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研究成果の概要（和文）：植物の根の形態形成に関与するGRASファミリーと転写因子IDDファミリーの相互作用
に着目して、構造生物学的・生化学的手法を用いてより詳細な転写制御の分子機構の解析を行った。GRASファミ
リーのSCL3とIDDファミリー複合体のX線結晶構造解析を行った結果、既存のGRAS-IDD相互作用とは異なる新規の
相互作用であることが明らかとなった。また、生化学的な解析から転写因子IDDファミリーとGRASタンパク質の
組み合わせによって多数のタンパク質から構成される複合体が形成され、複雑な転写制御が行われている可能性
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We have performed structural and biochemical analyses of the plant proteins,
 GRAS family and transcription factor IDD family, essential for the plant root development. The 
crystal structure of the SCL3-IDD protein complex 
revealed that SCL3 forms a homodimer and binds two BIRD/IDD transcription factors. The binding mode 
in SCL3-IDD complex is in sharp contrast to that found in a previous structure of the SHOOT-ROOT 
(SHR)-SCARECROW (SCR) heterodimer bound to BIRD/IDD transcription factors where N-terminal ZF motifs
 dock into the ZF-binding groove located at the alpha/beta core subdomain of SHR. We identified a 
conserved SDB motif in 12 out of 16 Arabidopsis BIRD/IDD-TF members. We also provide evidence that 
BIRD/IDD binds SHR/SCR and SCL3 simultaneously. These results expand and deepen our knowledge of the
 molecular mechanisms by which GRAS and BIRD/IDD members mediate cross-talk and networking of 
signaling pathways.

研究分野： 構造生物学

キーワード： X線結晶構造解析　転写制御　分子認識　GRASファミリー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物の根の形態形成は成長過程と調和して転写制御をオン・オフにするため、複雑に制御されている。本研究で
は根の形態形成に重要な2つのファミリーGRAS, IDDファミリーについてその立体構造解析と分子相互作用解析の
結果から、GRASファミリーとIDDファミリーの相互作用様式には多様性があることを示し、結合する組み合わせ
によって様々な転写制御複合体を形成し得ることを明らかにした。本成果は植物の複雑な転写制御機構の理解を
深めると期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

高等植物の非対称分裂研究は、根の分裂組織について研究が進んでいる。シロイヌナズナ

の根は 5 種類の始原細胞の反復した分裂によって、放射パターンと呼ばれるパターン形成

を示して組織が同心円状に形成される。根のパターン形成異常を示す種々の変異体植物や

トランスジェニック植物の解析によって、 SCARECOW (SCR), SHORT ROOT (SHR)は皮層

と内皮の 2 つの細胞層を形成する皮層/内皮始原細胞の非対称分裂や幹細胞性の維持、内皮

細胞の運命決定など中心的な役割を果たしている。SHR、SCR とアミノ酸配列相同性の高

い領域（GRAS ドメイン）を持つタンパク質群が高等植物で保存され GRAS ファミリーと

いう転写制御タンパク質群を形成している。しかし、GRAS ドメインは既知の DNA 結合モ

チーフを持たず、GRASファミリーによる転写制御機構はよく分かっていない。 

近年、SCR、SHR と遺伝的に相関性のある転写因子 IDD ファミリーに属する IDD3、IDD10

は SHR、SCR と相互作用することが報告された。我々は研究開始までに GRASファミリー

SHR、SCRと IDD ファミリーからなる複合体の構造解析を行い、GRAS ヘテロ二量体形成、

IDD ファミリーの特異的な認識機構を原子レベルで明らかにして、転写制御のコファクタ

ーとして機能を明らかにしていた。 

興味深いことにジベレリン依存的な根の形態形成に関与する GRAS ファミリーDELLA、

SCL3も IDDと相互作用することが報告された。しかし、SHR/SCRは IDDの Zinc Finger領

域と相互作用するのに対して、DELLA、SCL3 の GRAS ドメインは Zinc Finger 領域ではな

く、C 末端側の領域で相互作用する。このことから、DELLA、SCL3による IDDタンパク質

の認識・制御機構は SHRによるものとは異なることが強く示唆された。また、SHR/SCRの

下流および DELLA タンパク質下流で活性化される遺伝子が異なることから、GRASファミ

リーは IDDの標的を変換する機能を担っている可能性が考えられた。SHR/SCR 経路、ジベ

レリンシグナルはいずれも根端分裂組織において、内皮細胞の分化に関与することが報告

されているが、そのクロストークについては、ほとんどよく分かっていなかった。 

 

２．研究の目的 

本研究では SCL3、DELLA タンパク質による IDD ファミリー認識機構と、IDD ファミリーを

介した SHR/SCR経路とのクロストーク機構の分子レベルでの解明を目指した。具体的には SCL3

または DELLA タンパク質と IDD ファミリーの単体および複合体立体構造解析を行って原子レ

ベルで転写制御の分子機構を明らかにする。これに加えて生化学的・物理学的手法を用いて IDD

対する SHR/SCR、SCL3 や DELLA タンパク質の相互関係（競合関係か協調関係か）や IDD の

DNA 結合に対する GRAS ファミリー結合の影響を明らかにする。以上の研究によって、GRAS

ファミリーと IDD ファミリーによる転写制御機構解明、ひいては根の形態形成制御機構の一端

を明らかにすることとした。 

 

３．研究の方法 

研究に必要となる各種 GRAS ファミリータンパク質や BIRD/IDD ファミリータンパク質の大

量発現系を確立した。発現したタンパク質試料について、その分解産物をマススペクトル等を用

いて切断個所を同定することで構造的に安定な領域を精製する系を確立した。精製した生物物

理学的な性質を、ゲル濾過クロマトグラフィーや超遠心分析を用いて、分子の会合状態を調べた

結果、SCL3 は安定なホモ二量体を形成することが明らかとなった。SCL3 ホモ二量体の結晶化

スクリーニングを行った結果、結晶が得られたため、大型放射光施設 SPring-8での X線回折



実験を行ったが分解能が低く、種々の改善を試みたが十分な分解能の回折データを得るこ

とはできなかった。 

次に in vitro において SCL3 と BIRD/IDD ファミリーの結合アッセイ系を確立した。このアッ

セイ系を用いて SCL3 結合領域の絞り込みを行った。その結果、結合領域を数十残基程度まで

に絞り込むことに成功した。この結果に基づいて作成した種々のタンパク質コンストラク

トについて、BIRD/IDD ファミリーの結合領域フラグメントと SCL3 複合体の結晶化スクリー

ニングを行った結果、複数の結晶が得られた。得られた結晶を用いて大型放射光施設 SPring-8

で X 線回折実験を行った結果、IDD タンパク質の種類によってそれぞれ分解能は異なるものの

2.5-3.3 Å 程度の分解能の X 線回折斑点を取得した。以前に決定した SHR/SCR 複合体中の SCR

分子を鋳型とした分子置換法によって位相決定を行って、立体構造を決定した。 

等温滴定カロリメトリー（ITC）を用いて SCL3 と BIRD/IDDs の結合親和性を定量的に解析し

た。また、立体構造解析によって明らかになった情報を基に、種々の変異体を作製して、in vitro

プルダウンアッセイによって、相互作用における寄与を解析した。 

 

４．研究成果 

 SCL3 タンパク質を調製して生物物理学的な解析を行ったところ、溶液中で安定なホモ二量体

として存在していることが明らかとなった。一方 BIRD/IDD ファミリーの C 末端には２つの保

存された領域MSATALLQKAA配列と TR/LDFLG配列が SCL3, DELLAとの相互作用に関与する

ことが先行研究から示唆されていた。今回、我々は in vitro プルダウンアッセイによってその結

合領域の絞り込みを行い、MSATALLQKAA 配列が SCL3 との相互作用に重要であり、TR/LDFLG

配列は必要ないことが明らかとなった。よって MSATALLQKAA 配列を含む BIRD/IDD タンパク

質と SCL3 の結合をゲルろ過クロマトグラフィーで解析したところ、結合はするものの部分的に

解離してしまうことから、ゲルろ過による複合体調

製は適さないことが判明した。また、ITCにより定

量的に相互作用解析を行った結果、解離定数 KDは

数 μM～十数 μM 程度であった（図１）。別々に精製

したタンパク質を混合して結晶化スクリーニング

を行った結果、結晶を得た。この結晶を用いて大型

放射光施設 SPring-8 で X 線回折実験を行った。長

さの異なる 2つの BIRD/IDDタンパク質と SCL3複

合体の X 線回折データを取得して、2.4 Å, 3.2 Å 分

解能で立体構造を決定することに成功した。 

 SCL3 の GRAS ドメインは α-helical cap と α/β core と呼ばれる 2 つのサブドメインから構成さ

れ、以前に決定した SHR, SCR の GRAS ドメインとよく似た全体構造をしていた。SCL3 は α-

helical cap の対称的な相互作用面によってホモ二量体を形成していた。先行研究で決定されたホ

モ二量体を形成するイネ GRASファミリータンパク質 SCL7では α/β coreどうしの相互作用によ

って二量体が形成されていたが、今回決定した SCL3-IDD 複合体では SCL7 のホモ二量体とは全

く相互作用領域や配向が異なっていた。SCL7 は二量体形成に伴って生じる溝に DNA が結合す

ることが示唆されていたが、SCL3 では二量体系によって生じる溝は狭く、負電荷を帯びた領域

が存在することから DNA との結合には適さないことが分かった。SCL3 の二量体の配向は SHR-

SCR 複合体に見られる配向に似ているが、SHR-SCR 複合体では非対称なのに対して、SCL3 で

は一方のプロトマーに対してもう一方のプロトマーの配向が約 40°回転することによって対称

図 1．ITC による SCL3 と IDD タンパク質
の相互作用解析 



な相互作用面を形成していた。SCL3 では 1 本の α へリックス（αA へリックス）が GRAS ドメ

インから突き出た格好となり、このヘリックスがもう一方のプロトマーと相互作用することで

対称な相互作用面を形成しており、この構造の違いが GRAS ファミリーの特異的なホモ二量体・

ヘテロ二量体形成に重要であることが明らかとなった。 

 BIRD/IDD の SCL3 結合領域は α へリックス構造をとり、SCL3 の α-helical cap と呼ばれるヘリ

ックスバンドル構造と相互作用していた。SHR では α/β core で BIRD/IDD と相互作用していた

ため、SCL3 では SHR とは BIRD/IDD の認識配列も結合領域も異なるため、新規な様式で

BIRD/IDD と相互作用していることが明らかとなった。その相互作用については変異体を作成し

て複合体形成に与える影響も調べた。以上の結果から、BIRD/IDD は SCL3、SHR-SCR という 2

つの GRAS ファミリータンパク質二量体と異なる領域を用いて相互作用することから、同時に

2 つの GRAS 二量体と結合する可能性があることが示唆された（図 2）。実際に in vitro の相互作

用実験では同時に相

互作用することから

この多量体形成が植

物体内での複雑な転

写制御の一端を担う

可能性が示唆された。 

 

 

図 2. GRAS-IDDタンパク質によるマルチサブユニット転写制御複合体の形成 
細胞内では以下のような複数の状態が存在しうると推測される。a. SCL3 二量
体は 2 つの IDD と結合する。b. SCL3 二量体は 2 種の異なる IDD と結合す
る。c. b にさらに SHR-SCR 複合体が結合してマルチサブユニット転写制御複
合体が形成される 
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