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研究成果の概要： 
 
  本研究は植物ホルモン・オーキシンの 2 つの化合物、2,4-ジクロロフェノキシ酢酸（2,4-D）
とインドール-3 酢酸（IAA）の採用機作の違いを明らかにする目的で行われた。2,4-D と IAA
に対する表現系が異なるシロイヌナズナSMAP1タンパク質欠損変異体の根を用いた解析から、
2,4-Dあるいは IAA処理で見られるアクチン分解やアポトーシスに差があることを見出し、SMAP1
が重要な役割を果たしていることが明らかになった。さらに、イネでは SMAP１の発現が低い
ことも見出し、2,4-D が示す単子葉特異的除草性を関連していることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
 
  植物ホルモン・オーキシンであるインドー
ル-3 酢酸（IAA）は、胚形成から老化まで植
物の全生育過程に影響を与える。シロイヌナ
ズナの遺伝情報の解明に伴い、この 10 年ほ
どで IAAの分子レベルの機構解明が大幅に進
んだ。しかし、その研究のほとんど（変異体
のスクリーニングを含む）において、IAA の
代わりにその類似化合物である 2,4-ジクロロ
フェノキシ酢酸（2,4-D）が使用されている。 

 
 
 
両者は、輸送および代謝に相違が見られる
（2,4-D は IAA に比べ排出および分解の速度
が緩やかである）ことが認識されているにも
かかわらず、これまで一般に両ホルモンの作
用機構は同じとみなされてきた。2,4-D は、
オーキシン類似化合物としての使用のほかに
も、選択性除草剤として使用されている。2,4-D
は双子葉植物のみに除草効果があるため、コ
メ、コムギ、トウモロコシ類などの単子葉作
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物の圃場では世界で最も使用量の高い除草剤
であるが、その選択性除草剤としての毒性機
構は解明されていない。 
  しかし最近、2,4-D と IAA が共通の信号伝
達経路を持つというこれまでの考え方が疑問
視され始めた。まず、新たに分離された変異
体 aar1 の変異遺伝子の分子生物学的特徴付
けを行ったところ、2,4-D 特異的耐性はタン
パク質SMAP1によることが判明した（Rahman 
et al., 2006）。また、細胞の分裂・伸長、アク
チン組成への影響から、2,4-D と IAA を 2 つ
のクラスに分類できることがわかった（Rahman 
et al., 2007）。オーキシンとアクチンが植物の
成長に重要な役割を持っていることから、両
者間の相互作用は予想できることであるが、
アクチンが、IAA と 2,4-D の異なった応答の
基礎となることは注目に値することであり、
2,4-D の除草作用における分子レベル、細胞
レベルでの機構の解明への手掛かりとなる。 
 
２．研究の目的 
 
  以下に当プロジェクトの主な目的を述べる。 
 
目的 A）細胞骨格構成における 2,4-D に誘導
された変化の分子レベルでの機構解明、およ
び細胞分裂抑制との関連の解明 
  2,4-D に制御されたアクチン分解の分子レ
ベル機構を解明するため、以下の実験方法を
用いた。 
 
A-1）アクチン組成での 2,4-D 誘導変化におけ
る SMAP1 の役割の詳察 
  これまでの申請者の研究により、2,4-D で
は細胞のアクチン組成を変化させ根の分裂組
織の成長を妨げる作用が見られるが IAAでは
見られないこと、また、シロイヌナズナ根の
成長での 2,4-D 耐性が未知の機能を持った
SMAP1 によるものであることが示されてい
る。SMAP を欠損させた根では、1 種類のオ
ーキシンでのみ選択的に耐性がもたらされる
ことから、SMAP1 欠落変異体 aar1 の 2,4-D
への耐性がアクチンに制御されているという
仮説が可能であり、これを調べる必要がある。
以前に解明したアクチンに対する 2,4-D の影
響から、この変異体の 2,4-D への耐性は、こ
の変異背景では 2,4-D がアクチンを分解でき
ないことによると考えられる。これは、SMAP1
がこの過程で中心的な役割を果たしているこ
とを示唆するものである。 
 
A-II）細胞分裂および細胞伸長における
SMAP1 の役割の解明 
  2,4-D を外から与えた際に見られるシロイ
ヌナズナ根の細胞分裂の阻害は、IAA では見
られない。2,4-D 誘導の細胞分裂抑制は、ア
クチンを分解する能力と関連している。細胞

分裂、細胞伸長、およびアクチンの機構的関
連を理解するため、この変異体の 2,4-D 誘導
による細胞分裂と細胞伸張の抑制への反応の
特徴付けを行う必要がある。 
 
A-III）細胞アクチン組成および細胞伸張・分
裂の過程に対する影響における 2,4-D 特有の
経路の有無 
  これまで、2,4-D と IAA は共通の伝達経路
を持つと考えられてきた。しかし、細胞のア
クチン組成や細胞分裂・細胞伸張経路におい
て 2,4-D と IAA が異なった影響を示すことか
ら、2,4-D が、既知の IAA 経路とは異なった
経路でこれらのプロセスを調節している可能
性があり、それを明らかにする必要がある。 
 
目的 B）2,4-ジクロロフェノキシ酢酸（2,4-D）
の単子葉と双子葉における選択性除草作用機
構の解明 
  2,4-D は選択性除草剤で、単子葉植物を残
して双子葉植物に作用する。2,4-D の選択性
除草剤としての作用機構の分子レベルでの解
明はまだ行われていない。当プロジェクトは
また、この経路の解明も目的としている。研
究は以下の方法で行う。 
 
B-I）双子葉植物の根における細胞死の誘導
における IAA と 2,4-D の比較 
  細胞死の誘導が 2,4-D が双子葉植物を枯死
させる経路であると考えるのが最有力である
が、それを検証した研究はまだない。そこで
申請者の研究グループはこの経路を明かすこ
とに焦点を置いた。 
 
B-II）単子葉と双子葉における SMAP1 の発
現の比較 
  双子葉における 2,4-D 特異的耐性をもたら
すのは SMAP であるため、単子葉と双子葉の
両者においてその発現を分析し、除草経路に
おいてSMAPが重要な調整役となっていると
いう仮説を検証した。 
 
B-III）SMAP と相互作用する物質の同定 
  細胞骨格、細胞分裂、細胞伸長における
2,4-D を介した変化およびその除草作用に関
係する分子調整物質を同定することを目的と
した。 
 
 
３．研究の方法 
 
  生理学、分子生物学、細胞生物学など、多
分野の方法を使用した。 
 
４．研究成果 
   
  SMAP1 は、2,4-D を介したアクチン分解の



 

 

性の調整因子であり、既知の伝達経路とは独
立して作用する。 
 
  SMAP1 のアクチンの状態を調整する役割
を理解するため、SMAP1 欠損変異体（aar1）
のアクチンに対する免疫染色を行った。2,4-D
に対する根の成長耐性と同様、aar1 のアクチ
ンも 2,4-D への耐性を示した。野生型の根に
おいては、30 nM の 2,4-D で細胞内アクチン
のほとんどがなくなったが、aar1においては、
50 nMでもアクチンが検出できた（Figure 1）。
また、SMAP1 が 2,4-D に誘導された細胞分
裂・細胞伸長の過程の抑制における調整作用
を持つことがわかった（Table 1）。 
 
  SMAP の欠損は 2,4-D による細胞伸長の抑
制を大幅に制限する。野生種においては、50 
nM 2,4-Dによって細胞伸長過程が大幅に抑制
されたが、SMAP1 変異体では、その全てに
おいて細胞伸長を抑制することができなかっ
た。より低濃度の 2,4-D においても、細胞分
裂に対する同様の結果が得られたが、より高
濃度（50 nM）では、2,-4D は aar1 変異体の
細胞分裂を抑制した。これらの結果から、ア
クチンと同様、2,4-D に誘導された細胞分裂
の抑制は、SMAP1 に依存するものと考えら
れる。また、SMAP1 は、2,4-D を介した細胞
分裂の過程の調整にも部分的に関与している。 
 
  2,4-D と IAA が共通するオーキシン信号伝
達経路を持つと考えられていたが、本研究で
は 2,4-D に特異的に依存する経路が存在する
可能性を調べた。遺伝学的方法を用い、SMAP1
欠損変異体 aar1 とオーキシン受容体変異体
tir1 の二重変異体を使用した。TIR1 はユビキ
チンリガーゼの成分で IAA と 2,4-D 両方の受
容体としても作用する（Kepinski and Leyser 
2005）。シロイヌナズナの根におけるこの遺
伝子の変異は、IAA と 2,4-D の両者に対し耐
性をもたらす。根の成長アッセイにおいて、
aar1 と tir1 の二重変異体は、各単独変異体よ
りも2,4-D耐性が強化されていた（Figure 2A）。
この結果から、遺伝子損傷は相加的で、SMAP1
が既知のオーキシン伝達経路とは無関係に作
用することが確認できる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 1. The null allele of SMAP1, aar1 is 
resistant to 2,4-D induced degradation of actin. 
Five days old roots were treated with 50nM 
2,4-D for two days and subjected to chemical 
fixation. Roots were immunostained against 
anti-actin antibody. A,C-control treatment; B,D 
50nM 2,4-D treatment. Images are projection of 
10-12 optical sections. 
 

 
Table I: Comparison of Effect of 2,4-D on cell 
length and cell production in the wild-type and 
SMAP null mutant aar1. Data are means ± SEM 
of three replicate experiments. Values in 
parentheses are the percentage of control for each 
column.  
 
  この仮説を検証するために、単独変異体と
二重変異体の細胞アクチンへの 2,4-D の影響
を分析した。根の成長に対する 2,4-D に耐性
を持つ変異体 tir1 は、アクチンの 2,4-D 誘導
分解に野生型の感度を示した（Figure 2B）が、
aar1 はこの現象に耐性を示した。ここで、tir1
における SMAP1 の欠損が根のアクチンを
2,4-D を介した分解に耐性をもたらしたのは
特に注目に値する。また、aar1 と tir1 で、2.4-D
介した細胞アクチン組成の変化が異なること、
また、tir1 を背景とした場合に SMAP1 の欠損
によって耐性がもたらされたことは、SMAP1
が、オーキシンの既知のユビキチン・プロテ
アソーム経路とは無関係に作用するリガーゼ
2,4-D 特異的経路における正の調整因子であ
ることを更に裏付けるものである。これは、
知り得る限りでは、植物における 2,4-D の単
独経路を同定した初めての報告である。 
 



 

 

 
 
Figure 2: Effect of 2,4-D on the growth of the 
primary root of single and double mutants (A)and 
on cellular actin organization (B). The actin 
immunostaining was performed as described in 
Figure 1. Note that aarxtir1 double muntant 
showed enhanced resistance to 2,4-D. 
 
2,4-D はシロイヌナズナの根におけるアポト
ーシスを誘導するが、IAA は誘導しない 
 
  2,4-D が双子葉植物の枯死をもたらす経路
を解明するため、この化合物が高濃度で細胞
死を誘導すると仮定した。この仮説を証明す
るため、シロイヌナズナの根を高濃度の IAA
と 2,4-D で長時間（6 日間）処理した。この
処理の影響をアポトーシスの研究で広く使わ
れている TUNEL アッセイを用いて調べた。
TUNEL アッセイの結果、2,4-D でシロイヌナ
ズナの根の枯死が見られたが、IAA では見ら
れなかった。 
 

 
 
Figure 3.  TUNEL assay for apoptosis. 
Representative images of control root (A), 3μM 
IAA treated root (B), 3μM 2,4-D treated root, (D) 
3μM LatB treated root 
 
  次に、アポトーシスの過程におけるアクチ
ンの役割を解明するため、アクチン抑制物質
であるラトランクリン B（LatB）の影響を調
べた。高濃度の LatB も 2,4-D と同様にアポト
ーシスを誘導し（Figure 3）、以前に当グルー
プが行ったアクチンと細胞分裂の観察と一致
した。これらの結果から、2,4-D の除草作用
がアクチンの組成と密に関連していることが
明確に示され、また、この経路が既知のオー
キシン伝達経路とは独立して作用することが
更に確認された。 
SMAP1によって2,4-Dの選択性除草作用の説
明が可能となる 
 
  当グループの得た生理学的、分子および細

胞レベルのデータから、SMAP1 が、2,4-D 除
草経路における重要な制御因子であることが
示された。2,4-D が選択性除草剤として双子
葉のみを枯死させ、圃場の単子葉作物に影響
しないことはよく知られている。SMAP1 の
欠損が 2,4-D への特異的耐性を与えることか
ら、2,4-D の選択的作用を分子レベルで理解
するためこの遺伝子を調べた。これにはリア
ルタイム PCR 分析を用い、シロイヌナズナと
イネを対象に SMAP の発現を調査した。その
結果、SMAP1 はシロイヌナズナの根では発現
するが、イネの根では発現が制限されている
ことがわかった（データ未記載）。単子葉植
物の根と双子葉植物の根で SMAP1 が異なっ
た発現パターンを示すことは、SMAP1が2,4-D
の除草作用を制御しているという申請者らの
研究結果と完全に一致し、2,4-D の選択的な
作用を分子レベルで説明するものである。 
 
SMAP1 と相互作用するタンパク質  
    
  除草経路で機能する分子成分を同定するた
め、酵母ツーハイブリッド法を用いて SMAP1
と相互作用するタンパク質の検出を試みた。
しかし、SMAP1 の性質（酸性度と低分子量）
のため、自己連結、あるいは他のタンパク質
との非特定的作用のみが見られた。現在、酵
母ツーハイブリッド法においてGFPで標識し
た SMAP1 タンパク質をベイトとして使用す
ることで自己連結と非特定的作用を回避し、
この経路における他の分子構成物質を検出し
ようと試みている。 
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