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研究成果の概要（和文）：植物の重力感受機構において、LAZY1タンパク質は重要な役割を果たしていると予想
されているが、分子機能は未解明である。本研究では、オオムギの地上部の重力屈性異常serpentina変異体の
HvLAZY1遺伝子に新規のミスセンス変異を見出した。そして、野生型のオオムギとserpentina変異体との78個体
のF2集団を用いた連鎖解析の結果、見出したミスセンス変異が、重力屈性の欠損と連鎖した。従って、本ミスセ
ンス変異がserpentina変異体の変異原因遺伝子である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：It has been believed that LAZY1 proteins play an important role on sense of 
gravity in plants. However, the molecular functions of LAZY1 proteins have not been revealed. In 
barley, agravitropic serpentina mutant were isolated by screening 600,000 M3 plants mutagenized by 
gamma ray. In this study, a missense mutation in HvLAZY1 gene was found in serpentina mutant. 
Furthermore, the linkage analysis using by 78 F2 plants that were crossed between WT 
(Chikurin-ibaraki No. 1) and serpentina mutant indicated that the missense mutation cosegregated 
with agravitropisc phenotype, suggesting a possibility that the missense mutation caused serpentina 
mutation.

研究分野： 植物生理学

キーワード： 重力感受　植物　LAZY1

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
植物の重力感受機構におけるLAZY1タンパク質の分子機能については、未解明の重要な研究課題となっている。
LAZY1遺伝子の欠損が重力屈性の異常を引き起こすことが、イネ、シロイヌナズナ、トウモロコシ、タルウマゴ
ヤシで示されているが、いずれも遺伝子欠損変異、T-DNA/transposon挿入変異、フレームシフト変異であり、遺
伝子産物の機能に重要なアミノ酸配列に関する知見は得られていない。従って、本研究により見出したオオムギ
のHvLAZY1遺伝子のミスセンス変異はLAZY1タンパク質の分子的特性を明らかにするための知見になると期待され
る。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
生物の重力刺激に対する応答機構の理解は、国際宇宙ステーション (ISS) などの微小重力条件
下でヒトを含めた生物が活動する上で有用である。植物は、細胞内小器官のプラスチドの一種
であるアミロプラストが沈降することにより、重力の向きを感受する仕組みを適応・進化させ
た。この重力を感受する仕組みは動物などの他の生物種には見られない特殊な仕組みであり、
植物の重力感受機構を明らかにすることにより、生物の重力感受機構の基本原理と植物の重力
感受機構の特殊性を理解することが可能となる。しかしながら、植物の重力刺激を重力シグナ
ルに変換する分子 (重力感受分子) は同定されていない。したがって、植物の重力感受細胞内
で、細胞内小器官であるアミロプラストの沈降を感受する分子機構は未解明の研究課題として
残されている。そこで、本研究では、植物の重力感受に関する新規の知見を得ることを目的と
して研究を行った。 
 
２．研究の目的 
植物の重力感受機構は、シロイヌナズナを用いた解析により、アミロプラストの沈降と DnaJ
様タンパク質である ARG1から構成されていると考えられている。重力感受におけるアミロプ
ラストの沈降の役割は、デンプン合成の欠損によりアミロプラストが正常に沈降しない pgm突
然変異体を用いて検討されてきた。しかし、これらの突然変異体で欠損している遺伝子産物は
重力刺激を生体内のシグナルに変換する機能を持たないと考えられるため、未同定の重力感受
分子の存在が予想される。そこで、本研究では、遺伝学的手法を用いて新規の重力感受を担い
うる分子の同定を試みている。当初、arg1 pgm二重突然変異体中で機能している重力応答性の
低下を指標に単離した enhancer of arg1 pgm (enap) 突然変異体に注目し解析を行ってきた。しか
しながら、マッピング用系統の arg1 pgmのアリル突然変異体の rhg stf1二重突然変異体の重力
屈性の低下が得られた突然変異体よりも大きく、スクリーニング法の再検討を余儀なくされた。
一方、近年、新規の重力屈性異常突然変異体としてイネの地上部の重力屈性が異常な lazy1 突
然変異体、タルウマゴヤシの根の重力屈性が異常な negative gravitropic response of roots (ngr) 突
然変異体の突然変異原因遺伝子が同定された。LAZY1、NGRは類似したドメイン構造を含み、
重力感受に機能する可能性が予想されているが、分子機能は未解明である。そこで本研究では、
イネの lazy1 突然変異体に形質が類似しているオオムギの地上部の重力屈性が異常となる
serpentina突然変異体がオオムギの LAZY1遺伝子での変異によって引き起こされるかを検討し
た。 
 
３．研究の方法 
【供試材料と生育条件】 
	 実験にはオオムギ 竹林茨城 1号および serpentina突然変異体の種子を用いた。ピンセットを
用いて両系統の種子の種皮を除去した後に、25˚C 暗所で 20 時間、催芽させ、それぞれの実験
に供試した。 
 
【DNAの構造解析】 
	 DNAの抽出には Agencourt ChloroPure (BECKMAN COULTER) キットを用いた。2 mL容量の
チューブに採種した葉を入れ-80℃で一晩凍結した後、直径 7 mmと直径 4 mmのジルコニアビ
ーズ (YTZ®ボール: 株式会社ニッカト) と 150 µLの Lysis buffer、RNase (10 mg/µL) 1.7 µLを加
え、サンプル破砕機 (Tissue Lyser, Qiagen) にて 20 frequency/secで 2分間破砕した。振幅の小さ
い側で破砕した試料を確実に破砕するため、内側の試料の位置を外側になるように試料を設置
する位置を変え、さらに 1分間破砕した。破砕後、サンプルの入った 2 mLチューブを 14,000 rpm、
20˚Cで 20分間遠心した。サンプルを遠心した後、200 µL容量の 8連チューブに上清を 75 µL
移し、78 µLの Bind buffer mix (Bind buffer 3 µL、2-propanol 75 µL) を加えた。ピペッティング
により混和し、室温で 4分インキュベーションし、核酸を磁気ビーズに結合させた。その後、8
連チューブを磁気プレートに移し、2〜4分放置して核酸が結合した磁気ビーズを溶液から分離
させ、液体を捨てた。Wash bufferを 150 µL加え、ピペッティングにより混和して室温で 1分
インキュベーションした。そして、8連チューブを磁気プレートに移し、2〜4分放置して核酸
が結合した磁気ビーズを溶液から分離させ、液体を捨てた。次に、8 連チューブを磁気プレー

 
 
 
図 1. オオムギの重力屈性異常
serpentina変異体 
 
野生型 (竹林茨城 1号、写真奥) の
オオムギの茎は負の重力屈性を発
現し、垂直に生育しているのに対
し、serpentina 変異体の茎は、倒伏
し、横伏成長する (写真手前)。 



トから移し 70%エタノールを 150 µL 加え混和した後、磁気プレート上で磁気ビーズを分離し
て液体を捨てた。エタノールによる洗浄のステップを 2回繰り返した後、1時間風乾させて 50 µL
の TEを加え再度懸濁した。室温で 4分インキュベートし核酸を磁気ビーズから分離させた後、
チューブを磁気プレートに移し、磁気ビーズを溶液から分離した。そして、核酸を含む溶液を
新しいチューブに移した。DNAの濃度を、Nano drop (Thermo Fisher) を用いて測定した後、-20℃
で DNA溶液を保存した。 
	 各 PCRにつき、鋳型 DNA2 µL、滅菌水 9 µL、5 µMプライマー (Forward、Reverse) 0.6 µL、
2.5 mM dNTP 1.2 µL、10× Taq buffer 1.5 µL、ExTaq DNA polymerase 0.15 µLを混和し、94˚C (1
分) で熱変性した後、94˚C (30秒)、55˚C (30秒)、72˚C (1分 30秒) を 40サイクル行い、72˚C (5
分) で反応させた。そして、PCR産物を 1%アガロースゲル〔0.5×TAE Buffer、0.005%エチジウ
ムブロマイド〕を用い、0.5×TAE Buffer 中で 100V、30 分泳動し、分離した。電気泳動後、ト
ランスイルミネーターを用いて PCR産物を検出した。 
	 PCR産物の精製には GFX PCR Purification Kit (Illusta) を用いた。100 µLの PCR産物に、500 
µLの Capture buffer type 3を加え、溶液を混和した後遠心し、溶液を 2 mLのコレクションチュ
ーブ中の GFX MicroSpin column に添加して、14,000 rpmで 1分間遠心した。ろ液を捨て、500 µL
のWash Buffer type1を加え、14,000 rpmで 1分間遠心した。GFX MicroSpin columnを新しい 1.5 
mLマイクロチューブに移し、50 µLの Elution Buffer type 6 をメンブレンに添加して、室温で 1
分間インキュベーションした。その後、14,000 rpmで 1分間遠心し、DNAを溶出した。 
	 シークエンシング反応には GenomicLab DTCS Quick Start Kit (BECKMAN) を用いた。まず、
精製した PCR産物とプライマーとを混合し、シークエンシング反応を行い、その後反応液をエ
タノール沈殿した。40 µLの Sample Loading Solutionを加えて、サンプルを再び懸濁し、サンプ
ルプレートに移し、ライトミネラルオイルを１滴ずつ加え、GenomeLabTM GeXP (BECKMAN 
COULTER) を用いて泳動を行い、塩基配列を解析した。 
 
【地上部の重力屈性実験系】 
種皮を取り除いたオオムギの種子を 5%次亜塩素酸ナトリウム水溶液に浸漬して表面殺菌し、
滅菌水で 3回洗浄した後、吸水させた濾紙を敷いたシャーレに播種した。このシャーレを暗箱
に入れ、25˚Cで 20時間催芽した。催芽した種子を 3×4×5 cmにカットしたロックウールに植え
付け、25˚C明条件で 72時間育成させて 92時間齢の芽生えを実験に用いた。92時間齢の芽生え
をロックウールごと 90˚横倒し、重力刺激を与え、25˚C 明条件で育成した。7 日間後にデジタ
ルカメラで芽生えを撮影し、得られた画像と画像解析ソフト ImageJ（http:// rsb.info.nih.gov/ij）
を用いて屈曲角度を測定した。得られたデータを、Microsoft Excel software（Microsoft Japan Co. 
Ltd.）を用いてカイ二乗検定を行い、単一劣勢変異の理論値との適合度を比較して変異原因遺
伝子数を検討した。 
 

４．研究成果 
	 イネ、シロイヌナズナ、オオムギ、ト
ウモロコシの LAZY1遺伝子ファミリー
の分子系統解析を行った結果、イネ
LAZY1遺伝子 (Os09t0529300)、トウモ
ロコシ LAZY1遺伝子 
(Zm00001d049174) に加えてオオムギの
遺伝子 (MLOC_67623) が一つのクレー
ドを形成し、MLOC_67623がオオムギに
おける LAZY1オーソログ遺伝子である
と考えられた (図 2)。そこで、
MLOC_67623をオオムギにおける
LAZY1オーソログ遺伝子 (HvLAZY1) 
として塩基配列を解析した。その結果、 

 
 
図 2. オオムギ (Hordeum vulgare)、イネ 
(Oryza sativa)、トウモロコシ (Zea 
mays)、シロイヌナズナ (Arabidopsis 
thaliana) のLAZY1ファミリー遺伝子群
の分子系統解析の結果。ClustalW を用
いてアミノ酸配列のアライメント作成
を作成し、Neighbor-jointing法によりブ
ートストラップを 100反復し、分子系
統樹を作成した。また、アウトグルー
プとしてヒメツリガネゴケの遺伝子の
gi168031418を用いた。 



図 3．野生型 (竹林茨
城 1号) と serpentina
変異体の F2集団での
重力屈性異常と
HvLAZY1遺伝子で
のミスセンス変異の
連鎖解析。表現型の
「＋」は正常な重力
屈性 (野生型) を、
「－」は重力屈性の
欠損 (serpentina型) 
を示した。遺伝子型

の「＋」は野生型 (竹林茨城 1号) を、「－」は変異型 (serpentina型) を示した。本図では 78
個体のうち 20個体の F2個体での解析結果を示した。 
 
serpentina突然変異体の Open reading frame (ORF) 内に 3ヶ所の塩基置換が認められ、2ヶ所は
同義置換、1ヶ所は非同義置換 (ミスセンス変異) であった。 
	 本ミスセンス変異が serpentina 変異体における重力応答能力欠損の原因かを検討するため、
serpentina変異体の表現型と HvLAZY1遺伝子のミスセンス変異との連鎖を解析した。まず、野
生型と serpentina 変異体の交配後代 F2世代の 78 個体の芽生えを用いて横倒し処理実験を行い、
重力屈性異常形質の遺伝様式を解析した。その結果、F2個体での表現型の比 (野生型:変異型) は
59:19となった。表現型の比を 3:1とした場合のカイ二乗検定の結果、χ2=0.067 (P>0.05) となり、
serpentina突然変異が 1遺伝子の変異によることが確認された。そして、ミスセンス変異を識別
できる CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) マーカーを用いて各 F2個体の遺伝子型
を判別し、形質と遺伝子型の連鎖を解析した。その結果、78個体の F2個体で変異型形質とミス
センス変異の連鎖が認められた (図 3)。この結果から HvLAZY1のミスセンス変異が serpentina 
変異体の重力応答異常表現型の原因である可能性が示された。今後、シロイヌナズナの lzy1 lzy2 
lzy3 三重変異体の重力屈性の回復を指標に、見出した HvLAZY1 のミスセンス変異が LAZY1
タンパク質の機能に与える影響を解析することにより、LAZY1タンパク質の分子的特性が明ら
かになると期待される 
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