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研究成果の概要（和文）：本研究では、植物の生長・分化などを司る植物ホルモンの活性を解析・制御する新技
術として、植物ホルモン共受容体サブタイプ選択的な「リアクティブケミカルツール」を開発した。植物ホルモ
ンは多くの場合、2種類のタンパク質間相互作用(PPI)を誘起することでその活性を示すが、共有結合形成によっ
て一部のPPIのみを選択的に誘導させることで、植物ホルモンの望みの活性のみを引き起こすことを目指した。
研究期間内にこの目的を達成しうる基礎的な化学戦略を考案し、モデル系にて実証実験を行うことができた。

研究成果の概要（英文）：We herein developed a "reactive-chemical tool" for subtype selective 
activation or regulation of plant hormone co-receptors. Plan hormones often exhibit complex 
activities by inducing various combinations of protein-protein interactions (PPI). In this study, we
 aimed to induce the desired activity of plant hormones by selectively inducing a part of PPIs by 
covalent bond formation with plant hormone receptors. During the research period, we were able to 
devise a basic chemical strategy, and verify the proof-of-princible with a model system.

研究分野：ケミカルバイオロジー

キーワード： 植物ホルモン　タンパク質間相互作用　ケミカルバイオロジー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本手法は、植物の生長や防御、分化など様々な現象に関わる植物ホルモンの活性制御を実現する新たな化学的戦
略として、食糧問題の解決などに貢献しうる。また本戦略が対象とするタンパク質間相互作用は、医薬品の重要
なターゲットでもあるため、創薬研究のブレークスルーにもなりうると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
人口増大と国土面積縮小に伴う食料問題の解決には、安全かつ安定に農作物を供給する方法論

が求められており、そのためには植物生理学の「分子・原子レベルの理解と制御」が必要である。

植物の発生・成長・分化などを司る生理活性分子として植物ホルモンが知られており、その活性

を解析／制御する技術は、上記の食料問題解決に直結することが期待される。多くの植物ホルモ

ンは、2種類のタンパク質間相互作用（PPI）を誘起することでその活性を示す。PPIは重要な薬

剤標的として注目されているものの、その相互作用界面はタンパク質—小分子リガンド間と比

べ大きく複雑であり、PPIを制御するリガンドの一般的な設計戦略は未だ存在しない。また、植

物ホルモンの共受容体には複数のサブタイプが存在し遺伝的重複性が高いため、シグナル伝達

経路の解析・制御に遺伝学的手法では限界がある。すなわち、植物生理を厳密に理解し制御する

には、植物体内で選択的な PPIを制御する有効なケミカルツールの開発が必要不可欠である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、共有結合形成による PPI誘導で、植物ホルモンの望みの活性のみを誘起する「リ

アクティブ分子糊」（図 1）を開発することを目指した。我々はこれまでに、植物免疫を制御す

る植物ホルモン、ジャスモン酸に焦点を当て、この天然リガンドの一部の立体を反転した立体異

性体、及び結晶構造を基にした docking studyによる構造最適化を経て、サブタイプ選択的な PPI

の制御を検討してきた（ref: Ueda, M., et al. Nat. Commun. 2018, 9, 3654）が、この戦略は３次元構

造が未知の受容体には適用が困難であり、不斉点の少ない天然リガンドを基にできない点で汎

用性に欠ける。そこで本研究ではこれら難題を克服する手段として、分子糊型リガンドである植

物ホルモン類縁体に反応性官能基を導入し、受容体の結合界面にある反応性アミノ酸と共有結

合を形成する手法を開発し、特定のタンパク質ペアの PPI誘導を実現することを目指した。 

 
図１. リアクティブ分子糊による選択的 PPI誘導の模式図 

 
３．研究の方法 
本研究では、ジャスモン酸共受容体のサブタイプ選択的活性化を目指して、この天然リガンド

である植物毒素コロナチン（COR）を基体とした「リアクティブ COR」を開発する。具体的に

ジャスモン酸共受容体とは、ユビキチンリガーゼの COI1 と転写リプレッサーである JAZ であ

り、JAZには 13種類のサブタイプが存在するため、一部の JAZとのみ共有結合形成するリガン

ドを開発する。この分子は、共有結合により低濃度かつ持続的に PPIを誘導できると期待され、

植物体内でこの PPIに付随して起こる選択的な JAZリプレッサーの分解と遺伝子の転写活性化、

並びに植物個体における免疫応答強化の実現を目指す（図 2）。すでに我々は、全ての JAZサブ

タイプと COI1の発現系と、その複合体の構造ホモロジーを構築済みであり、これらタンパク質

材料と構造学的知見を基にして、特定のアミノ酸と選択的に反応しうる「リアクティブ COR」

を設計・合成する。この分子による JAZとの共有結合形成を、MS-MS解析やプルダウン実験な

どの生化学的アッセイで確認すると共に、有望な化合物について植物個体での phenotype assayに

供する。ただし、これまでの申請者自身の知見 (ACIE, 52, 4088 (2013)など) から、タンパク質ラ



ベルにおいてラベル化サイト選択性と反応効率を制御するのは困難であり、反応基と反応性ア

ミノ酸との距離、組み合わせに極めて鋭敏であることが分かっている。本系でもこの点を考慮し

て、反応点の位置や立体化学などを in silico解析を併用しながら実施する。 

 
図 2. リアクティブ CORによる JAZ選択的な COI1との PPI誘導、および選択的応答強化. 

 
４．研究成果 
（1） リアクティブリガンドと Cys導入 JAZの設計 

 まず、標的に据えたジャスモン酸共受容体の一つである JAZ リプレッサーの相互作用界面に

は適当な反応性官能基が無いため、適切な位置に反応性アミノ酸を導入した Cys 導入 JAZ を考

案した。もう一つの受容体であるユビキチンリガーゼ F-boxタンパク質 COI1と、ジャスモン酸

リガンド（JA-Ileおよび COR）が複合体を形成すると、JAZリプレッサーの結合ドメインである

Jas motifがリクルートされ PPIが引き起こされる。COI1-JA-Ile/COR-JAZ1との X線結晶構造解

析の報告から、ジャスモン酸リガンドのケトン部位と、JAZ1リプレッサーJas motifのうち３残

基のアミノ酸が近接することが明らかになっている（ref: Zheng, N. et al. Nature, 2010, 468, 400）。

また、このケトン部位にオキシム結合を介して置換基を導入した化合物は、COI1 には結合する

が JAZとの三者複合体を形成しないことから、COI1-JAZ共受容体のアンタゴニストとして機能

することが示されている（ref: Solano, R., Nat. Chem. Biol. 2014, 10, 671）。これらの知見を活かし

て、３箇所のアミノ酸を Cys変異した Jas motifペプチドを設計した。また CORのケトン部位か

ら反応性官能基をオキシム結合を介して導入したいくつかのリアクティブ COR について、

CysJAZ との in silico 解析による共有結合を介したドッキングシミュレーションを実施した

（CovalentDOCK）。その結果、ある特定の組み合わせにおいて、共有結合を介して PPIが引き起

こされることが示唆された。そこで次に、この組み合わせの化合物と Cys-JAZ1を用いて検討を

行なった。 

 

（2） 試験官内での JAZサブタイプ特異的 PPI誘導 

前節にて設計した分子およびについて有機合成を行い、実際に試験官レベルでのペプチドの質

量変化や、COI1とのプルダウンアッセイ系（ref: Ueda, M., et al. Nat. Commun. 2018, 9, 3654）に

供した。まず反応性リガンドは、CysJAZ1と COI1との PPIを引き起こすこと、それに伴って共

有結合で CysJAZ と連結されること、またこの反応は Cys を含まない wtJAZ1 を用いた場合や、

COI1を含まない条件では観測されなかったことなどから、COI1-リアクティブ COR-CysJAZ1と

の三者複合体形成に伴って進行する事が明らかとなった。また比較対象として天然リガンドで

ある CORは、Cysの変異に限らず、野生型 JAZサブタイプ全て（JAZ1-13）と COI1との PPIを

誘起した一方で、反応性リガンドは、野生型 JAZ1-13とは反応せず PPIを誘起しないことから、

Cys導入 JAZ1特異的な分子糊として機能することが明らかとなった。 

上記の研究は全て JAZの Jas motifを基にした検討であったが、Cysを変異導入した全長 JAZタ

ンパク質を大腸菌発現系によって調整し評価したところ、全長 CysJAZタンパク質においても同



様に、COI1との PPIを誘起させることが確認された。さらにこの分子は、JAZ1以外のサブタイ

プに Cysを導入しても、COI1との PPIを誘起することが明らかとなった。すなわちこの分子は、

Cysを導入した任意の JAZ選択的に COI1との PPIを誘起する、極めて有用な分子ツールになり

うることが示唆された。 
 
（3） 植物個体での JAZサブタイプ特異的 PPI誘導と分解 
 上記の知見を活かして、植物個体中に Cys を変異導入した JAZ の蛍光タンパク質融合体の過

剰発現株を樹立し、植物個体中での機能評価を行った。具体的には、植物中での過剰発現プロモ

ーターの下流に Cys 及び野生型 JAZ-GFP を連結したプラスミド（35S:wtJAZ-GFP 及び

35S:cysJAZ-GFP）を導入した植物個体の形質転換体を取得し、根の蛍光観察を行った結果、JAZ

の局在を示す蛍光画像を取得できた。この状態の植物に、天然リガンドである CORを投与する

と、野生型及び Cys導入体のいずれにおいても GFP蛍光の消失が確認され、この蛍光消失はプ

ロテアソーム阻害剤によって抑制されることから、COI1との PPI誘導後、ユビキチン化を介し

たプロテアソーム分解が確認された。一方で、開発したリアクティブ COR を投与したところ、

野生型では蛍光の消失が確認できなかったが、CysJAZ-GFP の蛍光は選択的に消失した。また、

この変化はプロテアソーム阻害剤によって抑制された。さらにこの現象は western blotting によ

っても確認できた。最後に、試験官と同様、JAZ1以外にも複数の Cys導入 JAZの蛍光消失、分

解を確認できたことから、本戦略は植物個体中でも極めて有効に機能し、任意の標的 JAZとCOI1

との PPI を誘導するだけでなく、ユビキチン化を介したプロテアソーム分解を引き起こすこと

が実証された。このように本研究では、植物個体中でも十分に選択性の高い PPI誘導能を有する

共有結合型分子糊を新規に開発することができたと考えられる。 
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