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Abstract
The covalent attachment of ubiquitin to proteins plays a fundamental role in the regulation 
of cellular function through biological events involving abiotic or biotic stress responses, 
immune responses, and apoptosis. Here, we characterize the biological function of the 
Arabidopsis thaliana RING Zinc Finger 1 (AtRZF1) in dehydration response. AtRZF1 was 
significantly reduced by drought stress. The atrzf1 mutant was less sensitive to osmotic 
stress than the wild-type during early seedling development, whereas transgenic plants 
overexpressing AtRZF1 were hypersensitive, indicating that AtRZF1 negatively regulates 
drought-mediated control of early seedling development. Moreover, the ectopic expression 
of the AtRZF1 gene was very significantly influential in drought sensitive parameters 
including proline content, water loss, membrane ion leakage and the expression of dehy-
dration stress-related genes. AtRZF1 is a functional E3 ubiquitin ligase, and its conserved 
C3H2C3-type RING domain is likely important for the biological function of AtRZF1 in 
drought response. Together, these results suggest that the E3 ligase AtRZF1 is an important 
regulator of water deficit stress during early seedling development.
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서 론
단백질 유비퀴틴화는 다양한 세포 및 발달 과정을 조절하기 위해 진핵생물이 사용하는 중요한 번

역 후 변형 과정이다[1]. 고등 식물에서 유비퀴틴화 단백질은 비생물적 또는 생물적 스트레스 반응, 

호르몬 반응, 세포 주기 진행 및 세포 분화에 관여한다[2–5]. 고도로 보존된 8 kDa 단백질인 유비퀴

틴(Ub)은 ATP 의존적 방식으로 Ub 활성화 효소 E1에 의해 먼저 활성화되고, Ub 접합 효소 E2로 

전달된다. 그런 다음 Ub-E2 복합체는 Ub-E2에서 기질 단백질로 Ub 전달을 촉진하는 Ub-단백질 

리가아제 E3에 결합하며, 이는 26S 프로테아좀에 의해 인식되고 분해된다[6]. Ub E3 리가아제는 
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단백질 분해 기능 이외에도 DNA 복구 및 단백질 수송과 같은 비분해성 단백질 유비퀴틴화의 기능에 

대한 증거가 늘어나고 있다[7]. 

애기장대 유전체에는 적어도 1,400개 이상의 유전자들이 서로 다른 잠재적 Ub-E3 리가아제를 

인코딩할 것으로 보고 되고 있으며[8], E3 리가아제는 두 그룹으로 분류할 수 있다. 한 클래스는 단일 

서브유닛으로 작용하는 RING(Really interesting new gene)/U-BOX 형태와 HECT(Homology 

to E6-AP carboxyl terminus) 형태인 E3 효소들로 구성되어 있다. 다른 클래스는 SCF(Skp1- 

Cullin-F box)와 APC(Anaphase-promoting complex)를 포함하는 E3 효소들은 다중 소단위 복

합체로 기능한다[9–11]. 애기장대에서 세 번째로 큰 유전자 패밀리를 구성하고 있는 이들은 약 469

개의 RING 모티프를 포함하고 있는 E3 리가아제이다[12,13]. Cys-rich RING finger는 1990년대 

초 처음으로 기술되었다[14]. RING 핑거는 모티프의 다섯 번째 위치의 Cys 또는 His 잔기에 따라 

C3HC4(RING-HC)와 C3H2C3(RING-H2)의 두 가지 유형으로 나눌 수 있다[15]. 최근에 많은 애

기장대 RING E3 리가아제가 옥신 신호, 앱시스산 신호, 브라시노스테로이드 반응, 종자 발아, 유묘 

발달, 질소 제한에 대한 적응 경로 및 당 반응과 같은 다양한 세포 과정에 관여하는 것으로 나타났다

[3,16–19]. 특히, RING 단백질들은 환경 자극에 대한 반응에서 핵심적인 역할을 한다. 예를 들어, 

그들은 광형태형성, 방어 신호, 노화, 추위, 가뭄, 염분 및 삼투 스트레스에 대한 내성 기전과 관련되

어 있다[2,20–22]. 

여기에서 우리는 탈수 스트레스 반응에 관련된 더 많은 RING finger 단백질을 알아내는데 관심이 

있다. 차등유전자발현 분석자료[23]에 따라 가뭄에 반응하는 유전자 애기장대 RING Zinc Finger 

1(AtRZF1)(At3g56580)을 선정하였으며, 애기장대 유전체 서열 분석에 의하면 C3H2C3-type 

RING-H2 finger 유전자 그룹으로 분류된다[13]. 우리가 제공하는 증거들은 AtRZF1이 생화학적 

기능으로 유비퀴틴 E3 리가아제이고, 탈수 스트레스 반응에서 보존된 RING 도메인이 AtRZF1의 

생물학적 기능에 중요할 수 있음을 보여준다.

재료 및 방법

1. 식물재료, 성장조건 및 스트레스 유도

애기장대는 온도 22℃, 60% 상대 습도 및 16시간 장일조건의 생장실에서 생장시켰다. AtRZF1 

T-DNA 삽입 라인인 SALK_024296(atrzf1)은 Salk Institute의 애기장대 T-DNA 삽입 컬렉션에서 

획득하였다[24]. T-DNA 삽입 동형접합 식물의 선별은 유전자 특이적 정방향프라이머 5′-TCTAGA 

ATGTCAAGTATTCGGAATAC-3′ 및 역방향프라이머 5′-GTCGACATAGTCAAAAGGCCATCCA 

C-3′(upstream and downstream, respectively)를 이용하여 중합효소 연쇄반응(PCR)을 수행하

였다. PCR 산물이 생성하지 않는 식물은 T-DNA left border 특이적 프라이머 5′-GCGTGGACC 

GCTTGCTGCACCT-3′와 유전자 특이적 정방향 프라이머를 함께 사용하여 T-DNA 삽입 여부를 

확인하였다.

식물은 2주 된 애기장대 유묘들을 400 mM 만니톨을 포함하는 용액에 담가 삼투 스트레스를 주었

다. 샘플은 0, 6, 12 및 24시간 동안 삼투 스트레스를 주었으며, 각각의 샘플들은 액체 질소를 이용하

여 즉시 동결하고 –80℃에서 보관하였다.

2. In vitro self-ubiqutination assay

AtRZF1 cDNA를 합성하기 위해 5′-GAATTCATGTCAAGTATTCGGAATAC-3′(EcoRI site 

underlined) and 5′-GTCGACATAGTCAAAAGGCCATCCAC-3′(SalI site underlined) 프라이

머를 이용하여 PCR을 수행하였다. PCR 산물들은 제한효소 EcoRI과 SalI으로 처리한 후, pMAL 
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P2x vector(New England BioLabs, USA)에 클로닝하였다. 이 플라스미드는 대장균 BL21에서 발

현시켜, 아밀라아제 레진(New England BioLabs)을 이용하여 친화성크로마토그래피 통해 정제하였

다. In vitro self- ubiqutination assay는 Auto-ubiquitinylation kit(Enzo Life Sciences, USA)

를 사용하여 진행하였다. 반응시킨 샘플들을 12% sodium dodecyl sulfate–polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS–PAGE)를 통해 분리하였고, semi-dry transfer cell(Bio-Rad, USA)을 이

용하여 polyvinylidene fluoride(PVDF) membranes(Millipore, USA)으로 이동시켰다. Immu-

noblots은 Enzo Life Sciences product manual에 따라 anti-Ub antibody(Enzo Life Sci-

ences)를 사용하여 진행하였다. 

결 과

1. AtRZF1(At3g56580) 유전자의 동정 및 아미노산 서열 분석

최근 전체 애기장대 유전체 염기서열 분석에 따르면 At3g56580이 C3H2C3-type RING-H2 

finger 유전자 그룹에 속하는 것으로 확인되었다[13]. At3g56580 유전자는 963 bp이며, 35.8 kDa

의 분자량을 지닌 단백질로 320개 아미노산을 암호화하는 하나의 단일 오픈 리딩 프레임으로 구성되

어 있다. 이 단백질에는 도메인 탐색 소프트웨어 프로그램(http://myhits.isb-sib.ch)에 의해 나타난 

것처럼 zinc finger 도메인을 보유하는 것으로 예상된다(Fig. 1A). Fig. 1B에서 보이는 바와 같이, 

추론된 아미노산 서열은 알려진 RING-H2 Zinc Finger 단백질 그룹과 상당한 상동성을 나타냈다. 

따라서, 애기장대 At3g56580 유전자를 AtRZF1이라고 지정하였다. Supplementary Fig. S1에서 

보이는 바와 같이, 아미노산 서열 alignment 결과, AtRZF1은 벼와 옥수수의 알려지지 않은 단백질

들과 이종 상동체를 이루고 있다. 이러한 이종 상동체들은 AtRZF1 아미노산 서열과 전반적으로 36%

–70%의 동일성과 43%–75%의 유사성이 관찰되었다. 애기장대 AtRZF1의 중앙영역은 기타 여러 식

Fig. 1. Structural features of the AtRZF1 protein. (A) The structure of the conserved regions of 
the AtRZF1 protein. The primary structure harbors RING-H2 zinc finger motif site (186–226) is 
shown in the black box. (B) Alignment of C3H2C3-type RING motif deduced amino acid sequences 
of AtRZF1 and other AtRZF1 homologs from different plant species. Shown are the sequences 
of AtRZF1 (At3g56580), AtRHC1a (At2g40830), AtRHC2a (At2g39720), AtSIS3 (At3g47990), Oryza 
saltiva RHC1a (OsRZF1; NP_001044543) and Zea mays RHC1a (ZmRHC1a; NP_001149547). 
Black and gray shading indicate identical and similar amino acids, respectively.
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물의 RING 단백질과 39%–95%의 동일한 단일 RING 도메인을 포함한다. 이러한 단일 RING 도메인

을 가지고 있는 단백질들의 기능은 당 신호 전달의 양성조절인자 유비퀴틴 E3 리가아제인 Sugar- 

insensitive 3(SIS3)를 제외하고는 잘 알려져 있지 않다[19]. Cys-X2-Cys-X14-Cys-X1-His-X2- 

His-X2-Cys-X10-Cys-X2-Cys 서열은 잘 보존된 41개 아미노산 RING 모티프(Fig. 1B)이며, 

AtRZF1은 C3H2C3-type RING-H2 단백질이다. 클러스터 알고리즘을 사용하여 아미노산 서열 그

룹 간의 거리를 나타내는 계통 발생 트리를 구축하였다(Supplementary Fig. S2).

2. 애기장대에서 AtRZF1의 발현

AtRZF1의 기능에 관한 단서를 얻기 위해, 1.146-kb AtRZF1 프로모터-GUS를 도입한 애기장대 

형질전환 식물체들을 β-glucuronidase(GUS) 염색하여 GUS 발현 패턴을 확인하였다. 유식물체의 

모든 조직(Fig. 2A), 특히 관다발계에서 강하게 발현되었으며(Fig. 2A and 2B), 꽃에서는 꽃받침과 

수술대(Fig. 2C), 꽃가루(Fig. 2D), 암술머리(Fig. 2E) 그리고 꽃가루낭(Fig. 2F)에서 발현되었다

[25].

3. 가뭄 스트레스에 의해 조절되는 AtRZF1 유전자

애기장대의 게놈 전체 발현 분석은 AtRZF1의 발현이 삼투 스트레스에 의해 감소된 것으로 나타났

다(http://jsp.weigelworld.org). AtRZF1의 생체 내 기능을 확인하고자 2주 된 애기장대 유묘에 

삼투 스트레스를 주고 정량적 실시간 PCR을 이용하여 AtRZF1 mRNA의 발현 정도를 측정하였다. 

Fig. 3A에 나타난 바와 같이, AtRZF1의 전사체 수준은 만니톨 처리 24시간 후에 3배 감소하였다. 

가뭄 처리 또한 애기장대 잎에서 AtRZF1 발현의 감소되었다(Fig. 3B). 수분 부족 스트레스 처리 

대조군으로 삼투 스트레스에 의해 유도되는 Responsive to ABA 18(RAB18)[26] 유전자를 사용하

였다(Fig. 3A and 3B). 이러한 결과는 AtRZF1이 탈수 조건에 의해 조절된다는 것을 강력하게 시사

한다.

4. 유비퀴틴 E3 리가아제의 활성을 나타내는 AtRZF1 

RING 도메인 단백질은 유비퀴틴화 과정에 포함된 E3 리가제의 한 유형이다[27]. AtRZF1 단백질

은 C3H2C3-type RING-H2 단백질의 구성원이지만(Fig. 1B), 이전에 E3 리가아제 활성에 대해 

Fig. 2. AtRZF1 promoter-GUS expression pattern in transgenic Arabidopsis plants. (A) GUS staining 
in a 7-day-old seedling plant. (B) GUS expression in a fully expanded rosette leaf of a 3-week-old 
transgenic plant. (C) GUS staining in a flower of a 4-week-old transgenic plant. (D) GUS expression 
in the anther. (E) GUS activity was strongly detected in pollen.
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실험된 적이 없었다[28]. 따라서, 유비퀴틴화 과정에서 AtRZF1이 E3 리가아제의 능력을 확인하는 

것에 관심이 있었다. 이를 위해 AtRZF1을 in vitro 분석에 의해 E3 리가어제 활성을 확인하였다(Fig. 

4). 재조합 MBP-AtRZF1 융합단백질은 대장균을 이용하여 융합된 단백질들을 생산한 후, 아밀라아

제 수지를 사용하여 정제하였다(Supplementary Fig. S3). E1 및 E2가 있는 경우, 유비퀴틴화된 

MBP-AtRZF1 단백질은 anti-Ub(Fig. 4) 항체를 사용한 면역블롯 분석에 의해 검출되었다. E1 또는 

E2가 없는 경우, MBP-AtRZF1에서는 유비퀴틴화 활성이 관찰되지 않았다. Fig. 4에 보여주는 바와 

같이, AtRZF1에 의해 유비퀴틴화된 밴드가 생성되었고, 이는 AtRZF1이 시험관 내에서 유비퀴틴 

E3 리가아제 활성을 가짐을 의미한다.

5. AtRZF1의 과발현은 가뭄 스트레스에 대한 높은 민감도 생성

생체 내 AtRZF1의 기능을 조사하고자, 35S 프로모터를 이용하여 AtRZF1의 과발현을 유도하였

다. 12개의 동형접합 계통(T3 세대)을 얻었고, 표현형 관찰을 위하여 높은 수준으로 과발현(Fig. 5A)

하는 2개의 계통(OX1-1 및 OX4-2)을 선택하였다. WT과 AtRZF1-과발현 계통을 비교한 결과, 형

태학적 변경이나 성장 지연은 나타나지 않았다(Supplementary Fig. S4A). 추가적으로 애기장대에

서 AtRZF1의 기능을 평가하기 위해 우리는 At3g56580 유전자에 T-DNA가 삽입된 돌연변이 

SALK_ 024296을 얻었다. At3g56580 유전자의 knock-out 돌연변이체를 구하고자, exon 1에 삽

입된 T-DNA의 T-DNA left border를 이용하여 RT-PCR을 수행하였다. Fig. 5A에서 보이는 바와 

같이, RT-PCR 수행 결과, AtRZF1 유전자가 미발현 되는 것을 확인하였다. 해당 돌연변이는 atrzf1

로 지정하였다.

만니톨에 의해 유도되어지는 떡잎 녹화율의 피해 정도를 조사하기 위하여, AtRZF1 발현이 탈수 

스트레스에 미치는 영향을 알아보았다. WT, atrzf1 및 AtRZF1-과발현체의 종자가 0 mM 또는 400 

mM 만니톨을 포함하는 MS 배지에서 발아시켰을 때, 기본 MS 배지에서 WT, atrzf1 및 AtRZF1-과

발현체 간의 발아 비율은 유사하였다(Supplementary Fig. S4A and S4B). 400 mM 만니톨이 포함

된 조건에서는 발아 후 10일간 성장시켰을 때 떡잎 녹화율은 WT 잎이 약 35%이고, OX1-1 및 

Fig. 3. Expression of the AtRZF1 gene in Arabidopsis under water deficit stress. (A and B) 
Quantitative real-time PCR analysis of the expression of AtRZF1 involved in mannitol (A) or drought 
(B) response. Total RNA samples obtained from 14-day-old plants treated with drought or 400 mM 
mannitol at the indicated times. Error bars indicate standard deviations of three independent biolo-
gical samples. Differences between the expression of AtRZF1 or RAB18 in 14-day-old Arabidopsis 
seedlings untreated and treated with various abiotic stresses are significant at the p<0.01 (**) levels. 
The RAB18 gene was used as a control for the drought or mannitol stress treatment.
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OX4-2 계통은 15% 미만이었다(Fig. 5B). 이에 반해, atrzf1 돌연변이체의 80%는 발아 후 10일째까

지 생존하였다(Fig. 5B). 따라서, AtRZF1-과발현체는 떡잎 발달의 관점에서 삼투 스트레스에 과민 

반응을 보였고, 이는 atrzf1 돌연변이체와 AtRZF1-과발현체가 가뭄 스트레스에 반응하여 반대 표현

형을 가졌음을 보여준다.

6. AtRZF1-과발현체에서 가뭄에 의한 수분 손실률 증가 및 막 이온 누출에 의한 잎의 활력성

가뭄 스트레스에 대한 반응을 추가로 알아보기 위해 식물 본엽 부분을 분리하여 수분 손실률을 

측정하였다. 잎에서 수분 손실을 측정하기 위해 WT, atrzf1 및 AtRZF1-과발현체에서 유사한 크기, 

연령 및 위치의 잎을 분리하고 이전에 설명된 대로 생중량을 측정하였다[29]. 본엽 분리 후, AtRZF1-

과발현체의 잎은 주어진 조건에서 WT 및 atrzf1 식물의 잎보다 더 높은 생중량 손실이 나타났다(Fig. 

6A). 그 차이는 20분 이내에 발생했으며, 이후 더 분명해졌다. 가뭄 스트레스는 또한 세포 사멸의 

마지막 단계로서 원형질막 완전성의 붕괴를 수반한다. 이는 전해질 누출로 편리하게 정량화할 수 있

다[30]. atrzf1 돌연변이체는 WT 및 AtRZF1-과발현체와 비교하였을 때, 잎의 낮은 막 이온 누출 

실험에서 보여지는 바와 같이 가뭄 유발 표현형이 지연되었다(Fig. 6B). 

이러한 결과는 생리학적 과정에서 가뭄에 의해 유도되어지는 표현형이 WT 및 atrzf1보다 

AtRZF1-과발현체에서 더 빨리 시작되었음을 나타낸다.

7. 가뭄 처리 후, 스트레스 관련 유전자들의 전사 발현 양상

Delta1-Pyrroline-5-Carboxylate Synthase 1(P5CS1), Delta1-Pyrroline-5-Carboxylate 

Reductase(P5CR), RAB18, Responsive to Dessication 29A(RD29A), RD29B, Alternative 

Oxidase 1a(AOX1a), COLD-REGULATED 15A(COR15A), EARLY RESPONSIVE TO DEHY-

DRATION 15(ERD15) 및 ERD1 유전자들은 스트레스에 의해 유도되어진다고 알려져 있다[31−35]. 

Fig. 4. E3 ubiquitin ligase activity of AtRZF1 in vitro. Purified MBP-AtRZF1 was incubated at 37℃ 
for 1 h with E1, E2 (UbcH5a), ubiquitin (Ub), and ATP. Polyubiquitin chains were visualized with 
anti-ubiquitin antibody. Omission of E1 or E2 resulted in a loss of ubiquitination. MBP served as 
a negative control. Numbers on the left indicate the molecular masses of marker proteins in kDa.
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구체적으로, P5CS1, COR15A 및 ERD1 유전자는 ABA, 염분, 탈수 및 저온 스트레스 조건에 의해 

유도되는 반면, P5CR, RAB18 및 ERD15는 염 및 탈수 스트레스 조건에 의해 유도된다. Rd29A 

및 Rd29B는 가뭄, ABA 및 염분 스트레스 조건에서 유도된다. 또한 AOX1a 유전자는 가뭄, 빛 및 

산화 스트레스에 의해 유도된다. Fig. 7은 가뭄 처리 후 P5CS1, P5CR, RAB18, RD29A, RD29B, 

AOX1a, COR15A, ERD15 및 ERD1을 포함한 스트레스 유도성 유전자의 발현이 WT 및 atrzf1에 

비교하여 AtRZF1-과발현체인 OX1-1 및 OX4-2에서 감소됨을 보여준다. 그러나 atrzf1에서는 WT

보다 가뭄 처리에 의해 더 많이 유도되었다. 종합하면, 우리의 스트레스 유도 유전자 발현 데이터는 

AtRZF1이 가뭄 스트레스 관련 유전자 발현을 음성 조절함을 나타낸다.

8. 가뭄 스트레스 조건에서 atrzf1 돌연변이체의 프롤린 고함량

atrzf1 돌연변이체에서 P5CS1 및 P5CR 유전자의 발현이 증가했으므로, 우리는 WT 및 형질전환

체의 본엽에서 프롤린 함량을 조사했다. WT, atrzf1 및 AtRZF1-과발현체들의 프롤린 축적에 차이

가 있는지 확인하기 위해 10일 간 건조 처리한 잎에서 프롤린 함량을 측정하였다. 스트레스를 받기 

전에는 모든 시료에서 프롤린 함량은 비슷하게 나타났으며(Fig. 8), 가뭄 스트레스 조건에서는 WT, 

atrzf1 및 AtRZF1-과발현체 간의 프롤린 함량은 상당한 차이가 관찰되었다. atrzf1 돌연변이체의 

프롤린 함량은 WT 및 AtRZF1-과발현 식물체보다 더 높은 수준으로 나타났으며, WT 식물체의 프롤

Fig. 5. Influence of atrzf1 mutant line on osmotic stress tolerance. (A) Expression levels of AtRZF1 
in wild-type (WT), atrzf1 mutant, and two independent transgenic lines overexpressing AtRZF1 
(OX1-1 and OX4-2) were determined by RT-PCR using total RNA isolated from 2-week-old 
seedlings. Actin8 was used as an internal control in RT-PCR. (B) Osmotic stress effect on cotyledon 
greening. Seeds were sown on MS agar plates supplemented without (–) or with (+) 400 mM 
mannitol and permitted to grow for 10 days, and seedlings with green cotyledons were counted 
(triplicates, n=50 each). Error bars represent standard deviations. Differences among WT, mutant, 
and transgenic plants grown in the same conditions are significant at the p<0.01 (**) level.
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린 함량은 AtRZF1-과발현체보다 가뭄 처리에 의해 훨씬 더 많이 유도됨을 알 수 있었다(Fig. 8). 

이러한 결과는 가뭄 조건에서 AtRZF1이 프롤린 생산에 음성으로 참여함을 나타낸다. 

고 찰

우리는 C3H2C3-유형 RING Zinc finger 단백질을 인코딩하는 AtRZF1 유전자가 가뭄 반응에서 

중요한 역할을 한다는 것을 보여주었다. 물 부족 스트레스 반응 분석 결과, atrzf1 돌연변이체가 가뭄 

반응에 덜 민감한 반면, AtRZF1을 과발현하는 식물체는 더 민감하였다. 이는 AtRZF1이 초기 묘목 

발달 동안 가뭄 반응을 음성으로 조절함을 시사한다.

결과적으로, 본 연구는 AtRZF1-과발현체와 atrzf1 돌연변이체 사이의 수분 손실 및 이온 누출의 

뚜렷한 차이를 보여주었다(Fig. 6). 가뭄 조건에서, AtRZF1-과발현체의 잎은 WT 및 atrzf1 돌연변

이 잎과 비교하여 수분 손실 및 막 이온 누출이 크게 증가하였다(Fig. 6). P5CS1, P5CR, RAB18, 

RD29A, RD29B, AOX1a, COR15A, ERD15 및 ERD1을 포함한 스트레스 유도성 유전자의 전사체 

수준은 가뭄 처리 후 WT 및 atrzf1 식물보다 AtRZF1-과발현 계통에서 감소되었다(Fig. 7). 이러한 

결과는 AtRZF1이 가뭄 스트레스 반응에 음성으로 작용한다는 것을 추가로 증명한다. atrzf1 돌연변

이체는 WT 및 AtRZF1-과발현체와 비교할 때 상당한 가뭄 내성을 나타냈다. 식물 세포에 프롤린이 

축적되면 삼투 스트레스로부터 세포를 보호할 수 있다[36]. atrzf1에서 프롤린의 축적은 WT 및 

AtRZF1-과발현체에서 보다 더 많았으며(Fig. 8), 이는 AtRZF1이 삼투성 성분 조절을 통해 잎 가뭄 

민감성을 유도하는 요소라고 제안할 수 있다.

RING 모티프를 포함하는 E3 리가아제는 식물 유전체에서 가장 큰 유전자 그룹 중 하나이다. 예측

Fig. 6. Measurement of water loss and electrolyte leakage in WT, atrzf1, and AtRZF1-overexpressing 
plants. (A) Quantification of water loss in 2-week-old WT, atrzf1, and two independent AtRZF1-over-
expressing plants. Rosette leaves of the same developmental stages were excised and weighed 
at various time points after detachment. Water loss was calculated as the percentage of initial fresh 
weight. Data represent average values±SD of five leaves from each of seven replicates. The 
asterisk denotes a statistically significant difference compared with the wild-type [0.05>p>0.01 (*) 
or the p<0.01 (**)]. (B) Electrolyte leakage of leaf cells of WT, atrzf1, and two independent AtRZF1- 
overexpressing transgenic plants under drought stress. Light-grown 2-week-old plants were grown 
for 10 days with (normal) or without (drought) watering. Leaf tissues were carefully excised after 
drought treatment, and used for measuring electrolyte leakage. Data represent average values±SD 
of seven leaves from each of seven replicates. Differences among WT, mutant, and transgenic 
plants grown in the same conditions are significant at the 0.05>p>0.01 (*) or the p<0.01 (**) levels.
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된 AtRZF1 단백질은 C3H2C3 유형 RING-H2 zinc finger 모티프를 보유하고 있으며(Fig. 1), 계

통 발생학적 분석으로 AtRZF1이 다른 RING-H2 zinc finger 단백질 그룹 유전자와 높은 상동성을 

가지는 것으로 나타났다(Supplementary Fig. S2). RING-H2 zinc finger 모티프의 경우 AtRZF1

과 다른 단백질 사이의 동일성은 39%에서 95% 사이이며(Supplementary Fig. S2), 단자엽 또는 

쌍자엽에서 RING-H2 zinc finger 단백질 그룹 유전자가 많이 보존되어 있음을 의미한다. 일부 

RING finger 단백질은 유비퀴틴 E3 리가아제로 작용하여 유비퀴틴화/프로테아좀 과정에서 핵심적

인 역할을 하는 것으로 나타났다[37]. AtRZF1은 시험관 내 분석을 사용하여 E3 유비퀴틴 리가아제 

활성에 대해 실험하였다. 우리의 분석은 AtRZF1 단백질이 E1 및 E2 효소의 존재 하에서 MBP- 

AtRZF1 융합 단백질의 자가-유비퀴틴화의 발생에 기초하여 실제로 활성 E3 리가아제임을 입증하였

Fig. 7. Expression of stress-regulated genes, P5CS1, P5CR, RAB18, RD29A, RD29B, AOX1a, 
COR15A, ERD15, and ERD1. Light-grown 2-week-old WT, atrzf1, and two independent AtRZF1- 
overexpressing plants were further grown for 10 days with (normal) or withholding (drought) water. 
Total RNA was obtained from treated plants and analyzed by qPCR using gene-specific primers 
in listed in Supplementary Table S1. Each bar indicates the induction fold of the P5CS1, P5CR, 
RAB18, RD29A, RD29B, AOX1a, COR15A, ERD15, and ERD1 genes in response to drought stress 
as compared to the control treatment (normal condition). The mean value of three technical replicates 
was normalized to the levels of Actin8 mRNA, an internal control. Differences between the expression 
of P5CS1, P5CR, RAB18, RD29A, RD29B, AOX1a, COR15A, ERD15, and ERD1 in Arabidopsis 
seedlings untreated and treated with drought stress are significant at the 0.05>p>0.01 (*) or the 
p<0.01 (**) levels.
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다(Fig. 4).

흥미롭게도 많은 E3 ​​유비퀴틴 리가아제는 스트레스 반응의 음성 조절자 역할을 한다. 예를 들어 

HOS1(High Expression of Osmotically Responsive Genes 1)은 Inducer of CBP Expression 

1(ICE1)[38]을 유비퀴틴화하여 저온 반응성 유전자의 발현을 음성으로 조절하고, DREB2A-Inter-

acting Protein 1(DRIP1)은 Dehydration-Responsive Element Binding protein 2A(DREB2A)

을 유비퀴틴화하여 스트레스 반응에서 DREB2A의 불안정화 및 하향 조절을 초래한다[39]. 

HSC70-Interacting Protein(AtCHIP)의 Carboxyl 말단은 Protein Phosphatase 2A(PP2A)의 A 

서브유닛을 단일-유비퀴틴화하고 그 활성을 증가시키는 것으로 보고된 반면, AtCHIP-과발현 애기장

대는 저온 스트레스에 대한 민감도가 증가한 것으로 나타났다[20]. 새로운 E3 리가아제인 Keep on 

Going(KEG) 단백질이 최근 ABA에 의해 조절되는 것으로 밝혀졌다[16]. KEG는 ABA 신호 전달의 

양성 조절자인 ABA Insensitive 5(ABI5)를 상호 작용하여 분해한다. ABA는 자가-유비퀴틴화에 의

한 KEG 분해를 촉진하여 KEG와 ABI5의 균형을 유지한다. 또한 여러 E3 리가아제가 비생물적 스트

레스의 양성 조절자로 작용하는 것으로 나타났다. 이러한 단백질에는 ABA 신호 전달의 여러 측면에 

관여하는 RING-H2 Finger A2a(RHA2a)[18] 및 ABA Insensitive RING Protein 1(AtAIRP1)[5]

이 포함된다. RHA2a가 표적으로 하는 단백질은 ABA 신호 전달 경로의 음성 조절자로 제안될 수 

있다. AtAIPR1의 과발현은 종자 발아 및 기공 폐쇄 동안 ABA 과민반응을 유발하여 가뭄 스트레스에 

대한 내성을 초래한다.

우리의 결과에 기초하여, 우리는 AtRZF1이 유비퀴틴-프로테아좀 시스템을 통해 기질(아직 확인되

지 않음)의 분해를 매개하는 E3 리가아제로 기능한다고 가정한다[16]. AtRZF1 자체가 가뭄 반응을 

음성으로 조절한다는 점을 감안할 때(Supplementary Fig. S5), 우리는 AtRZF1에 의해 분해된 단백

질이 수분 부족 스트레스의 양성 조절자이며, 이러한 물질을 제거하면 가뭄 반응을 활성화하는 효과

가 있다고 제안한다. 따라서 식물의 가뭄 반응 네트워크를 완전히 이해하려면 AtRZF1, 표적 단백질 

및 이들의 상호 작용에 대한 추가 기능 연구가 필요하다고 여겨진다.

요 약

단백질에 대한 유비퀴틴의 결합은 비생물적 또는 생물적 스트레스 반응, 면역 반응 및 아폽토시스

Fig. 8. Leaf proline content in WT, atrzf1, and AtRZF1-overexpressing plants. Light-grown 2-week-old 
plants were grown for 10 days with (–) or without (+) watering. Leaf tissues were carefully excised 
after drought treatment, and used for measuring proline content. Error bars represent standard 
deviations. Differences among WT, mutant, and transgenic plants grown in the same conditions 
are significant at the p<0.01 (**) levels.
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를 포함하는 생물학적 작용을 통한 세포 기능 조절에서 근본적인 역할을 한다. 수분 결핍 반응을 

통한 애기장대 RING Zinc Finger 1(AtRZF1) 단백질의 생물학적 기능을 확인하였다. AtRZF1의 

전사 수준은 가뭄 스트레스에 의하여 현저하게 감소하였다. atrzf1 돌연변이 유식물체는 초기 생장 

동안 야생종에 비해 삼투 스트레스에 덜 민감한 반면, AtRZF1 과발현 형질전환체는 과민감성을 보였

다. 이는 AtRZF1이 가뭄에 의해 매개하는 초기 생장 발달의 제어를 역 조절하는 것으로 나타난다. 

더욱이, AtRZF1 유전자의 이소성 발현은 프롤린 함량, 수분 손실, 막 이온 누출 및 탈수 스트레스 

관련 유전자의 발현을 포함하는 가뭄 민감성 매개변수에 매우 유의미한 영향을 미쳤다. AtRZF1의 

식물 세포 내 기능은 E3 유비퀴틴 리가아제이며, 보존된 C3H2C3-type RING 도메인은 가뭄 반응

에서 AtRZF1의 생물학적 기능에 중요할 것으로 예상된다. 또한, 이러한 결과는 E3 리가아제 

AtRZF1이 초기 유식물체 생장 동안 수분 결핍 스트레스의 중요한 조절자임을 시사한다.

Conflict of Interest

The authors declare no potential conflict of interest.

감사의 글

이 연구는 농촌진흥청의 차세대 BioGreen21 프로그램(SSAC, PJ008100)과 교육과학기술부의 

기초과학연구 프로그램(NRF-2010-0022026)의 지원을 받아 이루어진 것입니다. 그리고 본 논문은 

2013년 Plant Science, 203–204권 1–7 페이지에 게재된 것을 한국어로 번역하여 2차 출판함을 

밝힙니다.

Supplementary Materials

Supplementary materials are only available online from: https://doi.org/10.29335/ 

tals.2021.59.15

References

1. Dye BT, Schulman BA. Structural mechanisms underlying posttranslational modifi-

cation by ubiquitin-like proteins. Annu Rev Biophys Biomol Struct. 2007;36:131- 

150.

2. Craig A, Ewan R, Mesmar J, Gudipati V, Sadanandom A. E3 ubiquitin ligases and 

plant innate immunity. J Exp Bot. 2009;60:1123-1132.

3. Santner A, Estelle M. Recent advances and emerging trends in plant hormone 

signalling. Nature. 2009;459:1071-1078.

4. Marrocco K, Bergdoll M, Achard P, Criqui MC, Genschik P. Selective proteolysis sets 

the tempo of the cell cycle. Curr Opin Plant Biol. 2010;13:631-639.

5. Ryu MY, Cho SK, Kim WT. The Arabidopsis C3H2C3-type RING E3 ubiquitin ligase 

AtAIRP1 is a positive regulator of an abscisic acid-dependent response to drought 

stress. Plant Physiol. 2010;154:1983-1997.

6. Vierstra RD. The ubiquitin/26S proteasome pathway, the complex last chapter in 



Ju et al.

26｜Trends Agric. Life Sci. Vol. 59 https://www.etals.org

the life of many plant proteins. Trends Plant Sci. 2003;8:135-142.

7. Chen ZJ, Sun LJ. Nonproteolytic functions of ubiquitin in cell signaling. Mol Cell. 

2009;33:275-286.

8. Vierstra RD. The ubiquitin–26S proteasome system at the nexus of plant biology. Nat 

Rev Mol Cell Biol. 2009;10:385-397.

9. Gmachl M, Gieffers C, Podtelejnikov AV, Mann M, Peters JM. The RING-H2 finger 

protein APC11 and the E2 enzyme UBC4 are sufficient to ubiquitinate substrates of 

the anaphase-promoting complex. Proc Natl Acad Sci USA. 2000;97:8973-8978.

10. Tyers M, Jorgensen P. Proteolysis and the cell cycle: with this RING I do thee 

destroy. Curr Opin Genet Dev. 2000;10:54-64.

11. Lin HK, Wang L, Hu YC, Altuwaijri S, Chang CS. Phosphorylation-dependent 

ubiquitylation and degradation of androgen receptor by Akt require Mdm2 E3 ligase. 

EMBO J. 2002;21:4037-4048.

12.Mudgil Y, Shiu SH, Stone SL, Salt JN, Goring DR. A large complement of the 

predicted Arabidopsis ARM repeat proteins are members of the U-box E3 ubiquitin 

ligase family. Plant Physiol. 2004;134:59-66.
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