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研究成果の概要（和文）：植物の生活環全般にわたり形態形成や成長調節、環境応答など多様な生理作用を誘導
する植物ホルモン・オーキシンの細胞内シグナル伝達を人為的にコントロールすることを目的に、オーキシン受
容体TIR1/AFBのオーキシン結合部位と共受容体Aux/IAAのデグロン配列の改変を行い、新規のオーキシン研究ツ
ールを開発した。また、オーキシンの代表的な生理作用である細胞伸長誘導（酸成長）のメカニズムの一端を明
らかにした。

研究成果の概要（英文）：To artificially control the intracellular signal transduction of the 
phytohormone auxin, which mediates various physiological actions such as morphogenesis, growth 
regulation, and environmental response throughout the life cycle of plants, I have developed novel 
auxin research tools by modifying auxin receptor TIR1/AFB and the degron sequences of co-receptor 
Aux/IAA. In addition, I have clarified the mechanism of auxin-induced plant cell elongation (acid 
growth), which is a representative physiological action of auxin.

研究分野：植物生理学

キーワード： オーキシン　酸成長　プロトンポンプ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
オーキシンのシグナル伝達機構は比較的単純な因子で構成されているがそれぞれの構成因子は大きなタンパク質
ファミリーを形成しているため、あるオーキシン作用がどのような因子の組み合わせで駆動されるのか詳細な機
構を解析することは、従来の遺伝学的な解析では困難であった。本研究成果はその突破口を開く可能性を持って
おり、またさらに研究を発展させることで新たな研究ツールの開発につながると考えている。また、140年前の
C.ダーウィンによる研究が端緒となったオーキシン酸成長のメカニズム解明をさらに進展させることができ、社
会に与える影響も大きいと考える。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
植物ホルモンのひとつであるオーキシンは、胚軸や子葉鞘など植物の伸長生長誘導を始めとし
て、自身の形態形成や成長を調節し植物体内外の環境変化に対する応答を仲介する。遺伝子発現
調節を介するオーキシンのシグナル伝達は、ユビキチン-プロテアソーム経路が中心的な役割を
果たしており、オーキシンシグナル伝達に特異的な主要因子としては F-boxタンパク質であるオ
ーキシン受容体 TIR1/AFB と転写リプレッサーAux/IAAおよび転写因子 ARFという比較的単純
で短い経路である。しかしながら、シロイヌナズナにおいて TIR1/AFBが 6遺伝子、Aux/IAAが
29遺伝子、ARFが 23遺伝子も存在しており、これらの因子の多様な組み合わせがオーキシン応
答の多様性に対応しうると考えられる。ところが、それぞれの因子の機能が冗長的であるため、
個別のオーキシン応答の詳細なメカニズムを調べるにはシグナル因子の機能欠損型変異体（多
重変異体）や過剰発現体を用いた場合、その影響が広範に現れるため従来の遺伝学的な手法では
解析が困難である。この問題を克服するため研究代表者らは、bump-and-hole アプローチにより
野生型植物に影響を与えないオーキシン類似化合物（人工オーキシン cvxIAA）とその人工オー
キシンに特異的に相互作用する改変型 TIR1（ccvTIR）を創出し、改変型 TIR1を発現する植物体
（組織、細胞）においてのみ人工オーキシンを添加することでオーキシンシグナル伝達を駆動す
ることに成功していた。 
ところでオーキシンの多彩な生理作用の中には、根の伸長阻害や胚軸の伸長生長などオーキ
シン添加後１分以内もしくは十数分という短い時間で誘導される現象もみられ、遺伝子発現調
節を介さないオーキシン作用の存在も古くから示唆されている。しかしながら、現在までに非転
写オーキシンシグナル伝達系は受容体を含めその分子機構は明らかとなっていない。受容体の
第一候補は Auxin Binding Protein 1（ABP1）であると長らく想定されていたが、2015年に確立さ
れた ABP1 の機能欠損変異体には特徴的な表現型への影響が認められなかったことから、受容
体は ABP1 ではなく未発見のタンパク質である可能性も考えられた。そのような混沌とした状
況下で、研究代表者らは上記の「cvxIAA-ccvTIR1 ペア」システムを用いて、オーキシン誘導性
胚軸伸長の初期過程や根の伸長抑制という応答性の早いオーキシン作用も TIR1が仲介すること
を証明することに成功した。特に根の伸長抑制は応答が非常に早いことや翻訳阻害剤に影響さ
れないことから遺伝子発現調節を介さない経路であることが強く示唆されており、TIR1 が駆動
する非転写オーキシンシグナル経路が存在する可能性が示唆された。Canonical なオーキシンシ
グナル伝達では TIR1がオーキシン依存的に転写リプレッサーAux/IAAと相互作用して分解誘導
するが、非転写経路では TIR1が Aux/IAA以外の調節タンパク質と相互作用してシグナルが伝達
されることも推察される。一方、ABP1のオーキシンシグナル伝達における役割についても未確
定であった。 
 
 
２．研究の目的 

 
本研究では、オーキシンに対する応答性が速い現象であるオーキシン誘導性胚軸伸長の初期
過程（いわゆる酸成長）の機構解明を通して、「canonicalなオーキシンシグナル伝達機構の詳細
解明のための革新的な研究ツールの開発」と「新奇オーキシンシグナル伝達機構、とくに遺伝子
発現調節を介さないオーキシンシグナル伝達機構の解明」を目指した。さらに、このツールやそ
の他の研究手法を駆使して本研究では「酸成長」のメカニズムを解明することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 

 
TIR1 はオーキシン存在下で Aux/IAA のデグロン配列と相互作用することが明らかとなって
いるので、まず、Aux/IAA のデグロン配列およびその近傍のアミノ酸に変異を与えることによ
り、野生型 TIR1と相互作用しない改変型 Aux/IAAを選抜する。続いて、オーキシン存在下で改
変型 Aux/IAAとの相互作用を回復するようなアミノ酸置換を TIR1に与え改変型 TIR1を作成す
る。なお、改変型 TIR1は野生型 Aux/IAAとは相互作用しないことが重要である。アミノ酸変異
を与える部位は TIR1と Aux/IAAとの結晶構造に基づいて合理的に推定することができるが、最
適なアミノ酸変異の組み合わせを見いだすには試行錯誤が必要である。「改変型 TIR1 と改変型
Aux/IAAのペア」の設計に基づいて、29個の Aux/IAAについてそれぞれの改変型フォームを構
築し、改変型 TIR1と改変型 Aux/IAAを共発現する組換えシロイヌナズナを作成して酸成長が誘
導される TIR1-Aux/IAA ペアを見つけ出す。Aux/IAA が酸成長誘導に関与することが示されれ



ば、遺伝子発現調節を介した経路を経て酸成長が誘導されることを実験的に証明できる。一方で、
内生の Aux/IAA と相互作用しない改変型 TIR1 のみを導入した植物体で酸成長が誘導された場
合、酸成長は非転写オーキシンシグナル伝達機構を介して誘導される可能性が高くなる。この場
合、Aux/IAA以外の調節タンパク質が改変型 TIR1と相互作用することが期待されるため、改変
型 TIR1と相互作用するタンパク質の同定を行い、新奇オーキシンシグナル伝達機構の解明に繋
げる。この他に、遺伝学的および生理生化学的手法を用いて細胞膜 H+-ATPaseの活性調節を介し
た酸成長誘導のメカニズムを解析する。 
 
 
４．研究成果 
 

TIR1/AFBおよび Aux/IAAファミリータンパク質のうち、TIR1と IAA7をモデルとして改変
タ ン パ ク 質 を 作 出 す る こ と に し た 。 ま ず 、 IAA7 の デ グ ロ ン 配 列 で あ る
AKAQVVGWPPVRNYRKNを含む DIIドメインと glutathione S-transferase (GST)との融合タンパ
ク質（GST-IAA7DII）を大腸菌発現系で、また FLAG タグを C末端に付加した TIR1 タンパク質
（TIR1-FLAG）をコムギ胚芽無細胞タンパク質合成系で作製した。これら両タンパク質を用いて
in-vitroプルダウンアッセイを行ったところ、オーキシン（indole-3-acetic acid; IAA）依存的に GST-
IAA7DIIと TIR1-FLAGが相互作用することが確認できた。このアッセイ系を用いて、GST-IAA7DII

のデグロン配列のアミノ酸に様々な変異を導入した改変型 GST-IAA7DIIと野生型 TIR1-FLAG と
のオーキシン依存的相互作用を検討して、相互作用を示さなくなる変異箇所と変異アミノ酸を
同定した。なお、変異を導入するアミノ酸は、TIR1 と IAA7 の結晶構造結果に基づいて合理的
に推定したものである。さらに、野生型 TIR1 と相互作用しなくなった改変型 IAA7DIIとオーキ
シン依存的に相互作用できるようになる TIR1 のアミノ酸変異を結晶構造結果に基づいて推定
し、実際に変異を導入した改変型 TIR1-FLAG を作製して、改変型 GST-IAA7DIIと相互作用する
かどうか in vitro プルダウンアッセイにより検討した。さまざまな変異を導入した改変型 GST-
IAA7DIIと改変型 TIR1-FLAGの組み合わせを検討した結果、野生型 IAA7には相互作用しない改
変型 TIR1と、野生型 TIR1に相互作用せず改変型 TIR1にのみ相互作用する改変型 IAA7を創出
することに成功した。引き続いて、改変型 IAA7と同部位のアミノ酸変異を IAA3および IAA17
に導入した改変型 GST-IAA3DII、改変型 GST-IAA17DIIを作出して改変型 TIR1-FLAGとの相互作
用を調べたところ、IAA7と同様の結果を得た。これらのことから、本研究で同定したアミノ酸
変異の組み合わせは、 改変型 TIR1と改変型 Aux/IAAの人為的な相互作用を実現できるものと
推察された。酸成長誘導とオーキシン依存性遺伝子発現との関連性を検討するため、改変型 TIR1
および改変型 IAA7を導入した組換え植物を作成し、オーキシン依存性伸長成長（酸成長）を調
べたところ、現時点では予備的な結果ではあるものの細胞膜 H+-ATPase 活性化や胚軸伸長誘導
においては少なくとも一部は遺伝子発現を介した経路で制御されていることが確認された。様々
な条件における胚軸伸長制御の結果を取りまとめたのちに投稿論文としてまとめる予定である。 
オーキシン誘導性酸成長における細胞膜 H+-ATPase 活性調節機構の解明に関しては、おおき
く２つのテーマで取り組み、まずは細胞膜 H+-ATPase の活性化に関わるリン酸化部位としてこ
れまで注目していた C 末端から２番目のアミノ酸（スレオニン）とは異なるリン酸化サイトの
重要性を検討した。このリン酸化サイトのアラニン置換体や擬似リン酸化体をもつ組換えシロ
イヌナズナを作成し、細胞膜 H+-ATPaseが関与する生理現象への影響を調べたところ、このリン
酸化サイトのリン酸化により細胞膜 H+-ATPase が活性化されうることを示唆する結果を得た。
さらにはこの部位の脱リン酸に関わる酵素も同定した。これらの結果をまとめた論文を現在、投
稿中である。この成果に加え、細胞膜 H+-ATPase の活性化に関わる C 末端から２番目のアミノ
酸（スレオニン）のリン酸化に関わるプロテインキナーゼ TMK1 や機能未知であった ABP1 の
オーキシンシグナル伝達への関与について国際共同研究によって明らかとした（発表論文 1,2,3）。 
本研究によって、オーキシン受容から細胞膜 H+-ATPase のリン酸化調節を担うプロテインキ
ナーゼ TMK1 やプロテインホスファターゼ PP2C-D の活性制御へと至るシグナル伝達機構の全
貌解明につながる成果が得られたと考える。 
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