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研究成果の概要（和文）：E3ユビキチンリガーゼを介したシグナルネットワークを明らかにするため、植物２種
のオーソログ遺伝子を用いた解析を行なった。
イネ種子先端にできる芒の伸長を制御する遺伝子RAE3を同定し、その細胞内局在や遺伝子発現パターンを明らか
にした。また、シロイヌナズナにおけるRAE3オーソログ、ATL43の解析を行い、ATL43過剰発現体では鋸歯の喪失
や矮化が起きることを見出した。さらにATL43-TurboIDを用いてATL43の相互作用タンパク質を網羅的に同定し、
その中でもCIPK9がATL43と相互作用することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To reveal the regulatory network for plant morphology mediated by the E3 
ubiquitin ligase, orthologous genes of rice and Arabidopsis was examined. 
I identified RAE3, a gene that regulates the elongation of awn which is spine-like structure at the 
tip of rice seed, and clarified its subcellular localization and gene expression patterns. In 
addition to that, by collaborative work, we showed that the different genes were selected during 
rice domestication in Asia and Africa independently. I also analyzed the Arabidopsis RAE3 ortholog, 
ATL43. I found that ATL43 overexpression caused loss of serrations and dwarf phenotype. Furthermore,
 ATL43-TurboID which is the proximity labeling technique made us identify ATL43-interacting 
proteins, among which CIPK9 was found to interact with ATL43.

研究分野： 植物生理学

キーワード： E3ユビキチンリガーゼ　相互作用　形態形成

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
形態多様性の分子基盤の理解には形態形成の分子機構を解明し、幅広い種で比較を行うことが重要である。種間
の遺伝子機能を比較する進化発生生物学的研究はこれまでにも行われてきたが、その多くはホメオティック遺伝
子等の転写因子に焦点を当てたもので、遺伝子の発現制御に着目したものであった。しかし一方で、翻訳された
タンパク質の量が形態に与える影響については十分に議論されているとは言えない。申請者は、基質タンパク質
にユビキチンを付加し分解させる働きを持つE3ユビキチンリガーゼが異種の植物において異なる器官形態を制御
することを見出し、E3ユビキチンリガーゼを基点とした新たな形態形成の分子機構の一端を明らかにした。

※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 

 形態多様性の分⼦基盤の理解には形態形成の分⼦機構を解明し、幅広い種で⽐較を⾏うこと
が重要である。種間の遺伝⼦機能を⽐較する進化発⽣⽣物学的研究はこれまでにも⾏われてき
たが、その多くはホメオティック遺伝⼦に代表される転写因⼦に焦点を当てたものであった⽂献

1,2,3。転写因⼦は⼀度に広範な遺伝⼦の転写レベルを制御することから、形態に⼤きな影響を与
えると予想できる。しかし⼀⽅で、翻訳されたタンパク質の量が形態に与える影響については
⼗分に議論されているとは⾔えない。申請者は、基質タンパク質にユビキチンを付加し分解さ
せる働きを持つ E3ユビキチンリガーゼが異種の植物において異なる器官形態を制御すること
を⾒出した。このことはタンパク質量の変化が形態形成に重要であることを⽰唆している。本
研究では、イネ E3ユビキチンリガーゼ RAE3およびそのシロイヌナズナオーソログ ATL43の
相互作⽤因⼦の同定と、基質分解に依存的な形態形成の分⼦機構の解明を⽬指す。この⽬標を
達成することで、植物の形態多様性に寄与する新たな分⼦機構の発⾒につながる。 
 
 
２．研究の目的 

 本研究では「葉」と「芒」の⼆つの器官形態を制御する E3 ユビキチンリガーゼの分⼦機構を
明らかにする。これまでの研究で、Regulator of Awn Elongation 3 

(RAE3)と名付けた遺伝⼦がイネ種⼦先端にできる突起状の構造物、
芒（”のぎ”と読む）の伸⻑を制御することを⾒出してきた。しかし、
その細胞内局在や発現パターン、相互作⽤因⼦は不明であった。ま
た、RAE3のシロイヌナズナオーソログ ATL43の過剰発現体におい
ては、全⾝で細胞サイズが縮⼩し矮化する表現型が確認された。「イ
ネの芒」と「シロイヌナズナの葉」とは⼀⾒全く異なる器官のよう
だが、芒は花に由来し、花は葉の連続相同器官であることから組織
学的な類似度は⾼い。RAE3/ATL43という E3ユビキチンリガーゼの
遺伝⼦転⽤を仮定し、両者の細胞内局在や発現パターン、および両
者に共通／異なる基質を網羅的に同定・⽐較することで、タンパ
ク質分解を中⼼とした多様な形態を⽣み出す分⼦機構を明らか
にすることを⽬的とする（図 1）。 
 
 

３．研究の方法 

(1) RAE3の細胞内局在および発現パターン、タンパク質機能の検証 

これまで遺伝学的解析により、RAE3がイネの芒伸⻑を制御することを⽰してきたがその分⼦
機構については明らかとなっていない。そこで RAE3-YFPコンストラクトを⽤いて、タマネギ
表⽪細胞におけるボンバードメントおよびイネプロトプラストにおける発現を⾏い、細胞内局
在を観察する。また、葉、茎、根、穂の各器官から RNAを抽出し、qRT-PCRによる発現パタ
ーンの解析を⾏う。配列情報から RAE3は RING型 E3ユビキチンリガーゼをコードしている
ことがわかっているため、オーキシンデグロンシステム⽂献 4を⽤いて酵⺟における機能検証を
⾏う。 
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図 1. 本研究のコンセプト。双⼦葉と
単⼦葉での分化後に遺伝⼦転⽤が起
きたと仮定。 



 

 

(2) ATL43基質の同定 

ATL43の相互作⽤因⼦を同定するため、TurboIDとよばれる近接タンパク質同定技術を⽤い
る。TurboIDは⽬的タンパク質の半径 10nm以内に存在するタンパク質に無差別にビオチンを
付加する酵素であり、複合体や結合⼒の弱い相互作⽤因⼦も網羅的に同定することができる⽂献

5。ATL43-TurboID形質転換体からタンパク質を抽出し、ストレプトアビジンビーズを⽤いたビ
オチン化タンパク質の精製および質量分析計を⽤いた解析を⾏うことで、予備的に ATL43の相
互作⽤候補を約 500同定した。本研究では、再度 ATL43-TurboIDの解析を⾏い、重複して検出
されるものを基質候補として絞り込む。さらに BiFC法により ATL43と基質候補が実際に相互
作⽤するかを検証することで ATL43の基質を決定する。 

 

(3) イネ RAE3相互作⽤因⼦の決定 

RAE3-TurboID形質転換イネを⽤いて(2)と同様の⼿法で解析を⾏い、RAE3の基質を決定する。
その後 Gene Ontology解析や、ATL43基質との⽐較解析を⾏うことで ATL43と RAE3基質の共
通点・相違点を明らかにする。 
 
 
４．研究成果 

(1) RAE3の細胞内局在および発現パターン、タンパク質機能の検証 

RAE3-YFPコンストラクトをタマネギ表⽪およびイネプロトプラストに導⼊し、細胞内局在を
観察した。RAE3は N末端領域に疎⽔性ドメインを持ち、膜局在型タンパク質だと予想された
ため、細胞膜可視化マーカーである FM4-64による蛍光染⾊も⾏った。その結果、タマネギ、
イネどちらにおいても FM4-64と共局在している様⼦が観察されたことから、細胞膜に局在す
ると結論づけた。また、イネの各器官を⽤いた qRT-PCRの結果、幼穂において特異的に⾼発現
していることが明らかとなった。さらに、名古屋⼤学理学部の⼩原先⽣、嘉村先⽣との共同研
究により、RAE3と OsTIR1の基質認識部位をスワップしたキメラタンパク質を作成し、酵⺟内
で発現させ、オーキシン依存的な基質 IAA17の分解が起きるか検証した。その結果、野⽣型
RAE3を導⼊した株においてはオーキシン依存的に IAA17の分解が観察されたが、RAE3の
RINGドメインに点変異を⼊れたもの（RAE3 (C136S)と表記）では IAA17の分解が顕著に抑制
された。また野⽣型 RAE3では⾃⼰ユビキチン化による⾃⼰分解も観察されたが、RAE3 

(C136S)は全く分解されなかった。さらに野⽣型 RAE3を導⼊したイネでは芒を伸⻑させたが、
RAE3 (C136S)を導⼊したイネでは芒伸⻑が⾒られなかった。すなわち、RAE3は E3ユビキチン
リガーゼとしての機能を有しており、その機能を⽋失することで芒伸⻑を誘導できなくなるこ
とが明らかとなった。 

 

(2) ATL43基質の同定 

35S:ATL43(WT)-TurboID、35S:ATL43(ΔRING)-TurboID、35S:YFP-TurboIDコンストラクトを
シロイヌナズナに形質転換した T3系統からタンパク質を抽出し、MS解析を⾏うことで、
ATL43の相互作⽤タンパク質を探索した。解析は独⽴に２回⾏い、両⽅で共通するタンパク質
を 313絞り込んだ。それらの GOエンリッチメント解析を⾏ったところ、⼩胞輸送やユビキチ
ン修飾依存的なタンパク質異化作⽤に関わる遺伝⼦群が濃縮された。ATL43は E3ユビキチン
リガーゼ活性を持つ膜局在タンパク質であることからこれらは強い相互作⽤因⼦であると考え



 

 

られる。また、⽣理的意義のある候補として CIPK9や TMK1というキナーゼを⾒出した。なか
でも、これまでに ATL31が CIPK7, 12, 14と相互作⽤し、それらキナーゼによる ATL31のリン
酸化が ATL31のタンパク質安定性に寄与しているとの報告がある⽂献 6ことから CIPK9は
ATL43の相互作⽤因⼦として特に強い候補と期待した。ATL43と CIPK9の BiFCコンストラク
トをタバコ葉で⼀過的に発現させたところ、蛍光が観察されたことから、ATL43と CIPK9は相
互作⽤することが⽰された。今後は CIPK9のリン酸化が ATL43の安定性に寄与するか等の検
証実験を進める。 

 

(3) イネ RAE3相互作⽤因⼦の決定 

研究計画⽴案時は RAE3-TurboID形質転換体を⽤いて RAE3の相互作⽤タンパク質も網羅的に
同定する予定であったが、産休育休をはさみ、形質転換体がうまく育たなかったため、その計
画は断念した。そこで、18種の双⼦葉、単⼦葉植物における RAE3オーソログ遺伝⼦のタンパ
ク質配列を⼊⼿し⽐較解析を⾏った。その結果、RAE3オーソログ遺伝⼦において RINGドメ
インは広く保存されているが、基質認識部位は双⼦葉と単⼦葉で異なることを⾒出した。ま
た、単⼦葉の系統内では基質認識部位の保存性が⾼く、双⼦葉では低いことが⽰された。この
ことは単⼦葉と双⼦葉で認識する基質が異なることを⽰唆している。 

 
 

本研究のまとめ 

本研究では E3ユビキチンリガーゼ RAE3/ATL43の形態制御における分⼦機構を明らかにするこ
とを⽬的に、細胞内局在およびその相互作⽤相⼿の探索を⾏なった。その結果、RAE3の細胞
内局在、発現パターン、機能を明らかにした。また、ATL43の相互作⽤相⼿の⼀つとして
CIPK9を⾒出した。⼀⽅、単⼦葉と双⼦葉の RAE3オーソログでは基質認識部位の保存性が異
なることから、RAE3と ATL43の基質は異なることが⽰唆された。今後は ATL43と CIPK9の
詳細な分⼦間相互作⽤について明らかにするとともに、RAE3の相互作⽤相⼿も網羅的に明ら
かにし、RAE3/ATL43を起点とした形態制御ネットワークの⽐較を⾏なっていきたい。 
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