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研究成果の概要（和文）：　植物ホルモンであるインドール-3-酢酸（IAA）の生合成経路において機能するアミノ基転
移酵素TAAとフラビン含有モノオキシゲナーゼYUCCAについて生化学的に解析し、植物細胞内における選択的なIAAの合
成にTAAとYUCCAの協調的な働きが寄与する可能性を明らかにした。TAAとYUCCAのタンパク質間相互作用は確認すること
が出来なかったものの、蛍光タンパク質との融合タンパク質を用いた観察において、類似の発現パターンを示すTAAとY
UCCAが存在したことから、植物は組織（もしくは細胞）レベルで同時にTAAとYUCCAを発現させる事でIAA生合成を調節
している可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）： Auxins are a class of plant hormones that are essential for growth and 
development. In this study, we analyzed the biochemical mechanism of the natural auxin indole-3-acetic 
acid (IAA) biosynthesis. IAA is biosynthesized from tryptophan via indole-3-pyruvic acid by TAA 
aminotransferase and YUCCA flavin-containing monooxygenase families. We found that YUCCAs efficiently 
converted aromatic amino acid-derived pyruvates to their carboxylic acid forms, suggesting that the 
substrate specificity of YUCCAs is not strict. We further showed that the enzymatic action of YUCCAs is 
metabolically linked to that of TAAs. Although we could not confirm protein-protein interaction between 
TAAs and YUCCAs, the cooperative action of TAAs and YUCCAs may play important roles in the selective 
synthesis of IAA at the sites of auxin production.

研究分野： 農芸化学
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１．研究開始当初の背景 
 オーキシンは植物の生長や環境応答など
様々な局面において中心的な役割を果たす
植物ホルモンである。オーキシンの生理作用
を包括的に理解するためには、その生合成/
代謝、極性輸送、受容/シグナル伝達の 3 点を
明らかにする必要がある。これまで蛍光タン
パク質融合型の輸送体や輸送体に対する免
疫抗体、オーキシン応答性のレポーター
（DR5-GUS/GFP や）といった可視化マーカ
ーを利用した研究から、オーキシンは合成さ
れる部位から、機能する部位まで輸送体によ
って運ばれていると考えられてきた。しかし、
実際にどのような部位で IAA が生合成され
るのかについては不明点が多い。2011 年に天
然オーキシンであるインドール-3-酢酸（IAA）
の主要な生合成経路（図 1）が明らかになっ
たことで、極性輸送や情報伝達でのみ理解さ
れて来たオーキシン作用は再検証が必要で
あると考えられた。 

図 1. IAA の生合成経路 
 
２．研究の目的 
 IAA はトリプトファン（Trp）を始発物質と
して、Trp アミノ基転移酵素（TAA）とフラ
ビン含有モノオキシゲナーゼ YUCCA による
2 段階の酵素反応で合成されるが（図 1）、そ
の詳細なメカニズムは未解明であった。申請
者は過去に TAA1 遺伝子と YUCCA6 遺伝子の
共過剰発現植物体では IAA 及び IAA 代謝物
の内生量が劇的に増加するという実験結果
（Mashiguchi et al., 2011）から、植物体内で精
密に調節されるべきオーキシン生合成は、
TAAとYUCCAの細胞内もしくは組織レベル
での共局在を介して行われているのではな
いかと考えた。本研究では、まず IAA 生合成
において TAA と YUCCA の協調的な作用が
あるかについて生化学的に検証し、協調的な
作用があるような場合には、TAA と YUCCA
の共発現部位を可視化することを目的とし
て研究を遂行した。 
 
３．研究の方法 
 酵素機能の詳細が未解明であった YUCCA
の酵素学的な解析を出発点として、以下の項
目を実施した。 
（1）YUCCA の酵素活性試験系を確立し、
YUCCA ファミリーの基質特異性などの酵素
特性を解析した。 
 
（2）TAA と YUCCA によるオーキシン生合
成経路を試験管内再構成し、解析した。 
 

（3）実際に植物体内で TAA と YUCCA が協
調的に IAA 生合成に寄与しているかについ
て、LC-MS/MS を用いたオーキシン類の定量
実験で検証した。 
 
（4）リコンビナントタンパク質を用いた免
疫沈降実験および酵母 two-hybrid 法を用いて、 
TAAとYUCCAがタンパク質間相互作用する
可能性を調査した。 
 
（5）各種 TAA 及び YUCCA を恒常的もしく
は自身のプロモーター制御下で蛍光タンパ
ク質やタンパク質タグとの融合型タンパク
質として発現する形質転換植物体を作出し
た。 
 
４．研究成果 
（1）モデル植物シロイヌナズナに 11 個存在
する YUCCA のうち、進化系統樹的に異なる
グループに属する YUCCA タンパク質の酵素
特性を調査し、YUCCA ファミリーは総じて
Trp 由来の 2-オキソ酸であるインドールピル
ビン酸（IPA）だけではなく、芳香族アミノ
酸であるフェニルアラニン（Phe）やチロシ
ン（Tyr）由来の 2-オキソ酸に対しても IPA
に匹敵する親和性を示す、基質特異性が緩い
酵素である事を明らかにした（図 2）。 

図 2. YUCCA の特異性定数 
 
（2）TAA (TAA1) と YUCCA (YUC1) のリコ
ンビナントタンパク質を用いて, IAA 生合成
を試験管内で再構成し、TAA と YUCCA が共
存することで、芳香族アミノ酸が混在する条
件下でも最も生理活性の高い IAAが Trpから
選択的に生合成されることを明らかにした。 
 
（3）IAA生合成酵素であるTAA1とYUCCA6
の一過的な過剰発現植物体を用いて IAA と
IAA アミノ酸結合体、フェニル酢酸（PAA）
と PAA アミノ酸結合体の定量分析を行った
ところ、IAA および IAA アミノ酸結合体のみ
が大幅に増加したことから、TAA と YUCCA
が協調して働く場合に、IAA が選択的に合成
される事が、in vivo で示された。IAA 生合成
の律速段階を担う YUCCA 酵素の基質特異性

 

 



が緩いという（1）の結果から、YUCCA が IAA
生合成に機能するためには、TAA の Trp に対
する基質特異性が重要であることが考察さ
れた。 
 
（4）TAA と YUCCA が同一細胞で同時に存
在することが、IAA 生合成に重要であること
が推測されたため、リコンビナントタンパク
質 を 用いた 免 疫沈降 実 験およ び 酵 母
two-hybrid 法を用いて、両者の結合試験を行
ったが、明瞭な相互作用を確認することがで
きなかった。 
 
（5）(4)で TAA と YUCCA の間に相互作用は
認められなかったことから、TAA と YUCCA
の細胞内での共局在の有無が次の検討課題
だと考えた。共発現解析で TAA1 と YUCCA3
に高いスコアが確認されたために、この組み
合わせをモデルとした。TAA1 及び YUCCA3
を自身のプロモーター制御下で蛍光タンパ
ク質との融合型タンパク質として発現する
形質転換植物体を作出し観察した結果、
TAA1 と YUCCA3 がシロイヌナズナの主根
（図 3）や側根（図は省略）の先端の細胞で、
同時期に発現していることが明らかとなっ
た。根端に存在する IAA は、根の地上部側か
ら輸送されているという考えがある中で、こ
の組み合わせの TAA と YUCCA は根端自身
における IAA 合成に機能する事が示唆され
た。今後、この 2 ラインを掛け合わせた植物
体を用いて、TAA1 と YUCCA3 の細胞内での
共局在性の有無や、発現時期・組織の共通性
などを詳細に観察する必要があると考えて
いる。 
 

図 3. TAA1 と YUCCA3 の発現 
蛍光シグナルを矢印で示した。DR5::GFP は、オーキシ
ン応答が起きている部位を示している。 
 
 以上、本研究期間内で得られた結果は, 同
一細胞内での TAA と YUCCA の協調した働
きが IAA 生合成において重要であることを
示唆しているものの, 実際に細胞内で「TAA
と YUCCA が（共局在などを介して）近接し

て IAA 生合成を行っている」という点を明確
に出来ていない。 
 しかし、2014 年に他グループが TAA1（細
胞質局在）のホモログである TAR2 が ER 膜
に局在することを明らかにした（Ma et al., 
2014）。また最近、YUCCA ファミリーが細胞
質もしくは ER 膜に局在していることが報告
された（Kriechbaumer et al., 2016）。興味深い
事に、FRET-FLIM を用いた解析によって、
TAR2 と YUCCA ファミリーのいくつかの組
み合わせが、ER 膜上で相互作用する可能性
も示されている（Kriechbaumer et al., 2016）。
これらの結果は、前述の「TAA と YUCCA が
（共局在などを介して）近接して IAA 生合成
を行っている」という仮説を支持するもので
あるが、今後、細胞質での IAA 生合成と、ER
における IAA 生合成の意味について検討を
行う必要がある。 
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