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論 　 文 　 内 　 容 　 の 　 要 　 旨

インドール-3-酢酸（IAA）は植物の生長・発達過程を調節する植物ホルモンであり，その内生量は組織あるいは細胞レ

ベルで厳密に制御されている。その制御に関わる重要な因子の一つが代謝である。IAAの代謝は古くから研究され，いく

つかの代謝経路が示されているが，それらの相対的重要性の評価は不十分である。また依然として未知の代謝物も多く存在

し，植物間の種差を含めIAA代謝の全容は解明にほど遠い。本論文では植物におけるIAA代謝調節機構のより詳細な理解

をめざし，新規代謝物の探索をおこなうとともに，既知化合物を含めた代謝物の微量定量分析を通じてそれぞれのIAA代謝

経路の役割を評価し，植物種による差異を検討した結果がまとめられている。主な研究内容は以下のとおりである。

１．シロイヌナズナにおける酸化的代謝経路

シロイヌナズナ芽生えに含まれるIAA抱合体および酸化IAA抱合体を選択的に検出できるよう，高速液体クロマトグラ

フ・タンデム質量分析計（LC-MS/MS）のマルチプルリアクションモニタリング（MRM）検出法の条件を設定し探索した

ところ，３種の代謝物が見いだされた。測定したマススペクトルを解析することによって，それらの構造を2-オキソイン

ドール-3-酢酸グルコース抱合体（OxIAA-Glc），水酸化インドール-3-酢酸バリン抱合体（OH-IAA-Val）および水酸化イ

ンドール-3-酢酸フェニルアラニン抱合体（OH-IAA-Phe）と推定し，化学合成により得た標品との一致に基づいてその構

造を確認した。OH-IAA-ValおよびOH-IAA-Pheについては，インドール環の水酸基置換位置の異なる異性体をそれぞれ

合成し比較した結果，６位が水酸化されることを明らかにしている。また前駆体の取り込み実験から，OH-IAA-Valおよ

び-PheはそれぞれIAAのバリンおよびフェニルアラニン抱合体（IAA-Valおよび-Phe）の６位水酸化により生合成され，

OxIAA-Glcについても同様に，OxIAAがグルコシル化されて生成することを示した。この結果をふまえ改めて植物体中の

IAA代謝物を定量したところ，OxIAA-Glcが遊離IAAの数十倍蓄積していることが見いだされ，IAAの酸化とそれに続

くグルコシル化がシロイヌナズナにおけるもっとも重要な代謝経路であることが明らかになった。

２．イネにおけるN-グルコシル化経路

既知IAA代謝物がイネ幼苗中にほとんど検出されなかったことから，イネには未知代謝物が多く存在すると考えられた。

LC-MS/MSのプリカーサーイオンスキャン検出法の条件を設定し，イネ植物体のアルカリ加水分解物中にインドール-3-ア

セチル構造を部分構造としてもつ化合物を探索した。検出された成分のマススペクトルから，その一つをIAAの１位の窒

素がグルコシル化されたN-グルコシルインドール-3-酢酸（IAA-N-Glc）であると予想し，化学合成により得た標品との

一致により同定した。しかしIAA-N-Glcは種子中には存在するものの植物体には検出されず，その大部分がそのカルボキ

シ基を介してアスパラギン酸およびグルタミン酸と結合した形（IAA-Asp-N-GlcおよびIAA-Glu-N-Glc）で存在するこ

とを，化学合成により得た標品と比較することにより明らかにした。さらに標識体の投与実験によりIAA-Glu-N-Glcおよ

びIAA-Glu-N-GlcはそれぞれIAAのアスパラギン酸およびグルタミン酸抱合体のN-グルコシル化により生合成されるこ

とも示した。またこれらのIAA-N-Glc類がイネ以外の植物からも検出されたことから，この代謝経路が植物に広く存在し
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ている可能性を指摘した。

３．IAA恒常性の人為的かく乱が代謝に及ぼす影響

シロイヌナズナおよびイネに外部からIAAを投与すると，それぞれの植物において異なる代謝物プロファイルが観測さ

れ，そのプロファイルは投与濃度に応じて変化した。この結果から，植物中の複数のIAA代謝経路はそれぞれ異なる役割

をもち，またそれぞれの活性が状況に応じ独立して調節されていると推測した。

４．IAAの効率的な重水素標識化反応

IAAを重水中で重水酸化ナトリウムで処理することにより2'位の水素が効率よく重水素に置換された。さらに得られた標

識IAAを化学的にIAA-Glc，OxIAAおよびOxIAA-Glcに導くことによりそれらの標識体を合成することに成功した。導

入された重水素標識はLC-MS/MSを用いる分析過程で十分に安定であり，実際に植物体の定量分析において内部標準とし

て用いることができた。

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

インドール-3-酢酸（IAA）は古くから植物ホルモンとして知られ，多くの研究がおこなわれてきているが，その恒常性

維持に重要な役割を果たす代謝については，その全体像をはじめとして植物の種による差異や活性調節機構等多くの解明す

べき問題が残されている。本研究は，高速液体クロマトグラフィーと接続したタンデム質量分析計（LC-MS/MS）を駆使

しながら，シロイヌナズナおよびイネにおける未知代謝物を探索・同定し，新しいIAA代謝経路の存在を明らかした。ま

た代謝物の定量的な分析を通じて，それぞれの代謝経路の植物体内IAA濃度調節に対する寄与を評価した。本論文の評価

すべき点は以下の通りである。

1）LC-MS/MSを用いた分析と化学合成により，シロイヌナズナの新規IAA代謝物として2-オキソインドール-3-酢酸グル

コース抱合体（OxIAA-Glc）ならびに6-ヒドロキシインドール-3-酢酸のバリンおよびフェニルアラニン抱合体（6-OH-

IAA-Valおよび6-OH- IAA-Phe）を同定した。また定量分析と代謝実験の結果から，シロイヌナズナではIAAから

OxIAAを経てOxIAA-Glcを生成する経路が主要代謝経路であることを新たに示した。

2）イネの新規IAA代謝物として，N-グルコシルインドール-3-酢酸（IAA-N-Glc）ならびにそのアスパラギン酸およびグ

ルタミン酸結合体（IAA-Asp-N-GlcおよびIAA-Glu-N-Glc）を同定した。IAA-Asp-N-GlcおよびIAA-Glu-N-Glcはそ

れぞれIAAのアスパラギン酸およびグルタミン酸抱合体のN-グルコシル化により生合成され，この一連の変換がイネにお

ける重要なIAA代謝経路であることを示した。

3）オーキシン恒常性のかく乱により引き起こされるIAAの代謝変動を経時的に解析し，植物体内に存在する複数の代謝経

路がそれぞれ異なるメカニズムで制御されている可能性を示した。

4）IAAの簡便な重水素標識化法を見いだし，それに基づいてIAA-Glc，OxIAAおよびOxIAA-Glcの標識体を効率的に調

製することに成功した。さらにこれらの標識体を定量分析における内部標準として用いることにより，それぞれの代謝物の

正確な植物体内生量を測定する方法を確立した。

以上のように本論文は，植物ホルモンIAAの新規代謝物の同定に基づいて新しい代謝経路の存在を明らかにした上，そ

れらの代謝全体に占める定量的な重要性，植物種による主要代謝経路の違いなど，これまで明らかにされていなかった植物

のIAA代謝機構に関する知見を新たに加えたものであり，植物生理学，天然物化学，生物有機化学に寄与するところが大

きい。

よって，本論文は博士（農学）の学位論文として価値あるものと認める。

なお，平成19年３月12日，論文ならびにそれに関連した分野にわたり試問した結果，博士（農学）の学位を授与される学

力が十分あるものと認めた。




