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論　　文　　の　　要　　旨

　植物ホルモンの一種であるオーキシンは植物細胞内において，受容体（タンパク質）との結合を介して生理作

用を引き起こすと考えられている。本論文は，新たなオーキシン結合タンパク質（ABP）の単離・精製とその特

性解析を行い，オーキシン→ABP→生理作用の因果関係を提唱している。

　最初に黄化ヤエナリ芽生えを用い，オーキシン結合タンパク質の検出，および単離，精製を行っている。黄化

ヤエナリ胚軸より抽出した可溶性画分をオーキシンの一種である2，4一ジクロロフェノキシ酢酸（2，4－D）を結合

させたアフィニティーカラムに添加した。天然オーキシンであるインドール酢酸（夏AA）を含む溶液や2，4－Dを

含む溶液によってそれぞれ溶出を行い，交換反応により溶出されるABP画分を，SDS一ポリアクリルアミドゲ

ル電気泳動に供し，IAA溶出画分と2，4－D溶出画分に共通に存在する約40kDa（ABP40）と約39kDa（ABP39）

のポリペプチドを検出した。オーキシンを認識するタンパク質の侯補と考えられるこれら2種類のタンパク質を，

数種のカラムクロマトグラフィーにより，電気泳動的に単一なバンドにまで精製することに成功している。ABP

40とABP39はnativeな状態における分子量は，それぞれ約80kと約77虻と推定され，2量体で存在する新規の

ABPであることを明らかにした。

　次にABP40とABP39の特性解析を行っている。まず，［14C］2，4－Dを用いた結合実験から，ABP40の2，4－D

に対するKd値は1x　lO’5Mと推定された。ラベルした2，4－DとABP40との結合に対するオーキシン類の影響を

調べ，ABP40がオーキシンを特異的に認識していることを示した。次に，部分アミノ酸配列を決定し，データベー

スのホモロジー検索を行った結果，アルコールデヒドロゲナーゼ（ADH）の一種であるグルタチオン依存性ホ

ルムアルデヒドデヒドロゲナーゼ（FDH）と相同性が高いことを明らかにした。精製したABP40には明らかな

FDH活性が検出され，また，各精製過程においてABP40量とFDH活性が一致していることなどからABP40が

FDHであることを明らかにした。一方，ABP39については，ABP39の部分アミノ酸配列の決定を行い，ADH

と相同性が高いことを見出した。ABP39にはエタノールを基質とする一般的なADH活性が検出されないことや，

相同性の最も高いADHの基質特異性，IAAとの親和性などから，ABP39がインドールェタノール（IEt）やイ

ンドールァセトアルデヒド（互AA　l　d）を基質とする酵素である可能性を考察し，これらを基質とした酵素反応

の生成物を高速液体クロマトグラフィー（HPLC）と薄層クロマトグラフィー（TLC）によって検討している。
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結果宇ABP39が玉AA生合成経路で重要とされるNADPH依存性の亙AA　l　dレダクターゼ活性を有していること

を明らかにし，さらに，各精製過程のABP39量と酵素活性が一致することなどから，ABP39が互AA五dレダ

クターゼであることを示している。

　さらにABP40とABP39のそれぞれに対する抗体を用いて，ヤェナリ胚軸におけるABP40とA鎚39の分布と，

発達に伴う量的変動を調べている。ABP40とA艀39は胚軸に多く存在し，成長に伴い増加することを明らかに

している。また，ABP40とABP39が免疫学的に明らかに異なるタンパク質であることを示している。

　最後に，それぞれのABPの有する酵素活性に対するオーキシンの影響を検討している。ABP40におけるFDH

活性は，2，4－Dにより阻害され，この阻害が補酵素であるNAD＋との競争阻害であることを明らかにしている。

また，ABP39の亙AA　l　dレダクターゼ活性は，IAA及びラ2，4－Dによる酵素反応が阻害され，その阻害は，基

質である五AA　l　dとの競争阻害であることを示している。これらの結果は，植物においてオーキシンが直接

FDHや互AA亙dレダクターゼに結合することにより活性調節を行う可能性を示唆するものであると結論してい

る。

審　　査　　の　　要　　旨

　これまで，オーキシンの生理作用に関する研究は，オーキシンによる遺伝子発現にのみ力点がおかれ受容体の

検索が続けられてきた。しかし，本研究でオーキシンが酵素に結合することによりその活性を調節し，生理作用

を引き起こしている可能性が明らかになったことは，オーキシンによる多種多様な生理作用発現機構を明らかに

するための糸口になるものと高く評価される。また，オーキシン結合タンパク質の単離。精製，および特性解析

に成功した例は数少なく，オーキシン結合タンパク質の研究において，重要な結果を提示するものと考えられる。

さらに，これまでにほとんど知見の無かった，植物のFDHやIAA1dレダクターゼの単離・精製に成功したこ

とも，非常に意義のあることであると考えられる。

　よって，著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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