
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２１１２

若手研究(A)

2013～2011

アブシジン酸の認識を制御するタンパク質複合体の解析

Functional analysis of ABA receptor-signaling complex

７０４０５０４１研究者番号：

西村　宜之（Nishimura, Noriyuki）

独立行政法人農業生物資源研究所・放射線育種場・研究員

研究期間：

２３６８８０４４

平成 年 月 日現在２６   ６ ２３

円    20,500,000 、（間接経費） 円     6,150,000

研究成果の概要（和文）：　ABA受容体であるPYR/PYL/RCARの相互作用因子と翻訳後修飾部位の同定、並びに、ABA受容
体に結合する天然リガンドを探索した。ABA受容体はクラスターAに属するPP2Cと非常に強く相互作用し、ユビキチン化
により植物体内のABA受容体の量が調整され、ABAシグナルを制御する可能性が示唆された。また、ABA受容体はABAと似
た作用を示すが、ABAとは異なる化合物と結合する可能性を示唆する結果を得た。ABAシグナルで働くPP2C間で相互作用
因子が一部異なることから、植物は相互作用因子をうまく使い分けABAシグナルを伝達すると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We pursued to identify the ABA receptors PYR/PYL/RCAR interacting proteins, post-t
ranslational modification sites in PYR/PYL/RCAR and natural ligands bind to PYR/PYL/RCAR. PYR/PYL/RCAR str
ongly interacts with cluster A PP2Cs and seems to be regulated by ubiqutination. The candidate natural lig
ands bind to PYR/PYL/RCAR has ABA like function but not ABA. The cluster A PP2Cs interact with different k
nown ABA signaling components among them, suggested that plant conveniently selected the interactors to tr
ansduce ABA signaling.
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１．研究開始当初の背景 
  植物ホルモンの1つであるアブシジン酸
（ABA）は、植物の環境ストレス応答におけ
る重要な調節物質であり、種子休眠や種子発
芽の抑制、気孔の閉鎖など多岐に植物の生理
作用に関与する。 
 これまでに、研究代表者らは ABA シグナル
伝達経路を制御する mRNA 分解酵素や新規タ
ンパク質脱リン酸化酵素 2C（PP2C）の同定に
成功し、さらに、ABA シグナル伝達経路の最
上流で働く新規 ABA 受容体 PYR/PYL/RCAR フ
ァミリーを独自に同定した。これらの研究を
通じ、ABA シグナル認識および初期応答は、
PYR/PYL/RCAR、PP2C と ABA により活性化する
タンパク質リン酸化酵素SnRK2の３つを中心
に構成され、PYR/PYL/RCAR は PP2C と相互作
用し、ABA 依存的に PP2C 活性を調節するメカ
ニズムを明らかにした（図１）。 
 しかし、未だ細胞や組織レベルでの ABA 認
識やシグナル制御機構の理解には至ってい
ない。そこで、研究代表者は新たな ABA 認識
やシグナル伝達を制御する因子の同定や既
知のABAシグナル因子間の関係などをさらに
明らかにする必要があると考えた。 

 
２．研究の目的 
 研究代表者らがPYR/PYL/RCARを発見して
以降、ABAシグナル伝達は急速に解明されつつ
ある。しかし、ABAの認識機構の全容解明には
至っていない。 
 本 研 究 で は 、 ABA 受 容 体 で あ る
PYR/PYL/RCAR の相互作用因子や翻訳後修飾
部位の同定、並びに、PYR/PYL/RCAR に結合す
る天然リガンドを探索した。さらに、ABA 受
容体と既知のABAシグナル因子との関係を明
らかにし、ABA 認識を制御するタンパク質複

合体の実態とその制御機構の解明に迫るこ
とを研究目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) PYR/PYL/RCAR ファミリーに相互作用す
る因子の同定 
 シロイヌナズナには 14 個の PYR/PYL/RCAR
が存在する。これらのうち、PYR1, PYL1 と
PYL9にYFPを融合したタンパク質を過剰に発
現させたシロイヌナズナ遺伝子組換え植物
体を作成した。 YFP-PYR1, YFP-PYL1 と
YFP-PYL9 過 剰 発 現 体 よ り 、 YFP-PYR1, 
YFP-PYL1 と YFP-PYL9 に相互作用する因子を
抗 GFP 抗体ビーズ、または、抗 GFP 抗体カラ
ムで精製し、質量分析計により、候補相互作
用因子の単離•同定を行った。候補相互作用
因子は、酵母 2ハイブリット法により真の相
互作用因子であるか検証した。さらに、候補
因子については、過剰発現体を作成し、ABA
による種子発芽の抑制効果を評価した。 
 
(2) PYR/PYL/RCAR ファミリーの翻訳後修飾
部位の探索 
 (1)と同様に、YFP-PYR1, YFP-PYL1 と
YFP-PYL9 過 剰 発 現 体 よ り 、 YFP-PYR1, 
YFP-PYL1 と YFP-PYL9 融合タンパク質を抗
GFP 抗体ビーズ、または、抗 GFP 抗体カラム
で精製し、質量分析計により YFP-PYR1, 
YFP-PYL1 と YFP-PYL9 の候補翻訳後修飾部位
の同定を試みた。候補翻訳後修飾部位に変異
を導入した変異タンパク質を一過的、または、
過剰に発現させた植物体を作出し、変異タン
パク質と PP2C との相互作用と ABA による種
子発芽の抑制効果を評価した。 
 
(3) PYR/PYL/RCAR ファミリーに結合する天
然リガンドの探索 
 (1)と同様に、YFP-PYL9 過剰発現体より、
YFP-PYL9融合タンパク質を抗GFP抗体カラム
で精製し、YFP-PYL9 に結合する天然リガンド
を溶出した。ABA 様の活性を指標に、溶媒分
配や HPLC により更なる精製を行い、NMR と質
量分析計により、YFP-PYL9 に結合する天然リ
ガンドの探索を行った。 
 
(4) PYR/PYL/RCAR に制御されないタンパク
質脱リン酸化酵素の解析 
 先行研究より、PYR1 は PP2C の一つである
AHG1 と相互作用しない可能性が示唆されて
いた。そこで、AHG1 と PYR/PYL/RCAR ファミ
リーの相互作用を共沈免疫遠心法で評価し
た。また、AHG1 を介した ABA シグナルで働く
因子と図 1に示す主要な ABAシグナル経路で
働く因子との関係を酵母2ハイブリット法で
検証した。 
 
４．研究成果 
(1) PYR/PYL/RCAR ファミリーに相互作用す
る因子の同定 
 YFP-PYR1 と YFP-PYL1 候補相互作用因子は

   
図 1. ABA 初期応答経路 
PP2Cは ABA依存的にABA受容体により活性
化が調節される。 



抗 GFP 抗体ビーズ、YFP-PYL9 候補相互作用因
子は抗 GFP 抗体カラムで精製し、質量分析計
により候補相互作用因子の単離•同定を試み
た。前者の抗GFP抗体ビーズを用いた系では、
精製条件が厳しかったため、さほど候補相互
作用因子を得ることが出来なかった。一方、
抗 GFP 抗体カラムを用いた系では、精製条件
がマイルドであったため、多くの候補相互作
用因子を同定することに成功した。まず、既
知のABAシグナルで働く因子が存在するかを
調べたところ、抗 GFP 抗体ビーズと抗 GFP 抗
体カラムを用いた両方の系で既にABA受容体
と相互作用すると報告がある ABI1 や AHG3 を
含む多くのクラスターA に属する PP2C が存
在した。これら PP2C のスペクトルカウント
は、ABA 処理により比率が高まっていた。 
 PP2C 以外の候補相互作用因子について、酵
母 2ハイブリット法で ABA受容体との相互作
用を評価したところ、PYL9 と相互作用する因
子を 1個見いだし、PYP1 (PYL9 interacting 
protein)と名付けた。PYP1 は機能重複が考え
られたため、PYP1 を過剰に発現した植物体を
作成し、ABA による種子発芽の抑制を調べた
が、ベクターコントロールと比べ有意な差は
見られなかった。 
 
(2) PYR/PYL/RCAR ファミリーの翻訳後修飾
部位の探索 
 質量分析計を用いた解析より、リン酸化と
ユビキチン化する可能性がある PYL9 の候補
アミノ酸残基を同定することに成功した。リ
ン酸化する可能性があるアミノ酸残基は、ア
ラニンとアスパラギン酸に置換させた変異
タンパク質を過剰に発現させた植物体を作
出し、ABA による種子発芽の抑制効果を指標
に、野生型 PYL9 を過剰に発現させた植物体
と比較解析した。その結果、アミノ酸置換を
導入した変異PYL9過剰発現体は、野生型PYL9
過剰発現体と比べ、ABA に対する感受性が弱
まっていた。一方、ユビキチン化する可能性
があるアミノ酸残基をアルギニンに置換し、
変異タンパク質を過剰に発現させた植物体
は、野生型 PYL9 過剰発現体に比べ、ABA に対
する感受性が若干高まっていた。この PYL9
変異タンパク質は、ABI1 と相互作用した。現
在、今回同定したアミノ酸残基がユビキチン
化することにより、植物体内の PYL9 の量が
調整され、ABA シグナルを制御しているかを
検証している。 
 
(3) PYR/PYL/RCAR ファミリーに結合する天
然リガンドの探索 
 GC-MS、TOF-MS と NMR などを用い、PYL9 に
結合する天然リガンドの同定を試みた。その
結果、ABA と類似した作用を示すが、ABA と
は異なる化合物が PYL9 と結合する可能性を
示唆する結果を得た。現在、天然リガンドを
同定するため、更なる解析を進めており、今
後の結果が期待される。 
 

(4) PYR/PYL/RCAR に制御されないタンパク
質脱リン酸化酵素の解析 
 AHG1 といくつかの PYR/PYL/RCAR との相互
作用を共沈免疫遠心法で調べたが、ABI1 が示
すような PYR/PYL/RCAR との相互作用は見ら
れなかった。一方 AHG1 と似た機能を示すと
考えられている AHG3 は い く つ かの
PYR/PYL/RCAR と相互作用し、先行研究で見出
していた AHG1 相互作用因子である AHIP1 
(AHG1 interacting proteins)とも相互作用
した。AHIP1 は主要な ABA シグナル経路で働
く既知のABAシグナル因子と相互作用するこ
とから、ABA の認識を制御するタンパク質複
合体である ABA 受容体と PP2C は、相互作用
因子をうまく使い分け、ABA シグナルを伝達
すると考えられ、現在検証実験を行っている。 
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