナーゼでは、受容体のホモ 2量体形成で細胞内ドメイン同士が、お互いにリン酸

化しあうこと (トランス自己リン酸化) によって、シグナル伝達を起動することがわか

っている (96-98) 。そこで、CERK1についてもホモダイマー形成をきっかけに、分子

間でトランス型の自己リン酸化を行う可能性を考えた。その可能性を検討するために、

CERK1 が他の CERK1 分子をリン酸化する能力をもつかを明らかにすることにした。

大腸菌発現系を利用して調製した GST-CERK1cyt とキナーゼ活性を持たない Strep-

CERK1(D441V)cyt を用いて in vitro のキナーゼアッセイを行ったところ、GST-

CERK1cyt が Strep-CERK1(D441V)cyt をリン酸化したことから、CERK1 が分子間

で自己リン酸化することが示された (Fig. 1-2) 。よって、CERK1のホモダイマー化を

介して CERK1が分子間で自己リン酸化する可能性が示された。 

大腸菌発現系でキナーゼ活性を持つ GST-CERK1cyt を発現させると、CERK1 が自

己リン酸化することがわかっているが(Fig. 1-1) 、これは大腸菌内で GST-CERK1cyt

が過剰に発現したことで、GST-CERK1cyt の 2 量体形成が促され、分子間で自己リン

酸化が誘発したためではないかと推測される。また、ベンサミアナタバコ一過的発現系

で活性型の CERK1 を発現させると、CERK1 がリン酸化することもわかっているが、

これも細胞膜上で CERK1 が過剰に蓄積したことによって CERK1 のホモダイマー形

成が促され、自己リン酸化が誘発されたためではないかと考えている (67) 。ベンサミ

アナタバコ一過的発現系では、CERK1の一過性発現・自己リン化に伴って防御応答様

の細胞死も観察されるが、これはリン酸化した CERK1によってシグナル伝達系が過剰

に活性化されたことで、誘導された応答であると考えられる (67, 95) 。 
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大腸菌発現系を利用して調製した CERK1細胞内ドメインタンパク質と、ベンサミア

ナタバコ一過的発現系を利用して調製した CERK1の両者を用いて、トリプシン分解と

LC-MS/MS解析を行ったところ、in vitro自己リン酸化部位を 41か所 (Ser; 21, Thr; 

10, Tyr; 10) 、in vivoリン酸化部位を 15か所 (Ser; 11, Thr; 4) 、合計で 42か所のリ

ン酸化部位を同定することができた (Fig.1-5) 。in vivo 自己リン酸化部位の数が、in 

vitro 自己リン酸化部位よりも少なかった理由の一つとしては、ベンサミアナタバコ一

過的発現系を利用して調製したリン酸化 CERK1 の量が足りず質量分析の検出感度に

届かなかったことがあると考えられる。事実、ベンサミアナタバコから調製したCERK1

の LC-MS/MS 分析では in vivo チロシンリン酸化部位が同定されなかったが、そのサ

ンプルを SDS-PAGE後ウエスタンブロッティングを行い、抗ホスホチロシン抗体で検

出したところ、チロシン残基のリン酸化が確認されており (Fig. 1-6) 、上記の推論が支

持される。一方、CERK1は、自己リン酸化を介してシグナル伝達系を起動した後、プ

ロテアソーム系や液胞への輸送を介して分解されることで、下流のシグナル伝達系を過

剰に活性化しないように制御されることが示唆されている (99) 。そのため、ベンサミ

アナタバコで過剰に発現された CERK1 が完全にリン酸化したとしてもこうした分子

種の分解がとくに進行するため、結果として不完全なリン酸化の CERK1が主として調

製され、in vivo リン酸化部位が少なかった可能性も考えられる。また、キナーゼドメ

インのみでの in vitroリン酸化と、全長で膜に固定された CERK1の自己リン酸化に本

質的な違いがあるという可能性も否定できないため、in vitro と in vivo の実験で得ら

れた差異の原因については慎重な検討が必要と考えられる。 

自己リン酸化部位の生物学的機能解析では、in vivo で同定された CERK1 の自己リ

ン酸化部位だけでなく、in vitroで調製した CERK1細胞内ドメインタンパク質のみで

同定された自己リン酸化部位に関しても解析を行った。その理由は、今回の実験で in 

vivoリン酸化部位として同定されたものの多くが、in vitroリン酸化実験でも同定され

ており (Fig. 1-5) 、また、上記で述べた理由から in vitroリン酸化部位の中には、今後

in vivo でのリン酸化が確認される可能性があるものが多く存在すると考えられたため

である。実際に、生物学的機能解析の結果からシグナル伝達に関わることが示唆された

Y428、T479、S493、T573はこれまでの実験では in vivo自己リン酸化部位として同定

されていない (Fig. 1-5) 。この点に関しては、今後、これら 4か所の自己リン酸化部位

に特異的な抗体を作製し、ウエスタンブロッティング等を行うことで、in vivo のリン

酸化部位として検出できるのではないかと期待している。 
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35S プロモーター (過剰発現プロモーター) 制御下で野生型 CERK1 を cerk1-2 変異

体に発現させた CERK1/cerk1-2相補体に対してキチンオリゴ糖を処理したところ、活

性酸素応答が野生型  (Col-0) とほぼ同程度に回復していた  (Fig. 1-7) 。一方、

CERK1/cerk1-2 相補体と野生型 Col-0 で CERK1 タンパク質の発現量を比較すると、

CERK1/cerk1-2相補体の方で CERK1タンパク質発現量が高かった (Fig. 1-8) 。その

ため、この実験条件下では Col-0 よりも高い CERK1 タンパク質の発現量を示しても、

防御応答が過剰に誘導されることはないと考えられた。 

同定した自己リン酸化部位のうち 28 か所の自己リン酸化部位に関して、アラニン残

基 (A) 置換 (セリンあるいはスレオニンリン酸化部位) あるいはフェニルアラニン残

基 (F) 置換 (チロシンリン酸化部位) した CERK1 を cerk1-2 変異体に導入し形質転

換体を作出した。それら形質転換体に対して、キチンオリゴ糖を処理した時の防御応答

を評価したところ、T479、T473、Y428、S493、T573を一アミノ酸残基置換した CERK1

を持つ形質転換体では、活性酸素生成および防御応答関連遺伝子の発現誘導の復帰が消

失もしくはその復帰がわずかであることが確認された (Fig. 1-9, 10, 12~14) 。このこ

とから、これら 5か所の CERK1自己リン酸化部位がシグナル伝達に関与する可能性が

示された。ほかの自己リン酸化部位をアラニン残基置換もしくはフェニルアラニン残基

置換した形質転換体でも、キチンオリゴ糖で誘導される防御応答がわずかに復帰するラ

インがみられたが、実験に使用した独立した 3ラインの結果が一致しないことや、指標

にした防御応答の結果の誤差範囲 (エラーバー) が大きくかけ離れていることなどか

ら (Fig. 1-15) 、野生型 (Col-0) のキチン応答と差がみられた上記の 5か所のアミノ酸

残基が CERK1のシグナル伝達に関わる有力なリン酸化部位であると考えた。一方、こ

れらのアミノ酸残基の置換自身が立体構造に影響を及ぼし、CERK1の機能が阻害され

たことでみられた表現型である可能性は理論的には否定できないが、セリン・スレオニ

ン残基とアラニン残基およびチロシン残基とフェニルアラニン残基の構造的な違いが

ごくわずかであることを考えると、こうした可能性はそれほど高くないと考えられる。 

CERK1(T479A)/cerk1-2 形質転換体、 CERK1(Y428F)/cerk1-2 形質転換体、

CERK1(T573A)/cerk1-2 形質転換体では、膜画分を調製し CERK1 タンパク質の発現

量を確認している (Fig. 1-11) 。その結果、CERK1(T479A)/cerk1-2 形質転換体、 

CERK1(T479A)/cerk1-2形質転換体では、Col-0よりも高い変異型 CERK1タンパク質

の発現が確認された。変異型 CERK1タンパク質が十分あるにもかかわらず、キチン応

答の復帰が消失することから、T479, Y428の置換による CERK1の質的な変化によっ
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てキチン応答に影響がみられたと考えられる。一方、CERK1(T573A)/cerk1-2形質転換

体では Col-0と比較して、CERK1のタンパク質発現量自身が大幅に低下していること

が示された。そのため、CERK1(T573A)/cerk1-2形質転換体で確認されたキチン応答の

わずかな復帰が、タンパク質量の低下に依存した結果である可能性を否定できない。な

ぜ、CERK1(T573A)/cerk1-2 形質転換体で CERK1 タンパク質の発現量が低下したか

は不明であるが、T573のアラニン残基置換で CERK1タンパク質の構造が不安定化し、

細胞内のタンパク質品質管理機構によって分解されやすくなり、CERK1(T573A)タン

パク質の発現が低下した可能性も考えられる。 

今回の実験で明らかになったCERK1の in vivo/in vitroリン酸化部位を合計すると、

42 か所の自己リン酸化部位が同定されたが、実際に形質転換体を用いた解析を終了し

たのは 28 か所であった。残りのリン酸化部位に関して解析が行えなかった理由の一つ

に、これらの形質転換体に導入された変異 CERK1の配列を確認したところ、意図した

変異導入部位とは異なるアミノ酸残基に変異が起こっていることが確認されたためで

ある。形質転換体は、アグロバクテリウム法を用いて一アミノ酸置換 CERK1を cerk1-

2変異体に形質転換して作出しており、アグロバクテリウムの培養中に CERK1コンス

トラクトに意図しない変異が入ったのではないかと考えている。今回、キチン応答に影

響がみられた一アミノ酸残基置換 CERK1/cerk1-2形質転換体では、植物体から導入さ

れた CERK1 を増幅してシークエンス解析を行っており、正しい一アミノ酸残基置換

CERK1コンストラクトが導入されていることを確認している。 

残りのリン酸化部位で解析が行えなかったもう一つの理由は、CERK1 の cDNA に

PCR で変異を導入することができなかったためである。目的とする塩基置換が導入で

きなかった理由の詳細はわからないが、PCR 後の産物を電気泳動すると、目的の

CERK1 の DNA 断片は増幅されていたため、ポリメラーゼの性質上、設計したような

DNA配列を PCRで増幅することが困難だったのかもしれない。 

本研究では、CERK1を介したシグナル伝達に関わる自己リン酸化部位を 5か所同定

したが、それぞれの自己リン酸化部位が、どのようにシグナル伝達に関与しているのか

を解明することが次の目標である。これら 5か所のリン酸化部位の機能に関して、これ

までに報告されている受容体様キナーゼ (RLK) のリン酸化部位と比較して下記で考

察した。 

CERK1(T479A)/cerk1-2 形質転換体では、キチンオリゴ糖で誘導される活性酸素生

成および防御応答関連遺伝子の発現誘導の復帰がいずれも消失したことから (Fig. 1-
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9) 、CERK1 の 479 番目のスレオニン残基が CERK1 のシグナル伝達に不可欠な役割

を果たすことが示唆された。T479はキナーゼの活性制御に関わる Activation Segment

上に位置し、そのスレオニン残基は RLK で広く保存されていることがわかっている 

(Fig. 1-16) 。BAK1および根粒菌共生応答に関わるミヤコグサの NFR1では、CERK1

の T479 に対応するスレオニン残基がリン酸化部位として同定されている (73, 77) 。

また、BAK1 および NFR1 で T479 に対応するスレオニン残基をアラニン残基に置換

した BAK1およびNFR1を、それぞれの欠損変異体に形質転換した植物体では、BAK1、

NFR1を介した防御・共生応答の復帰が消失することがわかっている (73, 77) 。また、

大腸菌発現タンパク質を用いた解析からそのスレオニン残基をアラニン残基置換した

BAK1 および NFR1 で、キナーゼの活性自身も消失することがわかっており、これら

のスレオニン残基が、RLK に共通してキナーゼ活性の制御に関わることが示唆されて

いる (73, 77) 。そのため、CERK1の T479についても同様にキナーゼの活性制御に関

わる可能性が考えられる。 

CERK1(T473A)/cerk1-2 形質転換体は、キチンオリゴ糖で誘導される活性酸素応答

には顕著な影響がみられたものの、防御応答関連遺伝子の 1つである AtWRKY53の発

現誘導には大きな影響は見られなかった (Fig. 1-13) 。CERK1 の下流のシグナル伝達

系は、活性酸素生成に関わる経路と MAPK カスケードの活性化に関わる経路に大別さ

れる (49, 50, 67) 。今回、防御応答関連遺伝子として用いた AtMYB51と AtWRKY53

は、MAPKカスケードの下流にあることがわかっている遺伝子である (100, 101) 。そ

のため、T473は活性酸素応答の制御には関わるものの、MAPKカスケードを介したシ

グナル伝達系には関わらない可能性がある。ただし、AtMYB51遺伝子の発現誘導には

影響がみられているため、なぜ二つの遺伝子間で T473変異の影響が異なるか、その詳

細は不明である。今後、CERK1下流のシグナル伝達系とこれら遺伝子の発現制御機構

に関する理解が進むことで、上記のような違いの理由が明らかになるかもしれない。一

方、T473 はキナーゼの活性制御に関わる Activation Segment 中の保存性の低い領域

にあり (Fig. 1-16) 、そのスレオニン残基の保存性を他の RLK と比較することは難し

いが、BAK1およびNFR1のホモログであるタルウマゴヤシの LYK3では、T473と類

似する位置のスレオニン残基をアラニン残基置換するとキナーゼ活性が低下すること

から (73, 102) 、T473もキナーゼの活性制御に関わる可能性が考えられる。  

CERK1(Y428F)/cerk1-2 形質転換体では、キチンオリゴ糖で誘導される活性酸素生

成および防御応答関連遺伝子の発現誘導の復帰が消失したことから  (Fig. 1-10) 、
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CERK1の 428番目のチロシン残基がCERK1のシグナル伝達に不可欠な役割を果たす

ことが示唆された。CERK1 の Y428 と対応するチロシン残基は RLK で広く保存され

ることがわかっており (Fig. 1-16) 、バクテリアの翻訳伸長因子である EF-Tu の受容

体である EFR では、そのチロシン残基 (Y836) が in vivo リン酸化部位として同定さ

れていることもわかっている (91) 。EFRのこのチロシン残基を置換した EFR(Y836F)

変異体では、EFR を介したシグナル伝達の機能が完全に消失することが示されている

ものの、キナーゼの活性には変化が見られないこともわかっているため、Y836 はキナ

ーゼの活性化に関与しないことが示唆されている (91) 。そのため、CERK1 の Y428

もキナーゼの活性制御とは別の面でシグナル伝達に関わっている可能性が考えられた。

一方、CERK1の細胞内ドメインの分子モデル上で Y428の位置を確認すると、Y428は

キナーゼの活性制御に関わる αC へリックスの近傍に位置していることが確認でき、

Y428 のリン酸化で αC へリックスと相互作用するなどで、キナーゼの活性制御に関与

する可能性も考えられた (Fig. 1-17)  (103) 。そこで、第 2章の CERK1の Y428の生

化学的機能解析では、Y428 が CERK1 のキナーゼの活性制御に関わる可能性を考慮し

て解析を行った。 

CERK1(S493A)/cerk1-2 形質転換体および CERK1(T573A)/cerk1-2 形質転換体では、

キチンオリゴ糖で誘導される活性酸素生成および防御応答関連遺伝子の発現誘導がわ

ずかに復帰したことから (Fig. 1-12, 14) 、CERK1の 493番目のセリン残基および 573

番目のスレオニン残基は CERK1 のシグナル伝達に関わることが示唆された。CERK1

の S493 および T573 は、代表的な多くの RLK において高い割合で保存されているア

ミノ酸残基であるが、これまでにリン酸化部位として同定されたことはなく、既往の情

報からは機能が想定できないアミノ酸残基である (Fig. 1-16) 。そのため、CERK1 に

特徴的なリン酸化部位の可能性があり、CERK1を介したシグナル伝達系の制御の特異

性を決める重要なリン酸化部位の可能性があるのではないかと期待している。 

また、in vivoリン酸化部位として同定されたものの、in vitroリン酸化部位として同

定されていない T597については、いまだ解析を行っていない。このリン酸化部位につ

いては今後同様の解析を行う予定である。 
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Fig. 1-16 RLK細胞内ドメインのアラインメント比較 

ClustalWを用いてアラインメントを比較した。赤文字はリン酸化部位を示し、四角で囲った

アミノ酸残基は、アミノ酸残基置換によってシグナル伝達に影響がみられた部位である。 JM：

Jaxamembrane, CL：Catalytic loop, AS：Activation Segment, AL：Activation Loop 
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Fig. 1-17 CERK1細胞内ドメインの分子モデル 

ヒトのキナーゼである IRAK-4 と BAK1 の細胞内ドメインの立体構造に基づいて、

MODELLER 9v12で CERK1の細胞内ドメインのモデリングをおこなった。赤色部分は、Y428

残基、青色は Activation Segmentを示している。  
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第 2 章 CERK1 自己リン酸化部位の生化学的機能評価 

 

第 1 節 緒論 

 

真菌の MAMP であるキチンオリゴ糖によって誘導されるシグナル伝達は、CERK1

細胞内ドメインの自己リン酸化に伴って起動されることがわかっていた。しかし、

CERK1の自己リン酸化がどのようにシグナル伝達系の起動に関わるかについては明ら

かになっていなかった。 

そこで第 1章では、CERK1のシグナル伝達の起動に関わる自己リン酸化部位を明ら

かにすることを目指し、in vivo/in vitroで同定した CERK1の自己リン酸化部位を一ア

ミノ酸残基置換した CERK1を cerk1-2変異体に形質転換し、キチンオリゴ糖誘導性の

防御応答を評価した。その結果、リン酸化部位を置換した 5 つの形質転換体において、

防御応答の復帰の消失またはわずかな復帰が見出され、この 5か所の自己リン酸化部位

が CERK1のシグナル伝達に関わることが示唆された (92) 。しかし、これらのアミノ

酸残基の自己リン酸化がどのように CERK1 およびそのシグナル伝達系を活性化する

かはいまだ明らかになっていなかった。 

動物の受容体キナーゼでは、アミノ酸残基の段階的なリン酸化で、キナーゼが活性化

され、直下のシグナル伝達因子をリン酸化できるようになることが示されており 

(103) 、植物の RLKでもリン酸化を通じて同様の制御を行うことが考えられる。 

そこで本章では、CERK1のシグナル伝達に関わることが示唆された 5か所の自己リ

ン酸化部位が、CERK1あるいはシグナル伝達活性化のどの段階に関わるのかを、大腸

菌発現系およびベンサミアナタバコ一過的発現系で調製した CERK1 タンパク質を用

いて生化学的に解析した。 
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第 2 節 実験方法 

 

1. コンストラクトの作製 

 

1). 大腸菌発現用各種 GST-CERK1cyt発現コンストラクトの作製 

 

CERK1細胞内ドメインが挿入されたエントリークローンに対して、第 1章で用いた

プライマーで PCR を行い、エントリークローンを作製後、LR 反応で pDEST15 (Life 

Technologies) に導入することで作製した。S493D置換に用いたプライマーは下記に示

す。詳細な方法、条件は第 1章を参照されたい。 

 

  
Fwd 

プライマー名 
プライマー配列 

(変異部を小文字で示す)  Rev 

S493D 
Fwd S493D FP GAAGTGgATGCAAAAGTAGATGTATATG 

Rev S493D RP TTTTGCATcCACTTCTCCATAAAC 

 

2). ベンサミアナタバコ発現用各種 CERK1-3HA発現コンストラクトの作製 

 

終止コドンを含まない CERK1の cDNAが挿入されたエントリークローンに対して、

第 1 章で用いたプライマーで PCR を行い、エントリークローンを作製後、LR 反応で

pGWB14 に導入することで作製した (93) 。Y428D,E 置換に用いたプライマーは下記

に示す。詳細な方法、条件は第 1章を参照されたい。 

 

  
Fwd プライマー

名 

プライマー配列 

(変異部を小文字で示す)  Rev 

Y428D 
Fwd Y428D FP TTTAGAAGAtATCCACGAGCACACGG 

Rev Y428D RP TGGATaTCTTCTAAACCTCTAGCTGAGTCTAGT 

Y428E 
Fwd Y428E FP TTTAGAAGAaATCCACGAGCACACGG 

Rev Y428E RP GTGGATtTCTTCTAAACCTCTAGCTGAGTCTAG 
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3). 大腸菌発現用 Strep-PBL27(K112E)発現コンストラクトの作製 

 

PBL27 が挿入されたエントリークローンに対して、下記プライマーで PCR を行い、

PBL27(K112E)のエントリークローンを作製後、下記プライマーで PCRを行い、Strep

タグ配列を融合した PBL27(K112E)の DNA 断片を増幅し、 TOPO 反応で

pENTR/SD/D-TOPO (Life Technologies) にDNA断片を導入し、Strep-PBL27(K112E)

のエントリークローンを作製した。そのエントリークローンと pDEST14で LR反応を

行い、pDEST14 (Life Technologies) に Strep-PBL27(K112E)の配列を導入した。詳細

な方法、条件は第 1章を参照されたい。 

 

 
Fwd 

プライマー名 
プライマー配列 

(タグ配列および置換部位を小文字で示す。)  Rev 

PBL27 

(K112E) 

Fwd PBL27 KE F TAGTAGCTGTTgAACAGCTTGATC 

Rev PBL27 KE R TCGATCAAGCTGTTcAACAGCTAC 

Strep- 

PBL27 

(K112E) 

Fwd Strep-PBL27 F 

caccatgtggagccacccgcagttcgaaaaagcaagccttgttcca

cgtgGTTCTGTCAGTGGGTGTTTGCCTTGTTT

TGGATC 

Rev PBL27 R TCAGTCATTTGTACTATCAAAGCTG 

 

4). 大腸菌発現用 PUB4-Strep発現コンストラクトの作製 

 

PUB4 が挿入されたエントリークローンに対して、下記プライマーで PCR を行い、

Strepタグ配列を融合した PUB4の DNA断片を増幅し、TOPO反応で pENTR/SD/D-

TOPOに DNA断片を導入し、PUB4-Strepのエントリークローンを作製した。そのエ

ントリークローンと pDEST14で LR反応を行い、pDEST14に PUB4-Strepの配列を

導入した。詳細な方法、条件は第 1章を参照されたい。 
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Fwd 

プライマー名 
プライマー配列 

(タグ配列および置換部位を小文字で示す。)  Rev 

PUB4- 

Strep 

Fwd PUB4 Strep F CACCATGGTGGAAATGGAAGTTCT 

Rev PUB4 Strep R 
TCATTTTTCGAACTGCGGGTGGCTCCAGACAG

AACcacgtggaacaaggcttgcgccacgcccagcgttt 

 

5). 大腸菌発現用 6His-CERK1(D441V)cyt発現コンストラクトの作製 

 

CERK1(D441V)cytエントリークローンを LR反応で pDEST17 (Life Technologies)

に導入した。本実験で使用したプライマーは下記に示す。また、詳細な方法、条件は

第 1章を参照されたい。 

 

2. ベンサミアナタバコ一過的発現系を利用した細胞死評価 

 

目的のコンストラクトを形質転換したアグロバクテリウム (C58C1) を培養、集菌後、

MMAバッファー (10 mM MgCl2、0.2 % MES-KOH pH 5.6、1 mM アセトシリンゴ

ン) に懸濁し、OD600が 0.6になるように調整した。調整した後は 2時間、28℃で静置

し、注射針を付けていない 1 mlのシリンジでベンサミアナタバコの葉の裏側からイン

フィルトレーションした。接種後 4日で細胞死を観察した。エタノールと酢酸を 3対 1

の割合で混合した溶液に葉を 2日間浸すことで脱色した。 

 

3. ベンサミアナタバコで発現させた CERK1-3HAの調製 

 

アグロバクテリウムを感染させたベンサミアナタバコの葉を回収し、速やかに液体窒素

で凍結させた。凍結した葉を溶解せずに薬さじで粉砕した。葉と等量のホモジナイズバ

ッファー (0.3Mスクロース、50 mM Mes-Tris pH 7.6、5 mM EDTA、5 mM EGTA、

1 mM PMSF) を加え、ヒスコトロンを用いて 30秒、4回で破砕した。その後、10,000×g 、

4℃で 10 分遠心し上清を回収した。その上清を、100,000×g、4℃で 40 分間超遠心し、

膜画分を回収した。得られた膜画分はMFバッファー (0.25 M スクロース、10 mM リ

ン酸二水素ナトリウム pH 7.8) に懸濁した。 
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4. 6×Hisタグ融合タンパク質の精製法 

 

6His-CERK1(D441V)cytのデスティネーションクローンが形質転換された BL21-AI

株の大腸菌を培養し、最終濃度が 0.2 %になるようにアラビノースを添加し、15℃、16

時間で発現を誘導した。超音波破砕、遠心による不溶性画分の分離後、1mlのHistrap

カラム HP (GE) で精製した。洗い作業は 6His バッファー (20 mM リン酸二水素ナ

トリウム、500 mM 塩化ナトリウム、30 mMイミダゾール pH 7.0) で行った。溶出

は 5 mlの溶出バッファー (20 mM リン酸二水素ナトリウム、500 mM 塩化ナトリウ

ム、500 mMイミダゾール pH 7.0) で行った。また、詳細な方法、条件は第 1章を参

照されたい。 
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第 3 節 結果 

 

1. in vitro キナーゼアッセイ系を用いた CERK1 の T479 の機能解析 

 

受容体様キナーゼ (RLK) は、段階的にそれぞれのアミノ酸残基を自己リン酸化する

ことでキナーゼ活性を亢進し、直接相互作用するシグナル伝達因子をリン酸化できるよ

うになるとさる (104) 。 

CERK1の 479番目のスレオニン残基 (T479) はCERK1の自己リン酸化部位として

同定された (Fig. 1-5) 。T479をアラニン残基 (A) に置換した CERK1(T479A)/cerk1-

2形質転換体では、キチンオリゴ糖誘導性の活性酸素生成および防御応答関連遺伝子の

発現誘導の復帰が消失することから (Fig. 1-9) 、T479は CERK1のシグナル伝達に不

可欠な役割を果たすリン酸化部位であると示唆された。しかし、T479 のリン酸化が、

CERK1および CERK1と直接相互作用するシグナル伝達因子の活性化のどこの段階に

関与するかはわかっていない。 

そこで、CERK1 細胞内ドメインタンパク質 (CERK1cyt) の N 末端側に GST を融

合した GST-CERK1cytおよびキナーゼ活性をもたない GST-CERK1(D441V)cyt  (92) 

をコントロールにして、GST-CERK1(T479A)cytの、CERK1自身のリン酸化能および

モデル基質であるMBP (Myelin Basic Protein) に対するリン酸化能を評価することで、

T479 のリン酸化が、CERK1 を介したシグナル伝達の、どの段階の制御に関わるかを

明らかにすることにした。それぞれのタンパク質は、第 1章で述べたように、それぞれ

の発現コンストラクトをもつ大腸菌を培養し、アラビノースを処理することで発現させ、

大腸菌を破砕後、遠心分離で得られた可溶性画分をGSTrapカラム (GE) で精製した。

また、それぞれのタンパク質のリン酸化は、SDS-PAGE 後のタンパク質バンドのシフ

トから評価した。また、GST-CERK1cyt の自己リン酸化は、SDS-PAGE・ウエスタン

ブロッティング後、抗 GST抗体 (α-GST) でバンドシフトを評価することに加え、抗ホ

スホセリン抗体(α-pS)、抗ホスホチロシン抗体 (α-pY) で検出することで、それらリン

酸化強度からも評価した。MBP のリン酸化は、抗 MBP 抗体 (α-MBP) で検出するこ

とで確認した。MBP のリン酸化評価では、リン酸化によるバンドシフトを見やすくす

るため、第 1章と同様に Phos-tagゲルを用いた。 

Fig. 2-1 に示すように、自己リン酸化能を解析した抗 GST 抗体の結果から、GST-

CERK1(D441V)cyt は、ATP を添加しても予測質量の 68 kDa にバンドが確認される
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ため、リン酸化しないことが確認された。また、GST-CERK1cytは ATPの非存在下で

もバンドシフトが確認され、ATP 存在下で反応させたものでは、さらに高質量側にバ

ンドがシフトした。そのサンプルにフォスファターゼを処理したものでは、GST-

CERK1(D441V)cyt と同位置のところにバンドが収束したことから、リン酸化状態の

GST-CERK1cytは ATPの存在下で、さらに自己リン酸化したことが確認された。これ

らの結果は、第 1 章の結果と一致した。一方、ATP 非存在下で反応させた GST-

CERK1(T479A)cyt は GST-CERK1(D441V)cytと同じ位置にバンドがみられ、ATPの

存在下で反応させたものでは、GST-CERK1(D441V)cyt と比較してわずかなバンドシ

フトが見られた。そのサンプルにフォスファターゼを処理したものでは、そのシフトが

消失したことから、GST-CERK1(T479A)cyt はわずかに自己リン酸化能を持つが、そ

の活性は GST-CERK1cytと比較して、極めて弱いことが確認された。また、抗ホスホ

セリン抗体および抗ホスホチロシン抗体で検出したところ、抗 GST 抗体で検出したデ

ータと同様に、GST-CERK1(T479A)cytは GST-CERK1cytと比較してリン酸化能が低

下した結果が得られた。そのため、 T479のリン酸化が CERK1自身のリン酸化に関わ

ることが示唆された。 

MBP に対するリン酸化能を評価した抗 MBP 抗体の結果では、GST-CERK1cyt と

MBPを混合しただけのサンプルでは、MBPのバンドシフトが確認されないが、そこに

ATPを加えて反応させたサンプルでは、MBPのバンドシフトが確認された。そのサン

プルにフォスファターゼを処理したサンプルでは、MBP のバンドシフトが消失した。

従って、GST-CERK1cytはMBPに対するリン酸化能をもつことが確認された。一方、

GST-CERK1(D441V)cyt では、ATP 存在下でも MBP のリン酸化が確認されず、自己

リン酸化できない CERK1(D441V)cyt は MBP をリン酸化できないことが観察された。

GST-CERK1(T479A)cytでは、ATPの存在下、非存在下に関わらず、MBPのリン酸化

バンドは確認されなかった。また、フォスファターゼ処理したものでもMBPのバンド

位置に変化はなかった。そのため、GST-CERK1(T479A)cytはMBPに対するリン酸化

能が消失していることがわかった。 

以上から、CERK1のシグナル伝達の起動に必須な T479は、そのリン酸化で CERK1

のキナーゼ活性を活性化することが示唆された。。 
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Fig. 2-1 in vitroキナーゼアッセイによる T479の機能評価 

大腸菌発現系を利用して発現、精製した GST-CERK1cyt 、GST-CERK1(D441V)cyt、GST-

CERK1(T479A)cyt に対して ATP 存在/非存在下でリン酸化反応を行った試料および ATP 存在

下でリン酸化反応後にフォスファターゼ処理した試料を SDS-PAGE、ウエスタンブロッティン

グ後、抗 GST 抗体 (α-GST) 、抗ホスホセリン抗体 (α-pS) 、抗ホスホチロシン抗体 (α-pY)で

検出した。また、全ての反応はミエリンベーシックプロテイン (MBP) を含んでおり、CERK1

から MBP へのトランスリン酸化の程度について、各試料を phos-tag ゲルで電気泳動、ウエス

タンブロッティング、抗MBP抗体によって検出することで評価した。GST-CERK1(D441V)cyt

は非リン酸化状態のバンド位置を示すコントロールとして用いた。  
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2. in vitro キナーゼアッセイ系を用いた CERK1 の T573 の機能解析 

 

CERK1の 573番目のスレオニン残基 (T573) は、自己リン酸化部位として同定され

ている (Fig. 1-5) 。T573をアラニン残基 (A) に置換した CERK1(T573A)/cerk1-2形

質転換体では、キチンオリゴ糖誘導性の活性酸素生成および防御応答関連遺伝子の発現

誘導が極めてわずかに復帰することが明らかになった (Fig. 1-12) 。これらのことから、

T573 は CERK1 を介したシグナル伝達に関わるリン酸化部位であることが示唆された

が、T573 のリン酸化が CERK1 および下流のシグナル伝達の活性化にどのように関与

するかは明らかになっていない。そこで、上記の T479 の機能解析と同様な方法で、

T573についても解析を行い、その結果を Fig. 2-2に示した。 

 自己リン酸化能を解析した抗GST抗体の結果から、ATP非存在下で反応させたGST-

CERK1(T573A)cyt で、GST-CERK1(D441V)cyt と比較してその上方に 1本のバンド

のシフトが観察された  (矢印の位置 ) 。 ATP 存在下で反応させた GST-

CERK1(T573A)cyt では、バンドシフトの大まかな特徴は ATP 非存在下で反応させた

サンプルと同じであった。ATP存在下で反応させた GST-CERK1(T573A)cytサンプル

に対してフォスファターゼを処理したところ、そのバンドは GST-CERK1(D441V)cyt 

のバンドと同位置に確認された。したがって、GST-CERK1(T573A)cyt でみられたバ

ンドシフトは自己リン酸化によるものであることが示された。このことから GST-

CERK1(T573A)cyt は自己リン酸化能を持つが、その活性は GST-CERK1cyt と比較し

て弱いことが見いだされた。また抗ホスホセリン抗体および抗ホスホチロシン抗体で検

出した結果は、抗 GST抗体で検出した結果と同様に、GST-CERK1(T573A)cytのリン

酸化能が GST-CERK1cytと比較して低下するという結果が得られた。 

一方、MBPに対するリン酸化活性についての評価を抗MBP抗体で行った結果では、

GST-CERK1(T573A)cytを ATP非存在下でMBPと反応させたサンプルでは、MBPの

バンドシフトが確認されなかったが、ATP存在下で反応させたものでは、MBPのバン

ドシフトが確認された。しかし、ATP 存在下で GST-CERKcyt と反応させたものと比

較して、そのバンドの移動度はわずかであった。また、これらのサンプルをフォスファ

ターゼで処理したサンプルは、高質量側にみられた MBP のバンドシフトが消失した。

これらの解析によりGST-CERK1(T573A)cytはMBPに対するリン酸化活性を持つが、

GST-CERK1cytが持つリン酸化活性と比較して弱いことが示された。 

以上から、CERK1 のシグナル伝達に関わる T573 は、そのリン酸化を通じて自己リ
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ン酸化の亢進およびキナーゼ活性の亢進に関わることが示唆された。 
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Fig. 2-2 in vitroキナーゼアッセイによる T573の機能評価 

大腸菌発現系を利用して発現、精製したGST-CERK1cyt 、GST-CERK1(D441V)cyt 、GST-

CERK1(T573A)cyt に対して ATP 存在/非存在下でリン酸化反応を行った試料および ATP 存在

下でリン酸化反応後にフォスファターゼ処理した試料を SDS-PAGE、ウエスタンブロッティン

グ後、抗 GST 抗体 (α-GST) 、抗ホスホセリン抗体 (α-pS) 、抗ホスホチロシン抗体 (α-pY)で

検出した。また、全ての反応はミエリンベーシックプロテイン (MBP) を含んでおり、CERK1

から MBP へのトランスリン酸化の程度について、各試料を phos-tag ゲルで電気泳動、ウエス

タンブロッティング、抗MBP抗体によって検出することで評価した。GST-CERK1(D441V)cyt

は非リン酸化状態のバンド位置を示すコントロールとして用いた。矢印は、GST-

CERK1(T573A)cytのシフトしたバンド位置を示した。 
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3. in vitro キナーゼアッセイ系を用いた CERK1 の T473 の機能解析 

 

第 1章に述べたように、CERK1の 473番目のスレオニン残基 (T473) は自己リン酸

化部位として同定された  (Fig. 1-5) 。T473 をアラニン残基  (A) に置換した

CERK1(T473A)/cerk1-2 形質転換体では、キチンオリゴ糖誘導性の活性酸素生成が

cerk1変異体と比較してわずかに復帰した (Fig. 1-13) 。これらのことから、T473がキ

チンシグナル伝達に関わることが示唆されたが、T473 のリン酸化が CERK1 および下

流のシグナル伝達の活性化にどのように関与するかは明らかになっていない。そこで、

上記の T479の機能解析と同様な方法で、T473についても解析を行い、その結果を Fig. 

2-3に示した。 

 抗 GST 抗体による検出の結果では、ATP 非存在下で反応させた GST-

CERK1(T473A)cytバンド位置は、同条件で反応させた GST-CERK1cyt のバンド位置

と比較して低いが、GST-CERK1(D441V)cyt で確認されたバンドよりも高い位置にみ

られた。一方、ATP 存在下で反応させた GST-CERK1(T473A)cyt のバンドは、GST-

CERK1cyt と同位置までにシフトしたが、このサンプルをフォスファターゼで処理し

た GST-CERK1(T473A)cytのバンドは、GST-CERK1(D441V)cyt と同位置に収束した。

このことから、GST-CERK1(T473A)cyt でみられたバンドのシフトは自己リン酸化に

よるものであることが示された。また、ATP添加した条件で反応させた GST-CERK1cyt

および GST-CERK1(T473A)cyt のリン酸化によるバンドのシフト位置に差がないこと

から、T473 のリン酸化は CERK1 の自己リン酸化に関与しないことが示唆された。ま

た抗ホスホセリン抗体および抗ホスホチロシン抗体で検出した結果は、抗 GST 抗体で

検出した結果と同様に、GST-CERK1(T473A)cytのリン酸化能の低下が観察された。 

MBP に対するリン酸化活性を評価した抗 MBP 抗体の結果から、GST-

CERK1(T473A)cytを ATP非存在下でMBPと混ぜただけのサンプルでは、MBPのバ

ンドシフトが確認されなかったが、ATP存在下で反応させた同サンプルでは、MBPの

バンドシフトが確認され、そのシフトは同条件のGST-CERK1cytの結果と同程度であ

った。これらのサンプルにフォスファターゼを処理した結果では、高質量側に見られた

MBP バンドのシフトが消失した。従って GST-CERK1(T473A)cyt は GST-CERK1cyt 

のMBPに対するリン酸化能と同程度のリン酸化能を持つことが示された。 

以上から、CERK1 のシグナル伝達に関わる T473 は、CERK1 自身のキナーゼ活性

の制御には関与しないことが示唆された。 
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Fig. 2-3 in vitroキナーゼアッセイによる T473の機能評価 

大腸菌発現系を利用して発現、精製したGST-CERK1cyt 、GST-CERK1(D441V)cyt 、GST-

CERK1(T473A)cyt に対して ATP 存在/非存在下でリン酸化反応を行った試料および ATP 存在

下でリン酸化反応後にフォスファターゼ処理した試料を SDS-PAGE、ウエスタンブロッティン

グ後、抗 GST 抗体 (α-GST) 、抗ホスホセリン抗体 (α-pS) 、抗ホスホチロシン抗体 (α-pY)で

検出した。また、全ての反応はミエリンベーシックプロテイン (MBP) を含んでおり、CERK1

から MBP へのトランスリン酸化の程度について、各試料を phos-tag ゲルで電気泳動、ウエス

タンブロッティング、抗MBP抗体によって検出することで評価した。GST-CERK1(D441V)cyt

は非リン酸化状態のバンド位置を示すコントロールとして用いた。 
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4. in vitro キナーゼアッセイ系を用いた CERK1 の Y428 の機能解析 

 

CERK1の 428番目のチロシン残基 (Y428) についても、第 1章で述べたようにリン

酸化部位として同定された (Fig. 1-5) 。また CERK1(Y428F)/cerk1-2形質転換体では、

キチンオリゴ糖誘導性の活性酸素生成および防御応答関連遺伝子の発現誘導の復帰が

消失することから (Fig. 1-10) 、Y428 は CERK1 のシグナル伝達に不可欠な役割を果

たすリン酸化部位であると示唆された。しかし、Y428のリン酸化が CERK1 の活性化

のどの段階に関与するかは明らかになっていない。そこで、上記の T479の機能解析と

同様な方法で、Y428についても解析を行い、その結果を Fig. 2-4に示した。 

自己リン酸化能を解析した抗GST抗体の結果から、ATP非存在下で反応させたGST-

CERK1(Y428F)cytのバンド位置は、同条件の GST-CERK1cyt のものと比較して低い

が、GST-CERK1(D441V)cytよりも高いことが観察された。また ATP存在下で反応さ

せた GST-CERK1(Y428F)cytのバンドは、GST-CERK1cytのバンドと同等の位置まで

シフトした。このサンプルにフォスファターゼを処理した結果、 GST-

CERK1(D441V)cyt と同じ位置にタンパク質バンドが収束した。このことから、GST-

CERK1(Y428F)cyt でみられたバンドシフトは自己リン酸化によるものであることが

示された。また、ATP を添加し、同条件で反応させた GST-CERK1cyt と GST-

CERK1(Y428F)cyt のリン酸化によるバンドのシフトの位置には差がないことから、

Y428のリン酸化は CERK1 自身のリン酸化に関与しないことが示唆された。また抗ホ

スホセリン抗体および抗ホスホチロシン抗体で検出したこれらのサンプルの結果にお

いても、GST-CERK1(Y428F)cyt のリン酸化量は GST-CERK1cyt と同程度であった。 

MBP に対するリン酸化活性を評価した抗 MBP 抗体による検出の結果では、GST-

CERK1(Y428F)cyt を ATP 非存在下で MBP と混ぜて反応させたサンプルでは、MBP

のバンドシフトが確認されなかったが、ATP存在下同条件で反応させたものでは、MBP

のバンドシフトが確認され、同条件で処理した GST-CERK1cytのものと同程度であっ

た。また、このサンプルをフォスファターゼ処理した結果では、MBP バンドのシフト

が消失した。従って GST-CERK1(Y428F)cyt は GST-CERK1cyt と同程度の MBP に

対するリン酸化能を持つことが示された。 

以上から、CERK1 のシグナル伝達の起動に関わる Y428 は、CERK1 自身のキナー

ゼ活性の制御には関与しないことが示唆された。 
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Fig. 2-4 in vitroキナーゼアッセイによる Y428の機能評価 

大腸菌発現系を利用して発現、精製したGST-CERK1cyt 、GST-CERK1(D441V)cyt 、GST-

CERK1(Y428F)cyt に対して ATP 存在/非存在下でリン酸化反応を行った試料および ATP 存在

下でリン酸化反応後にフォスファターゼ処理した試料を SDS-PAGE、ウエスタンブロッティン

グ後、抗 GST抗体 (α-GST) 、抗ホスホセリン抗体 (α-pS) 、抗ホスホチロシン抗体 (α-pY) で

検出した。また、全ての反応はミエリンベーシックプロテイン (MBP) を含んでおり、CERK1

から MBP へのトランスリン酸化の程度について、各試料を phos-tag ゲルで電気泳動、ウエス

タンブロッティング、抗MBP抗体によって検出することで評価した。GST-CERK1(D441V)cyt

は非リン酸化状態のバンド位置を示すコントロールとして用いた。 
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5. 細胞死を指標にした CERK1の Y428 の機能解析 

 

In vitroの CERK1の細胞内ドメインを用いた解析から、Y428のリン酸化が CERK1

自身のキナーゼ活性の制御に関与しないことが示された(Fig. 2-4)。しかし第 1 章の考

察で述べたように、Y428 はキナーゼの活性制御に関わるとされる αC へリックスと相

互作用し得るような位置に存在していたため、Y428 は、キナーゼの活性制御に関わる

可能性も示唆されていた (Fig.1-17) 。そこで、in vivoにおいて CERK1全長を用いた

解析を行うことで、Y428 が CERK1 のキナーゼの活性制御に関与するかを明らかにす

ることにした。 

これまでにベンサミアナタバコの葉に CERK1を一過的に発現させると、CERK1の

キナーゼ活性依存的にリン酸化および、防御応答様の細胞死が誘導されることがわかっ

ている (67, 95) 。このため、シロイヌナズナのキチンオリゴ糖処理時に観察される

CERK1のリン酸化とそれに伴う応答が、ベンサミアナタバコ一過的発現系を用いて擬

似的に再現できると考えられる。 

そこで、本発現系を用いて CERK1(Y428F)を発現させた時の自己リン酸化を評価す

ることで、Y428 が in vivo においても CERK1 のキナーゼ活性の制御に関与しないか

が評価可能であると考えた。また、シロイヌナズナの CERK1(Y428F)/cerk1-2 形質転

換体では、キチン誘導性の防御応答の復帰が完全に消失していたことから(Fig. 1-10)、

CERK1(Y428F)をベンサミアナタバコの葉に一過的に発現させても、細胞死が誘導さ

れないと考え、この想定と一致するかについて確かめることにした。さらに、Y428 を

アスパラギン酸残基 (D) 、グルタミン酸残基 (E) に置換することで Y428を擬似リン

酸化した CERK1(Y428D)および CERK1(Y428E)においても、細胞死を観察することに

より、Y428 の機能が相補されるかについて、確認することにした。この評価のコント

ロールとして、CERK1 および CERK1(D441V)も同様な方法で発現させた。また、そ

れぞれの CERK1 は、C 末端側に 3HA タグを付加し、35S プロモーターで発現が制御

される CERK1-3HA 発現コンストラクトを構築し、それらが形質転換されたアグロバ

クテリウムを、ベンサミアナタバコの葉に強制的に感染させることで発現させた。細胞

死は、アグロバクテリウム接種後、4日目に観察した。 

結果、CERK1-3HA を発現させた場所では、細胞死が観察された (Fig. 2-5) 。また

CERK1(D441V)-3HAでは、細胞死が誘導されなかった。この結果は、これまでの報告

されている結果と一致し、再現性が確認された。一方、CERK1(Y428F)-3HAを発現さ
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せた場所では、細胞死が誘導されなかったことから、CERK1(Y428F)/cerk1-2形質転換

体を用いた生物機能応答解析の結果とベンサミアナタバコを用いた細胞死応答の結果

が一致することが示された。CERK1(Y428D)3-HA および CERK1(Y428E)3-HA を発

現させた場所では、細胞死が誘導されなかったため、Y428 を擬似リン酸化状態にして

も CERK1の機能は相補されないことがわかった。 
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Fig. 2-5 ベンサミアナタバコ一過的発現系を用いた細胞死の観察  

アグロインフィルトレーション法を用いて、ベンサミアナタバコの葉に CERK1-3HA、

CERK1(D441V)-3HA、CERK1(Y428F)-3HA、CERK1(Y428D)-3HA、CERK1(Y428E)3-HAを

一過的に発現させ、細胞死を評価した結果を示した。右はエタノールと酢酸を 3 対 1 の割合で

混ぜた溶液で脱色した結果である。図中の点線で示す領域は各コンストラクトを持つアグロバ

クテリウムを感染させた範囲を示す。 
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6. in vivo 発現タンパク質を用いた CERK1 の Y428 の機能解析 

 

CERK1(Y428F)-3HA 発現コンストラクトを持つアグロバクテリウムをベンサミア

ナタバコの葉に接種したところ、細胞死が誘導されなかった (Fig. 2-5) 。このことか

ら、細胞死を指標とした結果と CERK1(Y428F)/cerk1-2 形質転換体を用いたキチンオ

リゴ糖誘導性の防御応答を評価した結果が相関することが示された。 

そこで、ベンサミアナタバコに一過的に発現させた CERK1(Y428F)-3HA のリン酸

化状態を調べることで、Y428 が in vivo における CERK1 自身のキナーゼ活性の制御

に関与するかについて評価した。また、擬似リン酸化置換した CERK1(Y428D)-3HAお

よび CERK1(Y428E)-3HAについても同様の評価を行った。本解析のリン酸化は、これ

までと同様に、SDS-PAGE 後のバンドのシフトから評価した。本実験に用いた目的タ

ンパク質は、細胞死の評価で行った操作と同様の方法でベンサミアナタバコの葉に発現

させ、アグロバクテリウム接種後 1 日で回収した葉から調製した。目的タンパク質は、

発現させたベンサミアナタバコ葉を破砕、超遠心後、膜画分を調製し、SDS-PAGE・ウ

エスタンブロッティングを行い、抗 HA 抗体 (α-HA) で検出した。CERK1-3HA につ

いては、予測質量が 73 kDa程度であるが、これまでの解析で約 75 kDa付近に検出さ

れることがわかっている。 

CERK1-3HA は、75 kDa 付近から高質量側にブロードなバンドとして確認された

(Fig. 2-6) 。CERK1(D441V)-3HAの膜画分では、75 kDa付近に単一のバンドが確認

された。第 1章で述べたようにベンサミアナタバコに発現させた CERK1-3HAにみら

れるブロードなバンドは、CERK1 の自己リン酸化によるものであることがすでにわ

かっているが、本実験においても CERK1 の自己リン酸化によるバンドシフトが確認

された。一方、CERK1(Y428F)-3HA の結果では、CERK1(D441V)-3HA と同位置に

バンドが観察され、CERK1-3HAで見られたバンドシフトは観察されなかった。した

がって、CERK1(Y428F)-3HA では CERK1 自身のキナーゼ活性が著しく低下もしく

は消失していることが明らかになり、in vivoの解析では Y428が CERK1自身のキナ

ーゼの活性制御に関わることが示唆された。 

一方、Y428を擬似リン酸化置換した CERK1(Y428D)-3HAおよび CERK1(Y428E)-

3HA では、CERK1(D441V)-3HAや CERK1(Y428F)-3HAに比較して、わずかに高質

量側にバンドがシフトしており、Y428 の擬似的リン酸化によって CERK1 のキナーゼ

活性が部分的に復帰することが示唆され、Y428 のリン酸化がキナーゼの活性制御に関
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わる可能性が示された。しかし、CERK1(Y428D)-3HAおよび CERK1(Y428E)-3HAの

バンドシフトは野生型 CERK1-3HA に比較して低いため、CERK1 のキナーゼ活性は

完全に相補されておらず、Y428 のリン酸化がキナーゼの活性制御に関わるかは確認で

きなかった。これらの結果により、in vitroの実験結果とは異なり、Y428のリン酸化は

キナーゼの活性制御に関わる可能性が高いことが in vivoの解析から示された。 
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Fig. 2-6 ベンサミアナタバコ一過的発現系を用いた Y428の機能解析  

アグロインフィルトレーションによって、ベンサミアナタバコの葉に CERK1-3HA、

CERK1(D441V)-3HA、CERK1(Y428F)-3HA、CERK1(Y428D)-3HA、CERK1(Y428E)-3HAを

一過的に発現させ、抽出した膜画分を SDS-PAGE、ウエスタンブロッティングに用いた。転写

膜を抗HA抗体 (α-HA) で検出した結果である。 
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7. in vitro キナーゼアッセイ系を用いた CERK1 の S493 の機能解析 

 

すでに述べているように、CERK1の 493番目のセリン残基 (S493) はリン酸化部位

として同定された。CERK1(S493A)/cerk1-2形質転換体では、キチンオリゴ糖誘導性の

活性酸素生成および防御応答関連遺伝子の発現誘導がわずかに復帰した (Fig. 1-14) 。

これらのことから、S493は CERK1を介したシグナル伝達に関わることが示唆された。

しかし、S493 のリン酸化がどのようにして CERK1 のシグナル伝達に関与するかは明

らかになっていない。そこで、上記の T479 の機能解析と同様な方法で、S493 につい

ても解析を行い、その結果を Fig. 2-7に示した。 

自己リン酸化能を解析したところ、ATP 存在/非存在条件下で反応させた GST-

CERK1(S493A)cytでは、同条件の GST-CERK1cyt のものと同程度のバンドシフトが

観察された (Fig. 2-7) 。またそのサンプルにフォスファターゼを処理したところ、GST-

CERK1(D441V)cyt と同位置にバンドが収束した。このことから、 GST-

CERK1(S493A)cyt でみられたバンドシフトは自己リン酸化によるものであることが

示された。このことから、GST-CERK1(S493A)cyt は、GST-CERK1cyt と同程度の自

己リン酸化活性をもつことが示された。また抗ホスホセリン抗体、抗ホスホチロシン抗

体で検出したデータでも、抗 GST 抗体で検出したデータと同様の結果が得られた。従

って S493 は CERK1 の自己リン酸化に関与しないことが in vitro の解析から示され

た。 
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Fig. 2-7 in vitroキナーゼアッセイによる S493の機能評価 

大腸菌発現系を利用して発現、調製したGST-CERK1cyt 、GST-CERK1(D441V)cyt 、GST-

CERK1(S493A)cyt に対してリン酸化反応およびフォスファターゼ処理を行った。SDS-PAGE、

ウエスタンブロッティング後の転写膜を、抗GST抗体 (α-GST) 、抗ホスホセリン抗体 (α-pS) 、

抗ホスホチロシン抗体 (α-pY) で処理し、各 CERK1タンパク質および特定のアミノ酸残基のリ

ン酸化状態を検出した。 
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8. in vivo 発現タンパク質を用いた CERK1 の S493 の機能解析 

 

大腸菌発現タンパク質を用いた in vitro のキナーゼアッセイから、S493 のリン酸化

が in vivoにおいても CERK1の自己リン酸化能に関与しないのかどうかを明らかにす

るため、上記で行った Y428の in vivo解析と同様に実験を S493についても行った。 

その結果、CERK1-3HA 及び CERK1(S493A)-3HA の両サンプルは、ともに同位置

に同程度のバンドシフトが確認された (Fig. 2-8) 。一方、キナーゼ活性をもたない

CERK1(D441V)-3HA ではバンドのシフトが観察されなかった。これらのことから、

CERK1(S493A)-3HAと CERK1-3HAで同程の自己リン酸化が確認され、in vivoにお

いても S493のリン酸化が CERK1の自己リン酸化に関わらないことが示された。 
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Fig. 2-8 ベンサミアナタバコ一過的発現系を用いた S493の機能解析 

アグロインフィルトレーションによって、ベンサミアナタバコの葉に CERK1-3HA、

CERK1(D441V)-3HA、CERK1(S493A)3-HAを一過的に発現させ、膜画分中の CERK1の自己

リン酸化を評価した。抽出した膜画分は SDS-PAGE、ウエスタンブロッティングを行い転写膜

にタンパク質を移し、抗HA抗体 (α-HA) で検出した。 
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9. CERK1 による直下のシグナル伝達因子のリン酸化評価系の構築 

 

前述の解析から、S493 のリン酸化が CERK1 の自己リン酸化能に関与しないことが

示唆された。そこで、S493 のリン酸化が CERK1 と直接相互作用するシグナル伝達因

子のリン酸化に関わる可能性が考えられた。その可能性を評価するため、in vitroキナ

ーゼアッセイ系を用いて、GST-CERK1(S493A)cyt による CERK1 と直接相互作用す

るシグナル伝達因子のリン酸化を解析することした。 

その解析にあたり、まずは GST-CERK1cytが CERK1と直接相互作用するシグナル

伝達因子をリン酸化するかについて検討した。解析に用いた CERK1と直接相互作用す

るシグナル伝達因子である PBL27 (67) および PUB4 (Desaki et al., in prep) は、大腸

菌発現系を利用して PBL27 の N 末端側に Strep タグを融合した Strep-PBL27 と、

PUB4のC末端側に Strepタグを融合させたPUB4-Strepを調製した。GST-CERK1cyt

によるこれらの因子のリン酸化は、反応後のサンプルを、Phos-tagゲルを用いて SDS-

PAGE で分離し、抗 Strep 抗体で目的タンパク質を検出したときのバンドシフトから

評価した。また、それぞれのローディングコントロールとしてGST-CERK1cytを抗GST

抗体で検出した。PBL27 はキナーゼ活性をもつため、反応中に自己リン酸化しないよ

うに、112番目のリジン (K) 残基をグルタミン (E) 酸残基に改変した。また、解析に

用いる Strep-PBL27(K112E)および PUB4-Strep は、あらかじめ予測質量である 55 

kDaおよび 100 kDa付近に検出されることがわかっている。 

ATP 非存在下で GST-CERK1cyt と Strep-PBL27(K112E)とを反応させたところ、

Strep-PBL27(K112E)のバンドシフトが見られなかったが、ATP存在下で反応させたサ

ンプルでは、Strep-PBL27(K112E)が高質量側にバンドシフトすることが観察された 

(Fig. 2-9) 。また、このサンプルをフォスファターゼで処理すると、Strep-

PBL27(K112E) は、 ATP 非存在下で GST-CERK1cyt と反応させた Strep-

PBL27(K112E)と同程度の位置にバンドが確認された。このことから、 Strep-

PBL27(K112E)は GST-CERK1cyt によってリン酸化され、バンドシフトしたことが示

された。一方、ATP存在下でキナーゼ活性を持たない GST-CERK(D441V)cytと Strep-

PBK27(K112E)とを反応させても、Sterp-PBL27(K112E)のバンドのシフトが確認され

なかった。これらの結果から、GST-CERK1cyt が Strep-PBL27(K112E)をリン酸化す

る能力を持つことが示された。これと同様な実験を PUB4-Strep に対しても行った結

果、GST-CERK1cyt が PUB4-Strepを ATP 依存的にリン酸化することが確認された。
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したがって、この方法で、GST-CERK1cyt によるシグナル伝達因子のリン酸化を評価

できることが示された。 
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Fig. 2-9 in vitro キナーゼアッセイ系を用いた CERK1 によるシグナル伝達因子のリン酸化評

価系の構築  

大腸菌発現系を利用して調製した GST-CERK1cyt、GST-CERK1(D441V)cyt、Strep-

PBL27(K112E)、PUB4-Strep を用いて、CERK1による PBL27および PUB4のリン酸化を評

価した。リン酸化反応およびフォスファターゼ処理を行い、SDS-PAGE、ウエスタンブロッティ

ング後の転写膜を抗 Strep 抗体 (α-Strep) 、抗 GST 抗体 (α-GST) で検出した。基質の検出で

は、Phos-tagゲルを用いた。 
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10. シグナル伝達因子のリン酸化を指標にした CERK1 の S493 の機能解析 

 

前述の実験系を用いて、GST-CERK1cyt の S493 をアラニン残基置換した GST-

CERK1(S493A)cytによるCERK1と直接相互作用するシグナル伝達因子のリン酸化を

評価することにした。さらに、S493 をアスパラギン酸残基に置換し、擬似リン酸化さ

せた GST-CERK1(S493D)cytについても、同様の解析を行うことにした。 

ATP非存在下で GST-CERK1cyt と Strep-PBL27(K112E)を反応させた結果、Strep-

PBL27(K112E)のタンパク質のバンドシフトは確認されないが、ATP 存在下で両タン

パク質を反応させると、Strep-PBL27(K112E)のリン酸化によるバンドのシフトが確認

された  (Fig. 2-10) 。一方、ATP 存在下で GST-CERK1(S493A)cyt と Strep-

PBL27(K112E)とを反応させたサンプルでは、Strep-PBL27(K112E)のバンドシフトが

GST-CERK1cytと反応させたものと比較して低下していた。このことから、CERK1の

S493 をリン酸化できない GST-CERK1cyt では、Strep-PBL27 のリン酸化能が低下す

ることが示され、S493が PBL27のリン酸化に関わることが示唆された。また、CERK1

の S493 をアスパラギン酸残基に置換した GST-CERK1(S493D)cyt による Strep-

PBL27(K112E)のリン酸化評価では、Strep-PBL27(K112E)のバンドシフトが、GST-

CERK1cytと反応させたものと同程度であった。したがって、S493の擬似的リン酸化

で CERK1の S493の機能が相補されることが示された。PUB4-Strepに対しても同様

の解析を行ったところ、PBL27に対するリン酸化評価の結果と一致する結果が得られ、

CERK1 の S493 のリン酸化が CERK1 と直接相互作用するシグナル伝達因子のリン酸

化に関わることが示された。 
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Fig. 2-10 in vitroキナーゼアッセイ系を用いた S493が CERK1と直接相互作用するシグナル

伝達因子のリン酸化に与える影響の評価  

大腸菌発現系を利用して発現、調製した GST-CERK1cyt、GST-CERK1(S493A)cyt、GST-

CERK1(S493D)cyt、Strep-PBL27(K112E)およびPUB4-Strepを用いて、CERK1によるPBL27

および PUB4のリン酸化を評価した。リン酸化反応およびフォスファターゼ処理を行い、SDS-

PAGE、ウエスタンブロッティング後の転写膜を抗 Strep抗体 (α-Strep) 、抗GST抗体 (α-GST) 

で検出した。基質の検出には Phos-tagゲルを用いた。 
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11. CERK1 の S493 が自己リン酸化モードに与える影響の評価 

 

in vivo/in vitroの解析から、S493をアラニン残基置換した CERK1では自己リン酸

化能に影響が見られないことから、S493 は CERK1 の自己リン酸化に関与しないこと

が示唆された (Fig. 2-7, 8) 。一方、CERK1は分子間でリン酸化し合うことで、自己リ

ン酸化することがわかっているため、S493 をアラニン残基置換した CERK1 では、他

の CERK1分子のトランスリン酸化に影響を与えないことが想定される。そこで、大腸

菌発現系を利用して調製したGST-CERK(S493A)cytと CERK(D441V)cytのN末端側

に 6×Hisタグを融合した 6His-CERK1(D441V)cytを用いて、自己リン酸化モードにつ

いて解析を行うことにした。また、S493 をアスパラギン酸残基 (D) に置換した GST-

CERK(S493D)cyt でも同様の解析を行った。6His-CERK1(D441V)cyt のリン酸化は、

反応試料をPhos-tagゲルを用いてSDS-PAGE・ウエスタンブロッティングし、抗6×His

タグ抗体で検出することで、そのバンドのシフトを観察し評価した。バンドシフトの比

較として、GST-CERK1cyt と6His-CERK1(D441V)cytも用いている。それぞれのGST-

CERKcytタンパク質量は、抗 GST抗体で確認した。 

その結果、ATP非存在下で GST-CERK1cyt と 6His-CERK1(D441V)cytとを反応さ

せた場合では、6His-CERK1(D441V)cyt のタンパク質バンドのシフトは確認されない

が、ATP存在下で両タンパク質を反応させた場合では、6His-CERK1(D441V)cytの高

質量側へのバンドシフトが確認された (Fig. 2-11) 。GST-CERK(S493A)cyt と 6His-

CERK1(D441V)cyt を ATP 存 在 下 で 反 応 さ せ た サ ン プ ル で は 、 6His-

CERK1(D441V)cyt のバンドシフトが、GST-CERK1cyt と反応させたものと比較して

低下していた。このことから、S493 が CERK1 間のトランスリン酸化に関わることが

示唆された。GST-CERK1(S493D)cytと 6His-CERK1(D441V)cytを共存下でリン酸化

反応させたサンプルでは、6His-CERK1(D441V)cyt のバンドシフトが、GST-CERK1yt 

でリン酸化させたものと同程度であった。したがって CERK1の S493を疑似リン酸化

置換した CERK1では、CERK1間のトランスリン酸化能が復帰することが観察された。

以上の結果から、S493 のリン酸化が CERK1 間のトランスリン酸化能に関わることが

示された。 

  



110 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-11 in vitroキナーゼアッセイ系による S493が自己リン酸化モードに与える影響の評価  

大腸菌発現系を用いて発現、調製した GST-CERK1cyt、GST-CERK1(S493A)cyt、GST-

CERK1(S493D)cyt および 6His-CERK1(D441V)cyt を用いて、 CERK1 による基質

CERK1(D441V)のリン酸化を評価した。リン酸化反応およびフォスファターゼ処理を行い、

SDS-PAGE、ウエスタンブロッティング後の転写膜を抗 6×His 抗体 (α-6×His) 、抗 GST 抗体 

(α-GST) で検出した。基質の検出では、Phos-tagゲルを用いた。 
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第 4 節 考察 

 

本章では第一章の生物学的機能解析でキチン応答に関わることが示されたリン酸化

部位について、その生化学的機能を大腸菌発現系で調製した CERK1細胞内ドメインあ

るいは全長 CERK1を用いて解析した。 

 

第一章で示したように、シロイヌナズナの CERK1(T479A)/cerk1-2 形質転換体に対

してキチンオリゴ糖を処理したところ、活性酸素生成および防御応答関連遺伝子の発現

誘導の復帰が消失したことから (Fig. 1-9, 2-12) 、CERK1の 479番目のスレオニン残

基が CERK1 のシグナル伝達の起動に不可欠なことが示唆された。また、T479 はキナ

ーゼの活性制御に関わる Avtivation Segment上のスレオニン残基で、RLKにおいて高

度に保存されることがわかっている (77, 105) 。BAK1およびNFR1では、T479と対

応するスレオニン残基がキナーゼの活性制御に関わることが示されており、CERK1の

T479もキナーゼの活性制御に関与することが想定された (Fig. 2-1) (73, 77) 。 

大腸菌発現系を利用してGST-CERK1(T479A)cytを調製しATP存在下で自己リン酸

化および MBP のリン酸化を評価したところ、野生型の GST-CERK1cyt と比較して自

己リン酸化のバンドシフトが著しく低下し、MBPに対するリン酸化能は消失した (Fig. 

2-1) 。このことから、T479がリン酸化できない CERK1ではキナーゼ活性の著しい低

下が確認され、T479 がキナーゼの活性化に関わるリン酸化部位であることが明らかに

なった。BAK1 細胞内ドメインの立体構造解析では、T479 に対応するスレオニン残基

が ATP の結合に関わるアミノ酸側鎖と相互作用することで、キナーゼ活性を制御する

ことが示されており(75)、CERK1の T479においても ATPの結合に関わるアミノ酸側

鎖と相互作用することで、キナーゼの活性を制御すると考えられる。 

 

シロイヌナズナの CERK1(T573A)/cerk1-2 形質転換体に対して、キチンオリゴ糖を

処理したところ活性酸素生成および防御応答関連遺伝子の発現誘導が極めてわずかに

復帰した (Fig. 1-13, 2-12) 。このことから、T573は CERK1を介したシグナル伝達に

関わることが明らかになった。T573は代表的な RLKに保存されるものの、CERK1以

外ではリン酸化部位として検出されていないスレオニン残基である ( Fig. 1-16) 。 

大腸菌発現系を利用して調製したGST-CERK1(T573A)cytを用いてATP存在下で自

己リン酸化および MBP のリン酸化を評価したところ、野生型の GST-CERK1cyt と比
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較して自己リン酸化によるバンドシフトが低下していた。また、MBP に対するリン酸

化では、GST-CERK1(T573A)cyt によるMBPのリン酸化の程度は GST-CERK1cytの

ものと比較して低下することが観察された (Fig. 2-2) 。これらのことから、T573はキ

ナーゼの活性化に関わる自己リン酸化部位であることが明らかになった。特に GST-

CERK1(T573A)cyt の自己リン酸化によるバンドシフトに着目すると、GST-

CERK1(T573A)cyt のリン酸化バンドの大半がある程度リン酸化されたバンドのとこ

ろで止まってしまっており、T573 をアラニン残基置換した CERK1 では部分的に自己

リン酸化が進むものの、それ以上のリン酸化はできないことが示唆された。そのため、

CERK1 は、本来 T573 をリン酸化することで自己リン酸化を亢進させ、キナーゼを完

全に活性化すると考えられた。 

CERK1 細胞内ドメインの分子モデリングで T573 の位置を確認すると、T573 はキ

ナーゼの活性制御に関わる Activation Segmentとは離れているため (Fig.2-13) 、この

領域との相互作用でキナーゼの活性制御に関わると考えるのは困難である。一方、

BAK1 では、細胞内ドメインの C 末端側がキナーゼの活性制御に関わることが示され

ており (106) 、T573も CERK1の C末端側に位置しているため、CERK1においても

C末端側が何らかの機構でキナーゼ活性を制御し、そこに T573が関わる可能性が考え

られる。今後、CERK1細胞内ドメインの立体構造が明らかにされることによって、T573

がどのようにしてキナーゼ活性を制御するかをより深く考察することが可能になるも

のと期待される。 

一方、第 1 章で述べたように、CERK1(T573A)/cerk1-2 形質転換体の CERK1 タン

パク質発現量を調べたところ、野生型の Col-0よりも CERK1の発現量が低いことが確

認されている (Fig. 1-11) 。そのため、T573 のアラニン残基置換による立体構造の不

安定化により細胞内の品質管理機構によって分解され、タンパク質量が減った可能性も

考えられた。しかし、本解析を通じて、大腸菌で発現させた GST-CERK1(T573A)cytが

他の GST-CERK1cytと比べ可溶画分に回収されるタンパク質量が少ないということは

なく、また、上記のように T573がキナーゼの活性化に部分的に関わることが示された

ことから、CERK1(T573A)/cerk1-2 形質転換体でみられたキチン応答のわずかな復帰

は、タンパク質の発現量の問題よりも、キナーゼ活性制御のようなより本質的な問題に

よるものと考えられた。 
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CERK1 の Y428 は RLK に広く保存されたチロシン残基で、バクテリアの翻訳伸長

因子であるEF-Tuの受容体であるEFRではY428に対応するチロシン残基 (Y836) が 

in vivoリン酸化部位として同定されている (91) 。また、そのチロシン残基をフェニル

アラニン残基置換した EFR(Y836F)/efr 形質転換体では、EFR を介した応答が完全に

消失することが観察されている。大腸菌発現系を利用して調製した EFR(Y836F)の in 

vitro のキナーゼアッセイでは、野生型の EFR と同程度のキナーゼ活性を示しており、

Y836 はキナーゼの活性に影響を与えないことが示されていた (91) 。一方、植物体か

ら抽出した EFR(Y836F)の in vivoキナーゼアッセイでは、野生型と比較してキナーゼ

の活性が低下しているようではあったがその差はわずかで、このデータを記載した論文

ではキナーゼ活性制御との関わりについては議論されていなかった (91) 。 

シロイヌナズナの CERK1(Y428F)/cerk1-2 形質転換体に対して、キチンオリゴ糖を

処理したところ活性酸素生成および防御応答関連遺伝子の発現誘導の復帰が消失した

ことから、Y428 がキチン応答に重要な役割を果たしていることが示唆された (Fig. 1-

10, 2-12) 。また、大腸菌発現系を利用して調製した GST-CERK1(Y428F)cytを用いて

ATP 存在下で自己リン酸化および MBP のリン酸化を評価したところ、GST-

CERK1(Y428F)cyt の 自 己 リ ン 酸 化 に よ る バ ン ド シ フ ト お よ び GST-

CERK1(Y428F)cyt による MBPのリン酸化は野生型の GST-CERK1cyt のものと同程

度で、Y428は CERK1のキナーゼの活性化に関与しないことが示唆された (Fig. 2-4) 。

一方、ベンサミアナタバコ一過的発現系を利用して調製した CERK1(Y428F)-3HA の

in vivoリン酸化の解析では、自己リン酸化によるバンドシフトが消失した (Fig. 2-6) 。

そのため、この in vivo の結果からは Y428 がキナーゼの活性制御に関わることが示さ

れた。この結果は、EFR で対応するチロシン残基 (Y836) の役割を解析した結果と極

めて類似しており (91) 、CERK1の Y428と EFRの Y836はいずれも in vivo でのキ

ナーゼ活性制御に関わる可能性が考えられる。 

EFR は、キナーゼの活性化に関わるアルギニンがなく、比較的キナーゼ活性が弱い

とされる non-RD kianse に分類される一方 (18) 、CERK1 は non-RD kinase と比較

して高いキナーゼ活性を有するRD kinaseに属することがわかってい (18, 103, 107) 。

そのため、CERK1 と EFR では異なるキナーゼの活性制御が行われていると考えられ

ているが、Y428 の in vivo での解析結果から共通したチロシン残基のリン酸化を介し

てキナーゼ活性が制御される可能性が示された。現段階ではどのようにして Y428がキ

ナーゼ活性を制御するかは不明であるが、今後、CERK1の細胞内ドメインタンパク質
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の立体構造が明らかになることで、Y428 がどのようにしてキナーゼの活性化に関与す

るかをより深く考察することが可能になると期待される。 

また、Y428を擬似リン酸化状態にした CERK1(Y428D)-3HA、CERK1(Y428E)-3HA 

では、CERK1(Y428F)-3HAと比較してわずかに高質量側にバンドシフトしたことから、

疑似リン酸化で Y428の機能が一部相補されたことが示された (Fig. 2-6) 。しかし、野

生型の CERK1と同程度のバンドシフトは確認されなかった。その理由としては、チロ

シン残基とアスパラギン酸残基、グルタミン酸残基の構造が大きく異なり、チロシン残

基の擬似リン酸化として十分に機能しなかったためではないかと考えられる。BAK1で

キナーゼ活性に寄与することが知られる自己リン酸化部位のT455をアスパラギン酸残

基に置換しても、キナーゼ活性の亢進がみられないことが観察されており (73) 、RLK

の擬似リン酸化は必ずしもキナーゼの活性化につながらない場合があることも示唆さ

れている。 

Y428 の解析から in vivo のキナーゼアッセイの結果と in vitro のキナーゼアッセイ

の結果が異なることもあることが示された (Fig. 2-4, 6) 。そのため、CERK1の細胞内

ドメインのみを用いた in vitroの評価だけでは、リン酸化部位の機能を正しく理解する

ことが難しいことも示された。CERK1細胞内ドメインタンパク質を用いた in vitroの

キナーゼアッセイは、溶液中に分散した CERK1細胞内ドメインタンパク質で反応が進

む一方、in vivo の細胞膜に固定化された CERK1 では CERK1 間の自己リン酸化・活

性化機構がこうした in vitroの実験とは異なる可能性があるため、こうした結果の違い

が生じたのではないかと考えられる。 

 

CERK1(T473A)/cerk1-2 形質転換体を用いた生物学的解析では、キチンオリゴ糖に

よる活性酸素生成が cerk1変異体と比較してわずかに復帰したものの、防御応答関連遺

伝子の 1 つである AtWRKY53 の発現誘導には影響がみられないことが確認されてい

る (Fig. 1-13, 2-12) 。T473は Activation Segmentに位置しているが、キナーゼ間で

保存性の低い領域に存在しており、実際に他の RLKと比較しても保存性が低いことが

わかっている (Fig. 1-16) 。しかし、BAK1およびNFR1のホモログであるタルウマゴ

ヤシの LYK3では T473と類似する位置のスレオニン残基が、キナーゼ活性の制御に部

分的に関わることが示されているため、T473 もキナーゼ活性制御に関わる可能性が考

えられた (73, 102) 。大腸菌発現系を利用して調製した GST-CERK1(T473A)cyt を用

いて ATP 存在下で自己リン酸化および MBP (Myelin Basic Protein) のリン酸化を評
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価したところ、GST-CERK1(T473A)cyt の自己リン酸化によるバンドシフトおよび

MBP に対するリン酸化は野生型の GST-CERK1cyt と比較して同程度であった (Fig. 

2-3) 。そのため T473 は CERK1 のキナーゼの活性制御には関わらないと考えられ、

BAK1、LYK3 の T473 に対応するスレオニン残基とは異なる機能を有している可能性

が考えられた。しかし、BAK1、LYK3 のリン酸化部位の解析ではキナーゼ活性の測定

に放射性同位体を用いており、バンドシフトを指標にした本解析よりも高感度にリン酸

化を評価できる (73, 102) 。こうした実験系の違いによって GST-CERK1(T473A)cyt

でキナーゼの活性制御に影響がみられなかった可能性も否定できない。RLK のリン酸

化部位の機能解析では、Activation Segment 上のシグナル伝達に関わるアミノ酸残基

はすべてキナーゼの活性制御に関わることが報告されており (73, 77, 102) 、そうした

点から考えると T473 もキナーゼの活性制御に関わる可能性があるものと推測される。 

 

CERK1(S493A)/cerk1-2形質転換体を用いた生物学的解析では、野生型と比較してキ

チンオリゴ糖処理時の活性酸素生成および防御応答関連遺伝子の発現誘導の復帰がわ

ずかであった (Fig. 1-14, 2-12) 。S493は代表的な RLKで高い割合で保存されるアミ

ノ酸残基であるが、他の RLKでリン酸化部位として同定された例はなく、アラインメ

ント比較では機能が推定できないリン酸化部位である (Fig. 1-16) 。大腸菌発現系を利

用して調製した GST-CERK1(S493A)cyt の in vitro のキナーゼアッセイおよび、ベン

サミアナタバコ一過的発現系を利用して調製した CERK1(S493A)-3HAの in vivoのキ

ナーゼアッセイでは、S493 のアラニン残基置換体で、野生型の CERK1 と同程度の自

己リン酸化のバンドシフトが示され、S493 はキナーゼの活性制御には関わらないこと

が示唆された (Fig. 2-7, 8) 。そこで、このリン酸化部位の置換が CERK1 と直接相互

作用するシグナル伝達因子である PBL27 および PUB4 のリン酸化に影響するかを、

GST-CERK1(S493A)cyt を用いた in vitro キナーゼアッセイで評価した。その結果、

GST-CERK1(S493A)cytは、野生型の GST-CERK1cytと比較して、これらのシグナル

伝達因子のリン酸化が低下した (Fig. 2-10) 。また、S493 を疑似リン酸化状態にした

GST-CERK1(S493D)cyt では、PBL27、PUB4 のリン酸化が野生型と同程度まで復帰

した。これらの結果から、S493 のリン酸化は、CERK1 と直接相互作用するシグナル

伝達因子のリン酸化に関わることが示唆された。 

また、S493 をアラニン残基に置換した CERK1(S493A)を用いた解析から、CERK1

のキナーゼの活性制御に影響が見られないことから、CERK1(S493A)は CERK1 同士
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の分子間リン酸化にも影響を与えないことが考えられた。そこで、大腸菌発現系を利用

して調製した GST-CERK1(S493A)cyt とキナーゼ活性を持たない Strep-

CERK1(D441V)cyt を用いてリン酸化モードの解析を行ったところ、予想に反して

GST-CERK1(S493A)cyt による Strep-CERK1(D441V)cyt のリン酸化は、GST-

CERK1cyt によるものよりも低下した (Fig. 2-11) 。そのため、S493 は CERK1 の分

子間リン酸化に関わるリン酸化部位である可能性も示唆された。このことから、分子間

リン酸化能が低下する CERK1(S493A)で、なぜ野生型の CERK1 と同程度の自己リン

酸化を示したかという疑問が提起された。その考察の一つとして、CERK1の自己リン

酸化モードの変化を考えている。動物のキナーゼの中には、2量体化に伴い、分子内で

自己リン酸化したのち、分子間で自己リン酸化することで活性化する分子も知られてい

る(108)。そこで、CERK1も本来は、分子内でリン酸化したのち、分子間で自己リン酸

化する分子で、S493がリン酸化できない CERK1(S493A)でも、分子内自己リン酸化に

よって大部分をリン酸化できたため、野生型の CERK1と同程度の自己リン酸化を示し

たのではないかと考えている。CERK1(S493A)では、分子間リン酸化ができないことの

間接的な影響として、CERK1と直接相互作用するシグナル伝達因子のリン酸化の低下

につながったのではないかと考えている。S493 についての上記の結果やその考察、ま

た、立体構造解析や更なる生化学的解析を通じて、S493 の機能が明らかになると期待

している。更なる解析として、まずは、S493をアラニン残基置換した CERK1(S493A)

を用いた CERK1と直接相互作用するシグナル伝達因子のリン酸化の低下が、そのシグ

ナル伝達因子の活性化に関わるかを明らかにすることを計画している。また、このリン

酸化部位がタンパク質間相互作用に関わる可能性を考えて、CERK1とその直下のシグ

ナル伝達因子との相互作用を解析することを計画している。 
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Fig. 2-12 それぞれのリン酸化部位置換体を用いた表現型  

それぞれのリン酸化部位を置換した CERK1でみられた表現型をまとめたものを示している。 
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Fig. 2-13 CERK1細胞内ドメインの分子モデル 

ヒトのキナーゼである IRAK-4 と BAK1 の細胞内ドメインの立体構造に基づいて、

MODELLER 9v12で CERK1の細胞内ドメインのモデリングをおこなった。赤色部分は、T573

残基、青色は Activation Segmentを示している。  
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第 3 章 CERK1 細胞内ドメインの X線結晶構造解析に向けた試料調製系の確  

立 

 

第 1 節 緒論 

 

 第 1 章および第 2 章では、CERK1 細胞内ドメインの自己リン酸化に着目して、

CERK1のシグナル伝達起動メカニズム理解を目指し解析を行った。その結果、CERK1

細胞内ドメインの 5 つのアミノ酸残基が自己リン酸化されることで CERK1 が活性し、

CERK1と直接相互作用するシグナル伝達因子をリン酸化できるようになることが示さ

れた (92) 。しかし、どのようにしてそれぞれの自己リン酸化で CERK1のキナーゼ活

性が制御されるのか、また、CERK1と直接相互作用するシグナル伝達因子のリン酸化・

活性化が可能になるかについてはわかっていない。 

キナーゼは自己リン酸化とそれに伴う構造変化で相乗的に活性化し、シグナル伝達を

制御することが一般的に知られている (103, 109) 。また、キナーゼの立体構造が、キ

ナーゼに直接相互作用するシグナル伝達因子との相互作用や、キナーゼの基質特異性に

関わることも知られている。そのため CERK1についても、それぞれのアミノ酸残基の

自己リン酸化で、構造変化を誘導し、キナーゼの活性化と並行して CERK1と直接相互

作用するシグナル伝達因子をリン酸化できるようになると考えられる。 

タンパク質の X 線結晶構造解析では、タンパク質の立体構造とタンパク質を構成す

るアミノ酸側鎖間の相互作用を明らかにすることができる。そのため、CERK1の細胞

内ドメインの X 線結晶構造解析を行うことで、シグナル伝達に関わる自己リン酸化部

位がどのアミノ酸側鎖と相互作用し、立体構造を変化させキナーゼの活性化を導くのか、

また、どのようにシグナル伝達因子のリン酸化やリクルートに関わる領域が形成される

かを明らかにすることができるだろうと考えた。 

そこで、本章では X 線結晶構造解析に用いるための CERK1 細胞内ドメインタンパ

ク質の結晶サンプルを得るため、大腸菌発現系とアフィニティークロマトグラフィー精

製を用いて高純度な CERK1細胞内ドメインタンパク質の調製系の確立を目指した。 
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第 2 節 実験方法 

 

1. コンストラクトの作製 

 

1). GST-CERK1(D441V)cyt-6His発現コンストラクトの作製 

 

GST-CERK1(D441V)cyt-6His 発現コンストラクトは、終止コドンを含まない

CERK1(D441V)cyt が導入されたエントリークローンを LR 反応で pET60 (Novagen)

に導入して作製した。 

 

2). MBP-CERK1(D441V)cyt-6His発現コンストラクトの作製 

 

pMAL-p2 (NEB) ベクターを鋳型にして、下記プライマー (MBP タグ) で PCR を

行い、MBPタグの DNA断片を増幅した。また、pDEST15 (Life technologies) ベクタ

ーを鋳型にして、下記プライマー (pDEST15) でインバース PCR を行った。それら、

DNA 断片を用いて in-fusion (TAKARA) 反応を行い、MBP タグが挿入された

pDEST15(MBP)ベクターを構築した。一方、CERK1(D441V)cyt が挿入されたエント

リークローンを LR反応で pDEST42 (Life technologies) に導入した。そのデスティネ

ーションクローンに対して下記プライマー  (CERK1cyt-6His) で PCR を行い、

CERK1(D441V)cyt-6His の DNA 断片を増幅し、TOPO 反応で、pENTR/D-TOPO に

導入した。そのエントリークローンと pDEST15(MBP)で LR反応を行い、デスティネ

ーションクローンを構築した。方法の詳細は 1章を参照されたい。 
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Fwd 

プライマー名 プライマー配列 
Rev 

MBPタグ 

Fwd MBP F 
GAAGGAGATATACATATGAAAATCGAAGAA

GGTAAACT 

Rev MBP R 
TTGATTCGACCATGGCCTTCCCTCGATCCC

GAG 

pDEST15 
Fwd pDEST15 F CCATGGTCGAATCAAACAAGT 

Rev pDEST15 R ATGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAA 

CERK1cyt

-6His 

Fwd CERK1-C F CACCTATGCTTACCGGAAGAATAAGTCGAA 

Rev 6His R TCAATGGTGATGGTGATGATGA 

 

2. MBP タグ融合タンパク質の精製 

 

MBP-CERK1(D441V)cyt-6His のデスティネーションクローンが形質転換された

BL21-AI 株の大腸菌を培養し、最終濃度が 0.2％になるようにアラビノースを添加し、

15℃、16 時間で発現を誘導した。超音波破砕、遠心による不溶性画分の分離後、4 ml

の Dextrin Sepharose High Performance カラム (GE) で精製した。洗い作業はMBP

バッファー (20 mM Tris、200 mM 塩化ナトリウム、1 mM EDTA、1 mM DTT pH 

7.4) で行った。溶出は 20mlの溶出バッファー (20 mM Tris、200 mM 塩化ナトリウ

ム、1 mM EDTA、1 mM DTT、10 mM マルトース pH 7.4) で行った。 

 

3. Thrombin 処理による MBP タグの切断条件 

 

大腸菌発現系を利用して調製した 100µgの目的タンパク質に対して、Thrombinを 4 

units添加し 25℃で、12時間反応した。反応液は最終濃度が 140 mM NaCl、2.7 mM 

KCl、10 mMリン酸ナトリウム、1.8 mMリン酸二水素カリウム、pH 7.3になるよう

に調製した。その後、20000×g、4℃で 10分間遠心を行い、凝集画分と可溶性画分を分

離した。 
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4. 精製タンパク質の結晶化条件の検討法 

 

Hampton Research社の Index HT および、EmeraldBiosystems社の Cryo 1 & 2 - 

96 Well、Wizard Classic 1 & 2 - 96 Wellを用いて、添付プロトコルに従い操作した。

ただし、添加した CERK1(D441V)cyt-6His は約 0.2 µg/µl である。20℃で 2 カ月間静

置した。 
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第 3 節 実験結果 

 

CERK1 の細胞内ドメイン  (CERK1cyt) の自己リン酸化による制御機構および

CERK1 タンパク質の構造の特徴を構造生物学的に明らかにすることを目指し、

CERK1cyt の X 線結晶構造解析を行うことにした。この解析においては、CERK1cyt

の結晶用試料を作る必要があり、そのためには高純度かつ大量の均一な CERK1cyt タ

ンパク質を調製しなければならない。そこで、第 1章および第 2章で大腸菌発現系を用

いてタンパク質を調製した経験から、その系を用いて試料の調製を行うことにした。第

1 章および第 2 章の結果からもわかるように、大腸菌内でキナーゼ活性を有する

CERK1cyt を発現させると、CERK1 は不均一な自己リン酸化をしてしまうため、

CERK1cyt を均一なタンパク質として得ることができないことが明らかである。そこ

で、自己リン酸化が起きないキナーゼ不活性型の CERK1(D441V)cyt を結晶化試料と

して用い、均一な目的タンパク質の作製を試みることにした。また高純度な発現タンパ

ク質を得るために、種々のアフィニティータグを付加した試料の作製とその精製方法も

あわせて検討した。 
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1. GST-CERK1(D441V)cyt-6His タンパク質の精製と評価 

 

タンパク質の純度の高い CERK1(D441V)cytの調製を目指し、2段階のアフィニティ

ークロマトグラフィーによる精製を行うことを考え、CERK1cyt の N 末端側に GST 

(Glutathione S-transferase) タグを、C 末端側に 6×His タグを付加した GST-

CERK1(D441V)cyt-6Hisを大腸菌発現系で調製することにした。 

本実験では、GST-CERK1(D441V)cyt-6His発現用コンストラクトを導入した大腸菌

の培養液に、タンパク質発現誘導剤であるアラビノース (最終濃度が 0.2%) に添加し、

15℃、16 時間培養した。大腸菌を集菌し、超音波で破砕後、遠心分離により得られた

上清画分は、GSTrap カラムを用いたアフィニティークロマトグラフィーで精製した。

GSTrapカラムから溶出したサンプルは、種々のタンパク質濃度で SDS-PAGEし、CBB

染色によりタンパク質を検出、または抗 GST抗体 (α-GST) で検出することで、その精

製度と回収量を評価した。 

GST-CERK1(D441V)cyt-6Hisは、予測質量 69 kDaの付近にタンパク質バンドが確

認されると期待された (Fig. 3-1) 。しかし CBB染色後の結果から、目的タンパク質の

近傍の質量に複数のタンパク質バンドが観察された。また、それ以外にも多くの夾雑タ

ンパク質の存在が確認された。そこで、目的タンパク質を特定するため、CBB 染色お

よび抗 GST 抗体で検出した結果を突き合せたところ、矢印で示したバンドが GST-

CERK1(D441V)cyt-6Hisであることを確認した。また、37 kDa以下の質量のタンパク

質バンドが、抗 GST 抗体で検出されることから GST-CERK1(D441V)cyt-6Hisの分解

産物である可能性が考えらえた。CBB 染色の結果で見られた目的タンパク質の直下に

あるタンパク質は、大腸菌由来の夾雑タンパク質であると考えられた。また、BSA (ウ

シ血清アルブミン) を用いたタンパク質量のキャリブレーションから、1000 mLの LB

培地当たり GST-CERK1(D441V)cyt-6Hisが約 200 µg回収できたことがわかった。し

かし、本 CBB染色の結果で見られるように、上記の方法で調製したサンプルでは、夾

雑タンパク質が多く検出されたため、この方法で十分な純度の GST-

CERK1(D441V)cyt-6Hisを調製できないと考え、異なるベクターの構築を検討した。 
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Fig. 3-1 GST-CERK1(D441V)cyt-6Hisの精製度の評価 

大腸菌で発現、GSTカラムで精製した GST-CERK1(D441V)cyt-6Hisを電気泳動後、CBB染

色および抗 GST抗体 (α-GST) で検出した。矢印は、GST-CERK1(D441V)cyt-6Hisを示した。 
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2. MBP-CERK1(D441V)cyt-6His タンパク質の精製と評価 

 

新たな発現ベクターを構築するにあたり、2016 年度修士課程修了生である小泉春樹

が、大腸菌発現系でMBP  (maltose binding protein) タグを付加したタンパク質を発

現させ、MBPtrap (GE) カラムで調製したところ、高純度かつ大量のタンパク質が回収

できることを見出した。そこで、GST タグの代わりに MBP タグを付加した MBP-

CERK1(D441V)cyt-6His タンパク質を大腸発現系で発現させたのち、上記と同様な方

法で集菌した大腸菌を破砕し、遠心分離により得られた可溶性画分をMBPtrapカラム

によるアフィニティークロマトグラフィーにより精製を行った。精製タンパク質は

SDS-PAGEで分離した後、CBB染色により、目的タンパク質の回収量と純度を評価し

た。 

その結果、Fig. 3-2 に示すように、MBP-CERK1(D441V)cyt-6Hisの予測された質量

86 kDa付近にタンパク質バンドを確認した。また、BSAのキャリブレーションを用い

て算出した結果、1000 mLのLB培地当たりに約1~1.5 mgのMBP-CERK1(D441V)cyt-

6Hisタンパク質を調製することができた。精製したMBP-CERK1(D441V)cyt-6Hisは

純度が高く、さらに高収量であるため、本タンパク質を結晶化試料として用いることと

した。 
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Fig. 3-2 MBP-CERK1(D441V)cyt-6Hisの精製度の評価 

大腸菌で発現、MBP カラムで精製した MBP-CERK1(D441V)cyt-6His を電気泳動後、CBB

染色で検出した。矢印は、MBP-CERK1(D441V)cyt-6Hisを示す。 
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3. Thrombin プロテアーゼによる MBP タグの切断とその影響 

 

タンパク質の結晶化において、質量の大きなタグは、目的タンパク質の結晶化の妨げ

になる可能性がある。MBP-CERK1(D441V)cyt-6His では CERK1(D441V)cyt が質量

41 kDaであるのに対し、MBPタグは目的タンパク質と非常に近い質量である 43 kDa

であり、また 6×Hisタグは 1 kDaである。このため、MBPタグは、CERK1(D441V)cyt-

6Hisの結晶化を行うには取り除く必要があると考えられる。 

そこで本実験では、MBP-CERK1(D441V)-6His の MBP と CERK1cyt との間に

Thrombinプロテアーゼ (以下、Thormbin) 切断サイトを挿入したベクターを構築し大

腸菌に導入した。大腸菌で発現させ精製した目的タンパク質が Thrombin で切断され

るかどうかについて検討した。ThrombinによるMBPタグの切断は、市販酵素に添付

されたプロトコルを参考に、100 µgの MBP-CERK1(D441V)cyt-6Hisに Thrombin (4 

units) を添加し、25℃で、12 時間反応させた。その結果、Thrombin を添加したサン

プルは、白濁した沈殿が確認されたため、Thrombin 処理後のサンプルを遠心分離し、

上清画分と沈殿画分に分けた。それらサンプルは SDS-PAGE・ウエスタンブロッティ

ング後、目的タンパク質は抗 6×His抗体で検出した。一方、MBP-CERK1(D441V)cyt-

6Hisの Thrombin非処理の試料も同様に調製し、これをコントロールとして用いた。 

その結果、MBP-CERK1(D441V)cyt-6His を Thrombin処理した後の可溶性試料にお

いて予測される CERK1(D441V)cyt-6Hisの質量 42 kDa付近にバンドが確認された。

一方、Thrombin 処理後の不溶性画分では、可溶性画分の CERK1(D441V)cyt-6His に

比較して、より多量の CERK1(D441V)cyt-6His が観察された (Fig. 3-3)。このことか

ら MBP-CERK1(D441V)cyt-6His から MBP タグを切断することにより、

CERK1(D441V)-6Hisの大部分が凝集により不溶化することが示された。 
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Fig. 3-3 Thrombin処理後の可溶化 CERK1(D441V)cyt-6Hisの評価 

精製した MBP-CERK1(D441V)cyt-6His に対して、Thrombin を処理し、遠心で可溶性タン

パク質と不溶性タンパク質を分離し、電気泳動後、抗 6×His抗体 (α-6×His) で検出した。 
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4. 界面活性剤の添加による可溶性 CERK1(D441V)-6His の保持条件の検討 

 

MBP タグ切断後の CERK1(D441V)-6His の凝集による不溶化の問題点を打開する

ために、Thrombin処理時に界面活性剤を添加することで、目的タンパク質の凝集を防

げるのではないかと考えた。そこで、最適な界面活性剤の検討を行うために、Fig. 3-4

に示した種々の界面活性剤を最終濃度 1 %になるように添加したバッファー中で、

MBP-CERK1(D441V)cyt-6His に対して前述と同じ条件で Thrombin 処理を行った。 

しかし本実験においても Thrombin 処理後の反応溶液には、白濁した不溶物が確認さ

れたため、遠心分離により上清画分と沈殿画分に分けた。可溶性画分である上清分のみ

を SDS-PAGE・ウエスタンブロッティング後、抗 6×His抗体を用いて検出した。 

その結果は、Fig. 3-4に示したように、 1 %のドデシルマルトシドおよび、IGEPAL、

Triton X-100 を添加したサンプルは、ほかの界面活性剤を使用したサンプルと比較し

て、より多量の CERK1(D441V)-6Hisが検出された。特に、1  %のドデシルマルトシ

ドを添加したサンプルでは、目的タンパク質が顕著に得られたために、

CERK1(D441V)-6His の可溶性の維持に適している界面活性剤であることが示された。 
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Fig. 3-4 種々の界面活性剤の存在下における Thrombin処理によるタンパク質の可溶性評価 

精製した MBP-CERK1(D441V)cyt-6His に対して、Thrombin を処理する際に、各種界面活

性剤を添加し、可溶性に得られる CERK1(D441V)cyt-6Hisの量を比較した。、Thrombin処理後

のサンプルは電気泳動・ウエスタンブロッティング後、目的タンパク質は抗 6×His 抗体 (α-

6×His) にて検出行った。 
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5. アルギニン添加による CERK1(D441V)-6Hisタンパク質の凝集阻害の条件検討 

 

前述のように、界面活性剤ドデシルマルトシドを含むバッファー中で、MBP-

CERK1(D441V)-6His から  MBP タグの切断を行うと、より多くの可溶性の

CERK1(D441V)-6Hisタンパク質を調製できることが示唆された。一方で、凝集阻害剤

としてアルギニンもよく知られている。そこでアルギニンが、CERK1(D441V)-6Hisの

凝集阻害に効果的であるかどうかについて評価を行うことにした。さらに、アルギニン

とドデシルマルトシドを共添加することによる、さらなる凝集阻害への可能性について

も検討した。アルギニンを 200 mM 以上の濃度で添加することが、タンパク質の凝集

阻害に効果的であるとされていたため、本実験においても最終濃度が 200 mM になる

ようにアルギニンを加え、MBP-CERK1(D441V)-6His から MBP タグの切断実験を行

った。これまでと同様に Thrombin処理後のサンプルは、遠心分離により可溶性画分と

不溶性画分に分けた。それぞれのサンプルは SDS-PAGE・ウエスタンブロッティング

後、抗 6×His抗体で検出した。 

その結果、アルギニンを添加したサンプルで、凝集阻害剤無添加のサンプルと比較し

て、可溶性状態の CERK1(D441V)-6Hisのバンドが顕著に観察された (Fig. 3-5) 。こ

のことから、アルギニン添加が、タンパク質の凝集緩和に有効であることが示された。

さらに、アルギニンを単独で添加したサンプルは、ドデシルマルトシド単独、またアル

ギニン及びドデシルマルトシドの両方を添加したサンプルと比較して、可溶性画分で検

出される目的タンパク質量が多いことが分かった。これらの結果から、

CERK1(D441V)-6Hisの凝集阻害には、アルギニンのみを添加することが適しているこ

とが示された。 
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Fig. 3-5 アルギニン及びドデシルマルトシドの存在下での Thrombin処理後の可溶性画分に含

まれる目的タンパク質の評価 

精製した MBP-CERK1(D441V)cyt-6His に対して、Thrombin を処理する際に、アルギニン

を添加し、遠心後の可溶性画分に含まれる CERK1(D441V)cyt-6Hisの量を比較した。サンプル

は電気泳動後、抗 6×His抗体 (α-6×His) で検出した。Argはアルギニン、Dodecylはドデシル

マルトシドを示している。  
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6. アルギニン濃度と可溶性 CERK1(D441V)-6His量の評価 

 

アルギニンが有効な添加剤であることが明らかになったが、アルギニン添加濃度を増

すことで、より多くの可溶性 CERK1(D441V)-6His タンパク質量を回収できることが

可能であるのかについて評価した。この検討では、アルギニンの最終濃度を 200 mMお

よび 500 mM とした。それぞれのサンプルは、前述の条件に基づいてアルギニン濃度

のみを変化させて調製し、Thrombinとの反応を行った。反応後のサンプルは、遠心分

離で、不溶性画分と可溶性画分を分けたのち、SDS-PAGE、ウエスタンブロッティング

後、得られた転写膜を抗 6×His抗体で検出した。 

その結果、200 mM のアルギニンを添加したサンプルの可溶性画分にある

CERK1(D441V)-6Hisは、500 mMのアルギニンを添加した場合に比較して、より多く

の可溶性 CERK1(D441V)-6His量を検出した (Fig. 3-6) 。そこで、これ以降の実験に

おいては、200 mMのアルギニン存在下で Thrombin処理を行うことにした。 
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Fig. 3-6 Thrombin処理時のアルギニンの濃度の評価 

精製した MBP-CERK1(D441V)cyt-6His に対して、Thrombin を処理する際に、終濃度 200 

mMもしくは 500 mMのアルギニン (Arg) を添加し、可溶性画分中の CERK1(D441V)cyt-6His

の量を比較した。サンプルは電気泳動後、抗 6×His抗体 (α-6×His) で検出した。 
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7. Thrombin 処理条件と可溶性 CERK1(D441V)-6His量の評価 

 

これまでの Thrombin 処理条件の検討から、200 mM のアルギニンを含むバッファ

ー中に 100 µg の MBP-CERK1(D441V)-6His、4 units の Thrombin を添加し、25℃

で、12時間反応させることで、効率よく可溶性の CERK1(D441V)-6Hisを回収できる

ことを確認した。一方、本条件では、MBP タグが切断されていない MBP-

CERK1(D441V)-6Hisも検出されている。そこでMBP-CERK1(D441V)-6HisのMBP

タグを完全に切断できる条件を検討するため、Thrombinの濃度や反応時間について検

討した。また、酵素反応温度を下げることによりタンパク質の凝集による不溶化を緩和

できることを期待し、温度条件についても検討した。そこで、反応サンプルには、

Thrombinを 4 unitsおよび 8 units添加したもの、さらに反応時間は 12と 18時間で

反応させたもの、温度については 20℃と 25℃で反応させたものそれぞれ条件を設定し、

可溶性 CERK1(D441V)-6His 量を効率よく回収できる系の構築を目指した。酵素反応

後それぞれの反応溶液は遠心分離で、不溶性画分と可溶性画分に分けた。本実験は、そ

れぞれの可溶性画分のサンプルのみを SDS-PAGE・ウエスタンブロッティング後、目

的タンパク質を抗 6×His抗体で検出した。 

その結果、Thrombin 量をこれまでの 2 倍にした、25℃、12 時間、Thrombin を 8 

units で反応させたサンプルでは、MBP-CERK1(D441V)-6His が完全な MBP タグの

切断が観察された。一方、上記と同温度および処理時間を用いて Thrombin を 4units

加えたサンプルでは、MBP タグが切断されていない MBP-CERK1(D441V)-6His のバ

ンドが検出された (Fig. 3-7) 。しかし、上記の条件で反応時間だけをさらに 6 時間伸

ばした 18時間 (25℃、Thrombin：4 units) のサンプルでは、MBP-CERK1(D441V)-

6His のバンドが確認されず、酵素反応の時間を延ばすことにより切断効率が高まるこ

とが示唆された。また、反応温度においては、25℃ (18時間、Thrombin：8 units) で

処理したサンプルと同じ条件で温度 20℃のみを変えたサンプルでは、20℃の方が

CERK1(D441V)-6His のバンドが濃いことが観察された。このことにより温度を下げ

たことによって、より多くの可溶化した目的タンパク質が得られることが示唆された。

以上の実験の結果から、100 µgのMBP-CERK1(D441V)-6His に対して、Thrombinを

8 units 処理し、20℃、18時間反応させることで、可溶性の CERK1(D441V)-6Hisを

より効率よく回収できることが明らかになった。 
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Fig. 3-7 Thrombin処理時条件の評価 

精製した MBP-CERK1(D441V)cyt-6His に対して、Thrombin を処理するときの温度、反応

時間、Thrombin量を変えて、切断効率および可溶性画分に含まれるタンパク質の量を評価した。

サンプルは電気泳動後、抗 6×His抗体 (α-6×His) で検出した。 

  



138 

 

8. CERK1(D441V)cyt-6Hisの調製と評価 

 

上記の構築した Thrombin 処理条件をもとに、3 mg の MBP-CERK1(D441V)-6His

に対して MBP タグの切断を行った。反応後のサンプルは、Histrap カラムで精製後、

洗浄したのち 500 mM イミダゾールで目的タンパク質を溶出したのち、限外ろ過膜 

(Amicon Ultra-4 10K、Millipore) で濃縮した。濃縮サンプルの一部は、SDS-PAGEを

行い、CBB 染色およびウエスタンブロッティング後、目的タンパク質を抗 MBP 抗体

および抗 6×His抗体で検出し、タンパク質の精製度を評価した。 

CBB 染色の結果から、CERK1(D441V)-6His 以外のタンパク質は確認されず、高純

度な CERK1(D441V)-6Hisを調製できたことが示された (Fig. 3-8) 。また、BSAを用

いたタンパク質量のキャリブレーションから、約 300 µgの CERK1(D441V)-6Hisを回

収できたこともわかった。抗 6×His 抗体で検出した結果では、MBP-CERK1(D441V)-

6His が検出されたが、その量はわずかであった。抗 MBP 抗体で検出した結果でも、

MBP-CERK1(D441V)-6His および遊離の MBP タグが検出されたが、MBP タグの量

は、MBP-CERK1(D441V)-6Hisの比率から考えて、かなり少ないものであることが示

唆された。共同研究者である農研機構の藤本瑞博士により、CERK1(D441V)-6Hisの結

晶化には十分な精製純度であることが確認された。 
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Fig. 3-8 CERK1(D441V)cyt-6Hisの精製度の評価 

Thrombin 処理によって MBP タグを切断した後の試料を Histrap カラムで

CERK1(D441V)cyt-6Hisを精製した。電気泳動後、CBB染色および抗 6×His抗体 (α-6×His) 、

抗MBP抗体 (α-MBP) で検出した。  
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9. CERK1(D441V)cyt-6Hisの結晶化条件の検討 

 

上記で精製した CERK1(D441V)-6His の結晶化条件を検索するために、結晶化条件

検討キット (Hampton Research社の Index HT、Emerald Biosystems社の Cryo 1 & 

2 - 96 WellおよびWizard Classic 1 & 2 - 96 Well) を用いて行った。 

試料に約 300条件の結晶化溶液に加えたサンプルは、20℃で、2カ月間静置したのち

観察した。その結果、2つの緩衝液条件において CERK1(D441V)-6His様結晶が確認さ

れた (Fig. 3-9) 。下記の左図が、30 % PEG2000MME、150 mM KBr中でみられた結

晶で、右図が、40 % PEG400、100 mM Tris pH 8.5、200 mM Li2SO4中でみられた結

晶である。CERK1cyt-6His 様の結晶が確認されたが、X 線回折実験には十分な大きさ

ではないため、現在は、mg単位の CERK1(D441V)-6Hisを同条件中に添加し、解析可

能な結晶にすることを目指している。 
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Fig. 3-9 CERK1(D441V)cyt-6Hisの結晶化条件の検討 

Histrap カラムで精製した CERK1(D441V)cyt-6His をバッファーに添加し、2 か月後の結晶

を観察した。矢印が結晶を示している。 

 

 

 

  



142 

 

第 4 節 考察 

 

本章では、CERK1(D441V)-6His の X 線結晶構造解析を行うためのサンプル調製方

法の検討を進めてきた。最初に CERK1(D441V)cyt の N 末端側に GST タグおよび C

末端側に 6×Hisタグを付加したGST-CERK1(D441V)-6Hisで結晶化用試料の調製を試

みていたが、GSTrap カラム精製後のサンプル中に、多くの夾雑タンパク質と GST-

CERK1(D441V)-6His が分解したと思われるタンパク質が確認された (Fig. 3-1) 。こ

れまでに大腸菌発現系を利用して 6×His タグを導入していない GST-

CERK1(D441V)cyt を GSTrap カラムで調製したときは、GST-CERK1(D441V)cyt と

GST-CERK1(D441V)cyt の分解産物と考えられるタンパク質は確認されたものの、そ

れ以外の夾雑タンパク質は確認されなかった。これらの点から考えると、精製後の GST-

CERK1(D441V)-6His サンプルで見られた多くの夾雑タンパク質は、 GST-

CERK1(D441V)cyt の C末端側に 6×Hisタグを付加したことで相互作用しやすくなり、

精製操作時に一緒に溶出されてしまったものではないかと考えられる。6×Hisタグは正

の電荷をもつため、イオン的相互作用によって夾雑タンパク質との相互作用に影響を与

えた可能性が考えられる。 

GST-CERK1(D441V)cyt 発現コンストラクトをもつ大腸菌を 1000 ml の LB 培地で

培養し、アラビノースの添加で GST-CERK1(D441V)cyt の発現を促したのち、破砕・

GSTrap カラムで精製すると、GST-CERK1(D441V)cyt が約 1 mg 回収できる。一方、

GST-CERK1(D441V)cyt-6His発現コンストラクトを持つ大腸菌を 1000 mlの LB培地

で培養し、同様の方法で GST-CERK1(D441V)cyt-6Hisを発現・精製しても、約 200 µg

ほどのタンパク質しか回収できなかった  (Fig. 3-1) 。そこで、大腸菌内の GST-

CERK1(D441V)cyt と GST-CERK1(D441V)cyt-6His のタンパク質発現量を比較した

ところ、GST-CERK1(D441V)cyt-6Hisの発現量の方が低かったことから、C末端側に

6×Hisタグが付加されたことで、GST-CERK1(D441V)cyt-6Hisタンパク質自身が大腸

菌に何らかの悪影響を与えてしまい、GST-CERK1(D441V)cyt-6Hisの発現量が低下し

たのではないかと考えられる。 

一 方、 CERK1(D441V)cyt-6His の N 末 端側 に MBP を付 加し た MBP-

CERK1(D441V)cyt-6His 発現コンストラクトを有する大腸菌を培養し MBP-

CERK1(D441V)cyt-6Hisを発現させ、破砕・MBPtrapカラム精製を行ったところ、極

めて高純度で大量の MBP-CERK1(D441V)cyt-6His を回収することができた (Fig. 3-
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2) 。大腸菌内で発現させた MBP-CERK1(D441V)cyt-6His と大腸菌内で発現させた

GST-CERK1(D441V)cyt-6His のタンパク質量を比較していないため、なぜ MBP-

CERK1(D441V)cyt-6His の方で大量にタンパク質が調製できたかは不明であるが、

6×His タグを付加したことでタンパク質発現量が低下したことを考えると、MBP タグ

を付加させたことでこうした悪影響が何らかの形で相殺され、結果として大腸菌のタン

パク質発現量が向上した可能性がある。また、当研究室で大腸菌発現系を用いて MBP

タグが融合された他のタンパク質を発現させ、MBPtrap カラムで精製したところ、高

純度で大量のタンパク質を回収することができたことから、大腸菌発現系ではMBPタ

グを融合することによって、大量にタンパク質を回収することが可能になるのかもしれ

ない。 

一方当研究室では、大腸菌発現系を利用してMBP-CERK1cytを発現させ、MBPtrap

カラムで調製後、in vitro キナーゼアッセイを行ったところ、MBP-CERK1cyt のキナ

ーゼ活性は GST-CERK1cyt のものよりも弱いことが確認されたため、MBP タグを融

合したタンパク質が必ずしも解析に適しているわけではないことも示されている。 

MBP-CERK1cytで GST-CERK1cytよりもキナーゼ活性が弱いことから、MBPタグ

と融合した CERK1細胞内ドメインの立体構造・生化学的機能がMBPの存在によって

影響を受けている可能性が考えられた。今後、大腸菌発現系を利用して調製したMBP-

CERK1cyt を Thrombin 処理して MBP タグの切断を行い、得られた CERK1cyt がキ

ナーゼ活性を有しているかを評価することで、MBPタグ切断後の CERK1cytが適切な

立体構造を保持しているかを確認する予定である。 

 Thrombin による MBP タグ切断後の CERK1(D441V)cyt-6His の凝集は、アルギニ

ンを添加することで緩和できることが示された (Fig. 3-5) 。どのようにしてアルギニ

ンがタンパク質の凝集を防ぐかについての詳細は明らかになっていないが、アルギニン

表面の疎水性部分がタンパク質の芳香環と疎水性相互作用することで、可溶化の維持に

つながることが示唆されており、そうした作用で CERK1(D441V)cyt-6Hisの凝集を防

ぐことができたと考えている。 

3 mgのMBP-CERK1(D441V)cyt-6Hisに対して Thrombin処理を行い、Histrapカ

ラムで精製したところ、300 µgの CERK1(D441V)cyt-6Hisが回収できた (Fig. 3-8) 。

MBPタグが 43 kDaであるのに対して、CERK1(D441V)cyt-6Hisは 42 kDaであるた

め、理論上は約 1.5 mg の CERK1(D441V)cyt-6His が回収できるはずである。これま

での経験から、MBP-CERK1(D441V)cyt-6His に対して Thrombin 処理を行った後、
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Histrap カラム精製を行うと、カラム内でタンパク質様の沈殿が確認されたことから、

精製中に CERK1(D441V)cyt-6Hisが凝集してしまう可能性が示されている。その理由

として、カラム内では、CERK1(D441V)cyt-6His が高濃度に濃縮されるため、凝集が

促進されやすい環境になっているためではないかと考えている。今後は

CERK1(D441V)cyt-6His の Histrap 精製時だけ、アルギニンの濃度を高めることで凝

集を防ぐことができないかを検討するつもりである。 

これまでに得られた CERK1(D441V)cyt-6His 試料を用いた結晶化条件の検討から、

2つの条件でタンパク質様の結晶が確認された (Fig. 3-9) 。これが CERK1(D441V)cyt-

6His の結晶であるか判別するためにはさらに大きな結晶を得る必要があり、現在も

CERK1(D441V)cyt-6Hisの調製を行っている。CERK1(D441V)cyt-6Hisの結晶である

ことを確認でき次第、X 線結晶構造解析を行い、CERK1(D441V)cyt-6His の立体構造

を明らかにする予定である。 
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第 4 章 CERK1 型分子の細胞内ドメインの違いが機能に与える影響の評価 

 

第 1 節 緒論 

 

植物は、微生物に対して防御応答を誘導する能力を持ち、非自己を侵入させない仕組

みを備えている (4) 。一方マメ科植物は、根粒菌を積極的に組織内に進入させ共生する

ことがわかっており、植物は微生物を識別し、相反する応答 (防御応答と共生応答) を

厳密に制御することが示されている (13, 110) 。その微生物認識に基づく応答系は、細

胞膜上の受容体を介して微生物由来の分子を認識することで制御され、微生物固有の分

子パターン (MAMP) の認識では防御応答が誘導され、根粒菌が分泌するNod factorの

認識では共生応答が誘導される (15) 。 

CERK1 は、真菌の MAMP であるキチンオリゴ糖の認識・応答に関わる LysM型受

容体様キナーゼで、植物に高度に保存されていることがわかっている (54, 111, 112) 。

しかし、ミヤコグサの CERK1ホモログは、Nod factorの認識・応答に関わるNFR1で

あることが示されており、類似した細胞膜受容体が真逆の応答を制御することがわかっ

ている (37, 38) 。これら分子が、どのように相反する応答を制御するかについてはわ

かっていなかったが、近年、NFR1と CERK1のキメラ分子を用いた解析から、その答

えが示されつつある (39) 。ミヤコグサの nfr1 変異体に NFR1 を形質転換した植物体

では、根粒菌共生が相補される。しかし、NFR1の細胞内ドメインを CERK1の細胞内

ドメインに置換したNFR1-CERK1キメラ分子を導入した形質転換体では、根粒菌共生

が誘導されないことがわかっている。一方、NFR1のキナーゼドメインに特徴的な 3つ

のアミノ酸配列 (YAQ) を CERK1 細胞内ドメインに導入した NFR1-CERK1(YAQ)を

もつ形質転換体では、根粒菌共生が相補されることが示されている。このことから、

CERK1型分子の細胞内ドメインのわずかな違いが防御応答と共生応答の切り替えに関

わることが示された。しかし、CERK1型分子の細胞内ドメインの違いが、応答の違い

をどのように制御するか全くわかっていない。 

そこで、本章では、CERK1型分子の細胞内ドメインの違いが、自身の活性化機構に

影響を与える可能性を考えて、CERK1 細胞内ドメインタンパク質と CERK1(YAQ)細

胞内ドメインタンパク質の自己リン酸化部位の比較を行った。また、CERK1型分子の

細胞内ドメインの構造が共役受容体との相互作用に影響を与える可能性を考えて、共免

疫沈降法を用いて相互作用を評価した。 
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第 2 節 実験方法 

 

1. コンストラクトの作製 

 

GST-CERK1(YAQ)cyt のデスティネーションクローンは、名古屋大学 特任助教の

中川知己 博士から分与頂いた NFR1-CERK1(YAQ)が導入されたエントリークローン

を鋳型に、PCR を行い、DNA 断片を増幅、TOPO 反応でエントリークローンを作製

し、pDEST15に導入することで構築した。ベンサミアナタバコ一過的発現系を利用し

たタンパク質の発現に用いたコンストラクトも、中川知己 博士から分与頂いたエント

リークローンを用いた。ベンサミアナタバコ一過発現に際して、3HA タグ付加には

pGWB14 を 4mycタグ付加には pGWB17 を用いた。これら pGWBベクターは島根大

学の中川強 教授より分与いただいた (93) 。 

 

2. ベンサミアナタバコの膜画分を用いた共免疫沈降法 

 

アグロバクテリウムを感染させたベンサミアナタバコの葉を回収し、速やかに液体窒

素で凍結させた。凍結した葉を溶解せずに薬さじで粉砕した。葉と等量のホモジナイズ

バッファー (0.3 Mスクロース、50 mM Mes-Tris pH 7.6、5 mM EDTA、5 mM EGTA、

1 mM PMSF) を加え、ヒスコトロンを用いて 30秒、4回で破砕した。その後、10,000×g 、

4℃で 10 分遠心し上清を回収した。その上清を、100,000×g、4℃で 40 分間超遠心し、

膜画分を回収した。得られた膜画分は可溶化バッファー (50 mM リン酸化二水素ナト

リウム、150 mM NaCl、pH 7.0、1 mM PMSF、0.5 % Triton-X100) で溶解後、2時

間、回転撹拌させることで可溶化した。100000×g、4℃で 40 分間超遠心し、上清を回

収した。その上清に対してして、20 µlのHAアガロース (Sigma) を添加し、一晩、回

転撹拌した。PrepSpin Column (Sigma) に溶液を添加し、8000×g、4℃で 10秒遠心す

ることで、HAアガロースを回収した。その後、Washバッファー (0.05 % Triton-X100、

50 mM リン酸二水素ナトリウム、150 mM NaCl、pH 7.0) を加え、遠心を繰り返すこ

とで洗い作業を行った。その後、50 µlの SDSバッファー (400 mM Tris-HCl pH 6.8、

4 % SDS、10 % グリセロール、0.01 %  BPB、2% メルカプトエタノール) を添加し、

95℃、10分間加熱し、15000×g、25℃で 2分間遠心することで溶出した。 

 



147 

 

第 3 節 実験結果 

 

1. CERK1(YAQ)の in vitro 自己リン酸化部位同定のための試料の評価 

 

NFR1 の細胞外ドメインと CERK1 細胞内ドメインを融合した NFR1-CERK1 決め

分子を nfr1 変異体に導入した形質転換体では、根粒菌共生が確認されなかったが、

NFR1 の細胞内ドメインにある特徴的な YAQ 配列を導入された NFR1-CERK1(YAQ)

キメラ分子を導入した形質転換体では、根粒菌共生が確認された (39) 。そのことから、

細胞内ドメインのわずかな違いが応答の切り替えに関わることが示唆された。しかし、

細胞内ドメインがどのようにして応答を切り替えるかはわかっていない。 

そこで NFR1-CERK1(YAQ)の共生応答誘導能の獲得は、細胞内ドメインの活性化機

構の変化によるものではないかと考え、CERK1 細胞内ドメイン  (CERK1cyt) と

CERK1(YAQ)細胞内ドメイン (CERK1(YAQ)cyt) の自己リン酸化部位を比較すること

にした。CERK1 細胞内ドメインの自己リン酸化部位はすでに同定しているため、

CERK1(YAQ)cyt の自己リン酸化部位を明らかにすることにした。そこで、CERK1 細

胞内ドメインの自己リン酸化部位同定法と同条件で、CERK1(YAQ)cyt のリン酸化部位

を同定するため、CERK1(YAQ)cyt の N 末端側に GST タグを融合した GST-

CERK1(YAQ)cyt を大腸菌発現系で調製し、ATP存在下で自己リン酸化を促したのち、

LC-MS/MS解析で、自己リン酸化部位を同定することにした。 

 本実験では、LC-MS/MS解析に用いた GST-CERK1(YAQ)cytの一部を、同条件で操

作した GST-CERK1cytおよび、キナーゼ活性を持たない GST-CERK1(D441V)cytと、

SDS-PAGEし、CBB染色で検出後、バンドシフトを指標に、それぞれのタンパク質の

自己リン酸化の程度を比較した。 

その結果、GST-CERK1cytおよび GST-CERK1(YAQ)cytで高質量側のバンドシフト

が確認された (Fig. 4-1) 。これまでの知見も踏まえ、GST-CERK1(D441V)cyt がバン

ドシフトしていないことから、GST-CERK1cytおよび GST-CERK1(YAQ)cytでみられ

たバンドシフトは、自己リン酸化によるものであることが示された。また、バンドシフ

ト幅から GST-CERK1(YAQ)cyt が GST-CERK1cyt と同程度の自己リン酸化を行うこ

とが明らかになった。この GST-CERK1(YAQ)cytサンプルを用いて、LC-MS/MS解析

を行い、自己リン酸化部位を同定した。 
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Fig. 4-1 質量分析用GST-CERK1(YAQ)cytの試料調製 

大腸菌発現系を利用して調製した GST-CERK1cyt、GST-CERK1(YAQ)cyt 、GST-

CERK1(D441V)cytを用いてリン酸化反応を行った。SDS-PAGE後、CBB染色で検出した。矢

印が、目的タンパク質を示す。 
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2.  CERK1(YAQ)の in vitro 自己リン酸化部位の同定 

 

CERK1(YAQ)細胞内ドメインタンパク質の自己リン酸化部位を同定するため、前述

で調製した GST-CERK1(YAQ)cytを用いて、LC-MS/MS解析を行った。LC-MS/MS解

析は、明治大学 紀藤圭治 准教授により行っていただいた。またその解析は、異なる

ロットの GST-CERK1(YAQ)cytに対して独立した解析を二回行った。 

その結果、GST-CERK1(YAQ)cytの自己リン酸化部位として、セリン残基で 12か所、

スレオニン残基で 5 か所、チロシン残基で 1 か所が確認された (Fig. 4-2) 。GST-

CERK1cytで同定されたリン酸化部位が 41か所であったのに対して (Fig. 1-5) 、GST-

CERK1(YAQ)cytで同定されリン酸化部位は18か所と少なかった。その理由としては、

GST-CERK1cytの自己リン酸化部位の同定では、独立した試料を用いて LC-MS/MS解

析を合計 4回行ったのに対して、GST-CERK1(YAQ)cytでは、LC-MS/MS解析が 2回

だったことが関係する可能性がある。GST-CERK1(YAQ)cyt のリン酸化部位と GST-

CERK1cytで同定されたリン酸化部位を比較した結果、GST-CERK1cyt だけでリン酸

化されたアミノ酸残基の数が多く、GST-CERK1(YAQ)cyt で特異的にリン酸化された

アミノ酸残基は確認されなかった。また、GST-CERK1(YAQ)cyt で同定されたリン酸

化部位は、GST-CERK1cyt で同定された部位と一致したため、それらタンパク質の自

己リン酸化部位の違いはそれほど多くはないと考えられた。 
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Fig. 4-2 GST-CERK1(YAQ)cytの自己リン酸化部位の同定とGST-CERK1cytの自己リン酸化

部位の比較 

自己リン酸化反応を行った GST-CERK1(YAQ)cyt の試料を用いて LC-MS/MS 解析を行い、

CERK1 細胞内の自己リン酸化部位を同定した。自己リン酸化部位は赤文字で示した。YAQ は

緑色の網掛けで示した。 
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3. CERK1 と NFR1 の細胞内ドメインの違いが共生受容体複合体に与える影響の評 

    価 

 

本解析では、NFR1-CERK1 と NFR1-CERK1(YAQ)では共役受容体あるいは受容体

と直接相互作用するシグナル伝達因子との相互作用に差があり、その影響で機能に違い

がみられたのではないかと考えて、実験を行った。ミヤコグサと根粒菌の共生では、

NFR1 と NFR5 の 2 つの CERK1型分子が複合体を形成して、Nod factor を受容し、

その応答を誘導するとされている (35, 37, 77) 。そこで、NFR1-CERK1 と NFR1-

CERK1(YAQ)で NFR5 との相互作用に差があるのではないかと期待した。まずは、

NFR1 および NFR1-CERK1 キメラ分子と NFR5 との相互作用に差があるかについて

評価することにした。この相互作用解析は、ベンサミアナタバコの葉に、それぞれの組

み合わせのタンパク質を一過的に共発現させ、共免疫沈降法を用いて評価した。 

ベンサミアナタバコに CERK1を発現させると、自己リン酸化することがわかってい

る  (67, 92) 。まずは、一アミノ酸残基置換によって自己リン酸化しなくなった

NFR1(D442V)および同様の方法で自己リン酸化しなくなった NFR1-CERK1(D439V)

を用いて、NFR5 との相互作用を評価することにした。その解析にあたり、

NFR1(D442V)および NFR1-CERK1(D439V)の C 末端側には 4×Myc タグを付加し、

NFR5 の C 末端側には 3×HA タグを付加させたものを用いることにした。それらタン

パク質は、アグロバクテリウム法でベンサミアナタバコの葉に共発現させ、その葉から

膜画分を抽出し、抗 HA 抗体で NFR5-3HA の免疫沈降を行った後、そのサンプルを

SDS-PAGE・ウエスタンブロッティング後、抗HA抗体及び、抗Myc抗体 (α-Myc) で

それぞれのタンパク質を検出し相互作用を評価した。また、免疫沈降反応を行う前の膜

画分を Inputとし、免疫沈降後の溶出サンプル画分を Eluateとした。 

NFR1(D442V)-4Myc と NFR5-3HA を共発現させたサンプルおよび、NFR1-

CERK1(D439V)-4MycとNFR5-3HAを共発現させたサンプルの inputでは、抗HA抗

体および抗 Myc 抗体で、バンドが確認できることから、それぞれのタンパク質がベン

サミアナタバコの葉で発現していることが確認された (Fig. 4-3) 。それぞれの Eluate

画分を抗HA抗体で検出したところ、NFR5-3HA のバンドが確認されたことから、免

疫沈降が成功していることが示された。また、Eluate画分に対して抗Myc抗体で検出

したところ、NFR1(D442V)-4Myc および NFR1-CERK1(D439V)-4Myc のバンドが同

程度確認されたことから、NFR5-3HAと相互作用するNFR1(D442V)-4MycとNFR1-
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CERK1(D439V)-4Myc の量に差がないことが示された。これらの結果は自己リン酸化

能状態でない NFR1 および NFR1-CERK1 キメラ分子は、NFR5 と同程度に相互作用

することが観察された。 

次に、自己リン酸化した NFR1-CERK1 および NFR1 と NFR5 の相互作用を、上記

と同様の方法で評価することにした。NFR1-4Myc と NFR5-3HA を共発現させたサン

プルおよび NFR1-CERK1-4Mycと NFR5-3HAを共発現させたサンプルの input を、

抗HA抗体で検出したところ、NFR5-3HAのバンドが同程度であったため、NFR5-3HA

の発現量が揃っていることが確認できた (Fig. 4-4) 。一方、input を抗 Myc 抗体で検

出したところ、NFR1-CERK1-4Myc のバンドが、NFR1-4Myc のバンドよりも薄いた

め、NFR1-CERK1-4Mycの発現量が低かったことが確認された。 

また、Eluate画分に対して抗HA抗体で検出したところ、NFR1-CERK1-4Mycと共

発現させた NFR5-3HA のバンドは、NFR1-4Myc と共発現させた NFR5-3HA のバン

ドよりも濃いため、NFR1-CERK1-4Myc と NFR5-3HA と共発現させたサンプルの方

で、より多くのNFR5-3HAが免疫沈降されたことが観察された。一方、Eluate画分を

抗Myc抗体で検出したところ、NFR1-4Mycのバンドは、NFR1-CERK1-4Mycのバン

ドと比較して濃いことがわかった。これらの結果から、NFR5-3HA の免疫沈降で得ら

れたNFR1-CERK1-4Myc およびNFR1-4Mycのタンパク質は、NFR1-4Mycの方が多

いことが示された。そのため、NFR5-3HAとNFR1-4MycおよびNFR1-CERK1-4Myc

の相互作用を比較すると、NFR5-3HA と NFR1-4Myc の相互作用の方が強いことが示

された。したがって、NFR1-CERK1はNFR5との相互作用しないか、あるいは極めて

その相互作用が弱いことが考えられ、細胞内領域を CERK1 型に入れ替えた NFR1 で

あるNFR1-CERK1-4Mycでは、NFR5との相互用に影響を与えることが示された。 
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Fig. 4-3 NFR1(D442V)-4MycおよびNFR1-CERK1(D439V)-4MycのNFR5-3HAとの相互作

用解析 

ベンサミアナタバコ一過的発現系で NFR1(D442V)-4Myc、NFR1-CERK1(D439V)-4Myc を

NFR5-3HAと共発現させ、抽出した膜画分を用い、抗HA抗体 (α-HA) アガロースビーズによ

る免疫沈降を行うことでタンパク質間の相互作用を評価した。SDS-PAGE、ウエスタンブロッ

ティング後、転写膜を抗Myc 抗体 (α-Myc) 、抗HA抗体 (α-HA) で検出した。Eluate は免疫

沈降後のサンプルを示し、Input は免疫沈降実験に使用した膜タンパク質サンプルを示してい

る。 
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Fig. 4-4 NFR1-4MycおよびNFR1-CERK1-4MycのNFR5-3HAとの相互作用解析 

ベンサミアナタバコ一過的発現系によって NFR1-4Myc あるいは NFR1-CERK1-4Myc を

NFR5-3HA と共発現させ経免疫沈降法で評価した。抗 HA 抗体 (α-HA) アガロースを用いて、

NFR5-3HAを免疫沈降した。SDS-PAGE、ウエスタンブロッティング後、転写膜を抗Myc抗体 

(α-Myc) 、抗 HA 抗体 (α-HA) で検出した。Eluate は免疫沈降後のサンプルを示し、Input は

免疫沈降前のタンパク質サンプルを示した。 
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第 4 章 考察 

 

キチン認識・応答系の起動に関わる CERK1 は、根粒菌共生に関わる NFR1 と高い

構造的相同性を持つことが示されている (39) 。nfr1変異体に、NFR1の細胞内ドメイ

ンを CERK1 の細胞内ドメインに置換した NFR1-CERK1 キメラ分子を導入した形質

転換体では、根粒菌共生が観察されないものの、NFRの細胞内ドメインに特徴的なYAQ

配列を CERK1 の細胞内ドメインに挿入した NFR1-CERK1(YAQ)キメラ分子をもつ形

質転換体では、根粒菌共生が確認された (39) 。そのため、NFR1 細胞内ドメインと

CERK1細胞内ドメインでは誘導する応答が異なるが、その応答はわずかな違いで制御

されることが示唆された。しかし、細胞内ドメインのわずかな違いが、どのようにして

応答を切り替えるかについてはわかっていなかった。 

そこでまずは、NFR1-CERK1 と NFR1-CERK1(YAQ)の細胞内ドメインの活性化メ

カニズムが異なることで、誘導する応答が異なるのではないかと考え、解析を行うこと

にした。CERK1とNFR1は細胞内ドメインの自己リン酸化でシグナル伝達系を起動す

るため (77, 92) 、CERK1細胞内ドメインと CERK1(YAQ)細胞内ドメインの自己リン

酸化部位に違いがあるのではないかと仮説を立てた。CERK1細胞内ドメインの自己リ

ン酸化部位は第 1 章ですでに同定していたため  (Fig. 1-5) 、同様の方法で、

CERK1(YAQ)細胞内ドメインの自己リン酸化部位を同定することにした。GST-

CERK1(YAQ)cyt の自己リン酸化部位を同定するにあたり、調製したタンパク質を

SDS-PAGE 後、リン酸化によるバンドシフトを評価したところ、GST-CERK1 cyt と

GST-CERK1(YAQ)cyt で同程度の自己リン酸化によるバンドシフトが確認され、GST-

CERK1 cytとGST-CERK1(YAQ)cytの自己リン酸化の程度に目立った差がないことが

示唆された (Fig. 4-1) 。そのため GST-CERK1 cytで同定された自己リン酸化部位 (41

か所) と同数程度のリン酸化部位がGST-CERK1(YAQ)cytで同定されると期待された。

しかし、GST-CERK1(YAQ)cytの同定された自己リン酸化部位は、セリン残基で 12か

所、スレオニン残基で 5か所、チロシン残基で 1か所、合計 18か所であった (Fig. 4-

2) 。GST-CERK1(YAQ)cyt で同定されたリン酸化部位が少なかった理由としては、

GST-CERK1 cyt の自己リン酸化部位の同定では LC-MS/MS 解析を 4 回行っているの

に対して、GST-CERK1(YAQ)cyt の自己リン酸化部位の同定では、LC-MS/MS 解析が

2回だけだったことが関係するかもしれない。そのため、今回確認されたリン酸化部位

の違いが、タンパク質の本質的な違いによるものであるかは現時点では断定できない。 
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GST-CERK1cyt と GST-CERK1(YAQ)cyt の自己リン酸化部位の比較から、YAQ 配

列の有無で自己リン酸化部位に何らかの違いがみられることを期待したが、上述のよう

に GST-CERK1(YAQ)cyt で検出されたリン酸化部位そのものの数がまだ少なく、結果

として GST-CERK1cytで検出されたリン酸化部位の中に、GST-CERK1(YAQ)cytで検

出されないものが見出されたため、現状ではリン酸化部位の比較から YAQ 配列の有無

で自己リン酸化の特異的な変化を評価することは困難であると考えられる。GST-

CERK1(YAQ)cytで GST-CERK1cyt とは異なるリン酸化部位が同定されれば、そのア

ミノ酸残基が共生応答の制御に関わる可能性も考えられるが、これまでのところ、GST-

CERK1(YAQ)cyt で特異的なリン酸化部位は検出されていない。そのため、GST-

CERK1(YAQ)cyt を用いてさらに LC-MS/MS 解析を行うことで、自己リン酸化に違い

があるかが明らかになると考えている。 

 

 ベンサミアナタバコ一過的発現系を利用した NFR1 および NFR1-CERK1 キメラ分

子の NFR5との相互作用解析では、非リン酸化状態の NFR1および NFR1-CERK1 は

NFR5 と相互作用することが示された (Fig. 4-3) 。一方、リン酸化状態の NFR1 は

NFR5と相互作用できるものの、リン酸化状態の NFR1-CERK1は、NFR5と相互作用

できなくなる、もしくはその相互作用が同条件の NFR1 と NFR5 の相互作用と比較す

ると、弱いことが示された (Fig. 4-4) 。以上から、細胞内ドメインの構造の差異が NFR1

とNFR5の相互作用に大きな影響を与えることが示された。ミヤコグサの nfr1変異体

を用いたNFR1-CERK1キメラ分子の根粒菌共生能の評価から、NFR1-CERK1は根粒

菌共生誘導能を持たないことが示されているが、上記の結果から考えると、この共生能

の欠如は NFR1-CERK1 の細胞内ドメインと NFR5 の細胞内ドメインが相互作用でき

なくなったことによる可能性が考えられる。NFR5の細胞内ドメインはシュードキナー

ゼでキナーゼ活性を持たないことがわかっているが、NFR5の細胞内ドメインを欠損さ

せると、ミヤコグサの根粒菌共生が失われることから、NFR5の細胞内ドメインが根粒

菌共生に関わることが示されている (113) 。この結果は、本研究で示した NFR1 と

NFR5 の細胞内ドメインの相互作用が共生応答の起動に関わるとする推定を支持する

ものと考えられる。 

NFR1とNFR5は根粒菌が分泌するNod factorを受容することで根粒菌共生を起動

するが (37, 38) 、細胞膜に局在する SYMRKもまた根粒菌共生に関わることがわかっ

ている (78) 。SYMRKはNFR1およびNFR5と相互作用することがわかっており (79, 
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80, 114) 、ミヤコグサの根粒菌共生は NFR1-NFR5-SYMRKの 3つの複合体で起動さ

れることが示唆されている。また、SYMRK は、NFR1 よりも NFR5 との相互作用の

方が強いことがわかっており、NFR1 は NFR5 を介して SYMRK と複合体を形成する

と考えられる。遺伝学的解析では、NFR1、NFR5、SYMRK の順で根粒菌共生応答の

シグナルが伝達されることも示唆されている (80) 。そのため、NFR1とNFR5がNod 

factor を受容することで、キナーゼ活性を持つ NFR1 の細胞内ドメインが自己リン酸

化・活性化され、その後 SYMRKをリン酸化・活性化することで、根粒菌共生応答が起

動すると考えられる (Fig. 4-5) 。本章の結果から、NFR1-CERK1/nfr1 形質転換体で

は、NFR1-CERK1 と NFR5 が Nod factor を受容し、NFR1-CERK1 の細胞内ドメイ

ンを自己リン酸化・活性化できたとしても、NFR1-CERK1がNFR5と解離してしまう

ため、SYMRKを活性化できず根粒菌共生系が起動さなかったと考えられる。 

これまでの解析では、NFR1 による SYMRK のリン酸化がシグナル伝達の制御に関

わるかは明らかになっていないため、想定したモデルで根粒菌共生が制御されるかにつ

いては不明であるが、NFR1 のリン酸化が SYMRK の活性化に関わるかを評価するこ

とでその真偽が明らかになると考えられる。また、本結果から、NFR1-CERK1(YAQ)と

NFR5 の相互作用は、NFR1-CERK1 と NFR5 の相互作用よりも強いことが想定され

る。そこで、NFR1-CERK1(YAQ)と NFR5 を用いて、同様の解析を行うことで、想定

したモデルが成り立つのかを評価するつもりである。 
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Fig. 4-5 マメ科植物のNod factor認識・応答系の起動モデルの模式図 

NFR1はNFR5を介して SYMRKと相互作用できるが、NFR1-CERK1キメラはNFR5と相

互作用できず、その結果 SYMRKとも相互作用できないと考えらえる。 
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総合考察 

 

近年、植物のMAMP認識・応答系の移植や人為的制御で、植物の病害抵抗性の増強

が可能であることが示され、その利用の観点からも本系の制御機構の理解が期待されて

いる。 

真菌のMAMPであるキチンオリゴ糖の認識に基づく防御応答系は、最初の陸上植物

であるコケでもその存在が明らかにされ、進化的に古い植物免疫系であることがわかっ

てきた (115) 。また、コケの系においても CERK1 分子がその応答の起動に必須であ

ることが示され、CERK1は植物間で高度に保存された分子であると考えられる。シロ

イヌナズナの CERK1 は、真菌のみならずバクテリアに対する抵抗性の誘導にも関与

し、バクテリアのMAMPであるペプチドグリカンの認識・応答系の起動に関わること

がわかっている (54, 116) 。イネでは、CERK1のホモログである OsCERK1が、キチ

ン認識・応答系に関与することに加えて、バクテリアのMAMPであるリポ多糖の認識・

応答系にも関わることがわかっている (62, 64) 。以上の点から、CERK1のシグナル伝

達制御機構の理解は、複数のMAMP認識・応答系の制御機構を理解するための基盤と

考えられる。また、CERK1のシグナル伝達起動の人為的制御が可能になれば、広範な

微生物に対する病害抵抗性の付与につながると期待され、また、多様な植物でその利用

が可能になると考えられる。 

 

本論文では、CERK1 のシグナル伝達制御機構の理解を目指し、CERK1 細胞内ドメ

インの自己リン酸化による CERK1 自身およびその下流のシグナル伝達活性化機構に

ついて解析を進めた。 

CERK1は細胞外領域にLysM構造を持ち、細胞内領域にキナーゼ活性を有するLysM

型の受容体様キナーゼ (RLK) である (54, 55) 。CERK1はホモダイマー化を介して防

御応答を誘導すること、また、シロイヌナズナにキチンオリゴ糖を処理すると CERK1

の細胞内ドメインがリン酸化すること、そのリン酸化は CERK1自身のキナーゼ活性に

依存すること、リン酸化した CERK1は直接相互作用するシグナル伝達因子をリン酸化

できるようになることがわかっている (58, 59, 66, 67, 92) 。以上のことから、CERK1

はホモダイマー化を通じて、細胞内ドメインを自己リン酸化し活性化することで、シグ

ナル伝達因子のリン酸化が可能になり、防御応答系を起動すると考えられる。しかし、

CERK1のホモダイマー形成でどのようにして自己リン酸化が起こるのか、また、自己
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リン酸化による CERK1 の活性化とそれに伴う下流のシグナル伝達因子のリン酸化が

どのように制御されるかといった CERK1 自身による一連の制御機構はわかっていな

い。 

そこでまず、CERK1のホモダイマー化による自己リン酸化モードを調べることにし

た。大腸菌発現系で調製した CERK1細胞内ドメインタンパク質 (CERK1cyt) のN末

端側に GST タグが付加された GST-CERK1cyt と、キナーゼ活性を持たない

CERK1(D441V)のN末端側に Strepタグを付加した Strep-CERK1(D441V)cytを用い

て、GST-CERK1cytが Strep-CERK1(D441V)cytをリン酸化するかを評価し、CERK1

が他の分子の CERK1をリン酸化する能力を持つかを明らかにすることで、CERK1が

分子内で自己リン酸化するか、分子間で自己リン酸化するかを評価することにした。そ

の結果、GST-CERK1cyt による Strep-CERK1(D441V)cyt のリン酸化が確認され、

CERK1は分子間で自己リン酸化する能力を持つことが示された (Fig. 1-2) 。そのこと

から、CERK1はホモダイマーを形成することで、分子間で自己リン酸化を行い、シグ

ナル伝達を開始する可能性が示された。 

 さらに自己リン酸化で CERK1 がどのようにシグナル伝達系を起動するかを明らか

にするため、まず CERK1の自己リン酸化部位を同定した。大腸菌発現系を用いて調製

した CERK1 細胞内ドメインタンパク質およびベンサミアナタバコ一過的発現系で調

製した CERK1 タンパク質を用いて LC-MS/MS 解析を行った結果、in vitro 自己リン

酸化部位を 41か所、in vivo自己リン酸化部位を 15か所同定した (Fig. 1-5) 。 

これら自己リン酸化部位のうち、どの部位が CERK1のシグナル伝達の起動に関わる

かを明らかにするため、それぞれの自己リン酸化部位を一アミノ酸残基置換した

CERK1を cerk1-2変異体に形質転換し、キチンオリゴ糖処理時の、防御応答の復帰の

程度を評価した。28 か所におよぶ自己リン酸化部位について解析したところ、5 か所 

(T473、T479、S493、T573、Y428) の一アミノ酸残基置換で、キチンオリゴ糖誘導性

の活性酸素生成および防御応答関連遺伝子の発現誘導の復帰が消失、またはわずかな復

帰が観察された (Fig. 1-9~15) 。そのため、この 5か所が CERK1を介したシグナル伝

達の起動に関わる自己リン酸化部位であることが示唆された。 

RLKは、それぞれのアミノ酸残基を段階的に自己リン酸化することで、RLK自身の

キナーゼを活性化して、下流のシグナル伝達因子をリン酸化できるようになるとされて

いる (104) 。そこで、シグナル伝達に関わることが見出された 5 か所のリン酸化部位

が、CERK1およびシグナル伝達の活性化のどの段階に関わるかを解析することにした。
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まず大腸菌発現系で、それぞれのリン酸化部位を一アミノ酸残基置換した GST-

CERK1cyt を調製し、その自己リン酸化能および汎用性の基質である MBP (Myelin 

Basic Protein) に対するリン酸化能を評価した。その結果、GST-CERK1(T479A)cytで、

自己リン酸化の消失およびMBPに対するリン酸化の消失が確認され (Fig. 2-1) 、T479

のリン酸化が CERK1 自身のリン酸化の起動に関わることが示唆された。また、GST-

CERK1(T573A)cytでは、自己リン酸化の低下、またMBPに対するリン酸化の低下が

確認され (Fig. 2-2) 、T573のリン酸化も CERK1の連続的な自己リン酸化によるキナ

ーゼ活性の亢進に関わることが示唆された。一方、GST-CERK1(Y428F)cyt、GST-

CERK1(T473A)cyt、GST-CERK1(S493A)cytでは、自己リン酸化能に影響がみられず、

それら 3 か所は CERK1 自身のキナーゼの活性制御に関わらないことが示唆された 

(Fig. 2-3, 4, 7) 。Y428、S493については、ベンサミアナタバコ一過的発現系を用いて、

それぞれを一アミノ酸残基置換した CERK1 の C 末端側に 3HA タグを融合した

CERK1(Y428F)-3HAおよび CERK1(S493A)3HAを調製し、in vivoの自己リン酸化能

を解析した。その結果、CERK1(Y428F)-3HAでは、in vitroの結果とは異なり、自己

リン酸化の消失が観察された (Fig. 2-6) 。このことから、in vitro の結果とは異なり、

in vivo では Y428 のリン酸化が CERK1 自身のリン酸化の起動に関わることが示唆さ

れた。この結果はまた、in vitroの解析だけではリン酸化部位の機能を正しく評価でき

ない場合もあることを示している。一方、CERK1(S493A)では、野生型の CERK1と同

程度の自己リン酸化が確認され、in vivo でも S493 のリン酸化が CERK1 自身の自己

リン酸化の亢進に関わらないことが示唆された (Fig. 2-8) 。そこで、S493 が CERK1

と直接相互作用するシグナル伝達因子のリン酸化に関わる可能性を考え、大腸菌発現系

で GST-CERK1(S493A)cyt および CERK1 と直接相互作用するシグナル伝達因子を調

製し、GST-CERK1(S493A)cyt によるシグナル伝達因子のリン酸化を評価した。その

結果、GST-CERK1(S493A)cytでシグナル伝達因子に対するリン酸化の低下が観察され

たことから (Fig. 2-10) 、S493 のリン酸化が CERK1 と直接相互作用するシグナル伝

達因子のリン酸化・活性制御に関わる可能性が示された。 

以上の CERK1の自己リン酸化部位の機能解析から、CERK1は T479、Y428の自己

リン酸化を通じて自己リン酸化を促進し、T573 をリン酸化することでさらに自己リン

酸化およびキナーゼ活性化を亢進させ、S493 のリン酸化でシグナル伝達因子をリン酸

化できるようになると考えられ、自己リン酸化を介した CERK1の多段階的な活性化機

構の理解が進んだと考えられる。CERK1 の T479、Y428 は、RLK で高度に保存され
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るアミノ酸残基で、いくつかの RLKでは自己リン酸化部位として同定され、RLK自身

のリン酸化の起動に関わる可能性が示されている (73, 91, 92, 117) 。そのため、RLK

は、それらのアミノ酸残基のリン酸化を通じて、共通した制御で自己リン酸化を起動す

る可能性が考えられる。T479 および Y428 のリン酸化が、どのように誘発されるかは

わかっていないが、動物の受容体様キナーゼの知見を踏まえると、RLK のホモダイマ

ー化もしくはヘテロダイマー化で、RLK 同士の構造変化が促され、T479、Y428 と対

応するアミノ酸残基をリン酸化できるようになるのではないかと考えている。つまり、

CERK1においては、キチンを介したホモダイマー化で、細胞内ドメインの構造変化が

誘導され、T479, Y428の自己リン酸化が誘導されると考えている。 

CERK1 と直接相互作用するシグナル伝達因子のリン酸化に関わることが示された

S493については、GST-CERK1(S493A)cytおよび Strep-CERK1(D441V)cytを用いた

自己リン酸化モードの解析では、GST-CERK1(S493A)cyt で CERK1 の分子間リン酸

化能の低下が確認されており、S493 のリン酸化が CERK1 と直接相互作用するシグナ

ル伝達因子のリン酸化のみに関わるわけではないことが示されている (Fig. 2-11) 。こ

うした点から見て、S493 の役割を理解するためには、多方面からの機能解析が必要と

考えられる。その一つとして、GST-CERK1(S493A)cytによるシグナル伝達因子のリン

酸化の低下が、その因子の活性化に関わるかを明らかにすることを計画している。また、

GST-CERK1(S493A)cyt でシグナル伝達因子のリン酸化が低下したことの理由の一つ

に、S493 がシグナル伝達因子の相互作用の制御に関わるリン酸化部位で、GST-

CERK1(S493A)cyt では基質との相互作用がうまくいかなかったことによる可能性が

考えられる。しかし、GST-CERK1(S493A)cytによるリン酸化が低下した CERK1と直

接相互作用するシグナル伝達因子の PBL27 は、CERK1 が自己リン酸化すると解離す

ることがわかっており、GST-CERK1(S493A)cytによるリン酸化を評価したもう一方の

シグナル伝達因子の PUB4 は、自己リン酸化した CERK1 と相互作用するようになる

ことがわかっている (64,  Desaki et al., in prep) 。そのため S493のリン酸化がそれ

らシグナル伝達因子の相互作用に関わるとすると、その一か所で、相反する相互作用を

すべて制御するということになってしまう。そうした相互作用を S493だけで制御する

ことは考えにくく、S493 はシグナル伝達因子との相互作用の制御には直接的には関わ

らない可能性が高いのではないかと考える。今後、CERK1の立体構造を明らかにする

ことで、S493のリン酸化による CERK1の構造・機能への影響が考察でき、S493の本

来の機能が明らかになることを期待している。 
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RLK は植物のゲノム中に数多くコードされ、シロイヌナズナでは 410 以上、また、

イネにおいては 640 以上が存在すると報告されている (118, 119) 。それら RLK は、

直接相互作用するシグナル伝達因子を選択的にリン酸化することで、生体応答を適切に

制御しなければならない。そのため、キナーゼの基質特異性の理解は、RLK のシグナ

ル伝達制御機構を理解する上で極めて重要なテーマである。動物の受容体のチロシンキ

ナーゼでは、チロシンリン酸化部位がシグナル伝達因子との相互作用に直接関わること

が示され、SH2 ドメインを持つタンパク質が結合することがわかっている (120) 。植

物においても、SH2ドメインを持つタンパク質は確認されているが、RLKのシグナル

伝達系に関わるとの報告はなく、植物の RLKは動物のチロシンキナーゼとは異なる方

法でキナーゼの基質特異性を制御する可能性が考えられる。一方、タンパク質の相互作

用の特異性は、カギと鍵穴の関係に例えられ、タンパク質の構造・形が重要であること

もわかっている (109) 。そのため、RLKのキナーゼの基質特異性を理解するためにも、

その細胞内ドメインの立体構造の理解が重要であると言える。 

本論文では、CERK1細胞内ドメインの立体構造の解明を基に、自己リン酸化を介し

た CERK1の活性・機能制御機構を理解するため、X線結晶構造解析に用いるタンパク

質試料の調製系の確立を目指した。これまでに、高純度の CERK1細胞内ドメインタン

パク質を十分量調製できる系を確立し、得られたタンパク質試料を用いて結晶化条件の

検討を行っている。今後、CERK1細胞内ドメインタンパク質の結晶ができ次第、X線

結晶構造解析を行う予定である。CERK1細胞内ドメインの立体構造を明らかにできれ

ば、それぞれの自己リン酸化部位が分子内のどのようなアミノ酸側鎖と相互作用するか

を解析し、機能調節機構を考察する予定である。将来的には、リン酸化部位と相互作用

するアミノ酸残基を一アミノ酸残基置換法により変異させ、対応するリン酸化部位のア

ミノ酸残基置換で認められた表現型と一致するかを評価したいと考えている。また、

CERK1 の細胞内ドメインの立体構造と、CERK1 と直接相互作用するシグナル伝達因

子のドッキングシミュレーションにより、相互作用に関与し得る領域を推定し、そこに

位置するアミノ酸残基の変異の導入などから、その領域が相互作用に与える影響を評価

するといったアプローチも考えている。一方、これまでの研究から、CERK1細胞内ド

メインにミヤコグサの NFR1 に特徴的な 3 アミノ酸配列 (YAQ) を導入すると、共生

応答誘導能を付与できることが示されている (39) 。そこで、本実験系で構築した

CERK1細胞内ドメインタンパク質の調製系および結晶化条件を用いて、CERK1(YAQ)

細胞内ドメインタンパク質の X線結晶構造解析を行うことを計画している。YAQ 配列
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は、キナーゼの立体構造変化に大きく寄与するとされる αEF へリックス上に存在して

おり (39, 103) 、CERK1 細胞内ドメインタンパク質と CERK1(YAQ)の細胞内ドメイ

ンタンパク質の立体構造の比較から、YAQ 配列が CERK1 の構造・機能に与える影響

を考察できるのではないかと期待している。 

 

当研究室の研究から、シロイヌナズナにキチンオリゴ糖を処理すると、CERK1がユ

ビキチン化され分解されることが示唆されている (Desaki et al., in prep) 。これは、

CERK1を介したシグナル伝達の活性化が過剰にならないようにするためのネガティブ

フィードバック制御であると考えられる。また、植物は常に微生物に曝されているため、

シグナル伝達を行った CERK1のみを分解させて、その他の CERK1は細胞膜上で次の

微生物の侵入に備えなければならない。つまり、活性化した CERK1のみをユビキチン

化して分解する必要がある。どのようにして、活性化した CERK1のみをユビキチン化

するかという制御機構は明らかになっていないが、CERK1は自己リン酸化とそれに伴

う構造変化で活性化することから、CERK1 のリン酸化に伴う活性型の構造が E3 ユビ

キチンリガーゼなどによって識別され、ユビキチン化されることで分解方向に向かう可

能性が考えられる。実際に CERK1 の LC-MS/MS 解析から、リン酸化した CERK1 で

特異的にユビキチン化されるリジン残基も同定されている (Desaki et al., in prep) 。

こうしたことから、上記のような CERK1のリン酸化およびその細胞内ドメインの構造

解析は、シグナル伝達活性化機構の理解に重要なだけではなく、ダウンレギュレーショ

ンを含む CERK1 を介した生体制御機構全体を理解するための基盤になると考えてい

る。 

 

 本論文では、CERK1型分子の細胞内ドメインの構造と誘導される生物応答の違いに

も着目して解析を進めた。マメ科植物であるミヤコグサの最も相同性の高い CERK1ホ

モログは、根粒菌共生に関わるNFR1であることがわかっている (82) 。NFR1は、根

粒菌が分泌する共生応答誘導因子である Nod factor の認識に関わるとされている 

(76) 。これまでにミヤコグサの nfr1変異体に、NFR1の細胞内ドメインを CERK1の

細胞内ドメインに置換したキメラ分子である NFR1-CERK1 を導入した形質転換体で

は根粒菌共生が見られなかったが、NFR1の細胞内ドメインの特徴的な 3アミノ酸配列 

(YAQ) を CERK1細胞内ドメインに導入した NFR1-CERK1(YAQ)形質転換体では、根

粒菌共生が観察されており、CERK1型分子の細胞内ドメインのわずかな違いで防御と



165 

 

共生応答の切り替えが可能であることが明らかにされた (39) 。しかし、こうしたわず

かなアミノ酸配列の違いが、どのようにして相反する応答の切り替えにつながるかはわ

かっていなかった。 

そこで、NFR1-CERK1 と NFR1-CERK1(YAQ)で、細胞内ドメインのリン酸化パタ

ーンの違いによって応答が異なるのではないかと仮定し、大腸菌発現系を用いて調製し

た、GST-CERK1cyt と GST-CERK1(YAQ)cyt を用いて、自己リン酸化部位を同定し、

その比較を行った (Fig. 4-2) 。しかし、解析上の問題から GST-CERK1cyt と GST-

CERK1(YAQ)cytの自己リン酸化部位の数にも大きな違いがみられ、十分に議論できる

段階にはなかった。 

そこで NFR1-CERK1 で共生応答が誘導できず、NFR1-CERK1(YAQ)および NFR1

で共生応答が誘導できる理由として、前者では NFR1 の共役受容体である NFR5 と相

互作用ができないが、後者では相互作用が可能であるためではないかと考え、解析を行

った。NFR5はNFR1とともにNod factorを受容するとされ (37, 38) 、NFR1とNFR5

は相互作用することがわかっている (77) 。NFR5は細胞外に LysM構造を持ち、細胞

内ドメインはキナーゼ活性を持たないが、根粒菌共生に必須なドメインで、また、細胞

膜上の複合体形成に関わることも示されている (79, 80) 。そこで、NFR1とNFR5の

相互作用と NFR1-CERK1 キメラと NFR5 の相互作用に差があるかを評価することに

した。これらの相互作用は、ベンサミアナタバコの葉にそれぞれを共発現し、その葉を

用いた共免疫沈降法で評価した。その結果、NFR1-CERK1 と NFR5 の相互作用は、

NFR1とNFR5の相互作用に比べて、弱いことが示された (Fig. 4-4) 。よって、NFR1

細胞内ドメインの構造の違いによって NFR5 との相互作用に影響がみられ、その結果

は生物応答の結果とよく相関することがわかった。 

NFR1 と NFR5 は、SYMRK と呼ばれる細胞膜上の RLK と複合体を形成すること

で、根粒菌共生を制御することも示唆されている (79, 80, 114) 。また、それら分子は

主に細胞内ドメインを介しての相互作用することもわかっている (79, 80) 。加えて、

SYMRKはNFR1よりもNFR5との相互作用の方が強いことも示されており (79, 80) 、

NFR5 が NFR1 を含む SYMRK 複合体形成の仲介役として機能することで、NFR1-

NFR5-SYMRK複合体が形成されると考えられる。こうしたことから Nod factor認識・

応答系は、NFR1とNFR5がNod factorを受容し、NFR1の細胞内ドメインが自己リ

ン酸化され、NFR5 を介して相互作用する SYMRK をリン酸化することで、根粒菌共

生応答が導されると考えられる。本論文の結果を踏まえると、NFR1-CERK1キメラの
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場合にはNFR5と共同してNod factorを受容しても、NFR1-CERK1とNFR5との相

互作用が弱いため、SYMRKをリクルート・活性化できず、結果として根粒菌共生が起

動されなかったと考えられる。 

 

植物の菌根菌共生の初期過程は、根粒菌共生と極めて類似した機構であることがマメ

科植物およびイネの研究から明らかにされている (Fig. 5-1) (110) 。それら植物は、菌

根菌が分泌するNod factorと類似した構造のMyc factorを、細胞膜上の受容体で認識

したのち、SYMRKを介して根粒菌共生と共通したシグナル伝達系を活性化することに

よって、菌根菌共生を成立させるとされている (15, 110, 121) 。 

 

 

Fig. 5-1 Nod factor認識・応答系とMyc factor認識・応答系の模式図 

(Giles E. D. Oldroyd, Nature Reviews Microbiology, 2013から引用) 

Nod factorおよびMyc factor認識・応答系は類似したシステムで制御されることがわかって

いる。 
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近年いくつかの菌根菌で、Nod-factorと同様にキチン骨格を有する Myc factor 様の

分子が同定され、それら分子がイネの菌根菌共生シグナル伝達系を活性化することが明

らかにされた (122, 123) 。またイネの oscerk1変異体では、そのMyc-factor様分子で

誘導される共生応答指標が消失することも示されている (124) 。OsCERK1は CEBiP

と協調してキチン認識・応答に関わること一方で (64) 、細胞内ドメインに YAQ 配列

と類似した YAR配列をもっており、ミヤコグサの nfr1変異体に、NFR1の細胞内ドメ

インを OsCERK1 の細胞内ドメインに置換した NFR1-OsCERK1 キメラを導入した形

質転換体では、根粒菌共生も観察され、OsCERK1は共生応答誘導能も持つことが示さ

れている (39) 。また oscerk1変異体では、キチン応答のみならず、菌根菌共生が消失

することも明らかになっている (81) 。このことから、OsCERK1 は CEBiP と協調し

てキチン認識・応答系を制御することに加えて、菌根菌共生および Myc-factor 様分子

の認識・応答系にも関わることがわかってきた。OsCERK1がどのようにしてキチン認

識・応答系と、菌根菌共生応答系という相反する方向性をもった応答を制御するかは不

明であるが、NFR1-CERK1キメラ分子を用いた相互作用解析の結果からモデルを考え

ると (Fig.  5-2) 、キチン認識・応答系では、細胞内ドメインを持たない CEBiP がキ

チンオリゴ糖を受容して、OsCERK1と複合体を形成することで、防御応答を誘導する

が (64, 65) 、Myc-factor認識・応答系では、OsCERK1と未知の LysM-RLKがMyc-

factor を受容し、OsCERK1 はその LysM-RLK と細胞内ドメイン間を通じて SYMRK

と複合体を形成することで SYMRKを活性化し、共生応答を制御するかもしれない。  

イネには、LysM型の受容体様キナーゼが OsCERK1を含めて 10遺伝子存在してい

る (64) 。これまでに、NFR5 のホモログである OsRLK2 の欠損変異体で菌根菌共生

の影響が評価されたが、OsRLK2 の有無に関わらず菌根菌共生が誘導されることが示

されている (113) 。そのため、OsCERK1 を介した共生応答の制御には、OsRLK2 が

関わらないか、もしくは重複した機能を持つ分子が関わる可能性が考えられる。しかし

菌根菌共生におけるイネ LysM型分子の役割に関してはまだ不明の点が多く、現段階で

は、まずは OsCERK1がMyc-factorの受容に関わるかということや、菌根菌共生にお

ける役割をより詳細に明らかにする必要があると考えられる。本論文で示した CERK1

型分子の細胞内ドメインの違いが NFR5 との相互作用に与える影響に関する知見は、

OsCERK1の菌根菌共生における役割が明らかにされた後、どのようにして相反する応

答を制御するかを理解するうえで重要な知見になると期待している。 
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本論文では、CERK1の活性化機構と細胞内ドメインリン酸化との関連、また、細胞

内ドメインの構造と下流の応答の制御機構に着目して解析を進めた結果、CERK1のシ

グナル伝達起動機構および、CERK1型分子を介した共生応答の切り替えに関していく

つかの重要な知見を得ることができたと考えている。序論で述べたように、近年、植物・

微生物相互作用システムを人為的に制御することで、病害や農薬・窒素肥料の使用を低

減し、持続可能な農業を目指す戦略が注目されている。本研究で得られた知見が、こう

した方向性をもった技術開発の基盤的な知見として役立つことを期待している。 

 

 

Fig. 5-2 OsCERK1を介した防御応答系と共生応答系のモデル図 

OsCERK1は細胞内ドメインを持たない CEBiPと複合体を形成し、キチン防御シグナル伝達

をする。一方で、OsCERK1は CEBiPとは異なる細胞内ドメインを持つパートナー分子と相互

作用することで、共生応答を起動すると推測している。 
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抗体リスト 

 

抗HAタグ抗体…roche (11867423001) 、溶液に対して 10000倍希釈して使用した。 

抗 GSTタグ抗体…Woko (017-21854) 、溶液に対して 10000倍希釈して使用した。 

抗 6×His タグ抗体…Woko (011-023091) 、溶液に対して 10000 倍希釈して使用した。 

抗 Strepタグ抗体…MBL (m221-3) 、溶液に対して 10000倍希釈して使用した。 

抗MBPタグ抗体…Wako (016-24141) 、溶液に対して 10000倍希釈して使用した。 

抗 Myc タグ抗体…Cell signaling (2278) 、溶液に対して 10000 倍希釈して使用した。 

抗ホスホセリン抗体…Millipore (ab1603) 、溶液に対して 10000倍希釈して使用した。 

抗ホスホチロシン抗体…Millipore (05-321) 、溶液に対して 10000 倍希釈して使用し

た。 

抗 CERK1抗体…CERK1の細胞外領域のペプチド (CSNIKDKDRIQMGSRV) を認識

する抗体でラビットを用いて作製した。2000倍希釈で使用した。 

抗 AtCEBiP 抗体…大腸菌発現 AtCEBiP を抗原として作製した AtCEBiP ポリクロー

ナル抗体。5000倍希釈で使用した。 

抗MBP抗体…GeneTex (GTX11161) 、溶液に対して 2000倍希釈して使用した。 
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LC-MS/MS 解析結果 

<in vitroリン酸化部位の同定結果> 
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Fig. 5-3 CERK1の in vitro自己リン酸化部位の同定 

赤文字で示したアミノ酸残基がリン酸化部位として検出された部位を示した。ま

た、青文字で示した領域はリン酸化されうるアミノ酸残基を示した。  
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<in vitroターゲットMS/MS解析> 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5-4 CERK1の in vitro自己リン酸化部位のターゲットMS/MS解析 

示したペプチドに対して、MS/MSを行い、リン酸化部位の同定を進めた。 
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<in vivoリン酸化部位の同定結果> 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5-5 CERK1の in vivo自己リン酸化部位の同定 

赤文字で示したアミノ酸残基がリン酸化部位として検出された部位を示した。また、

青文字で示した領域はリン酸化されうるアミノ酸残基を示した。 
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<in vivoターゲットMS/MS解析> 
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Fig. 5-6 CERK1の in vivo自己リン酸化部位のターゲットMS/MS解析 

示したペプチドに対して、MS/MSを行い、リン酸化部位の同定を進めた。 
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