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研究成果の概要（和文）：植物ホルモンであるオーキシンは，植物体内で極性をもって輸送される．植物の胚形成や光
・重力屈性などの重要な成長分化は，オーキシンの極性輸送により調節されるため，オーキシンの極性輸送に関する分
子機構の解明は重要な研究課題である．オーキシンの極性輸送システムの研究を加速するためには，それらに特異的に
作用するケミカルツールを用いたアプローチが有効である．本研究では，第一に細胞のオーキシン輸送のライブイメー
ジング，第二に細胞レベルでのオーキシン濃度の人工制御を可能とする新しいケミカルツールの開発を目的に研究を遂
行し，所定の機能を有する化学ツールの開発に成功した．

研究成果の概要（英文）：The auxin polar transport establish an asymmetric auxin distribution to respond en
vironmental stimulus and consequently modulate the auxin responses of cells. Therefore, the auxin transpor
t system plays a crucial role in plant development. The distribution of cellular auxin is regulated by aux
in influx and efflux carriers/transporters localized in plant cell membrane. Therefore, the dynamic of int
racellular auxin distribution are important for the understanding of molecular mechanism for auxin transpo
rt system. In this study, we developed the new chemical tools for the visualization and modulation of auxi
n gradient, such as fluorescent auxin and caged auxin. Fluorescent auxin analogs can visualize the distrib
ution of auxin, and caged auxin can preciously modulate cellular auxin level. Both chemical tools can be p
romising to dissect the mechanism for the formation of auxin gradient.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 

 

植物の成長は，非常に単純な低分子有機化
合物である植物ホルモンにより調節されて
おり，そのなかでもオーキシンであるインド
ール3－酢酸 (Indole-3-Acetic Acid: IAA) に
より，細胞の分裂と伸長が制御されている．
オーキシン（IAA) による成長制御は，（1）
オーキシンの生合成，（2）細胞間の能動的な
オーキシン輸送，（3）受容体からの信号伝達
の 3 つの段階で調節されている．このうち，
オーキシンの極性輸送は，細胞・組織間のオ
ーキシン濃度を調節することで，植物の分化
成長を制御する．これまでに，モデル植物・
シロイヌナズナを用いた分子生物学的手法
と変異体解析より，その輸送を担うオーキシ
ン輸送体の遺伝子が同定された．オーキシン
の極性輸送には，細胞内にオーキシンを取り
込む AUX1 トランスポーターと，細胞外へと
オーキシンを排出する担体である PIN や
ABCB トランスポーターが関与している．ま
た，オーキシンの極性輸送の解析には，分子
遺 伝 学 的 な 手 法 と あ わ せ て ，
1-naphthylphthalamic acid (NPA)などの非
拮抗型のオーキシン輸送の阻害剤が大きな
役割を果たしてきた．しかしながら，その詳
細な作用機構はいまだ解明されていない． 

 

２．研究の目的 

これまでに我々は，新しいオーキシンアナ
ログ（オーキシン誘導体）の合成を展開して
おり，それらアナログの生理活性を，最新の
オーキシンバイオロジーに関する知見にも
とづいて，評価してきた．その過程で IAA の
5 位にアリル基やアルキル基を導入したオー
キシン誘導体（Bz－IAA など）が，オーキシ
ン輸送に対して強い阻害活性を示すことを
見出した．これらオーキシンのアルコキシ誘
導体は，オーキシン受容体には認識されない
アナログであったが，驚くべきことにオーキ
シン輸送タンパク質により認識・輸送された．
すなわち，これらのアナログはオーキシン輸
送タンパク質により，内生の IAA と拮抗して
輸送されることで，内生 IAA の輸送量を低下
させると推定され，これまでにない拮抗型の
オーキシン輸送阻害剤であった．このアナロ
グの構造活性相関の結果，IAA の 5 位に様々
な機能性官能基を導入しても，オーキシン輸
送体によって，認識されると考えた．すなわ
ち，機能性官能基として，蛍光基を導入する
と，オーキシン輸送体によって認識されるこ
とから，オーキシン輸送のライブイメージン
グツールになると考えられた． 

オーキシン輸送の研究では，局所的にオー
キシンを投与することが必須となる．これま
でオーキシンを含有するワックスや寒天ゲ
ルを，組織に接触させて投与する手法が一般
的であった．このような手法では，微小部位
へ正確に投与することは困難である．そこで，
オーキシンを光解離基と結合させて不活性

化したケージドオーキシン（caged IAA)をも
ちいて，光照射で投与を制御することを試み
た．さらに細胞レベルで正確にオーキシンを
投与するためには，後に述べる 3 次元的な光
照射制御による 2光子励起が適用可能なケー
ジドオーキシンが望まれている． 

本研究では，オーキシン輸送体に特異的な
蛍光ライブイメージングプローブや，光でオ
ーキシン投与を制御できるケージドオーキ
シンを利用することで，① オーキシン輸送
体の基質認識・作用機構の解明や ② 細胞内
オーキシン輸送動態を解明することを研究
目的とする． 

 

３．研究の方法 

オーキシン輸送のライブイメージング 
IAA や NAA などのオーキシンの 5 位や７位に
適度なリンカーを介して蛍光基を導入した
蛍光オーキシンアナログを分子設計した．ま
た蛍光顕微鏡で蛍光オーキシンアナログの
動的な解析をして，植物体内のオーキシン輸
送のライブイメージングを達成する． 
 オーキシンバイオロジーにとり，オーキシ
ンの組織内分布の可視化は非常に重要であ
るため，これまでに生物学的なアプローチと
して次のような手法が幅広く利用されてき
た．すなわち，オーキシン応答性 GFP レポー
ター遺伝子をもつ形質転換植物で，内生オー
キシンに比例した GFPレポーター遺伝子の発
現を指標として，間接的にオーキシン濃度を
推測する．この方法では，各細胞間のオーキ
シン感受性の違うことから，オーキシン分布
を正しく反映しないと考えられる．また，そ
の時空間分解能に問題があり，動的なオーキ
シン分布の観察は非常に困難である．  
蛍光オーキシンの分子設計の基本方針と

して，オーキシン輸送体の光標識プローブと
同様に，蛍光基を導入してもオーキシン輸送
体に認識されるプローブを設計できるかが
鍵となる．そこで，生理活性が消失しないよ
うに，できるだけコンパクトな蛍光基を導入
した．現時点で励起波長が可視光領域でかつ
コンパクトな蛍光基として，NBD 基を選択し
た．また，インドールは，蛍光消光作用を有



するので，インドール環と蛍光基の間のリン
カー設計も重要である．合成したプローブに
ついては，共焦点蛍光顕微鏡による蛍光オー
キシンアナログのイメージとして解析した．
また，蛍光イメージが，オーキシンの輸送を
反映しているのかを確認するため，コントロ
ール化合物として不活性な蛍光アナログを
合成した．  
 
光照射によるオーキシンの細胞内投与の３
次元的制御 
光は，その照射位置，強度，時間を厳密に

制御することが容易である．光解離基と結合
させて不活性化したケージドオーキシン
（caged IAA)は，オーキシン投与を光照射で
制御することが可能であり，植物細胞では，
光照射で単一細胞内に，直接オーキシンを投
与することにも可能である． 
 植物個体で，3 次元的な光解離反応の制御
によって，細胞レベルで正確にオーキシンを
投与するためには，2 光子励起が適用可能な
ケージドオーキシンが望まれる．この 2 光子
励起では，2 方向からの光の交差した点のみ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
で光解離がおこる 2光子励起によって，ピン
ポイントで 3次元的なオーキシンの投与制御
が可能となる．既報のケージドオーキシンは，
2－ニトロベンジル誘導体 (NP-IAA)をケー
ジ基として使用したが，2 光子励起には適し
ていない．そこで，2 光子励起が可能でかつ
実績のあるニトロインダリン(MNI)をケージ
ド基として，ケージドオーキシン(MNI-IAA)
を合成した．合成したケージドオーキシン類
は，その量子効率や細胞内での安定性などを
オーキシン応答性のレポーター株を用いて
評価・検討した．  
 
４．研究成果 
オーキシンの濃度勾配の形成には，オーキ

シンの極性移動による植物体内のオーキシ

ン濃度の調節が深く関与しており，オーキシ
ン取り込みタンパクである AUX1，オーキシン
排出タンパクである PIN や PGP が協調して，
細胞内のオーキシン濃度を制御する． 
これまで，オーキシンの極性輸送によるオ

ーキシン濃度勾配を可視化し，特に，オーキ
シン輸送のみを観察するために蛍光オーキ
シンアナログを分子設計した．これら蛍光オ
ーキシンアナログは，次の指針で分子設計し
た．①オーキシン輸送体に適度な親和性で認
識され，輸送される分子構造とする．②IAA
分子と疎水性や親水性が極端に異なると，自
由拡散による移動率や，細胞膜などへの吸着
率が大きく変化すると考えられるため，拡散
による蛍光オーキシン分子の移動は，可能な
限り内生 IAA に近似させた．③大きな分子サ
イズの蛍光基をオーキシンに導入すると，オ
ーキシン輸送タンパクの PIN や PGP によって
認識されない可能性が高くなる．そこで，蛍
光基の分子サイズは小さくなるようにした．
④オーキシン受容体には認識されないが，オ
ーキシン輸送担体には基質として認識され，
輸送される．すなわち，蛍光オーキシンアナ
ログは，オーキシン輸送担体にのみ認識され
るオーキシンアナログとして設計した． 
上記の設計指針に基づいて，蛍光オーキシン
アナログを化学合成し，その蛍光分布像を検
討した結果，従来から幅広く利用されている
オーキシン応答性遺伝子の遺伝子発現パタ
ーンに基づくオーキシン分布とよく似た蛍
光分布を示す蛍光オーキシンアナログ
NBD-IAA と NBD-NAA を合成できた． 
 
DR5::GFP 形質転換体では，オ―キシン応答性
の DR5 プロモーターの制御下で，レポーター
遺伝子である GFP が発現する．すなわち，細
胞内にオーキシンが存在すると，その濃度に 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2光子励起によるオーキシン投与の3次元

制御 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
応じて緑色蛍光を示す．蛍光オーキシンアナ
ログが植物体の中で，オーキシン輸送体によ
り取り込まれて輸送されれば，オーキシン応
答性レポーター株の GFP発現パターンとよく
似た蛍光像が観察されると考えられた．シロ
イヌナズナのオーキシン応答性 DR5プロモー
ターは，根の伸長領域や，側根の根冠などで
強く発現しており，それらの部位では内生オ
ーキシンが輸送，蓄積されて，濃度が高くな
っていると考えられる． 
そこで，根での NBD-NAA の蛍光像を観察し

た結果，DR5 レポーター遺伝子の発現部位と
一致した蛍光像を確認することができた． 
ネガティブコントロールとしてオーキシン
の代わりに benzonic acid を導入した
NBD-benzonic acid を合成し，NBD-NAA の蛍
光像と比較した．NBD-benzoic acid では，蛍
光オーキシンの様な蛍光パターンの偏差分
布や局在化は観察されなかった． 
このことから，NBD 基に結合したオーキシ

ン構造がオーキシン輸送担体により特異的
に認識されることが確認できた．また，合成
した蛍光オーキシンは，オーキシン応答性遺
伝子の発現制御には全く影響を与えなかっ
たことから，オーキシン受容体には認識され
ないことが明らかとなった． 
オーキシン反応には重力屈性があり，これ

はオーキシンの輸送制御による濃度偏差形
成が大きく関与する．つまり，オーキシン輸
送体が阻害されると，オーキシンの輸送能力
が低下し，根の重力屈性が消失する．NBD-NAA
の根の重力屈性に対する作用を検討したと
ころ，シロイヌナズナの輸送阻害剤である，
Bz-NAA，NPA,TIBA と同様に NBD-NAA でも重力
屈性が阻害されることが確認できた．この結
果から，NBD-NAA はオーキシンの輸送体に認
識されていること考えられた． 
これまで細胞内においても，小胞体などの

細胞小器官において，オーキシンの偏差分布
が存在すると考えられてきた．タバコ培養細
胞内での蛍光オーキシン像を観察したとこ
ろ，一様な蛍光分布ではなく，細胞内におい
ても偏差分布が存在することが明らかとな
った． 
植物の胚軸は重力に応答して屈性を示す．

この屈性反応はオーキシン濃度の偏差分布
により引き起こされ，重力方向の下側でオー
キシン濃度が高くなることで，細胞が伸長し，
偏差成長が起こる．重量刺激を与えていない
まっすぐな胚軸では，蛍光オーキシンの偏差
分布は観察されなかったが，重力刺激を与え
たシロイヌナズナの胚軸を蛍光オーキシン
で処理したところ，胚軸の伸長側にのみ，強
い蛍光が観察され，オーキシン分布が屈性応
答で重要な働きをするという従来の知見と
一致した． 

このように，本研究で報告した蛍光オーキシ
ンは，細胞内のオーキシン分布を反映する蛍
光像を示し，その分布は従来報告されている
オーキシンの組織分布とよく一致していた． 
今後，これらの蛍光オーキシンを用いた詳細
なオーキシンの分布の動的解析が期待され
る． 
 
細胞内の安定性が高い新規 MNI-ケージドオ
ーキシンの合成と生理活性 
オーキシン濃度勾配による分化・成長調節

機構を詳細に解析するためには，正確にオー
キシンを細胞内へ投与することが望まれて
きた．しかしながら，オーキシン溶液やゲ
ル・ワックス剤などを用いた従来の投与方法
では，時間的，空間的な精度に限界があった．
そこで，我々は光照射によりオーキシンを遊
離するケージドオーキシンを利用すること
で，オーキシン投与の正確な制御が可能にな
ると考え，ケージドオーキシンの設計と合成
を試みた． 
 従来，主に動物細胞に用いられたケージド
基である 2-nitophenyl 誘導体で，オーキシ
ンのカルボキシル基をエステル化したケー
ジドオーキシンを設計・合成したが，それら
は，植物体内でエステラーゼによる加水分解
を受け，光照射と無関係にオーキシンの遊離
が確認された．4-methoxy nitoroindoline 
(MNI)基は，オーキシンのカルボキシル基を 3
級アミド結合でケージド化することが可能
なケージド基である．今回，その MNI 基を用
いてケージド化したオーキシン(MNI-ケージ
ドオーキシン)を合成し，それらの評価を行
った． 



 オーキシンによる DR5::GUS レポーター遺
伝子の発現を指標として MNI-ケージドオー
キシンを評価したところ MNI-オーキシンは
光照射によるオーキシンの遊離が認められ，
植物体内でエステラーゼによる加水分解は
まったく確認されなかった．MNI-IAA を用い

て，光による植物の成長制御を検討した．
MNI-IAA の取り込み後，根に長波長紫外光照
射を行った．その結果，光照射により遊離し
たオーキシンが，主根の伸長を抑制すること
を確認できた．
一方，光照射を
しない場合には，
主根の伸長の抑
制は観察されな
か っ た ． 今 回
我々が合成した
エステラーゼ抵
抗性 MNI-オーキ
シンは，植物生
理学の有用な分
子ツールになる
と期待される． 
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