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研究成果の概要（和文）：オーキシンは植物の成長や発達の制御に関わる非常に重要な植物ホルモンである。本
研究では、オーキシンの一種であるフェニル酢酸（PAA）の生合成遺伝子をシロイヌナズナで同定し、その欠損
変異体を用いてPAAの生体防御における役割を解明することを目指した。PAA生合成の候補遺伝子としてアルデヒ
ドオキシダーゼ(AAO)ファミリーの多重欠損変異体などを解析した結果、この遺伝子ファミリーがPAA生合成に関
わること示唆する結果を得た。また、フェニルアラニンからフェニルアセトアルデヒドを合成する芳香族アルデ
ヒド合成酵素がAAOファミリーの上流でPAA生合成に関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The plant hormone auxin plays an important role in the regulation of plant 
growth and development. In this study, we aimed to identify the biosynthetic genes of phenylacetic 
acid (PAA), a nonpolar transport-type auxin, in Arabidopsis and elucidate the role of PAA in plant 
defense using its biosynthetic mutants. Through analysis of candidate genes for PAA biosynthesis, we
 obtained results suggesting that the aldehyde oxidase family contributes to PAA biosynthesis. 
Moreover, it was suggested that aromatic aldehyde synthase, which synthesizes phenylacetaldehyde 
from phenylalanine, is involved in PAA biosynthesis.

研究分野：植物生化学

キーワード： オーキシン　植物ホルモン　生体防御

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、ユニークな移動特性を持つ天然オーキシンのフェニル酢酸（PAA）が、シロイヌナズナにおいてフェ
ニルアセトアルデヒドを経由して合成されている可能性を示した。このPAAは植物の生体防御に関与することが
これまでの研究で示されていることから、本研究の成果は植物の基本的な生体防御メカニズムの解明や、PAAの
生合成酵素を標的とした新たな農薬の開発に繋がる可能性がある。

※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 
オーキシンは植物の成長や分化、環境応答の制御に関わる非常に重要な植物ホルモンである。
これまでインドール-3-酢酸（IAA）を中心にオーキシンの研究が行われ、極性輸送による IAAの
濃度調節が細胞伸長や細胞分化に重要であることが示されてきた。最近、私たちはフェニル酢酸
（PAA）もオーキシン受容体に結合するが、極性輸送されないユニークな特性を持つオーキシン
であることを発見した。さらに、PAAをシロイヌナズナに処理すると、スベリン層の形成を促進
したり、植物免疫に関連する遺伝子の発現を誘導したりすることを見出した。これにより、PAA
がオーキシンとして生体防御の調節に関与していることが示唆された。 

PAA の生理的役割を解明するには、その生合成欠損変異体を解析することが重要であるが、
まだ PAAの生合成遺伝子は同定されていない。私たちは、これまでにフェニルアラニン（Phe）
からフェニルピルビン酸（PPY）を経由して PAA を合成する経路について検討してきた。シロ
イヌナズナでフェニルアラニン合成酵素（ADT）の遺伝子を過剰発現させると PAAと PPYの量
が増加することから、この経路が重要であると考えた。そこで、IAA合成酵素 TAA1のホモログ
である TAA1-RELATED 3（TAR3）と TAA1-RELATED 4（TAR4）を PPY合成酵素の候補として
解析したが、それらの遺伝子の過剰発現体や二重欠損変異体の解析結果から PAA生合成への関
与は低いことが示唆された。さらに、Pheからフェニルアセトアルドキシム（PAOx）を経由して
PAAを合成する経路についても検討した。PAOx合成酵素である CYP79A2の遺伝子過剰発現体
を作出して解析したところ、PAA 量が増加し、側根形成の促進などオーキシン蓄積型の表現型
を示した。しかし、cyp79a2欠損変異体では PAA量の減少が見られず、また有意な表現型を示さ
なかったことから、これが PAA主要経路の酵素ではないことが示唆された。これらの結果から、
他の PAA中間体を経由する生合成経路について検討することにした。 
 
２．研究の目的 
本研究では、シロイヌナズナの PAA 生合成遺伝子の同定を目的として、Phe からフェニルア
セトアルデヒド（PAAld）経由で PAA を合成する経路を検証した。PAA 生合成遺伝子の候補と
して、PAAldを酸化して PAAを生成することが知られているアルデヒドオキシダーゼ（AAO）
をコードする AAOファミリーを解析した。また、PAA量が減少した植物体を得るための別の方
法として、微生物の PAA代謝酵素遺伝子をシロイヌナズナで発現させることにより、PAAを選
択的に不活化させる実験も試みた。この実験では、ペニシリウム属菌の一種である Penicillium 
chrysogenum が持つ P450 モノオキシゲナーゼの一種で、PAA 代謝酵素として知られる PAA 2-
hydroxylase（pahA）の遺伝子をシロイヌナズナで過剰発現させる実験を進めた。これら２つの方
法により PAA量が減少した変異体を獲得し、スベリン層形成など PAAの生体防御における役割
を明らかにすることを目指した。 
 
３．研究の方法 
１）AAOの解析 
シロイヌナズナには 4つの AAO遺伝子が存在することから、初年度にそれらの遺伝子の多重
欠損変異体の確立を行なった。また、シロイヌナズナにおいて AAO1 の遺伝子過剰発現体の作
成も進めた。2年目には、aao多重欠損変異体および AAO1過剰発現体における PAAとその代謝
物の定量分析と表現型解析を行なった。3年目には、Pheから PAAldを合成する芳香族アルデヒ
ド合成酵素（AAS）の遺伝子過剰発現体と欠損変異体を用いて、これが AAOの上流で PAA生合
成に関与する可能性について検証した。 
２）シロイヌナズナにおける P. chrysogenumの pahA遺伝子過剰発現 
初年度に pahAの合成 DNAをシロイヌナズナに導入する実験を進めた。また、P. chrysogenum
の P450リダクターゼ（PcP450R）の遺伝子についても、同様に合成 DNAをシロイヌナズナに導
入する実験を行なった。さらに、pahAがPAAから生成する 2-ヒドロキシフェニル酢酸（2-HPAA）
がシロイヌナズナにおいてオーキシン活性を示さないことを確認した。2 年目には pahA と
PcP450R の遺伝子を共発現したシロイヌナズナ系統の確立を進めた。3 年目には、pahA と
PcP450Rの遺伝子共発現体の表現型解析とオーキシン代謝物分析を行なった。 
 
４．研究成果 
１）シロイヌナズナにおいて AAOファミリーが PAA生合成に関与する可能性を調べるため、
瀬尾光範博士（現・琉球大）、岡本昌憲博士（現・理研）との共同研究により、aao多重欠損変異
体（二重、三重および四重欠損変異体）の系統を全て整備した。AAOファミリーのうち、AAO3
は植物ホルモンの一種であるアブシシン酸（ABA）の生合成酵素として広く知られている。これ
ら aao 多重欠損変異体のオーキシン代謝物を定量分析したところ、三重および四重欠損変異体
において PAA及びその主要な代謝物（PAA-アミノ酸結合体）の内生量が大幅に減少しているこ
とを発見した。一方、IAAとその代謝物の内生量には変化がみられなかった。これにより、PAA
生合成の最終段階に AAOが主に関与していること、また AAOが PAAと ABAという 2種類の



植物ホルモンの合成に関与することが強く示唆された。これら aao 多重欠損変異体におけるス
ベリンの蓄積を解析したところ、その量が有意に減少していることが分かった。しかし、ABAも
スベリンの合成に関与することが報告されているため、この結果から PAAがどの程度スベリン
の合成に寄与しているのかを明らかにすることはできなかった。 

PAA生合成に AAOファミリーが関与する証拠をさらに示すため、シロイヌナズナのエストラ
ジオール誘導型 AAO1 遺伝子過剰発現体を作成した。AAO1 過剰発現体の PAA とそのアミノ酸
結合体の内生量を定量したが、コントロール植物と比較して有意差は認められなかった。また、
表現型についてもコントロール植物と比較して顕著な差は見られなかった。ABA の生合成にお
いて、AAO3によるアルデヒド中間体の酸化反応は律速段階ではなく、AAOの上流にある 9-シ
スエポキシカロチノイドジオキシゲナーゼ（NCED）が律速酵素であることが知られている。こ
れらの結果から、PAA生合成においても AAOの上流に別の律速酵素が存在する可能性が強く示
唆された。 
本研究において AAOファミリーが PAA生合成の最終段階を触媒することが強く示唆された。
そこで、続いて AAOの上流で PAAldの合成に関与する可能性のある芳香族アルデヒド合成酵素
（AAS）と PAA生合成の関係性についてシロイヌナズナで検証した。AAS遺伝子の T-DNA挿入
変異体を Arabidopsis Biological Research Center（USA）から入手し、AASのプロモーター領域に
T-DNAが挿入されたことにより AASを過剰発現した系統（aas-1）と、ORFに T-DNAが挿入さ
れたことにより AASの機能を喪失した系統（aas-2）を得た。aas-1変異体のオーキシン代謝物分
析の結果、AAS過剰発現によって PAAおよびアミノ酸結合体の量が有意に増加することが明ら
かになった。また、aas-2変異体のオーキシン代謝物分析により、AASの欠損によって PAAとそ
の代謝物の量が減少することも分かった。以上の結果、シロイヌナズナにおいて AASが PAAの
生合成に関与することが示唆された。今後、PAAが AASと AAOにより２段階で合成されてい
ることの遺伝学的および生化学的な検証と、この経路の生体防御における役割の解析をさらに
進める予定である。 

 
２）初年度に Penicillium chrysogenumがもつ PAA代謝酵素 pahAと PcP450Rの合成 DNAを作成
し、それぞれの遺伝子をエストラジオール誘導型発現ベクターでシロイヌナズナに導入した。そ
の後、pahAと PcP450Rの遺伝子過剰発現体のホモ系統をそれぞれ確立した。 

PAAは P. chrysogenumにおいてシトクロム P450モノオキシゲナーゼの一種である pahAによ
って 2-HPAAへと酸化される。2-HPAA がシロイヌナズナにおいてオーキシン活性を示さないこ
とを確認するため、DR5:GUSリポーターアッセイ系を用いて 2-HPAAが GUS発現を誘導するか
調べた。その結果、PAA が GUS 発現を誘導する濃度において 2-HPAA は誘導しないことから、
2-HPAAはオーキシン活性を示さないことが確認された。また、シロイヌナズナの側根形成試験
においても、PAAが側根形成を促進するのに対し、2-HPAAは 10倍の濃度でもこれを促進しな
いことが分かった。よって、シロイヌナズナにおいて pahAを発現し、機能させることができれ
ば、PAAを酸化して 2-HPAAに不活化できることが示唆された。 

2年目にこれらの遺伝子過剰発現体を交配することにより共発現系統を確立した。エストラジ
オール処理により、pahAおよび PcP450Rの遺伝子発現が誘導されることを確認したのち、オー
キシン内生量を質量分析計で定量した。しかし、pahAおよび PcP450Rの共発現によって PAA量
の減少が確認できなかった。また、IAA量についても変化は見られなかった。今後さらに共発現
体の系統を増やし、PAAと 2-HPAAの定量分析ならびに表現型解析を進める予定である。 
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