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simulated microgravity conditions on a three-dimensional clinostat
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Abstract: Plant shoots grow to the direction away from the gravity vector under 1 g conditions on
earth. On the other hand, both true microgravity conditions in space (STS-95 space experiment)
and simulated ones using a three-dimensional (3D) clinostat induced automorphosis together with
significant inhibition of auxin polar transport in epicotyls of etiolated pea (Pisum sativum L. cv.
Alaska) seedlings. In epicotyls of 2.5-d old etiolated pea seedlings, whose embryo axes in seeds
were set in a horizontal position opposite to the direction of gravity, increased expression of an
auxin-inducible gene, Ps/AA4/5, was observed in the elongated side of epicotyls grown in a
horizontal or an inclined (inclinational) position. Activities of auxin polar transport and gene
expression of PsPINI encoding a facilitator protein of auxin polar transport were respectively
asymmetrical in proximal and distal side of epicotyls, it being much higher in proximal side than
in distal one. Auxin polar transport in the proximal side of epicotyls grown in an inclined
(inclinational) position was significantly lower than in those grown in a horizontal position as well.
Simulated microgravity conditions on a 3D clinostat were substantially changed the activities of
auxin polar transport in proximal and distal side of epicotyls observed under 1 g conditions. These
results strongly support the idea that gravistimulation induces changeable auxin polar transport
and one-way lateral auxin distribution in epicotyls in early growth stage of etiolated pea seedlings.
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宇宙環境下における植物の成長、発達とオーキシン極性移動（I）：特に


3次元クリノスタットにより作出された擬似微小重力環境を用いた解析
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Abstract: Plant shoots grow to the direction away from the gravity vector under 1 g conditions on earth. On the other hand, both true microgravity conditions in space (STS-95 space experiment) and simulated ones using a three-dimensional (3D) clinostat induced automorphosis together with significant inhibition of auxin polar transport in epicotyls of etiolated pea (Pisum sativum L. cv. Alaska) seedlings. In epicotyls of 2.5-d old etiolated pea seedlings, whose embryo axes in seeds were set in a horizontal position opposite to the direction of gravity, increased expression of an auxin-inducible gene, PsIAA4/5, was observed in the elongated side of epicotyls grown in a horizontal or an inclined (inclinational) position. Activities of auxin polar transport and gene expression of PsPIN1 encoding a facilitator protein of auxin polar transport were respectively asymmetrical in proximal and distal side of epicotyls, it being much higher in proximal side than in distal one. Auxin polar transport in the proximal side of epicotyls grown in an inclined (inclinational) position was significantly lower than in those grown in a horizontal position as well. Simulated microgravity conditions on a 3D clinostat were substantially changed the activities of auxin polar transport in proximal and distal side of epicotyls observed under 1 g conditions. These results strongly support the idea that gravistimulation induces changeable auxin polar transport and one-way lateral auxin distribution in epicotyls in early growth stage of etiolated pea seedlings.
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はじめに


黄化エンドウおよび黄化トウモロコシ芽生えを宇宙微小重力環境下あるいは３次元クリノスタット上の擬似微小重力環境下で発芽、生育させると、地上部の負の重力屈性反応が阻害され、芽生えは自発的形態形成を示すとともに、上胚軸および幼葉鞘におけるオーキシン極性移動が著しく影響されることが示された（Ueda et al. 1999, 2000, Shimazu et al. 2001, Miyamoto et al. 2005）。特に、黄化エンドウ芽生えにおいては上胚軸のオーキシン極性移動の低下が認められる。さらに、地上１g環境下においてオーキシン極性移動阻害剤を外生的に処理すると自発的形態形成に類似した芽生えの成長、発達が認められる。以上の事実は、オーキシン極性移動が黄化エンドウ芽生えの重力応答反応に密接に関わっていることを強く示唆している（Miyamoto et al. 2005）。また、３次元クリノスタットを用いて作出された擬似微小重力環境下における自発的形態形成様の成長、発達の経時的解析結果から、黄化エンドウ芽生えにおける自発的形態形成は、芽生えの初期成長過程における重力応答反応の阻害によるものであることが示唆された（Miyamoto et al. 2005）。


オーキシン極性移動においては、オーキシン極性移動を司ると考えられるオーキシンの細胞内への取り込みと細胞外への排出に関わる様々な分子の関与が示唆されている（Estelle 1998, Muday and Murphy 2002, Friml and Palme 2002）。Gälweilerらはシロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana）を用いた研究から、オーキシン極性移動システムにおいてオーキシンのefflux carrierとしてのAtPIN1遺伝子産物の重要性を指摘している（Gälweiler et al. 1998, Luschnig et al. 1998, Müller et al. 1998）。現在まで、シロイヌナズナゲノム中にはAtPIN1と相同性を示す遺伝子が7個存在し、比較的大きなファミリーを形成していることが知られている（Muday and Murphy 2002）。一方、AtAUX1遺伝子については、これがオーキシンのinflux carrierをコードしている可能性が示されている（Bennett et al. 1996, Marchant et al. 1999, Swarup et al. 2001）。


黄化エンドウ芽生えを対象とした著者らの先行研究において、オーキシン極性移動に関係すると考えられる新規遺伝子、PsPIN2 （Hoshino et al. 2003）およびPsAUX1（Hitotsubashi et al. 2003）が分離された。また、ほぼ時を同じくしてChawla とDeMason （2003）によってもAtPIN1遺伝子と高い相同性を示すPsPIN1が分離されている。


本研究では、STS-95宇宙実験で用いた黄化エンドウ芽生えを対象として、芽生えに与える1ｇの重力方向をさまざまに変化させるとともに、３次元クリノスタット上の擬似微小重力環境を利用して、黄化エンドウ芽生え上胚軸の負の重力屈性反応、あるいは芽生えの自発的形態形成とオーキシンの動態との関係を分子レベルの解析を導入しながら明らかにすることを目的とした。


材料および方法


植物材料には、著者らが1998年に実施したSTS-95植物宇宙実験に合わせて黄化エンドウ（Pisum sativum L. cv. Alaska）芽生えを用いた（Ueda et al. 1999）。本研究では、上胚軸の重力反応を明確に示す目的で、胚の軸方向が水平方向（horizontal）あるいは反重力斜め方向（inclined (inclinational)）となるように乾燥種子をロックウールに置床した。植物の育成、および各種化学物質の処理については、従来と同様の方法に従った（Ueda et al. 2002）。


擬似微小重力環境の作出は3次元クリノスタットにより、また、オーキシン極性移動能の測定には放射性IAAを用い、既に報告された方法に従った（Oka et al. 1995, Ueda et al. 2002）。


オーキシン極性移動関連遺伝子、およびオーキシン応答性遺伝子の発現解析は既に報告された方法（Hoshino et al. 2005）に従い、ノーザンブロット法あるいはin situハイブリダイゼーション法を用いて行った（Hoshino et al. 2006a, 2006b）。 

結果および考察


１. 1ｇ重力刺激の方向変化および3次元クリノスタット上の疑似微小重力環境と黄化エンドウ芽生えの初期成長、発達


　胚が水平方向（horizontal）あるいは反重力斜め方向（inclined (inclinational)）となるように乾燥エンドウ種子をロックウールに置床し、地上１g環境下あるいは３次元クリノスタット上の擬似微小重力環境下の暗所で48～60時間生育させた。その結果、１ｇ環境下においては、芽生え上胚軸はそれぞれ反子葉側（distal）あるいは子葉側（proximal）に屈曲し、負の重力屈性反応が認められた。擬似微小重力環境下においてはいずれの場合にも芽生え上胚軸は子葉から離れる方向に伸長し、宇宙微小重力環境下で認められる自発的形態形成様の成長、発達を示した（Fig. 1）。
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Fig. 1. Growth and development of the 1st internode of etiolated epicotyls in the early growth stage of pea seedlings grown under 1 g or simulated microgravity conditions on a 3D clinostat. 


２. 初期成長過程における黄化エンドウ芽生え上胚軸の重力応答反応とオーキシンの不均等分布


1ｇ環境下においては、黄化エンドウ芽生え上胚軸は反重力方向に屈曲し、伸長する。この様な植物の茎における屈曲現象は茎細胞の偏差的な成長量に起因し、それにはオーキシンの不均等分布が重要な役割を果たしていると考えられている。黄化エンドウ芽生えの初期成長過程における重力応答反応としての上胚軸の屈曲もオーキシンの不均等分布に依存している可能性を想定し、エンドウのオーキシン応答性遺伝子であるPsIAA4/5の発現を指標として上胚軸の内生オーキシンレベルを調べた。その結果、胚が水平方向（horizontal）あるいは反重力斜め方向（inclined (inclinational)）となるように種子を置床した場合、上胚軸はいずれも負の重力屈性を示す。この場合、上胚軸の成長が相対的に大きくなる側でオーキシンの内生レベルが高くなることが示された（Hoshino et al. 2006a, 2006b）。以上の事実は、上胚軸における内生オーキシンの不均等分布が上胚軸において偏差成長を誘導し、その重力応答反応の原因となっていることを示唆している。


３. 初期成長過程における黄化エンドウ芽生え上胚軸の重力応答反応とオーキシン極性移動およびその関連遺伝子の発現


　さまざまな重力環境の変化に伴って黄化エンドウ芽生え上胚軸が上記のような成長、発達を示す場合の上胚軸におけるオーキシン極性移動を調べた。その結果、第１節間においては反子葉側に比べて子葉側のオーキシン極性移動能が大であり、この子葉側の顕著なオーキシン極性移動は重力刺激の変化に伴ってさまざまに影響されることが示された（Fig. 2）。　
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Fig. 2. Auxin polar transport in the proximal or the distal side of the 1st internode in etiolated pea seedlings grown under 1g conditions. Embryo axes of dry seeds were set in a horizontal or an inclinational (inclined) position. “Normal” and “Inverted” indicate that [1-14C]IAA was applied to the lower and the upper sides of epicotyl segments, respectively.


 シロイヌナズナを用いた分子生物学的研究において、オーキシンが極性的に移動する過程において細胞内から細胞外へのオーキシンの排出に関わるfacilitatorタンパク質をコードしていると考えられているAtPIN1、AtPIN3遺伝子およびオーキシンの細胞外から細胞内への取り込みに関わるfacilitatorタンパク質をコードしていると考えられているAtAUX1遺伝子が分離されている。我々の先行研究において、エンドウから分離されたそれぞれに高い相同性を示すPsPIN1、PsPIN2およびPsAUX1遺伝子の発現を1ｇ環境下（horizontalおよびinclined (inclinational)）および3次元クリノスタット上の疑似微小重力環境下で比較した。その結果、種子をhorizontalに置床した場合には、PsPIN1およびPsPIN2遺伝子の発現は芽生え上胚軸の子葉側で強く、特にPsPIN1遺伝子発現の子葉側/反子葉側の比は極めて大きいものであった。PsAUX1遺伝子では子葉側、反子葉側ともほぼ同様の発現を示した。PsPIN1遺伝子の発現は芽生えにおけるオーキシン極性移動能とよく関連していることから、実際、PsPIN1遺伝子産物が細胞内から細胞外へのオーキシンの排出に重要な役割を担っていることが示唆される（Hoshino et al. 2006a, 2006b）。


一方、３次元クリノスタット上の擬似微小重力環境下で48～60時間生育させた黄化エンドウ芽生えでは、子葉側/反子葉側におけるPsPIN1およびPsPIN2遺伝子の発現は１ｇ環境下のそれと比べて低下した。また、その比の値はPsPIN1でより低かった。しかしながら、擬似微小重力環境はPsAUX1遺伝子の発現に対してはほとんど影響せず、子葉側/反子葉側の値も1ｇ環境下のそれとほぼ同様であった（Hoshino et al. 2006a, 2006b）。


上記のとおり、最近の研究からオーキシン極性移動の制御にはPINタンパク質の動態が重要であることが指摘されてきた。我々の先行研究において指摘したように、エンドウにおけるPsPINs遺伝子もシロイヌナズナと同様にファミリーを形成している可能性がある。推定アミノ酸配列に基づいた検索結果から、PsPIN1タンパク質がオーキシン排出キャリアーとされるAtPIN1と、また、PsPIN2がシロイヌナズナの根においてオーキシンの横移動に関係するとされるAtPIN3（Friml et al. 2002）と高い相同性を示すことが明らかとなった（Hoshino et al. 2005）。オーキシン極性移動が著しく低下したシロイヌナズナpin突然変異体に関する研究から明らかにされたこのようなPINタンパク質は、オーキシンを細胞外へ排出するためのcarrierタンパク質であると考えられているが、今日までオーキシンが実際にPINタンパク質と直接に相互作用していることを示す生化学的研究結果は得られていない。


一方、シロイヌナズナにおいて、近年pin突然変異体以外にもオーキシン極性移動が低下している突然変異体が得られ、その原因遺伝子が同定されている。その一つに、動物で発見された多剤耐性（MDR）様遺伝子がある。MDRタンパク質は細胞における膜を介した物質輸送に関与していること（Noh et al. 2001, Luschnig 2002, Martinoia et al. 2003）、また、これがオーキシン極性移動阻害剤であるNPAの結合部位を有していること（Murphy et al. 2002）から、オーキシンの輸送にはPINタンパク質とともにMDR様タンパク質が重要であることが指摘されている。


本研究結果から、高等植物の初期成長過程における（正常な）重力応答反応にはオーキシン極性移動が重要な役割を果たしていることが明らかとなった。また、茎の反重力方向への屈曲に対しては、茎の偏差成長を誘導する内生オーキシンレベルが重要であることが示された。さらに本研究結果から、この様な内生オーキシンレベルの調節には、重力によって制御されているオーキシン極性移動が重要な役割を果たしていることが示唆される。今後は、重力刺激の変化に対応するオーキシン極性移動の変化が内生オーキシンレベルをどの様なメカニズムで制御しているかを解明することが重要であると考えられる。エンドウにおけるPINファミリー並びにAUX1/LUXファミリーの探索、およびPsPINs並びにPsAUX1の遺伝子産物に対する抗体などを用い、これらの遺伝子産物の細胞内分布や機能を詳細に解析することが必要である。また、オーキシン極性移動とMDR様タンパク質との関係を明らかにし、植物の初期重力応答反応とオーキシン極性移動ならびに植物の形態形成の関係を明らかにすることが望まれる。
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Fig. 1. Growth and development of the 1* internode of
etiolated epicotyls in the early growth stage of pea
seedlings grown under 1 g or simulated microgravity
conditions on a 3D clinostat.
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Fig. 2. Auxin polar transport in the proximal or the distal
side of the 1* internode in etiolated pea seedlings grown
under 1g conditions. Embryo axes of dry seeds were set
in a horizontal or an inclinational (inclined) position.
“Normal” and “Inverted” indicate that [1-'*C]IAA was
applied to the lower and the upper sides of epicotyl
segments, respectively.
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