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研究成果の概要： 

 ジベレリン（GA）受容体は、ジベレリンと結合すると抑制因子である DELLA タンパク質（SLR

１）と結合し SLR1 を分解し、脱抑制させることがわかっている。本課題では、受容体と GA と

の結合、SLR１との結合に関して、構造解析（X 線構造解析）、in vitro、in vivoのレベルで解

析を行い、その分子メカニズムを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

 ジベレリン（GA）は、植物の生長を促進す

る植物ホルモンであり、本ホルモンの欠損や

伝達異常が起こると、植物は矮性・花形態異

常・発芽の異常などを引き起こす。研究開始

当時、本研究代表者らは、ジベレリン非感受

性変異体gid1の原因遺伝子を単離し、GID1タ

ンパク質が核内GA受容体であることを明らか

にしていた（Nature 2005）。さらに、イー

スト・ツーハイブリッドアッセイにより、GID1

受容体が抑制因子のDELLAタンパク質とGA依

存的に結合することが明らかになった。これ

らの結果をふまえ、本研究では、ジベレリン

受容体GID1とDELLAタンパク質を中心にして、

GA受容のさらなる理解をめざすこととした。 

  

２．研究の目的 

 本研究者が、２年の申請期間で明らかにし

たいことは、以下の２点であった。すなわち、

（１）GID1受容体が、どのドメインでどのよ

うにしてGAを受容するか（受容メカニズム）、

（２）GAを受容したGID1が、どのようにして

DELLAタンパク質と結合できるようになるか、

である。したがって、（１）と（２）の課題
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について、in vivoおよびin vitro両面から

詳しく解析することを本研究の目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1) in vivoにおけるGA依存的なGID1とDELLA

タンパク質との相互作用の解析 

 イースト・ツーハイブリッドの実験により、

酵母内でGID1とDELLAタンパク質がGA依存的

に結合することが明らかになった（Nature, 

2005)。しかしながら、植物体内における両

者の結合を示すことはGID1受容体を理解す

る上で必須と考えられる。そこで、in vivo

におけるGA依存的なGID1とDELLAタンパク質

との相互作用の解析を行う。in vivoにおけ

る相互作用の解析方法として以下の２つの

方法を試みる。 

① 共免疫沈降法 

 GID1-GFPを過剰発現させた形質転換イネ

において、GID1-GFPタンパク質はGID1として

正常に機能することが分かっている（Nature, 

2005)。そこで、GID1-GFPを過剰発現させた

イネのカルスもしくは、植物体にGA処理を行

い、その素抽出液からGFP抗体を用いて免疫

沈降を行う。さらに、免疫沈降画分にSLR1(イ

ネにおけるDELLAタンパク質）が共免疫沈降

されるかどうかをSLR1抗体を用いて調べる。

同時に、gid2変異体（DELLAタンパク質の分

解に関わるF-boxタンパク質の欠損変異体イ

ネ）に対してもGID1-GFPを過剰発現させ、同

様な共免疫沈降を行う。gid2変異体中では、

GID1-GFPがGAを受容してSLR1と結合するに

もかかわらずSLR1が分解されないので、多量

のSLR1が共免疫沈降されることが期待され

る。 

②  BiFC (Bi-molecular fluorescent 

complementation) 法 

 本法は、結合能を調べようとする２つのタ

ンパク質に N 末 側と C 末 側 に分割した

YFP(YFPN, YFPC)との間で融合タンパク質を

作成し、２つのタンパク質が結合する場合に

YFPが再生され蛍光が植物内で観察されると

いう方法である。そこで、GID1とSLR1にYFPN

もしくはYFPCをつないだコンストラクトを

作成し、アグロバクテリウムを介してたばこ

内で一過的発現を観察する。 

 

(2) GID1受容体のドメイン解析 

 GID1 受容体には、GA と結合するドメイン
と、SLR1 と結合するドメインがあると考えら
れる。イネとアラビドプシスの３つの GID1
ホモログの間で共通なアミノ酸すべてを
個々にアラニンに置換した変異型 GID1 タン

パク質を作成し、その GA 結合能と DELLA タ
ンパク質結合能を調べる（アラニン・スキャ
ニング）。 
 
(3) GID1 受容体の結晶化と X 線構造解析 

 GID1受容体を大腸菌にてリコンビナント

タンパク質として大量調製、精製して結晶化

を行う。結晶に対してX線構造解析を行う。 

 

(4) GID1受容体の反応速度論的解析 

 GID1は受容体であるので、反応機構を知る

ためにはリガンド（GA)や相互作用するDELLA

タンパク質との反応速度論的解析が重要で

あると考えられる。そのために、ビアコアを

用いた解析を行う。すでに、GID1は、Hisタ

グまたは、GSTタグとの融合タンパク質とし

て安定的に大腸菌を用いて大量精製するこ

とが可能であり、精製タンパク質がGA結合能

を有していることは確認している。一方、

DELLAタンパク質に関しては、多くの研究者

がリコンビナントタンパク質合成の困難さ

を報告しているが、研究代表者は、イネの

DELLAタンパク質であるSLR1がGSTタグとの

融合タンパク質として安定的に大腸菌を用

いて大量精製出来ることを確認している。そ

こで、これらリコンビナントタンパク質を用

いてビアコアによる解析を行う。 

 

(5) gid2変異体におけるGAシグナル伝達 

 gid2変異体は、Fボックスタンパク質であ

るGID2が壊れているために、SLR1タンパク質

の分解が起こらずGAシグナルは流れないと

考えられてきた。しかしながらgid2変異体を

様々なGA濃度で育てることによりgid2変異

体においても、部分的にGAシグナルが流れて

いることがわかってきた。本課題では、形質

転換体や、変異体を利用してその理由を明ら

かにする。 

 
４．研究成果 
(1) in vivoにおけるGA依存的なGID1とSLR1

（DELLAタンパク質）との相互作用の解析 

① 共免疫沈降法 

 GID1-GFPを過剰発現させたイネのカルスに

GA処理を行い、その素抽出液からGFP抗体を用

いて免疫沈降を行った。その結果、in vivo

においても、GID1とSLR1がGA依存的に結合し

ていることが明らかになった。 

②  BiFC (Bi-molecular fluorescent 

complementation) 法 

 GID1とSLR1にYFPNもしくはYFPCをつないだ

コンストラクトを作成し、アグロバクテリウ

ムを介してたばこ内で一過的発現を観察した



 

 

。GID1とSLR1の結合による、YFPの蛍光が観察

された。さらに、変異SLR1タンパク質を用い

た 実 験 か ら そ れ ら の 結 合 が SLR1 の

DELLA/TVHYNPドメインを介して行われている

ことが明らかとなった（図１）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ BiFC 法による GID1 と SLR１の結合 

  

 

(2) GID1受容体のドメイン解析 

 イネとアラビドプシスの３つのGID1ホモロ

グの間で共通なアミノ酸すべてを個々にアラ

ニンに置換した変異型GID1タンパク質を作成

し、そのGA結合能とDELLAタンパク質結合能を

調べた（アラニン・スキャニング）。その結果

、ジベレリン結合ならびにDELLAタンパク質と

の結合に必要なドメインは、ほぼ共通してお

り、それは、GID1がリパーゼとの構造類似性

から類推される活性中心部位とリッドドメイ

ンであることが明らかとなった。 

 

(3) GID1受容体の結晶化とX線構造解析 

 ジベレリン受容体GID1の構造を、X線結晶解

析により明らかにした（図２）。その結果、

GID1は、α、β̶ハイドロラーゼと同様な構造

をもち、その活性中心に対応する部分でジベ

レリンと結合していること、活性中心にかぶ

さる蓋があり、その部分でSLR１と結合してい

ることが明らかとなった。さらに、シダ型に

対応する変異型GID1が、結晶構造から類推す

ると不活性型ジベレリンに対してより結合活

性を示すことが予想できた。実際、その部分

をシダ型にかえた変異型GID1を作成し、その

不活性型ジベレリンに対する結合能を調べた

ところ、たしかに結合活性が高まっているこ

とが示された。このことは、GID1が、進化の

過程でしだいに活性型ジベレリンのみを認識

し、活性型ジベレリンに高い結合活性を示す

ように変化していったという考え方を支持す

るものであった。 

 

 図２ GID1受容体の構造 

 

(4)  GID1受容体の反応速度論的解析 

 in vitroにおけるGID1受容体とGAの結合様

式、GA存在下におけるGID1受容体とSLR１タン

パク質との結合様式についてビアコアを用い

て解析した。その結果、GID1、SLR１の結合に

関する結合定数等を求めることが出来、その

値は、in vivoにおける現象を十分説明できる

ものであった。 

 

(5) gid2変異体におけるGAシグナル伝達 

 今までの研究によりGID1はジベレリン受

容体として機能し、GAと結合したGID1受容体

は、抑制因子であるDELLAタンパク質と結合

し、SCFGID2を介してDELLAタンパク質を分解に

導くことによりGA応答が起きていることが

明らかになってきた。ところが、gid2欠損変

異体では、DELLAタンパク質が分解されない

にもかかわらず、GA応答が一部起きているこ

とが分ってきた。この応答は、ジベレリン、

GID1量依存的であった。これらのことから、

このGA応答は、gid2変異体で、GID1-GA-SLR1

コンプレックスが形成されるとSLR１の抑制

活性が失われるからであると結論した。 
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