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論 文 内 容 要 旨

はじめに

高等植物 の根 は,物 理 的に植物体 を支 えるだけでな く養水分吸収 とい う生

存 に不可欠な生理 的責務 を負ってい る.そ のため,根 が持つ能力を研究す る

ことは植物 の生存戦略 を知 る上で生物学 的に興味深い だけでな く,そ の研 究

成果 をもとに,根 が より効率的に養水分を吸収できる環境を整備することは,

作物学的に重要である.

根 は土中 を伸 長す る際,様 々な環境要因に応答 して進むべ き方向 を決定 す

る.植 物が受 ける刺激 と応答の方向が決 まってい る運動 を屈性 と呼 んでいる

が,根 は地球上 では常 に重力屈性の影響 を受 けながら伸長するため に,根 に

おける重力屈 性以外の屈性運動 を単独で証明するのは非常 に困難で ある。 と

ころが,最 近,根 が重力屈性 を欠損 したエ ン ドウの突然変異種 を用 いて,根

が水分の多い方向に伸長す る水分屈性が科学 的に証明 された.こ のエン ドウ

の突然変異種 は,根 が重力反応 を示 さないために水分屈性 の現象 を観察 す る

のに適 してい る.し か し,水 分屈性発現機構 に関する研究は少 な く,水 分屈

性の仕組 みに関す る基礎的知見 を得 るこ とは,植 物の姿勢制御 の機 構を究明

し,ま たそれを制御する上で重要である.

そこで本研究では,こ のエ ンドウの突然変異種(ageα7qpπη1)を用いて,水 分

屈性発現機構 を解明するための解析 を行い,以 下の知見を得た.

第1章 根の水分屈性実験系の確立

研 究 に 必 要 な 水 分 屈 性 誘 導 シ ス テ ム の 開 発 を 試 み,水 分 勾 配 感 受 に

必 要 な 水 ポ テ ン シ ャル 差 を 明 ら か に した.

根 の水 分屈 性 が水 ポテ ンシ ャル勾 配 に よる もの か否 か を検討 す る ため に,

ソル ビ トール を含 ませた1㎜3の 大 きさの寒天片 を根冠 あるい は伸長 帯 の片

側 に付着 させ,そ の反対側 にソル ビ トー ル を含 まない寒天 片 を付着 させ る こ

とに よ り,根 端 の 両側 に水 ポテ ンシ ャル 差 を人為 的 に設定 した.そ の結 果,

α54.5認a㎜'1の 水 ポテ ンシ ャル差 の存 在下 で,根 は ソル ビ トール 寒天片 と

は反 対側 に屈 曲 し,根 の水 分屈 性 が,根 冠 にお け る水 勾配 の感 受 を介 して発

現す る もので あ る こ とが初 めて示 された(Fig.1).こ の屈 曲の経 時的変 化 を観

察 した結 果,ソ ル ビ トール寒天 片処 理 に よる屈 曲 は,処 理 後4時 間 目 くらい

か ら認 め られ,そ の後2-3時 間ご とに屈 曲の増減 を繰 り返す一 定の リズ ム を

持 った運動 で あ る ことが 明 らか にな った(Fig.2).ま た,ソ ル ビ トール を含 ん

だ寒 天片 を根 の伸 長帯 に与 えた場合,屈 曲は認 め られ なか った こ とか ら,根

冠が水分勾 配 を感受す る ことが直接 的に証 明 された(Fig.1).

重 力 屈 性 と水 分 屈 性 との 関 係 を検 討 した.

同 じエ ン ドウにおいて も,正 常な重力感受性 のア ラスカエ ン ドウの根 は,
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重力 屈性 を示 し,見 か け上水分 屈性 を発 現 しに くい.こ れ は,地 上 では重 力

の影 響 が 強 く,根 の水 分屈 性 が重力 屈性 によってマス クされて い る こと を示

唆 してい る.そ こで,重 力 反応 を正 常 に示す 植物 の根 にお いて も水 分屈 性 を

発 現 す る こ とを検 証す るた めに,ク リノ ス タ ッ ト上で ア ラスカエ ン ドウ の根

が受 ける重力 方向 を撹乱 させ,水 分屈性の発現 を解析 した.

そ の結果,正 常 に重力屈 性 を示 す ア ラス カエ ン ドウの根 は,ク リノス タ ッ

トを用 い て重 力屈 性 を打 ち消す と,ソ ル ビ トール寒 天片処 理 に よっ て顕 著 な

水分 屈 性 を示 す よ うに なる こ とが明 らか にな り,地 球 上 で は見 かけ上水 分屈

性 を示 さない植物 も,水 分屈 性 能力 を持 つ ことが 明 らかにな った(Fig。3).こ

れ に よっ て,微 小 重力 の宇 宙環 境下 にお ける水 分屈性 実験 系 の確 立 に道 を開

い た.

第2章 根の水分屈性制御要因の解析

屈 性 に 関 与 す る と 考 え ら れ る カ ル シ ウ ム の水 分 屈 性 に お け る 作 用

を検 討 した.

根 冠 の片 側 に カル シウ ムを濃度 別 に処 理 した場 合,根 はカル シ ウ ム寒 天 片

と反 対側 に屈 曲 し,そ の屈 曲は カル シウ ム濃 度が 高 くなるの に伴 っ て増 大 し

た.ま た カル シウ ムに よる屈 曲 の開始 は,ソ ルビ トール処 理 に よっ て水 ポ テ

ンシ ャル差 が生 じる こ とに よっ てお こる屈 曲(水 分屈性)よ り約3時 間速 い こ

とが 明 らかに な っ た.ま た,根 にお ける カル シウ ムの屈 曲誘導 に対 す る水 ス

トレス の影響 を調 べた結 果,こ のカルシ ウム によ る根 の屈 曲は,浸 透 ポ テ ン

シ ャル に換算 して0.05MPaと い うご くわずかな水 ス トレスが加 わった と き,

最大 に促 進 される ことが 明 らか になった 。 さ らに,カ ルシ ウム キ レ ー ト剤 の

EGTA,3種 類 のカルシウムの イオ ンチ ャンネル ブロッカーお よびイオ ノフ ォ

アの影 響 を検討 した.そ の結 果,水 分屈性 は,EGTAの 前処 理 に よっ て 阻害

され,EGTAを カ ルシ ウムで置 き換 える こと によっ て回復 した(Fig.4).ま た

カルシ ウムの イオ ンチ ャンネル ブ ロ ッカ ーの1つ であ る塩化 ラ ンタ ンに よっ

て水 分屈性 は阻害 され,イ オ ノフォアの処理 によって促進 された.

これ らの結 果 か ら,水 分屈 性発 現 に は カル シウ ムが 不可 欠 であ り,カ ル シ

ウム イ オ ンの細 胞 膜 を介 した細 胞 内流入 が重 要 で ある ことが明 らか にな った 。

また,水 ス トレス が カル シ ウム に よる屈 曲を促進 す る のは,そ れが カル シ ウ

ムの細 胞 内へ の流 入 を促 進す るためである と考 えられた.

屈 性 に 関 与 す る と 考 え ら れ る オ ー キ シ ン の 水 分 屈 性 に お け る 作 用

を検 討 した.

ラジオ ア イソ トー プで ラベ ル したIAAの 組織 内 にお ける追跡調査 か ら,水

分屈 性 を発現 して いる根 で はオ ーキ シ ンが組 織内 にお いて偏差 的 に分布 して

い る こ とが 明 らかに なる と同 時 に(Fig.5A),オ ーキ シ ンがそ の制御 に 関与 し

てい る と考 え られる細胞壁 の表層微小管 の配向が変化 してい るこ とが 明 らか
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になった(Fig.5B).ま た,オ ーキシンに応答 して発現が上昇す るIAA4/5遺 伝

子 の蓄積 が水 分屈 性 に よる根 の屈 曲に伴 って変動 す る ことが 明 らか にな っ た

(Fig.5C)。 この こ とか ら,水 分屈 性 の発現 時 に見 られる細胞 の偏 差生 長 にオ
ーキ シ ンが 関与 してい る可能性 が示唆 された.

第3章 根の水分屈性における偏差生長機構

水 分 屈 性 発 現 時 に お け る偏 差 生 長 を解 析 し,そ こ に 働 く細 胞 壁 中 の

酵 素 を 遺 伝 子,タ ンパ ク レベ ル で 解 析 した.

水 分 屈性 にお い て,実 際 に偏差 生長 が起 こ る根 の伸 長帯 を走 査 型 電子 顕 微

鏡 で観 察 し,同 時 にパ ラフ ィン切片 を作 成 して光 学顕 微鏡 下 で観察 した。 そ

の結 果,根 の伸長 帯 にお い て,浸 透 圧が 高 い寒天 片 を付 け た側 で,皮 層 細 胞

の伸 長 が平均260%大 きい ことが明 らかにな り,根 の水 分屈性 にお ける屈 曲は

細 胞 の偏差 的 な伸長生長 によって起 こる ことが確認 された.

そ こで,細 胞 の伸 長 に直接 的 に関わ る細 胞壁酵 素で ある と考 え られるエ ン

ド型 キ シ ロ グル カ ン転 移酵 素(EXGT)の 遺伝 子発 現 と水 分 屈 性 の関係 を解 析

した.ま ず,エ ン ド型キシログルカ ン転移酵 素遺伝子 と相 同性が 高い部分 を

ageo如 ραmエ ン ドウか らRT-PCR法 によって単離 し,そ の全 長 を決定 した.

この クロ ー ンをP3-E¥GT1と 命 名 し,各 組織 で の発現 レベル,ま た伸長生 長

との関係 をノーザ ン法 で解析 した ところ,P5-EXG77は 組織 の伸 長が盛 んな部

位 で多 く蓄積 して いる ことが明 らか とな り,細 胞 伸 長 に働 く酵 素 を コー ドし

てい る可 能性 が極 め て高 い こ とが示唆 され た(Fig.6A).ま た,根 の水 分屈 性

の発 現 との関係 を検 討 した ところ,水 分屈 性 による根 の屈 曲に伴 い,根 が 受

け る水 分勾配 によってmRNAの 蓄積 量が根 の組織 中で偏差的 に変動 す るこ と

が 明 らか になった(Fig.6B).ま た,こ の と き,mRNA蓄 積 量 に伴 ってEXGT

タンパ クが特 に表 皮細 胞 で多 く発現 して いる ことが明 らか にな り,そ の結 果

は 並5加 ハ イ ブリダイゼ ーシ ョン解析 に よって も確 認 す るこ とが で きた(Fig.

6C,D).

ま とめ

本研 究 で 明 らかに なっ た成 果 を もとに,水 分屈 性発 現機 構 の モ デ ルを構 築 』

し,そ れ をFig.7に 示 した.

す なわち,水 分勾 配(Watergradient)を 感受 した根 は,乾 燥(Dry)を 避 け,

水 分 の多 い(Wet)方 向 に屈 曲 し,正 の水分屈 性 を示す.こ の屈 曲は水 分勾配が

与 え られてか ら3-4時 間が経過 してか ら認め られ るようにな り,6-8時 間後 に

屈 曲角度 の最 初 の ピー クを迎 える.そ の後,こ の屈 曲は一 定 の リズ ムを持 っ

て運 動 し,最 終 的 に水 分の多 い方 向に伸 長す る.水 分勾配が与 え られてか ら,

最初 の6時 間の間 に少 な くとも以下 のA・Gの ステ ップが起 こる もの と考 え ら

れ る.A:根 は先端1-2㎜ の根冠(Ro。tcap)に おいて外界 の水 分勾 配 を感受

一55一



■'

曾
個葭
叫
四
〉
』
鱈
』
り
哨盈
』

A鱒

0

0 1 2

贈 導
48(h)

34 8(h)

⇔顎
部
昏
薯

臼

ラh(

`

∩
0

セひ

4

鋤

3

"

2

●喚

1

●

o

B

0 1 2 34 8(b)

Fig.613Atime-coursestudyofthedifferentialexpressionofPs--XGTIinhydrotrapically

respondingageotropumroots.Rootswerehydrotropicallystimuhted.ForRNAextraction,8-

mmportionsoftheapicalrootswerelongitudinallyhalvedfor40roots(40halvesweighed

morethan400mg).ChangesinPs--XGTIaccumulationonthesideofthehigherwater

potential(A)andthoseonthesideofthelowerwaterpotential(B).Theupperinsetof

No回hembb簡ngsheetshowslhePs・ θ 俗 τプaccumula哲oninlheroothalveso臼hehigher

waterpotentialsideandthoseofthelowerwaterpotentialside.

.〆 じ
d.

'

/
・4

♂■..

ノ

.
r

r
8
.'

ノ

'

'「

/
r

■

～
!

/
'

!

_1mm
100ｵM

Fig.6CTheexpressionoftheEXGTinhydrotropicallyrwpondingageoiropumrootsstained

舳an翻 一臥GTan顎body.Roo穐werehydr卿lc創lys伽laおdfor6h.Eゆt一 ㎜po面 ㎝sof

也eapic創roo給werel㎝gi旬dinallysec廿 ㎝ed.

・ 蟻1鮮'・

㌔、終 ダ 『

ぜ?,・サハヨ

き ∴`㌣ ・'・..ヌ

?`通

薗...、 麟
・ ジ

,迂1夢
AntisenseRNAprobe

瀞

鋤
1(万τM

　 1伸..`'　 '.=

.・擁 三'卸
.二憾 ・..・・.一..

.々.

、.㌶ ・

ご/爆 ミ・言1{.唖・　　
一一.___　 孟.こ.一...孝ooβ 膜

SenseRNAprobe

F㎏.6DDetailed加s伽hyb繭za麺onpanemofρs-EXGτ プinhydrσlr◎picallyresponding

ageotropumroots.Rootswerehydrotropicallysimulatedandobserved3haftertheapplication

ofwaterpotentialgradient.Theexpressionwasmuchstrongeronthesideofthelowerwater

poten価althanon電hehigherwaterpoten廿al.Senseprobeswerehyb而(酒zedasback-ground

conセd.

一56一



す る.こ の場 合,α ∬ ρa㎜'1以 下の水 ポテ ンシ ヤル差 で屈 曲 を開始す る.B:

水 分勾 配 を感 受 した根冠細 胞 内 に細 胞外 か らのカル シ ウム イオ ンが 流 入 す る.

この流 入 は電位 に非依存 的なチ ャンネル を介す る.C:根 冠 で水 分勾 配 を感 受

した後,伸 長 帯(Elongationzone)を 含 む領 域 でオー キ シ ン(Auxin)の 不 均

等分 布 が 生 じる.こ の場合,オ ーキ シン は水 分 ポ テ ンシ ャルが高 い 側 に多 く

集積 す る.D:根 の伸長帯 におい て,水 ポテ ンシ ャルが高 い側 の細胞 の表層 微

小管(MT)の 配 向が変化 す る.E:屈 曲 の開始 に先 立 っ て,水 ポテ ン シャル が

低 い 側 の伸 長 帯 にお いて,偏 差 的に細胞 壁 の伸展 性 に関与 す るエ ン ド型 キ シ

ログル カ ン転 移酵 素(EXGT)遺 伝子 の転 写が一 時的 に上 昇す る.F:根 冠 が水

分勾 配 を感受 して,EXGT遺 伝 子 は少 な くとも4時 間以内 に翻訳 され,そ の

タンパ クが機能 する.G=EXGTタ ンパ クの偏差 的 な局在 が,細 胞 の偏 差生 長

を誘導 して水 分屈性が発現す る.

C:Auxinredistribution

Rootcap

A:Sensingofa

Watergradient

†
B:Calciumioninflux ゆ

Wet¥/ｮry
sva

Watergradient

Elongationnone

ｮ:MTrearrangement

E:Differentialexpression
ofEXGT _gene

F:ｮifferentialexpression
ofEXGTprotein

G:Differentiaigrowth(bending)

Fig.7Ahypothesisforthemechanismofhydrotropisminseedlingroots.

以上 の結 果 か ら,水 分屈性 は根 冠 に よ る水 ポテ ンシ ャル 勾配 の感 受 に よっ

て生 じ,そ れ によって生起 す る生体 情報 が実 際 の屈 曲部位 であ る伸 長帯 に伝

達 され て,EXGTに よる細胞壁 の再 構築 お よび細 胞壁 の表層 微小 管 の配 向 変

化 を伴 った偏 差 生長 を誘起 し,そ の場合 の根 冠 で の刺 激感 受あ るい はシ グ ナ

ル伝 達機 構 に カル シウムお よび オー キシ ンが重 要 な役 割 を演 じてい る こ とが

明 らか にな っ た.ま た,水 分 屈性 の発現 に必 要 な水 ポ テ ンシ ャル勾 配 は0.5

鯉a㎜ 一1以下 であることが明 らかにな り,こ れは地 中環境 あ るいは地 表 で も

十分 に存 在 し得 る水 ポテ ンシ ャル勾 配で あ る こ とか ら,根 の水 分屈 性 は 自然

界 で水 ス トレス回避 のために機能 している もの と考 え られた.
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論 文 審 査 結 果 要 旨

根の水分屈性は,植 物が乾燥ス トレスを回避するために機能すると考えられている。 しかし,根 の伸

長方向は重力屈性によって干渉され,根 の水分屈性を研究するための実験系が確立されていなかったこ

ともあ り,そ の発現機構についてはほとんど明らかにされていない。本研究は,エ ン ドウの重力屈性突

然変異体を用いて根の水分屈性実験系を確立するとともに,水 分屈性発現機構におけるカルシウムイオ

ンとオーキシンの役割を明らかにし,さ らに,そ の偏差成長を制御する細胞壁酵素遺伝子 をクローニン

グして,そ の遺伝子発現 と水分屈性の関係を明 らかにした ものである。

まず第一に,根 の水分屈性発現のための水ポテンシャル勾配を検討し,根 冠における0。5-1。5MPamm.1の

水ポテンシャル勾配が正の水分屈性を誘発すること,ま た,根 冠に水分勾配センサーの存在することを

見いだした。さらに,突 然変異体,正 常種,ク リノスタットを用いた解析から,地 球上では,根 の伸長

方向が水分屈性と重力屈性の相互作用の結果として決定 されることを示 した。

第二に,根 の水分屈性における生理的要因について検討 した結果,カ ルシウムイオンとオーキシンの

動態が水分屈性の発現に重要な役割 を果たしていることが明らかになった。カルシウム,.カ ルシウムキ

レー ト剤,カ ルシウムチャンネル阻害剤,カ ルシウムイオノファなどを用いた解析か ら,水 分屈性の発

現には根冠における細胞外カルシウムが不可欠であり,水 分勾配が制御するカルシウムチャンネルの開

閉によって生ずる偏差的なカルシウムイオンの細胞内流入が関与することを示 した。さらに,ト レーサー

実験,オ ーキシン制御遺伝子(、PS-1AA415)の 発現解析,細 胞壁の表層微小管の配向の観察から,水 分

屈性を発現 している根ではオーキシンが偏差的に分布 し,高 水分側に比較 して低水分側でオーキシン濃

度の減少が生 じて,偏 差成長が誘導 されることを明 らかにした。

第三に,水 分屈性における偏差成長:の仕組みを明らかにするために,細 胞壁酵素であるエ ンド型キシ

ログルカン転移酵素遺伝子を単離 し(PS一 ㎜171と 命名 した),そ の構造解析を行 うとともに,PS-

EXσ7マ1の 発現 と水分屈性の関係 を解析 した。その結果,PS-E熈 丁1が 根の伸長成長に深 く関与 し,

水分屈性の発現 と関連 して,そ のmRNAの 蓄積量が偏差的に変動することが明らかになった。

以上のように,本 研究は根における水分屈性実験系 を確立 し,そ の発現にかかわる要因を解明 し,は

じめて根の水分屈性の発現機構のモデルを提唱した。また,根 の成長 を制御する細胞壁酵素遺伝子の単

離に成功 したことの意義 も大 きい。これらの成果によって,根 の成長制御 と環境応答のメカニズムに関

する今後の研究の発展が大いに期待できるだけでなく,半 乾燥地などの特殊環境下での作物栽培のため

の根の成長制御 に結びつ く研究への応用が可能になった。 したがって,審 査員一同は,本 論文の著者に

対 して,博 士(農 学)の 学位を授与するに値するもの と判定 した。
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