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研究成果の概要：本研究は、これまでに得た様々な変異体をツールとして、オミクス的アプロ

ーチを用いるとともに、我々が構築した重力感受細胞の生細胞イメージング系を駆使し、重力

感受とそれに引き続いて起こるシグナル変換・細胞間シグナル伝達の分子機構の解明を目的と

した。DNA オリゴマイクロアレイを用いて，重力刺激前後で発現変化を示す遺伝子を見いだし、

重力屈性反応との関連を探るとともに分子マーカーとしての利用を試みた。また、同様にアレ

イを用いて変異体感での発現遺伝子の比較を行った。その結果，重力屈性に関与する新奇遺伝

子の単離に成功した。加えて、変異体の表現型からシグナリングに関与することが予想された

遺伝子の解析を行った。その結果，重力受容において予想以上に複雑な制御機構があることを

見いだした。 
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１．研究開始当初の背景 
 重力屈性研究は、刺激受容、物理的刺激

から生化学的シグナルへの変換、刺激受容

部位から応答部位へシグナル伝達といった、

実に多くの生物学における普遍的な問題を

含んでいる。植物の屈性反応は古くから多

くの植物生理学者の興味を引き、器官の偏

差成長に植物ホルモンオーキシンが重要な

役割を果たしていることは有名である．近

年の植物の分子遺伝学的手法及びリソース

の整備に伴い，オーキシンのシグナル伝達

機構・極性輸送については分子レベルで説

明されようとしているが，刺激受容から器

官の偏差成長に至る屈性の一連の反応の流

れの中でオーキシンが関与する時空間的位

置は明らかではなかった．更に刺激受容と

オーキシンの偏差分布を繋ぐ分子機構に関

しては、分子レベルでの知見は殆どなかっ

た． 

 我々は重力屈性の分子メカニズムを理解

するために、シロイヌナズナを用いた遺伝

学を中心に研究を進めていた。とくに、地
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上部（花茎）について、重力屈性に異常を

示す変異体(shoot gravitropism (sgr)1~

9)を単離し、原因遺伝子のクローニング及

び機能解析を行っていた。その結果、地上

部における重力感受細胞は内皮細胞である

こと、内皮細胞中に含まれる色素体（アミ

ロプラスト）が平衡石として重力感受に重

要な働きを持つこと、アミロプラストの動

態には液胞の正常な機能が必要であること

を明らかにし、重力屈性の初期反応（重力

感受）についての重要な知見をもたらした。

またこれまでに単離したSGR遺伝子の重力

屈性反応における位置付けも行っていた。

そこで、これまでに得た結果と変異体を生

かし，マイクロアレイを中心としたオミク

ス的研究に着手することにした。 
 
２．研究の目的 
 感受細胞における重力感受から器官レベ

ルで起こる屈曲に至る反応経路は、非常に

複雑に分岐したネットワークからなると推

測された。従って、複雑な反応経路を解き

明かしていくためには、各反応経路をモニ

ターする方法が必要となる。しかしながら

重力屈性の評価基準は、初発となる平衡石

であるアミロプラスト沈降、オーキシンの

分布を間接的にモニターする分子マーカー

であるDR5rev::GFP、最終段階である器官の

屈曲しかなかった。そこで，目的の一つに、

マイクロアレイを用いて重力刺激前後で発

現変化が見られる遺伝子を探索し、新たな

分子マーカーとして確立することを据えた。

また、複雑な反応経路の解明を目指して，

重力屈性に関与する因子をより多く単離・

解析する必要があると考えた。そこでこれ

までに得た変異体のなかで，表現型からシ

グナリングに関与することが期待された

sgr5, sgr9の詳細な解析を行うことにより、

シグナリングに関する新たな知見を得よう

と試みた。重力受容直後のシグナリングは、

重力受容細胞内で起こると考えられる。そ

こで，変異体を駆使して重力受容細胞で豊

富に発現する遺伝子をマイクロアレイによ

り探索し，重力屈性との関連を探ることで，

重力屈性に関与すると考えられる因子をよ

り多く単離・解析することを試みた。 
 
３．研究の方法 
(1)分子マーカーの確立を目指した研究 
 重力刺激後の遺伝子発現プロファイルの
経時変化をアジレント社の Arabidopsis III 
Oligo-microarray をもちいて、野生型と sgr2
変異体間で比較した。sgr2は重力感受細胞で
ある内皮細胞内のアミロプラスト沈降に異

常を示す変異体で，重力受容能をほとんど失
っていると考えられる。また、我々は花茎を
縱方向に二分する技術を確立しており、下
（重力）側と上側とに分けて mRNAを得るこ
とに成功している。重力屈性においては下側
と上側でオーキシンの不等分布が起こると
されているが，実は花茎においてはこれを証
明するような実験結果は殆どない。従って，
転写量に上下差が生じる及び生じない重力
刺激応答性遺伝子は、オーキシン不等分布と
の関係を探る上で非常に興味深い。そこで、
上下に二分したサンプル間でも同様にマイ
クロアレイ解析を行い，上下に勾配を生じる
もしくは勾配を生じない重力刺激応答性遺
伝子の探索を行った。選抜された候補遺伝子
については，野生型・sgr2における重力刺激
前後の挙動について、RT-PCR を用いてアレ
イ解析の結果を確認し、重力刺激応答性遺伝
子の候補を絞り込んだ。 
 (2) sgr5, sgr9の解析 
いずれも花茎の重力屈性能が低下している
が、固定試料を用いた内皮細胞の観察からは，
アミロプラストの重力方向への沈降が見ら
れることから、重力感受は正常で、それ以降
に異常があると考えられた。また、変異体中
で内皮特異的に原因遺伝子を発現させるこ
とで重力屈性が回復することから、いずれも
重力感受細胞内で起こるイベントに関係す
ると推測された。SGR5 は核移行シグナルを
持つ Zinc finger蛋白質をコードすることから，
転写因子として機能すると考えられた。SGR9
は C2HC3-type RING fingerを含む蛋白質をコ
ードする。我々は，重力方向を保ったまま顕
微鏡観察できる vertical microscope systemを
構築し，生きた内皮細胞の重力刺激前後での
観察が可能になった。これらの変異体で、内
皮細胞の詳細な観察を行い、原因遺伝子と重
力受容能との関係を明らかにした。 
(3) SGR7/SHR,SGR1/SCRはいずれも転写因子
である。SGR7/SHR の下流因子であり、内皮
細胞特異的発現を示す SGR1/SCR の働きで、
内皮細胞層が形成される。eal1 は SGR7/SHR
の一アミノ酸欠損変異で、内皮細胞は形成さ
れるが、それは重力感受細胞としての機能は
喪失している。重力屈性においてシグナリン
グの初発の場は，重力受容細胞である内皮細
胞である。この細胞中で起こる刺激受容と初
期のシグナル伝達のために必要なシステム
は、受容細胞としての分化の結果、構築され
るものである。そこで、内皮細胞分化不全の
表現型を示す 3つの変異体（sgr1/scr, sgr7/shr, 
eal1）を用いて，マイクロアレイにより重力
受容細胞として機能に必要な遺伝子の探索
を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 重力刺激により転写が誘導される遺伝子



 

 

の探索を、マイクロアレイにより行った。そ
の結果、IAA5遺伝子を含む 3遺伝子が確実に
重力刺激後 30 分で発現上昇することを明ら
かにした。IAA5については，更に解析を行い、
花茎の重力側でつよく発現することを見い
だした。またこの発現誘導はオーキシンの極
性輸送に依存することを明らかにした。
T-DNA 挿入変異体及びドミナント変異型
IAA5形質転換体の解析から、重力屈性に大き
く影響を及ぼすことはないが，遺伝子機能と
しては重力屈性を負に制御する可能性が考
えられた。以上のような性質から，重力屈性
をモニターする分子マーカーとしては，現時
点で最も早期にオーキシン不等分布を反映
するものと考えられた。 
(2) 花茎重力屈性変異体 sgr5は弱い重力屈性
を示す。その原因遺伝子は、C2H2-type zinc 
finger proteinであること、また核局在するこ
とからおそらく転写因子であろうと考えら
れる。更に、SGR5 は重力感受細胞である内
皮細胞で機能すること、固定試料での観察か
ら内皮細胞内のアミロプラストはほぼ重力
方向に沈降していることを示した。以上の結
果をまとめ、論文発表を行った。一方で、生
きた内皮細胞の観察からは，アミロプラスト
は自在に動いているが，重力方向には沈降し
ないことが初めて明らかになった。sgr9変異
体もまた弱い重力屈性を示す変異体ある。
sgr9においても、固定試料では一見アミロプ
ラストが正常に沈降して見えるが，生細胞観
察からは，sgr5と同様にアミロプラストの動
態異常が観察された。sgr9 sgr5二重変異体は
重力屈性能を完全に失うと同時に、アミロプ
ラストの動きも極端に制限されることが分
かった。この結果から、SGR5及び SGR9は遺
伝学的には独立の経路で、アミロプラスト沈
降及び動態に関与する可能性を示した。以上
の結果は，当初の予想を大きく外れるもので
あった。我々も含め重力屈性研究者は、これ
までアミロプラスト動態解析を、主に固定試
料を用いて行ってきた。しかしこの結果は、
固定試料では把握しきれないアミロプラス
ト動態制御機構の存在を示す、非常に示唆に
富んだものであった。 
3）重力感受細胞（内皮細胞）が正常に形成
出来ない 3つの突然変異体を用い、マイクロ
アレイにて野生型植物よりも発現量の低下
している遺伝子を探索した。3 つの変異体に
共通して発現量の低い遺伝子が約 30 個見い
だした。SGR5 がこの中に含まれていたこと
から、この探索方法で新奇の重力屈性関連遺
伝子が抽出出来ている可能性が示唆された。
これらの遺伝子を Down-regulated Genes in 
Eal1（DGE）として、入手可能な T-DNA 挿
入変異体の表現型解析を行った。DGE1 の
T-DNA挿入変異体において、花茎重力屈性に
弱いながら異常が認められた。DGE1 は、イ

ネにおいて地上部の重力屈性への関与が示
唆されている LAZY1と低い相同性を示す。花
茎における発現組織は内皮細胞を含んでい
た。従って，期待通り重力受容細胞内で発現
し、重力屈性に関与する新奇遺伝子を単離で
きた。DGE 遺伝子中で、最も eal1 における
発現量の減少率が大きかった DGE2/AtADF9
は、actin depolymerization factor (ADF)/cofilin
ファミリーに属するタンパク質をコードす
る。これまでの研究からアミロプラスト動態
制御にはアミロプラスト周辺のアクチンが
関 与 す る こ と を 見 い だ し て お り 、
DGE2/AtADF9 の重力受容への関与が推察さ
れた。DGE3/AtPRA1,F1の T-DNA挿入変異体
は、単独では目立った表現型が認められなか
った。しかし、sgr5との二重変異体の重力屈
性能は sgr5 単独変異体よりも明らかに弱い
こ と が 分 か っ た 。 こ の 事 実 は 、
DGE3/AtPRA1,F1 も新奇重力屈性関連遺伝子
である可能性を示唆している。 
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