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研究成果の概要（和文）：本申請研究は、植物組織の伸長生長過程における植物ホルモンオーキシンによる細胞
膜プロトンポンプ（H+-ATPase）リン酸化の調節機構を明らかにすることを目標として実施した。本機構におけ
るオーキシン受容体候補のひとつであったABP1は変異体を用いた解析により直接的な関与がないことが示唆され
た。ケミカルスクリーニングや変異体スクリーニングを行った結果、オーキシン誘導性H+-ATPaseリン酸化を著
しく低下する変異体候補を数株単離することができた。H+-ATPaseリン酸化へのブラシノステロイド作用の検討
も行い、オーキシン作用とのクロストークの一端を見出した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this project is to clarify the regulatory mechanism of plasma
 membrane proton pump (H+-ATPase) phosphorylation in response to phytohormone auxin during the 
elongation growth of plant tissues. It was suggested that Auxin-Binding Protein1 (ABP1), which was 
one of the auxin receptor candidates in this mechanism, has no direct involvement by the analysis 
using ABP1 knockout mutant, abp1-TD1 and abp1-C1. As results of chemical screening and mutant 
screening, several mutant candidates that markedly reduced the auxin-induced H+-ATPase 
phosphorylation could be isolated. We are going to examine the isolated mutants. In addition, we 
also investigated the effect of brassinosteroids on phosphorylation of H+-ATPase and found some of 
the crosstalk with auxin action.

研究分野：植物生理学

キーワード： オーキシン　細胞膜プロトンポンプ　伸長生長
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１．研究開始当初の背景 
オーキシンはダーウィンの光屈性に関する
研究（1880 年）を嚆矢として最も古くから研
究されている植物ホルモンであり、植物の生
活環のほとんどすべての局面で重要な役割
を果たしている。オーキシン研究の長い歴史
の中で蓄積された知見と近年の分子遺伝学
的解析などによって主要な生合成経路や極
性輸送機構、オーキシン分子の受容とシグナ
ル伝達機構についてその詳細が明らかにな
ってきた。現在では、オーキシンは E3 ユビ
キチンリガーゼ複合体 SCFTIR1/AFBsの構成タン
パク質のひとつであるTIR1/AFBsに受容され、
共受容体として作用する転写リプレッサー
タンパク質AUX/IAAをユビキチンプロテアソ
ーム経路で分解することによりARF転写因子
が活性化してオーキシン応答性遺伝子の発
現を制御すると考えられている。 
一方、すべてのオーキシン作用がこのよう
な転写制御を介するシグナル伝達機構で説
明できるわけではないとも考えられている。
過去の生理・生化学的解析による知見から
Auxin Binding Protein 1（ABP1）が転写制
御を介さないオーキシン受容体の有力候補
であると推察されている。ABP1 は約 30 年前
にオーキシンに特異的に結合するタンパク
質として同定され、その後、オーキシン誘導
性の細胞体積増大や細胞膜を介したイオン
輸送に関与することを示唆する生理学的解
析結果が報告されている。しかしながら、分
子遺伝学的な解析が困難であること（当時、
ABP1 の機能喪失変異体は胚性致死であると
考えられていた）や ABP1 機能を生化学的に
検証する実験基盤が整っていなかったこと
もあり、ABP1 のオーキシン受容体としての機
能は明確になっていない。 
 
２．研究の目的 
オーキシンの代表的な作用である植物組
織の伸長誘導の過程において、本研究代表者
らはオーキシンが細胞膜プロトンポンプ
（H+-ATPase）のＣ末端から２番目のスレオニ
ンのリン酸化レベルを 10 分以内に上昇させ
て活性化すること、また、TIR1/AFBs の二重
変異体 tir1-1 afb2-3 や低分子化合物（TIR1
アンタゴニスト、プロテアソーム阻害剤な
ど）を用いた解析からオーキシンによる細胞
膜 H+-ATPase のリン酸化は既知のオーキシン
受容体であるTIR1/AFBsの関与なしに起きる
可能性があることを報告した（Takahashi et 
al, Plant Physiol 2012）。これらの結果は
植物細胞伸長を説明する「酸成長説」の根幹
を理解するうえで重要であることに加え、未
知のオーキシンシグナル伝達機構を明らか
にする実験基盤となることを示している。本
研究ではこれらの研究を発展させ、オーキシ
ン酸成長のメカニズム解明と転写制御を介
さないオーキシン作用の新たな分子機構の
発見を目的とした。 
 

３．研究の方法 
本研究の研究開始当初、下記のテーマに
基づいて研究の展開を企図した。（１）オー
キシンによる H+-ATPase リン酸化のシグナ
ル伝達機構を明らかにすることを目標に、
TIR1/AFBs を含む既知のオーキシンシグナ
ル伝達因子の関与を極力排除した変異体ス
クリーニングを展開して、オーキシンによ
る細胞膜 H+-ATPase のリン酸化制御に異常
をきたしている変異体を単離し、原因遺伝
子の同定を目指す。（２）また、オーキシン
結合活性を改変した変異 ABP1 を用いて細
胞膜H+-ATPaseリン酸化へのABP1の関与の
有無を分子生物学的・生化学的に明確にし
て、転写制御を介さない新規のオーキシン
シグナル伝達機構を明らかにする。 
研究を実施する過程でオーキシンによる
細胞伸長制御と細胞膜 H+-ATPase 機能の関
連への理解を深めるために（３）ブラシノ
ステロイドによる細胞膜 H+-ATPase リン酸
化制御とオーキシンとのクロストーク、
（４）オーキシン誘導性 H+-ATPase リン酸
化への TIR1/AFBs 受容体関与の再検討の各
テーマも追加した。 
 
(１) オーキシンによって誘導される細胞膜
H+-ATPase リン酸化と胚軸伸長を制御するタ
ンパク質因子を探索するため、変異体のスク
リーニングを行う。変異源処理を施したシロ
イヌナズナの M2 種子を暗所下で発芽させた
黄化芽生えにオーキシン生合成阻害剤を前
処理し、胚軸の伸長生長部位の内生オーキシ
ンを枯渇させておく。その後、外部からオー
キシンを処理し、オーキシン誘導性胚軸伸長
の初期過程に異常を示す変異体植物を選抜
する。二次スクリーニングとして選抜個体か
ら採取した種子を播種し、得られた黄化芽生
えから胚軸切片を単離してオーキシン誘導
性胚軸伸長を詳細に測定する。 
（２）ABP1 は、機能喪失型変異体が胚性致死
であり、また解析に有効な変異体が確立して
いないため、分子遺伝学的な解析が遅れてい
る。そこで、ABP1 の分子遺伝学的解析ツール
を整備することを目的に、まず、組換え ABP1
を用いて野生型 ABP1 やオーキシン結合ポケ
ットに変異を入れた変異 ABP1 のオーキシン
結合活性を等温滴定型カロリメーターや分
子間相互作用解析装置を用いて測定する。さ
らに、変異 ABP1 を導入した植物を用いて胚
軸伸長や細胞膜 H+-ATPase リン酸化への影響
を調べる。 
（３）ブラシノステロイドはオーキシンと同
様に細胞伸長を制御する植物ホルモンであ
る。そこで、細胞膜 H+-ATPase 機能へのブラ
シノステロイドの効果を検討するとともに、
オーキシン作用とのクロストークを検討す
る。 
（４）オーキシン誘導性 H+-ATPase リン酸化
へのオーキシン受容体TIR1/AFBsの役割を再
検討するため、新しい研究ツールを開発する。 



 
４．研究成果 
（１）オーキシン誘導性胚軸伸長の初期過程
を攪乱する変異体スクリーニング 
内生オーキシン量を減少させた変異原処
理株（約 9,000 株）の黄化芽生えにオーキシ
ンを投与して胚軸伸長誘導を測定したとこ
ろ、野生株と比べてオーキシン誘導性胚軸伸
長が低下した株が 28 株得られた。さらに二
次スクリーニングとしてオーキシン誘導性
H+-ATPase リン酸化に異常を示す変異体候補
株を２株選抜した。これらの変異体候補株は、
オーキシン誘導性胚軸伸長と H+-ATPase リン
酸化が顕著に低下する特徴を示す。現在、こ
れらの変異体の原因遺伝子の特定作業を進
めている。原因遺伝子が新規のシグナル伝達
因子であるなら、オーキシンシグナル伝達の
みならず細胞膜 H+-ATPase の活性調節の全容
解明につながると期待できる。 
 
（２）オーキシン誘導性 H+-ATPase リン酸化
への ABP1 の関与の検討 
ABP1 の機能の検討を行うに先立ち、組換
え ABP1 タンパク質の作出と特異抗体の作製
を行った。さらに、ABP1 のオーキシン結合活
性の測定に向けて等温滴定型カロリメータ
等の条件検討を行った。 
これらの研究を行っている中、ABP1 の新
しいノックアウト変異体（ abp1-C1 、
abp1-TD1）を用いた学術論文が報告され（Gao 
et al., Proc Natl Acad Sci USA 2015）、ABP1
はオーキシンシグナル伝達や植物体の成長
にはとくに重要な機能は果たしていない可
能性が示された。この論文は、ABP1 のノック
アウトは胚性致死を引き起こすという知見
（2001 年）と異なることから多くのオーキシ
ン研究者には予期していなかった結果を提
示した。本研究代表者は、abp1-C1と abp1-TD1
を取り寄せてオーキシン誘導性胚軸伸長と
H+-ATPaseリン酸化に対するABP1ノックアウ
トの影響を調べたところ、野生型と比べて有
意な差が認められなかった。これらの結果は、
ABP1はオーキシンによる細胞膜H+-ATPaseリ
ン酸化に関与していないことを示している。
従って、ABP1 の機能解析についてはここで解
析を停止することとした。 
 
（３）ブラシノステロイドによる細胞膜
H+-ATPase リン酸化制御 
本研究期間中、リン酸化細胞膜 H+-ATPase
の脱リン酸を触媒する clade-D protein 
phosphatase（PP2C-D）の活性をオーキシン
応答遺伝子産物である SAMLL AUXIN UP RNA 
(SAUR)が抑制するとの報告が出た（Spartz et 
al., 2014）。ブラシノステロイドはオーキシ
ンと同様に細胞伸長を誘導すること、また
SAUR の発現誘導も観察されることから、細胞
膜 H+-ATPase リン酸化を引き起こす可能性が
あることが期待された。またブラシノステロ
イド作用はオーキシン作用とのクロストー

クがあることも示唆されている。そこで、細
胞膜 H+-ATPase へのブラシノステロイドの効
果を検討することとした。ブラシノステロイ
ドの生合成阻害剤であるブラシナゾールで
前処理したシロイヌナズナ黄化芽生えに、外
部からブラシノライド（ブラシノステロイド
の一種）を投与したところ、胚軸伸長誘導に
先立ち、細胞膜 H+-ATPase のリン酸化レベル
を上昇させた。ブラシノステロイドのシグナ
ル伝達に関わるブラシノステロイド受容体
BRI1 の変異体ではこれらの現象は見られず、
一方、ブラシノステロイドシグナル伝達を正
に制御する低分子化合物ビキニン（BIN2 の阻
害剤）は細胞膜 H+-ATPase のリン酸化レベル
を上昇させた。これらの結果はブラシノステ
ロイドはBRI1-BIN2シグナル伝達を介して細
胞膜 H+-ATPase のリン酸化レベルを調節する
ことを示唆する。これらの過程で SAUR が関
与する可能性も高いと推察された。また、ブ
ラシナゾールで前処理した黄化芽生えに外
部からオーキシンを処理しても細胞膜
H+-ATPase のリン酸化レベルに影響を及ぼさ
なかったことから、ブラシノステロイドとオ
ーキシンの作用にはクロストークがあるこ
とも示唆された。細胞伸長はオーキシン、ブ
ラシノステロイド、ジベレリン、エチレン、
アブシシン酸など様々な植物ホルモンによ
り調節される生理反応であるため、多様な植
物ホルモンのクロストーク解析を行う良い
研究材料であると期待できる。本研究は、学
術論文にまとめて現在投稿中である。 
 
（４）TIR1/AFB の機能解析を行う新しい研究
ツールの開発と TIR1/AFB 関与の再検討 
研究開始当初、オーキシンによる細胞膜
H+-ATPaseリン酸化制御にはTIR1/AFBオーキ
シン受容体は関与していないことが示唆さ
れていた。しかしながら、オーキシン応答性
遺伝子SAURがオーキシン誘導性H+-ATPaseリ
ン酸化制御に関与することが明らかとなり、
ABP1 の関与が否定されたことから TIR1/AFB
の関与を再検討する必要が生じてきた。オー
キシンは植物の生命活動に必須であるため
TIR1/AFB の多重変異体を用いた解析には限
界がある。そこで、分子遺伝学と低分子化合
物利用を組み合わせた新規の研究ツールの
開発プロジェクトに参画し、非常に興味深い
アッセイシステムの開発に成功した。このシ
ステムを用いて、オーキシン誘導性H+-ATPase
リン酸化への TIR1/AFB 関与の再検討を試み
た。本研究は、投稿準備中である。 
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