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研究成果の概要（和文）：ジベレリン受容体 GID1 の結晶構造解析を行い、GID1 の GA 分子結合

の機構を解明した。GID1はホルモン受容体リパーゼ（HSL）の構造と類似しており、HSLの活性

サイトが GAの結合サイトに対応することが分かった。さらに、下等植物から高等植物に進化す

る過程で、GID1の GAと相互作用するアミノ酸が適切に変異することにより、GAに対する親和

性や特異性が改良されたことが確認された。 
 
研究成果の概要（英文）：Ｗe analyzed the 3D structure of rice GA receptor (OsGID1) bound 
with GA. The overall structure shows an α/β-hydrolase fold similar to that of HSLs. 
The GA-binding pocket corresponds to the substrate-binding site of HSLs. On the basis 
of the OsGID1 structure, we mutagenized important residues for GA binding and examined 
their binding activities. Almost all of them showed very little or no activity, confirming 
that the residues revealed by structural analysis are important for GA binding. The 
observations indicate that GID1 originated from HSL and was further modified to have 
higher affinity and more strict selectivity for bioactive GAs by adapting the amino acids 
involved in GA binding in the course of plant evolution. 
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１． 研究開始当初の背景 
研究開始時において、本研究のバックグラン
ドになった GA シグナル受容の分子機構につ
いて以下に概要を述べる（図 1参照）。 
 
図 1：植物における GA受容の分子機構 
 
 

 
 
 
 

 
 
GA反応はDELLAタンパク質により制御されて
おり、DELLAが活性状態の場合 GA反応は抑制
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される。GA が存在する場合、GA はその受容
体 GID1と結合する（反応 1）。GAと結合した
GID1はDELLAタンパク質との相互作用が可能
となる（反応 2）。F-ボックスタンパク質の一
種である GID2は、GID1-GA-DELLA複合体を形
成した DELLA タンパク質を認識し（反応 3）、
SCFGID2 として機能することにより、DELLA
タンパク質をユビキチン化し最終的に 26Sプ
ロテアソームによる分解へと導く（反応 4）。
抑制タンパク質 DELLAが分解される結果、抑
制状態だった GA 反応は脱抑制され、GA 反応
が開始される。 
 
２．研究の目的 
本研究は、「研究開始当初の背景」において
述べた GA のシグナル受容の各ステップにお
ける分子機構を解明することを目的とした。
具体的には図 1 における 3 つのタンパク質、
GID1, DELLA, GID2が、GA受容によりどのよ
うに相互作用することにより、抑制タンパク
質 DELLAの分解を導くかに関する分子機構に
ついて研究した。 
本研究当初に設定した目標は以下の６点で
あった。 
(1)GA受容体 GID1の GA結合サイトはどこか。 
(2)GID1 と DELLA タンパク質との結合サイト

はどこか。 
(3)GID1 と結合した DELLA タンパク質はどの

ような変化を受けるか。 
(4)DELLA タンパク質はどのような機構によ

り GAシグナルを抑制するのか。 
(5)DELLA タンパク質と GID2 との結合サイト

はどこか。 
(6)GAシグナル受容複合体の再構成。 
 
３．研究の方法 
(1) 各種生化学方法（大腸菌を用いたタンパ
ク質合成、タンパク質精製、マススペクトル、
表面プラズモン共鳴による解析、等）による、
3 つのタンパク質、GID1, DELLA, GID2 の解
析。 
(2) 結晶化タンパク質を用いた X線構造解析。 
(3) GA関連突然変異体を用いた分子遺伝学的
解析。 
 
４．研究成果 
本稿では、上述した 6つの研究目的に関して
特に進展したいくつかの項目について記述
する。 
(1)GA受容体 GID1の GA結合サイトはどこか。 
 GA4または GA3と結合したイネ GID1結晶を
用いて1.9Åの解像度でX線解析を行い、GID1
タンパク質構造の全体及び GA 結合サイトの
構造を明らかにした（図 2、なお、本研究の
構造解析に係わる一部はターゲットタンパ
クプロジェクトの支援のもと、構造生物学者
である加藤博章教授（京都大学）との共同研

究により行われた）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
GID1 受容体の全体構造はアミノ酸配列の相
同性から予想されたように、酵素の一種であ
るホルモン受容体リパーゼ（HSL）の構造と
よく似ていた。また、HSL の活性ポケットの
部分が GA結合ポケットに対応していた。HSL
の活性部位を構成する 2 つのアミノ酸残基
（Ser198 と Asp296）やオキシアニオン結合
部位は GID1 にも保存されており、これらの
部位が GA 分子の C-6 に位置するカルボキシ
ル基と水素結合を形成することが分かった。
また、GA と GID1 との結合はこれらの水素結
合以外に疎水的結合も関与していることが
分かった。 
 解析された立体構造に基づき、GAとの結合
に関与することが予想された残基をアラニ
ンに変異させ、GA 結合能を検討した（図 3、
研究分担者、中嶋との共同研究）。その結果、
17 種類のうち 13 種類について結合活性はな
くなり、残りの 4種類についても大きく活性
が低下した。このことは、構造解析により推
定された GA 結合に関与するアミノ酸が、実
際に GA との結合に重要であることを示して
いる。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 HSL は微生物、動物、植物に広く存在する
酵素タンパク質であることを考えると、高等
植物に存在する GA受容体は、HSLを起源とし
て植物の進化過程で確立されたと推論され



た。そこで、高等植物を含めどのような植物
が GA分子及び GID1受容体を持つのかについ
て調べた。その結果、陸上植物のうち最も原
始的と考えられているコケ植物には、GA分子
及び GID1受容体、さらにはその他の GA信号
伝達関連遺伝子が存在しないことが確認さ
れた。一方、維管束植物の内、最も原始的生
物と考えられている小葉類（シダの一種）の
Selaginella においては、 GA 分子及び GID1
受容体、さらにはその他の GA 信号伝達関連
遺伝子が存在することが確認された。そこで、
Selaginella GID1（SmGID1）と進化が進んだ
イネの GID1（OsGID1）の GA 結合に関与する
アミノ酸残基の比較を行った。 

GA化合物はこれまでに130種類以上同定さ
れているが、高等植物に対して活性を有する
GAは、①２位の炭素（C-2）に水酸基がなく、
②３位の炭素（C-3）に水酸基のついた、数
種類の GA種のみに限られている(図 4参照)。
ところが、SmGID1 では活性型 GA に対する結
合能力が弱い一方、上記のルールにあてはま
らない GA 種にも結合することが知られてい
た。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 これらの事実から、SmGID1 と OsGID1 間で
共有されないアミノ酸残基は、植物進化の過
程で GID1が GA受容体として確立するまでに
結合に適した様々なアミノ酸を試したこと
を反映していると予想した。そこで、OsGID1
（進化型 GID1）を SmGID1（原始型 GID1）の
アミノ酸に置換し変異型 GID1を作り GA結合
能や特異性を検討したところ、C-2 や C-3 に
向き合うアミノ酸の置換（I133L や S127M）
は GA に対する結合能や特異性を低下させる
ことが確認された。以上の結果を総合すると、
GID1 は HSL を起源とし、GA 受容活性を獲得
した後も、植物進化の過程で活性型 GA の固
有な構造を特異的に認識するべく構造を調
整し続けたと推論した。 
 
(2)GID1 と DELLA タンパク質との相互作用サ
イトはどこか。 

 GA-GID1 タンパク質の構造解析の結果、
GID1の N末端に存在する Lid領域の疎水性に

富んだ複数のアミノ酸がタンパク質分子の
表面に出現することが分かった。この疎水性
の表面に突き出ているアミノ酸が DELLAとの
結合に関与すると考えて、これらのアミノ酸
をアラニンに置換した変異 GID1 を作成し酵
母内で DELLAとの相互作用を観察したところ、
変異 GID1 は DELLA と結合しなかった。この
結果とこれまでの知見（DELLA側の GID1との
結合サイトは N 末端側の DELLA 領域）より、
GID1とDELLAとの結合は両方のタンパク質の
N末端側の領域(GID1は Lid領域、DELLAタン
パク質は DELLA 領域)を介して行われると結
論した。 
 一方、GID1 と DELLA の in vitro での結合
反応を表面プラズモン共鳴により解析した
結果、両者の結合は 2カ所以上でなされてお
り、その一カ所が Lid領域と DELLA領域だが、
それ以外の領域での相互作用が DELLAの活性
調節には重要であることが判明した。これに
関連して、我々が既に単離していた SLR1の C
末端側に変異を持つ突然変異体 Slr1-d4を用
いた解析により、GID1 と SLR1 の安定的な結
合には C 末端側の GRAS ドメインも必須であ
ることが確認された。 
 
(4)DELLA タンパク質はどのような機構によ
り GAシグナルを抑制するのか。 

これまでの研究により、GAシグナル抑制に必
須な SLR1の領域はC末側の GRAS領域であり、
N 末側の DELLA 領域は必要ではないと考えら
れてきた。本研究では、SLR1のアミノ酸に変
異を導入しその GA シグナル抑制活性を測定
することにより、詳細に GA シグナル抑制に
関わる領域を特定した。その結果、SAW 領域
の G576 に変異が入ると抑制活性が重篤に失
われることが分かった。一方、それ以外の
GRAS 領域の様々なアミノ酸の変異もある程
度抑制活性が低下することから、SLR1 の GA
抑制活性には、SAW 領域が最重要であり、さ
らに GRAS 領域全体の構造もその活性を発揮
するためには必要と結論した。 
 
(5)DELLA タンパク質と GID2 との結合サイト
はどこか。 

上述したように、SLR1 と GID2 との相互作用
は、GAを結合した GID1と SLR1が相互作用し
た状態でのみ起こる、すなわち、GID1と SLR1
との相互作用が SLR1と GID2との結合のため
の前提条件となる。本研究においては、これ
を前提に、GID1-SLR1 複合体の結晶化、さら
には GID1-SLR1-GID2 複合体の結晶化を試み
たが、いずれの試みも成功しなかった。そこ
で、イーストスリーハイブリッド（Y3H）を
用いて、SLR1 において、GID2 との相互作用
に必要な領域を同定することを試みた。その
結果、GID2 との結合には、GRAS 領域内に点
在しており、特に VHIID 領域、PFYRE 領域の



一部、及び SAW領域の一部が必須であること
が確認された。このことは、GID2 は SLR1 の
GRAS 領域の特定の一部を認識するのではな
く、複数箇所を認識することを示している。 
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