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研究成果の概要（和文）：植物ホルモン・オーキシンによる細胞膜プロトンポンプ活性化機構についてシロイヌナズナ
の黄化胚軸を用いた解析を行い、オーキシンは既知のオーキシン受容体TIR1/AFB等を介さずにプロトンポンプのリン酸
化を引き起こして活性化し、この活性化がオーキシン誘導性の細胞伸長の初期過程に必須であることを明らかにした。
現在、この反応に関わる未知の受容体同定を逆遺伝学的手法や生化学的手法により進めるとともに、オーキシンによる
プロトンポンプ活性化のシグナル伝達の詳細を明らかにするため、オーキシンによる胚軸伸長やプロトンポンプ活性化
の損なわれた突然変異体の単離を進め、原因遺伝子の機能解析を行っている。

研究成果の概要（英文）：In this study, we showed that auxin induces phosphorylation of the penultimate Thr
 in the plasma membrane H+-ATPase without involvement of the identified auxin receptors, TIR1/AFB, in Arab
idopsis etiolated seedlings, and that auxin-induced phosphorylation is required for the early phase of aux
in-induced hypocotyl elongation. Now, we are trying to identify the unidentified auxin receptor by reverse
 genetic and biochemical approaches. In addition, we have started to screen the mutants, which show reduce
d auxin-induced hypocotyl elongation and phosphorylation of the plasma membrane H+-ATPase in EMS-treated A
rabidopsis etiolated seedlings.
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１．研究開始当初の背景 
 植物ホルモン・オーキシンは細胞の伸長や
分裂、光や重力に応答した偏差生長、頂芽優
性、側根形成、維管束分化など植物の成長や
分化を調節する植物ホルモンであり、近年、
オーキシンによる遺伝子の発現調節の分子
機構が明らかとなってきた。遺伝子の発現調
節では、オーキシンは SCF 複合体を構成する
受容体 TIR1/ABF と結合し、転写リプレッサ
ーである Aux/IAA 蛋白質をユビキチン-プロ
テアソーム経路を介して分解することによ
り、遺伝子発現の調節を行い、様々な生理応
答を引き起こしていると考えられている
（Dharmasiri et al., Nature 2005; Kepinski and 
Leyser, Nature 2005）。オーキシン誘導性伸長
促進の分子機構としては、1970 年代初頭に
Hager らによって「酸成長説」が提唱され、
オーキシンは P 型 ATPase である細胞膜プロ
トンポンプ（H+-ATPase）を活性化、または、
発現誘導することにより、H+-ATPase による
H+の輸送を増大させる。これによって、細胞
膜の過分極を引き起こし、K+の取り込みと水
の吸収を促進し、細胞体積を増加させ、同時
にアポプラストの酸性化によって細胞壁の
伸展性を増大させ、細胞の伸長を促進すると
考えられている（Hager, J. Plant Res. 2003）（図
１）。このようにオーキシンによる H+-ATPase
の活性化は、「酸成長説」の根源をなしてい
るが、その分子機構はほとんど明らかとなっ
ていなかった。 

図１、シロイヌナズナ黄化胚軸における伸長 
 
２．研究の目的 
 オーキシンは植物の成長や分化を制御し、
植物の生活環のほとんど全ての局面で重要
な役割を果たしているが、その代表的な生理
作用の一つである植物細胞の伸長促進（酸成
長）の分子機構については不明な点が多い。
本研究では、オーキシンによる H+-ATPase 活
性化の分子機構を解明し、「酸成長説」にお
けるオーキシンによる細胞膜 H+-ATPase の活
性化を介した伸長生長のシグナル伝達機構
を解明する。 
 

３．研究の方法 
 本研究では、シロイヌナズナの黄色胚軸を
用い、オーキシン応答性の胚軸の伸長促進や
細胞膜 H+-ATPase リン酸化レベルの変動を調
べた。黄化胚軸には内生のオーキシンが存在
するため、オーキシンの主な生合成部位であ
る黄化胚軸の子葉を切り取った胚軸切片を
試料として用いることで、外部から与えたオ
ーキシンの効果をより検出しやすくした。ま
た、オーキシンに応答した胚軸の伸長促進が
見られない突然変異体のスクリーニングで
は、変異原であるエチルメタンスルホン酸
（EMS）処理したシロイヌナズナを用いて行
った。 
 
４．研究成果 
（１）これまでの申請者らの研究により、細
胞膜 H+-ATPase は、C 末端のスレオニン
（Thr947）のリン酸化とリン酸化部位への
14-3-3 蛋白質の特異的結合により活性化され
ることを、気孔孔辺細胞を用いた研究により
明らかにした(Kinoshita and Shimazaki, EMBO 
J. 1999; PCP 2002)。また近年、この活性化機
構は、植物細胞を通じた共通の活性化機構で
あることが明らかとなりつつある（Palmgren, 
Annu. Rev. Plant Biol. 2001; Kanczewska et al. 
PNAS 2006）。そこで私たちは、オーキシンに
よる活性化も同様の機構で行われていると
考え、シロイヌナズナ黄化胚軸切片を用いて
解析を行った。その結果、オーキシンは、添
加後少なくとも 60 分以内においては、遺伝
子発現の増加を伴わずに、H+-ATPase C 末端
のスレオニンのリン酸化と活性上昇を引き
起こしていることが明らかとなった（図２）。
リン酸化レベルの上昇はオーキシンによっ
て促進される胚軸伸長の 10-60 分にかけての
急速な伸長促進の時間変化とよく一致して
いる。また、オーキシンによる胚軸伸長は
H+-ATPase の阻害剤であるバナジン酸（IAA+
バナジン酸）により阻害された（図２）。以
上 の 結 果 よ り 、 オ ー キ シ ン は 細 胞 膜
H+-ATPase C 末端のスレオニンのリン酸化を
引き起こすことにより、胚軸の伸長を引き起
こしていることが明らかとなった。 
 次に、オーキシンによる細胞膜 H+-ATPase 
C 末端のスレオニンのリン酸化のシグナル伝
達を明らかにするために、既知のオーキシン
受容体 TIR1、AFB2 の変異体を用いた解析を
行った。オーキシン受容体 TIR1、AFB2 は、
オーキシンを介した遺伝子発現に関与する
ことが明らかとなっている。その結果、tir1-1 
afb2-3 二重変異体においても正常なオーキシ
ン誘導性の細胞膜 H+-ATPase C 末端のスレオ
ニンのリン酸化と胚軸切片の伸長が観察さ
れた。また、オーキシン受容体 TIR1、AFB2
と共にオーキシンシグナル伝達に関与する
ことが知られているAXR1の変異体において
も正常な H+-ATPase C 末端のスレオニンのリ
ン酸化が観察された。さらに、オーキシン受
容体 TIR1、AFB2 のアンタゴニストと作用す 



図２、胚軸切片におけるオーキシンに依存し
た伸長と H+-ATPase のリン酸化 
 
ることが知られている PEO-IAA やオーキシ
ン受容体 TIR1、AFB2 の下流で働くユビキチ
ン -プロテアソーム経路の阻害剤である
MG132 存在下においても正常な H+-ATPase C
末端のスレオニンのリン酸化が観察された。
以上の結果は、オーキシンによる細胞膜
H+-ATPase C 末端のスレオニンのリン酸化の
シグナル伝達においては、オーキシン受容体
TIR1、AFB2 を含む既知のシグナル伝達系が
関与していないことを示している。今後、ど
の よ うなオ ー キシン 受 容体が 細 胞 膜
H+-ATPase C 末端のスレオニンのリン酸化に
関与しているのか、その解明が待たれる。 
 一方、実験に用いた胚軸切片におけるオー
キシン応答性遺伝子である内向き整流性カ
リウムチャネル（KAT1）や IAA1 の発現は、
tir1-1 afb2-3 二重変異体や PEO-IAA、MG132
存在下で抑制された。 KAT1 は細胞膜
H+-ATPase により形成された細胞膜を介した
プロトンの電気化学的勾配と共役して、カリ
ウムを細胞内に取り込み、細胞体積の増大に
関与する重要な因子であることから、オーキ
シンは、オーキシン受容体 TIR1、AFB2 を介
さずに細胞膜 H+-ATPase C 末端のスレオニン
のリン酸化・活性化を引き起こすとともに、
オーキシン受容体TIR1、AFB2を介してKAT1
の発現誘導を行い、これらの両方を促進する
ことで、効果的な胚軸伸長を促進しているこ
とが明らかとなった。実際、tir1-1 afb2-3 二重
変異体や PEO-IAA、MG132 存在下では、胚
軸の伸長促進が部分的に阻害されることが
わかり、オーキシンによる KAT1 の発現促進
も長期的な胚軸伸長には、重要であることが
示唆された。これらの結果は、国際誌 Plant 
Physiology に掲載された（Takahashi et al., 
2012）。 
（２）胚軸の伸長促進はオーキシンにより促
進されるが、植物が乾燥ストレスに晒される
と胚軸伸長が抑制されることが知られてい
る（Wakabayashi et al., Physiol. Plant, 1989）。
そこで、この分子機構を明らかにするために、 

図３、オーキシンと ABA による胚軸伸長の
調節 
 
乾燥ストレスに応答して産出される植物ホ
ルモン・アブシジン酸（ABA）の胚軸伸長へ
の影響と細胞膜 H+-ATPase C 末端のスレオニ
ンのリン酸化状態を調べた。その結果、ABA
は、細胞膜 H+-ATPase C 末端のスレオニンの
リン酸化を阻害し、胚軸の伸長を抑制するこ
とが明らかとなった。また、ABA による阻害
効果は、ABA シグナル伝達の初期因子である
ABI1 の変異体では見られないことがわかり、
ABA 受容体である PYR/PYL/RCARs を介し
たシグナル伝達により制御されていること
が示唆された。また、ABA は KAT1 の発現を
抑制することも明らかとなった。 
 以上の結果より、胚軸伸長において ABA
はオーキシンと拮抗的な作用を持ち、細胞の
伸長生長を抑制することで、乾燥ストレス下
での植物の生存を可能にする働きを担って
いることが明らかとなった（図３）。これら
の結果は、国際誌 Plant & Cell Physiology に掲
載された（Hayashi et al., 2014）。 

図３、スクリーニングにより単離したオーキ
シンによる胚軸伸長が損なわれた突然変異
体（#1-6-6） 
 
（３）オーキシンによる胚軸伸長のシグナル
伝達を解明することを目的として、オーキシ
ンによる胚軸伸長が損なわれた突然変異体
のスクリーニングを開始した。突然変異体の
スクリーニングにおいては、選抜個体から種



子を得る必要があるため、胚軸切片を用いる
ことができない。そこで、スクリーニングに
おいては、内生オーキシンを枯渇させるため、
オーキシン生合成阻害剤で胚軸を予め処理
し、その後オーキシンを添加することで伸長
促進の定量を行った。これまでに 5,000 個体
以上のスクリーニングを行い、候補となる変
異体をいくつか得ている（図４）。今後は、
これら突然変異体の原因遺伝子を同定する
ことで、オーキシンによる胚軸伸長のシグナ
ル伝達の分子機構を明らかにしていきたい。 
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