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研究成果の概要（和文）：糸状菌が生産する二次代謝ジテルペノイド配糖体のフシコクシンは、植物において膜
H+-ATPaseと真核生物に普遍的に存在する制御アダプタータンパク質である14-3-3タンパク質との相互作用を安
定化させ、H+-ATPaseを恒常的に活性化する。本研究では、シロイヌナズナの花成関連転写因子FDに着目し、H+
-ATPaseを参考にして、フシコクシン依存的にフロリゲン受容体である14-3-3と相互作用するFDを創製すること
に成功した。しかし、その改変FDを組み込んだシロイヌナズナの花成時期をフシコクシン処理により早めること
はできなかった。

研究成果の概要（英文）：Fusicoccin, a diterpenoid glucoside, stabilizes interaction of 
plasma-membrane H+-ATPase in higher plants and 14-3-3 proteins, resulting in constitutive activation
 of ATPase. 14-3-3 proteins are eukaryotic regulatory proteins that regulate functions of client 
proteins by phosphorylation-dependent interaction. In this study, FD, an Arabidopsis bZIP 
transcription factor that is involved in flowering, was successfully modified to interact with 
14-3-3 proteins in fusicoccin-dependent manner. However, fusicoccin treatment didn't induce 
flowering of transgenic Arabidopsis plants in which modified FD cDNA was introduced. It means that 
exogenously applied fusicoccin can't stabilize the interaction of modified FD and 14-3-3 proteins in
 plant cells.

研究分野： 農芸化学・分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、目的生物において内生に存在しない低分子有機化合物とそれが作用できるように細工・改変した標的
タンパク質とを組み合わせて生命現象を制御する次世代型ケミカルバイオロジー的システムの構築を目指したも
のである。本システムが構築できれば、生命現象の人為制御という応用的側面（社会的意義）だけでなく、目的
タンパク質の機能解析のための新たな手法の提案という基礎研究的な側面（学術的意義）も持ち合わせている。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 14-3-3 タンパク質について：14-3-3 タンパク質（以降、14-3-3 と略記）は、真核生物普遍的
な制御タンパク質であり、それ自身に特有の機能はないが、リン酸化されたタンパク質に結合し、
その結合相手のタンパク質（クライアント）の機能を制御する（①Fu et al., 2000）。クライアン
トにおける 14-3-3結合モチーフには、mode1〜mode3まで知られ、そこにはリン酸化 S/T（pS/pT）
が含まれる。例えば、クライアントが酵素であれば、リン酸化依存で 14-3-3 が結合すると活性
化状態になる、転写因子であれば、14-3-3 が結合すると核外に排出される、など多くの例が知ら
れている。 
 
(2) フシコクシンについて：クライアントの例として、高等植物の膜結合[H+]ATPase は、その
C 末端の mode 3 モチーフ QSYpTV-COOH を介して 14-3-3 と結
合して活性化状態になるが、フシコクシン（図 1）はその相互作用
を安定化し、[H+]ATPase は恒常的に活性化されることは有名であ
る。[H+]ATPase の C 末端のペプチド、14-3-3、フシコクシンの三
者複合体は結晶化され、立体構造も示されている（②Wurtele et 
al., 2003）。フシコクシンは、植物病原性糸状菌が生産するジテル
ペノイド配糖体である。フシコクシンは、動物細胞においては制ガ
ン作用がみられ、その関連化合物は制がん剤として上市が期待さ
れている。細胞分裂抑制剤とは異なり、フシコクシンとその関連化
合物は細胞を正常化してアポトーシスに導く作用があると考えら
れている。 
 
(3)標的転写因子 FD について：別のクライアントの例として、シロイヌナズナ（Arabidopsis 
thaliana）の花成関連の bZIP 型転写因子、FD である。FD は C 末端にある mode 1 モチーフ
RSSpTAPF-COOH を介して 14-3-3 と結合し、その 14-3-3 とフロリゲン FT が結合して三者複
合体を形成して、花成関連の遺伝子の発現を誘導するが、最初の報告はイネ（Oryza sativa）に
おけるそれらのオーソログについてであった（③Taoka et al., 2011）。筆者らの研究グループは、
FD と 14-3-3 の相互作用はフシコクシンによっては安定化されないことを予備的に示したが（未
発表データ）、それは[H+]ATPase と比べて FD は C 末端のアミノ酸が 2 個分長いので、フシコ
クシンがはまるポケットがなくなるからと考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 以上の背景を受け、本研究では、[H+]ATPase の C 末端の mode 3 モチーフを参考にして、14-
3-3 結合がフシコクシン依存となる改変 FD を創製・利用することを主な目的とする。目的改変
FD が創製できれば、それを fd 欠損シロイヌナズナに導入し、その遺伝子組換え体にフシコク
シンを処理することで、茎頂細胞内での改変 FD と 14-3-3 結合を人為的に安定化させ、花成を
誘導できるかどうかを検討する。さらに、FD 以外の別の標的転写因子を模索し、「フシコクシ
ンを利用した人為的機能操作のシステム」に適用可能かどうかを検討することも目指す。 

これらの実験を行うことで、フシコクシンのように植物に存在しない化合物に依存して 14-3-
3 と相互作用するように標的タンパク質を改変し、その化合物と改変標的をセットで利用して、
リン酸化依存ではなく、化合物依存で標的と 14-3-3 相互作用を操り、植物の生命現象を制御す
る新たなケミカルバイオロジーのシステム構築を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
(1) FD の改変：FD をコードする cDNA について、アミノ酸配列改変計画にあわせてコドンを
設計し、PCR を駆使して改変 cDNA を調製した。C 末端部分、3’末端を改変するので、アンチ
センスプライマーに改変コドンを入れた。 
 
(2) 大腸菌発現組換えタンパク質を用いた in vitro プルダウン法：改変 FD については pGEX-
4T-3ベクターを用いて大腸菌体内でグルタチオン S-トランスフェラーゼ（GST）タグを付けた
融合組換えタンパク質を発現させ、それを抽出、GST/グルタチオンのアフィニティー精製によ
り GST-改変 FD を得た。14-3-3 は pQE30ベクターを利用して、大腸菌体内で His タグを付加
した組換え 14-3-3 を発現させ、それを菌体より抽出し可溶画分を得た。その可溶画分について、
Niカラムを用いて His-14-3-3 をそこに吸着させ、精製 GST-改変 FD を加え（フシコクシン処
理は 10-5M 含むようフシコクシンを添加）、Ni カラムビースを沈殿させて得られた共沈画分に
ついて SDS-PAGE に供した。CBB染色により GST-改変 FD の共沈の有無を調べた。FD のリ
ン酸化には、大腸菌発現組換え CPK33（Ca 依存性タンパク質リン酸化酵素の一種; ④
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Kawamoto et al., 2015）を用いた。目的タンパク質のリン酸化は、Phos タグを使用した SDS-
PAGE により検定した。 
 
(3) 酵母 2-hybrid法（Y2H）：クロンテックの Y2H システムを利用し、activation domain(AD)
と binding domain (BD)を付加するベクターとして、pGADT7 と pGBKT7 をそれぞれ用いた。
改変 FD の cDNA を pGBKT7、14-3-3 の cDNA を pGADT7 に組み込み、ホスト酵母 Y2H Gold
に供導入した。その組換え酵母を、栄養選択培地である His欠損培地に滴下、培養し、そこで生
育するかいなかでレポーター遺伝子 HIS3 の発現を検定し、相互作用を調べた。 
 
(4) シロイヌナズナへの遺伝子導入：FD欠損シロイヌナズナ変異体 fd1 をホストとして、FD プ
ロモーター配下に改変 FD の cDNA を配置した遺伝子カセットを、アグロバクテリウムを介し
て花序浸漬法により組み込んだ。得られた T2世代種子を用いて花成実験に供した。 
 
(5) 花成実験：試験するシロイヌナズナの T2世代種子について、表面滅菌後、低温処理により
休眠を打破し、発芽・生育した芽生えを鉢植えした。ロゼット葉が展開した段階で、フシコクシ
ンを処理し、抽だい茎が 1 cm となった発芽後日数を花成時期として評価した。 
 
(6) 化合物ライブラリースクリーニング：東京大学創薬機構の Core Library である 9600種の化
合物のライブラリーを利用した。創薬機構より一定量滴下された化合物を含む 96ウェルプレー
トを供与いただき、それに His欠損液体培地に懸濁した AD-改変 FD/BD-FT を組み込んだ組換
え酵母を加え、振とう培養後、3日で酵母の生育を観察した。14-3-3 は酵母の内生のものを利用
し、BD には FT を使用した（3-ハイブリッド様のアッセイ）。酵母の 14-3-3 は 2種しかゲノム
に存在せず、選択性が低いと考えてそれを利用した。 
 
(7) cDNA クローニング：目的 cDNA は、植物体（イネあるいはシロイヌナズナ）由来の cDNA
プールを鋳型とした RT-PCR により増幅し（酵素 KOD plus ver.2；東洋紡）、サブクローニング
したものを用いた。点変異導入は、inverse PCR とセルフライゲーションにより行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) フシコクシンに依存して 14-3-3 と相互作用する FD の創製：フシコクシンによる安定化作
用を検出するために大腸菌発現組換え FD と 14-3-3 を用いて in vitro プルダウンアッセイを行
った。大腸菌体内では FD はリン酸化されないことを確認したので、リン酸化標的 T を酸性ア
ミノ酸 E に置換したリン酸化模倣変異体を利用した。FD の C 末端 mode 1 モチーフの
RSSEAPF-COOH について、２アミノ酸削った変異体 FD-RSSEA については、14-3-3 との相
互作用は極めて弱まったが、フシコクシンによる相互作用安定化は検出されなかった。これは C
末端のアミノ酸が、側鎖がメチル基だけの Aだったことが理由と考えられ、[H+]ATPase の C 末
端アミノ酸の V など大きい疎水性側鎖
をもつアミノ酸に置換する必要がある
と推測した。そこで、C 末端を A 以外の
19 種類のアミノ酸にそれぞれ置換した
変異体を調製し、フシコクシンによる
14-3-3 相互作用安定化を調べた。その結
果、I、C、V の場合で安定化が検出でき
た。大神田先生のグループは、フシコク
シンの 12 位の水酸基がないコチレニン
型の改変フシコクシンとヘキサペプチ
ド RSHpSXP（X は任意の 20種アミノ
酸）とで 14-3-3 結合安定化を調べたと
ころ、上位 3位は、I、V、C であり（⑤
Takahashi et al., 2012）、本研究の場合
と良い相関であった。そこで、FD-
RSSEV を目的改変型とすることとし
た。 
 
(2) 改変 FD の特徴付け：in vitro プルダウンにより FD-RSSEV と 14-3-3 相互作用がフシコク
シンにより安定化されることを示したので、Y2H アッセイ（His 要求性アッセイ）でも検討し
た。そのアッセイでは、リン酸化模倣していない FD-RSSTV も用いた。その結果、FD-RSSEV/14-
3-3では相互作用を示す酵母の生育はみられなかったが、FD-RSSTV/14-3-3では生育がみられ、
RSSTV が酵母細胞内でリン酸化されること（RSSpTV）、14-3-3 との相互作用が弱まらないこ
とが示された。さらに、大腸菌発現組換え FD-RSSTV についても CPK33 によりリン酸化して
プルダウンアッセイに供したところ（FD-RSSpTV）、14-3-3 と共沈し、相互作用は弱まらなか
った。そこで、フシコクシン依存の相互作用には、FD-RSSEV が最適と判断した。ところが、
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Y2H アッセイによっては、FD-RSSEV/14-3-3 のフシコクシン処理のよる相互作用安定化はみ
られず、in vitro プルダウンアッセイとは異なる結果となった。[H+]ATPase の C 末端と 14-3-3
相互作用についても Y2H アッセイではフシコクシンによる安定化はみられないことから、酵母
細胞内では何らかの原因によりフシコクシンの効力が失われると考えられるが、詳細は不明で
ある。 
 
(3) 改変 FD を組み込んだシロイヌナズナの作出と花成アッセイ：改変 FD（FD-RSSEV）をコ
ードする cDNA を FD 遺伝子の native プロモーター配下で fd欠損変異体に組み込み、T3世代
種子を得た。その T3世代種子の異なる 3 ラインを用いて花成アッセイ（長日条件下）を行った
（図 3参照）。その結果、改変 FD トランスジェニック植物については、開花時期は野生型より
若干遅れ、14-3-3 相互作用が低下した改変 FD の影響が現れたことまでは確認できたが、フシ
コクシン処理により開花時期は早まらなかった。フシコクシン処理 10-5M〜10-7M で行い、処理
方法は、抽だい直前に 1 回処理、あるいは定期的に複数回処理など、いくつかの条件で行った
が、フシコクシン処理の影響は見ら
れなかった。前述のように、酵母細胞
においてもフシコクシンによる安定
化作用は検出できなかったことか
ら、酵母細胞と同様に植物細胞でも
フシコクシンの効力は失われると考
えられたが、原因は不明のままであ
る。そこで、AD-FT/BD-改変 FD を
供導入した組換え酵母（14-3-3 は酵
母内生を利用）を用いて、その相互作
用を安定化する化合物をライブラリ
ーよりスクリーニングし、フシコク
シンの代替化合物を得ることに計画
変更した。 
 
(4) 改変 FD/14-3-3 相互作用を安定化する化合物のスクリーニング：東大創薬機構の Core 
Library の 9600 化合物について一次スクリーニングを行った。この探索で目的化合物（フシコ
クシン作用を模倣する化合物）が得られれば、標的と 14-3-3 相互作用の安定化において、フシ
コクシンとは異なる細胞内動態の化合物を得る可能性があり、新たな制がん剤リード化合物と
なることも期待された。His要求性アッセイは、液体培養で行い、生育して濁度が高くなるもの
をヒットとした。その結果、8種の化合物がヒットしたので、寒天培地を用いて、AD-empty/BD-
empty などネガティブコントロールも含めて His 要求アッセイを行ったが（二次スクリーニン
グ）、全てで偽陽性であることが明らかとなった。今後は、東大創薬機構の Advanced Core 
Library の 22400種についてスクリーニングする予定である。 

このように、残念ながら現在までのところ、改変 FD を利用してフシコクシン処理により 14-
3-3 相互作用を操り、開花を制御することには成功していない。 
 
(5) 別の標的タンパク質の検討：花成のようにシグナルの閾値を超えるか超えないかで、現象発
生の有無が決まる生命現象と比べて、茎部伸長は定量的生理現象であり、制御がしやすいことか
ら、植物ホルモンの一つジベレリン関連の転写因子に着目した。その中で、ジベレリンシグナル
伝達の負の制御因子である DELLA タンパク質（以降、DELLA と表記）は、ジベレリンが受容
体と結合するとユビキチン・プロテアソーム系を介して分解され、DELLA による抑制が解除さ
れてジベレリン誘導遺伝子の発現が誘導される（⑥Nelson and Steber, 2016）。14-3-3 相互作用
を操ることで改変DELLA の安定化を制御できれば、dominant negative となり、野生型に導入
の可能となる。そこで、イネ（Oryza sativa）のゲノムで唯一の DELLA である SLR1 につい
て、14-3-3 相互作用を調べることにした。SLR1 はリン酸化されると安定化されることが報告さ
れているので（⑦Dai and Xue et al., 2010）、その安定化が 14-3-3 相互作用を介している可能
性について検討することを計画した。しかしながら、14-3-3 結合モチーフ検索サイトにより推
定したリン酸化部位を D 置換してリン酸化模倣体を使って Y2H アッセイで調査したが、14-3-
3 との相互作用を示す結果は得られなかった。シロイヌナズナのゲノムで 5種存在する DELLA
のうちの一つ、RGA は 14-3-3 相互作用タンパク質のリストに掲載されていることから（⑧
Jaspert et al., 2011）、今後は RGA について 14-3-3 結合を検討する予定である。 
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