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研究成果の概要（和文）：植物の成長は重力の大きさによって変化する。表層微小管の配向制御に関わるMAP65-1遺伝
子の下胚軸における発現・蓄積をGFP融合遺伝子を導入したシロイヌナズナを用いて解析した。MAP65-1の発現は成長の
盛んな胚軸上部で高く、逆に基部では低かった。MAP65-1の5’側領域を段階的に削ったところ、この発現には上流1.1
～0.7 kbの領域が重要であることがわかった。遠心過重力環境下での発現変化を解析したが、発現の個体差が大きく、
重力の大きさへの応答に関わる発現制御領域は特定できなかった。

研究成果の概要（英文）：Using transgenic Arabidopsis harboring genomic MAP65-1-GFP gene, the expression 
of MAP65-1 was analyzed in the hypocotyl. The expression level in the growing region was high whereas 
that in basal region was low, indicating that the expression is regulated in relation to the cell 
elongation. The experiments using 5’region-truncated series suggested that the region from -1.1 to -0.7 
kb mainly regulates the expression in the hypocotyl. The region involved in the expression responding to 
the magnitude of the gravity was not identified, because stable results were not obtained.

研究分野：植物糖鎖生物学
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１．研究開始当初の背景 
植物は 4.7 億年前に水中から陸上に進出し、
その後、地上の環境に適応しながら、コケ植
物や被子植物などに進化したと考えられる。
植物が獲得した生理現象の一つが「重力応答
反応」であり、これは「重力屈性」とは独立
した現象である。「重力屈性」は重力の向き
に応答して成長の向きを変化させる現象で
あるのに対して、「重力応答反応」は重力の
大きさに応答して細胞形態を変化させる現
象である。また、「重力屈性」は、重力方向
の感知やその後に起こる偏差成長のメカニ
ズムが解明されているが、「重力応答反応」
は、重力の大きさの感知や、それに続く情報
伝達、遺伝子発現制御が不明である。植物に
は、これらで構成される未知の「重力応答反
応」情報伝達機構が存在すると考えられる。 
表層微小管は、セルロース微繊維の配向を
決定し、植物細胞の形や成長を制御する。
MAP65-1 は表層微小管の配向制御に関わる
因子であり、その遺伝子発現は成長と密接に
関係があると予想される。アラビノガラクタ
ン-プロテイン（AGP）は、成長や分化に関わ
る細胞表層プロテオグリカンであり、主要な
分子種の一つである AGP4は分裂組織や根の
伸長組織で特に強く発現することがわかっ
ている。過重力環境下では細胞成長が阻害さ
れるが、これらの成長に関わる因子が、成長
や重力の大きさに応じてどのように発現制
御を受けているのかは明らかになっていな
い。 
 
２．研究の目的 
 微小管結合タンパク質 MAP65-1 と植物の
細胞表層プロテオグリカンである AGP4の成
長や重力の大きさに応じた発現制御機構を
明らかにする。 
 
３．研究の方法 
シロイヌナズナからMAP65-1とAGP4それ
ぞれのゲノミック遺伝子を PCR により単離
した。塩基配列を確認した後、緑色蛍光タン
パク質（GFP）遺伝子と連結した。MAP65-1
は N末端に GFP配列を連結し、AGP4はシグ
ナル配列の直後に挿入した。これは AGPは N
末端にシグナル配列を、C末端に GPIアンカ
ーシグナルを持つため、GFPが AGP4の分泌
に影響しないようにするためである。作成し
たゲノミック MAP65-1-GFP 人工遺伝子とゲ
ノミック AGP4-GFP 人工遺伝子はそれぞれ
野生型のシロイヌナズナにアグロバクテリ
ウムを用いて導入した。 
本研究では、MAP65-1や AGP4の成長や重
力の大きさによる発現に関わる 5’側領域を
特定するために、それぞれ5’側領域を400-500 
bp ずつ削ったデリーションシリーズを作成
した（図１）。MAP65-1は全長の 5’側領域（2.0 
kb）を持つものを PT0とし、段階的に 5’側領
域を削った PT1、PT2、PT3、PT4を作成した。
同様にAGP4も PT0～PT5を作成した（図２）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
図１．MAP65-1-GFP の 5’側領域デリーショ
ンシリーズの模式図。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２．AGP4-GFPの 5’側領域デリーションシ
リーズの模式図。 

 
４．研究成果 
(1) MAP65-1可視化植物の作出 
まず全長の 5’側領域を含む MAP65-1-GFP
遺伝子をシロイヌナズナに導入することで、
MAP65-1 を可視化した。MAP65-1 は微小管
に結合するため、表層微小管の配向に従った
線状の GFPシグナルが観察された。胚軸の上
部、中部、基部で GFPの蛍光強度を比較した
ところ（図３）、成長が盛んな胚軸上部で蛍
光が強かった。このことから、MAP65-1の発
現は成長と相関があることが示唆された。  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図３． MAP65-1-GFPの胚軸の部位別の観察。
成長が盛んな胚軸上部で強い GFP シグナル
が見られた。 

 

 

 



(2) MAP65-1の 5’側領域デリーションシリー
ズの発現比較 
 重力の大きさに応じた発現変化には、特定
の 5’側領域が関わると考えられる。この領域
を特定することを目指して、5’側領域デリー
ションシリーズを作成した。図１に示したよ
うに 5’側領域を 400-500 bpずつ削ったシリー
ズ PT0～PT4 を作成し、それぞれをシロイヌ
ナズナに導入した。 
 胚軸上部での MAP65-1-GFP を観察したと
ころ（図４）、5’側領域が 1.1 kb 以上残った
MAP65-1-GFP 遺伝子を導入した植物では強
い蛍光シグナルが観察されたのに対して、0.7 
kb 残った植物では弱い蛍光シグナルが観察
された。この結果から、成長が盛んな胚軸上
部での MAP65-1 発現は、主に上流-1.1～-0.7 
kb の領域で制御されていることが示唆され
た。 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．MAP65-1遺伝子の 5’側領域デリーショ
ンシリーズの観察。PT0～PT2 では強い蛍光
シグナルが見られた。 
 
(3) 遠心過重力環境下での発現比較  
 MAP65-1-GFP の 5’側領域デリーションシ
リーズ導入植物の遠心過重力環境下での
GFPシグナルを比較した。遠心過重力環境下
では、胚軸の成長が抑制されることが分かっ
ており、MAP65-1の発現が著しく低下すると
予測していた。しかしながら、実際に GFPシ
グナルを観察すると、遠心過重力処理により
GFP 強度が低下する傾向は見られるものの、
個体ごとのばらつきが大きく ImageJ などで
定量した GFP 強度には有意な差が見られな
かった。また、デリーションシリーズの比較
では、通常環境下（1 g 環境下）においた胚
軸と同様に、PT0～PT2で強い GFPシグナル
が見られた。 
 
(4) AGP4 可視化植物とデリーションシリー
ズの作出 

AGP4 可視化植物はすでに作成していたた

め、本研究では、MAP65-1同様に、AGP4の
5’領域を段階的に削ったデリーションシリー
ズを作成してシロイヌナズナに導入した。
AGP4 はもともと根の伸長領域や茎頂分裂組
織での発現が強く、これらの領域を重点的に
観察した。 
根の伸長領域では、デリーションシリーズ
のうち、5’側領域が 0.7 kb以上残る PT0～PT4
で強い GFP シグナルが観察された（図５）。
このことから、根の伸長領域の発現には、-0.7
～-0.3 kb領域が重要と考えられる。MAP65-1
可視化植物と同様に遠心過重力環境下にお
ける GFPシグナルの変化を観察したが、根の
伸長自体が変化せず、GFPシグナルの変化を
観察できなかった。また、茎頂分裂組織での
GFPシグナルも観察したが、観察の邪魔にな
る花や蕾を切除する操作に時間がかかり、遠
心過重力処理後に速やかに分裂組織を観察
できなかった。このため、安定的な結果が得
られなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５．AGP4 遺伝子の 5’側領域デリーション
シリーズの観察。PT0～PT4 では強い蛍光シ
グナルが見られた。 
 
本研究では、当初目的とした重力の大きさ
に応答する 5’側発現調節領域の特定には至
らなかったが、少なくともMAP65-1に関して
は発現と成長との間の相関を確認できた。ま
た、MAP65-1と AGP4の 5’側領域のデリーシ
ョンシリーズは作成できたので、今後、安定
した遠心過重力環境の作出やより効率的な
観察方法の確立により、発現調節領域の絞り
込みを行いたい。 
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