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研究成果の概要（和文）：オーキシンの偏差濃度分布の調節は、植物の成長制御に重要である。オーキシンの濃
度分布を自在に制御する目的で，新しいホルモンデリバリーシステムの開発に挑んだ。本課題では，不活性型オ
ーキシンアナログを代謝活性化する微生物酵素を探索し，植物に酵素遺伝子を形質転換することで特定の細胞で
活性化酵素を発現させることに成功した。本システムはオーキシンの濃度分布を人為的に制御する技術として，
オーキシンの生理応答の時空間的な解析に活用されることが期待される。

研究成果の概要（英文）：Asymmetric auxin distribution plays a crucial role in plant growth and 
development to adapt the environmental stimulus. The local biosynthesis of IAA and the inactivation 
and degradation of IAA would also contribute to the modulation of auxin distribution.　We present 
that new auxin application system using inactive auxin-prodrug and its metabolic activation enzyme. 
The IAA-prodrug activating enzyme (IAP) was cloned and expressed as GFP-IAP fusion protein in E. 
coli and Arabidopsis thaliana. Transgenic plant expressing GFP-IAP showed auxin-induced phenotypes 
when IAA-prodrug was applied. This new tools would be useful tools to dissect the spatiotemporal 
dynamics of IAA distribution leading to cell-specific auxin responses.

研究分野： 生物有機化学

キーワード： オーキシン　ケミカルバイオロジー　植物ホルモン

  ２版



様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９，ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
オーキシンであるインドール 3-酢酸（IAA）は

胚発生，花芽形成，側根形成，頂芽優勢，光・
重力屈性など，植物の分化・成長のあらゆる局
面に関与する。このように単純な分子である IAA
が，他の植物ホルモンと協調して植物の複雑な
形態形成や多様な環境応答を調節することから，
オーキシンは植物ホルモンの”マスターレギュレ
ーター”ともよばれている。現在までに，オーキシ
ンのホルモン作用は，❶～❸の３つのステップ
で調節されることが明らかとされ，それら各ステッ
プに関わる主要な遺伝子が同定された。 

 
❶オーキシンの生合成・代謝調節：２段階の酵
素反応で IAAが生合成されるとともに，IAAは不
活性化されて IAA量が調節される。 
❷オーキシンの極性輸送：環境刺激などに対応
して，IAA を能動的に輸送することで細胞間・組
織間でホルモン濃度勾配を形成する。 
❸オーキシンのシグナル伝達：IAA は，核内受
容体に結合し，一連のオーキシン応答性遺伝子
群の発現調節を行う。 
 
これらの３つの調節段階で，オーキシンの合成・
代謝・輸送とシグナル伝達に関する制御メカニ
ズムが働き，ホルモン濃度分布を制御することに
より，組織・細胞特異的な成長・分化が調節され
る。すなわちオーキシン濃度分布の制御が，植
物個体の統合的な成長調節にきわめて重要で
あると考えられている。 

 

 
極めて単純な分子である IAAが，植物の複雑な
成長・分化を，どのように調節しているのか？オ
ーキシンによる成長制御には，ホルモン作用の
時空間的な制御がきわめて重要であると考えら
れている。すなわち，オーキシンの濃度勾配が
形成され，ある特定の細胞・組織でのホルモン
濃度が高くなることで，一連の生理反応が引き
起こされると考えられている。また，農業上も，特
定の組織（イネ科作物の葯や綿花の胚珠）のオ
ーキシン含量が，イネの高温障害や綿花の収
量・品質にも大きく関係すると報告されている。 
 
２．研究の目的 
オーキシンに関わる合成酵素，輸送体，受容

体をコードする遺伝子が同定されたが，それら
遺伝子群の時空間的な機能解析は，十分には
達成されていない。このことから，オーキシンの
作用を統合的に理解するには，特定時期の特
定組織・細胞における，オーキシン濃度や感受
性の調節機構を解明することが極めて重要であ
る。そこで，本研究では，オーキシン作用を組
織・細胞選択的に制御する技術を開発すること
を目的として，遺伝子組換え植物とケミカルツー
ルを融合した新しいドラッグデリバリーシステムを
開発する。 
循環器系をもち，ペプチドやタンパク質をホル

モンとして利用する動物とは異なり，オーキシン
を含めて低分子有機化合物である植物ホルモ
ンおいては，そのホルモンの時空間的な濃度制
御がきわめて重要である。それら，ホルモン濃度
を自在に制御するために，オーキシンやサイトカ
イニンなどの投与を光乖離反応で，制御するこ
とができるケージドホルモン（光遊離基で不活性
化したホルモン）が報告されている。しかしなが
ら，ケージドホルモンでは，光分解反応によるホ
ルモン応答が一過性であるため，持続性に問題
があり，かつ植物の成長に必要な光照明下での
使用に制限があるため，根での使用に限られて
いた。このケージドオーキシンの制限を克服する
ために，標的細胞・組織でのみオーキシンを放
出することが可能な，細胞レベルまで分解能を
高めた新しいオーキシンの細胞・組織分布を制
御する手法が強く求められている。 

 

これまで，薬剤の安定性，組織移行性などを
改良するために，活性化合物（受容体・生合成
阻害剤）などを化学修飾することにより不活性化
するプロドラッグ化が，盛んに利用されてきた。し
かしながら，通常，プロドラッグ化された薬剤は
内因性の代謝酵素で活性化されるため，その活
性化部位は，内在性酵素の発現部位に依存し，
自在にコントロールすることは不可能であった。
本研究では，ケミカルによる組織・細胞選択的な
オーキシンの制御システムの技術基盤を提示す
る。すなわち，オーキシンのプロドラッグ化と，そ
れらを選択的に活性化する微生物酵素(活性化
酵素)のスクリーニングとクローニングを実施し
た。 
モデル植物のシロイヌナズナでは，数多くの

細胞・組織特異的なプロモーター配列が明らか
とされており，特定の細胞・組織で働くプロモー
ターの下流に，プロドラッグの代謝活性化酵素
遺伝子を導入した遺伝子組換え植物を構築し



て，プロドラッグを作用させれば，標的となる組
織・細胞部位で選択的にオーキシン作用の制御
が達成できると考えた。この細胞レベルまで分解
能を高めたドラッグデリバリーシステムを構築し，
オーキシン作用（オーキシンシグナル・生合成・
輸送）の組織・細胞特異的な制御を目指した。 
 
３．研究の方法 
オーキシンの成長調節は，組織・細胞特異的

なオーキシン濃度分布の制御（合成・代謝・輸
送）とその感受性（シグナル伝達）によって決定
される。現在，オーキシンを植物全体に投与す
ることで，ホルモン調節機構が研究されてきたが，
過剰な外生ホルモン投与により，本来の成長調
節が攪乱されて生育障害が現れることが問題と
なる。さらに，遺伝子組換え技術を用いて，植物
内の内生 IAA 量を増やす技術が報告されてい
るが，生合成遺伝子の発現を自在にＯＮ／ＯＦ
Ｆすることは困難なことから，その時空間的な制
御は満足できるものではない。一方，オーキシン
信号伝達や生合成に関与する遺伝子は多重遺
伝子属を形成しているため，これらを遺伝子組
換え技術のみで特定の部位のみを阻害する，
すなわち組織・細胞選択的な機能阻害は不可
能である。このように特定の時期の特定組織に
ついてオーキシンの作用を調節することはいま
だ達成されていない。 

 
 
本研究では，オーキシンや活性化合物などを

化学修飾によりプロドラッグ化（エステル・アミド
化）し，不活性化する。このプロドラッグを代謝分
解し，活性化できる酵素遺伝子を導入した遺伝
子組換え植物（形質転換体）に作用させた。 
この形質転換体では，特定の組織や細胞群で
発現するプロモーターの制御下で代謝活性化
酵素が発現するように構築することで，プロドラッ
グ化した活性化合物を投与すると標的部位で活
性化されると考えられる。すなわち，プロドラッグ
化したオーキシンやオーキシン受容体阻害剤・
生合成阻害剤と代謝改変した形質転換体を融
合したシステムとすることで，組織・細胞選択的
なオーキシン作用の制御が達成できると考えら
れる。 
 

（１）プロドラッグ化オーキシンの合成と植物体内
での安定性評価 
 
①天然オーキシンである IAAのプロドラッグ体の
合成指針 

IAA のプロドラッグ体では，IAA に結合させる
保護基は，植物で分解された後は，アミノ酸や
糖など植物に対して毒性のない化合物であるこ
とが必須である。アミノ酸の中でも 2 級アミド基を
有するプロリンのジペプチド結合を選択的に加
水分解するプロリルペプチダーゼ（prolidase）は
報告されておらず，IAA をプロリン誘導体でプロ
ドラッグ化した化合物は植物体内で安定と予想
され，検討を行ったところ，IAA-プロリン誘導体
は，植物内で IAAを遊離せず，代謝安定性の高
いことが確認された。 

 

②微生物由来の IAA プロドラッグ体分解酵素の
スクリーニング 

IAA プロドラッグ体を唯一の炭素源として微生
物を集積培養して，IAA-プロリン誘導体を代謝
活性化する酵素（加水分解酵素）を生産する菌
株を得た。この微生物由来の酵素のペプチダー
ゼ活性やその基質特異性などを検討した。有望
菌株として複数の菌株が単離できた。一方微生
物酵素のスクリーニングに合わせて，哺乳類の
既存のアミダーゼやプロリダーゼなどの IAAプロ
ドラッグ体に対する加水分解活性を検討したが，
既存のペプチダーゼの中には，活性を示す酵
素は見いだせなかった。 

 

 

③IAA プロドラッグ活性化酵素の植物体内での
組織・細胞特異的な発現制御 
選抜した微生物の酵素遺伝子をクローニング

して大腸菌での大量発現と機能解析を実施した。
また活性化酵素を各種細胞・組織特異的プロモ
ーターの下流に導入したシロイヌナズナの形質
転換体を構築し，最終的にそれら組織での選択
的な活性化制御を検討した。 
 
４．研究成果 
①オーキシンプロドラッグ体の合成 
植物体内で，代謝活性化を受けず安定に存在
できるオーキシンプロドラッグ体を得る目的で，
IAAや NAA のカルボン酸をアミド保護基で修飾
したプロドラッグ体を合成した。得られたプロドラ
ッグ体を植物とともに培養したところ，直鎖のア
ルキルアミドやアリルアミドで保護した２級アミド
の場合，植物体内で，速やかに加水分解を受け
て，IAAやNAAを遊離することが示された。一方



３級アミド基としてプロドラッグ化したところ，それ
ら誘導体は植物体内で安定であった。 

 
それらの中でも分解物に毒性がないと推定され
る IAA-プロリン誘導体を中心に，オーキシンプ
ロドラッグを合成評価したところ，IAA-プロリンメ
チルエステルや IAA-プロリンなどが，組織移行
性と安定性に優れると推測された。 
 
②IAA プロドラッグ活性化酵素の同定・遺伝子ク
ローニング 

IAA-プロリンを大量合成し，この IAA-プロリン
を単一炭素源として，土壌微生物の集積培養を
したところ，数種の細菌が， IAA-プロリンを栄養
源として活発に増殖した。このうち IAP と命名し
た菌から得た粗酵素は，IAA－プロリンを速やか
に IAA とプロリンに加水分解することが示され
た。 
この IAP 菌株のゲノム DNA の全塩基配列を次
世代シーケンサーにより解析した。 

 

その結果，ゲノム中には，6－8 個のペプチダー
ゼ・アミダーゼのホモログが存在した。これらす
べてをクローニングし，大腸菌で発現させて酵
素活性を検討したところ，IAP と命名した酵素遺
伝子が IAA－プロリンを分解する活性を示した。 
大腸菌で，GFP 融合タンパクとして発現させたと
ころ，GFP-IAP 融合タンパクにおいても，IAA－
プロリン加水分解酵素活性を示した。 
その基質特異性を詳細に検討したところ，

GFP－IAP 酵素は，IAA－プロリンのみならず，
NAA や安息香酸，4 メチルフェニル酢酸などの
プロリン保護体も加水分解した。このことから IAP
酵素の基質特異性は，カルボン酸部位につい
て低いことが分かった。 
一方，D-プロリン，プロリンアミド，プロリンメチル
エステルなどで保護した IAA 誘導体は，GFP－
IAP によって全く加水分解を受けず，プロリン部
位の認識は厳密であった。 
 

 

③IAA プロドラッグ活性化酵素の植物体内での
組織・細胞特異的な発現制御 
モデル植物であるシロイヌナズナ（Arabidopsis 

thaliana）では細胞タイプ特異的に発現するプロ
モーターが数多く報告されている。細胞・組織特
異的なプロモーターにより IAA プロドラッグ代謝
活性化酵素 GFP-IAP が発現制御を受ける形質
転換体を構築した。 
 35S 強制発現プロモーターの制御下で
GFP-IAP をシロイヌナズナで過剰発現させたと
ころ，懸念されていたGFP-IAP酵素の過剰発現
による生育への明確な影響は観察されなかった。
この 35S::GFP-IAP形質転換体に IAA－プロリン
を作用させると，子葉の屈曲，著しい側根形成，
主根の伸長抑制など，典型的なオーキシン過剰
の表現型が観察された。一方，同様な処理をし
た非形質転換体では何ら変化は観察されなか
った。 

 

GFP-IAPを過剰発現する形質転換体  

以上のことから ，植物体内で発現させた
GFP-IAPは，植物に対する毒性などの作用を示
さない。また植物体内で発現させた GFP-IAPは，
IAA－プロリン加水分解活性を示し，細胞内へと
流入した IAA－プロリンを加水分解して IAAを遊
離する活性を示すことが明らかとなった。 
 シロイヌナズナでは，根毛細胞に特異的に発
現する EXPANSIN7（EXP7）や，根の内皮細胞で
発現する SCARECROW (SCR)など，多様な 
遺伝子が知られている。GFP-IAP を，これら細
胞・組織特異的なプロモーターの下流で発現す



るGATEWAYベクター系を構築し，EXP7と SCR
のプロモーター領域を挿入したコンストラクトを
作成し，シロイヌナズナに形質転換し，細胞・組
織特異的なプロモーターの制御下で GFP-IAP
を発現させることに成功した。 

 

本研究では，IAA－プロドラッグを鍵として，オー
キシン濃度分布を細胞特異的に制御する手法
を開発することができた。今後，さまざまな組織・
細胞特異的なオーキシン作用と，分化・成長の
変化の関連を研究する新しいツールとなりうると
期待される。さらに，本研究の手法がより精密な
ホルモン作用の解析に発展すれば，オーキシン
作用の統合的な理解につながると期待される。
さらに，得られた学術的な知見を応用的に活用
すれば，すでに幅広く遺伝子組換え体が利用さ
れている綿花の品質向上などで，オーキシンが
関わる植物成長の制御技術に利用できると期待
される。 
これまで，医薬分野ではドラックデリバリーの

技術により，薬物の組織特異性を達成しようとす
るコンセプトは幅広く認知されているが，最終標
的がヒトである以上，当然ながら，その概念の適
用対象は医薬分子（ケミカル）のみに限られる。
一方，本研究のコンセプトは，遺伝子組換え植
物とケミカルツールを融合した新しい細胞分解
能のドラッグデリバリーシステムへと拡張する点
においてきわめて独創的であるといえる。 
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