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研究成果の概要（和文）：本研究では合成オーキシンやオーキシン生合成阻害剤投与およびオーキシン過剰・欠損変異
体を用いることで、短期的・長期的なオーキシン過剰または欠損状態を作りだし、オーキシン生合成のフィードバック
制御機構を生合成遺伝子の発現制御と代謝解析により調べた。その結果、主にYUCCAのステップ（オーキシン生合成の
律速酵素）でオーキシン量に応じた負のフィードバック制御機構が存在することを明らかにした。このことはオーキシ
ンのホメオスタシスにオーキシンの生合成がYUCCAステップを中心に寄与していることを示している。本研究成果はオ
ーキシン量の調節による発根促進や着果安定などの農業技術の改善に貢献できると考えている。

研究成果の概要（英文）：In this research, a feedback regulatory mechanism of auxin biosynthesis has been s
tudied by transcription analysis of auxin biosynthetic genes and metabolic analysis in auxin excess and de
ficient condition of Arabidopsis seedlings. Auxin excess and deficient conditions were produced by feeding
 of synthetic auxin and auxin biosynthesis inhibitors to wild type Arabidopsis and by using genetic mutant
s in auxin biosynthesis. As a result, auxin biosynthesis has been demonstrated to be regulated at the step
 of YUCCA, a rate-limiting step of auxin biosynthesis, through the negative feedback manner. This suggests
 that auxin biosynthesis as well as conjugation and degradation contributes to auxin homeostasis. We consi
der that our results may be useful for agricultural technology such as promotion of rooting and stable fru
iting.
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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によって植物の
生長を制御するものとしてその概念が提唱
された最も古典的な植物ホルモンである。そ
の後、植物ホルモンとして同定された低分子
生理活性物質は増え、多くの植物ホルモンに
おいてその構造・生理活性・生合成・シグナ
ル伝達等について植物生理学的にも天然物
有機化学的にも詳しく調べられている。しか
し、1 世紀近い努力にも関わらずオーキシン
の生合成経路やその制御メカニズムについ
てはいまだに不明な部分が多い。その原因は
これまでにとられてきた研究手法にもあっ
たと考えられる。多くの植物ホルモンでは生
合成に異常が生じホルモン内生量が減少し
た(あるいは増加した)変異体を単離し、その
変異体を分子遺伝学的に解析することで飛
躍的に理解が進んだ。オーキシンについても
当然のことながら多くの努力がそうしたア
プローチに向けられたが、いまだにオーキシ
ン欠損変異体の報告は無い。これはオーキシ
ンが植物にとって欠くべからざる重要度の
きわめて高い植物ホルモンであることを反
映しており、植物体内でオーキシンレベルを
適正に保つフィードバック制御システムが
機能していることを示していると考えられ
る。したがって、オーキシンやその関連物質
を植物生長調節物質として用いるためには
フィードバック制御メカニズムを明らかに
しなければならない。これまでの研究からオ
ーキシンの生合成には何本もの経路が提唱
されており、生合成に関わる酵素も複数の遺
伝子によってコードされていることが明ら
かにされるなど、経路および遺伝子ともに 2
重 3重のリダンダンシーによってオーキシン
のホメオスタシスは維持されていることが
明らかになりつつある。しかし、代謝中間体
と一連の生合成酵素遺伝子がすべて明らか
になっている経路はいまだに無く、さまざま
な環境下におけるホメオスタシス維持のた
めにどのようにフィードバックがかかりど
の経路が主役を果たすのかというフィード
バック制御メカニズムの分子実態について
はわかっていない。申請者らはすでに合成オ
ーキシンの投与により内生オーキシン含量
が減少する、つまりフィードバック制御機構
が機能していることを見出している。このと
きの粗酵素抽出液におけるトリプトファン
アミノトランスフェラーゼ(オーキシン生合
成に関わる酵素の一つ) 活性を in vitro で調
べたが、有意な差は認められなかった。トリ
プトファンアミノトランスフェラーゼがフ
ィードバック制御のターゲット酵素で無い
可能性や粗酵素抽出液を用いたため生体内
の反応を正確に反映していない可能性が考
えられた。このことがきっかけとなりフィー
ドバック制御機構を in vivoで明らかにしよう
と着想した。 
 

 

２．研究の目的 
 オーキシンは最も古典的な植物ホルモン
であり、植物の正常な発生と生長にはホメオ
スタシスが維持されることが重要である。そ
のために植物は複雑な生合成経路を用いて
何重にもセイフティロックをかけており、オ
ーキシン欠損変異体が単離出来ないことは
これを裏付けている。したがって、オーキシ
ンやその関連物質を植物生長調節物質とし
て効果的に用いるためには、オーキシンのフ
ィードバック制御メカニズムを理解してお
かなければならない。本研究は代謝中間体を 
利用した代謝化学の手法を用いて、オーキシ
ン生合成がどのようにフィードバック制御
されているのかを生合成経路ごとに理解す
ることを目的とする。 
 申請時には代謝中間体と一連の生合成酵
素遺伝子がすべて明らかになっている経路
はなかったが、2011年に複数の研究室からイ
ンドールピルビン酸（IPyA）を中間体とし、
トリプトファンアミノトランスフェラーゼ
（TAA）と YUCCAという２段階のステップ
からなる経路が明らかとなり、シロイヌナズ
ナではこの経路が天然オーキシンであるイ
ンドール酢酸（IAA）生合成の主経路である
ことが報告された。そこで、本研究では IPyA
経路のフィードバック制御機構を明らかに
することを中心に据えた。 
 
３．研究の方法 
(1) IPyA経路のフィードバック制御機構を明
らかにするために、オーキシン過剰・欠損環
境における IPyA 経路の酵素をコードする主
要遺伝子（トリプトファンアミノトランスフ
ェラーゼ：TAA1 と TAR2、YUCCA：YUC1, 
YUC2, YUC4, YUC6）の発現様式を調べた。オ
ーキシン過剰・欠損環境は野生型シロイヌナ
ズナ芽生えにオーキシン生合成阻害剤およ
び合成オーキシンを投与する短期的実験と、
シロイヌナズナオーキシン過剰・欠損変異体
を用いることで長期的なオーキシン過剰・欠
損環境下での IPyA 経路遺伝子の発現を調べ
た。また、オーキシン生合成阻害剤および合
成オーキシンをプレ処理することで IPyA 経
路がフィードバック制御された状態を作り
だし、そこに代謝中間体である IPyA を投与
して IAA の蓄積にどのような影響が出るか
を調べた。 
 
(2) IPyA経路の初発酵素であるトリプトファ
ンアミノトランスフェラーゼの阻害剤 AOPP
を野生型シロイヌナズナ芽生えに処理し、
IAA生合成のさまざまな中間体を投与するこ
とで、オーキシン応答性遺伝子の発現と根の
伸長及び重力屈性を指標に、オーキシン欠損
を最も効率よく回復させる中間体を探索し
た。 
 
(3) IAA 生合成に関する新たな情報の探索の
ために、新規 IAA 生合成阻害剤を探索した。



TAA1 の 結 晶 構 造 を 元 に
indole-3-oxoethylphosphonic acid (IOEP)を合成
した。IOEP を野生型シロイヌナズナに投与
し、主根伸長・内生 IAAの蓄積量・オーキシ
ン応答性遺伝子の発現に与える影響につい
て調べた。 
 
４．研究成果 
(1) IPyA経路のフィードバック制御機構を明
らかにするために、オーキシン過剰・欠損環
境における IPyA 経路の主要遺伝子（トリプ
トファンアミノトランスフェラーゼ：TAA1
と TAR2、YUCCA：YUC1, YUC2, YUC4, YUC6）
の発現様式を調べた。 
 まず、播種後 1週間のシロイヌナズナ芽生
えを合成オーキシンである 10M の NAA や
2,4-D で 3 時間処理をすると、YUC1, YUC2, 
YUC4, YUC6 は著しく発現レベルが減少した。
一方、TAA1と TAR2は発現レベルの減少傾向
は見られたが YUC 遺伝子と比べるとわずか
であった。次に TAA の播種後 1 週間のシロ
イヌナズナ芽生えにオーキシン生合成阻害
剤である30M Kynurenine (Kyn)を3時間処理
すると YUC1と YUC4で 2倍以上の発現上昇
が観察された（図１）。TAA1, TAR2, YUC2, 

YUC4 も弱いながら発現上昇が観察された。
さらに、阻害剤と 3M IAA の同時処理によ
り、これらの発現上昇はすべて見られなくな
った。これらの結果から、IPyA経路酵素遺伝
子の発現はオーキシン量によって負のフィ
ードバック制御を受けていると考えられた。 
 そこで、この転写制御が内生 IAAの蓄積量
に影響を与えているかどうかを調べた。播種
後 1週間のシロイヌナズナ芽生えを合成オー
キシンである 10MのNAAや 2,4-Dで 3時間
処理をすると、内生 IAAは半分以下に減少し
た。さらに播種後 1週間のシロイヌナズナ芽
生えを 30M Kynまたは 10M 2,4-Dでプレ

処理をした後にYUCの基質である IPyAを投
与した。その結果、Kyn プレ処理後の IPyA
処理区では内生 IAAの蓄積量は IPyA単独処
理区に比べて２倍以上に増加した（図２）。
一方、2,4-Dプレ処理後の IPyA処理区では内
生 IAAの蓄積量は IPyA単独処理区に比べて
半減していた（図２）。これらの結果は、Kyn
または2,4-D処理した時のYUC遺伝子の発現
制御の結果と良く合致しており、IPyA経路の
活性がオーキシンによってフィードバック
制御されることを強く示唆している。 
 さらに、薬剤処理による短期的なオーキシ
ン量の変動だけではなく、オーキシン過剰ま
たは欠損環境となる変異体でも IPyA 経路の
主要遺伝子の発現パターンを調べた。弱いオ
ーキシン欠損である wei8-1 変異体では IPyA
経路の主要遺伝子の発現に大きな変化は見
られなかったが、強いオーキシン欠損を示す
wei8-1 tar2-1変異体では YUC1, YUC2, YUC4
の強い発現上昇が見られた。一方、弱いオー
キシン過剰である YUC1 過剰発現体では
YUC2, YUC4, YUC6の発現がゆるやかに抑え
られ、強いオーキシン過剰である sur1-3変異
体では TAR2, YUC1, YUC2, YUC4, YUC6の発
現が抑制された。これらの結果から、IPyA経
路酵素遺伝子の発現は短期的だけではなく
長期的なオーキシン変動によってもフィー
ドバック制御されていることが示された。 
 生合成に加えて輸送や分解も含めたオー
キシンホメオスタシスのための包括的な代
謝バランスの研究を進めることで植物の成
長制御機構のよりよい理解に繋がると共に、
これらの知見はバイオマス増産や着果制御、
発根促進などのさまざまな農業分野に還元
されることが期待される。 
 
(2) 多くのインドール化合物が IAA生合成の
代謝中間体として提唱されているが、これら
が全て IAA 生合成中間体として機能するか
どうかはよくわからない。この可能性を検証
するために、 IAA 生合成阻害剤である
L-aminooxy-phenylpropionic acid (AOPP)を処
理したシロイヌナズナ芽生えに 11 種類のイ
ンドール化合物を投与して化合物相補試験
を試みた。インドール化合物処理 1時間の短
時間処理実験ではオーキシン応答性遺伝子
（Aux/IAA1 と Aux/IAA19）の発現レベルを指
標に評価した結果、インドールアセトアルデ
ヒド（IAAld）、IPyA、インドールアセトアミ
ド（IAM）、インドールアセトニトリル（IAN）、
インドールアセトアルドオキシム（IAOx）、
N-ヒドロキシトリプタミン（N-TAM）がオー
キシン応答性遺伝子の発現レベルを回復さ
せた。一方、シロイヌナズナ芽生えを AOPP
と 4種のインドール化合物を含む寒天培地に
移植し、根の伸長と重力屈性に与える影響で
インドール化合物を評価した。短時間処理実
験でも相補効果の見られた N-TAM、IAOxに
加えて、短時間処理では効果の見られなかっ
たトリプトフォールでも根の伸長と重力屈



性は回復した。一方で、インドールアクリル
酸はどちらの試験でも相補効果が見られず、
IAA生合成の中間体である可能性は低いこと
が示された（雑誌論文②）。 
 
(3) 新規オーキシン生合成阻害剤を探索する
目 的 で 、 TAA1 の 結 晶 構 造 を 元 に
indole-3-oxoethylphosphonic acid (IOEP)を合成
した。この化合物を含む寒天培地でシロイヌ
ナズナ野生型を育てると、シロイヌナズナは
矮化した。発芽後 1週間のシロイヌナズナに
IOEPを 3時間投与すると内生 IAA蓄積量は
減少し、IOEP が植物体内でオーキシン生合
成阻害剤として機能する可能性が示唆され
た。しかし、IOEPは TAA1を in vitroの酵素
アッセイで阻害できなかった。さらに、オー
キシン応答性遺伝子の発現を指標としてオ
ーキシン生合成中間体が IOEP による阻害を
化合物相補できるかを調べた結果、IPyA と
IAOx は相補できなかった。これらの結果は
IOEPによる阻害部位が IPyAや IAOxの下流
に存在する可能性を示している。IOEP によ
る阻害は IAA の同時処理で完全には回復し
ないので IAA 生合成以外の副作用があるこ
とも考えられる。IOEP を元にした化合物デ
ザインにより、特異性が高く新規な阻害部位
を持つオーキシン生合成阻害剤の開発が期
待できると考えている（雑誌論文①）。 
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