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研究成果の概要（和文）：オーキシンは、植物の分化・成長のあらゆる局面で働く主要な植物ホルモンである。
天然オーキシンであるインドール-3-酢酸（IAA）の植物体内での活性は，その生合成，輸送，不活性化の3つの
経路により制御されている。これまでにIAAの不活性化経路は明らかにされていなかった。本研究では，これま
でに提唱されてきたIAAの不活性化経路の代謝酵素遺伝子を分子遺伝学的，化学生物学的手法で解析した。その
結果，IAAの代謝不活性化経路（GH3-ILR1-DAO経路）を決定し，植物内でオーキシンが代謝分解される仕組みの
解明に成功した。

研究成果の概要（英文）：Indole-3-acetic acid (IAA), a natural auxin is a potent plant hormone that 
regulates diverse aspects of plant development and growth. The hormonal activity of IAA is modulated
 by three pathways: biosynthesis, transport, and inactivation of IAA. To date, the IAA inactivation 
pathway has not been fully elucidated. In this work, we investigated the IAA inactivating enzymes by
 using molecular genetic and chemical biology approach to elucidate the metabolic inactivation 
pathway of IAA. Our study demonstrate that IAA is inactivated via a new auxin metabolic pathway 
designated as GH3-ILR1-DAO pathway in plants.

研究分野： 生物有機化学

キーワード： オーキシン　植物ホルモン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物の成長の鍵となるホルモン・オーキシンが，どのように不活性化・一時貯蔵・再生・分解されているのか？
という植物学や農学において重要な謎が解明されたことで，オーキシンによる植物の複雑な成長調節メカニズム
の解明がさらに進むと考えらる。オーキシンは，成長促進剤，発根促進剤さらに除草剤として農業分野で幅広く
利用されている。今回の研究成果から，より活性の高い発根促進剤などの開発につながると期待できる。さら
に，オーキシンの不活性化・分解をコントロールすることで，農作物，綿花などの衣料原料，樹木バイオマスな
どを増産する新たな研究の道が拓かれると期待される。

※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。



 
研究成果の概要 
 
１．研究開始当初の背景 
 
オーキシンであるインドール 3-酢酸（IAA）は胚発生，花芽形成，側根形成，頂芽優勢，光・
重力屈性など，植物の分化・成長のあらゆる局面に関与する。このような植物の複雑な形態形
成や多様な環境応答には，オーキシンの組織・細胞濃度の動的制御が重要である。オーキシン
の組織・細胞濃度は，（１） IAA（内生オーキシン）の生合成，（２）IAA の極性輸送（３）IAA
の不活性化の３つのステップにより，協調して精緻に調節されている。 
 

オーキシン生合成経路，信号伝達経路と極性輸送の基本的な
分子基盤が明らかにされた一方，IAA の不活性化については，
酸化，アミノ酸複合体化，配糖体化，エステル化など複数経路
の存在が示唆されていた。また一時的な IAA の不活性化（貯蔵
体化）と不可逆的な分解では，その生理的意義が全く異なると
推測されが，IAA 不活性化経路の全体像は不明であった。これ
までに IAA の安定同位体の植物への投与実験や代謝物分析より，
IAA の代謝物のなかでは IAA の酸化体である oxIAA の内生量
が最も高いことから，IAA から oxIAA への酸化が主要な不活性
化経路（DAO 経路） であると提唱されていた。この酸化反応
を触媒する DAO1 遺伝子（Dioxygenase for Auxin Oxidation 1）
が，2016 年に同定された。DAO は植物体全体で発現しており，
オーキシンにより発現誘導を受けないことから，常に一定量の IAA を代謝する基盤的な役割を
担う酸化酵素と考えられてきた。一方，GH3 酵素は IAA のカルボン酸にアスパラギン酸(Asp)・
グルタミン酸(Glu)などのアミノ酸などを縮合
させて不活性化する IAA-アミノ酸複合体の合
成酵素である。この GH3 酵素はオーキシン誘
導性遺伝子であり，オーキシンが存在すると
GH3 遺伝子が速やかに発現誘導され，植物体内
に定常の数百倍の IAA- アミノ酸複合体
（IAA-Asp・IAA-Glu）が蓄積される。このた
め GH3 は， IAA 内生量の動的制御を担い，IAA
量を一定に維持する役割をもつと推測されてき
た。また， IAA の配糖体化酵素 UGT84B1 や
IAA のメチルエステル化酵素 IAMT1 なども報
告されているが，これら IAA の配糖体化やメチ
ル化は局所的な可逆性の不活性化に関与すると
推測されてきた（図 1）。 
 
２．研究の目的 
オーキシン研究において IAA 不活性化経路の全貌解明は，植物学，
農学などの応用分野へもつながるオーキシン研究の最重要課題の
一つになっている。本研究では，IAA 不活性化経路に対する阻害
剤や IAA 不活性化代謝物についての合成力を軸として，分子遺伝
学的アプローチと融合させることにより，複数の経路が提唱され
ている IAA 不活性化経路を再構築することを目的として研究を進
めた。前述したように，オーキシンの生合成と代謝不活性化によ
る細胞内オーキシン濃度の調節は，植物の分化・成長においてき
わめて重要である。これまでオーキシン（Indole 3-acetic acid: IAA）
は，酸化経路（DAO 経路）とアミノ酸複合体化経路（GH3 経路）
の 2 つの独立した経路で不活性化を受けると提唱されてきた。研
究代表者らは， DAO 酵素の本来の基質は IAA ではなく GH3 酵
素により生成される IAA―アミノ酸複合体であることを，ケミカ
ルバイオロジーの手法により見出した。すなわち GH3 酵素が触媒
する IAA のアミノ酸複合体化と，DAO 酵素によるこの IAA―アミノ酸の酸化が直列に位置し
て逐次的に作用する経路（GH3-DAO 経路）が，IAA 不活性化の主経路である強い可能性を見
つけた。本研究では『IAA は主に GH3-DAO 経路により不活性化される』ことを証明する。ま
た GH3-ILR1 再活性化サイクルによるオーキシンホメオスタシスの制御機構の解明し，
GH3-DAO 経路によるオーキシンホメオスタシスの分子基盤の解明に挑む。 
 
３．研究の方法 
IAA の不活性化の基盤的な役割を担うとされる DAO 酸化酵素の欠損変異体においても IAA は

図 2 

図 1 



蓄積せず，またオーキシン過剰の表現型は観察されない。一方，代表者らが創製した GH3 阻害
剤で植物を処理すると，IAA が蓄積され，きわめて強いオーキシン過剰の表現型が観察された。
このことから GH3 酵素が IAA 不活性化経路の律速段階に位置し，DAO 酸化酵素は GH3 酵素
の下流に位置して，IAA-Asp や IAA-Glu を酸化する酵素であるとの仮説を立てて，UGT84B1, 
IAMT1, GH3, DAO1, ILR1 の各種欠損変異体やそれらの過剰発現体の構築とその解析を進めた。
また，これらの IAA 代謝酵素を大腸菌などで発現させて，その酵素活性を詳細に解析した。 
 
４．研究成果 
本研究では，GH3 酵素が IAA 不活性化経路の中心となる律速酵素として働き， GH3-ILR1-DAO 経
路により，IAA は不活性化をうけることで細胞内 IAA 濃度が調節されるというモデルを構築した。この
GH3-ILR1-DAO 経路においては，GH3 と DAO が同一経路に直列に位置して逐次的に働くことを示し
た。そこで，DAO 酸化酵素は，IAA－アミノ酸複合体を基質として酸化し，不可逆的な不活性化体で
ある oxIAA－アミノ酸複合体に代謝すると考えた。また，ＧH3 酵素は IAA を，一時的な IAA 貯蔵体で
ある IAA－アミノ酸複合体に変換する酵素であると考えた。すなわち，これまで不可逆性の不活性化
体と報告されてきた IAA－アミノ酸複合体が，ILR1/ILL 酵素により再活性化されて細胞内で IAA に再
生される「IAA 貯蔵体」であることを証明した。本課題では GH3 酵素，ILR1/ILL 加水分解酵素，およ
び DAO 酸化酵素が協調して，IAA がリサイクルされる量と酸化代謝される量を調節するという
GH3-ILR1-DAO 経路について研究を推進し，次の【1】～【３】の研究成果を得た。 
 
【1】GH3 酵素阻害剤・細胞膜透過性 IAA-アミノ酸誘導体を用いた GH3 と ILR1 による IAA の一時
的貯蔵体への変換と再活性化機構 
代表者らがケミカルスクリーニングより見出した

GH3 阻害剤の構造最適化と組換え GH3 酵素に対する阻
害特性や不活性化酵素の変異体における感受性などを検
討した。その結果，GH3 酵素を特異的に阻害する
Kakeimideを拮抗型の阻害剤として創製することができ
た。Kakeimide で処理すると，gh3 の七重変異体と同様
な，極度にオーキシンが蓄積したと考えられる表現型が
観察された。dao1 欠損変異体では，このような IAA 過
剰の表現型が観察されないことから，DAOではなくGH3
酵素によるアミノ酸付加が IAA不活性化の中心的な役割
を果たしていることが明らかになった。 

GH3 酵素の主要な IAA 不活性化産物である IAA-アス
パラギン酸 (IAA-Asp) や IAA-グルタミン酸 (IAA-Glu)は，植物に対してオーキシン活性を示
さない。このため IAA-Asp/ IAA-Glu は IAA の不可逆的な不活性化体と長い間考えられてきた。
本研究では「ジカルボン酸である IAA-Asp/ IAA-Glu は
細胞膜を透過しないので，IAA へと加水分解されない
ためオーキシン活性を示さない」との仮説のもと，細
胞膜透過性の IAA-Asp/ IAA-Gluエステル体を合成した。
これらのエステル体は膜透過後に IAAへと再活性化さ
れて強いオーキシン活性を示したことから（図 4），
IAA-Asp/ IAA-Glu は IAA の貯蔵体であると推定した。
さらに ILR1/ILL 再活性化酵素（加水分解酵素）や dao1
の欠失変異体は IAA-Asp/ IAA-Gluジエステル体に非感
受性であったことから，ILR1/ILL 酵素と DAO1 酵素が
IAA-Asp/ IAA-Glu から IAA への再活性化経路に関わ
ることが明らかになった。 
 
【２】不活性化酵素の欠失変異株・過剰発現体の作成と代謝中間体の精密定量 

シロイヌナズナの IAA 不活性化を担う 8 種類の
GH3 酵素遺伝子に加えて，IAA 不活性化酵素の
DAO1，UGT84B1, IAMT1 などの多重欠損変異体と
過剰発現体を作成し，それらの IAA や GH3 阻害剤
に対する感受性を解析したところ，dao1,ugt84b1, 
iamt1の三重欠損変異体では IAAに対する感受性に
は変化がなく，GH3 の多重変異体のみが IAA に対
して高感受性となったことから，主に GH3 酵素が
IAA 不活性化を担うと考えられた。また，過剰発現
変異体においては，dao1 変異体のみが，オーキシン
欠乏の表現型を示さなかったことから，DAO1 は，
IAA を基質としないことが明らかになった。これら

不活性化酵素変異体における IAA 代謝産物を LC-MS/MS により解析した結果（図 5）， dao1
変異体と同様に gh3 七重欠損変異体（gh3-sept）では，oxIAA と oxIAA-Asp/Glu 量が減少し



ていた。さらに安定同位体ラベルをした IAA を投与し，oxIAA への代謝を追跡したところ，
gh3 七重欠損変異体では，oxIAA 量が激減した（図 6）。また，ilr1 変異体では，oxIAA が激減
する一方，oxIAA- Glu が蓄積していた（図 7）。これらの変異体と過剰発現体に膜透過性の
IAA-Asp/IAA-Glu のプロドラッグ体を投与して，LC-MS/MS で代謝産物量を測定した。その
結果，DAO1 は，IAA-Asp/IAA-Glu を oxIAA-Asp/Glu へと酸化する酵素であること，ILR1
が oxIAA-Asp/Glu を加水分解して oxIAA を生成する酵素であることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
【３】不活性化酵素の機能解析 
大腸菌で組換え DAO 酵素を発現，精製して，その酵素活性を測定した。組換え DAO1 酵素は，
IAA-Asp を oxIAA-Asp へと酸化し，その反応速度は IAA の酸化速度に比べて 2000 倍以上速
かった（図 8 左）。また，DAO1 酵素の結晶構造の分子結合計算結果も，DAO1 は，IAA より
も，IAA-アミノ酸複合体に対して高い親和性を示すことが示された。さらに，イネの OsDAO
組換え酵素も，同様に IAA-Asp を oxIAA-Asp に酸化する活性を示した。コムギ無細胞タンパ
ク質合成系を用いて，組換え ILR1 酵素を調製し，酵素活性を測定したところ，ILR1 は
IAA-Asp・IAA-Glu を加水分解して IAA を遊離するだけではなく，oxIAA-Asp・oxIAA-Glu
を加水分解して oxIAA を生成する活性を示した（図 8 中央，右）。これらの酵素活性から，植
物内においても DAO1 は，IAA-アミノ酸複合体の酸化酵素として働き，生じた oxIAA-アミノ
酸が，ILR1 により加水分解をうけて，oxIAA に代謝されることが示された。 

 
 
上記【1】～【3】の研究成果から，最終的には図 2 に示したように GH3 と DAO が直列に配
置され，GH3 と ILR1 が IAA-Asp 貯蔵体を介して，IAA のホメオスタシスを調節する
GH3-ILR1-DAO 不活性化経路を決定することができた。これらの結果から，代表者らは環境
応答や形態形成などにおいて，植物成長の根幹にかかわる IAA の細胞内濃度の制御は，オーキ
シンの生合成と同様に，不活性化経路も極めて重要な役割を担うとの仮説を得るに至った。そ
こで，GH3-ILR1-DAO 経路による IAA 不活性化速度の見積もり，すなわち IAA の代謝回転速
度の見積りを試みた。内生 IAA 濃度は IAA の生合成，輸送，不活性化の 3 つの経路が協働し
て調節するため，従来の遺伝学的手法では IAA の代謝回転速度の解析は困難であると考えられ
た。実際，IAA 生合成酵素の過剰発現体では，IAA により GH3 酵素の発現が誘導され，IAA
の不活性化を亢進することで，内生 IAA 濃度を維持することが知られている。代表者らは，
GH3 阻害剤である Kakeimide による，きわめて短時間における細胞内 IAA 量の変化を，DII
－VENUS レポーター株と IAA の精密定量で見積もった。Kakeimide 処理した植物体では，
10 分で内生 IAA の量が 2 倍に増加したことから，植物の IAA の代謝回転時間はおよそ 10 分
と見積もることができた。すなわち定常状態では，植物内では，10 分間で合成された IAA は，
すべて不活性化されており，非常に動的な濃度調節を受けていると考えられた。以上，本研究
がさらに発展すれば，『新しいオーキシン濃度分布の制御機構』につながる研究になると期待さ
れる。 
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