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 緒論 
  

 オーキシンは植物の生活環のあらゆる段階で重要な役割を果たす植物ホルモンである．
その研究は進化論で有名な Darwin らが 1880 年に発表した光屈性に関する研究に端を発
する（Darwin 1880, 小柴・神谷 2010）．Darwin親子はアベナ（Avena sativa）の幼葉
鞘が先端部で光を感受すると，そこから伸長領域に「何らかの影響力」が伝わって屈曲が
起こると予想した．その後，Boysen-Jensen, Paal，Wentらが行った様々な屈性試験によ
り，アベナ幼葉鞘の先端部に軸器官を移動して濃度依存的に細胞伸長を促進する物質が存
在することが証明された．1930 年代に入ると，Kögl らがアベナ幼葉鞘の伸長を促進する
活性物質を人尿から精製し，これらを auxin A, Bと命名した．このとき同時に単離された
インドール-3-酢酸 (IAA) を heteroauxinと名付けたが，その後の研究により IAAがオー
キシンの活性本体であることが判明した．1940年代には Haagen-Smitをはじめとする研
究者によって様々な植物から IAAが単離され，IAAが植物界に普遍的に存在する天然オー
キシンであることが明らかになった．天然オーキシンとしてはインドール-3-酪酸（IBA）
やフェニル酢酸（PAA）も植物から単離されているが，IAAが最も重要なオーキシンとし
て認識されている．その後，60年以上にわたりオーキシンの生理学的な研究が進められた
結果，オーキシンは光屈性の他にも，胚発生，器官形成，重力屈性，避陰反応，老化，障
害や病害への応答など，植物の成長や分化の制御において中心的な役割を果たすことが明
らになった． 

 植物は，生合成・輸送・不活性化を介して細胞内のオーキシン濃度を調節し，組織内に
適切なオーキシン濃度勾配を形成することによって成長や分化をコントロールすると考え
られている (Benková et al. 2003, Denancé et al. 2013, Ljung 2013, Sauer et al. 2013, 

Vanneste and Friml 2009, Woodward and Bartel 2005).天然オーキシンの IAAは主にト
リプトファン (Trp) から 2 段階の酵素反応により合成されることがシロイヌナズナで示
されている．この経路では Trp が TRYPTOPHAN AMINOTRANSFERASE OF 

ARABIDOPSIS（TAA）ファミリーによりインドール-3-ピルビン酸（IPA）へと変換され
た後，フラビン含有モノオキシゲナーゼの YUCCA（YUC）ファミリーによって IPAから
IAAが合成される(Mashiguchi et al. 2011, Stepanova et al. 2011, Won et al. 2011) (Fig. 

1)．TAA および YUC ファミリーは植物界に広く存在し，それらの欠損変異体は胚発生，
花芽形成，維管束形成，頂芽優勢，避陰反応，重力屈性において多面的な異常を示すこと
から，この２つの遺伝子ファミリーがオーキシン生合成で中心的な役割を果たすと考えら
れている(Cheng et al. 2006, Cheng et al. 2007, Franklin et al. 2011, Rawat et al. 2009, 

Sairanen et al. 2012, Stepanova et al. 2008, Sun et al. 2012, Tao et al. 2008, Yamada et 
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al. 2009)．また，TAAファミリーおよび YUCファミリーの遺伝子発現は様々な転写因子
によって制御されており，これらの転写因子が発生段階や生育環境に応じてオーキシン生
合成量を調節すると考えられる．この他，シロイヌナズナにはインドール-3-アセトアルド
キシム（IAOx）を介したアブラナ科固有の IAA 生合成経路も存在し，側根形成や高温ス
トレス条件下などにおいて補助的な役割を果たす可能性が示唆されている(Sugawara et 

al. 2009, Zhao 2010, Zhao et al. 2002)． 

 オーキシンの濃度調節においては，細胞膜の輸送体を介したオーキシン極性輸送が重要
な役割をもつことが知られている．これまでに PIN-FORMED（PIN）ファミリー，
AUX1/LAX ファミリー，ATP結合カセット B型サブファミリー（ABCB）の３タイプが
IAA輸送体として報告されており，特に PINファミリーはオーキシン排出輸送体としてオ
ーキシン極性輸送に中心的な役割を果たすと考えられている．また，植物は小胞輸送を介
して PINタンパク質の細胞膜局在を変化させることにより，オーキシン極性輸送の方向を
決定し，組織内にオーキシン濃度勾配を形成することが示されている．近年，小胞体膜に
局在する PINタンパク質や，新規輸送体 PIN-LIKESファミリーが発見されたほか，液胞
膜に局在するWALLS ARE THIN1が IAAを輸送する可能性が示された．これらが制御す
るオルガネラ間の輸送も IAA の細胞内濃度の調節に寄与する可能性がある(Barbez et al. 

2012, Ding et al. 2012, Mravec et al. 2009, Petrášek et al. 2006, Ranocha et al. 2013, 

Sakai and Haga 2012, Sauer, Robert and Kleine-Vehn 2013)． 

 オーキシンの不活化において，IAA はアミド化（amino acid conjugation），メチル化
（methylation），配糖体化（Glycosylation），酸化など様々な代謝を受けることが知られ
ている．近年，分子遺伝学的アプローチの発展に伴って IAA のアミド化を触媒する
GRETHEN HAGEN 3（GH3），メチル化を触媒する IAA METHYLTRANSFERASE 1

（IAMT1），配糖体化を触媒する UGT84B1，IAAから生成すると考えられている IBAの
配糖体化を触媒する UGT74E2など様々な IAA代謝酵素がシロイヌナズナで同定され，そ
れらの機能解析が行われた (Fig. 2)．また，アミド化を受けた IAAがさらに酸化される経
路や，酸化を受けた後さらに配糖体化される経路も報告されており，植物には多様な IAA

代謝経路が存在する．一方，シロイヌナズナを用いた 14C標識 IAAの投与実験により，配
糖体化を伴う IAA酸化経路（OxIAA経路）が IAAの濃度調節に重要な役割をもつ可能性
が示されているが，その遺伝子レベルでの解明はまだ進んでいない (Östin et al. 1998, 

Pĕnčík et al. 2013, Ljung 2013)． 

 本研究では，植物におけるオーキシンの濃度調節機構の解明を目的として，シロイヌナ
ズナの OxIAA経路に含まれる IAA酸化酵素の探索，OxIAA-glucosyltransferase（OxIAA

グルコシル転移酵素）の探索と UGT74D1 の同定，およびその酵素機能の解析を行った．
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本論文では，出芽酵母を用いたシロイヌナズナの IAA 酸化酵素の探索（第１章），出芽酵
母を用いた OxIAA グルコシル転移酵素の探索（第２章），組換えタンパク質を用いた
UGT74D1 の酵素機能解析（第３章），シロイヌナズナ ugt74d1 変異体の解析（第４章），
シロイヌナズナ UGT74D1 過剰発現体の解析（第５章），UGT74D1 のオーキシン応答性
解析（第６章），オーキシン研究における今後の展望について述べる． 
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Fig. 1 これまでに提唱されたシロイヌナズナの IAA生合成経路 

 

酵素が同定されており，欠損変異体が表現型を示す反応を実線で表す． 

IAM : インドール-3-アセトアミド， IAN : インドール-3-アセトニトリル, 

TAM : トリプタミン,  IAAld : インドール-3-アセトアルデヒド 
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Fig. 2 これまでに提唱されたシロイヌナズナの IAA代謝経路． 
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第１章 出芽酵母を用いた系によるシロイヌナズナの IAA酸化酵素の探索 

 

 緒言 
 
 1980 年代，Reinecke と Bandurski は，放射性同位体で標識化した IAA の投与実験に
より，トウモロコシ体内で IAAが 2-(2-oxo-1,3-dihydroindol-3-yl)acetic acid  

(2-oxindole-3-acetic acid, OxIAA) に代謝されることを発見した．また，GC-MSを用いて
トウモロコシの茎と胚乳から OxIAAを検出し，OxIAAが天然の IAA代謝物であることを
示した．さらに, トウモロコシ粗抽出液を用いた実験により，好気条件下で酵素的に IAA

が酸化されることを示した(Ljung et al. 2001, Reinecke and Bandurski 1983, Reinecke 

and Bandurski 1988)．その後，アカマツ，ポプラ，トマト，オレンジ，シロイヌナズナ，
ゼニゴケなど様々な植物種から OxIAA とその誘導体が検出されている(Ernstsen et al. 

1987, Riov and Bangerth 1992, Chamarro et al. 2001, Ljung et al. 2001, Sztein et al. 
1999)．これらの報告から，IAAの 2位の酸化を介する経路（OxIAA経路）は，陸上植物
に広く存在する IAA代謝経路だと予想されている． 

 ごく最近，生化学的・分子生物学的手法によって OxIAA のオーキシン活性が詳細に解
析された．Pěnčíkらはシロイヌナズナのオーキシンレポーター株 DR5rev:GFPに OxIAA

を処理しても GFPの顕著な発現が誘導されないことを示した．また，高濃度の OxIAAを
与えてもシロイヌナズナの胚軸伸長は全く促進されないこと，根の伸長は OxIAA によっ
て阻害されるが，IAA が同程度の活性を示すときの 1000 倍以上高い濃度が必要であるこ
とを報告した．さらに，シロイヌナズナのオーキシン受容体 TRANSPORT INHIBITOR 

RESPONSE 1 (TIR1) と Aux/IAAタンパク質を用いたプルダウンアッセイの結果，IAA

は IAA3または IAA6と TIR1の結合を促進するが，OxIAAは同じ条件で結合を促進しな
いことが判明した．これらの結果から，IAAは 2位の酸化を受けるとオーキシン活性をほ
ぼ完全に失うと考えられる(Pěnčík et al. 2013)．なお，IAA-Leu，IAA-Ala，IBAが植物
体内で変換されて IAAを生じるのに対し，OxIAAは IAAへと変換されない．これらの結
果から，インドール環 2位の酸化によって IAAは不可逆的に不活性化されると考えられる
(Korasick et al. 2013, Normanly 1997, Woodward and Bartel 2005)．  

 1998年，Östinらは液体培地中でシロイヌナズナに 14C標識 IAAを投与し，生成する代
謝物を解析した．その結果，比較的高濃度 (5 µM) の IAA を与えた時に IAA-Asp と
IAA-Gluが生成する割合が高いのに対して，低濃度 (0.5 µM) の IAAを処理した植物体内
では OxIAAと OxIAA hexoseを主に生成することを明らかにした(Östin et al. 1998)．そ
の後，Kai らはシロイヌナズナの実生に含まれる 1-O-(2-oxindol-3-ylacetyl)-β-D-glucose 
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(OxIAA-Glc) の内生量が IAA-アミノ酸結合体（IAA-Asp，IAA-Glu, IAA-Glc）よりも著
しく高いことを LC-MS/MS分析により示した(Kai et al. 2007)．また，IAA過剰生産型の
35S:YUC1，sur1，sur2において OxIAAの内生量が野生型株に比べて非常に多いことや，
グルコース処理によって IAA生合成を誘導した実生では OxIAA量も増加することが報告
された(Novák et al. 2012, Pěnčík et al. 2013, Sairanen et al. 2012)． これらの報告は，
IAAから OxIAAへの変換，および OxIAAのグルコシル化が，細胞内のオーキシン量を維
持するための重要な代謝経路であることを示唆している．しかし，これらの反応を触媒す
る代謝酵素はまだ同定されていなかった．そこで本研究では，まずシロイヌナズナにおい
て IAAから OxIAA を生成する IAA酸化酵素の探索を行った． 
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 材料と方法 
 

1) ベクターの改変 
 

・TRP1のクローニング 

 下記の組成と温度で PCRを行い，ベクターpGBT9内の TRP1の配列を増幅した．反応
液を 1%アガロースゲルで電気泳動し，QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) を用いてゲ
ルから増幅断片を抽出した． 

 

Ex Taq 0.25 

10× Ex Taq buffer 5.0 

dNTP (each 2.5 mM) 4.0 

TRP1_F 1.5 

TRP1_R 1.5 

pGBT9 (45.5 ng/µL) 1.5  

milliQ water 36.5 

Total 50.25 

 

94 °C, 2min – (96 °C, 20 sec – 56 °C, 20 sec – 68 °C, 1 min 10 sec) ×30 cycles   

 

・pYES-DEST52の制限酵素処理 

 マイクロチューブ内で pYES-DEST52 (Invitrogen) 5 µg ，NheI 1µL (10 U)，10×buffer 

5 µL，milliQ 水を加えて 50 µLの反応液を調製し，37 °Cで 6 h静置した．エタノール沈
殿の後，沈殿を風乾させた．チューブに EcoRV 0.5 µL (7.5 U), 10×buffer 5 µL，milliQ水
44.5 µL を加えて 37 °C に 3 h 静置した．反応液を 1%アガロースゲルで電気泳動し，
QIAquick Gel Extraction Kitを用いて抽出した． 

 

・In-fusion反応  

 TRP1断片の溶液 1.5µL，切断した pYES-DEST52の溶液 3 µL，In-Fusion HD enzyme 

premix (Clontech) 2 µL, milliQ水 3.5 µLを混合し，50 °Cで 15 min静置した．反応液 2 µL

を用いて大腸菌 DB3.1 を形質転換し，100 µg/mL Amp を含む LB 平板培地に塗布して
37 °Cで 16 h培養した． 

 TRP1_check_1, TRP1_check_Rプライマーを用いたコロニーPCRで断片の増幅が確認
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できた形質転換体を，100 µg/mL Ampを含む 2×YT培地 2 mLに植菌して 37 °Cで 16 h

培養した．培 QIAprep Spin Miniprep Kitを使用して培養液からプラスミドを精製した． 
 

 

2) cDNA発現ライブラリーの作成 
 

・mRNAの精製 

 シロイヌナズナCol-0野生型株を土壌で 6週間栽培した．約 190 mgFWの花芽を回収し，
Micro-FastTrackTM 2.0 mRNA Isolation Kit (Invitrogen) を用いてmRNAを精製した． 

 

・エントリーライブラリーの作成 

 CloneMinerTM II cDNA Library Construction Kit (Invitrogen) を用いて，10 µg の
mRNAから cDNAを合成した．これを BP反応によって pDONR222.1 (Invitrogen) に挿
入した．反応条件はマニュアルに従った．この BP 反応液を用いて，コンピテントセル
ElectroMAX™  DH10B™  T1 Phage Resistant Cells (Invitrogen) を形質転換し，
50µg/mL Kanamycinを含む LB平板培地（2号角シャーレ 45枚）に塗布した．このとき，
培地１枚あたり約 2000コロニーが生育するように塗布する量を調節した．37 °Cで 16 h

培養した後，コロニーを掻き集め，QIAfilter Plasmid Mega Kit (Qiagen) を用いてプラス
ミドを精製した．これを Gatewayエントリーライブラリーとした． 

  

・cDNA発現用ライブラリーの作成 
 LR 反応によって，Gateway エントリーライブラリー内の cDNA を pYES-DEST52 

(Invitrogen) へ移行した．反応条件はマニュアルに従った．この LR 反応液を用いて，コ
ンピテントセルElectroMAX™ DH10B™ T1 Phage Resistant Cells (Invitrogen) を形質
転換し，100µg/mL Ampicillinを含む LB培地（2号角シャーレ，45枚）に塗布した． 

37 °Cで 16 h培養した後，コロニーを掻き集め，QIAfilter Plasmid Mega Kit (Qiagen) を
用いてプラスミドを精製した．これを cDNA発現用ライブラリーとした． 
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3) スクリーニング 
 

・酵母の形質転換 

 10 mLの最少培地（SD培地）に植菌して 30 °Cで 16 h振とう培養し，前培養液とした．
前培養液の濃度を測定し，50 mLの YPDA培地に OD600 = 0.1 となるように添加した．
30 °Cで 3 h振とう培養した後 (OD600 = 0.6程度)，遠心 (400×g, 5 min, 20 °C) して培地
を捨てた．25 mLの滅菌水を加えて菌体を懸濁し，遠心 (400×g, 5 min, 20 °C) して水を
捨てた．菌体を 1 mLの 0.1 M酢酸リチウムに懸濁して 1.5 mLマイクロチューブに移し
た．遠心 (13,000×g, 5sec, 20 °C) して上清を除いた後，400 µLの 0.1 M酢酸リチウムに
再懸濁した．1.5 mLチューブに 50 µLずつ分注し，遠心して上清を除いた．チューブに
50% (w/v) PEG 240 µL, 1M酢酸リチウム 36 µL, 2.0mg/mL キャリア DNA 25 µL, cDNA

発現用ライブラリー50 µLを加え，ボルテックスミキサーを用いて撹拌し，30 °Cで 30 min

静置した．DMSO 40µLを加えてピペッティングで穏やかに撹拌し，42 °Cで 20 min静置
した．このとき，5 minごとに転倒混和した．遠心して上清を捨て，菌体を YPADに懸濁
した．遠心 (400×g, 5 min, 20 °C) して上清を捨て，トリプトファン要求性培地（SC–Trp

培地）1 mLを加えて 30 °Cで 1 h振とう培養した．遠心 (400×g, 5 min, 20 °C) して上清
を捨て，菌体を滅菌水 10 mLに懸濁した． 

 

・陽性クローンの選抜 

 一度のスクリーニングにつき，10µM IAAを含む SC–Trp平板培地を 20枚前後使用し
た．上記の操作で調製した形質転換体の懸濁液を，200 µL を，200 µLずつ培地に塗布し，
24 °Cで培養した．3–5 d後，培地上に形成されたコロニーを爪楊枝で一つずつ掻き取り，
新しい SC–Trp 培地に広げて 24 °Cで培養した．この培地上に形成されたコロニーを掻き
取って下記の反応液に懸濁し，下記の条件で PCRした．反応液のうち 3 µLを 1%アガロ
ースゲルで電気泳動した．単一の増幅断片が見られた反応液を illustra ExoStar (GE 

Healthcare) で処理し，断片の配列を解析した． 
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 (µL) 

KOD FX Neo (TOYOBO) 0.2 

2× PCR Buffer for KOD FX Neo 10 

dNTP (each 2mM) 4 

pYES-DEST52_F (10 µM) 0.6 

pYES-DEST52_R (10 µM) 0.6 

milliQ water 4.6 

Total 20 

 

94 °C, 2 min – (98 °C, 10 sec – 56 °C, 30 sec – 68 °C, 2min 30 sec) × 33 cycles 

 

 

Table 1 本章で使用したプライマー 

Name Sequence (5’ to 3’) 

TRP1_F AAAATCAGTCAAGATATCCAGCTGGCACGACAGGTTTC 

TRP1_R TCATCGATAAGCTAGCTCTACCGGCATGCCGGCAAGT 

TRP1_check_F GTATACACCCGCAGAGTACTGC 

TRP1_check_R GTGTATCGTACAGTAGACGGAGT 

pYES-DEST52_F ACTAGCAGCTGTAATACGACTCAC 

pYES-DEST52_R CCCTCTAGATCGAACCACTTTG 
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 結果 
 
 シロイヌナズナの IAA 酸化酵素を探索するために，本研究では Nishimura らが確立し
た出芽酵母の Auxin-inducible degron (AID) システム(Nishimura et al. 2009) を応用し
たスクリーニング系を構築した．AIDシステムは，植物以外の生物の細胞にオーキシン受
容体 TIR1と Aux/IAAを異種発現させることにより，Aux/IAAと融合させた標的タンパク
質をオーキシン依存的に分解できる系である．植物において Aux/IAAはオーキシンを介し
て TIR1 と結合してユビキチン化を受けた後，26S プロテアソーム系で分解される
(Dharmasiri et al. 2005, Gray et al. 2001, Kepinski and Leyser 2005, Tan et al. 2007)．
この 26Sプロテアソーム系で分解可能な Aux/IAAタンパク質の TIR1結合領域が AIDと
呼ばれている．Nishimuraらは遺伝子組換え酵母等を用いた実験を行い，Aux/IAAと融合
した状態で発現したタンパク質は，オーキシン依存的に細胞内で TIR1 と結合して分解さ
れることを示した．ここで重要なポイントは，植物由来の TIR1 タンパク質が酵母におい
ても SCFTIR1ユビキチンリガーゼ E3複合体を形成し，Aux/IAAタンパク質と結合できる
ことである． 

 本実験では，出芽酵母 YMK683株 (NBRP ID: BY25599) をナショナルバイオリソース
プロジェクトから入手して使用した．この株は，ADH1プロモーター下でイネ OsTIR1を
発現すると同時に，DNA複製装置の構成因子Minichromosome maintainance (MCM) を
コードする MCM4 遺伝子の 3’-末端に，シロイヌナズナ IAA7 の TIR1 結合領域をコード
した配列が挿入されている．すなわち MCM4 は Aux/IAA 融合タンパク質の状態 

(MCM4-Aux/IAA) で発現する．したがって，この酵母をオーキシン濃度が高い環境に置
くと，MCM4-Aux/IAAがプロテアソーム系で分解されるため，増殖が抑制される (Fig. 3)．
この YMK683株にシロイヌナズナ cDNA発現用ライブラリーを導入したとき，IAA酸化
酵素を発現した形質転換体は細胞内の IAAを不活性化できるので，IAAを含む培地上でも
生育できると予想した．一方，IAAを代謝できない大半の形質転換体は，MCM4-Aux/IAA

タンパク質が分解されるため，増殖が抑制される (Fig. 4)．また，このスクリーニング系
では IAA 酸化酵素以外にも，例えば IAA のアミド化やグルコシル化などを触媒する代謝
酵素や，MCM4-Aux/IAA の分解を抑制する様々なタンパク質を発現した形質転換体が単
離できると予想された． 

 本実験では良質な cDNAライブラリーの調製がスクリーニングの成否を左右する重要な
鍵である．標的遺伝子の発現レベルがより高い組織の mRNA から作成した cDNA ライブ
ラリーを用いることにより，最終的に標的遺伝子を単離・同定できる確率が上がると考え
られる．OxIAAの生産が活発な組織を材料として選択するために，液体クロマトグラフィ
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ー・エレクトロスプレーイオン化・タンデム型質量分析装置 (LC-ESI-MS/MS) を用いて，
土壌で約 5週間栽培した植物体における花芽と長角果の IAA内生量，および花芽，長角果，
種子の OxIAA内生量を測定した．その結果，花芽には多量の OxIAAが蓄積しており，IAA

量に対する OxIAA 量の比も高かったことから，シロイヌナズナの花芽において，IAA は
OxIAA経路を介して活発に代謝されていると推測した．すなわち，IAA酸化酵素の発現レ
ベルが高いと考えられる (Table 2)．この推測に基づいて，花芽組織から精製したmRNA

をライブラリーの作成に使用した．常法に従い，逆転写反応によって cDNAを合成し，出
芽酵母の組換えタンパク質発現用ベクターpYES-DEST52に挿入して cDNA発現用ライブ
ラリーとした (Fig. 5)．なお，YMK683株では OsTIR1を導入する際の選抜マーカーとし
て URA3 遺伝子が用いられているため，本実験では，あらかじめ選抜マーカーを URA3

から TRP1 に置換した pYES-DEST52 を使用した．この cDNA 発現ライブラリーで
YMK683 株を形質転換して IAA 酸化酵素のスクリーニング実験に用いた．なお，スクリ
ーニングに先立ち，酵母を 50 µM OxIAAを含む培地で培養したところ，通常の培地と同
様に増殖したことから，IAA 酸化酵素の発現は酵母の増殖を阻害しないと予想した (Fig. 

6)． 

 10 µM IAAを含む SC–Trp培地に形質転換体を塗布してスクリーニングを行った結果，
複数の IAA耐性株が得られた．これらの IAA耐性株に導入されていた cDNAの配列を解
析し，BLASTで検索して候補遺伝子を同定した．Table 3にスクリーニングで単離された
候補遺伝子の一部を記す．解析の結果，複数の IAA 耐性体がシロイヌナズナの Aux/IAA

ファミリーを発現していたことが明らかになった．これらの変異体では，過剰発現した
Aux/IAAタンパク質がMCM4- Aux/IAAタンパク質とOsTIR1の結合を競合阻害するため，
MCM4- Aux/IAAの分解速度が下がり，IAA耐性を獲得したと推測される．この結果は，
OsTIR1とMCM4-AIDタンパク質が相互作用する頻度が下がることによりYMK683株が
IAA存在化でも増殖できることを示唆している． 

 また，単離された数種の候補遺伝子には，ジオキシゲナーゼなどの酸化酵素をコードす
ると予想される遺伝子も複数含まれていた (Table 3).そこで，これらの候補遺伝子を発現
した酵母変異株を 10µM IAA を含む培地で振とう培養し，菌体の抽出物および培地を
LC-ESI-MS/MSで分析したが，OxIAAを生成する酵母変異株は見つからなかった． 
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 考察 
 

 本実験で考案した酵母システムを用いて数回スクリーニングを実施したが，新規 IAA代
謝酵素の単離・同定には至らなかった．今回のスクリーニングで陽性を示した酵母変異体
の 3割近くが，Aux/IAAファミリーを発現していた．これらの酵母変異体では，シロイヌ
ナズナ由来の Aux/IAA タンパク質が MCM4-AID タンパク質と競合阻害することにより，
OsTIR1とMCM4- Aux/IAAの相互作用が低下するため，IAA存在下でも増殖できたもの
と考えられる．また，シロイヌナズナの SCFユビキチンリガーゼ E3複合体の構成因子を
発現する形質転換体も複数見つかった．このことから，OsTIR1 に加えてシロイヌナズナ
SCFユビキチンリガーゼ E3複合体の構成因子も発現すると，酵母のユビキチン化能が低
下する可能性が考えられる．これらの結果は，予想通りMCM4- Aux/IAAの分解が抑えら
れた形質転換体も IAA耐性を獲得することを示している．今後さらにスクリーニングを続
けることで，新規の IAA 酸化酵素や，ユビキチン-プロテアソーム系の制御に関わる新た
なタンパク質を同定できる可能性がある．一方，機能未知のタンパク質をコードした cDNA

を発現する変異体が複数獲得されたが，それらの変異体では OxIAA の生成は確認できな
かった．これらの機能未知タンパク質には IAAから OxIAAへの変換以外の酵素反応を触
媒する可能性がある．従って，今後さらにこれらの候補遺伝子の機能解析や酵素活性を詳
細に調べることが重要である． 

 ジベレリン 2β位を酸化する GA 2-oxidase や，アブシジン酸の 8’位水酸化酵素である
CYP707A ファミリーなど，様々な植物ホルモンの代謝に 2-オキソグルタル酸依存性ジオ
キシゲナーゼやP450モノオキシゲナーゼが関与することが知られている(Bak et al. 2011, 

Kushiro et al. 2004, Mizutani and Ohta 2010, Schomburg et al. 2003, Thomas et al. 

1999)． これらの酵素の活性には，非ヘム鉄，ヘム，2-オキソグルタル酸，NADPH など
の補因子が必要である．今回のスクリーニングで使用した一般的な組成の培地では，これ
らの補因子が不足し，酸化酵素が充分に機能しなかった可能性がある．したがって，培地
に補因子を添加することで，酸化酵素を発現する酵母変異体を得る確率が高まると期待し
ている． 
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MCM4�
Aux/IAA�

TIR1�
Auxin�

26Sプロテアソーム 
による分解 

��

MCM4�Aux/IAA�

Saccharomyces cerevisiae
YMK683 strain 

TIR1�

Ub�
Ub�

Fig. 3 AIDシステムの概説 

(A) 本実験で使用した出芽酵母 (YMK683 株) の模式図．染色体 DNA を直線，遺伝
子を四角で示す． (B) オーキシンに対する YMK683株の応答．各タンパク質を小円
で示す．融合タンパク質 MCM4-Aux/IAAは，オーキシン依存的に TIR1 と結合して
ユビキチン化され，酵母の 26S プロテアソーム系で分解される． (C) コントロール
株（w303-1a株）と YMK683株のオーキシン感受性．段階希釈（右に向かって 10倍
ずつ希釈）した培養液を，DMSO (mock) または IAAを含む平板培地にスポットして
24 °Cで培養した． 

Control!

YMK683!

mock! IAA !

A 

B 

C 
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Fig. 4 スクリーニングの概念図 

 

(A) スクリーニングの手順． 

(B) IAA酸化酵素などの IAA代謝酵素 (X) を発現した形質転換体． 

IAA存在下でも生育でき，コロニーを形成すると予想される．  

(C) IAAを代謝できない形質転換体．IAA存在下では，MCM4-Aux/IAAが 

分解されるため増殖が抑制される． 

TIR1�

MCM4�

TIR1�

コロニー形成 IAA 代謝酵素 (X) を!
発現した形質転換体!

IAA を代謝できない
形質転換体!

シロイヌナズナ花芽由来の!
cDNA 発現用ライブラリー YMK 683 strain� IAA を加えた!

培地で選抜 

Aux/IAA�

OxIAA�

IAA�

MCM4�
Aux/IAA�

Ub�
Ub�

Ub�

IAA�

コロニー形成 
分解 

X�

不活化 

A 

B 

C 
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OxIAA! IAA!

Floral bud!  512 ± 119! 31.0!

Silique!  677 ± 129! 416.1!

Seed! 1270 ± 105!

Table 2 土壌で 5週間栽培したシロイヌナズナCol-0野生型株の各組織に含ま
れる OxIAAと IAAの内生量． 

OxIAA の値は平均値 ± 標準偏差，IAA の値は平均値（OxIAA 分析は n =3, 

IAA分析は n = 2）． 

 

(ng/gFW) 
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pYES-DEST52

7.6 kb

attR1 CmR ccdB attR2 V5 epitope 6xHis
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1
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ri

CYC1 pA

2µ

origin

URA3

f1
o

ri

Comments for pYES-DEST52

7621 nucleotides

GAL1 promoter: bases 1-451

T7 promoter: bases 475-494

attR1 recombination site: bases 511-635

Chloramphenicol resistance gene: bases 771-1430

ccdB gene: bases 1772-2077

attR2 recombination site: bases 2118-2242

V5 epitope: bases 2265-2306

Polyhistidine (6xHis) region: bases 2316-2333

CYC1 polyadenylation region: bases 2366-2619

pUC origin: bases 2803-3476

Ampicillin (bla) resistance gene: bases 3321-4481 (complementary strand)

URA3 gene: bases 4499-5606 (complementary strand)

2µ origin: bases 5610-7081

f1 origin: bases 7149-7604 (complementary strand)

A
m

p
ic

illin

Fig. 5 pYES-DES52のベクターマップ (Life Technologies 社ウェブサイトより) 

本章では URA3を TRP1に置換して使用した． 
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mock 

50 µM OxIAA 

Fig. 6 OxIAA存在下での出芽酵母の生育． 

 

出芽酵母 w303-1a株を 0.1% DMSO (mock) または 50 µM OxIAAを
含む SD培地上に画線して 30 °Cで培養した． 
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Table 3 陽性クローン内で発現していたシロイヌナズナ由来の遺伝子 

FAD/NAD(P)-binding oxidoreductase family protein 

uncharacterized protein 

INVOLVED IN: oxidation reduction;	 CONTAINS InterPro DOMAIN/s: Gamma-butyrobetaine 

dioxygenase/Trimethyllysine dioxygenase, N-terminal 

putative aquaporin protein (At2g45960) 

potassium transporter 1 (KT1) 

Heavy metal transport/detoxification superfamily protein 

Arabidopsis thaliana D-xylose-proton symporter-like 2 

S-phase kinase-associated protein 1 (SK13) 

S-phase kinase-associated protein 1 (ASK2) 

IAA7 

IAA8 

IAA9 

IAA13 

IAA16 

IAA17 

IAA19 

IAA26 

alpha/beta-hydrolase domain-containing protein (AT1G78210) 

prolyl oligopeptidase-like protein (AT2G47390) 

Arabidopsis thaliana bifunctional enolase 2/transcriptional activator (LOS2)  

leucine-rich repeat receptor-like protein kinase (LRR-RLK) 

Arabidopsis thaliana SRPBCC ligand-binding domain-containing protein (AT3G23080) 

CONSTANS-like B-box zinc finger protein  

Arabidopsis thaliana pentatricopeptide repeat-containing protein (AT1G68980) 

tetratricopeptide repeat-containing protein 

strong similarity to spermidine synthase (At1g23820) 

 
  黄：酸化還元酵素，緑：膜タンパク質または輸送体タンパク質，青：SCF複合体の

構成因子，灰：Aux/IAAファミリー 
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第 2章 出芽酵母を用いた系による OxIAAグルコシル化酵素の探索 

 

緒言 
 
 配糖体化は生理活性物質の活性を調節する重要な代謝反応の一つであり，単細胞生物か
ら動植物まで広範な生物に存在する．植物は動物に比べて多様な二次代謝産物を生産する
ことから，植物における配糖体化に関する研究も古くから盛んに行われてきた．配糖体化
を受ける化合物はフラボノイドやテルペノイドをはじめ多岐にわたり，これらに転移され
る糖もグルコース，ガラクトース，ラムノースなど多種多様である(Bowles et al. 2005, 

Gachon et al. 2005) ．ジベレリン，アブシジン酸，ブラシノステロイド，サリチル酸など
の植物ホルモンとグルコースの結合した配糖体もこれまでに同定されている．これら植物
ホルモンのグルコシル化（glucosylation）に関わる遺伝子の解析が行われた結果，グルコ
シル化が植物の生長制御と環境応答おいて重要な役割をもつ可能性が示されている
(Hasegawa et al. 1994, Lee et al. 2006, Lim and Bowles 2004, Noutoshi et al. 2012, 

Priest et al. 2005, von Saint Paul et al. 2011)． 

 オーキシンの研究分野においても，1970年以前から主にトウモロコシを対象として IAA

のグルコシル化に関する研究が進められてきた．トウモロコシ種子の抽出物をアルカリ加
水分解して分析した結果，胚乳に含まれる IAA 代謝物のうち 97–99%が
1-O-(indol-3-ylacetyl)- β -D-glucose (IAA-Glc), IAA-myo-inositol (IAInos) ，
IAInos-glycosideなどの配糖体（エステル型代謝物）であることが報告されている．1980

年代には，これらの化合物の生成における初発反応が IAAから IAA-Glcへの UDP-グルコ
ース依存的な変換であることが示されており，1994 年に IAA のグルコシル化を触媒する
UDP-依存型配糖体化酵素 (UGT) をコードする遺伝子 iaglu が単離された(Cohen and 

Bandurski 1982, Leznicki and Bandurski 1988a, Leznicki and Bandurski 1988b, 

Michalczuk and Bandurski 1982, Szerszen et al. 1994)．また，一部のエステルは酵素的
に加水分解されて IAAを生成することが知られている(Jakubowska and Kowalczyk 2005, 

Kowalczyk and Bandurski 1990)．トウモロコシ以外にもシロイヌナズナ，トマト，イネ
等からも IAA-Glcが検出されたことから，IAAのグルコシル化は高等植物に広く存在する
ことが予想される(Catalá et al. 1992, Iyer et al. 2005, Kai et al., 2007, Tam et al, 2000)． 
 UGTファミリーは植物の配糖体化酵素の中で最大であり，シロイヌナズナのゲノムには
100を越える UGT遺伝子が存在する．これらは配列類似性に従って 14のサブグループに
分類することが可能で，それぞれ Group A–Nと名付けられている(Li et al. 2001, Ross et 

al. 2001, Yonekura-Sakakibara and Saito 2009)． 大半のサブファミリーから水酸基への
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糖転移を触媒する UGTが数多く同定されている中で，Group Lにはエステル結合型の代
謝物を生成する酵素が複数含まれている． 

 Jacksonらは，Group Lに属するUGTをスクリーニングした結果，UGT84B1が in vitro

で IAAのグルコシル化を触媒することを発見した．UGT84B1過剰発現体シロイヌナズナ
は，矮化，葉の萎縮，根の重力応答の低下など，オーキシンシグナルの低下を示唆する表
現型を示し，IAA 感受性が低下した．また，UGT84B1 の発現レベルに応じて IAAGlc 内
生量が増加することも確認された．これらの結果は，UGT84B1が植物体内でも IAAを基
質として認識すること，UGT84B1が細胞内の IAA濃度に影響を与え得ることを強く示唆
する(Jackson et al. 2002, Jackson et al. 2001, Lim and Bowles 2004)． 

 2010年には Tognettiらによって，H2O2誘導性遺伝子である UGT74E2が IBAグルコ
シル化を触媒する UGT をコードすることが報告された．UGT74E2 の過剰発現体は，
IBA-Glc 内生量の増加と同時に，背丈の低下，枝分かれの増加，頂芽優勢の低下など，オ
ーキシンシグナルの減少を示唆する表現型を示した．ただし，ugt74e2 欠損変異体の生育
は野生型と変わらない．また，UGT74E2 過剰発現体は乾燥ストレスに対して強い耐性を
示した．なぜ IBAグルコシル化の促進によってストレス耐性が付与されるのか，その原理
は未だ解明されていない(Tognetti et al. 2010)． 

 ごく最近，Jinらは UGT74D1が in vitroで IBAのグルコシル化を触媒することを示し
た．加えて，IAA, インドール-3-カルボン酸, インドール-3-プロピオン酸や合成オーキシ
ンの 2,4-Dや NAAも基質としてグルコシル化されることを in vitroで示した．しかし，
UGT74D1 過剰発現体シロイヌナズナが，過去に報告された UGT84B1，UGT74E2 の過
剰発現体とは異なる表現型を示したことから，Jin らは UGT74D1 の植物における生理的
役割はこれらの UGTと異なる可能性もあるとした(Jin et al. 2013)． 

 以上のように，IAAをグルコシル化するUGT84B1, IBAをグルコシル化するUGT74E2，
サリチル酸のグルコシル化を触媒する UGT74F1と UGT74F2 (Dean and Delaney 2008, 

Dempsey et al. 2011, Lim et al. 2002), アブシジン酸を基質として認識し得る UGT71B6 

(Priest et al. 2006) など，これまでに同定された植物ホルモンのグルコシル化を触媒する
酵素はいずれも UGTファミリーの酵素である．これらの結果，OxIAAグルコシル化酵素
もUGTファミリーに存在する可能性が高いと予想された．そこで，シロイヌナズナのUGT

ファミリーから OxIAAグルコシル化酵素を探索した． 
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	 材料と方法 
 
酵母 
	 出芽酵母 Saccharomyces cerevisiaeの w303-1a株を使用した． 

 

遺伝子材料 
	 理研バイオリソースセンターから，Table 5 に記す RIKEN Arabidopsis full-length 

cDNA (RAFL) クローンを入手した．  

 
 
 
1) cDNA発現用コンストラクトの作成 
	  
・UGTファミリーの配列の増幅 
 各RAFLクローンを鋳型として，Table 4に記したプライマーを用いたPCRによりUGT

の cDNAを含む断片を増幅した．PCRは，0.2 mLチューブ内で以下の組成の反応液を調
製し，以下の反応温度で行った．増幅断片の長さを 1% アガロースゲル電気泳動により確
認した後，PCR purificaton Kit (Qiagen) を用いて PCR産物を精製した． 

 

 (µL) 

KOD FX neo 0.5 

2× KOD FX neo buffer 15 

dNTP (each 2 mM) 6 

F_Primer 0.9 

R_Primer 0.9 

RAFL clone 1 

milliQ water 5.7 

Total 30 

 

 反応温度 

94 °C, 2min – (98 °C, 10 sec – 58 °C, 30 sec – 68 °C, 1 min 30 sec) ×33 cycles 
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・BP反応 
 0.2 mLチューブに，精製した PCR産物，pDONR207，TE buffer (pH 8.0)，BP clonase 

II Enzyme Mix (Invitrogen) を加え，ピペッティングで混合して 25 °C に 1 hおいた．
Proteinase K 0.5 µLを加えて 37°Cに 10 minおいた後，氷上に保存した． 

 
・エントリークローンの精製 
 BP反応液と大腸菌DH5αコンピテントセル 30 µLを混合して氷上に15 minおいた後，
42 °Cで 30 sec加熱し，速やかに氷上で冷却した．SOC培地 150 µLを加えて 37 °Cで 30 

min振とう培養した．培養液の 70 µL を 15 µg/mL ゲンタマイシン (Gen) を含む LB寒
天培地に塗布し，37 °Cで 16 h 培養した．コロニーPCRによって，生育したコロニーへ
のプラスミドの導入を確認した．プラスミドの導入が確認できた形質転換体を，15 µg/mL 

Gen を含む 2 × YT培地 2 mLに植菌して 37 °Cで 16 h振とう培養した．QIAprep Spin 

Miniprep Kit (Qiagen) を用いて培養液からプラスミドを精製した．これをエントリーク

ローンとした． 

 
・LR反応 
 Kanno らの方法に従い GAL1 プロモーターを ADH1 プロモーターに置換した
pYES-DEST52を使用した (Kanno et al. 2012)．0.2 mLチューブに，エントリークロー
ン，pYES-DEST52, TE buffer (pH 8.0)，LR clonase II Enzyme Mix (Invitrogen) を加え，
ピペッティングで混合して 25 °C に 1 hおいた．Proteinase K 0.5 µLを加えて 37°Cに
10 minおいた． 

 
・UGT発現用コンストラクトの精製 
 LR反応液と大腸菌DH5αコンピテントセル 30 µLを混合して氷上に15 minおいた後，
42 °Cで 30 sec加熱し，速やかに氷上で冷却した．SOC培地 150 µLを加えて 37 °Cで 30 

min振とう培養した．培養液の 70 µL を 100 µg/mL アンピシリン (Amp) を含む LB寒
天培地に塗布し，37 °Cで 16 h 培養した．コロニーPCRにより，生育したコロニーへの
プラスミドの導入を確認した．プラスミドの導入が確認できた形質転換体を，15 µg/mL 

Amp を含む 2 × YT培地 2 mLに植菌して 37 °Cで 16 h振とう培養した．QIAprep Spin 

Miniprep Kit (Qiagen) を用いて培養液からプラスミドを精製した．これを UGT発現用コ

ンストラクトとした． 
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2) スクリーニング 
 
・酵母コンピテントセルの作成 
	 出芽酵母 Saccharomyces cerevisiae w303-1a株のグリセロールストックを YPDA寒天

培地に画線してコロニーを形成させた．コロニーから菌体を搔き取って 10 mL の YPDA 

液体培地に植菌し，30 °C で振とう培養した．培養液の OD600が 0.8 程度に達した時点で

遠心 (800 ×g, 5 min)し，上清を捨てた．菌体を 5 mLの溶液 1に懸濁し，再び遠心して上

清を捨てた．菌体を 200 µLの溶液 1に懸濁し，1.5 mLチューブに 20 µLずつ分注してパ

ラフィルムで密封した．チューブをビニル袋に入れ，その上からキムタオルを 5枚重ねて

包み，- 80 °Cフリーザ内で凍結させた．これをコンピテントセルとした． 

 
	 YPDA液体培地 
1% yeast extract, 2% peptone, 2% glucose, adenine 
 
	 YPDA 平板培地 
YPDA液体培地 + 2% agar 
 
・酵母の形質転換 
	 コンピテントセルをフリーザから出し，発現用コンストラクト 1 µLと 10 mg/mLキャ

リアーDNA 1 µLを乗せ，37 °Cに約 15 secおいた．コンピテントセルが融け始めたら室

温で 140 µLの溶液 2を加え，ボルテックスで 1 min撹拌した後 30 °Cに 1 h静置した．

遠心 (12,000 ×g, 5 sec) して上清を除き，菌体を 1 mLの溶液 3に懸濁した．懸濁液の 100 

µLをトリプトファン要求性 (SC-Trp) 寒天培地に塗布して 30 °Cで 2日間培養した． 

 
	 溶液 1 
1 M ソルビトール，10 mM Bicine-NaOH (pH 8.35)，3% エチレングリコール，5% DMSO 
 
	 溶液 2 
40% PEG1000，0.2 M Bicine-NaOH (pH 8.35) 
 
	 溶液 3 
0.15 M NaCl，10 mM Bicine-NaOH (pH 8.35) 
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・OxIAAグルコシル化活性の確認 
	 形質転換体のコロニーを 10 mLの SC-Trp液体培地に植菌し，30 °Cで 16 h振とう培

養したものを前培養液とした．前培養液を SC-Trp 液体培地に加えて OD600が約 0.1 の懸

濁液 10 mL を調製し，OxIAA（最終濃度 10 µM）を加えて 30 °Cで 24 h 振とう培養し

た．培養液を遠心 (3000 ×g, 5 min, 4°C) して上清を別のチューブに移した．上清を

Millex-GS 0.22 µmフィルターユニット(Merck Millipore) でろ過した後，10 µLを HPLC

に注入した．第４章に記した方法に従って，HPLC分取，固相抽出を行い，LC-ESI-MS/MS

で分析した． 

	 反応の基質および分析の標品とした OxIAAと OxIAA-Glcは，いずれも岡山理科大学理

学部・林謙一郎教授が合成された化合物をご提供いただいて使用した． 

 

 

 

Table 4 本章で使用したプライマー 

Primer name Sequence (5’ to 3’) 

RAFL04-06_F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGGCCAAATCGGCCCTCGAGTTAA 

RAFL04-06_R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTGGCCCTTATGGCCGAGCTCTTTT 

RAFL07-11_F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGGCCAAATCGGCCGAGCTCGAATT 

RAFL07-11_R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAGGCCCTTATGGCCGGATCCAAGA 

RAFL12-25_F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTGGCCAAATCGGCCGAGCTCGAATT 

RAFL12-25_R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAGGCCCTTATGGCCGGATCCAA 

下線部は attB配列を示す． 
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 結果 
 
	 シロイヌナズナのゲノムにはUGTをコードすると予想される遺伝子が 100以上存在し，
これらは翻訳後のアミノ酸配列に従ってGroup AからGroup Nまで 14グループに分類さ
れる．シロイヌナズナの UGT ファミリーから水酸基への糖転移を触媒する酵素が多数同
定されている中，Group Lには IAAをグルコシル化する UGT84B1，IBAをグルコシル化
する UGT74E2，アントラニル酸をグルコシル化する UGT74F2，インドールグルコシノ
レート生合成に関わる UGT74B1など，カルボキシ基を持つ化合物を基質として，エステ
ル結合の形成を触媒する UGTが多数存在する (Fig. 7)．これらの理由から，Group Lに
属する 17種類の UGTのいずれかが OxIAAのグルコシル化を触媒する可能性が高いと推
測した(Caputi et al. 2012, Yonekura-Sakakibara and Hanada 2011) ． 

 そこで，出芽酵母（Saccharomyces seveviciae）を用いて Group Lから OxIAA-グルコ
シル化酵素（OxIAA-glucosyltransferase）をスクリーニングするシステムを構築した．出
芽酵母の細胞壁には細胞質内の UDP-グルコースを材料として合成されるβ-1,3-グルカン
（40%）とキチン（1–3%）が含まれており，その細胞質には多量の UDP-グルコースが存
在している(Douglas et al. 1994, Lesage and Bussey 2006, Oka and Jigami 2006)．よっ
て，出芽酵母の細胞内でUGT遺伝子を発現させ，OxIAAの存在下で培養することにより，
UDP-グルコースを補因子とする OxIAAグルコシル化酵素を同定できると予想した． 

 理化学研究所バイオリソースセンターが提供する RIKEN Arabidopsis full-length 

cDNA (RAFL) clonesの中から，Group Lに属する 13遺伝子の cDNAを入手した（Table 

5）．UGT75B2と UGT84B2の cDNAは提供されていないが，組換えタンパク質を用いた
酵素試験によって，UGT75B2と UGT84B2は OxIAAのグルコシル化を触媒しないこと
が既に確認されている (Jackson et al. 2001) ．入手した cDNAを鋳型として，Table 5に
記すプライマーを用いた PCR を行い，増幅断片を BP 反応によってエントリーベクター
pDONR207に挿入した．続いて，LR反応によって，挿入断片をタンパク質発現用ベクタ
ーpYES-DEST52にサブクローニングし，UGT発現用コンストラクトを作成した． 

 これを用いて出芽酵母 S. cerevisiae w303-1a 株を形質転換し，形質転換体を 10 µM 

OxIAAを含む液体培地で 24 h 振とう培養した．その培養液を遠心して菌体と上清を分け，
ろ過した上清を HPLC で分取した．OxIAA-Glc が溶出すると予想された画分 (16.5–18.5 

min) を回収し，Oasis HLB columnで精製した後 LC-ESI-MS/MS（ネガティブイオンモ
ード）で分析した．13種類の形質転換体をスクリーニングした結果，UGT74D1発現用コ
ンストラクトを導入した形質転換体の培地上清から，分子イオンm/z = 352.1, プロダクト
イオン m/z = 190.1 において OxIAA-Glc 標品と保持時間の一致するピークが検出された



 30 

（Fig. 8）．また，菌体の 80％ アセトン抽出物を同様の手順で分析した場合も，同様のピ
ークを検出した．これらの結果から，UGT74D1を OxIAAグルコシル化酵素の候補として
選抜した (Table 6)． 
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 考察 
 
 出芽酵母を使った活性スクリーニングの結果，UGT74D1 を発現した出芽酵母において
OxIAAがグルコシル化されることを見いだした．今回，シロイヌナズナ UGT Group Lの
17 遺伝子のうち UGT74E1, UGT74E2, UGT75B2, UGT84B2 の４遺伝子については
cDNA が理研バイオリソースセンターから提供されていなかったため活性スクリーニング
を行うことができなかった．しかし，このうち UGT75B2と UGT84B2については，組換
えタンパク質を用いた in vitroの試験でOxIAAの変換を触媒しないことが既に報告されて
いることから，UGT75B2および UGT84B2がシロイヌナズナで OxIAA-Glcの生成に関わ
る可能性は低いと考えられる (Jackson et al. 2001) ．一方，UGT74E2については IBA

を代謝することが報告されているが，OxIAAに対する酵素活性はこれまでに報告されてい
ない (Tognetti et al. 2010)．UGT74E1の活性についても報告されていない．Jackson の
報告において UGT84B1が IAAの他にも IBA, インドール-3-プロピオン酸，ケイ皮酸に対
して高い活性を示しているように，UGTによっては基質特異性が低いことから，UGT74E1

および UGT74E2については組換えタンパク質を用いた酵素活性試験や，機能欠損型変異
体および遺伝子過剰発現体を用いた解析などが必要である． 

 本章の実験結果は，出芽酵母を用いた活性スクリーニングが UGT の機能解析の手法と
して有効であることを示した．これまで可溶性酵素の機能解析をする際には，大腸菌等に
組換えタンパク質を発現させ，精製したタンパク質の酵素活性を試験する手法が広く用い
られてきた（Jackson et al. 2001）．しかし，候補遺伝子の数が多い場合には組換えタンパ
ク質を精製し，酵素活性を検出するために多くの時間と労力が必要となる．また，酵素の
活性を失活させずに精製するには，しばしば高い技術が要求されることから多検体の１次
スクリーニングには不向きである．これに対して，本章で構築した酵母の活性スクリーニ
ング系はタンパク質の精製を伴わないため簡便である．対象の遺伝子が数十個程度であれ
ば，一度に形質転換してアッセイすることが可能である．材料と手法の項で述べたように，
本実験では形質転換体の作成に 1-3日と形質転換体を用いたアッセイに 1–2日の計１週間
程度で全行程を終了した．このスクリーニング系を利用すれば，植物の配糖体化酵素の中
でも最大のファミリーである UGT ファミリーの中から様々な新規酵素を探索できると予
想している．本スクリーニング法の欠点としては，酵素活性が検出できない場合に標的タ
ンパク質が活性をもたないのか，それとも酵母に導入された遺伝子から活性を検出するた
めに必要な量のタンパク質が十分に発現されていないのかを直ぐに判断できない点が挙げ
られる．in vitroの酵素活性試験の他，生体内における酵素機能および遺伝子の生理的役割
を確かめるには遺伝子欠損変異体や過剰発現体の解析が重要である．第３章で in vitroで
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の酵素活性について検証し，第 4章以降で変異体を用いた植物体内での UGT74D1の生理
的役割を検証する．  
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Fig. 7 Group Lに属するシロイヌナズナUGTファミリーの系統樹． 
数字はブートストラップ値を示す（反復回数 1000回）． 
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Table 5 本実験に使用した RIKEN Arabidopsis full-length cDNA (RAFL) clones. 

 
Gene AGI code Resource number cDNA clone name Primers for vector construction 

UGT74B1 AT1G24100 pda00614 RAFL04-19-M06 RAFL04-06_F & RAFL04-06_R 

UGT74F1 AT2G43840 pda15474 RAFL07-84-M10 RAFL07-11_F & RAFL07-11_R 

UGT74F2 AT2G43820 pda04176 RAFL07-12-I23 RAFL07-11_F & RAFL07-11_R 

UGT74C1 AT2G31790 pda04758 RAFL08-13-B20 RAFL07-11_F & RAFL07-11_R 

UGT74D1 AT2G31750 pda09424 RAFL06-15-P19 RAFL04-06_F & RAFL04-06_R 

UGT74E1 AT1G05675 − − − 

UGT74E2 AT1G05680 − − − 

UGT75B1 AT1G05560 pda01666 RAFL09-11-P10 RAFL07-11_F & RAFL07-11_R 

UGT75B2 AT1G05530 − − − 

UGT75D1 AT4G15550 pda05237 RAFL09-09-C15 RAFL07-11_F & RAFL07-11_R 

UGT75C1 AT4G14090 pda04986 RAFL08-18-I03 RAFL07-11_F & RAFL07-11_R 

UGT84A1 AT4G15480 pda12406 RAFL11-02-N24 RAFL07-11_F & RAFL07-11_R 

UGT84A2 AT3G21560 pda08060 RAFL09-24-B02 RAFL07-11_F & RAFL07-11_R 

UGT84A3 AT4G15490 pda07420 RAFL05-18-O17 RAFL04-06_F & RAFL04-06_R 

UGT84A4 AT4G15500 pda20336 RAFL21-84-C22 RAFL12-25_F & RAFL12-25_R 

UGT84B1 AT2G23260 pda11460 RAFL19-68-D14 RAFL12-25_F & RAFL12-25_R 

UGT84B2 AT2G23250 − − − 
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Fig. 8 UGT74D1を発現した出芽酵母による OxIAAの OxIAA-Glcへの変換 

 

(A) 本実験で新たに示された，UGT74D1が触媒する反応． (B) OxIAA-Glc標
品 (OxIAA-Glc), UGT74D1を発現する酵母をOxIAA存在下で培養した際に生
成した代謝物(Yeast-UGT74D1 + OxIAA), OxIAAを与えずに培養した後の培地 

(Yeast-UGT74D1 – OxIAA) から得られたMS/MSクロマトグラム． 
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Table 6 Group Lに属するシロイヌナズナ UGTファミリーの出芽酵母内における活性． 

 
    Gene AGI code OxIAA-Glc 

  UGT74B1 AT1G24100 ND 

  UGT74F1 AT2G43840 ND 

  UGT74F2 AT2G43820 ND 

  UGT74C1 AT2G31790 ND 

  UGT74D1 AT2G31750 Detected 

  UGT74E1 AT1G05675 NT 

  UGT74E2 AT1G05680 NT 

  UGT75B1a AT1G05560 ND 

  UGT75B2a AT1G05530 NT 

  UGT75D1 AT4G15550 ND 

  UGT75C1 AT4G14090 ND 

  UGT84A1 AT4G15480 ND 

  UGT84A2 AT3G21560 ND 

  UGT84A3 AT4G15490 ND 

  UGT84A4 AT4G15500 ND 

  UGT84B1 AT2G23260 ND 

  UGT84B2a AT2G23250 NT 

 
 
  a 以前の報告において OxIAAに対する活性が検出限界以下 (Jackson et al., 2001) 

Detected : OxIAAを含む培地で OxIAA-Glcの生成を確認． 

ND : OxIAAを含む培地で OxIAA-Glcの生成なし.  

NT : 本章の実験には使用せず． 
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第 3章 組換えタンパク質を用いた UGT74D1の酵素機能解析 
 
緒言 
 
 前章では，シロイヌナズナ UGTファミリーの活性スクリーニングにより，OxIAAグル
コシル化酵素をコードする候補遺伝子として UGT74D1を単離した．しかし，本研究と同
じ頃，UGT74D1 はシロイヌナズナの IBA や IAA をグルコシル化する新規オーキシン代
謝酵素として報告された (Jin et al．2013)．この報告の中で，Jinらは UGT74D1組換え
タンパク質の基質特異性が比較的低く，IBAや IAA以外にも 2,4-Dや NAAなど様々な化
合物をグルコシル化することを示した．本実験で得られた UGT74D1が in vitroで本当に
OxIAAに対する酵素活性をもつのか，また他の化合物に比べてどの程度 OxIAAに対する
基質特異性を示すのか明らかにすることが重要である． 

 そこで本章では，大腸菌を用いてグルタチオン-S-トランスフェラーゼ（GST）融合タン
パク質を調製し，UGT74D1の OxIAAグルコシル化活性を解析した．さらに，OxIAAと
IAA に対する UGT74D1 の基質特異性を評価するために，両化合物に対する
GST-UGT74D1の酵素反応速度を解析した．  
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 材料と方法 
	  
 
1) タンパク質発現用コンストラクトの作成 
 
・UGT74D1配列の増幅 
	 前章で作成したエントリーライブラリーを鋳型として，Table 7 に記すプライマーを用
いて以下の組成と温度条件で PCR した．反応液を 1% アガロースゲルで電気泳動し，約
1.4 kbpの増幅断片を含むゲルを切り出して精製した．  
 
 (µL) 

KOD FX neo 1.0 

2× KOD FX neo buffer 25 

dNTP (each 2 mM) 10 

UGT74D1_F 1.5 

UGT74D1_R 1.5 

Entry library 0.4 

milliQ water 11.6 

Total 50 

 
94 °C, 2min – (98 °C, 10 sec – 55 °C, 30 sec – 68 °C, 1 min 30 sec) × 31 cycles 
 
・エントリーベクターへの挿入 
	 精製した UGT74D1断片，pDONR207 (Invitrogen)，TE buffer (pH 8.0), BP clonase II 
Enzyme Mixを混合してを混合して 25 °Cに 1 hおいた後，Proteinase K を加えて 37 °C

に 10 minおいた．この反応液を用いて，大腸菌 DH5αを以下の手順で形質転換した．は
じめに，大腸菌 DH5αのコンピテントセル 50 µLと反応液 0.4 µLを緩やかに混合して氷

上に 15 minおいた後，42 °Cで 30 sec加熱した．氷上で冷却した後，SOC培地 250 µL

を加えて 37 °Cで 30 min振とうした．この懸濁液の 100 µLを，15 µg / mL Gen を含む

LB平板培地に塗布し，37 °Cで 16h培養した．コロニーPCRによってプラスミドの導入

を確認した． 
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・プラスミド精製 
	 単一コロニーを掻き取って 15 µg/mL Genを含む 2×YT培地に植菌し，37 °Cで 16 h振
とう培養した．QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) を用いて培養液からプラスミドを精

製した．このプラスミドを pDONR207::UGT74D1とした． 
 
・タンパク質発現用ベクターへの挿入 
	 pDONR207::UGT74D1, pDEST15 (Invitrogen) , LR clonaseII Enzyme Mix 

(Invitrogen) を混合して 25 °Cに 1 hおいた後，Proteinase K を加えて 37 °Cに 10 min

おいた．反応液 1 µLを用いて大腸菌 DH5αを形質転換し，100 µg / mL (Amp) を含む

LB平板培地に塗布して 37 °Cで 16h培養した．コロニーPCRによりプラスミドの導入を

確認した． 

 
・プラスミド精製 
	 単一コロニーから菌体を掻き取って 100 µg / mL Ampを含む 2×YT培地 2 mLに植菌

し，37°C で 12 h振とう培養した．QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) を用いて培養

液からプラスミドを精製した．これを pEXP15::UGT74D1とした． 

 
 
2) 組換えタンパク質の調製 
 
・大腸菌の培養 
	 大腸菌 BL21 Star (DE3) のコンピテントセルと pEXP15::UGT74D1を混合し，上記と

同様の手順で形質転換した．形質転換体を 100 µg / mLカルベニシリンを含む LB液体培

地 2 mLに植菌し，18 °Cで 36 h 振とう培養したものを前培養液とした．100 µg / mgカ

ルベニシリンを含む Terrific broth培地 600 mLに前培養液 600 µLを加えて 18 °Cで振

とう培養した．OD600が 0.6前後に達した時点で終濃度 1 mMの IPTGを添加した．さら

に 48 h 培養を続けた後，遠心 (3000 ×g, 15min, 4 °C) して集菌し，培養液の 25% (v/v) の

Lysis bufferに懸濁して再び遠心 (3000 ×g, 15min, 4 °C) した．上清を捨て，菌体 1g あ

たり 5 mLの Lysis Bufferを加えてピペッティングにより懸濁した． 

 
	 Lysis Buffer 
8.1 mM Na2HPO4/12H2O, 1.47 mM KH2PO4, 137 mM NaCl, 1 mM Dithiothreitol 
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・菌体の破砕 
	 BRANSON Advanced–Digital SONIFIER にマイクロチップを取り付け，振幅 12 % で

超音波処理を行った．超音波処理 10 secごとに氷上で 30 sec冷却しながら，計 60 sec処

理した．終濃度 1%となるように Triton X-100を加えて穏やかに混合した後，遠心 (7500 

×g, 30 min, 4 °C) し，上清を可溶性画分として回収した． 

 
・アフィニティー精製 
	 可溶性画分をMillex-HV 0.45 µmフィルターユニット (Merck Millipore) でろ過した後，
Lysis Bufferで洗浄した Glutathion Sepharose 4B (GE Helthcare) を加えて 4 °Cで 2 h

穏やかに撹拌した．これをカラムにアプライし，自然落下により通過画分を流出させた後，
10 mLの Lysis Bufferで 3回洗浄した．続いて Elution Buffer 500 µLを流し，溶出画分
を 1.5 mLチューブに回収した．溶出操作は 10回繰り返した．各チューブから 2.5 µLの
溶出画分をとり，Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad) を用いてタンパク質濃度を見積もった．
タンパク質濃度が高いと推測された画分をまとめ，ピペッティングで混合した．終濃度 20% 

(w/v) のグリセロールを加えた後，100 µLずつ分注して液体窒素中で速やかに凍結させた．
酵素試験まで –80 °Cで保存した． 

 
	 Elution buffer 
10 mM reduced glutathione in 50 mM Tris-HCl (pH 8.0)  

 
3) 酵素試験 
 
	 –80 °C冷凍庫から精製タンパク質溶液を取り出し，氷上で融解させた．氷上にて下記の

組成で反応液を調製し，30 °C に設定したヒートブロック上に静置した．反応液と等量の

アセトニトリルを添加して反応を停止した． 

 
・OxIAAに対する反応速度の解析 
	 氷上でタンパク質を除く反応液 45 µLを調製した．30 °Cに 2 min静置した後，HEPES 

buffer (pH7.5) で希釈した精製タンパク質溶液 5 µLを加えて反応を開始した．30 °Cに 4 

min静置した後，1 ng/µL [Phenyl-13C6] OxIAA-Glcを含むアセトニトリル 50 µLを加え，

Vortexにより混合して反応を停止した．反応液を遠心 (15,000 ×g, 10 min, 4 °C) し，上

清を 50 %アセトニトリルで 10倍に希釈してから LC-ESI-MS/MSで分析した．生成した

OxIAA-Glc の量から反応速度を算出した．LC-ESI-MS/MS 分析の詳細は，第４章，材料
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と手法の項に記す． 

	 OxIAAと[Phenyl-13C6] OxIAA-Glcは，岡山理科大学理学部・林謙一郎教授が合成され

た化合物をご提供いただいて使用した． 
 
反応液の組成 
HEPES (pH 7.5) 50 mM 

UDP-glucose 2.5 mM 

2-mercaptoethanol 0.1% (v/v) 

OxIAA 1–40 µM 

Purified protein  

milliQ water  

Total volume       50 µL 

 
・IAAに対する反応速度の解析 
 氷上でタンパク質を除く反応液 45 µLを調製した．30 °Cに 2 min静置した後，精製タ
ンパク質溶液 5 µLを加えて反応を開始した．30 °Cに 8 min静置した後，アセトニトリル
50 µLを加えて反応を停止した．反応液を遠心 (15,000 ×g, 10 min, 4 °C) し，上清をHPLC

に注入した．HPLCの条件は，第 4章，材料と手法・HPLC分取の項に記すものと同じで
ある．励起光 280 nm／蛍光 355 nmで検出したピークの面積から IAA-Glcを定量した．
各反応液は HPLC分析に使用するまで –80 °Cに保存した． 

 生成物の同定と定量に用いた IAA-Glc標品は，岡山理科大学理学部・林謙一郎教授が合

成された化合物を使用した． 

 

反応液の組成 

HEPES (pH 7.5) 50 mM 

UDP-glucose 2.5 mM 

2-mercaptoethanol 0.1% (v/v) 

IAA 10–200 µM 

Purified protein  

milliQ water  

Total volume 50 µL 
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Table 7 本章で使用したプライマー 
Primer name Sequence (5’ to 3’) 

UGT74D1_F GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC ATGGGAGAGAAAGCGAAAGCAA 

UGT74D1_R GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCCTCACAATTTTAGCAACAAACTC 

下線部は attB配列を示す．  
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 結果 
 
 UGT74D1が OxIAAのグルコシル化を触媒する直接的な証拠を得るために，大腸菌に生
産させた組換えタンパク質を用いて in vitroの酵素活性試験を行った．はじめに，シロイ
ヌナズナmRNAから合成された cDNAを鋳型として，Table 1に示したプライマーを用い
て PCR を行い，UGT74D1 の CDS 配列を増幅した．増幅断片を BP 反応によって
pDONR207 に挿入した後，LR 反応によって GST 融合タンパク質発現用ベクター
pDEST15 に移した  (Fig. 9) ．これを GST-UGT74D1 発現用コンストラクト
pEXP15::UGT74D1とした．このコンストラクトで形質転換した大腸菌 BL21 Star (DE3) 

株を，100 µg / mLカルベニシリンを含む TB培地に植菌し，18 °Cで培養した．IPTG添
加による発現誘導の 48 h後に菌体を回収し，60 sec の超音波処理によって菌体を破砕し
た．Triton-X100を添加した後，遠心 (7,500 ×g, 30 min, 4°C) し，上清を可溶性画分とし
て回収した．Glutathion Sepharose 4B(GE Healthcare) を用いて，可溶性画分から GST

融合タンパク質を精製した．SDS-PAGEにより精製タンパク質のサイズを確認したところ，
予想された GST-UGT74D1タンパク質のサイズ (75 kDa) と一致した (Fig. 10)． 

 UGT74D1と OxIAAの酵素反応液に含まれる OxIAA-Glcは LC-ESI-MS/MSで分析し
た．OxIAA-Glcの分子イオン（m/z 352.1）から生成するプロダクトイオン（m/z 190.1）
を測定したところ，UGT74D1の酵素反応液からも OxIAA-Glc標品と同じ保持時間（3.06 

min）にプロダクトイオン（m/z 190.1）が検出された．一方，煮沸した精製タンパク質を
用いた場合には，この OxIAA-Glc由来のプロダクトイオンは検出されなかった (Fig. 11, 

12)．この結果，GST-UGT74D1が in vitroで OxIAA グルコース転移酵素活性を示すこと
が確認された． 

 UGT74D1 と IAA の酵素反応液中の IAA-Glc は HPLC−蛍光検出システムで分析した．
酵素反応液の上清を HPLCに導入し，励起光 280nm／蛍光 355 nmで代謝物を分析した
ところ，保持時間 (21.0 min) に IAA-Glc標品と一致するピークが検出された (Fig. 13)．
一方，煮沸した精製タンパク質を用いた反応液からは，この IAA-Glc由来のプロダクトイ
オンは検出されなかった．この結果，Jinらの報告の通り，UGT74D1が in vitro で IAA

のグルコシル化も触媒することが示された（Jin et al. 2013）． 

 続いて，UGT74D1 の基質の選択性を調べるために，OxIAA と IAA をそれぞれ基質と
した場合の速度パラメータを求めた．反応液は HEPES buffer（pH7.5）, 反応温度は 30 °C

に設定した．はじめに，OxIAAに対する反応速度を測定するために，1–40 µMの OxIAA

を含む反応液を調製した．それぞれの反応液に GST-UGT74D1 を加えて 30 °Cで 4 min

反応させた後，[phenyl-13C6] OxIAA-Glcを含むアセトニトリルを加えて反応を停止した．
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遠心した上清を LC-ESI-MS/MSで分析し，生成した OxIAA-Glcを定量した．同様に，IAA

に対する反応速度を測定するために，10–200 µM の IAA を含む反応液を調製した．それ
ぞれの反応液に GST-UGT74D1 を加えて 30 °Cで 8 min反応させた後，アセトニトリル
を加えて反応を停止した．遠心した上清を HPLCで分析し，生成した IAA-Glcを定量した 

(Fig. 14)． 

 機器分析の結果を元に，Lineweaver-Burk プロットにより算出した速度パラメータを
Table 8に記す．OxIAAに対する Km (16.0 µM) は IAAに対する Km (88.3 µM) の約 0.18

倍，OxIAAに対する触媒効率 (kcat/Km)  (3.65 min-1·µM-1) は IAAに対する kcat/Km (0.55 

min-1·µM-1) の約 6.6倍となった（Fig. 14, Table 8）．これらの結果，UGT74D1が IAAよ
りも OxIAAに対して高い親和性を持つことが明らかになった． 
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 考察 
 
 最近，Jinらによってが IBA，IAA，IPA，ICA，2,4-D，NAAが UGT74D1によりグル
コシル化されることが in vitro で示されていたが，OxIAAに対する活性は調べられていな
かった (Jin et al. 2013)．本章の実験によって，UGT74D1が OxIAAのグルコシル化を触
媒する直接的な証拠が示された．また，このときの触媒効率 (kcat/Km) は 3.65 µM-1·min-1

と算出された．この値は現在までに報告されてきた二次代謝に関わる酵素の触媒効率の中
央値に近かった(Milo and Last 2012)．  

 UGT84B1が IBA，NAAなどに対しても高い活性を示したように，in vitroで複数の化
合物を基質として認識するUGTが数多く報告されている (Jackson et al. 2001). 本実験に
おいても，GST-UGT74D1 が IAA を基質として認識することが示された．配列の相同性
が比較的低い UGT74D1と UGT84B1 (32%) が共に IAAを基質としたのは興味深い結果
であった (Fig. 15)．しかし，速度パラメータを測定したところ，OxIAA に対する kcat/Km 

(3.65 µM-1·min-1) は，IAAに対する kcat/Km (0.55 µM-1·min-1) に比べ 6.6倍高かった．こ
の結果から，UGT74D1は，植物の細胞内において IAAよりも OxIAAを優先的に代謝す
る可能性が高いと考えられる．今後，IAA以外にも IBAを始めとするオーキシン関連化合
物に対する反応速度を解析することによって，UGT84B1や UGT74E2らとの間で基質特
異性の比較が可能になる．オーキシン代謝経路における各グルコシル化酵素の役割を調べ
る上で基質特異性の比較は重要と考えられる． 
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Fig. 9  pDEST15 のベクターマップ（Life Technologies社ウェブサイトより引用） 
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ccdB gene: bases 2026-2331

attR2: bases 2372-2496

T7 transcription termination region: bases 2518-2646

bla promoter: bases 3134-3232
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Fig. 10 組換えタンパク質の SDS-PAGE． 

 

1. 可溶性画分，2. 不溶性画分，3, 4. アフィニティ精製の通過画分，
5. 精製タンパク質 
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Fig. 11 GST-UGT74D1の反応生成物． 

 

OxIAA-Glc 標品 (OxIAA-Glc)，GST-UGT74D1 と OxIAA の反応生成物 

(GST-UGT74D1 + OxIAA)，加熱した GST-UGT74D1 と OxIAA の反応液 

(Boiled GST-UGT74D1 + OxIAA) のMS/MSクロマトグラム． 
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Fig. 12 酵素反応生成物のMS/MSスペクトル． 

 

OxIAA-Glc標品 (authentic)，および GST-UGT74D1と OxIAAの反応生成物
（GST-UGT74D1 + OxIAA）を LC-ESI-MS/MSで分析した際の， 

保持時間 3.06 min における，m/z 352.1をプリカーサーイオンとしたプロダ
クトイオンスキャンスペクトル． 
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Fig. 13 UGT74D1による IAAの IAA-Glcへの変換． 

(A) UGT74D1が触媒する反応．(B) IAA-Glc標品 (21.0min) と，GST-UGT74D1

と IAAの反応生成物 (GST-UGT74D1 + IAA) の HPLCクロマトグラム．波長 280 

nmの励起光を照射し，波長 355 nmの蛍光を検出した． 
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Fig. 14 GST-UGT74D1の反応速度． 

 

基質濃度 ([S]) に対する初速度 (v) をプロットした．初速度の測定は各基質
濃度につき 3回ずつ行った．エラーバーは標準偏差を示す． 
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Table 8 GST-UGT74D1の速度パラメータ 

Substrate! Km (µM)
!

kcat (min-1)
!

kcat / Km (min-1·µM-1)
!

OxIAA! 15.98! 58.31! 3.65!

IAA! 88.27! 48.56! 0.550!
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Fig. 15 UGT74D1とUGT84B1のアラインメント． 

[GENETYX-MAC: Multiple-Alignment]

Date        : 2013.11.25

UGT74D1.seq       1 MGEKAKANVLVFSFPIQGHINPLLQFSKRLLSKNVNVTFLTTSSTHNSILRRAITGGATA      60

UGT84B1.seq       1 MGSSEGQETHVLMVTLPFQGHINPMLKLAKHLSLSSKNLHINLATIESARDLLSTVEKPR      60

UGT74D1.seq      61 LPLSFVPIDDGFEEDHPSTDTSPDYFAKFQENVSRSLSELISSMDPKPNAVVYDSCLPYV     120

UGT84B1.seq      61 YPVDLVFFSDGLPKEDPKAPETLLKSLNKVGAMNLSKIIEEKRYSCIISSPFTPWVPAVA     120

UGT74D1.seq     121 LDVCRKHPGVAAASFFTQSSTVNATYIHFLRGEFKEFQNDVVLPAMPPLKGNDLPVFLYD     180

UGT84B1.seq     121 ASHNISCAILWIQACGAYSVYYRYYMKTNSFPDLEDLNQTVELPALPLLEVRDLPSFMLP     180

UGT74D1.seq     181 NNLCRPLFELISSQFVNVDDIDFFLVNSFDELEVEVLQWMKNQWPVKNIGPMIPSMYLDK     240

UGT84B1.seq     181 SGGAHFYNLMAEFADCLRYVKWVLVNSFYELESEIIESMADLKPVIPIGPLVSPFLLGDG     240

UGT74D1.seq     241 RLAGDKDYGINLFNAQVNECLDWLDSKPPGSVIYVSFGSLAVLKDDQMIEVAAGLKQTGH     300

UGT84B1.seq     241 EEETLDGKNLDFCKSDDCCMEWLDKQARSSVVYISFGSMLETLENQVETIAKALKNRGLP     300

UGT74D1.seq     301 NFLWVVRETETKKLPSNYIEDICDKGLIVNWSPQLQVLAHKSIGCFMTHCGWNSTLEALS     360

UGT84B1.seq     301 FLWVIRPKEKAQNVAVLQEMVKEGQGVVLEWSPQEKILSHEAISCFVTHCGWNSTMETVV     360

UGT74D1.seq     361 LGVALIGMPAYSDQPTNAKFIEDVWKVGVRVKADQNGFVPKEEIVRCVGEVMEDMSEKGK     420

UGT84B1.seq     361 AGVPVVAYPSWTDQPIDARLLVDVFGIGVRMRNDSVDGELKVEEVERCIEAVTEGPAAVD     420

UGT74D1.seq     421 EIRKNARRLMEFAREALSDGGNSDKNIDEFVAKIVR                             456

UGT84B1.seq     421 IRRRAAELKRVARLALAPGGSSTRNLDLFISDITIA                             456

UGT74D1.seq       1                                                                   60

UGT84B1.seq 12686336                                                              270101056
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第 4 章 シロイヌナズナ ugt74d1変異体の解析 
 

 緒言 
 
 前章までの結果から，UGT74D1が in vitroで OxIAAのグルコシル化を触媒することが
示された．しかし，in vitroで酵素の基質特異性が高くても in plantaにおいてはその酵素
機能に寄与しない場合も多くあり，実際に UGT ファミリーではその様な例も報告されて
いる（Bowles et al. 2005, Gachon et al. 2005）．また，基質と酵素の細胞内における局在
が異なる場合や，基質が生産される細胞で酵素の遺伝子が発現しない可能性もある．
UGT74D1 がシロイヌナズナの主要な OxIAA グルコシル転移酵素であることを証明する
ためには，UGT74D1 を欠損した変異体を分析し，代謝物の変化を調べることが重要であ
る． 

 これまでに UGT84B1, UGT74D1，UGT74E2がシロイヌナズナにおける IAA関連化合
物のグルコシル転移酵素として同定されていたが，驚くことに UGT84B1と UGT74D1の
欠損変異体に含まれる予想代謝物の分析結果は報告されていない．また，UGT74E2 につ
いては欠損変異体の IBA-Glc量を分析したが，その内生量に変化は認められなかったと報
告されている．従って，UGT84B1, UGT74D1，UGT74E2 については，実際には提唱さ
れている代謝経路に主として寄与しているかどうかは in vivo レベルでは完全に証明され
ていない． 

 そこで本章では，シロイヌナズナの in vivoにおけるUGT74D1の役割を確認するため，
ugt74d1欠損変異体の IAA, OxIAA, OxIAA-Glcの内生量を LC-ESI-MS/MSで分析した．  

また，UGT Group Lに属するシロイヌナズナの UGTのうち，UGT74E1と UGT74E2を
コードする cDNAは第 2章での活性スクリーニングに使用できなかった．この２つの酵素
は UGT74D1に対して比較的高い相同性を持つことから，OxIAAのグルコシル化に寄与す
る可能性が高い (Fig. 16)．そこで ugt74d1変異体と共に ugt74e1および ugt74e2欠損変
異体についても IAA，OxIAA，Ox-IAA-Glcを分析した．  
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 材料と方法 
 
	 植物 
	 シロイヌナズナ (Arabidopsis thaliana) エコタイプ Columbia-0 (Col-0) を使用した．

Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC) から，T-DNA 挿入変異体株，

SALK_004870 (ugt74d1), SALK_045974 (ugt74e1), SALK_016116 (ugt74e2) を入手し

た． 

 
	 栽培条件 
	 シロイヌナズナの種子を 1.5 mL チューブに入れて，Plant Preservative Mixture 

(PPM) （ナカライ）希釈液に浸けて 4 °Cに一晩おき，表面を殺菌した．PPM希釈液を捨

てた後，0.1%アガロースに種子を懸濁し，ムラシゲ・スクーグ (MS) 平板培地 (pH5.7) の

表面に播種した．培地を地面に対して垂直に置き，白色光下 (30–50 µmol·m-1·s-1) ，21 °C

で栽培した． 

 
	 PPM希釈液 
	 PPM 1%, 50 µg/mL MgSO4, 0.1% tween20 

 

	 MS平板培地 
MS培地用混合塩類（和光純薬）4.6 g/L，3 µg/mL チアミン塩酸塩，5 µg/mL ニコチン酸，

0.5 µg/mL ピリドキシン塩酸塩 100 µg/mL myo-イノシトール，1% (w/v) スクロース, 

0.8% 精製寒天 

 
1) 変異体の確認 
 
・ゲノム DNAの抽出 
 組織数 mg を 1.5 mL 容マイクロチューブにとり，爪楊枝で破砕した．抽出バッファー
400 µLを加え，さらに破砕した．遠心分離 (12,000 ×g, 4 min, 20 °C) して，上清 200 µL

を別のマイクロチューブに移した．移した上清にイソプロパノール 150 µL を加えて転倒
混和した．遠心分離 (12,000 ×g, 4 min, 20 °C) し，上清を捨てた．70% エタノールを 100 

µL加えて遠心分離 (12,000 ×g, 4 min, 20 °C) し，上清を捨てた．沈殿を室温で風乾した
後，30–50 µLの 10 mM Trisバッファー (pH 8.5) に溶かした． 
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 抽出バッファー 
200 mM Tris-HCl (pH 7.5), 250 mM NaCl, 25 mM EDTA, 0.5% SDS 

 

 ・ジェノタイピング 
 Table 9 に記すプライマーを使用した．氷上で反応液を調製し，下記の温度サイクルで
PCRを行った．1%アガロースゲル電気泳動により断片の増幅を確認した． 

 Volume (µL) 

rTaq 0.2 

10 x EX Taq buffer 2.0 

dNTP 1.6 

LP / LBb1.3 1.0 

RP 1.0 

ゲノム DNA溶液 1.0 

milliQ water 13.2 

TOTAL 20.0 

 
94 °C·2min – (94 °C·20 sec – 54 °C·20 sec – 72 °C·1m 30 sec) × 40 cycles 
 
・遺伝子発現の確認 
	 MS培地で１週間栽培した実生から Total RNAを抽出した．Total RNAから cDNAを
合成し，以下の条件で PCRした．反応液を 1.5% アガロースゲルで電気泳動し，断片の増
幅を確認した．UGT74D1の確認にはLPd1とRPd1, UGT74E1の確認にはLPe1とRPe1-2
を使用した (Table 9)． 
 
 (µL) 

EX Taq HS 0.1 

10× EX Taq buffer 2.0 

dNTP 1.6 

LP 1.0 

RP 1.0 

cDNA 1.0 

milliQ water 13.3 

Total 20.0 
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94 °C, 2min – (98 °C, 10 sec – 55 °C, 30 sec – 72 °C, 1 min 30sec) × 35 cycles – 72 °C, 

30sec 

 

 

2) 代謝物の抽出と精製 

 

・植物組織からの抽出 
 30–70 mgの組織を 2 mL 容チューブに集め，重量を測定した後，液体窒素で速やかに
冷凍し，分析まで–80 °Cに保存した． 

 岡山理科大学理学部・林謙一郎教授が合成された [phenyl-13C6] IAA, [phenyl-13C6] 

OxIAA, [phenyl-13C6] OxIAA-Glcをご提供いただき，内部標準物質として使用した． 

 チューブに，0.2–1 mL の 80%アセトン/H2O，内部標準物質（20–40 ngの[phenyl-13C6] 

OxIAA-Glc， 2–4 ngの[phenyl-13C6] OxIAA，2–4 ngの[phenyl-13C6] IAA），ジルコニア
ビーズ (Ø 3mm) 2個 を加え，TissueLyser (Qiagen) で 3 min 処理して組織を破砕した．
遠心 (15,000 ×g, 5 min, 4 °C) して上清を試験管に回収した後，2mL 容チューブに再び
0.2–1 mL のアセトン/ H2Oを加えて同様の抽出操作を行った．上清を回収し，さらに抽出
を繰り返した．計３回の抽出操作で回収した上清は１本の試験管にまとめた．窒素ガスを
吹き付けて体積が 200 µL以下になるまで濃縮した後，遠心 (15,000 ×g, 5 min, 4 °C) し
た．この上清の全量を HPLCに注入した． 

 
・HPLC分取 
カラム：5-µm, 4.6 × 150 mm Symmetry shield C18 カラム (Waters), 5-µm,  4.6 × 10 

mm C1 ガードカラム (Senshu Pak) 

検出器：2475マルチλ蛍光検出器 (Waters)  

カラム温度：30 °C 

流速 1 mL/min 

溶媒 A：10 mM 酢酸アンモニウム 

溶媒 B：100%メタノール 

1 min，10% 溶媒 B を保持した後，30 min，10–50% 溶媒 Bのグラジエントをかけた． 

 

 保持時間 7.0–9.0 minを OxIAA画分，9.0–11.0 minを IAA画分，16.5–18.5 min を 

OxIAA-Glc画分として分取した．Speed Vac (Thermo) で溶媒を蒸発させた後，固相抽出
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により精製した． 

 

・固相抽出 
 
 IAA画分の精製 

 乾燥した IAA画分を 1%酢酸水 (1 mL) に溶かした後，Oasis HLB カラム (Waters) に
通した．自然落下で通過画分を流した後，1%酢酸を含む 20%メタノール (1mL) を流して
洗浄した．1% 酢酸を含む 70%メタノール (1 mL) を流して IAAを溶出した．溶出画分を
1.5 mL容チューブに回収し，Speed Vac (Thermo) で溶媒を蒸発させた．乾燥した溶出画
分を 20 µLの 50%アセトニトリル / H2Oに溶解して LC-ESI-MS/MSで分析した． 

 

  

 OxIAA画分の精製 
 IAA画分の精製と同様の手順で精製した． 

 

 OxIAA-Glc画分の精製 
 乾燥した OxIAA-Glc 画分を 1%酢酸水 (1 mL) に溶かした後，Oasis HLB カラム 

(Waters) に通した．自然落下で通過画分を流した後，1%酢酸を含む 10%メタノール 

(1mL) を流して洗浄した．1% 酢酸を含む 60%メタノール (1 mL) を流して OxIAA-Glc

を溶出した．溶出画分は 1.5 mL容チューブに回収し，Speed Vac (Thermo) で溶媒を蒸発
させた．乾燥した溶出画分を 20 µL の 50%アセトニトリル  / H2O に溶解して
LC-ESI-MS/MSで分析した． 

 

 

3) LC-ESI-MS/MS分析 
・装置 
ACQUITY Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC)-MS/MS Q-Tof-premier 

(Waters) 

カラム：ACQUITY UPLC BEH C18 1.7 µm, 2.1 × 50 mm カラム (Waters) 

 

 

・IAAの分析 

 Sugawara ら, Mashiguci らの方法に従って検出，定量した (Sugawara et al. 2009, 
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Mashiguchi et al. 2011)． 

 

・OxIAA分析 

 分離条件を記す． 

カラム温度，溶媒，流速は OxIAA-Glc分析と同じ． 

グラジエント：0–0.1 min, 2%溶液 B；0.1–7.4 min, 2–50%溶液 B 

 

 イオン化と検出の条件を記す． 

Capillary voltage: 2.65 kV 

Source temperature: 100 °C 

Collision energy: 8 V 

Desolvation temperature: 400 °C 

Sampling cone voltage: 15 V 

Scan time: 0.6 s/scan 

 

 検出はネガティブイオンモードで行なった．分子イオン m/z 190.1，プロダクトイオン
m/z 146.1のクロマトグラムから無標識OxIAAのピークを同定した．分子イオンm/z 196.1，
プロダクトイオンm/z 152.1のクロマトグラムから [phenyl-13C6] OxIAAのピークを同定
した． 

 

 定量 
 無標識 OxIAAと[phenyl-13C6] OxIAAの混合液を調製して，HPLC分取と固相抽出を介
さず LC-ESI-MS/MS に注入し，両化合物のピーク面積から検量線を作成した．サンプル
から検出した無標識 OxIAA と内部標準化合物のピーク面積比を検量線に照らし合わせる
ことによって，OxIAA内生量を定量した． 

 

 

・OxIAA-Glc分析 
 分離条件を記す． 

カラム温度：40 °C 

流速：0.2 mL/min 

溶液 A：0.05% 酢酸 / H2O 

溶液 B：0.05% 酢酸 / アセトニトリル 
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グラジエント：0–0.1 min, 2%溶液 B；0.1–7.4 min, 2–30%溶液 B 

 

 イオン化と検出の条件を記す． 

Capillary voltage 2.65 kV 

Source temperature 100 °C 

Collision energy 9.4 V 

Desolvation temperature 400 °C 

Sampling cone voltage 28 V 

Scan time 0.6 s/scan 

 

 検出はネガティブイオンモードで行なった．分子イオン m/z 352.1，プロダクトイオン
m/z 190.1のクロマトグラムから無標識 OxIAA-Glcのピークを同定した．分子イオンm/z 

358.1，プロダクトイオンm/z 196.1のクロマトグラムから [phenyl-13C6] OxIAA-Glcのピ
ークを同定した． 

 

 定量 
 無標識 OxIAA-Glcと[phenyl-13C6] OxIAA-Glcの混合液を調製して，HPLC分取と固相
抽出を介さず LC-ESI-MS/MS に注入し，両化合物のピーク面積から検量線を作成した．
サンプルから検出した無標識 OxIAA-Glc と内部標準化合物のピーク面積比を検量線に照
らし合わせることにより，OxIAA-Glc内生量を定量した． 

 

 

 

 

Table 9 本章で使用したプライマー 
Primer name Sequence (5’ to 3’) 
LPd1 ATGGGAGAGAAAGCGAAAGCAA 
RPd1 CCTCACAATTTTAGCAACAAACTC 
LPe1 CTTCAAGTTGTGGACTCCAGC 
RPe1-1 CCCAACCTTATAAATACACACAC 
RPe1-2 ATGAGAGAAGGATCTCATGTTATTGTT 
LBb1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC 
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 結果 
 
 シロイヌナズナの OxIAA経路における UGT74D1の役割を解析するため，ABRCより
UGT74D1遺伝子の T-DNA挿入変異体 ugt74d1 (SALK_004870) の種子を入手した．ま
た，UGT74D1 と相同性が高い UGT74E1 と UGT74E2 遺伝子についても，それぞれの
T-DNA挿入変異体 ugt74e1 (SALK_045974)と ugt74e2 (SALK_016116) の種子を入手し
た．これら３株のうち，ugt74e2が遺伝子欠損変異体であることは既に発表されていたが，
その他の株に関する報告は現在まで無かった (Tognetti et al. 2010)．そこで，ugt74d1と
ugt74e1 が遺伝子欠損変異体であることを確認するために遺伝子型解析を行った．播種１
週間前後の実生からゲノム DNAを抽出し，これを鋳型として PCRを行い，それぞれの変
異体がホモ接合型であることを確認した．また，T-DNA特異的プライマーを用いて各変異
体の T-DNA 挿入位置を確認した．次に，ホモ接合型であることが確認できた個体から
mRNAを抽出し，RT-PCRにより各遺伝子の発現が完全に検出限界以下であることを確認
した (Fig. 17)．MS平板培地，21 °C，白色光下で栽培した時，ugt74d1，ugt74e1，ugt74e2

の各欠損変異体と Col-0 野生型株 (WT) の間では形態に明確な差が見られなかった (Fig. 

18)． 

 次に，13C6-IAA（[phenyl-13C6]IAA），13C6-OxIAA（[phenyl-13C6]OxIAA），13C6-OxIAA-Glc

（[phenyl-13C6]OxIAA-Glc）を内部標準物質として，MS 平板培地で２週間栽培した実生
に含まれる IAA，OxIAA，OxIAA-Glc を LC-ESI-MS/MS で定量した．野生型において，
これらの内生量は OxIAA-Glc > OxIAA > IAA の順で高く，OxIAA-Glcと IAAの内生量
には２桁（52倍）の差があった．これは Kaiらの報告と一致していた (Fig. 19)． 

 ugt74d1 変異体と野生型の間では IAA 量に有意な差は認められなかった．しかし，
ugt74d1変異体の OxIAA内生量は野生型に比べて約 2.5倍増加していた．一方，ugt74d1

変異体のOxIAA-Glc内生量は野生型のOxIAA-Glc内生量に比べて 85%程度減少していた 

(Fig. 19)．これらの結果は，シロイヌナズナにおいて UGT74D1が OxIAAのグルコシル
化を触媒する主要な酵素であることを示している．また，ugt74e1 と ugt74e2 と野生型の
間では，IAA, OxIAA, OxIAA-Glcいずれの内生量においても統計的に有意といえる差が無
かった (Fig. 19)．以上の結果から，UGT74D1がシロイヌナズナの OxIAA経路における
主要なグルコシル転移酵素であり，これ以外の UGTが OxIAA-Glcの生成に対する寄与は
僅かだと考えられた． 
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 考察 
 

	 本章の実験の結果，ugt74d1 欠損変異体シロイヌナズナでは OxIAA 量が野生型株の約
2.5倍に増加し，OxIAA-Glc量が野生型株の 85%程度低下することを示した．これにより，
UGT74D1はシロイヌナズナの OxIAAグルコシル化を触媒する主要な酵素と結論した．オ
ーキシン代謝経路において代謝物が顕著に減少した遺伝子欠損変異体はugt74d1が最初で
ある．一方，ugt74d1欠損変異体は表現型を示さず、また IAAの内生量も変化しなかった．
このことから，この変異体では OxIAA 経路以外の代謝経路や生合成経路の調節によって
IAA量が維持されている可能性がある． 

 ugt74d1欠損変異体において OxIAA-Glcの内生量は著しく減少していたが，完全には消
失しなかった．この理由としては OxIAA のグルコシル化を触媒する UGT が UGT74D1

以外にも存在する可能性が最も高い．アミノ酸配列の相同性が低い２つの UGT が同一の
化合物を基質として認識する例がこれまでに報告されている(Osmani et al. 2009)． 従っ
て，出芽酵母での活性スクリーニングに使用しなかったサブファミリーの UGTが OxIAA

グルコシル化活性を持つ可能性がある．また，Group Lの UGTについても，出芽酵母を
用いた活性スクリーニングでは酵素活性が低い場合や酵素の発現量が低い場合には，反応
生成物を検出できなかった可能性が予想される． 

 IAA-Glcが生成した後，2位が酸化されて OxIAA-Glcを生成する経路が存在する可能性
もある．本章の実験結果は，OxIAA のグルコシル化が主経路であることを示したが，
IAA-Glc を前駆体とする経路を否定するには至らない．Kai らも[2´,2´-2H2]IAA-Glc と
[2´,2´-2H2]OxIAAを用いた投与実験の結果から，OxIAAのグルコシル化が主経路だと推測
したが断定には至っていない．IAA-Glcの加水分解で生じる IAAによる混乱を避けるため，
グルコースに標識を導入した IAA-Glcの投与実験が必要だと述べている (Kai et al. 2007)．
投与実験の他に，IAA-Glc欠損型植物の解析や IAA-Glcを基質とする酸化酵素の探索から
有力な知見が得られる可能性がある．この観点から，ugt84b1 欠損変異体における
OxIAA-Glc量の分析は本経路を検証する点から重要である． 

 一方，ugt74e1 欠損変異体および ugt74e2 欠損変異体に含まれる IAA, OxIAA, 

OxIAA-Glc の内生量は，野生型株の内生量と同程度であった．このことから，UGT74E1

と UGT74E2は植物体内で OxIAAのグルコシル化に寄与しない，あるいは UGT74D1に
比べて活性が著しく低いと考えられる．UGT74E1と UGT74E2は近接しているため二重
欠損変異体を得にくいことから，UGT74E1 と UGT74E2 の酵素活性の解析や，ugt74d1 

ugt74e1および ugt74d1 ugt74e2における OxIAA-Glc分析が重要と考えられる． 
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Fig. 16 UGT74D1, UGT74E1, UGT74E2のアラインメント． 

[GENETYX-MAC: Multiple-Alignment]

Date        : 2013.11.25

UGT74D1.seq       1 MGEKAKANVLVFSFPIQGHINPLLQFSKRLLSKNVNVTFLTTSSTHNSILRRAITGGATA      60

UGT74E1.seq       1 --MREGSHVIVLPFPAQGHITPMSQFCKRLASKSLKITLVLVSDKPSPPYK------TEH      52

UGT74E2.seq       1 --MREGSHLIVLPFPGQGHITPMSQFCKRLASKGLKLTLVLVSDKPSPPYK------TEH      52

UGT74D1.seq      61 LPLSFVPIDDGFEEDHPSTDTSPDYFAKFQENVSRSLSELISSM---DPKPNAVVYDSCL     117

UGT74E1.seq      53 DTITVVPISNGFQEGQERSEDLDEYMERVESSIKNRLPKLIEDMKLSGNPPRALVYDSTM     112

UGT74E2.seq      53 DSITVFPISNGFQEGEEPLQDLDDYMERVETSIKNTLPKLVEDMKLSGNPPRAIVYDSTM     112

UGT74D1.seq     118 PYVLDVCRKHPGVAAASFFTQSSTVNATYIHFLRGEFK----EF-QNDVV-LPAMPPLKG     171

UGT74E1.seq     113 PWLLDVAHSY-GLSGAVFFTQPWLVSAIYYHVFKGSFSVPSTKYGHSTLASFPSLPILNA     171

UGT74E2.seq     113 PWLLDVAHSY-GLSGAVFFTQPWLVTAIYYHVFKGSFSVPSTKYGHSTLASFPSFPMLTA     171

UGT74D1.seq     172 NDLPVFLYDNNLCRPLFELISSQFVNVDDIDFFLVNSFDELEVEVLQWMKNQWPVKNIGP     231

UGT74E1.seq     172 NDLPSFLCESSSYPYILRTVIDQLSNIDRVDIVLCNTFDKLEEKLLKWIKSVWPVLNIGP     231

UGT74E2.seq     172 NDLPSFLCESSSYPNILRIVVDQLSNIDRVDIVLCNTFDKLEEKLLKWVQSLWPVLNIGP     231

UGT74D1.seq     232 MIPSMYLDKRLAGDKDYGINLFNAQVNECLDWLDSKPPGSVIYVSFGSLAVLKDDQMIEV     291

UGT74E1.seq     232 TVPSMYLDKRLAEDKNYGFSLFGAKIAECMEWLNSKQPSSVVYVSFGSLVVLKKDQLIEL     291

UGT74E2.seq     232 TVPSMYLDKRLSEDKNYGFSLFNAKVAECMEWLNSKEPNSVVYLSFGSLVILKEDQMLEL     291

UGT74D1.seq     292 AAGLKQTGHNFLWVVRETETKKLPSNYIEDICDKGLIVNWSPQLQVLAHKSIGCFMTHCG     351

UGT74E1.seq     292 AAGLKQSGHFFLWVVRETERRKLPENYIEEIGEKGLTVSWSPQLEVLTHKSIGCFVTHCG     351

UGT74E2.seq     292 AAGLKQSGRFFLWVVRETETHKLPRNYVEEIGEKGLIVSWSPQLDVLAHKSIGCFLTHCG     351

UGT74D1.seq     352 WNSTLEALSLGVALIGMPAYSDQPTNAKFIEDVWKVGVRVKADQNGFVPKEEIVRCVGEV     411

UGT74E1.seq     352 WNSTLEGLSLGVPMIGMPHWADQPTNAKFMEDVWKVGVRVKADSDGFVRREEFVRRVEEV     411

UGT74E2.seq     352 WNSTLEGLSLGVPMIGMPHWTDQPTNAKFMQDVWKVGVRVKAEGDGFVRREEIMRSVEEV     411

UGT74D1.seq     412 MEDMSEKGKEIRKNARRLMEFAREALSDGGNSDKNIDEFVAKIVR                    456

UGT74E1.seq     412 ME--AEQGKEIRKNAEKWKVLAQEAVSEGGSSDKNINEFVSMFC-                    453

UGT74E2.seq     412 ME--GEKGKEIRKNAEKWKVLAQEAVSEGGSSDKSINEFVSMFC-                    453

UGT74D1.seq       1                                                                   52

UGT74E1.seq       1                                                                   52

UGT74E2.seq       0                                                              -1607841088
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Fig. 17 変異体における T-DNAの挿入位置と遺伝子の発現 

(A) シロイヌナズナの UGT74D1 と UGT74E1 遺伝子，および SALK_004870 

(ugt74d1) と SALK_045974 (ugt74e1) における T-DNA挿入位置の模式図．エクソン
を太線，イントロンを細線で示す．開始コドンを (+1) として T-DNAの挿入位置を括
弧内に記す．矢印はジェノタイピングおよび RT-PCR に用いたプライマーの位置と方
向を示す．  

(B) ugt74d1と ugt74e1の T-DNA挿入の確認． (C) RT-PCRによる，変異体における
UGT74D1とUGT74E1の発現の確認．UGT74E1の発現レベルは低く，本実験の PCR

条件では，野生型株と ugt74e1のいずれにおいても検出できなかった． 

SALK_004870 (ugt74d1)!
AT1G31750!

SALK_045974 (ugt74e1)!
AT1G05675!

0! 1000!500! 2000!1500! 2500! bps!

A!

ATG!

ATG! STOP!

STOP!

(+1875)!

(+538)!

LPd1!

RPe1-1! LPe1!

RPd1!

LBb1.3!

B!

C!

UGT74D1!

UGT74E1!

LPd1 + RPd1!

LBb1.3 + RPd1!

LPe1 + RPe1-1!
LBb1.3 + RPe1-1!

LBb1.3!

UBQ10!

UBQ10!

RPe1-2!
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Fig. 18 野生型株 (WT), ugt74d1, ugt74e1, ugt74e2欠損変異体の実生． 

 

MS平板培地に播種し，白色光下，21 °Cで 2週間栽培した． 

WT ugt74d1 ugt74e1 ugt74e2 
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Fig. 19 野生型株 (WT)，ugt74d1, ugt74e1, ugt74e2の分析 

 

MS 培地で 2 週間栽培した実生に含まれる IAA, OxIAA, OxIAA-Glcの内生
量．エラーバーは標準偏差．(n = 3, * : P < 0.05) 
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第 5章 UGT74D1過剰発現体シロイヌナズナの解析 
 

 緒言 
 

 前章では，ugt74d1欠損変異体の解析により UGT74D1が OxIAA経路の主要なグルコ
シル転移酵素であることが明らかになった．しかし，ugt74d1 の欠損変異体は明らかな表
現型を示さなかったことから，IAAの代謝調節における本酵素の役割は明らかになってい
ない．これまでオーキシン代謝遺伝子として同定された UGT84B1と UGT74E2では，そ
れらの遺伝子過剰発現体で IAA-Glcや IBA-Glcが増加し，さらに矮化や頂芽優勢の低下な
どオーキシン欠損の表現型を示すことから，これらの UGT がオーキシンの代謝調節に関
与していると考えられている．ただし，これらの過剰発現体で IAAの内生量は減少してい
ない．一方，GH3.6 過剰発現体（dfl1-D）では IAA-Asp が増加し，さらに矮化や頂芽優
勢の低下などオーキシン欠損の表現型が見られる．これにより GH3が IAAの代謝調節に
おいて重要な役割を示すと考えられてきた． 

 第５章では，UGT74D1の in vivoにおける生理機能を明らかにするため，β-エストラ
ジオール（EST）誘導型の UGT74D1過剰発現体 (UGT74D1ox) を作成して IAA代謝物
の内生量を分析した．シロイヌナズナの OxIAA-Glcは OxIAAから UGT74D1によって主
に生産されることから，UGT74D1遺伝子を過剰発現した植物では OxIAA-Glc量が増加し，
OxIAA量は減少すると予想された． 
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 材料と方法 
 
1) UGT74D1oxの作成 
 
・形質転換用コンストラクトの作成 
	 pDONR207::UGT74D1, pMDC7 (Curtis and Grossniklaus 2003), LR clonase II 

(Invitrogen) を混合し，タンパク質発現用ベクターの作成と同様の手順で LR 反応を行っ

た．反応液 1µL を用いて大腸菌 DH5α を形質転換し，100 µg/mL スペクチノマイシン 

(Spe) を含む LB培地に塗布した．コロニーPCRで断片の増幅が見えた形質転換体を，100 

µg/mL Spe を含む 2 mLの 2×YT培地に植菌して 37 °Cで 16 h震とう培養し，培養液か

らプラスミドを精製した．このプラスミドを過剰発現体作成用コンストラクト

pMDC7::UGT74D1とした． 

 
・アグロバクテリウムの形質転換 
	 Agrobacterium tumefaciens GV3101株をエレクトロポレーション法により形質転換し

た．手順を以下に記す． 

	 氷上で，コンピテントセル 40 µLにプラスミド溶液 2 µLを加えてピペッティングで混

合した．この混合液を 0.1 cm エレクトロポレーション·キュベット (Bio-Rad) に移し，

Gene Pulser II (Bio-Rad) を用いて 2.5 kV, 25 µFで通電した．キュベットを取り出し，

SOC培地 1 mLを加えてピペッティングした後，マイクロチューブに移して 30 °Cで 1 h

振とう培養した． 100 µg/mL Spe・50 µg/mLゲンタマイシン (Gen) を含む LB平板培地

に培養液 100 µLを塗布し，30 °Cで 2 d培養した．得られたコロニーをシロイヌナズナの

形質転換体に使用した． 

 
・形質転換用植物の栽培 
	 Metro-Mix 350とバーミキュライトを等量混合したものを土壌として使用した．ポット
に詰めた土壌に Col-0 野生型株の種子を播種し，白色光下，21°C で 3–5 週間栽培した．
花茎が抽だいして数 cmに達した時点で摘心し，側枝の伸長を誘導した．側枝が 10 cm前
後まで伸長した植物を形質転換に使用した． 
 
・アグロバクテリウムの培養と懸濁液の調製 
	 pMDC7::UGT74D1で形質転換したアグロバクテリウムのコロニーを数個掻き取って，

100 µg/mg Spe・50 µg/mL Genを含む LB 培地 10 mLに植菌し，50 mL容チューブを用
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いて30 °Cで16h 振とう培養したものを前培養液とした．1 Lフラスコに入れた100 µg/mg 

Spe・50 µg/mL Genを含む LB 培地 250 mLに，前培養液１mLを加え，30 °Cで 2 d震

とう培養 (120 rpm) した．培養液の OD600が 1.2を越えた時点で遠心分離 (4,000 rpm, 25 

min, 22 °C)して上清を捨て，菌体を浸潤用懸濁培地 (pH 5.7) に懸濁した．懸濁液の OD600

は 1–1.2 に調製した． 

 
	 浸潤用懸濁培地 
MS培地用混合塩類 2.3 g/L，3 µg/mL チアミン塩酸塩，5 µg/mL ニコチン酸，0.5 µg/mL 
ピリドキシン塩酸塩 100 µg/mL myo-イノシトール，5% (w/v) スクロース，	 0.05% 
silwet-77 
 
・アグロバクテリウムの感染 
	 アグロバクテリアの懸濁液を 500 mL容ビーカーに注ぎ，植物体の地上部を 15秒間浸し
た．処理後の植物は，鉢を横倒しにしてトレイに置き，ラップを被せて 21 °Cに一晩静置
した．ラップを外した後は，鉢を起こし，白色光下，21 °C で栽培を続けた．この植物か
ら得られた種子を形質転換第一世代（M1世代）とした． 
 
・M1世代の選抜 
	 M1種子 20−30 mgを 2 mLの PPM希釈液に浸して 4 °Cに 16 hおき，表面を滅菌した．

PPM溶液を除いた後，6 mLの 0.1 % アガロースに懸濁し，20 µg/mL ハイグロマイシン 

(Hyg) を含むMS平板培地上に広げて 21°C，白色光下で栽培した．Hyg 耐性を示した植

物を，抗生物質を含まないMS平板培地に移して数日間栽培した．その後，土壌に移して

栽培し，各個体から別個に種子を回収した．これらを形質転換第二世代（M2世代）とした． 

 

・M2世代の選抜 
	 各ライン 30粒前後の種子を 20 µM Hyg を含む MS 平板培地に播種し，耐性個体と感

受性個体の比が 3 : 1 に近いラインを選抜した．1ラインにつき数個体の耐性個体を土壌

に移して栽培し，種子を回収した．この種子を形質転換第三世代（M3世代）とした． 

 

・M3世代の選抜 
	 各ライン 30粒前後の種子を 20 µM Hyg を含む MS 寒天培地に播種し，全ての個体が

Hyg耐性を示すラインを選抜した． 
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2) UGT74D1oxの解析 
 
・EST培地の作成 
 粉末を DMSOに溶解して 20 mM EST溶液を調製し，ストックとして使用した．これ
を固まる前の培地に添加することにより，ESTを含むMS平板培地を作成した．ストック
は–30 °Cに保存しておき，使用前に室温で融解させた． 

 

・EST処理 
 UGT74D1oxのM3世代の種子を PPM希釈液に一晩浸して滅菌し，MS平板培地に蒔い
て 21 °Cで 4日間栽培した．この実生を 0.05% (v/v) DMSOまたは 10 µM ESTを含むMS

平板培地上に移し，21 °Cで 3日間栽培した．これらの植物体を 2 mL容マイクロチュー
ブに回収して速やかに液体窒素で凍結し，分析まで–80 °Cに保存した． 

 

・重力屈性の解析 
 MS平板培地上で 4 d栽培した UGT74D1oxを 9–10個体ずつ，0.1% DMSO (mock)，
10 µM EST (EST), 10 µM ESTと 20 nM IAA (EST + IAA) を含む培地に移した．このと
き，シャーレの裏面に根端部を示す目印を着けた．その後 3 d栽培し，各個体の写真を撮
影した．写真をもとに，目印を頂点として主根の伸長方向と重力方向の間に形成される角
度を測定した．  
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 結果 
 
 植物体内における UGT74D1の酵素活性をより詳細に解析すると共に，この酵素の生理
的な機能を調べるために，エストラジオール (EST) 誘導型の UGT74D1 過剰発現変異体
シロイヌナズナ (UGT74D1ox) を作成した．本章での実験には形質転換体の T3世代の種
子を使用した．この種子を MS平板培地上で 4日間栽培した後，10 µM ESTを含む MS

寒天培地に移してさらに 3日間生育した実生を解析した． 

 はじめに UGT74D1ox とベクターコントロール植物 (pER8) に対して，10 µM EST 

(EST) または DMSO (mock) を処理したときの遺伝子発現レベルを半定量 RT-PCRで解
析した．その結果，UGT74D1ox 植物において UGT74D1 遺伝子の発現が EST 処理によ
り顕著に上昇することを確認した (Fig. 20)．次に，UGT74D1ox 実生内の IAA, OxIAA, 

OxIAA-Glc を LC-ESI-MS/MS で定量したところ，EST 処理区 (EST) では OxIAA-Glc

内生量が対象区 (mock) と比べて約 13 % 上昇していた．この結果は，前章で得られた結
論と同様に，UGT74D1がシロイヌナズナの体内で OxIAAグルコシル化に寄与することを
強く示す．一方， OxIAA の内生量は減少すると予想されたが，UGT74D1 遺伝子の発現
誘導によって OxIAA量は増加した．また，IAAの内生量も UGT74D1の発現誘導により
増加していた (Fig. 21)． 

 興味深いことに，EST未処理の UGT74D1ox (mock) が野生型株と同様の生長を示した
のに対し，EST処理により UGT74D1を過剰発現した実生（EST）では主根が異常な重力
応答を示した (Fig. 22)．EST誘導型の GH3.6過剰発現変異体 (GH3.6ox) においても，
同様の表現型が観察された (Fig. 23)．GH3.6遺伝子は IAA-アミノ酸結合体合成酵素をコ
ードしており，この遺伝子を異所発現させた変異体シロイヌナズナはオーキシン欠乏型の
表現型を示すことが知られている（Nakazawa et al. 2001）．このことから，UGT74D1の
発現誘導が根のオーキシン濃度調節に影響を及ぼしていると予想された． 

 そこで，UGT74D1ox で見られた重力応答の異常が根のオーキシンの欠乏によるものか
について調べるため，IAAによる根の回復試験を行った．Fig. 24に示すように，ESTを
含む培地で栽培した実生と比べて，EST10 µMと IAA 20 nMを含む培地で栽培した実生
は mock に近いレベルまで重力応答が回復した．UGT74D1 過剰発現によって生じる重力
応答の異常が IAA 処理によって回復したことから，UGT74D1 がシロイヌナズナの根の
IAA濃度調節に寄与していると考えられた．  
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 考察 
 

 本章の実験の結果，UGT74D1遺伝子の発現誘導により OxIAA-Glcの内生量が増加する
ことが明らかになった．この結果は，UGT74D1がシロイヌナズナにおいて OxIAAのグル
コシル化を触媒するという前章の結果をさらに裏付けるものである．一方，当初の予想に
反して，UGT74D1過剰発現体では IAAおよび OxIAA内生量が増加した．このような例
は他のオーキシン代謝に関わる UGTでもすでに報告されている．まず，IAAグルコシル
転移酵素である UGT84B1の遺伝子過剰発現体において IAA-Glcだけでなく IAA内生量
も増加することが示されている．また，IBAのグルコシル化を触媒する UGT74E2の過剰
発現体においても IBA-Glcと共に IBAの蓄積が増えることが報告されている (Jackson et 

al. 2002)．しかし，オーキシン代謝経路のグルコシル化が促進されることによって結果的
に基質の内生量が増加する理由は今のところ良く分かっていない． 

 Tognetti らは UGT74E2 遺伝子の過剰発現体により減少した IBA の量を維持しようと
して過剰補償（overcompensate）したことが原因ではないかと予想している (Tognetti et 

al. 2010)．過剰補償のメカニズムとしては，OxIAAの代謝が促進されたことにより，上流
の IAA生合成が活性化された可能性が考えられる．この濃度調節の分子機構を理解するた
めには，UGT74D1oxにおける YUC, TAA, VAS1, CYP79Bなどオーキシン生合成遺伝子
の発現解析が重要と考えられる． 

 これと異なる過剰補償のメカニズムとしては，OxIAA-Glcの加水分解が促進された可能
性が考えられる．イネでは IAA-Glcを加水分解して IAAを生成する酵素として TGW6が
同定されている．また，シロイヌナズナの実生に IAA-Glcを投与すると IAAが生成される
ことも報告されている (Kai et al. 2007)．シロイヌナズナから OxIAA-Glcの加水分解酵素
は同定されていないが，IAA-Glc 加水分解酵素の存在から考えると，UGT74D1 過剰発現
体では未知の加水分解酵素の働きによりOxIAA-GlcからOxIAAが生成している可能性も
予想される． 

 本実験では，UGT74D1 遺伝子の発現誘導によりシロイヌナズナの根で重力応答の低下
を生じることが明らかになった．これは UGT74D1がシロイヌナズナにおいて IAAの恒常
性維持に関与していることを示唆している．また，その表現型が IAA投与により回復した
ことから，この変異体では重力応答に必要な IAAが根端メリステムなどの細胞内で低下し
ている可能性が高い．なお，Jin らの作成した変異体では根の重力応答異常は報告されて
いない (Jin et al. 2013)．これは，Jinらが 35S-プロモーターを用いた恒常的な UGT74D1

過剰発現体を解析したのに対し，本研究では EST誘導系を用いたことから一過的に多量の
OxIAAを細胞内で減少させることが出来たからではないかと考えられる．  
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Fig. 20 ベクターコントロール植物 (pER8) と EST 誘導型 UGT74D1

過剰発現体 (UGT74D1ox) におけるUGT74D1遺伝子の発現解析． 

 

MS 平板培地で 4 日間栽培した実生を，0.1% DMSO (mock) または 10 

µM EST (EST) を含む培地に移して 3日間栽培した． 

UGT74D1は 25サイクル，UBQ10は 20サイクルの PCRで増幅した． 
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Fig. 21 UGT74D1oxの IAA, OxIAA, OxIAA-Glc内生量 

 

MS培地で 4日間栽培した実生を，0.1% DMSO (mock)または 10 µM EST 

(EST)を含む培地に移し，3日間栽培した．エラーバーは標準偏差を示す． 

(n = 3, ** : P < 0.01, * : P < 0.05) 
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mock EST EST + IAA 

Fig. 22 UGT74D1oxの表現型． 

 

MS平板培地で 4日間栽培した実生を，0.1% DMSO (mock)，10 µM EST (EST)，
10 µM ESTと 20 nM IAA (EST + IAA) を含むMS培地に移して3日間栽培した． 
バーは 5 mm． 
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Fig. 23 GH3.6oxの表現型 

 

MS平板培地で 4日間栽培した実生を，0.1% DMSO (mock) または 10 µM 

EST (EST)を含む培地に移して 3日間栽培した． 

バーは 5 mm． 

mock EST 
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Fig. 24 UGT74D1oxの重力応答． 

(A) 重力応答を判定する試験方法の模式図．MS 平板培地で 4 日間栽培した
UGT74D1ox実生を，化合物を含むMS平板培地に移して 3日間栽培した後，重力方
向に対する主根の角度を測定した． (B) 0.1 % DMSO (mock), 10 µM EST (EST), 10 

µM ESTと 20 nM IAA (EST + IAA) を含む培地で栽培した UGT74D1oxの主根と重
力方向の間に形成された角度のヒストグラム (n = 9–10)． 

n = 9 

n = 10 

n = 10 
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第６章 UGT74D1遺伝子のオーキシン応答性の解析 
 

 緒言 
 

 オーキシンの代謝遺伝子はこれまで複数同定されているが，この中で GH3 遺伝子はオ
ーキシンを投与後，数分から１時間で発現が誘導されるオーキシン早期応答性遺伝子とし
て単離された(Hagen and Guilfoyle 1985, Wright et al. 1987)．シロイヌナズナのゲノムに
は GH3.1から GH3.19まで 19個の GH3遺伝子が存在し，それぞれがコードする酵素の
配列類似性と基質特異性から３つのグループに分類されている．グループ I には GH3.10

と GH3.11が含まれ，GH3.11はジャスモン酸（JA）とアミノ酸の結合を触媒する．グル
ープ II はオーキシン処理後，短時間で顕著に発現が上昇する GH3.1, GH3.2, GH3.3, 

GH3.4, GH3.5, GH3.6を含む．ダイズの GH3もこのグループに属する．上記した以外の
メンバーは，シロイヌナズナに固有であるグループ III に分類される(Staswick 2002, 

Staswick et al. 2005, Staswick and Tiryaki 2004)． 

 Staswickらによる組換えタンパク質を用いた酵素活性試験の結果，グループ IIのGH3.2, 

GH3.3, GH3.4, GH3.5, GH3.6, GH3.17はATP依存的にオーキシンとアミノ酸を基質とし
てアミド結合の形成を触媒することが示された（Staswick et al. 2005）．GH3過剰発現体
のシロイヌナズナは，胚軸の長さの低下・側根の減少・矮性などオーキシン欠損型の表現
型を示し，IAAや IBA等に対する感受性が低下することが知られている(Nakazawa et al. 

2001, Park et al. 2007, Takase et al. 2004, Takase et al. 2003)． さらに Staswickらは，
T-DNA挿入変異体 gh3.1, gh3.2, gh3.5, gh3.17はオーキシンに対する感受性が野生型株に
比べて高いと述べている (Staswick et al. 2005)．これらは，GH3による IAAのアミド化
がオーキシン恒常性の維持に重要な役割をもつ可能性を示している． 

 Östinらは液体培地中でシロイヌナズナに 14C標識 IAAを投与し，比較的高濃度 (5 µM) 

の IAAを与えた時に IAA-Aspと IAA-Gluが生成する割合が高いのに対して，低濃度 (0.5 

µM) の IAAを処理した植物体内では OxIAAと OxIAA hexoseを主に生成することを明
らかにした (Östin et al. 1998)．この結果から，シロイヌナズナの IAA調節機構における
GH3経路と OxIAA経路の役割は異なる可能性が示唆される。そこでシロイヌナズナにお
ける OxIAA経路の役割を調べるため，UGT74D1と GH3遺伝子のオーキシン応答性につ
いて解析した． 
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 材料と方法 
 
	 植物 
	 シロイヌナズナ Col-0野生型株を使用した． 
	  
 
1) オーキシン処理 
 

	 PPM希釈液に浸して 4 °Cに一晩静置し，種子の表面を殺菌した．PPM希釈液を 0.1%

アガロースに置換してMS平板培地に蒔き，培地を地面に対し垂直に立てた状態で，白色

光下，21 °Cで 7 d栽培した．この実生を，IAA 1 µMを含むMS平板培地上にピンセット

を用いて移した．培地 1枚につき 10–12個体を並べ，21 °C, 白色光下に 1, 3, 6, 12, 24, 36, 

48 hおいた後，マイクロチューブに回収した．また，IAAを含む培地に移さずチューブに

回収した植物体を 0h処理区とした．回収した実生は液体窒素で速やかに冷凍し，RNA抽

出まで –80 °Cに保存した． 

 
2) RT-PCR 
 
・cDNAの合成 

 40–60 mg のサンプルを，液体窒素で冷却しながら乳棒と乳鉢を使用して擂り潰し， 

RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) を用いて Total RNAを精製した．RNase フリー水 30 

µLを添加して，スピンカラム·メンブレンから Total RNAを溶出させた．PrimeScript RT 

reagent Kit with gDNA Eraser (Perfect Real Time) (Takara)を用いて，Total RNA溶液 

1 µLから cDNAを合成した． 

 

・PCR 
 下記の組成の反応液を調整し，下記の温度条件で PCRを行った．使用したプライマーの
配列は Table 10に記す．7–10 µLの反応液に 1 µLの 10×Loading Bufferを加えて，1.5%

アガロースゲルで電気泳動した． 
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 (µL) 

EX Taq HS 0.1 

10× EX Taq buffer 2.0 

2.5 mM dNTP 1.6 

F primer 1.0 

R primer 1.0 

cDNA 1.0 

milliQ water 13.3 

Total 20.0 

 
94 °C·2 min – (98 °C·10 sec – 55 °C·30 sec – 72 °C·40 sec) × 21 cycle 
 
 
 
Table 10 本章で使用したプライマー 
Primer name Sequence (5’ to 3’) 
UGT74D1_RT-PCR_F CCGTGAACGCGACCTATATT 
UGT74D1_RT-PCR_R GACACGTAGATCACTGAACC 
GH3.2_F GAAATGACTCGGAACCCTGA 
GH3.2_R ACCCACCTGACGTCTTTGAC 
GH3.3_F GATGATGCACTCACCGTCCA 
GH3.3_R TGGTAATCCACCGGGAGTCT 
GH3.5_F GGAGTATCTCAGGCGACACG 
GH3.5_R AGGATGGTCTCGTTAGGGCT 
UBQ10_F GGACCAGCAGCGTCTCATCTTCGCT 
UBQ10_R CTTATTCATCAGGGATTATACAAG 
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 結果 
 
 GH3経路と OxIAA経路の生理的役割の違いを調べるために，UGT74D1遺伝子と GH3

遺伝子ファミリーのオーキシン応答性を解析した．MS 平板培地で１週間栽培したシロイ
ヌナズナ野生型株の実生を，1 µM IAA を含むMS培地に移し，1–48 h 後に回収した．
それらの植物体から RNAを精製し，半定量 RT-PCRによって UGT74D1, GH3.2, GH3.3, 

GH3.5, UBQ10の発現レベルを解析した． 

 その結果，IAA未処理の植物 (0 h) において UGT74D1の発現レベルは GH3ファミリ
ーに比べて高かった (Fig. 25)．しかし，IAA処理後 1時間以内に GH3.2, GH3.3, GH3.5

の発現レベルは著しく上昇し，6 時間以降は緩やかに下降した．これに対して UGT74D1

は IAA処理後 3時間でやや発現が増加したことを除くと，発現量には顕著な差が見られな
かった  (Fig. 25)．GH3 遺伝子ファミリーがオーキシンに早期応答するのに対し，
UGT74D1 は僅かな変動しか見られなかったことから，２つの遺伝子はシロイヌナズナに
おいて異なる発現調節を受けていることが示唆された．  
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 考察 
 

 本章の実験により，UGT74D1 遺伝子と GH3 ファミリーのオーキシン応答性の違いが
明確に示された．IAA 未処理のシロイヌナズナ実生における UGT74D1 の発現レベルは，
GH3ファミリーに比べて高かった．しかし，GH3ファミリーの発現は IAA処理後 1時間
以内に劇的に増加したのに対し，UGT74D1 の発現レベルは GH3 に比べると僅かな変化
しか示さなかった． 

 通常の栽培条件で生育したシロイヌナズナでは，一般的に IAA-アミノ酸結合体
（IAA-Aspや IAA-Glc）の内生量は IAAの内生量 (約 20ng/gFw) を下回るが，OxIAA (約
60 ng/gFW) とOxIAA-Glc (約 1000 ng/gFW) の内生量は IAAよりも顕著に高いことを第
4 章にて示した．これらの分析結果は，植物体内で IAA が恒常的に OxIAA 経路を介して
代謝されていることを示唆している．よって，OxIAA経路は常にある一定のレベルで IAA

を代謝し続け，IAAの濃度を維持する役割を持つと予想される．一方，環境刺激等により
IAA 内生量が急激に増加した場合や，発生の過程で IAA 濃度勾配を形成する場合には，
GH3 ファミリーの発現が誘導され，アミド化によって IAA を不活性化する可能性が考え
られる．  

 上記の仮説を検証するには，シロイヌナズナの発生や環境応答における UGT74D1およ
び GH3 の時空間的発現解析や，遺伝子発現パターンと代謝物量の相関を解析することが
重要である．また，OxIAA 経路の初発酵素である IAA 酸化酵素が同定できれば，さらに
OxIAA経路の生理的役割を詳しく調べることが可能になる． 

 また，IAAの代謝調節においては代謝遺伝子の発現調節機構だけではなく，それぞれの
代謝物の細胞内局在も考慮すべき点である．化合物の水溶性が配糖体化によって上昇する
例はこれまでに多数報告されている．たとえば，植物色素のアントシアニジンは，配糖体
化されてアントシアニンとなり液胞に蓄積される．このことから，植物はグルコシル化を
介して不要なオーキシンを液胞や細胞外に排出している可能性が考えられる．Ronochaら
の報告によると，液胞内の IAA-Glc濃度は，IAA, OxIAA, IAA-アミノ酸結合体の濃度に比
べて著しく高い (Ronocha et al. 2013)．OxIAA-Glcの濃度も液胞内で高い可能性がある．
各代謝物の細胞内での分布を詳しく解析する手法の確立も，IAA代謝経路の研究における
今後の課題である． 
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Fig. 25 UGT74D1と GH3.2, GH3.3, GH3.5のオーキシン応答性の解析． 

 

MS平板培地で 1週間栽培した Col-0野生型株の実生を，1 µM IAAを含む培地に
移して栽培を続けた．IAAを含む培地上で栽培した時間 (Time) を上部に示す． 
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総括 
 

本研究の成果 
 
 オーキシンは，胚発生や器官形成，環境応答，生殖生長に至る様々な生理現象において
重要な役割を果たす植物ホルモンであることから，その生合成・輸送・代謝を介した濃度
調節機構を解明することは植物の生長制御を理解する上で極めて重要性が高い．また，オ
ーキシンは発根や単為結実の促進などにより作物の増収に寄与することから，その濃度調
節機構に関する研究は農業的にも大きな意義を持つ．本研究では，代謝を介した IAA濃度
調節機構の解明を目的として，主要な IAA代謝経路の一つである OxIAA経路に関わる酵
素を探索した． 

 第１章では，出芽酵母の AID systemを応用したスクリーニング系によりシロイヌナズ
ナの IAA酸化酵素を探索した．現時点で標的酵素は得られていないが，本スクリーニング
を継続することにより標的酵素を同定できる可能性はある． 

 第２章ではシロイヌナズナにおいてOxIAAのグルコシル化を触媒するUGTを探索した．
シロイヌナズナの UGT Group Lに属する UGT遺伝子を酵母で発現させ，OxIAAを含む
培地で振とう培養した．培地の代謝物を LC-MS/MSで分析した結果，UGT74D1を発現し
た酵母が OxIAA-Glcを生成することを発見した． 

 そこで，第３章では大腸菌を用いて GST-UGT74D1を調製し，in vitroで UGT74D1の
酵素活性を調べた．その結果，GST-UGT74D1 が UDP-グルコース依存的に OxIAA を
OxIAA-Glc に変換することを確認した．本酵素は IAA も基質として認識したが，OxIAA

と IAAに対する反応速度パラメータから OxIAAに対してより高い触媒効率を示すことが
分かった．  

 第４章では，シロイヌナズナの OxIAA 経路における UGT74D1 の役割を確かめるため
に ugt74d1 欠損変異体の IAA 代謝物を分析した．その結果，シロイヌナズナに蓄積する
OxIAA-Glcの大部分が UGT74D1による OxIAAのグルコシル化を経て生成することが強
く示唆された．一方，OxIAA-Glcの生成において，UGT74D1と相同性が高い UGT74E1

と UGT74E2の寄与は低いと考えられた．  

 第５章では UGT74D1の過剰発現体を作成し，本遺伝子の生理機能を調べた．UGT74D1

の発現誘導によって OxIAA-Glc の内生量は有意に上昇したことから，第 2‒4 章で示唆さ
れた本酵素の活性が裏付けられた．また，UGT74D1 過剰発現体の根は重力応答の異常を
示し，またこれが IAAの共処理により回復したことから，UGT74D1がシロイヌナズナの
オーキシン濃度調節に寄与していることが示唆された． 
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 第６章においては，オーキシン濃度調節における既知の代謝遺伝子との役割の違いを調
べるために，シロイヌナズナにおける GH3と UGT74D1の IAA応答性を比較した．GH3

は IAAに早期応答して発現レベルが著しく上昇したのに対し，UGT74D1は僅かな変化し
か示さなかった．IAA処理後の GH3と UGT74D1の異なる遺伝子発現パターンと IAA代
謝物量の変動パターンから，OxIAA経路は恒常的に IAA濃度を維持する一方，GH3経路
は急速な IAAの増加により活性化される代謝経路だと予想された． 

 これまで，OxIAA経路の重要性は代謝物の分析により推測されてきたが，その主要酵素
が同定されたことにより，本経路の生理的役割の解明が今後さらに進むと期待される．  

 

 

今後の展望 
 

 本研究において，シロイヌナズナの主要な IAA 代謝経路である OxIAA 経路の OxIAA

グルコシル転移酵素 UGT74D1を同定した（Tanaka et al. 2014）．本研究と時を同じくし
て，2013 年 10 月に Zhao らは葯が非開裂性で単為結実するイネ突然変異体の原因遺伝子
として，IAA を OxIAA に酸化する新規の 2-オキソグルタル酸依存型ジオキシゲナーゼを
コードする DIOXYGENASE FOR AUXIN OXIDATION (DAO) 遺伝子を同定した．この
機能を欠損した変異体は開花期に内穎花と外穎花が開かず，葯が開裂しない．子房は生長
して単為結実するが，その内部はデンプンの代わりに高スクロースの液体で満たされる．
葯の IAA内生量が dao変異体は野生型株よりも高いこと，野生型株に IAAを処理すると
単為結実が誘導されること，さらに OsYUCCA1過剰発現体が dao変異体と同様の表現型
を示すことなどから，dao変異体で観察される表現型は，小穂における IAA量の異常な増
加によるものであると報告された(Zhao et al. 2013). これらの結果は，OxIAA経路がイネ
の生殖器官において重要な役割をもつことを示唆している．さらに，2013 年 10 月には
Pěnčíkらによって，OxIAAがシロイヌナズナの根における主要な IAA分解物であり，ま
たオーキシン活性をほぼ失った代謝物であることが改めて示された．これら 2013 年に３
グループからほぼ同時に発表された研究により，OxIAA 経路が植物の主要な IAA 代謝経
路であることが明らかになった．今後，DAO や UGT74D1 の欠損変異体や遺伝子発現パ
ターンの解析を通して，OxIAA経路がどのような生理的役割をもつのかが明らかになると
予想される．また，OxIAA経路を含め，これまでに明らかになった複数のオーキシン代謝
経路が植物でどのように使い分けられているのかを解明することが重要な研究課題になる
と考えられる． 

 最近，Ihimaru らはイネの収量に関わる遺伝子 THOUSAND-GRAIN WEIGHT 6 
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(TGW6) の機能を解析し，TGW6が新規の IAA-Glc加水分解酵素であることを突き止めた．
TGW6タンパク質を欠損すると，各組織で IAAの供給が減少し，結果的に胚乳細胞の増加
や転流速度の上昇など多面的な効果が誘導されて粒長と粒重が上昇する(Ishimaru et al. 

2013). このことは，IAAのグルコシル化が植物の生殖器官において重要な調節機能をもつ
ことを示唆している． TGW6や前述の DAOはイネにおいて同定されたが，シロイヌナズ
ナをはじめ他の植物では未だ相同遺伝子が同定されていない．植物種によっては TGW6や
DAOとは異なる代謝酵素が同じ反応を触媒する可能性もある．IAA代謝経路の全容を解明
するため，これらが植物に広く保存された代謝遺伝子であるのか検討することも重要であ
る． 
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	 略語表 
 

略語 原形 
EST β-estradiol 

GH3 GRETCHEN HAGEN 3 

GST glutathione S-transferase 

IAA indole-3-acetic acid 

IAA-Asp IAA-aspartate 

IAA-Glc 1-O-(indol-3-ylacetyl)- β-D-glucose 

IAA-Glu IAA-glutamate 

IBA indole-3-butylic acid 

IBA-Glc 1-O-(indol-3-ylbutanoyl)- β-D-glucose 

LC-ESI-MS/MS liquid chromatography-electrospray ionization-tandem 

mass spectrometry 

MS Murashige and Skoog 

MS/MS tandem mass spectrometry 

OxIAA 2-oxindole-3-acetic acid 

OxIAA-Glc 1-O-(2-oxindol-3-ylacetyl)-β-D-glucose 

RT-PCR reverse transcription–PCR 

UGT UDP-glycosyltransferase 
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