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研究成果の概要（和文）：ケミカルアレイを用いたスクリーニングによって単離されたアブシジン酸（ABA)受容
体アンタゴニストRK460の立体制御による受容体特異性の違いを明らかにした。RK460の構造活性相関研究により
アンタゴニスト活性に必須な構造が明らかとなり、また置換基によってABA受容体への特異性を制御できること
が判った。また理研NPDepoライブラリーよりABA受容体と結合するPP2Cタンパク質の活性を阻害する化合物を見
出し、これがABAだけでなくジャスモン酸応答遺伝子にも影響を与えることが遺伝子発現評価により明らかとな
った。

研究成果の概要（英文）：We revealed that receptor specificity of the abscisic acid (ABA) receptor 
antagonist RK460 which was isolated by screening with a chemical array, can be changed by steric 
control of this compound. Structure-activity relationship studies of RK460 revealed a chemical 
structure essential for its antagonist activity, and it was found that specificity for the ABA 
receptor can be controlled by different substituent. In addition, a compound that inhibits the 
activity of PP2C protein that bind to ABA receptor was screened from Riken NPDepo library. It was 
revealed that the hit compound affects not only ABA but also jasmonic acid responsive gene 
expression by transcript analysis.

研究分野：植物科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
植物は様々な環境ストレスに対し、植物ホルモンを合成して防御機構を発揮する。しかし異なるストレスに応答
するシグナル伝達経路は相互に拮抗することが知られている。特定の防御応答を助長する方法は、遺伝学、生化
学の両手法からよく研究されているが、複数のストレスに晒されてる自然界の状況に対応した研究が求められて
いる。本研究では、植物ホルモン受容体のうち一部のみに作用する化合物を開発した。このような化合物は、ま
だ知られていない受容体の機能分化の解明のためのバイオプローブだけでなく、植物ホルモンシグナル伝達にお
ける拮抗作用を制御できる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
 
（1） 動いて安全な生育環境を選ぶことのできない植物は、様々な環境ストレスに対応する
ための独自の防御機構を兼ね備えている。その代表的な機構は、植物ホルモンの合成
とそのシグナル伝達である。植物は周りの環境からの刺激に応答して植物ホルモンを
生合成し、様々なストレスに対する防御機構を発現させる。植物ホルモンはその受容
体と相互作用することにより、受容体と他の因子との相互作用を変化させ、下流のシ
グナル伝達を開始させる。植物ホルモン受容体には複数のホモログが存在することが
多く、各々の機能分化について未だ不明瞭な点が多い。例えばシロイヌナズナにおけ
るアブシジン酸（ABA）受容体は PYR1、PYL1-13 の 14 種存在するが、それぞれの機
能分化については一部の受容体サブタイプを除いて明らかになっていない。ABA はま
た植物ホルモンのシグナル伝達は互いにクロストークすることもわかっているが、そ
の詳細な分子機構は明らかになっていない。特にABAは植物の免疫応答において重要
な役割を果たすサリチル酸（SA）のシグナル伝達に対して拮抗的に作用する事が知ら
れている。このような拮抗作用に関与するABA受容体がどれであるのかは明らかとな
っていないが、一部の受容体の欠損変異体植物では SAシグナル下流の防御遺伝子の発
現が上昇するという報告（Sánchez-Vallet at al. Plant Physiol. 2012）もあるため、一部
の受容体のみを制御することにより、他の植物ホルモンへの拮抗作用をコントロール
することができると考えられる。 

（2） 当研究グループの先行研究で、ケミカルアレイを用いたスクリーニングによりABA受
容体アンタゴニスト RK460 が単離された(Ito et al. ChemBioChem, 2015)。シロイヌナ
ズナのABA受容体は系統学的に 3つのサブファミリーに分けられるので、それぞれの
サブファミリーに属する受容体との特異性を評価したところ、これは PYR1 に選択的
なアンタゴニストであることが判った。これまでに受容体特異的なABAアンタゴニス
トは報告されていないため、この化合物は受容体機能解明に適するバイオプローブと
なることが期待された。 

 
２．研究の目的 
 
ケミカルバイオロジーの手法を用いて植物ホルモン受容体に結合する化合物をバイオプローブ
として用いることにより受容体機能の解明を目指すとともに、一部の受容体または植物ホルモ
ンのシグナル伝達因子の機能を制御する事で他の植物ホルモンシグナル伝達経路に対する影響
を軽減または増幅させる化合物を探索・創製する。 
 
３．研究の方法 
 
（1） 当研究グループではケミカルアレイを用いたスクリーニングによりアブシジン酸受容
体のアンタゴニスト RK460 を単離した。そこで RK460 を基盤構造として類縁化合物
の有機化学合成が実施された。 

（2） ABA 受容体は、ABAと結合する事により II 型の脱リン酸化酵素（PP2C）と結合して
PP2C を不活化し、その結果下流のリン酸シグナル伝達経路が活性化し、ABA 応答を
引き起こす。この初期シグナル活性化は PP2C の活性抑制を指標として評価する事が
できる。シロイヌナズナの 14 種のアブシジン酸受容体のうち、11 種類の組換えタン
パク質を精製し、これらをホスファターゼアッセイに供することで化合物の受容体に
対するアゴニスト・アンタゴニスト活性評価を行った。脱リン酸化酵素活性は、基質
であるリン酸化ペプチドからの遊離リン酸をマラカイトグリーンによる呈色反応によ
り検出した。 

（3） PP2C 活性を指標とした（2）の反応系を小スケール化し、特定の受容体のアゴニスト
または PP2C 活性阻害剤を、NPDepo ライブラリー化合物よりハイスループットスク
リーニングを行った。 

（4） ホスファターゼアッセイで評価した化合物の植物体での評価は、シロイヌナズナを用
いて植物ホルモン応答遺伝子発現解析により行った。シロイヌナズナを 1/2MS 寒天培
地の入った 96 well plate に播種し、少なくとも 2日間 4℃、暗所に静置した後 22℃、
長日条件（16 時間明期、8 時間暗期）で育成し、化合物処理を 6時間行った。GUSレ
ポーター形質転換体はその後β-Glucuronidase アッセイを行った。qPCR による解析
では凍結破砕したシロイヌナズナより RNAを抽出し、逆転写反応後 qPCRに呈した。 

 



４．研究成果 
 
（1） PYR1 選択的な ABA 受容体アンタゴニスト RK460 の全立体異性体を合成し、シロイ
ヌナズナの 11 種の ABA 受容体と PP2C を用いたホスファターゼアッセイにより、立
体異性体による受容体特異性の違いを明らかにした。全立体異性体の中でも
(+)-RK460 が最も強い活性を有しており、これが PYR1 に特異性を示したのに加え、
PYR1 と PYL1 両受容体に対してアンタゴニスト活性を示した光学異性体も見出した。 
 
 
 
 
 
 
 

 
（2） このような受容体選択性のあるアンタゴニストは植物ホルモンシグナル伝達系の解析
のための有用なバイオプローブとなることが期待されたため、強い活性の見られた化
合物について構造展開を行うことにした。20 種類以上の(+)-RK460 誘導体と 11 種の
ABA 受容体を用いたホスファターゼアッセイにより、アンタゴニスト活性に必須な構
造が明らかとなり、また置換基によって各受容体への活性を制御できることが判った。 
PYR1 を含む ABA 受容体の変異株は SA 応答遺伝子の発現と防御応答が亢進すること
が報告されているため、今後、これら誘導体処理をした植物での植物ホルモン応答遺
伝子の発現解析を行う予定である。 

（3） また理研NPDepoライブラリー約10000化合物のハイスループットスクリーニングに
よりABA受容体と結合する PP2C タンパク質の活性を阻害する化合物を見出した。こ
の化合物をシロイヌナズナ芽生えに処理し、遺伝子発現解析を行ったところ、この化
合物がABA応答遺伝子の発現を誘導することを確認した。よって、PP2C 活性を阻害
する化合物によってABA シグナルを誘導できることが判った。さらに、この化合物を
処理した植物ではジャスモン酸（JA）応答遺伝子にも影響を与えることが遺伝子発現
評価により明らかとなった。よってこの化合物はABA、JA 両植物ホルモンシグナル伝
達経路を活性化する可能性がある。一方、この化合物含有培地にシロイヌナズナを播
種したところ、生育阻害が見られた。 
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