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研究成果の概要（和文）：近年、植物におけるタンパク質のチロシン(Tyr)リン酸化の生物学的役割に注目が集
まっている。しかしながら、植物プロテインチロシンキナーゼの存在や、Tyrリン酸化の生物学的な意義は不明
であった。研究代表者らは、植物ホルモン・ジベレリン(GA)受容体の量がユビキチンリガーゼGARUによって負に
制御され、一方、GARUはTAGK2依存的なTyrリン酸化によって不活性されることでGID1が安定化することを見出し
た。本研究成果から、TAGK2依存的なTyrリン酸化とGARU依存的なユビキチン化によってGID1タンパク質を介した
GA応答が厳密に調整されていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Several recent studies suggest that plants have a Tyr-phosphorylation signal
 pathway, although, the role of Tyr-phosphorylation in biochemical and physiological processes is 
poorly understood. Here, we demonstrate that GARU (GA receptor RING E3 ubiquitin ligase) mediates 
ubiquitin-dependent degradation of phytohormone gibberellin receptor GID1, and that the plant 
tyrosine-protein kinase TAGK2 inhibits GARU-GID1A interactions by phosphorylation of GARU at Tyr 
residue. We propose that GA response is negatively regulated by GARU-dependent GID1 ubiquitination 
and positively by Tyr phosphorylation of GARU by TAGK2.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景	
ゲニステイン(GNS)は主にダイズなどのマメ
科植物が生産するイソフラボンの一種である
が、広範な動物プロテインチロシンキナーゼ
(Tyr-PK)の活性を阻害する機能を有すること
が明らかになっている。興味深いことに、タ
バコやオオムギなどに GNS を処理すると、生
育・分化などの制御に関わる植物ホルモン・
ジベレリン	(GA)	シグナルが顕著に抑制され
ることが明らかになっており、これらの結果
から、植物には GNS 高感受性の植物 Tyr-PK が
存在し、Tyr-PK によって GA シグナルが制御
されている可能性が示唆されている。しかし
ながら、現在までに、植物から動物 Tyr-PK と
相同性の高い遺伝子は見出されていないため
に、GNSの標的となりうるTyr-PKの存在やTyr
リン酸化の生物学的意義については明らかに
されていない。	
研究代表者らはこれまでに、植物内において

特定の基質分子の Tyr リン酸化を触媒する
CDPK-related	PK	(CRK)	ファミリーを同定し
ている。さらに、CRK ファミリーは GNS によっ
て顕著に活性が阻害されることを見出してお
り、我々は CRK を	TAGK	(target	of	genistein	
protein	kinase)	と命名した。分子遺伝学的
なアプローチによって、TAGK ファミリーのう
ちの TAGK2 は GA シグナルの正の調節因子と
して機能する可能性を見出している。さらに、
GA 受容体 GID1 と相互作用する新規同定因子
RING 型ユビキチン E3 リガーゼ	 GARU	 (GA	
receptor	 RING	 E3	 ubiquitin	 ligase)	 は
TAGK2 によって Tyr リン酸化されること、リ
ン酸化状態の GARU は GID1 と相互作用できな
いことなどを明らかにしている。以上の結果
から、TAGK2-GARU-GID1 間のネットワークが
GAシグナルの調節機構として機能している可
能性が推測される。	
	
２．研究の目的	
本研究では、GARU 依存的な GA 受容体のユビ
キチン化と分解の可能性と、TAGK2 依存的な
GARUの Tyr リン酸化の機能を解析することに
より、新たなGAシグナル伝達制御機構の発見
と、Tyr リン酸化の生物学的な意義を明らか
にすることを目的とする。	
	
３．研究の方法	
(1)	 GARU 依存的な GID1 ユビキチン化の生物
学的意義の解析	
受容体 GID1 と相互作用する新規因子 GARU が
ユビキチン化依存的な GID1 の分解誘導に関
与することを明らかにするために、コムギ無
細胞系を用いた	in	vitro	ユビキチン化アッ
セイおよび、植物細胞による一過的発現系を
用いた	 in	 cell	 ユビキチン化アッセイによ
って解析した。さらに、garu 遺伝子欠損体に
おける GID1 安定性、GA応答性を解析した。GA
応答は、主に受容体が GA シグナル抑制因子
DELLA と GA 依存的に結合し、分解誘導するこ
とによって開始されると考えられている。そ

こで、GA依存的な DELLA タンパク質の分解速
度の解析や、GA依存的な胚軸伸長率について
評価した。	
	
(2)	GARU の Tyr リン酸化の生物学的意義の解
析	
TAGK2 依存的な GARU の Tyr リン酸化は、GARU-
GID1間の相互作用を抑制することが明らかに
なっている。そこで、TAGK2 によって Tyr リン
酸化された GARU が GID1 をユビキチン化でき
るかどうかを上記(1)と同様に	in	vitro およ
び	in	cell	アッセイ系を用いて解析した。さ
らに、TAGK2 高発現体および tagk2 遺伝子欠
損体における GID1 安定性、GA 応答性を評価
し、TAGK2 依存的なGARU の Tyr リン酸化の機
能を解析した。	
	
４．研究成果	
(1)	 GARU 依存的な GID1 ユビキチン化の生物
学的意義の解析	
シロイヌナズナのゲノム上には GA受容体が 3
種	(GID1A,	GID1B,	GID1C)	存在するが、in	
vitro	ユビキチン化解析の結果、GARU は 3種
すべての受容体をユビキチン化することが明
らかになった。また、一過的発現解析におい
ても、GID1 は GARU 活性依存的にユビキチン
化されることが確認された。さらに、GID1 と
GARU を共発現させると GID1 の発現量が顕著
に低下すること、プロテアソーム阻害剤MG132
によって GID1 タンパク質量が回復すること
などから、GARU 依存的な GID1 のユビキチン
化は 26S プロテアソーム系による分解誘導に
関与することが明らかになった(図 1)。GARU
による GID1 のユビキチン化部位を同定する
ために、GID1 タンパク質上に存在する 17 ヶ
所のリジン残基を個々にアルギニンに変換し
た変異体 GID1を作成し、in	vitro	ユビキチ
ン化解析を実施した。１〜4 重リジン残基変
異体 GID1 はいずれも GARU 依存的にユビキチ
ン化されたが、リジン残基をすべてアルギニ
ンに変換した変異体 GID1 はユビキチン化さ
れなかったことから、GARU によるユビキチン
化は GID1 タンパク質上の複数ヶ所のリジン
残基で起こることが明らかになった。現在ま
でに、ユビキチン化部位の同定に至っていな
いが、GARU が GID1-DELLA 複合体をユビキチ
ン化できないことを見出していることから、
GARU によるユビキチン化は GID1 と DELLA の
接合面のリジン残基で起こる可能性が高い。	
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図 1	GARU 活性依存的な GID1 分解	



garu 遺伝子欠損体における GID1 の安定性を
タンパク質翻訳阻害剤シクロへキシミドを用
いて解析した結果、garu 遺伝子欠損体におい
て GID1 タンパク質の安定性が向上している
ことが明らかになった。さらに、garu 遺伝子
欠損体は野生型と比較して、GA 誘導性の
DELLA分解速度の促進、胚軸伸長率の向上が認
められた(図 2)。これらの結果から、GARU は
GID1をユビキチン化依存的に分解することで、
GAシグナルを負に制御する働きがあることが
明らかになった。	

	
(2)	GARU の Tyr リン酸化の生物学的意義の解
析	
まず、TAGK2 によるGARU の Tyr リン酸化が植
物細胞内において触媒されるかどうかを一過
的発現系によって解析した。その結果、GARU
の Tyr321 残基は TAGK2 活性依存的にリン酸
化されること、TAGK2 の阻害剤である GNS 処
理によってリン酸化レベルが減少することが
明らかになった。さらに、GNS 処理は GID1 タ
ンパク質レベルの減少を誘導したことから、
TAGK2 依存的な GARU のリン酸化は GID1 の安
定化に関与すると考えられる。ついで、TAGK2
による Tyr リン酸化が GARU 活性に及ぼす影
響を評価するために、GARU のリン酸化部位に
変異を導入した擬似リン酸化型(Tyr321Glu,	
Tyr321Asp) お よ び非 リ ン 酸化 型 変 異体
(Tyr321Phe)	を作成し、植物細胞内における
ユビキチン化活性を解析した。その結果、野
生型と比較して、擬似リン酸化型GARU を発現
させた細胞内においては GID1 のユビキチン
化および分解誘導の減退が確認された。さら
に、tagk2遺伝子欠損体および高発現体におけ
る GID1 安定性および GA 応答性を解析したと
ころ、高発現体内では GID1 の安定化、GA応答

能の亢進が確認された(図 2)。これらの結果
から、TAGK2 依存的な Tyr リン酸化は GARU の
不活性を誘導することによって GID1 を安定
化し、結果的に GA応答を亢進する働きがある
ことが明らかになった。また、GNS は TAGK2 を
阻害することによって、GARU 活性化および
GID1 の分解を誘導し、結果的に GA 応答を抑
制している可能性を見出した。	
	
本研究成果は、世界で初めて植物内における
GNS の標的分子を同定し、Tyr リン酸化の生物
学的な意義を明らかにした。TAGK の Tyr リン
酸化によるタンパク質−タンパク質間相互作
用制御の発見は、これまで未解明だった植物
における Tyr リン酸化による制御機構解明の
重要な足掛かりになることが期待できる。さ
らに、植物は GARU によるユビキチン化と
TAGK2 による Tyr リン酸化という２つの翻訳
後修飾によって GID1 量を厳密にコントロー
ルし、GAシグナルの恒常性を維持しているこ
とが明らかになった。また、GNS は主にマメ科
植物などが生産する二次代謝産物であるが、
本研究成果から、GNS が他植物のTAGK を標的
とした植物間コミュニケーションのためのシ
グナル分子として機能している可能性が示唆
される。今後、シグナル分子としての GNS の
機能や、TAGK ファミリーの機能を詳細に解析
することで植物における Tyr リン酸化の生物
学的な意義を明らかにしていきたい。	
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