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序章 

 

植物は花成を誘導することにより、栄養成長相から生殖成長相へと移行する。花

成誘導のメカニズムに関する研究の歴史は古く、花成誘導能を持つ環境刺激や花成

に影響する物質などが多様な植物から多数報告されてきた。花成誘導の中でも、光

条件の変化によって誘導される花成は光周性花成と称され、季節変動に適応し最適

な時期に花をつけるために植物が獲得したメカニズムであると考えられている

（Thomas and Vince-Prue 1997, 瀧本 1998）。 

光周性花成の進行過程は、大きく 3 つの段階から構成される。第 1 段階は、光

条件の変化が葉によって検知され、生物時計を介して花成シグナル物質の産生を促

す段階である。これまでの研究により、光条件を検知する物質が赤色光受容体＝

Phytochrome であることや（Borthwick and Hendricks 1960, Borthwick 1964）、

光周性花成における生物時計の出力系に位置する遺伝子は GI（GIGANTEA）の下

流で働く CO（CONSTANS）であることが示されている（Simon et al. 1996）。 

第 2 段階は、花成シグナル物質が葉で産生され、その後、茎頂へと移行し、茎

頂において成長相の転換を促す段階である。Chailakhyan M. Kh.によってフロリゲ

ンと名づけられた花成シグナル物質は葉から篩管を通って芽へと移動すると推察さ

れたため、花成誘導後の篩管液成分や、花成を誘導することのできる物質、あるい

は花成を阻害する物質について、多くの植物種を対象に研究されてきた（Zeevaart 

1976）。その後、長日植物であるシロイヌナズナの花成変異体を用い、花成誘導を
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担う遺伝子ネットワークを解明することに研究の中心が置かれ、花成関連遺伝子が

次々と発見されるようになった。その結果、2004～2005 年にかけて、フロリゲン

に求められる性質を説明しうる遺伝子 FT（FLOWERING LOCUS T）と、そのタ

ーゲット遺伝子である FD が発見されるに至った。FT は葉の篩管伴細胞において

CO によって直接的に転写が促進され、FT タンパク質が篩管を経由して茎頂に達す

る性質を持つ（Abe et al. 2005, Wigge et al. 2005）。 

第 3 段階は、花成シグナル物質を受容した茎頂において成長相が生殖成長相へ

と移行し、花の形態形成が行われる段階である。現在では、篩管を経由して茎頂に

達した FT タンパク質が、栄養成長期からすでに茎頂に蓄積を開始していた FD タ

ンパク質と複合体を形成し、AP1（APETALA 1）の発現を誘導することが、この段

階の中心軸になっていると考えられている。しかし、FD の発現組織と AP1 の発現

組織が一致しないことや、FT の茎頂への到達と AP1 の発現開始との間には時間的

なギャップが見られることなど、未だに解明されていない事象が多く認められてい

る（Searle et al. 2006, Kobayashi and Weigel 2007）。また、花成に関与が認めら

れる遺伝子は現在でも刻一刻と増え続けており、多数の遺伝子が独特の、しかし部

分的には冗長な役割を持ち、互いに影響を及ぼし合うという複雑な遺伝子ネットワ

ークを形成している実態も明らかになってきた。最近では花成誘導の「全体像」の

理解を目指し、この遺伝子ネットワークに、古くから研究されてきた物質（ジベレ

リン、サイトカイニン、ショ糖など）がどのように関係するのかについての研究も

活発化している。例えば、ショ糖は最も古くから花成促進効果が指摘されてきた物

質の一つであるが（Bernier et al. 1993, Corbesier et al. 1998）、ショ糖の添加がど
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の遺伝子の発現に影響するのかを明らかにするため、花成関連遺伝子に変異を持つ

シロイヌナズナに対するショ糖添加の効果が網羅的に調査されている（Roldan et 

al. 1999,    Ohto et al. 2001）。また、このような研究例は、CO-FT-FD-AP1 という遺

伝子軸の発見（Abe et al. 2005, Wigge et al. 2005）によって花成誘導の実態が遺

伝子の連続的な制御によって説明されうることが明示された近年においては、遺伝

子以外の物質が花成誘導に与える効果を解析する、あるいは花成誘導プロセスの中

に具体的に位置付けるために、それらの物質がどの花成関連遺伝子に影響を及ぼす

のかを示すことが求められるようになっていることを示している。 

本研究では、光周性花成の第 3 段階に注目し、アサガオ（Pharbitis nil. cv. Violet）

を供試植物として花成制御メカニズムの解明を目指した。アサガオは光条件に非常

に敏感な短日植物であり、連続明期下で育成した幼植物体を双葉展開時に 16 時間

の連続暗期下に置くことで花成を誘導することができる（Fig 0-1）。つまりアサガ

オには、花成誘導の進行度合が揃ったサンプル植物を比較的容易に準備できるとい

う利点がある。この利点を生かして行なわれた研究により、Ca2+の花成誘導への関

与が認められている他（Friedman et al. 1989）、花成誘導後の茎頂に見られる生理

学的・形態学的変化についても報告されてきた（Bernier 1971）。また、本研究に

先立ち、アサガオ幼植物体中の無機元素濃度と光条件の関係を経時的に解析した結

果、茎頂における Ca と Mg 濃度が光条件に応じた変動を示すことが見出された

（Ikeue et al. 2001）。一方、アサガオにおける花成関連遺伝子の研究はシロイヌナ

ズナなどに比べて大きく遅れているのが現状である。その大きな理由は、アサガオ

では最近になるまで遺伝子組換えの技術が確立していなかったことや、花成誘導に
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関する変異体についてほとんど報告がないことが挙げられる。しかしながら、シロ

イヌナズナやイネを始めとするモデル植物で得られた遺伝子情報の保存性・汎用性

を他の植物で検証した多くの実験は、遺伝子の塩基配列と発現様態が同一であれば、

それは多くの場合、機能的にも同一のオーソログ遺伝子と考えられることを示して

いる。そのため、アサガオにおいても最近では遺伝子に注目した研究も盛んに行な

われており、例えば Liu らによってシロイヌナズナの CO オーソログ遺伝子が発見

され、PnCO と名付けられた。CO はシロイヌナズナの花成において必須の遺伝子

であるが、PnCO をシロイヌナズナの co-1 変異株に導入したところ、長日条件下で

も短日条件下でも花成促進効果が認められた。（Liu et al. 2001）。また、Parfitt ら

は他植物の遺伝子情報を基に複数の花成遺伝子を単離し、その経時的な発現様式と

培地中のショ糖、あるいはブドウ糖の関係を調べている（Parfitt et al. 2004）。 

そこで本研究では、光応答性が見られた Mg の花成誘導への関与について、Mg

の作用する花成関連遺伝子あるいは花成誘導プロセスを特定することによって追究

することを目指し、実験を行なった。なお、本論文中、植物の進化に関わる事柄に

ついては APGⅡ（Angiosperm Phylogeny Group Ⅱ 2003）による植物分類体系に

基づいて記載・言及した。 
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Figure 0-1.  実験に用いたアサガオ。 

左；双葉が完全に展開し、花成の誘導が可能となった幼植物体の全体像。 

中；短日処理による花成誘導後約 2 週間後の地上部。頂芽が花芽に変化してい

ることが確認できる（水色矢印）。 

右；花芽（黄色矢印）となった頂芽の拡大図。 
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第 1 章 染色法を用いたアサガオ茎頂内 Mg2+の局在解析 

 

1-1 緒言 

 

花成誘導期に FT タンパクを主とした花成シグナルを受容した茎頂では、

MADS-box を持つ遺伝子群を中心とした花成関連遺伝子の発現を促進/制御するこ

とで花を形作る。この、連鎖的な遺伝子の制御メカニズムは FT と FD の同定（Abe 

et al. 2005, Wigge et al. 2005）後、多くの研究者によって急速に解析が進められて

おり、近年多数の総説が発表されている（Corbesier and Coupland 2005, Sablowski 

2007, Kobayashi and Weigel 2007）。一方、花成誘導期の茎頂では遺伝子の発現様

式の他にも栄養成長期とは異なる現象が報告されている。長日植物のシロガラシに

おいては花成誘導に伴い、プラスモデスマータ数の増加（Ormenese et al. 2000）

および中央帯のシンプラスト領域の拡大（Ormenese et al. 2002）が見られ、ショ

糖の濃度が上昇する（Bodson and Outlaw 1985, Lejeune et al. 1993）。植物ホルモ

ンのジベレリンとサイトカイニンも花成制御メカニズムに関与すると考えられてお

り、シロイヌナズナの茎頂内サイトカイニン量は花成誘導期に上昇する（Corbesier 

et al. 2003）。また、シロイヌナズナとシロガラシでは、茎頂内の C/N 比が上昇す

ることが認められている（Corbesier et al. 2002）。このように、茎頂における花成

制御メカニズムは、遺伝子の連鎖的な発現制御を軸に多様な要素が関与する複合的

な生理現象と考えられる。 

本研究に先立ち、複数の無機元素濃度の日内変動についてアサガオの組織別に
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解析した結果、茎頂における Mg2+濃度に光応答性が認められた（Ikeue et al. 2001, 

Kobayashi et al. 2007）。そこで本章では、アサガオの茎頂における光周性花成誘導

のメカニズムに Mg2+が関与する可能性について検討するため、まず、Mg2+の茎頂

内における分布を明らかにすることを目指した。 

手法としては蛍光プローブを用いた染色法の適用を検討した。染色法を用いて

無機元素の植物組織内分布を解析した報告は多く、花成誘導期を対象とした研究に

おいても、アカザの茎頂内 Ca2+の分布を解析し、花成誘導と Ca2+の分布の関係を

論じた報告もある（Albrechtova et al. 2003）。 

一方で、現在のところ Mg2+に反応する試薬の多くは同時に Ca2+にも反応し、

Mg2+のみに特異的に反応する染色試薬はない。そこで本研究では、Ca2+特異的な染

色試薬と、Mg2+と Ca2+の両方に反応する染色試薬を併用し、両試薬による染色差

を Mg2+の分布として捉えるという手法を独自に考案・試行した。 

本研究では、発根から 3 日目の、双葉が十分に展開したアサガオ幼植物体を 16

時間暗処理することで花成を誘導した。アサガオ幼植物体の地上部は双葉、茎、新

芽（第一本葉、茎頂を含む）のみの単純な構造であり、双葉で生成した花成シグナ

ル物質が茎頂へと移行する時間帯は、双葉の切除時間とその後の花成率の関係から

知ることができる。そのため、花成誘導処理直後の花成制御メカニズムについて、

解析すべき時間と器官を容易に絞ることができるという利点がある（Bernier 1971）。

本章ではまず、花成シグナル物質が茎頂に到達し、茎頂における成長のプログラム

が栄養成長へと切り替わる時間帯を特定した。そして、その時間帯における Mg2+

分布を独自の手法で解析し、Mg2+が花成制御メカニズムに関与する可能性について
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検討した。 

 

 

1-2 実験方法 

 

植物の育成     

アサガオ（Pharbitis nil.(L) cv. Violet）の種子は丸種株式会社より購入した。種

子を蒸留水で湿らせたペーパータオルに挟むように播種して 27℃の暗所に 48 時

間静置し、発根させた。発根した幼植物は、茎の下部をスポンジで固定して水耕

液（Table 1-1）に根を浸し、植物育成器内で水耕栽培を行った。 

植物育成器の設定は以下の通りである。 

 

暗期、12 時間 

 

明期、56 時間 

 

 

明期、16 時間 暗期、16 時間（花成誘導） 

 

 

連続明期 

 

明期には蛍光灯（FL40S、Toshiba）を点灯し、照度は 26.7µmol・m-2・s-1 で

あった。 

育成期間を通して温度は 28.5℃、湿度は 75%であった。 

暗期中断（NB）処理としては、16 時間の暗期中 10 時間目に 10 分間蛍光灯を

点灯した。 

 

本論文では、水耕栽培開始後の 12 時間の暗期以降連続明期下で育成したサンプル

を LL、16 時間の暗処理により花成を誘導したサンプルを SD と表記する。 
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双葉切除実験  

16 時間暗期の終了から１時間前（SD-1h）と、暗期終了時（SD0h）、暗期終了か

ら 30 分後（SD0.5h）、1 時間後（SD1h）および 2 時間後（SD2h）に、葉柄の中

央部分から先の双葉部分を切除した。その後も連続明期下で水耕栽培を継続し、

花成の有無を確認した。 

 

蛍光染色  

試薬試薬試薬試薬    

MES 緩衝液 

25mM MES 

KOH にて pH6.0 に調整。 

Mag-fluo-4 染色液 

15.3 µM Mag-Fluo-4 AM（Molecular Probes） 

1%(v/v) Pluronic F-127（Molecular Probes） 

25mM MES（pH6.0） 

Fluo-3 染色液 

44.3 µM Fluo-3 AM（Molecular Probes） 

2%(v/v) Pluronic F-127（Molecular Probes） 

25mM MES（pH6.0） 

    

操作操作操作操作    

サンプリングサンプリングサンプリングサンプリング    

56 時間の明期終了時（LL-16h）、16 時間の暗期終了時（SD0h）、暗期終了から

4 時間後（SD4h）に MES 緩衝液中で茎頂部を切除した。また、花成を誘導し

ていないコントロールサンプルとして、明期下で育成した植物を SD0h、SD4h

と同時間に採取し、それぞれ LL0h、LL4h とした。根は根端から 1cm 程度を、

茎は中央部を 3mm 程度採取した。 

 

染色染色染色染色とととと観察観察観察観察    

採取した茎頂部はスライサーを用いて MES 緩衝液中で 200 µm 厚にスライスし

た。茎は水平方向に、200µm 厚に輪切りにした。切片は Mag-fluo-4 染色液あ

るいは Fluo-3 染色液に浸漬し、室温にて 3.5 時間振盪・染色した。根はスライ
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スせず、そのまま染色した。染色後のサンプルは蒸留水にて洗浄し、共焦点レ

ーザー顕微鏡（LSM-510、ZEISS）を用いて組織観察を行なった。励起波長は

488nm、蛍光波長は BP 505-550 のフィルターを使用した。 

 

in vitro 蛍光スペクトル測定  

Mag-fluo-4 tetrapotassium salt と Fluo-3 pentaanmonium salt を用いて Ca2+お

よび Mg2+共存下での標準液を作成し、蛍光分光光度計（FL-2500、Hitachi 

High-Technomogies）にて蛍光スペクトルを測定した。 

試薬試薬試薬試薬 

MES 緩衝液 

25mM MES 

KOH にて pH6.0 に調整。 

Mag-fluo-4 標準液 

15.3 µM Mag-Fluo-4 tetrapotassium salt（Molecular Probes） 

0.5～5.0mM Mg(NO3)2・6H2O 

0～250nM CaCO3 

25mM MES（pH6.0） 

Fluo-3 標準液 

44.3 µM Fluo-3 pentaanmonium salt（Molecular Probes） 

100nM～10µM CaCO3 

25mM MES（pH6.0） 

 

 

1-3 結果および考察 

 

本研究では、発根後のアサガオ幼植物体を連続明期下で 56 時間水耕栽培し、双

葉を完全に展開させた後、16 時間の暗処理によって花成を誘導した。この実験条件

において、双葉で生成された花成シグナルがいつ茎頂に到達するのかを、シグナル

の供給器官である双葉を切除する時間と、その後の花成率から解析した。その結果、



- 12 -  

暗期終了 1 時間前（SD-1h）に双葉を切除すると花成は完全に阻害され、暗期終了

後 1 時間目（SD1h）での切除では花成率は 50%に上昇した（Fig.1-1）。さらに、

暗期終了後 2 時間目(SD2h)での双葉の切除では花成率は 100%であり、双葉切除の

花成阻害効果は完全に失われた（Fig. 1-1）。つまり、本実験条件では、暗処理終了

後 2 時間以内に花成シグナルは茎頂に到達し、茎頂における成長相の移行を促すこ

とが明らかになった。 

アサガオ茎頂において花成誘導初期の Mg2+の分布を解析するにあたり、既存の

染色試薬の使用が可能であるかを、まず in vitro で検討した。植物細胞内の Mg2+

濃度は、植物種や組織、あるいは細胞の成熟度によって差異はあるものの、数 mM

に維持されている。例えば、ホウレンソウのストロマ内の Mg2+濃度は未熟葉で 3

～4mM、成熟葉になると 8～10mM（Horlitz and Klaff 2000）である。また、ソラ

マメの表皮細胞では、細胞質で 0.5mM、ストロマで 5mM の Mg2+が保持されてい

る（Shabala and Hariadi 2005）。一方、細胞内の Ca2+濃度は通常 200nM 以下で

あり（Sanders et al. 1999）、アカザの茎頂でも約 200nM（Albrechtova et al. 2003）

と非常に低く抑えられていることから、アサガオ茎頂でも Ca2+濃度は 100nM～

200nM 前後と類推した。両イオンのこのような細胞内濃度を鑑み、数 mM の Mg2+

に反応する試薬として Mag-fluo-4 に着目した。Mag-fluo-4 は Ca2+検出用の Fluo

系試薬を改変することで、Mg2+への反応性も付与された蛍光試薬である。Mg2+に対

する Kd 値は 4.7mmol・L-1、Ca2+に対する Kd 値は 22µmol・L-1 である。対比染色

用の Ca2+特異的染色試薬には Fluo-3（Kd=325nmol・L-1）の適用を検討した。両

試薬による染色差を Mg2+の分布として捉える、「(Ca2+ + Mg2+)－(Ca2+ ) = Mg2+」
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という原理の概念図を Fig. 1-2 に、両試薬の in vitro での蛍光スペクトルを Fig. 1-3

に示す。Mag-fluo-4 は Ca2+が 250nM 以内で存在する溶液での Mg2+の 0.5mM～

5mM 間での変化を十分捉えることができること考えられた（Fig. 1-3 A）。Ca2+の

100nM 前後の変化は Fluo-3 で捉えられるが（Fig. 1-3 B）、蛍光強度が Mag-fluo-4

の 10 分の 1 程度であることも明らかとなった。なお、組織の染色に際しては、両

試薬が共に Fluo 系の分子骨格を持つため、細胞に対する浸透性は極めて類似のも

のであることが期待される半面、顕微鏡観察で使用する励起・蛍光波長が同一のた

め、二重染色による Mg2+と Ca2+の同時観察は不可能である。 

両試薬による組織の染色差を Mg2+の分布として捉えることが実際に可能であ

るか、暗処理開始時の茎頂と茎の切片および根端を対象として染色し、検証した。

染色の結果、茎の切片の染色像には両試薬による差異は見られず、外皮と維管束が

最も強い蛍光を発した（Fig. 1-4 B, E）。一方、茎頂の切片を Mag-fluo-4 で染色す

ると、茎頂先端部と葉原基、次いで中心柱に非常に強い蛍光が見られた（Fig. 1-4 D）。

ところが Fluo-3 による染色像は、茎頂先端部と外皮でやや明るいものの、

Mag-fluo-4 と比較すると全体に均一な蛍光を発するものであった（Fig. 1-4 A）。こ

の結果は、茎頂先端部と葉原基における Mg2+の局在の可能性を示すものであると考

えた。これに対し、茎において Mag-fluo-4 と Fluo-3 の染色像に差異が認められな

かったのは、Mg2+と Ca2+の分布に大きな差異がない、あるいは、Ca2+の濃度が高

く、Mag-fluo-4 の蛍光に Mg2+の局在が反映されていないためであると考えられた。

また、根端の染色では、Mag-fluo-4 を使用した場合（Fig. 1-3 F）のほうが Fluo-3

を使用した場合（Fig. 1-4 C）に比べると中心柱における蛍光強度が顕著に高く、
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この組織への Mg2+の局在が示唆された。以上の結果から、本研究で注目する茎頂に

おいて、Mag-fluo-4 と Fluo-3 の染色像の差異から Mg2+の分布を解析することは可

能であると判断された。 

茎頂における Mg2+濃度は光条件に応答し 17%の幅で変動することが示されて

いる（Kobayashi et al. 2007）。そこで、花成を誘導する 16 時間の暗処理終了後、

すなわち、茎頂においては生殖成長相へと移行している時間帯での Mg2+の分布を、

Mag-fluo-4 と Fluo-3 の染色差から解析した。まず Fluo-3 による染色の結果を Fig. 

1-4 に示す。観察した 37 個の茎頂全てにおいて、Fluo-3 の蛍光は茎頂先端部の最

外層から 5 層目にかけてやや強く、この染色像には花成誘導の有無による変化は見

られなかった。これに対し、Mag-fluo-4 で染色した場合、茎頂先端部の 2 層目から

5 層目に強い蛍光が見られるが、最外層の蛍光はやや弱いものであった（Fig. 1-6）。

さらに、茎頂先端部の中央に特に強い Mag-fluo-4 の蛍光を発する数個の細胞が存

在することが明らかとなった（Fig. 1-6 B, C, D）。この細胞群は 2 層目と 3 層目の

中央帯（central zone）に付近に位置しており、花成を誘導していない茎頂（53 個

のうち 34 個）と、暗処理終了時の茎頂（24 個のうち 15 個）で確認できた。とこ

ろが、暗処理終了後 4 時間目の茎頂には上記のような細胞群は見られず、中央帯よ

りも周辺分裂組織（peripheral zone）の蛍光の方が強かった（Fig. 1-5 E, 17 個の

うち 10 個）。なお、花成を誘導する前の茎頂の中でも、茎頂先端部の中央帯に強い

Mag-fluo-4 の蛍光が明確に認められるものが数個観察されたが、大多数（15 個の

うち 10 個）の茎頂は Fig. 1-5 A のように、周辺分裂組織と中央帯の蛍光強度は同

程度であった。 
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Mag-fluo-4 の染色様態に見られた花成誘導後の変化が、成長相の移行に伴うも

のであるのか、あるいは暗処理自体の影響であるのかを判別するため、暗期中断実

験（Night break）を行った。暗期中断実験は、16 時間の暗処理中、10 時間目に

10 分間の明期を挿入するもので、これによりアサガオの花成は完全に阻害される。

また、シロイヌナズナやイネを用いた近年の分子生物学的な解析により、暗期中断

実験によって影響を受けるのは CO（CONSTANS）タンパク質であり、それによっ

て CO タンパク質のターゲット遺伝子である FT の発現が誘導されないことが花成

阻害の主要な原因であること明らかとなっている（Valverde et al. 2004, Ishikawa 

et al. 2005）。Mag-fluo-4 による染色実験の結果、暗期中断を含む 16 時間の暗処理

終了時、および、終了後 4 時間の茎頂先端部の中央帯に強い蛍光を発する細胞群が

存在していた（Fig. 1-6 F, G）。この Mg2+の局在様式は花成を誘導していない茎頂

と同様のものである（Fig. 1-6 B, C）。したがって、茎頂先端部の Mag-fluo-4 染色

像が花成誘導後に変化する原因は暗処理そのものではなく、暗処理によって茎頂の

成長相が生殖成長相へと移行したことであると考えられた。 

アカザの茎頂を対象とし、Ca2+濃度と pH を染色法から解析した Albrechtova

らの手法は、茎頂へのストレスを軽減する目的で、スライスは茎頂の中央を一度の

みとし、茎頂を縦に 2 分割した断面を染色観察するというものであった（Walczysko 

et al. 2000, Albrechtova et al. 2003）。しかし、本実験の過程で、茎頂部のスライ

ス面の僅かな違いによって、得られる染色像が大きく異なることが判明した（Data 

not shown）。そのため、顕微鏡観察の際には常に茎頂部の中央を観察していること

を確認することが必要であったが、茎頂の中央でスライスされているかについては、
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蛍光像や、縦に 2 分割した断面の透過光像からは判断できず、切片の透過光像が必

要であった。そのため本実験においては、まず透過光像から茎頂中央がスライスさ

れているサンプルを選別し、それについて蛍光像の観察を行なうという手順で顕微

鏡観察するため、200µm 厚の切片をサンプルとして用いた。 

本実験で観察された Mag-fluo-4 による茎頂染色像の花成誘導後の変化は

Fluo-3 による染色にはなかったものであり、Mg2+の分布様式が花成の有無により変

化することを示唆する結果となった。Mg2+の局在が示唆された茎頂先端部は栄養成

長期には成長を維持する CLV（CLAVATA）などの遺伝子や葉の形態形成に関わる

遺伝子の、また、花成誘導時には AP1（APETALA1）を始めとする花成関連遺伝子

の発現が予想される組織である。さらに、栄養成長期における茎頂の中央帯には、

特に高濃度の Mg2+が局在している数個の細胞群が存在する可能性も示された。これ

らの結果は即ち Mg2+の花成制御メカニズムへの関与を認めるものではないが、その

可能性は強く示されたと考えた（Kobayashi et al. 2006）。今後、Mg2+の花成にお

ける役割をさらに追究するためには、Mg2+濃度の絶対値の測定、茎頂において Mg2+

濃度を制御するメカニズムの解明、Mg2+濃度の変動が影響を及ぼす花成誘導プロセ

スの特定など、さらなる研究が必要であると思われる。 
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Table 1-1.  水耕液組成 

 

Macro NutrientsMacro NutrientsMacro NutrientsMacro Nutrients (g/l)  Micro NutrientsMicro NutrientsMicro NutrientsMicro Nutrients (mg/l) 

NaH2PO4・2H2O 0.118 MnSO4・4H2O 1.15 

Na2HPO4 0.0183  H3BO3  0.925 

MgSo4・7H2O 0.185   NaFeEDTA  1.60 

Ca(NO3)2・4H2O 0.236   ZnSO4・7H2O  0.145 

KNO3 0.152  CuSO4・5H2O 0.12 

   (NH4)6Mo7O24・4H2O 0.015 

  CoCl2・6H2O  0.015 
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Figure 1-1.  双葉を切除する時間と花成率の関係。暗処理終了時

を SD0h とした。SD2h 以降の双葉切除に花成阻害効果はなく、

全ての個体の頂芽が花芽となった。 
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Figure 1-2.  Mag- fluo-4 と Fluo-3 による染色差を Mg2+の分布として捉

える方法の概念図。四角で細胞を表し、各細胞内 Mg2+濃度（20mM ある

いは 5mM）を上段に、Ca2+濃度（200nM あるいは 50nM）を下段に記し

た。右上の四角は、他に比べて染色液が浸透していない細胞を表している。 
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Figure 1-3.  Mag-fluo-4（A）および Fluo-3（B）の in vitro 蛍光スペ

クトル。 

Mag-fluo-4 は 0、125、250nM の Ca2+と、0.5、5、20mM の Mg2+の共

存下でのスペクトル。 

 

 



- 21 -  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1-4.  暗処理開始前に採取した茎頂と茎の切片および根の蛍光染

色像とその透過光像。 

A,B,C；Fluo-3 による染色像。 

D,E,F；Mag-fluo-4 による染色像。 

A, D; 茎頂、B, E; 茎、C, F; 根。 

D 内のスケールバー；200µm は A, B, E に共通。F 内のスケールバー；

100µm は C に共通。 
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Figure 1-5.  Fluo-3 による茎頂の蛍光染色像とその透過光像。A；明期

で 56 時間育成した、暗処理直前の茎頂、B；LL0h、C；LL4h、D；SD0h、

E；SD4h における茎頂。 

E 内のスケールバー; 20µm は全てに共通。 
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Figure 1-6.  Mag-fluo-4 による茎頂の蛍光染色像とその透過光像。茎頂先端

部の中央に特に強い蛍光を発する細胞群が見られたが（B、C、D、F、G；黄

色矢印）、暗処理終了から 4 時間後の茎頂では中央部よりも周辺分裂組織の蛍

光のほうが強かった（E；黄色矢印）。A; 明期で 56 時間育成した、暗処理直

前の茎頂、B; LL0h、C; LL4h、D; SD0h、E; SD4h における茎頂。F, G; 暗

期中断実験による NB0h（F）、NB4h（G）の茎頂。E 内のスケールバー; 20µm

は全てに共通。 
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第 2 章 茎頂組織および花成のマーカー遺伝子の単離 

 

2-1 緒言 

 

前章の結果から、アサガオの茎頂先端部には Mg2+が高濃度に集積している可能

性が示されると同時に、花成誘導直後では Mg2+の局在が花成を誘導していないもの

と比べて異なる可能性が示唆された。本章では、Mg2+の花成における役割を追究す

るため、Mg2+が集積している組織の生理学的な同定を試みることとし、まず組織の

マーカーとなる遺伝子の単離を行った。 

茎頂内の組織は、組織学的な観点からは中央帯（CZ；central zone）や周辺分

裂組織（PZ；peripheral zone）、髄状分裂組織（RZ；rib zone）に（Vaughan 1952, 

Fig. 2-1）、また、機能的には外皮=tunica（L1、L2）と内皮=corpus（L3）に分類

されていた（Satina et al. 1940, Fig. 2-1）。ところが、近年の分子遺伝学の発達に

より、茎頂を構成する細胞群はそれぞれが持つ生理学的に独特な役割・性質によっ

て、より明確に分類されるようになった。例えば、栄養成長期の茎頂の成長を支え

る遺伝子ネットワークで中心的な役割を果たす WUS（WUSCHEL）と CLV

（CLAVATA）遺伝子は、茎頂内の限定された組織内で発現し、当該組織の性格を

決定づけている（Mayer et al. 1998, Lenhard and Laux 2003）。つまり、組織の生

理学的な同定のためには、形態学的な指標のみならず、WUS や CLV 遺伝子のよう

な組織のマーカーとなる遺伝子の利用は欠かせないと言える。 

本章で単離のターゲットとしたマーカー遺伝子は WUS、CLV1 及び STM
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（SHOOTMERISTEMLESS）、AP1（APETALA1）、AG（AGAMOUS）である。

これらの遺伝子はシロイヌナズナなど他植物で解析が進み、発現組織と機能がよく

知られており、なおかつ植物種間で保存性の高い遺伝子であることから、組織の生

理学的同定のために有効であると考えられた。 

WUS はシロイヌナズナでは茎頂先端部の CZ 内の最外層（L1）から数えて 3

層目より内側（L3）に位置する組織で発現が確認されており、当該組織を

Organaizing Center（OC）に性格付ける（Schoof et al. 2000, Fig. 2-1）。そして、

OC の外層側に位置する組織で特異的に発現する CLV 遺伝子群との間でフィードバ

ックループを形成している（Schoof et al. 2000）。WUS/CLV の相互作用は、茎頂

におけるメリステム性の維持に重要な役割を果たしており、CLV を発現する組織に

は各層 1～3 個の幹細胞（Stem Cell）が含まれている（Mayer et al. 1998）。CLV

遺伝子群の一つである CLV1 は WUS を発現する組織の外側に隣接する、極めて限

定された組織での発現が予想される（Fig. 2-1）。STM は茎頂先端部の CZ、PZ で

広く発現し、当該組織を未分化に保つ（Long et al. 1996, Fig. 2-1）が、STM によ

る茎頂の維持機構は CLV 遺伝子群による制御機構とは別個のものである（Clark et 

al. 1996, Lenhard et al. 2002）。一方、AP1 と AG は花成誘導により茎頂で発現が

誘導される代表的な花成マーカー遺伝子であると同時に、花形態形成の分子学的

モデルである ABC モデルにおいて AP1 は A-class に、AG は C-class に分類され

ている（Theissen and Saedler 2001）。AP1 は FT/FD タンパク複合体によって直

接転写が促進される遺伝子であり（Abe et al. 2005, Wigge et al. 2005）、AP1 の

蓄積は茎頂が生殖成長相へと移行したことを示す（Mandel et al. 1992, Bowman 
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et al. 1989）。AP1 は花成初期には葉原基で発現が見られ、その後は花原基で強く

発現する（Hampel et al. 1997）。AG は WUS によって直接転写が促進され、発

現した AG によって WUS の発現が抑制されることが茎頂のメリステム性の喪失、

つまり植物生長の終了につながる（Lenhard et al. 2001, Lohmann et al. 2001）。 

これらの遺伝子を用いて花成誘導期のアサガオ茎頂を解析することで、前章で

観察された Mg2+局在組織を同定し、さらに、局在に変化が見られた時間帯（暗期

終了後 4 時間目）の茎頂が、花成誘導プロセスの中でどの段階にあるのかを特定

することが可能になると考えた。 

 

 

2-2 実験方法 

 

WUS と STM オーソログの単離 

連続明期下で 56 時間水耕栽培したアサガオの幼植物体の茎頂組織から RNA を抽

出した。抽出方法としてはグアニジン-塩化セシウム超遠心法を採用した。 

 

RNA 抽出  

グアニジン-塩化セシウム超遠心法 

試薬試薬試薬試薬    

グアニジンチオシアネート抽出 Buffer 

4M グアニジンチオシアネート 

0.1M Tris-HCl(pH7.5) 

1% β-メルカプトエタノール 

HCl で pH を 7.0 に調整。 

酢酸 

1M 酢酸 

Tris/Sarc Buffer 

10mM Tris-HCl(pH8.0) 
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1% N-ラウロイルサルコシンナトリウム 

NaOH で pH を 8.0 に調整。 

Tris/Sarc/CsCl Buffer 

10mM Tris-HCl(pH8.0) 

1% N-ラウロイルサルコシンナトリウム 

5.7M 塩化セシウム 

NaOH で pH を 8.0 に調整。 

酢酸ナトリウム 

 3M 酢酸ナトリウム(pH5.2) 

 

操作操作操作操作    

1. 植物サンプルを液体窒素で冷やしながら乳鉢でホモジェナイズ。 

2. 粉砕したサンプルを遠心チューブに入れ、サンプル 1g 当たり 10ml の冷却

したグアニジンチオシアネート抽出 Buffer を添加し、激しく攪拌。 

3. 4℃にて 10000rpm で 10 分間遠心。 

4. 上清に 1/40 量の酢酸と 3/4 量の EtOH を添加し、-30℃で 2 時間静置。 

5. 4℃にて 10000rpm で 20 分間遠心。 

6. 上清を捨て、沈殿を 70%EtOH で洗浄。 

7. 沈殿に 3.2ml の Tris/Sarc Buffer を添加し、68℃の湯浴で温めながら攪拌、

溶解。 

8. 4℃にて 8000rpm で 20 分間遠心。 

9. 上清 3ml 当たり、塩化セシウムを 3g 添加し攪拌、溶解。 

10. 1.25ml の Tris/Sarc/CsCl Buffer をあらかじめ入れておいた超遠心チューブ

にサンプル溶液をゆっくりと添加。 

11. 20℃にて 42000rpm で 12 時間遠心。 

12. 沈殿を 400µl の超純水に溶解。 

13. 40µl の酢酸ナトリウムと 800µl の EtOH を添加し攪拌後、-30℃で 10 分間

静置。 

14. 4℃にて 15000rpm で 15 分間遠心。 

15. 沈殿を 70%EtOH で洗浄した後、風乾。 

16. 沈殿を 70µl の超純水に溶解。 
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遺伝子断片の単離  

SuperScript Ⅲ（invitrogen）を使用し、cDNA を合成した。他植物の遺伝子配列

から保存性の高い領域を選び、regenerate プライマーを作成、ExTaq®（タカラバ

イオ）を用いた PCR で遺伝子断片を増幅した。 

プライマープライマープライマープライマー    

WUS-rgFw1; AAA/GGAIC/TTITAC/TTAC/TAAC/TAA 

WUS-rgRv1; GCC/TTTA/GTGA/GTTC/TTGA/GAACCA 

WUS-rgRv2; AACCAA/GTAA/GAAIACA/GTTC/TTT 

STM-rgFw1; ATA/C/TATGGC/GICAC/TCCICAC/TTA 

STM-rgRv1; ACIACA/GAAC/TTGCATA/GTCC/TTC 

 

PCRPCRPCRPCR 反応液組成反応液組成反応液組成反応液組成    

WUS-① 

10×ExTaq Buffer  2.5µl 

2.5mM dNTP Mixture 2µl 

100µM WUS-rgFw1 0.5µl 

100µM WUS-rgRv1 0.5µl 

5units/µl ExTaq  0.25µl 

テンプレート cDNA 1µl 

超純水   17.25µl 

    24µl 

WUS-② 

10×ExTaq Buffer  2.5µl 

2.5mM dNTP Mixture 2µl 

100µM WUS-rgFw1 0.5µl 

100µM WUS-rgRv2 0.5µl 

5units/µl ExTaq  0.25µl 

PCR①産物 1/10 希釈液 1µl 

超純水   17.25µl 

    24µl 

STM-① 

10×ExTaq Buffer  2.5µl 
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2.5mM dNTP Mixture 2µl 

100µM STM-rgFw1 0.5µl 

100µM STM-rgRv1  0.5µl 

5units/µl ExTaq  0.25µl 

テンプレート cDNA 1µl 

超純水   17.25µl 

    24µl 

 

PCRPCRPCRPCR 条件条件条件条件    

WUS-① 

94℃、2 分 

 

94℃、30 秒 

55℃、30 秒 

72℃、1 分 30 秒 

 

72℃、7 分 

 

WUS-② 

94℃、2 分 

 

94℃、30 秒 

50℃、30 秒 

72℃、1 分 30 秒 

 

72℃、7 分 

35 サイクル 

35 サイクル 
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STM-① 

94℃、2 分 

 

94℃、30 秒 

55℃、30 秒 

72℃、1 分 30 秒 

 

72℃、7 分 

 

クローニングクローニングクローニングクローニング    

PCR 産物をゲル電気泳動後、切り出し、精製したものを pGEM®-T Easy プラ

スミドベクター（Promega）にクローニングした。操作の実際は製品付属のプ

ロトコールに従った。最終的に得られた遺伝子断片のシークエンス情報は、

RACE における PCR のプライマー設計に利用した。 

 

5’-3’-RACE 

GeneRacer Kit ver. L(Invitrogen)を使用。 

mRNA の 5’末端には CIP 処理、TAP 処理を経て GeneRacer RNA Oligo を結合さ

せた。その後、GeneRacer Oligo dT Primer を用いて逆転写し、RACE-ready cDNA

サンプルを合成した。試薬および操作の実際はキット付属のプロトコールに従った。 

プライマープライマープライマープライマー 

WUS-3Fw1; GACGGCGGACCAGATTCAGA 

WUS-5Rv1; TATCTTCCCGTACTGCCTCA 

STM-3Fw1; AGGATTGAATCCCAGTTCAA 

STM-5Rv1; TGCTTGAGGCTTCCCAGGTA 

 

PCRPCRPCRPCR 反応液組成反応液組成反応液組成反応液組成    

STM 

  1stPCR 

10×ExTaq Buffer  2.5µl 

2.5mM dNTP Mixture 2µl 

35 サイクル 
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10µM 特異的プライマー 1µl 

GeneRacer Primer  1.5µl 

5units/µl ExTaq  0.25µl 

RACE-ready cDNA 0.5µl 

超純水   17.25µl 

    24.5µl 

nestedPCR 

10×ExTaq Buffer  2.5µl 

2.5mM dNTP Mixture 2µl 

10µM 特異的プライマー 0.5µl 

GeneRacer nested Primer 1µl 

5units/µl ExTaq  0.25µl 

1stPCR 産物 1/100 希釈 0.5µl 

超純水   17.25µl 

    24µl 

 

WUS 

1stPCR 

10×KOD(+) Buffer 2.5µl 

2mM dNTP Mixture 2.5µl 

25mM MgSO4  1ul 

10µM 特異的プライマー 0.75µl 

GeneRacer Primer  0.75µl 

1units/µl KOD(+)  0.5µl 

RACE-ready cDNA 0.5µl 

超純水   16.5µl 

    25µl 

nestedPCR-1 

10×KOD(+) Buffer 2.5µl 

2mM dNTP Mixture 2.5µl 

25mM MgSO4  1ul 

10µM 特異的プライマー 0.75µl 
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GeneRacer nested Primer 0.75µl 

1units/µl KOD(+)  0.5µl 

1stPCR 産物 1/200 希釈 0.5µl 

超純水   16.5µl 

    25µl 

nestedPCR-2 

10×KOD(+) Buffer 2.5µl 

2mM dNTP Mixture 2.5µl 

25mM MgSO4  1ul 

10µM 特異的プライマー 0.75µl 

GeneRacer nested Primer 0.75µl 

1units/µl KOD(+)  0.5µl 

nestedPCR-1 産物 1/20 希釈 0.5µl 

超純水   16.5µl 

    25µl 

 

PCRPCRPCRPCR 条件条件条件条件    

            

STM-1stPCR 

94℃、2 分 

 

94℃、30 秒 

55℃、30 秒 

72℃、1 分 30 秒 

 

72℃、7 分 

35 サイクル 
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STM-nestedPCR 

94℃、2 分 

 

94℃、30 秒 

60℃、30 秒 

72℃、1 分 30 秒 

 

72℃、7 分 

 

WUS-1stPCR 

94℃、2 分 

 

94℃、15 秒 

58℃、30 秒 

68℃、1 分 30 秒 

 

68℃、7 分 

 

WUS-nestedPCR-1 

94℃、2 分 

 

94℃、15 秒 

58℃、30 秒 

68℃、1 分 30 秒 

 

72℃、7 分 

30 サイクル 

30 サイクル 

35 サイクル 
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WUS-nestedPCR-2 

94℃、2 分 

 

94℃、15 秒 

58℃、30 秒 

68℃、1 分 10 秒 

 

72℃、7 分 

 

 

クローニングクローニングクローニングクローニング    

最終的に得られた PCR 産物は QIA quick PCR Purification  Kit（Qiagen）

を用いて精製し、WUS は pCR®-BluntⅡ-TOPO ベクター（Invitrogen）に、

STM は pCR®4-TOPO ベクター（Invitrogen）にそれぞれクローニングした。

試薬および操作の実際はキット付属のプロトコールに従った。 

 

 

CLV1、AP1、AG オーソログの単離 

自然科学研究機構 基礎生物学研究所で整備されているアサガオ EST ライブラリか

ら、他植物の遺伝子配列情報をもとにホモログを検索した。その後、再度完全に遺

伝子配列を解読して得られた情報をもとに遺伝子特異的プライマーを作成し、ムラ

サキから ORF 全長を単離した。 

AP1 と AG の単離には、16 時間の暗処理を施すことで花成を誘導した植物から得た

cDNA を使用した。 

 

 

5 遺伝子の発現解析 

リアルタイム PCR を使用し、アサガオ幼植物体および花における遺伝子の発現量

を定量した。 

 

 

30 サイクル 
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RNA 抽出  

連続明期下で 72 時間水耕栽培したアサガオの幼植物体を双葉、葉柄、茎頂、茎、

根に、また、開花前の花をガク、花弁、おしべ、めしべに切り分け、各組織から

RNA を抽出した。抽出には Get pure RNA kit（Dojindo）を使用した。試薬およ

び操作の実際はキット付属のプロトコール（組織用）に従った。 

 

リアルタイム PCR  

Fast SYBR® Green Master Mix（ABI）を使用し、StepOneTM Real-Time PCR 

System（ABI）にて発現解析を行った。 

逆転写逆転写逆転写逆転写    

逆転写には、 Super Script® Ⅲ  First Strand Synthesis SuperMix for 

qRT-PCR（Invitrogen）を使用し、1µl あたり 40ng の totalRMA をテンプ

レートとして cDNA を合成した。試薬および操作の実際はキット付属のプロ

トコールに従った。 

 

検量線用検量線用検量線用検量線用プラスミドプラスミドプラスミドプラスミド段階希釈段階希釈段階希釈段階希釈    

各遺伝子の部分配列を挿入したプラスミドベクターを EcoR1 処理によって

直鎖化したものを Dillution Buffer（タカラバイオ）を用いて段階希釈した。

検量線は 5 遺伝子とも、4 点×2 連で作成した。 

 

プライマーセットプライマーセットプライマーセットプライマーセットおよびそれぞれのおよびそれぞれのおよびそれぞれのおよびそれぞれの反応液中反応液中反応液中反応液中のののの濃度濃度濃度濃度    

WUS (PnWUS1)；WUS-RTFw と WUS-RTRv、100nM 

STM (PnSTM1)；STM-RTFw と STM-RTRv、200nM 

CLV1 (PnCLV1-like)；CLV1-RTFw と CLV1-RTRv、200nM 

AP1 (PnFUL1)； AP1/FUL1-RTFw と AP1/FUL1-RTRv、50nM 

AG (AG/DP)；AG-RTFw と AG-RTRv、200nM 

各プライマーの配列は付録 1～5 を参照。 

 

PCRPCRPCRPCR 反応液組成反応液組成反応液組成反応液組成    

2×Fast SYBR® MasterMix 5µl 

Fw プライマー   1µl 

Rv プライマー   1µl 
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テンプレート   1µl 

Dillution Buffer*   1µl 

超純水*    1µl 

     10µl 

* プラスミド希釈液をテンプレートとして使用する場合には、Dillution 

Buffer 1µl は除き、代わりに超純水を 2µl に増やした。 

 

PCRPCRPCRPCR 条件条件条件条件 

95℃、20 秒 

 

95℃、3 秒 

60℃、30 秒 

 

融解曲線作成ステップ 

 

 

2-3 結果および考察 

 

「WUS について」 

WUS はホメオドメインを含む転写因子である WOX サブファミリーに属する。

WUS はホメオドメインに加え、酸性アミノ酸残基に富むドメイン、WUS-box、EAR

様ドメインという３つの保存性の高い領域を持つ。このうち、酸性アミノ酸残基に

富むドメインは、WUS タンパク質の転写活性化因子としての機能を付与するもの

である。反対に EAR 様ドメインは転写抑制に関与することが判明している。なお、

WUS-box の機能は現在のところ不明である。また、WUS アミノ酸配列の上記以外

の領域については種間の共通性が非常に低いことも特徴である（Ohta et al. 2001, 

40 サイクル 
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Hiratsu et al. 2004, Tiwari et al. 2004）。シロイヌナズナにおいては WUS 以外に

WOX サブファミリーに属する遺伝子が 14 種類（AtWOX1～14）見つかっているが、

胚発生時における各遺伝子の発現部位に応じて胚内各組織が分化する（Haecker et 

al. 2004）。また、AtWOX5 は根の先端組織（root meristem）において Stem Cell

の維持に関与しており、茎頂における WUS の発現部位と機能をそのまま根に置き

換えたような性質を示す（Sarkar et al. 2007）。 

今回アサガオから単離した WUS 様遺伝子（PnWUS1）と他植物の WUS オー

ソログ、及び AtWOX1 から予想されるアミノ酸配列を比較したものが Fig. 2-2 で

ある。PnWUS1 は他 WUS オーソログ同様にホメオドメイン、WUS-box、EAR 様

ドメインを保持していることが分かった。また、226 番目から 240 番目までの 15

アミノ酸のうち 10 を酸性アミノ酸が占めており、この領域が「酸性アミノ酸残基

に富むドメイン」に相当すると考えられた。さらに、ホメオドメインにおいて 20

番目と 21 番目のアミノ酸がともにチロシン（Y）であることは、WUS を他の WOX

遺伝子と区別する指標である（Haecker et al. 2004）が、PnWUS1 はこの連続した

Y を保持していた。以上のことから、単離した PnWUS1 はアサガオにおける WUS

オーソログと考えられた。 

PnWUS1 の発現部位を解析したところ、雄ずいに最も多く、全 RNA 1ng 中に

500 コピーが蓄積していた（Fig. 2-6）。WUS が雄ずいで発現することはシロイヌ

ナズナやキンギョソウの WUS オーソログでも報告されている（Kieffer et al. 2006）。

これに対し、幼植物における PnWUS1 の発現は弱く、双葉、葉柄、茎頂で約 10 コ

ピー/ng RNA が蓄積していた（Fig. 2-6）。キンギョソウでは WUS オーソログは葉
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では発現していないと報告されているが、これは半定量的 RT-PCR の結果である

（Kieffer et al. 2006）。定量的 RT-PCR を用いた今回の解析結果でも双葉における

PnWUS1 の蓄積量は雄ずいに比べると圧倒的に少なく、キンギョソウにおける発現

様式に順ずると考えられた。 

これら PnWUS1 のアミノ酸配列及び発現解析の結果は、PnWUS1 がアサガオ

における WUS オーソログであることを支持するものと判断し、NCBI のデータベ

ースに登録した（EU672818）。 

 

「STM について」 

STM は KNOTTED 遺伝子群に属し、ホメオドメインを含むタンパク質をコー

ドしている。KNOTTED 遺伝子群に属する遺伝子としては、トウモロコシの

KNOTTED 変異体から KN1（KNOTTED1）遺伝子が単離・同定されたのが最初で

ある（Hake et al. 1989）。STM は KN1 のオーソログとしてシロイヌナズナの STM

変異体から同定されたものである（Long et al. 1996）。KN1 や STM の持つホメオ

ドメインは KNOX と称され、トウモロコシでは KN1 以外にも KNOX を含むタン

パク質をコードする 11 の遺伝子（KNOX1～11）が存在している（Kerstetter et al. 

1994）。さらにそれらはアミノ酸配列と遺伝子の発現部位に基づいて 2 つのクラス

に分類されるが、KN1 や STM は class1 に属し、茎頂で最も強く発現する

（Kerstetter et al. 1994）。KNOX ホメオドメインは、他のホメオドメインにも共

通するヘリックス-ループ-ヘリックス-ターン-ヘリックスという構造を持つが、ルー

プ内のアミノ酸が３つ多いことが特徴的である。ホメオドメイン内にこの３アミノ
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酸－プロリン・チロシン・プロリン（PYP）－を保持する遺伝子群は TALE（three 

amino acid loop extension）スーパークラスを構成し、植物類、動物類、菌類に広

く存在している（Buiglin, 1997）。この事実は、TALE スーパークラスに属する遺

伝子が、植物類、動物類、菌類に共通の祖先においてすでに存在しており、形態形

成に関与してきた重要な遺伝子であることを示している。 

KNOTTED 遺伝子群に属する遺伝子はホメオドメインの他に、保存性の高い領

域を３つ保持している。そのうち、N 末端側に位置する MEINOX ドメインは動物

の TALE スーパークラスの 1 つである MEIS 遺伝子群と相同性が高い。MEINOX

ドメインは２つの領域がリンカーで繋がった構造でアルファ・へリックスを構成し、

タンパク間相互作用、例えばホモダイマーの構成などに役割を果たすと予想されて

いる。２つ目は ELK ドメインと称され、ホメオドメインの上流に隣接して存在す

る（Kerstetter et al. 1994, Burglin, 1997）。３つ目は ELK ドメインと MEINOX

ドメインの間に存在する GSE-box で、KN1/STM タンパク質の転写因子としての活

性を高める役割を果たすことが予想されているが、KNOTTED 遺伝子群内での保存

性はやや低い（Kerstetter et al. 1994）。 

今回単離した STM 様遺伝子（PnSTM1）と他植物の STM オーソログから予想

されるアミノ酸配列を比較したものが Fig. 2-3 である。PnSTM1 は MEINOX ドメ

イン、ELK ドメインを保持し、G が V に置換しているものの GSE-box も保持して

いた。また、ホメオドメインは PYP の３アミノ酸を含んでいた。MEINOX ドメイ

ンから C 末端までのアミノ酸配列は、シロイヌナズナにおいては STM（NM104916）

に最も高い相同性（81%）を示した。これらのことから、単離した PnSTM1 はアサ
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ガオにおける STM オーソログと考えられた。 

PnSTM1 の発現部位を解析したところ、幼植物では茎に最も多く、約 190 コピ

ー/ng RNA が蓄積し、茎頂にも 70 コピー/ng RNA が蓄積する一方で、双葉と根に

はわずかに 2.5 コピー/ngRNA が存在していた。KNOTTED class1 に属する遺伝子

は、ノーザンハイブリダイゼーションの結果から、胚発生後は茎頂で最も強く発現

し、葉や根では発現しないと報告されており（Kerstetter et al. 1994）、上記の

PnSTM1の解析結果は PnSTM1が KNOTTED class1に属することを支持するもの

と考えられた。さらに、花器官において、PnSTM1 は雌ずいにのみ高濃度に蓄積し

ていた（Fig. 2-6）。これはシロイヌナズナの KNOTTED 遺伝子でも STM に特徴的

な発現様態であり、STM 以外の KNOTTED 遺伝子である KNAT1 および KNAT2

には見られないものである（Reiser et al. 2000）。 

以上、PnSTM1 のアミノ酸配列および発現部位に関する解析結果は、PnSTM1

がアサガオにおける STMオーソログ遺伝子であることを強く支持していると考え、

NCBI のデータベースに登録した（EU672819）。 

 

「CLV1 について」 

CLV1 遺伝子がコードするタンパク質は、細胞膜貫通型ロイシン・リッチ・リピ

ート（LRR）受容体様リン酸化酵素ファミリーに属する。このファミリーのタンパ

ク質は一ヶ所の幕貫通部位を持ち、それより N 末端側に LRR、C 末端側にセリン・

スレオニン型リン酸化ドメインを保持している。また、LRR を挟むような形で２つ

のシステイン残基を含む短い領域（paired cystein; PC）が存在する。LRR を構成
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するアミノ酸の基本モチーフは「-φ- - N- L S/T G -φP - -φ- - φ- - L - - L（φは

疎水性アミノ酸残基）」であり、このモチーフが 21.5 回繰り返した構造を持つ

（Trotochaud et al. 1999）。今回単離した CLV1 様遺伝子から予想されるタンパク

質は上記の特徴を全て保存しており（Fig. 2-4）、細胞膜貫通型 LRR 受容体様リン

酸化酵素ファミリーに属すると考えられた。 

単離した CLV1 様遺伝子から予想されるアミノ酸配列を BLAST 検索すると、最

も相同性の高かったのはシロイヌナズナの CLV1（NM106232）であり、相同性は

75%（722/961）であったが、ミヤコグサ HAR1（AB092810）ともほぼ同じ 75%

（738/975）の相同性を示した。HAR1 遺伝子は、細胞膜貫通型 LRR 受容体様リン

酸化酵素ファミリーに属し、根の窒素栄養状態に応じて根の生長を制御するメカニ

ズムに役割を果たすタンパク質をコードしており、窒素栄養に関して独特の獲得機

構を持つマメ科植物において解析が進められている（Downie and Parniske 2002, 

Krusell et al. 2002, Nishimura et al. 2002）。HAR1 の遺伝子配列はシロイヌナズ

ナの CLV1 に非常に高い相同性を示す上、イントロンの存在箇所も両遺伝子間で保

存されている（Krusell et al. 2002）。しかし、両遺伝子の発現様態には明確な差異

がある。すなわち、CLV1 は茎頂でのみ発現するのに対し、HAR1 遺伝子は茎頂以

外のほとんどの組織で発現する（Nishimura et al. 2002）。 

今回単離した遺伝子は、定量的 RT-PCR の結果、全 RNA 1ng 中に、茎と根で約

1.2 コピーが、また、葉柄にも約 0.5 コピーが蓄積していたが、茎頂には 0.4 コピー

しか蓄積していなかった（Fig. 2-6）。この結果は、単離した遺伝子が CLV1 のオー

ソログではない可能性を示している。また、本章で茎頂としてサンプリングした部
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位には発生直後の新葉も含まれていることを考慮に入れると、本遺伝子の発現様態

は HAR1 の発現様態と大きくは異ならないと言える。したがって、単離した遺伝子

は、CLV1 よりも HAR1 のオーソログである可能性が高いと思われる。ただし、細

胞膜貫通型 LRR 受容体様リン酸化酵素ファミリーに属する遺伝子数は非常に多く、

例えばシロイヌナズナでは 216 の遺伝子が属していることがゲノム情報から予想さ

れているが、それらの遺伝子の多くは解析が進んでいない（Shiu and Bleecker 

2001）。そのため、今回単離した CLV1 様遺伝子が CLV1 でも HAR1 でもない、新

規の LRR 受容体タンパク質をコードしている可能性も十分考えられ、本実験から

は同定することができなかった。 

 

「AP1/FUL について」 

AP1 は MADS－box を保持する転写因子で、シロイヌナズナの花器官の形成に

ついての ABC モデルでは A class に分類され、萼片と花弁で主に発現する。また、

AP1 は花成誘導処理により茎頂で発現が誘導される遺伝子であり、茎頂が花成プロ

セスのどの段階にあるのかを判断するのに有用な花成マーカーであることから今回

単離を試みた。AP1 タンパク質は N 末端に位置する MADS-box の他に、I-domain

と K-box という２つの保存性の高い領域を連続して保持しており、C 末端にも特徴

的なアミノ酸配列 CXaa（システイン－X－アラニン－アラニン）が存在する。 

アサガオ（東京古型）EST ライブラリを検索すると、AP1 と思われるクローン

が登録されていたため、その断片配列を元にムラサキアサガオから AP1 様遺伝子を

単離した。ところが、遺伝子配列から予想されるアミノ酸配列（Fig. 2-5）は、
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MADS-box タンパク質の中でも AP1 に特徴的な C 末端の CXaa というモチーフ

（Rodriguez-Concepcion et al. 1999）を欠いていた。さらに、Protein-BLAST 検

索の結果、この遺伝子は各植物において AP1 よりも FRUITFUL（FUL）に高い相

同性を示した。例えばタバコにおいては NAP1-1（AF009126）と NAP1-2

（AF009127）がそれぞれ FUL と AP1 のオーソログであるが、今回単離した AP1

様遺伝子は NAP1-1 に 73%、NAP1-2 に 64%の相同性を示した。また、ペチュニア

では FULオーソログとして PFG（AF176782）の他に FUL様の遺伝子として FBP29

（AF335245）という遺伝子が存在するが、今回単離した AP1 様遺伝子は PFG に

対して 83%の相同性を示す一方で、FBP29 に対する相同性は 77%であった。また、

この遺伝子は MADS-box タンパク質の中でも FUL に特徴的な C 末端アミノ酸配列

（Becker and Theissen 2003）を保持していることが分かった。これらの結果は単

離した AP1 様遺伝子がアサガオにおける FUL オーソログであることを示しており、

この遺伝子を以後 PnFUL1 と呼ぶ。 

AP1 と FUL は MADS-box タンパク質の中の SQUA サブファミリーに属するの

みならず、もともと一つの遺伝子であり、eudicots から core eudicots が分離する

頃に起こったゲノムの倍化によって分化した、いわゆる兄弟遺伝子であると考えら

れている（Litt and Irish 2003）。なお、AP1 からは、アブラナ目からアブラナ科

が分離する際にさらに CAULIFLOWER（CAL）遺伝子が分化している（Litt and 

Irish 2003）。そのため、AP1/CAL、FUL 遺伝子によってコードされるアミノ酸配

列は極めて類似している上、機能的にも少なからず似た性質を示す。また、これら

の遺伝子の持つ茎頂と花における基本的な役割には植物種間で共通性が見られる一
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方、細部については非常に多様性に富む。現在提唱されている花の ABC モデルの

中で、AP1 の A class としての役割の植物種間での保存性に対して懐疑的な記述が

近年多く見られるのも（Theissen et al. 2000, Litt 2007）、こうした AP1 遺伝子

の進化の特殊性が背景にある。 

FUL は AP1 と同様に、花成誘導によって茎頂で発現が誘導される（Hempel et 

al. 1997）。また、シロイヌナズナの ap1 cal ful 三重変異体は ap1 cal 二重変異体

と比べ、AG などの花成関連遺伝子の発現をさらに強く抑制することから、FUL は

AP1/CAL とともに花器官の形成においても役割を果たしていると考えられる

（Frrándiz et al. 2000）。花成制御メカニズムにおいて FUL は AP1 に類似の役割

を持つことが予想される一方、果実の形成・成熟においては細胞分化の制御を通し

て子房の正常な成長を維持するという独自の役割を果たす（Gu et al. 1998、

Ferrándiz et al. 1999）。シロイヌナズナの花器官における発現部位は AP1 が萼片

と花弁であり、FUL は雌ずいであることが、それを裏付けている。ただし、FUL

の花器官における発現部位はコア真正子葉類の中でもナデシコ科では雄ずい以外の

全器官であり、また、単子葉類においてはイネ科で解析され、量にばらつきがある

ものの花の全器官で発現することが示されるなど、植物種間で異なることが分かっ

ている（Kim et al. 2005）。 

定量的 RT-PCR による発現解析の結果（Fig. 2-6）、PnFUL1 は全 RNA 1ng 中

に、萼片では約 2100 コピー、花弁では約 650 コピー、雄ずいで約 105 コピー、雌

ずいで約 230 コピーが蓄積しており、イネ科のトウモロコシに似た発現様態を示し

た（Jackson et al. 1996）。また、PnFUL1 は栄養成長期にある幼植物体ではほと
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んど蓄積していなかった。以上の結果から、今回単離した PnFUL1 はアサガオにお

ける FUL オーソログであると判断し、NCBI のデーターベースに登録した

（EU672820）。 

 

「AG/DP について」 

AG は花成誘導後の茎頂内で WUS と LEAFY によって直接転写が促進される花

成関連遺伝子であり（Lohmann et al. 2001）、ABC モデルでは C class に属する。

前述の AP1 や FUL とは異なり、AG の C class 遺伝子としての性質は植物種間で

保存性が極めて高い（Kim et al. 2005）。AG は MADS-box 遺伝子群に属し、

MADS-box の他に K-box、I-domain および、C 末端に特徴的な AG-motif ⅠとⅡ

をコードする（Ma et al. 1991, Shore and Sharrocks 1995, Peng et al. 2008）。 

今回、EST ライブラリに登録されていた遺伝子配列を利用してムラサキアサガ

オから AG 様遺伝子を単離したが、時を同じくして東京古型アサガオから AG オー

ソログが単離・同定された（Nitasaka 2003）。アサガオは品種間でゲノムにほとん

ど違いが見られないことが知られており、本研究で単離した AG 様遺伝子の DNA

配列も Nitasaka が発表した AG オーソログと全く同じであった（data not shown）。

アサガオ AG オーソログは八重咲きアサガオである DUPLICATED 変異体の原因遺

伝子として特定されたため、以後この遺伝子は AG/DP と表記する。 

AG/DP mRNA の蓄積量を定量的 RT-PCR によって解析した結果、花では雌ず

いに約 7200 コピー/ng RNA、雄ずいに約 8700 コピー/ng RNA が蓄積し、花弁と

萼片にはほとんど蓄積していなかった（Fig. 2-6）。これは Nitasaka による半定量
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的 RT-PCR を用いた発現解析の結果と一致する（Nitasaka 2003）。また、栄養成長

期にある幼植物体ではほとんど発現しておらず、わずかに葉柄と茎頂に約 0.7 コピ

ー/ng RNA ずつが蓄積するのみであることが判明した（Fig. 2-6）。 

本章で単離に成功した PnWUS1、PnSTM1 は茎頂内の特定の組織で発現し、茎

頂の維持に中心的な役割を果たすことが予想される。さらに、両遺伝子は、花器官

の形成にも関わること、特に PnWUS1 は花成関連遺伝子である AG/DP に直接作用

することが予想されるため、本研究のテーマである花成制御機構の解明のために非

常に重要な研究対象であると言える。PnFUL1 と AG/DP は花成誘導処理に伴って

茎頂で発現が誘導されることが予想されるが、両遺伝子の発現する時間帯を特定す

ることで、茎頂が花成誘導プロセスのどの段階にあるのかを判定できると考えられ

る。したがって、次章では PnWUS1、PnSTM1、PnFUL1、AG/DP を茎頂の解析

に用いることにした。 

なお、これらの遺伝子はシロイヌナズナなどの変異体の解析から、それぞれの

持つ基本的な機能については前述のとおり、すでに判明している。しかし、各遺伝

子は発現する組織や、あるいは成長段階の違いによって異なる役割を果たしている

ことも分かっており、時間・組織特異的な機能について現在多くの研究が行われて

いる。今後、暗処理直後のアサガオ茎頂において各遺伝子の発現や転写、あるいは

分解や、各遺伝子をもとに合成されるタンパク質の機能を解析することで、花成誘

導初期の成長相移行メカニズムの解明に向けて重要な知見を提供することができる

と考えられる。 
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Figure 2-1.  茎頂の模式図。 

上；形態学的に分類した茎頂。CZ；中央帯（central zone、 ）、PZ；周

辺分裂組織（peripheral zone、 ）、RZ；髄状組織（rib zone、 ）  

中；機能的に分類した茎頂。L1；L1 層（ ）、L2；L2 層（ ）、L3；L3

層（ ）。  

下；予想されるアサガオ WUS、STM、CLV1 オーソログの発現部位。赤

（ ）；WUS を発現する OZ（organizing center）、紫（ ）；STM、黄（ ）；

CLV1。 
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Figure 2-2.  WUS 様遺伝子から予想されるアミノ酸配列のアライメント結果。 

ホメオドメイン内の＊を付した Y 残基は WUS に特徴的なアミノ酸で、AtWOX1 に

はない。AtWUS 配列内の白枠で囲んだ部分は、酸性アミノ酸残基に富んだ特徴的

な領域。PnWUS1；Pharbitis nil. (EU672818)、PhWUS；Petunia x hybrida 

(AF481951)、PtWUS；Populus trichocarpa (AM234747)、OsWUS；Oryza sativa 

(AM234746)、AtWUS；Arabidosis thaliana (NM127349)、AtWOX1；Arabidopsis 

thaliana WOX1 (NM112682)。 
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Figure 2-3.  STM 様遺伝子から予想されるアミノ酸配列のアライメント結果。 

＊を付した PYP 残基は TALE スーパーファミリーに特徴的なアミノ酸。NTH15 は、

タバコのホメオボックス遺伝子、KN1 はトウモロコシの STM オーソログ。PnSTM1；

Pharbitis nil. (EU672819)、PhSTM-like；Petunia x hybrida (AY112704)、NTH15；

Nicotiana tabacum NTH15 (AB004785)、KN1；Zea mays (NM001111966)、AtSTM；

Arabidopsis thaliana (NM104916)。 
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Figure 2-4.  AP1/FUL 様遺伝子から予想されるアミノ酸配列のアライメント結

果。C 末端の破線を付したアミノ酸は FUL に特徴的な配列。AtAP1 の C 末端の

下線を付したアミノ酸は AP1 に特徴的な配列。PFG はペチュニアの FUL オーソ

ログ。PnFUL1；Pharbitis nil. (EU672820)、PFG；Petunia hybrica x. (AF17682)、

SpFUL ； Spinacia oleracea (EU726486) 、 AtFUL ； Arabidopsis thaliana 

(AY072463)、AtAP1；Arabidopsis thaliana AP1 (Z16421)。 
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Figure 2-5. （次ページへ続く） 
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Figure 2-5. （前ページより続く）CLV1 様遺伝子から予想されるアミノ酸配列の

アライメント結果。灰色の線一本は LRR の基本モチーフ「-φ- - N- L S/T G -φP 

- -φ- - φ- - L - - L（φは疎水性アミノ酸残基）」を示す。LRR domain は基本モ

チーフが 21.5 回連続した構造になっている。 

＊を付した C 残基は PC（paired cystein）の中にある保存性の高いアミノ酸。TM；

膜貫通領域。この領域から上流部分が細胞膜の外側に、キナーゼ部分が内側に位

置する。SYM29 はエンドウの HAR1 オーソログ。FON1 はイネの CLV1 オーソ

ログ。PnCLV1；Pharbitis nil CLV1-like、HAR1；Lotus japonicus HAR1 

(AJ495844)、SYM29；Pisum sativum SYM29（AJ495759）、CLV1；Arabidopsis 

thaliana CLV1 (NP172335)、FON1；Oryza sativa FON1 (AB182389)。 
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Figure 2-6.  幼植物体の 5 器官（双葉、葉柄、茎頂、茎、根）と花の 4 器官（萼

片、花弁、雄ずい、雌ずい）における PnWUS1、PnSTM1、PnCLV1-like、PnFUL1、

AG/DP mRNA の定量結果。花の解析には開花前のつぼみを使用した。N=3。 
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第 3 章 花成誘導初期の茎頂で発現する遺伝子の解析 

 

第 1 節 茎頂の組織分類と花成誘導プロセスの同定 

 

3-1-1 緒言 

 

前章により、茎頂の組織を同定するために有効な WUS および STM のオーソロ

グ遺伝子である PnWUS1 と PnSTM1 を単離することに成功した。本節ではこれら

の遺伝子を用いてアサガオ茎頂の組織を分類し、第 1 章で Mg2+の高濃度局在が見

られた組織を同定することで、Mg2+の花成誘導に果たす役割について考察した。ま

た、花成マーカー遺伝子である PnFUL1 と AG/DP、さらに、筑波大学の研究グル

ープによって単離されたアサガオ AP1オーソログである PnAP1(AB302848)の経時

的な発現解析を行い、Mg2+の局在に変化が生じた SD4h におけるアサガオ茎頂が、

花成誘導プロセスのどの段階にあるのかを確認した。  

花成誘導のプロセスについては、シロイヌナズナにおいて大まかな分類がなさ

れている。電子顕微鏡による形態観察の結果から、花成誘導から花形態の完成まで

が 1～12 の stage に分けられており（Bowman et al. 1989）、茎頂の脇に花の原基

が盛り上がるように現れる段階が stage 1である。遺伝子の発現様態解析から、stage 

1 では AP1 が花原基特異的に発現することが分かっている（Hempel et al. 1997, 

Abe et al. 2005）。また、この段階に達した花原基はその後、不可逆的に花を形成す

る（Hempel et al. 1997）。その後、stage 3 に至ると、花芽は中央の丸い膨らみの
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縁が徐々に凹み、浮き輪状の組織が花芽を囲むような形態になる（Bowman et al. 

1989）。この浮き輪状の組織は将来萼片になる。この stage3 では、AG/DP の発現

が始まることが報告されている（Smyth et al. 1990）。花成誘導直後に AP1 よりも

早く発現するのが FUL である。FUL の発現が開始する段階の茎頂は、電子顕微鏡

では花原基の形成などの形態変化はまだ確認できない。また、茎頂で FUL の発現

が始まっていても、まだ栄養成長相から完全に脱してはいない（Hempel et al. 

1997）。なお、生育条件や品種によって多少の差異は見られるが、 in situ 

hybridization（ISH）法を用いた解析結果によると、花成を誘導する長日処理の終

了から茎頂および葉原基で FUL の発現が見られるまでに概ね 16～24 時間、AP1

が花原基特異的に発現するまでに概ね 72～96 時間を要する（Hempel et al. 1997, 

Wigge et al. 2005）。 

本節では短日処理終了時（SD0h）から 48 時間後までの各時間において、花成

マーカー遺伝子のアサガオ茎頂における蓄積量を定量的 RT-PCRによって解析する

ことで、アサガオ茎頂における花成誘導プロセスのタイムコースを提示した。さら

に、花成マーカー遺伝子と同時に PnWUS1 と PnSTM1 の茎頂での蓄積量も定量し、

他植物でも研究報告の少ない、花成誘導初期における両遺伝子の発現様態を明らか

にした。 
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3-1-2 実験方法 

 

in situ hybridization 法 

in situ hybridization（ISH）法により、PnWUS1、PnSTM1、PnFUL1 の茎頂内

局在を解析した。PnWUS1 と PnSTM1 の解析には SD0h の茎頂を、PnFUL1 の解

析には SD48h の茎頂を用いた。ISH 法は主に Kim らがアサガオ CO オーソログの

解析に適用した実験条件（Kim et al. 2003）を参考にした。 

 

組織組織組織組織サンプルサンプルサンプルサンプルのののの作成作成作成作成    

試薬試薬試薬試薬    

FAA 液 

5% 酢酸 

50% EtOH 

3.7% ホルムアルデヒド 

EosineY 液 

Eosine Yellowish（Chroma 社製）を 20%(w/v)になるよう 100%EtOH に溶

解したものを stock 溶液として冷蔵保存。 

Histo-Clear 

National Diagnostics 社製。 

パラプラスト 

Paraplast Plus、Sigma 社製。 

 

操作操作操作操作    

1. 茎頂部（直径 1mm×長さ 5mm 前後）を切り出し、FAA 液に浸漬。 

2. 室温にて 4 時間振盪。 

3. 100%EtOH に移し、氷上にて 2 時間振盪。 

4. 0.2%EosineY 液を含む 100%EtOH に移し、4℃にて一晩振盪。 

5. 0.2%EosineY 液を含む 100%EtOH を交換し、室温にて 1 時間振盪。 

6. EtOH：Histo-Clear＝3：1 の液に移し、室温にて 1.5 時間振盪。 

7. EtOH：Histo-Clear＝1：1 の液に移し、室温にて 1.5 時間振盪。 

8. EtOH：Histo-Clear＝1：3 の液に移し、室温にて 1.5 時間振盪。 

9. Histo-Clear に移し、室温にて 2 時間振盪。 
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10. Histo-Clear を交換し、42℃にて静置。 

11. 1/4 量のチップ状パラプラストを加え、42℃にて静置。 

12. 1/4 量のチップ状パラプラストを追加し、42℃にて静置。 

13. パラプラストが完全に溶解したら、60℃にて静置。 

14. あらかじめ 60℃にて溶解させておいたパラプラストに移し、60℃にて一

晩静置。 

15. 朝と夕にパラプラストを交換し、一晩静置。 

16. 朝と夕にパラプラストを交換し、一晩静置。 

17. ディスポーザブル秤量皿に入れたパラプラストに茎頂を包埋し、室温にて

静置。 

18. パラプラストが白く固まったら、冷蔵庫にて保存。 

 

DIGDIGDIGDIG 標識標識標識標識 RNARNARNARNA ププププローブローブローブローブのののの作成作成作成作成    

RNARNARNARNA 抽出抽出抽出抽出    

LL4h（PnWUS1、PnSTM1）あるいは SD48h（PnFUL1）の茎頂より RNA

を抽出した。抽出には Get pure RNA kit（Dojindo）を使用した。試薬およ

び操作の実際はキット付属のプロトコール（組織用）に従った。 

 

逆転写逆転写逆転写逆転写    

逆転写には、Super Script®Ⅲ First Strand Synthesis SuperMix（Invitrogen）

を使用し、Oligo(dT)20 プライマーを用いて cDNA を合成した。試薬および操

作の実際はキット付属のプロトコールに従った。 

 

PCRPCRPCRPCR    

ExTaq®（タカラバイオ）を用いて PCR を行った。 

プライマー 

PnWUS1；ISFw 5’-GGCGTCTCCAAACTATGGTT-3’ 

ISRv 5’-GCAGACCCATTGTCGTCGTA-3’ 

PnSTM1； ISFw 5’-GCCTTCTAGCAACGACCAAG-3’ 

ISRv 5’-GCTCCAATCTTCTGGCAGTT-3’ 

PnFUL1； ISFw 5’-GTTCAGTGGGAGCAGCCTAA-3’ 

ISRv 5’-AGGTGGCTAAGCATCCACTG-3’ 
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それぞれの遺伝子内の位置は付録 1～3 を参照。 

 

PCR 反応液組成 

10×ExTaq Buffer 2.5µl 

2.5mM dNTP Mixture 2µl 

10µM Fw プライマー 1µl 

10µM Rv プライマー 1µl 

5units/µl ExTaq  0.3µl 

テンプレート cDNA 1µl 

超純水   17.2µl 

    25µl 

 

PCR 条件 

94℃、2 分 

 

94℃、20 秒 

58℃、30 秒 

72℃、30 秒 

 

72℃、1 分 

 

クローニングクローニングクローニングクローニング    

PCR 産物をゲル電気泳動後、切り出し、精製したものを pGEM®-T Easy プラ

スミドベクター（Promega）にクローニングした。操作の実際は製品付属の

プロトコールに従った。 

 

プラスミドプラスミドプラスミドプラスミドのののの直鎖化直鎖化直鎖化直鎖化    

プラスミドを ApaⅠ（Promega）あるいは SpeⅠ（Promega）にて処理し、

直鎖化した。ApaⅠで処理したプラスミドはエタノール沈殿後、T4 DNA 

Polymerase（Promega）にて処理し、平滑末端化した。反応液組成、反応条

件など操作の実際は製品付属のプロトコールに従った。処理後のプラスミド

は脱塩精製し、10mM Tris-HCl(pH8.5)液に溶解した。 

30 サイクル 
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RNARNARNARNA ポリメラーゼポリメラーゼポリメラーゼポリメラーゼによるによるによるによる in vitroin vitroin vitroin vitro 転写転写転写転写    

約 500ng の直鎖状プラスミドをテンプレートとし、DIG RNA Labeling Kit 

[SP6/T7]（Roche）を使用して in vitro 転写を行った。反応液組成、反応条件

など操作の実際は製品付属のプロトコールに従った。合成後のプローブは脱

塩精製し、30µl の超純水に溶解した。 

 

ハイブリダイゼーションハイブリダイゼーションハイブリダイゼーションハイブリダイゼーション    

試薬試薬試薬試薬    

Histo-Clear 

 

0.2N HCl 

1N HCl を超純水で 5 倍希釈。 

 

1×TE(pH8.0) 

10mM Tris-HCl(pH8.0) 

1mM EDTA(pH8.0) 

 

Proteinase K 液 

Proteinase K を 10µg/ml になるよう 1×TE(pH8.0)に溶解。 

 

10×PBS 

1.37M NaCl 

27mM KCl 

100mM Na2HPO4 (H2O)12 

18mM KH2PO4 

HCl で pH を 7.4 に調整し、オートクレーブ。使用時は超純水で適宜希釈。 

 

4% PFA/PBS 

1.2g パラホルムアルデヒド粉を 27ml の超純水に加え、60℃に加熱した上、

5N NaOH 1µl を添加し、攪拌して溶解。溶解後は室温に冷却し、10×PBS

を 3ml 添加。 
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0.25% 無水酢酸/0.1M トリエタノールアミン 

トリエタノールアミン 0.45g を超純水に溶解し、HCl で pH を 8.0に調整後、

30ml にメスアップ。使用直前に無水酢酸 75µl を添加し激しく攪拌。 

 

ハイブリ液 

50% ホルムアミド 

0.3M NaCl 

10mM Tris-HCl(pH7.5) 

10mM EDTA(pH7.5) 

1× Denhardt’s 液 

30mM DTT 

1mg/ml Yeast tRNA 

5% 硫酸デキストラン 

 

20×SSC 

3M NaCl 

0.3M クエン酸ナトリウム 

NaOH で pH を 7.0 に調整し、オートクレーブ。使用時は超純水で適宜希釈。 

 

RＮase A 液 

20µg/ml RNase A  

0.5M NaCl 

10mM Tris-HCl(pH8.0) 

1mM EDTA(pH8.0) 

 

TBS 

100mM トリス塩基 

150mM NaCl 

HCl で pH を 7.5 に調整し、オートクレーブ。 
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0.5% ブロッキング試薬 

Blocking Reagent（ロシュ）を 0.5%(w/v)になるよう TBS に溶解。 

 

BXT 

BSA を 1%(w/v) 、TritonX-100 を 0.3%(v/v)になるよう TBS に溶解。 

 

X-TBS 

TritonX-100 を 0.3%(v/v)になるよう TBS に溶解。 

 

Buffer C 

100mM Tris-HCl(pH9.5) 

50mM MgCl2 

100mM NaCl 

 

操作操作操作操作    

    温度については、特に記載した操作以外は室温で行った。 

1. パラフィン包埋したサンプルをミクロトームで 15µm 厚（PnWUS1）ある

いは 10µm 厚（PnSTM1、PnFUL1）の切片にする。 

2. パ ラ フ ィ ン 切 片 は 超 純 水 に 浮 か べ て お き 、 ス ラ イ ド グ ラ ス

（SUPERFROST®PLUS SLIDES、MJ RSEARCH）に直接掬い取るよう

にして乗せる。 

3. 切片を乗せたスライドグラスは 37℃にて一晩静置。 

4. Histo-Clear にスライドグラスを 15 分間浸漬。 

5. Histo-Clear を交換してスライドグラスを 15 分間浸漬。 

6. 100%～30%の EtOH 系列に 20 秒間ずつ浸漬。 

7. 超純水で 2 回リンス。 

8. 0.2N HCl に 10 分浸漬した後、1×TE(pH8.0)でリンス。 

9. Proteinase K 液に浸漬し、37℃にて 30 分間静置。 

10. 4% PFA/PBS に浸漬し、10 分間穏やかに振盪。 

11. 0.25% 無水酢酸/0.1M トリエタノールアミンに浸漬し、10 分間穏やかに

振盪。 

12. 70%、90%、100%EtOH に 10 秒間ずつ浸漬した後、風乾。 
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13. ダコペン（Dako）で切片を囲い、さらに風乾。 

14. プローブを含まないハイブリ液をダコペンで囲った部分に垂らし、密閉容

器に入れ、40～45℃のハイブリオーブン内に 2 時間静置。密閉容器には乾

燥を防ぐため、50%ホルムアミドに浸したペーパータオルを敷いておく。 

15. 0.5～1µg/ml のプローブを含むハイブリ液に交換し、密閉容器に入れ、40

～45℃（14.と同じ温度）のハイブリオーブン内に一晩静置。 

16. 2×SSC に浸漬し、37℃にて 15 分間穏やかに振盪。 

17. 1×SSC に浸漬し、15 分間穏やかに振盪。 

18. RＮase A 液に浸漬し、37℃にて 20 分間静置。 

19. 0.5×SSC に浸漬し、15 分間穏やかに振盪。 

20. 0.5% ブロッキング試薬に浸漬し、1 時間静置。 

21. BXT に浸漬し、30 分間静置。 

22. AP 標識 DIG 抗体（Roche）を BXT で 1000 倍に希釈した液に浸漬し、1

時間静置。 

23. X-TBS に浸漬し、15 分間穏やかに振盪。 

24. X-TBS を交換して浸漬し、15 分間穏やかに振盪。 

25. Buffer C に浸漬し、5 分間穏やかに振盪。 

26. NBT/BCIP stock solution（Roche）を Buffer C で 100～400 倍に希釈し

た液に浸漬し、遮光して静置。時々発色の様子を確認する。 

27. ちょうど良い発色が見られたら、TE、さらに 100%EtOH でリンスし、風

乾。 

28. 顕微鏡で観察。 

 

定量的 RT-PCR 

RNARNARNARNA 抽出抽出抽出抽出    

植物の育成条件は第 1 章に準ずる。16 時間短日処理によって花成を誘導した植物

から新芽部分を、短日処理終了時（SD0h）から 4時間後（SD4h）、8時間後（SD8h）、

24 時間後（SD24h）、48 時間後（SD48h）に採取し、そこから第一本葉、あるい

は第二本葉以下の基部組織を切除したものを茎頂サンプルとした。また、対照区

として、連続明期下で同時間育成した植物からも茎頂を採取し、LL0h～LL48h

サンプルとした。なお、5 つの茎頂を 1 サンプルとし、各サンプル 2 連で準備し

た。RNA の抽出には Get pure RNA kit（Dojindo）を使用した。試薬および操作
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の実際はキット付属のプロトコール（組織用）に従った。 

 

リアルタイムリアルタイムリアルタイムリアルタイム PCRPCRPCRPCR    

第 2 章に準ずる。ただし、逆転写では 1µl あたり 50ng の totalRNA をテンプレー

トとした。PnAP1 の解析では、SD48h のサンプルを段階希釈したものを検量線

として用い、SD48h における PnAP1 の蓄積量を 1 とした相対値を算出した。プ

ラ イ マ ー は Fw; ATGGGAGCAGCAAAATCATC と Rv; GGCTGTTGAAA 

GAGGAAGGA を 200nM で使用した。 

 

 

3-1-3 結果および考察 

 

PnWUS1 と PnSTM1mRNA の ISH 法による発現解析の結果を Fig. 3-1 に示し

た。供試サンプルであるこの茎頂は、先端部一帯に Mg2+が局在し、中央付近には特

に Mg2+が高濃度に集積する細胞群が確認された、短日処理終了時（SD0ｈ）のもの

である。PnWUS1 の発現は、茎頂先端部中央の最外層から数えて 5 層目に存在する

数個の細胞（緑矢印）に限られていた（Fig. 3-1）。したがって、アサガオではこの

数個の細胞からなる組織が OC（organizing center）であり、真上に位置する組織

が中央帯（Fig. 2-1）に分類することができる。Fig. 3-1 と Fig. 1-5 D を比較すると、

Mg2+が特に高濃度に集積している組織（黄矢印）は OC の上部、つまり中央帯内に

位置していることが分かる。一般的な植物茎頂の中央帯には、各層に 1～3 個の幹

細胞が存在することを考慮に入れると、Mg2+が高濃度に集積している細胞は幹細胞

である可能性が高い。また、PnWUS1 を発現する組織＝OC は、Mg2+が局在する組

織の外縁に位置していると思われた。 

PnSTM1 は、茎頂先端部の最外層とその内側一層での発現量は少なく、3 層目
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～5 層目に多く発現していた。また、原基となる組織（青矢印）では発現していな

かった（Fig. 3-1）。KNOTTED class 1 の中でも KN1 や STM の mRNA は、茎頂

組織内においては先端部の CZ を中心とした未分化組織に最も多く蓄積し、茎にも

わずかに蓄積する一方で、葉や花の原基では蓄積が見られないことが知られている

（Jackson et al. 1994, Long et al. 1996）。この点、Fig. 3-1 に示した PnSTM1 の

発現様態も KN1 や STM の発現様態と類似である。特に、PnSTM1 の発現量が茎

頂先端部の最外層とその内側一層で少ないという結果は KN1 の発現様態に酷似し

ている（Jackson et al. 1996）。なお、トウモロコシ KN1 タンパク質は mRNA と

は異なり、最外層、その内側一層を含む茎頂全体に存在する（Jackson et al. 1996）。

一方、KN1 のオーソログであるシロイヌナズナ STM mRNA はトウモロコシ KN1

タンパク質と同様に茎頂全体で発現する（Long et al. 1996）。 

茎頂における KN1/STM の重要な役割は当該組織を未分化状態に保つことであ

る。このことは、アサガオ KN1/STM オーソログである PnSTM1 を発現する組織

は未分化組織であることを示している。Fig. 3-1 と Fig. 1-5 D を比較すると、Mg2+

が局在する組織のほとんどが未分化組織であると考えられた。特に、PnSTM1 と

Mg2+の蓄積量がともに最外層とその内側一層に少なく、それよりも内側（L3 層）

に多いという事実は、「Mg2+が局在する組織≒未分化組織」という考えを強く支持

する。以上、PnWUS1 と PnSTM1 の ISH 法による解析結果から、第 1 章で観察さ

れた茎頂先端部の Mg2+局在組織は未分化細胞の集合体、すなわち、茎頂メリステム

である可能性が示された。 

次に、SD0h～SD4h の茎頂が花成誘導プロセスのどの段階にあるのかを特定す
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るため、花成マーカー遺伝子の茎頂における発現解析を行った。最近になって NCBI

データベースにアサガオ AP1 オーソログである PnAP1 も登録されたため、PnAP1

についても相対定量を行った。なお、本章でいう茎頂とは、前章で茎頂として扱っ

た組織から第一本葉以下の茎頂基部組織を除くことで、より茎頂先端部に特化した

組織である。また、花成誘導後 24 時間、48 時間目の茎頂については第二本葉以下

を切除した。 

PnFUL1 は早くも短日処理終了時には対照区の約 18 倍にあたる 38 コピー/ng 

RNA が蓄積しており、SD4h にはさらに 8 倍に増加して約 320 コピー/ng RNA が

蓄積していた（Fig. 3-1-2）。PnFUL1 の蓄積量は SD8h と SD24h においては SD4h

と同等の約 400/ng RNA 前後にとどまっていたが、SD24h 以降は SD48h にかけて

再度増加して約 1200/ng RNA となった（Fig. 3-1-2）。一方、PnAP1 の蓄積量は SD8h

において増加を開始し、対照区に比べ SD8h で約 7 倍、SD24h で約 14 倍、SD48h

には約 22 倍と、順調に増加していった（Fig. 3-1-2）。この結果は、アサガオ茎頂

は短日処理終了から 8 時間後には、遺伝子発現レベルでは、シロイヌナズナにおけ

る stage 1 の状態に到達していることを示していると考えられる。 

シロイヌナズナの AP1 の転写を促進するのは FT/FD タンパク質複合体で、こ

の作用は直接的なものであることが知られおり、FD を葉で発現させる変異体を用

いた実験からは、FT が発現すると、その後 2 時間以内に AP1 が発現を開始するこ

とが示されている（Abe et al. 2005, Wigge et al. 2005）。ところが、実際に茎頂内

において AP1 の発現が見られるのは、茎頂の形態に変化が確認できる段階である

stage 1 になってからであり、時間にすると花成誘導処理から約 3 日後である
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（Hempel et al. 1997, Abe et al. 2005, Wigge et al. 2005）。このように、AP1 が発

現を開始する時間には、花成ホルモンの到達推定時刻（シロイヌナズナでは測定で

きないが）とは時間的なギャップが存在することが指摘されていが、ギャップが生

じる理由はまだ分かっていない（Searle et al. 2006, Kobayashi and Weigel 2007）。

アサガオ茎頂における PnAP1 の発現も、少なくとも短日処理終了から 4 時間まで

は開始しないことが明らかとなったが（Fig. 3-2）、第 1 章の双葉切除実験によると

花成ホルモンは短日処理終了から 2 時間後には完全に茎頂に到達することが確認さ

れており（Fig. 1-1）、シロイヌナズナで見られた「FT 到達から AP1 発現までの時

間的ギャップ」がアサガオにおいても存在することが示された。 

これに対し、PnFUL1 は短日処理終了前に発現が開始していると考えられた。

シロイヌナズナでも FUL の発現が花成誘導処理後速やかに開始することが ISH 法

や FUL::GUS を導入した植物の解析からすでに判明しており（Hempel et al. 1997）、

アサガオ PnFUL1 の発現様態も FUL と同様であることが示された。ただし、AP1

とは異なり、FUL 発現のメカニズムについては未解明な点が多く、本実験で観察さ

れた花成誘導直後の PnFUL1 の発現も、その分子機構は不明である。この点、花成

ホルモンが茎頂に到達する時間帯（Fig. 1-1; SD0h=12.5%、SD2h=100%）と

PnFUL1 の茎頂における発現様態（Fig. 3-2; SD0h=38 コピー/ng RNA、対照区の

18 倍、SD4h=320 コピー/ng RNA、対照区の 65 倍）に相関が見られたことは非常

に興味深い。PnFUL1 の発現が双葉から移行してきたシグナルによって誘導された

ものだとすると、そのシグナル －Fig. 1-1 に表された時間帯かそれ以前に茎頂に移

行し、花成誘導にとって十分条件となる物質－ の正体が問題となる。そのような物
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質の第一の候補となるのは FT タンパク質である。実際、FT/FD 複合体が FUL に

作用する可能性は総説にも示されている（Kobayashi and Weigel, 2007）。この予

想が正しいとすると、FT/FD 複合体が AP1 よりも低い閾値で FUL の発現を直接誘

導するはずで、そうでなければ、AP1 よりも早期に FUL が発現する事実を説明で

きない。シグナルとして次に考えられるのは FT タンパク質以外の物質であるが、

そのような物質の存在が最近の複数の研究によって示されている。Searle らは、FD

が花成誘導前から茎頂で発現しているが、花成誘導後にはさらに発現が促進される

という事実に着目して実験を行い、この FD の発現の促進が FT によらないことを

示した上で、FD の発現を促進する葉由来物質として、通常は FLC（FLOWERING 

LOCUS C）によって発現が抑制されている遺伝子 Xを提起した（Searle et al. 2006）。

シロイヌナズナの葉において、CO の下流で長日花成に作用するのは FT のみであ

ることがマイクロアレイ Affymetrix ATH1 を利用した実験からは判明しているが

（Wigge et al. 2005）、FLC は CO とは別の経路に位置する遺伝子で、CO-FT 経路

と並立が可能である。FUL の発現も、FT タンパク質以外の物質によって誘導され

ると仮定すると、FUL は花成を促進するが、花成誘導には不十分であるという事実

の説明も可能となる。この場合、FUL や FD の発現を誘導する物質は花成誘導の必

要条件で花成誘導処理直後に茎頂に到達し、そのような物質と同時か、あるいは遅

れて茎頂に到達する FT タンパク質は花成誘導の十分条件と位置づけられる。また、

X 以外にも、CO-FT 経路とは独立に AP1 と LFY の発現を促進する遺伝子として

AGL17 が最近報告された（Han et al. 2008）。このように、花成誘導初期には FT

タンパク質以外の花成促進物質が茎頂へ移行する可能性が高まっている。 
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PnFUL1 mRNA の茎頂における蓄積量は SD4h にかけて増加した後、SD24h

～SD48h にかけて一段と増加されており（Fig. 3-2）、PnFUL1 の発現が二段階の

促進制御を受けていることが示唆された。これに類似した事例としては、例えば

AP1 は FT/FD 複合体によって直接発現が誘導されるのに加え、FT/FD 複合体によ

って発現が促進された SOC1 遺伝子によってさらに AP1 の発現が促進されるとい

う、Feed Forward 制御を受ける（Kobayashi and Weigel 2007）。第 2 章で触れた

通り、遺伝学的に FUL は AP1 に非常に似た性質を示すことから、FUL や PnFUL1

も、AP1 のような二段階の発現機構を持つ可能性は十分考えられる。 

SD48h における PnFUL1 の発現組織を ISH 法によって解析した結果、PnFUL1

は茎頂先端部および第三本葉と第四本葉の腋芽に広く発現していることが示された

（Fig. 3-3）。シロイヌナズナの FUL は AP1 の発現後は花原基特異的に発現するこ

とから（Hempel et al. 1997）、PnAP1 の発現後である SD48h において PnFUL1

の発現が見られた組織は、完全に花芽として機能していると考えられる。なお、FUL

タンパク質が作用する対象として、class C である AG と、class E として花器官の

形成に関わる SEPALLATA 遺伝子群が yeast two-hybrid を用いたスクリーニング

から提示されている（Kater et al. 2006）。したがって、SD48h においては AG/DP

の発現はまだ開始していなかったものの（Fig. 3-2）、SD48h 以降の比較的早い時期

に AG/DP の発現が開始し、花器官が形成され始めることが予想された。以上のこ

とから、SD48h のアサガオ茎頂は、シロイヌナズナにおける stage 2 にあると考え

た。 

PnWUS1とPnSTM1の ISH法による発現解析には SD0hの茎頂を用いた。Mg2+
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の局在に変化が生じる SD4h の茎頂での局在については確認していないが、STM と

WUS の発現組織は花成誘導後少なくとも stage 6 までは変化がないとされている

（Long et al. 1996, Mayer et al. 1998）。したがって、アサガオ茎頂においても

SD4h での両オーソログ遺伝子の発現組織は SD0h と同様であると考えられたが、

花成誘導初期における発現量については解析した例がないため、本節において定量

を試みた。その結果、PnWUS1 と PnSTM1 の発現量に花成誘導の有無による大き

な差異は認められず、PnWUS1 はおおよそ 1.2 コピー/ng RNA、PnSTM1 はおお

よそ 80 コピー/ng RNA が蓄積していた。ただし、花成誘導処理をした場合、特に

PnWUS1が SD0hからSD24hにかけて蓄積量が一時的に増加する現象が見られた。

この原因は定かではないが、暗期の間に低下していたショ糖濃度が、明期になって

急激に上昇し（小林 修士論文 2003）、細胞活性を上昇させることが関係するので

はないかと思われた。また、一時的に蓄積量が増えた PnWUS1 も SD48h には対照

区と同程度の蓄積量になったのは、Feed Back 制御のような機構が働いたためでは

ないかと推察されたが、正確な理由は不明である。PnWUS1 と PnSTM1 の蓄積量

が花成誘導の有無によって影響を受けなかったことは、両遺伝子が花成誘導後も対

照区と同様に発現し、茎頂のメリステム性の維持に関わっていることを示唆するも

のであると考えられた。 

本節から、短日終了から 4 時間目までのアサガオ茎頂は、花成シグナルを受容

してから stage 1 に至るまでの過渡期にあることが判明した。この時間帯は、FT/FD

―AP1 間で見られるギャップに相当する時間帯であることにも現れているように、

花成誘導の遺伝子制御メカニズムの中でも未解明な点が多い時間帯である。そこで
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次節では、花成誘導後 4 時間目において観察された Mg2+局在の変化が花成制御メ

カニズムに果たす役割について検討を試みた。 
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Figure 3-1-1.  PnSTM1（左）と PnWUS1（右）の in situ hybridization 法に

よる SD0h の茎頂での発現解析。PnSTM1 は茎頂先端部の外縁で分化が始まっ

た組織では発現していない（青矢印）。 

PnWUS1 の発現解析結果の茎頂先端部を拡大し、下段に付した。中央帯の一部

に PnWUS1 を発現する細胞が確認できる（緑矢印）。 
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Figure 3-1-2.  定量的 RT-PCR による PnWUS1、PnSTM1、PnFUL1、AG/DP、

PnAP1 の茎頂における発現解析。16 時間の暗処理終了時(SD0h)から 4 時間後

（SD4h）、8 時間後（SD8h）および 1 日後（SD24h）、2 日後（SD48）と、各

時間における対照区（LL0h～48h）の茎頂に蓄積している各遺伝子を定量した。

SD 区、LL 区ともに N=2 で解析。PnAP1 については SD48h の蓄積量=1 とし

た相対値で示した。 
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Figure 3-1-3.  PnFUL1 の in situ hybridization 法による SD48h の茎頂での発

現解析。頂芽（赤矢印）と腋芽（緑矢印）での発現が確認された。 
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第 2 節 花成誘導が PnWUS1 と PnSTM1 mRNA の半減期に及ぼす影響 

 

3-2-1 緒言  

 

前節の PnWUS1 と PnSTM1 を用いた ISH 法による解析結果により、第 1 章で

示された Mg2+が高濃度に局在する組織は、茎頂における未分化組織＝メリステムで

あることが明らかとなった。茎頂メリステムには、CZ に位置する幹細胞群や、PZ

に位置する分裂組織が含まれる。幹細胞はあらゆる細胞に分化する能力をもつ細胞

で、分裂活性は低いものの自己複製し、増殖した一部を隣接する分裂組織へと提供

する（Weigel and Jurgens 2002）。分裂組織は活発に分裂し、成長相に応じた器官

の原基となる細胞を PZ の縁に産生し続ける。 

茎頂メリステムの持つ分裂・分化と構造保持のメカニズムについては未解明な点

が多く、現在も変異体の解析を中心に研究が盛んに行われている。これまでの研究

により、前述の WUS や CLV 遺伝子群、STM の他にも、Arabidopsis Response 

Regulator 遺伝子群や TOPLESS、LONELY GUY などの遺伝子や植物ホルモンの

サイトカイニンが関わって茎頂を維持する構図がシロイヌナズナをモデルとして描

かれつつある（Tucker and Laux 2007）。 

Mg2+は植物の多量必須元素であるが、その必須性はまず Mg2+が葉緑素の生合成

に不可欠であることに認められる。また、Mg2+は多くの酵素活性を保持する役割が

あり、特に酵素と ATP 間を架橋することで酵素のリン酸化活性を高める。この効果

は植物に特有の機能である光合成に主要な役割を果たすリブロース 1,5-ビスリン酸
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カルボキシラーゼに対しても発揮される。Mg2+はリボソームの立体構造の維持にも

役割を果たし、細胞内 Mg2+濃度はタンパク質の生合成に影響を及ぼす。本研究で注

目している茎頂メリステムには分裂組織が含まれており、ATP を消費しながら活発

にタンパク質を合成していることが予想される。そのため、当該組織に Mg2+が高濃

度に局在することの有利性をタンパク質の活性に見出すこともできると思われた。

しかし、第 1 章によると Mg2+は茎頂メリステムの中でも分裂活性の低い CZ に特に

高濃度に集積している（Fig. 1-5）。また、花成誘導に伴って Mg2+の局在が変化す

るが、例えば Mg2+濃度の低下が予想される CZ において花成誘導初期にタンパク質

活性が低下することの効果など、タンパク質活性の変化と花成制御メカニズムの関

連性を合理的に説明するのは難しいと思われた。そこで本節では、花成制御メカニ

ズムが茎頂メリステムにおいて多数の遺伝子発現の誘導/抑制を伴うリプログラミ

ング過程であるという事実に着目し、遺伝子制御メカニズムの中でも Mg2+が関与す

ることが報告されている mRNA の安定性の制御メカニズムについて検討すること

とした。 

mRNA の安定性が遺伝子制御メカニズムの一端を担う事象の一例は、生物時計

に支配される遺伝子の発現様態に見ることができる。すでに 1997 年には、生物時

計の分子機構解明の先駆けとなったハエの Period 遺伝子の転写率と mRNA の蓄積

量の比較から、mRNA の半減期は日周期によって制御されることが示唆されていた

が（So and Rosbash 1997）、Lidder らはシロイヌナズナを用いて CCL（COLD 

CIRCADIAN RHYTHM AND RNA BINDING-LIKE） mRNA の半減期が明期 1

時間目（ZT1）では 175±65 分であるのに対し、明期 8 時間目（ZT8）では 35±5
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分であること、同様に、SEN1（SENESCENCE ASSOCIATED GENE 1）mRNA

の半減期は ZT1 では 99±13 分、ZT8 では 37±3 分であることを示し、実際に植物

体内において mRNA の安定性が生物時計の制御に重要な役割を果たしていること

を明らかにした（Lidder et al. 2005）。この他にも、mRNA の安定性に影響を与え

る環境要因として光やショ糖の有無、あるいはウィルス感染などが確認されている

ことから、mRNA の安定性制御は植物の正常な成長のために重要な因子であると考

えられ、mRNA の安定性を制御するメカニズムの解明を目指した研究が進められて

いる（Gutierrez et al. 1999, Parker and Song 2004）。 

Mg2+濃度によって Mg2+の輸送に関わる遺伝子の mRNA の分解速度が変化する

という現象が主に酵母や細菌を用いた実験によって確認されており、細胞内 Mg2+

濃度制御メカニズムに Mg2+濃度そのものが関与するモデルが提示されている

（Graschopf et al. 2001, Spinelli et al. 2008）。植物においては、Horlitz と Klaff

がホウレンソウの葉緑体内で発現する数種類の遺伝子を用いて in vitro で mRNA

の半減期を測定した結果、Mg2+濃度（0～25mM）依存的に mRNA の安定性が増す

ことが示され、葉緑素の成熟に伴って Mg2+の濃度が上昇する事実との関連が示唆さ

れている（Horlits and Klaff 2000）。さらに、タバコを用いた実験により、Mg2+濃

度に依存して mRNA を分解する経路の一つに関わることが予想される RNA 結合タ

ンパク質も報告された（Bollenbach et al. 2003）。 

本節では、花成誘導初期の茎頂で Mg2+が関与する事象の候補として mRNA の

安定性の制御メカニズムを検討するにあたり、花成誘導初期に mRNA の半減期に

変化が見られるのかを in vivo で検証した。半減期の測定対象遺伝子としては、茎
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頂メリステムで発現が確認された PnWUS1 と PnSTM1 をモデルとして用いた。

mRNA の半減期の測定には、mRNA の合成を阻害した茎頂における mRNA の蓄積

量を経時的に定量し、その減少率から算出するという手法を用いた（Seeley et al. 

1992, Lidder et al. 2005）。実験では、まずアサガオ茎頂における mRNA の合成を

阻害できる条件の設定を行った。具体的には、光に応答して発現する性質を持つ

CHLOROPHYLL A/B BINDING PROTEIN (CAB) の、光照射による発現誘導を阻

害できる mRNA 合成阻害剤処理濃度を決定した。mRNA 合成阻害剤には、ヌクレ

オチド誘導体の抗生物質で RNA ポリメラーゼの阻害剤である Cordycepin

（3′-deoxyadenosine）を用いた。適当な Cordycepin 濃度を決定した後、その濃度

で SD4h および LL4h の茎頂を処理しながら、経時的にサンプリングした茎頂から

RNA を抽出、定量的 RT-PCR を用いて PnWUS1 と PnSTM1 の mRNA の残存量を

求め、両遺伝子の半減期を算出した。 

 

 

3-2-2 実験方法 

 

mRNA の半減期測定 

Seeley らの方法に倣った（Seeley et al. 1992）。まず、光に反応して発現する性質

を持つ CAB（CHLOROPHYLL A/B BINDING PROTEIN）遺伝子（AY547298）

を用い、mRNA の合成を阻害できる Cordycepin 濃度を決定した。次に、その濃度

の Cordycepin を含む溶液中で茎頂をインキュベートしながら経時的にサンプリン

グし、茎頂内の mRNA 量を定量、mRNA 量/インキュベート時間から mRNA の半

減期を算出した。mRNA 量は定量的 RT-PCR を用いて定量した。 

 

試薬試薬試薬試薬    
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Sucrose Buffer 

1mM PIPES pH6.26 

1mM クエン酸ナトリウム 

1mM KCl 

15mM Sucrose  

 

Cordycepin 

Cordycepin（シグマ）を 8mM になるよう Sucrose Buffer に溶解したものを

ストック液とし、使用時まで-20℃にて保存した。 

 

mRNA 合成阻害剤処理濃度の設定  

操作操作操作操作    

第 1 章に準じて明期下で 52 時間育成した植物に 20 時間の暗処理を施した。

暗処理終了後直ちに暗所にて茎頂を採取し、Cordycepin を 0～3.2mM の濃度

で含む Sucrose Buffer に浸漬し、暗所、室温にて 30 分間プレインキュベーシ

ョンした。30 分間のプレインキュベーション終了時に一部の茎頂をサンプリ

ングした後、残りの茎頂サンプルを植物育成器内に 1 分間静置することで

26.7µmol・m-2・s-1 の光を照射、その後直ちに暗所に戻し、さらに 1 時間イ

ンキュベーションした。 

 

リアルタイムリアルタイムリアルタイムリアルタイム PCRPCRPCRPCR    

前節に準ずる。光照射前と照射後の茎頂から RNA を抽出、CAB mRNA 量を

定量した。5 つの茎頂を 1 サンプルとし、各サンプル 2 連で準備した。検量線

には明期下で育成した葉のサンプルを段階希釈したものを用い、相対定量を

行った。プライマーは Fw; TGAAGGATTTGAAGCTGAAAGAAGT と Rv; 

AAGTATCCCAGAATGGCCAACA を 200nM で使用した。 

 

PnWUS1 と PnSTM1 mRNA の半減期測定  

操作操作操作操作    

植物の育成は第 1 章に準ずる。LL4h と SD4h の茎頂を採取し、3.2mM 

Cordycepin を含む Sucrose Buffer に浸漬した。明所、室温にて 30 分間プレ

インキュベーションした後、3.5 時間後までインキュベーションし、経時的に
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サンプリングした。 

 

リアルタイムリアルタイムリアルタイムリアルタイム PCRPCRPCRPCR    

前節に準ずる。プレインキュベーション終了時を 0h とし、0.5h、2h、3.5h

の茎頂から RNA を抽出、PnWUS1 および PnSTM1 mRNA 量を定量した。5

つの茎頂を 1 サンプルとし、各サンプル 2 連で準備した。 

 

 

3-2-3 結果および考察 

 

1 分間の光照射によって CAB の発現を誘導し（= 0h）、1 時間後の茎頂における

CAB の蓄積量を Fig. 3-2-1 に示した。Cordycepin を含まない Buffer 内でインキュ

ベートした茎頂内の CAB 量は、光照射前に対して 1 時間後には 1.5 倍に増加して

いた。また、Cordycepin 濃度を 0.4mM、0.8mM で処理しても、それぞれの 0h に

おける CAB 量よりも蓄積量がやや増加する場合が見られた。しかし、Cordycepin

濃度を 1.6mM あるいは 3.2ｍM で処理すると、0h よりも CAB 量が増加すること

は無かった。つまり、Cordycepin 濃度が 1.6mM 以上になると、CAB の光に応答

した発現を完全に阻害できることが示された。なお、光を照射せずに 3.2mM 

Cordycepin 溶液で 1 時間処理した茎頂における CAB 量も、光照射した茎頂におけ

る CAB 量と同等であることを確認した（data not shown）。したがって、アサガオ

茎頂における mRNA 合成阻害に必要な Cordycepin 濃度は 1.6mM 以上であり、以

後の実験においては 3.2mM で茎頂を処理した。エンバクやシロイヌナズナで

mRNA 合成を阻害できる Cordycepin 濃度は比較的低く、0.5mM 前後と報告されて
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いるのは（Seeley et al. 1992, Lidder et al. 2005）、これらの植物の組織がアサガオ

に比べて薄く、Cordycepin が容易に浸透しやすかったためではないかと考えられた。 

3.2mM Cordycepin で処理した SD4h および LL4h の茎頂を、経時的に 3.5 時間

までサンプリングし、各時間に茎頂に含まれていた PnWUS1 と PnSTM1mRNA の

定量した結果を Fig. 3-2-2 に示した。これに対して指数近似式を求め、蓄積量が 0h

時の半分になる時間を半減期として算出した。その結果、PnWUS1 の半減期は LL4h

において約 13.6 時間、SD4h においては約 2.7 時間となった。つまり、PnWUS1 

mRNA の安定性は花成誘導によって 1/5 に低下していることが示された。また、

PnSTM1 の半減期は LL4h では約 11.8 時間、SD4h では約 4.4 時間であり、花成誘

導によって PnSTM1 mRNA の安定性はおおよそ 1/3 に低下することが示された。 

mRNA の半減期は、不安定な一過的シグナル因子では 1 時間以下、非常に安定

したものでは数日に及ぶが、平均的には数時間であると言われている（Gutierrez et 

al. 1999）。PnWUS1 と PnSTM1 の mRNA の、花成誘導を行わない茎頂における

半減期は極めて平均的であり、両遺伝子を一定量蓄積するために、一定のプロモー

ター活性をもって常に mRNA を合成していると考えられた。また、花成を誘導す

ることにより、PnWUS1 mRNA は 1/5 に、PnSTM1 mRNA は 1/3 にそれぞれ安定

性が低下したが、この 1/5、1/3 という数値は、例えば前述の生物時計に関わる遺伝

子の ZT8 における半減期が ZT1 の 1/3～1/5 であることや（Lidder et al. 2005）、

光合成に関与する Ferredoxin 1 遺伝子の暗期における半減期が明期の 1/2 であるこ

と（Petracek et al. 1998）、また、α-アミラーゼをコードする遺伝子のショ糖存在

時の半減期がショ糖欠乏時の 1/4 であること（Sheu et al. 1996）などを鑑みると、
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mRNA 半減期の変動幅として妥当であると思われる。 

今回観察された PnWUS1 と PnSTM1 の安定性の低下が花成制御メカニズムの

一環であるのか、Mg2+の濃度変動によるものであるか、等については、他の茎頂発

現遺伝子の半減期測定、茎頂内 Mg2+濃度の定量、あるいは他植物での検証など、さ

らなる実験が必要である。しかし、本実験結果は花成誘導初期の茎頂における遺伝

子制御メカニズムに、新たに mRNA の安定性の制御が含まれている可能性を提示

するものと考えられる。 
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Figure 3-2-1.  光照射から 1 時間後の CAB 遺伝子の発現量と Cordycepin 処理

濃度の関係。各処理濃度とも、光照射直前の CAB 遺伝子量=1 とした相対値で

示した。N=2 での解析。 
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Figure 3-2-2.  LL4h あるいは SD4h の茎頂における PnWUS1、PnSTM1 

mRNA の安定性の解析結果。LL4h あるいは SD4h に採取した茎頂を 3.2mM 

Cordycepin で処理し、経時的にサンプリング、蓄積している各遺伝子の mRNA

を定量した。それぞれ 0h における蓄積量=1 とした相対値で示した。N=2 での

解析。近似曲線から、蓄積量が 0.5 になる処理時間を算出し、各遺伝子の半減期

とした。PnWUS1 の半減期は LL4h では約 13.6 時間、SD4h では約 2.7 時間。

PnSTM1 の半減期は LL4h では約 11.8 時間、SD4h では約 4.4 時間であった。 



- 84 -  

 

終章 総合考察 

 

本研究は、先に行なったアサガオ幼植物体の元素分析結果（Ikeue et al. 2001）

に基づき、茎頂における Mg2+濃度の変動と花成制御メカニズムの関連について追究

したものである。 

第 1 章では、茎頂において Mg2+が高濃度に局在する組織を、独自に考案した蛍

光染色法によって明らかにした。解析対象として注目する時間は、花成シグナルが

茎頂に到達してから成長相の移行が開始する「花成誘導初期」に定めた。花成シグ

ナルが完全に茎頂に到達する時間帯は、双葉を切除する時間と花成率の関係により、

16 時間の暗処理終了後 2 時間目であることが確認された（Fig. 1-1）。このように、

比較的単純な方法で茎頂へのシグナルの到達時間帯を極めて狭い範囲に限定できる

ことは、アサガオを供試植物として用いる実験の非常に有利な点である。 

蛍光染色法では、Ca2+のみに反応する試薬と、Ca2+と Mg2+の両方に反応する試

薬を用い、その染色差を Mg2+の分布として捉える、「(Ca2+ + Mg2+)－(Ca2+ ) = Mg2+」

という原理で Mg2+局在の解析を試みた（Fig. 1-2）。蛍光試薬は、①同一の基本構

造を持ち、②植物組織内の両イオン濃度に十分反応し得るという条件を設定し、

Fluo-3 と Mag-fluo-4 を選択した。①により、細胞間に存在する試薬浸透性の違い

によって生じる「イオン濃度の見かけ上の違い」を補正した。②については、アサ

ガオ茎頂におけるイオン濃度は他植物で報告されている組織内イオン濃度と大きく

は変わらないと仮定し、Ca2+濃度 0～250nM、Mg2+濃度 0～20mM の範囲で両試薬
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の反応性を確認した（Fig. 1-3）。そして、実際に Fluo-3 と Mag-fluo-4 それぞれに

よって茎頂、茎、根を染色し、適用の可否を検討したところ、茎頂と根の染色像に、

試薬間での差異が観察された（Fig. 1-4）。茎頂を Mag-fluo-4 を用いて染色すると、

Fluo-3 で染色した場合と比べ、茎頂先端部における発色が他組織よりも強く、特に

先端部の 2 層目より内側において強い発色が見られた。 

本研究で考案した蛍光染色法には定量性がなく、また、イオン濃度の判明して

いる組織を用いた検証も行なっていない点、未だ不完全なものである。しかしなが

ら、観察された両試薬による組織の染色差は Mg2+の濃度差を反映している可能性が

高いと考え、茎頂内でも特に染色差が明らかであった茎頂先端部に注目し、さらに

解析を進めた。 

解析の結果、Mag-fluo-4 で染色した場合にのみ、強い蛍光を発する細胞群が茎

頂先端部に観察された（Fig. 1-5, Fig. 1-6）。これにより、Mg2+が茎頂先端部に局在

することに加え、特に Mg2+が高濃度に集積している細胞群が茎頂先端部の中央に存

在している可能性が示された。さらに、花成誘導された茎頂を解析したところ、暗

処理終了時（SD0h）の茎頂での Mg2+局在様式は花成誘導されていない茎頂と同様

であるが、4 時間後（SD4h）の茎頂では Mg2+濃度は茎頂先端部の中央よりも周辺

部でより高くなることが示唆された（Fig. 1-6 D, E）。また、SD4h における Mg2+

の局在変化が暗期そのものの影響ではなく、花成誘導の影響であることは暗期中断

実験によって確認された（Fig. 1-6 F, G）。 

第 1 章で示された Mg2+の茎頂先端部への高濃度局在と、花成誘導による局在様

式の変化は、Mg2+が花成制御メカニズムに何らかの役割を果たす可能性を示唆する
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ものであると考えられた。この可能性をさらに追究するため、Mg2+が局在する組織

の性質を明らかにすることとし、そのために必要な組織マーカーである WUS、STM、

CLV1と、花成マーカーであるAP1とAGのオーソログの単離を第 2章で行なった。 

単離した 5 つの遺伝子のうち、WUS 様遺伝子と STM 様遺伝子は、予想される

アミノ酸配列（Fig. 2-1, Fig. 2-2）と発現様式（Fig. 2-5）からそれぞれのオーソ

ログと同定され、PnWUS1、PnSTM1 と名付けた。AP1 様遺伝子は予想されるア

ミノ酸配列から、AP1 ではなく、AP1 と起源を同じくする FUL であることが示さ

れ（Fig. 2-3）、PnFUL1 と名付けた。AG 様遺伝子は Nitasaka が単離・同定した

アサガオ DP 遺伝子と同一のものであったため、本研究では AG/DP と称した。ま

た、CLV1 様遺伝子は幼植物体における発現様式がシロイヌナズナ CLV1 とは異な

っており（Fig. 2-4）、CLV1 のオーソログとは同定できなかった。 

第 3 章 第 1 節では PnWUS1、PnSTM1、PnFUL1、AG/DP に加え、他の研究

グループによって単離された AP1 オーソログの PnAP1 を用い、茎頂の解析を行

なった。まず、茎頂組織を同定するため、PnWUS1 と PnSTM1 を用いて in situ 

hybridization（ISH）を行った。その結果、茎頂先端部で Mg2+の局在が見られた

組織（Fig. 1-5）は PnSTM1 を発現する未分化細胞から成っていることが明らか

となった（Fig. 3-1）。また、PnWUS1 を発現する細胞は茎頂先端部の中央の外側

から 4,5 層目に存在しており（Fig. 3-1）、Mg2+が局在する組織の外縁、Mg2+を高

濃度に集積する数個の細胞群にほぼ隣接して位置することが示された（Fig. 1-5）。

アサガオの茎頂組織について、Mg2+と遺伝子の局在解析から得られた結果を Fig. 

4-1 にまとめた。花成誘導に伴い Mg2+の局在様式が変化することが PnWUS1 と
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PnSTM1 に及ぼす影響については第二節で検討した。 

花成シグナルが完全に茎頂に到達してから 2 時間後、すなわち、Mg2+の局在様

式に変化が見られた SD4h の茎頂が、花成誘導プロセスのどの段階にあるのかに

ついては、3 つの花成マーカー遺伝子を用いて同定した。花成誘導プロセスについ

てはシロイヌナズナをモデルとして花成シグナル到達から花の成熟までが 12 の

stage に分類されており、FUL は stage 1 以前、AP1 は stage 1、AG は stage 2

～3 において発現が開始する。本研究の結果、PnFUL1 の発現が開始するのは暗処

理終了時以前、PnAP1 の発現開始は SD4h から SD8h の間、AG/DP の発現開始は

SD48h 以降であることが明らかとなり（Fig. 3-2）、注目している SD4h の茎頂は

stage 1 直前の状態にあることが示された。また、PnWUS1 と PnSTM1 mRNA の

蓄積量には解析期間中、大きな変動は見られなかった。アサガオ茎頂における花成

誘導のタイムコースについて得られた上記の結果は、Fig. 4-2 にまとめた。 

第 2 節では、花成誘導の持つ「成長のリプログラミング」という特性に着目し、

細胞内遺伝子制御メカニズムの１つで Mg2+が役割を果たすことが知られている

mRNA の安定性制御機構が花成誘導後のアサガオ茎頂で機能する可能性について

検討した。mRNA の安定性は、半減期の長短によって計られる。本節では、茎頂先

端部での発現が確認された PnWUS1 と PnSTM1 をモデルとして用い、両遺伝子の

SD4h と LL4h における半減期を算出した。その結果、SD4h での半減期は LL4h

に比べ、PnWUS1 は 1/5 に、PnSTM1 は 1/2.7 に短縮しており、花成誘導によって

両遺伝子とも安定性が低下することが示された（Fig. 3-2-2, Fig. 4-2）。 

本研究の結果、アサガオ茎頂における花成制御メカニズムに、mRNA の安定性
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制御機構が関与している可能性が新たに示された。今後、花成制御メカニズムの解

明を目指し、SD4h において PnWUS1 と PnSTM1 の安定性が低下することの意義

を考察するためには、花成シグナルがほとんど到達していない SD0h や、成長相が

完全に生殖成長に移行した stage 1 に当たる SD8h の茎頂でも半減期を算出するこ

とが重要であり、その点、本実験は極めて予備的なものである。しかし、仮に

PnWUS1 と PnSTM1 で確認されたような mRNA の安定性の低下が、茎頂で発現

する遺伝子全般に当てはまるものとすれば、花成制御メカニズムに mRNA の安定

性の低下が果たす役割としては、組織内に存在する mRNA の種類の迅速な切り替

えに対する効果が予想できる。前述の通り、アサガオでは暗処理終了後、茎頂に花

成シグナルが到達するまでに約 2 時間、その後茎頂が stage 1 に達するまでに 2～6

時間しか要しない（Fig. 4-2）。この間に、茎頂で発現する遺伝子群は栄養成長に必

要なものから生殖成長に必要なものへと、種類が切り替わることが予想される。こ

の時、もし栄養成長に必要な mRNA の半減期が 10 時間以上であると、花成シグナ

ルの到達を受けて転写活性が低下してからも数時間は mRNA が一定濃度蓄積した

状態が継続することになる。しかし、転写活性が低下すると同時に、mRNA の半減

期が 1/2 の 5 時間に短縮されれば、茎頂が stage 1 に到達するまでに蓄積量を 1/2

以下に下げることができる。また、PnWUS1 や PnSTM1 のように花成誘導後も必

要な遺伝子は、転写活性を保つことで、mRNA の半減期短縮によって一時的に蓄積

量が低下することはあっても、一定濃度の蓄積量を保つことが可能であると思われ

る。 

この仮説について検証するためには、栄養成長期に茎頂で発現し、花成誘導後
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には発現が抑制される遺伝子の安定性と蓄積量の経時変化を解析することが効果的

であると思われる。また、他の遺伝子の安定性の解析に加え、シロイヌナズナなど、

他の植物におけるオーソログ遺伝子の安定性を調査することも非常に重要と考えら

れる。ただしシロイヌナズナにおける花成誘導は、花成シグナルの茎頂への到達か

ら AP1 の発現までに 72 時間を要するなど、アサガオに比べて進行が穏やかである

と考えると、花成誘導後に半減期の調節が行われなかったとしても、転写活性の低

下のみで不要な遺伝子の分解は時間的には十分に間に合うとも言える。つまり、本

研究で示唆された花成誘導に伴う mRNA の半減期の短縮という機構は、暗処理後

速やかに成長相が移行するアサガオに独特な制御メカニズムである可能性も考えら

れる。 

さらに、PnWUS1 と PnSTM1 の安定性の低下が Mg2+の濃度変化に影響された

ものであるのかについても検討することが必要である。Fig. 4-1 に示した通り、両

遺伝子が発現する組織では、SD4h には SD0h よりも Mg2+濃度が低下するのではな

いかと思われるが、前述の通り、本実験では Mg2+濃度の絶対量は測定しておらず、

また、mRNA の安定性に影響を与える因子は Mg2+以外にも存在することを踏まえ

ると、PnWUS1 と PnSTM1 の安定性の低下が Mg2+の濃度変化以外の原因で生じた

可能性も十分に考えられる。今後はまず SD0h と SD4h の茎頂内の特定の組織内に

おける Mg2+濃度を定量し、その濃度における遺伝子の半減期を in vitro で測定する

ことが必要となると思われる。しかし、現在までに報告されている植物における in 

vitro での遺伝子の半減期測定系は、ほとんどが葉緑体で発現する遺伝子を対象とす

るものであり、上記のような検証実験を行うためにはまず細胞質環境を反映させた
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in vitro 測定系の構築が必要となる。なお、花成誘導時に mRNA の安定性が制御さ

れるメカニズムについて検討する際には、下記のような理由から、注意が必要であ

る。すなわち、Mg2+の関与する mRNA の分解経路についての研究の多くは葉緑体

を対象としたものであるが、本研究で注目した PnWUS1 と PnSTM1 の安定性の制

御は核と細胞質で機能するメカニズムであると考えられる。葉緑体内に発現してい

る mRNA のほとんどは、3’末端の非翻訳領域に stem-loop 構造を保持し、それによ

って葉緑体特異的なタンパク質に結合するが（Horlitz and Klaff 2000）、そのよう

なタンパク質が葉緑体における mRNA の安定性制御にも関わっていると考えられ

ることから、葉緑体で解明されている mRNA の安定性制御メカニズムは、細胞質

におけるそれとは異なる可能性があるためである。 

本研究では、双葉切除実験と花成マーカー遺伝子の解析により、アサガオ茎頂

における花成誘導のタイムコースも明らかにした（Fig. 4-2）。その中で、シロイヌ

ナズナで示されている「茎頂への FT タンパク質の到達から AP1 遺伝子の発現まで

に存在する時間的ギャップ」がアサガオの花成誘導においても存在することが確認

された。前にも言及した通り、FT タンパク質が茎頂に到達する正確な時間はシロ

イヌナズナでは特定することが難しいが、アサガオでは双葉切除実験によって容易

に特定できる（Fig. 1-2, Fig. 4-2）。したがって、今後、FT-AP1 間のギャップとな

っている時間帯 －アサガオでは SD2h から SD8h にかけて－ に茎頂で生じている

成長相の変化の実態について、アサガオを用いて解析することで、植物の花成誘導

研究にとって新規な知見を得られると期待される。さらに、茎頂で生じる成長相の

変化について経時的に解析するにあたり、アサガオ茎頂は形態の面でも非常に有利
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である。すなわち、シロイヌナズナをはじめ多くの植物は、花成誘導後も茎頂メリ

ステムの外縁に花芽を次々と発生させながら成長を続けるが、アサガオは花成誘導

により茎頂そのものが花芽に「変化」する。そのため、シロイヌナズナなどの茎頂

をサンプリングすると、そこには常に stage の異なる組織が混在するが、アサガオ

では花成誘導段階の揃った茎頂がサンプリングできることになる。茎頂で生じる遺

伝子的変化を解析するための実験手法としては、ISH 法などによる画像解析か、組

織のサンプリングに定量的 RT-PCR を組み合わせる定量解析が用いられるが、両者

を比較すると、定量的 RT-PCR の感度は抜群であり、遺伝子が発現を開始する時間

を特定するためにはより有効であると思われる。したがって、花成誘導タイムコー

スが明確であり、stage 別に茎頂をサンプリングすることが容易なアサガオ茎頂を

用いることで、特に花成誘導初期の遺伝子ネットワークを時間面から解明すること

を目指せると考えられる。 

最後に、近年盛んに行われている、「シロイヌナズナ等モデル植物で得られる知

見を他植物で検証する」試みに関して以下に考察する。本研究においても、遺伝子

解析についてはシロイヌナズナで先行している研究を大いに参考にした。茎頂およ

び花成マーカー遺伝子にも、オーソログを利用した。しかし、例えば、シロイヌナ

ズナに次ぐモデル植物であるイネでは FUL オーソログ遺伝子として FUL1 と

FUL2 の二種類が存在し、なおかつ FUL2 は機能的にはシロイヌナズナ AP1 に似

ているという事実に表されているように、植物の持つ機能・性質を遺伝子面から研

究する場合は、やはり植物種それぞれで解析することが重要であると思われる。こ

の点、近年の報告によると、植物の系統（科目）と遺伝子の塩基配列や機能に一定
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の関連性が認められることから、シロイヌナズナの遺伝子情報を研究利用する際に

は、供試植物の系統を参考にすることが重要と思われる。本研究でも、アサガオは

真正双子葉類-コア真正双子葉類-キク群-第一真正キク群の中の、ナス目に属するこ

とから、同シソ目に属するキンギョソウで得られていた WUS オーソログ遺伝子の

発現と機能に関する知見は PnWUS1 同定の重要な根拠となり、また、CLV1 様遺伝

子の検討に際しても、真正双子葉類-コア真正双子葉類-バラ亜綱-バラ群に属するミ

ヤコグサ（第一真正バラ群-マメ目）HAR1 と、シロイヌナズナ（第二真正バラ群-

アブラナ目）CLV1 は、配列が酷似し、発現部位もともに地上部であるにも関わら

ず、機能は全く異なるという事実は、細胞膜貫通型 LRR 受容体様リン酸化酵素フ

ァミリーに属する遺伝子の多様性を示していると考え、アサガオから単離した

CLV1 様遺伝子の配列と発現解析に基づく同定は不可能と判断する主要因となった。

PnSTM1 についても、ISH 法によって示された発現様態（Fig. 3-1, Fig. 4-1）は、

アサガオと同じ真正子葉類であるシロイヌナズナ STM よりもトウモロコシ（単子

葉類-ツユクサ群-イネ目）KN1 に類似していたが、アサガオ、シロイヌナズナ、ト

ウモロコシの系統図中の位置付けを考慮すると非合理的とは言えない。また、花成

誘導において非常に重要な経路である CO と FT の作用機構についても、アサガオ

やトマトなどのナス目に属する植物では、シロイヌナズナで報告されている機構と

は異なる可能性が示唆されている（Hayama et al. 2007, Lifschitz et al. 2006）。こ

のような状況は、シロイヌナズナ等モデル植物から得られる情報を慎重に利用しな

がら、主要な栽培野菜が多く含まれるナス目に属するアサガオを研究対象とするこ

との意義を示していると考えられ、前述のような茎頂の特殊性と合わせて、アサガ
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オを用いた花成誘導研究の今後の発展が期待される。 
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Figure 4-1.  茎頂組織の同定。 

上段、左；Mg2+の SD0h における局在、右；Mg2+の SD4h における局在。Mg2+

濃度の高低を緑色の濃淡で表した。 

下段、左；PnWUS1 の分布、右；PnSTM1 の分布。 

 

 

MgMgMgMg2+2+2+2+    ---- SD0h SD0h SD0h SD0h    

PnWUS1PnWUS1PnWUS1PnWUS1    ---- SD0h SD0h SD0h SD0h    

MgMgMgMg2+2+2+2+    ---- SD SD SD SD4444hhhh    

PnSPnSPnSPnSTMTMTMTM1111    ---- SD0h SD0h SD0h SD0h    
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Figure 4-2.  アサガオ茎頂における花成の進行。16 時間の暗処理終了 1 時間前には

花成シグナルは茎頂に全く到達していなかったが、暗処理終了時（SD0h）には 12%

の個体で、その 2 時間後（SD2h）には全ての個体で花成シグナルが茎頂に到達し

た。PnFUL1 mRNA の蓄積量を黄～茶のカラースケールで示した。SD0h では対照

区の 18 倍の蓄積が見られ、SD4h にかけて蓄積量が 66 倍にまで増加した。さらに

SD24h 以降に再度増加し、SD48h では対照区の 390 倍が蓄積した。PnFUL1 が

SD48h において、茎頂先端部と腋芽に蓄積している様子を模式図で示した。PnAP1 

mRNA の蓄積量を白～紫のカラースケールで示した。PnAP1 は SD4h から SD8h

にかけて発現を開始し、SD8h には対照区の 7 倍、SD24h には 14 倍、SD48h には

22 倍が蓄積した。PnWUS1、PnSTM1、AG/DP mRNA の蓄積量には SD48 までに

変化が見られず、対照区と同程度が蓄積していた。以上から、SD8h までが stage 1、

SD48h までが stage 2 に相当する状態であると考えられた。SD0h において

PnWUS1 は茎頂先端部中央の 4～5 層目に位置する数細胞で発現し、PnSTM1 は茎

頂先端部の 3～5 層目に広く発現が見られた。SD4h には PnWUS1 mRNA の安定性

は対照区の 1/5 に、PnSTM1 mRNA の安定性は対照区の 1/3 に低下した。Mg2+は

SD0h では茎頂先端部に高濃度に局在し、特に中央付近の最外層から内側 2~3 層目

に位置する数細胞に高濃度に蓄積していたが、SD4h では先端部中央付近よりも周

辺分裂組織に高濃度に局在した。 
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付録 

 

付録付録付録付録 1111-PnWUS1 遺伝子配列とプライマー、プローブ（網掛け部分）の位置 

ATGGAACCTCAACAACAACAATACTATCATCAAACCCAAGCCCAGCAGGGCGGTGGGAACGAAGA

GGGAGGAGGGAGTGGGAGCAAGAACAGCAACGTTAACGGCGGGGGATACCTGTGCAGGCAAAGCA

GTACGAGGTGGACGCCGACAACGGAGCAGATAAGAATCTTGAAGGAGCTTTACTACAATAATGGA

GTGAGGTCCCCGACGGCGGACCAGATTCAGAGGATCTCCGCCAAGCTGAGGCAGTACGGGAAGAT

AGAGGGGAAGAACGTCTTTTACTGGTTCCAGAACCACAAGGCCCGGGAGCGCCAGAAGAAGCGCC

TCACCGTCTCCGCCACCGCCCCTGACGCCGCCGCCGCCGCCGCCACCTTCTCCATGCAAATGCAG

AGAGGCGTTTGGAGATCTGATCAGTGCTCCACCTTCAATCCAGCGTCTTCTTCACCTGGAATGGT

GGCTGTTGGTCAGATAGGAAACTATGGCGGCTATGGAAACACTGTGGCTATGGAGAGGAGCTTCA 

GGGACTGCTCAATATCAGCAGGAAGCAATGGGAATGGGTGTGTAATGGCGGCGTCTCCAAACTAT

GGTTGGGTTGGGGTAGATAATCATCATCATCATCCCTACTCTTCATCAACCCCATACTACCCTTT

TCTGGAAAAGATCAAGTCCACTTATGATGATCATGAAACCCTAGAAGAGGATCAGCAAGACGAAG

ATGATCAGAAGGAGCCAGAAACCCTTCCTCTCTTCCCAGTACACACAGATCACCACCACCACCAC

CACAACTACAGCGGCAAGCCGCCGCAGGAGTCGTTCAACGGCGGCGGATACTACACCAACACTGA

CCAGTGGTACCACTACGACGACAATGGGTCTGCATCTAGGGCTTCCCTTGAGCTCTCCCTCAACT

CCTACAACATGGCCACTTCTTCTCTCCATTTCCCCTAGCTACCTAGCTCATGAAACATCTTAGTA 

CTAAATATGGGTTAAGTTCTATGTTTTCTTGAATTATTGTAATTATTAAGTATTCACTGAGTTCA

CTGTCCGGCCTGTTCACAAAAGACAAAATTCCTGGCCCCGAGGGTTAGACTACTCACTCAATATG

AATTATCAGCTCTGTAATGCTATTTACTACTCCAGCTAATANTGAGTGATCTAAAATCATCATTA

CAANTTGGTAAAAAAAAAA 

WUS-ISFw 

WUS-ISRv 

WUS-RTFw 

WUS-RTRv 
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付録付録付録付録 2222-PnSTM1 遺伝子配列とプライマー、プローブ（網掛け部分）の位置 

ATGGAGGGTGGTGGTGGTTCTATTGCTTCTTTGTGCCCCATGATGATGATGATGCCGCCTTCTAG

CAACGACCAAGACAACAACAATAGCAATCAGAATAACAACCCCGGTTCAGGCGAGGCTTCCGCAG

GTTATTTCATGGATAACAACAACAATGGCGGCGGCGGCGGCGGTGGCGGTGGGGAGGAGGGGAAG

TGTTCTTCTTCTTCTTCTTCTGTGAAGGCCAAGATCATGGCGCATCCTCACTACCACCGCCTCCT

GGCCGCCTATCTCAACTGCCAGAAGATTGGAGCTCCTCCGGAGGTGGTGGCCAGGTTGGAGGAAG

CTTGCGCCTCCATGGCCGCCATGGGCCGTACCGGCGGCAGCTGTCTCGGTGAAGATCCGGCGCTT 

GACCAGTTCATGGAGGCTTACTGTGAAATGCTCACAAAATATGAACAAGAACTCTCCAAACCCTT

CAAGGAAGCCATGCTTTTCCTCTCAAGGATTGAATCCCAGTTCAAGGCTCTCACCCTTCCTTGTT

CCTCTGAATCTGCAGGTGCTGATGCAATGGACAGAAATGTTTCGTCTGAAGAGGAGGTTGATGTG

ACGACGGGTTTCATAGACCCTCAGGTAGAAGACCGGGAACTGAAAGGTCAACTTCTGCGCAAATA

CAGTGGATACCTGGGAAGCCTCAAGCAAGAGTTCATGAAGAAGAGAAAGAAGGGgAAGCTCCCCA

AGGAAGCCAGACAACAATTGCTCGATTGGTGGACCCGACATTACAAATGGCCATATCCTTCGGAA

TCCCAGAAGCTGGCACTTGCTGAATCTACGGGACTAGACCAGAAGCAAATCAATAACTGGTTTAT

CAACCAGAGGAAGCGCCACTGGAAGCCCTCGGAAGACATGCAGTTTGTGGTTATGGACACCGCTC

ATCCCCATTACTACATGGACAACGTGCTTGGCAATCCTTTCTCGATGGATATCACACCAACTCTC

CTTTGAGCCCGAAGAGGAATGCTCGAGGAGCTGAGGTTGCTGCGCGTGCTGTTTGGGTTTGTGAT

ATTAAATTACTCCGTTATATATATTATATTATATGTAAGTAGGGTTGCATGCTTCCTATATCTAT

CTGTATCTGTCAGCCATTGCATACTACCTGGTATGCTTGTATTGTGCATTGCTATCAACCTAAAC

ATTTGACTCGGTTCTATATTCAACTAGATGGTATAATAATTATAGTTGCTGGGGTATATTTTTTA

CCAGTTTGGTAAAAAAAAAAAAAAAA 

STM-ISFw 

STM-ISRv 

STM-RTFw STM-RTRv 



- 98 -  

付録付録付録付録 3333-PnFUL1 遺伝子配列とプライマー、プローブ（網掛け部分）の位置 

ATGGGGAGAGGGAGGGTGCAACTGAAGAGAATAGAGAACAAGATAAACCGGCAAGTCACCTTCTC

CAAACGCCGTACTGGCTTGCTCAAGAAAGCCCACGAGATTTCCGTCCTCTGCGATGCCGAGGTTG

CACTCATCGTCTTCTCCACCAAAGGAAAGCTCTTCGAGTACGCCACTGAATCTTGCATGGAAAAG

ATTCTTGAACGATATGAAAGATACTCGTATGCAGAGAGGCAACTGAATTCTACAGATCAAAACTC 

ACAAGGAAGTTGGACTCTGGAGCATGCAAAGCTCAAGGCTAGGATGGAGGTTCTACAAAGAAACC

AAAGGCATTATGAGGGAGAAGACCTAGATTCTTTAAGCCTCAAAGAGCTTCAGAATCTGGAGCGC

CAACTTGATTCAGCACTCAAAAATATTCGGTCAAAAAAGAATCAACTCATGTATGAATCCATTTC 

TGTGCTCCAGAAAAAGGACAAAGCATTGCAGGACCAAAATAATCAGCTTTCTAAGAAGATCAAGG

AGAGGGAGAAAGAGATGGCTACTCAGCAGCAGCAGCAGCAGGAGGTTCAGTGGGAGCAGCCTAAC

GACGACATAAATTCCTCCTATGTTGTGCCGCCGCCACTCGTGCACCTCAGCAGTGAAGGAGAATA

TCAGGGTGAAGGAGAGTATGGAGAAACAGAAGGAACTCAGCGTCAGCAGCAGAACAACACCAGTG

CCATGCCCCAGTGGATGCTTAGCCACCTACAAGGCTAACTATATATGTAATTATATATATATATA 

CATATATATACACATATAGTTTGAAGGGTTATATGTATAACACTGTCACTGCTGGTGCATATATA

GGGAGCAAGTAGTGTAGTTGCCTTTTGTTCTATATATAATCTTTTAAAATATATATGTATATNCT

AAGTATGTTTTCTACCTTTGAACAAAAAAAAAAAA 

FUL1-ISFw 

FUL1-ISRv 

AP1/FUL1-RTFw 

AP1/FUL1-RTRv 
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付録付録付録付録 4444-AG/DP 遺伝子配列とプライマーの位置 

ATGGAATTCCAAAGTGATCAATCCAGAGAGATGTCCCCTCAGCGGAAAATGGGTCGGGGCAAGAT

CGAAATCAAGCGGATCGAGAACACCACGAACCGGCAGGTGACCTTCTGCAAGCGCAGAAATGGGT

TGCTGAAGAAGGCCTACGAGTTGTCTGTTCTGTGTGACGCTGAGGTGGCTCTCATCGTCTTCTCC

AGCCGCGGCCGCCTCTACGAGTATGCTAACAACAGTGTGAAGGCAACAATTGATAGGTACAAGAA 

GGCATGCTCAGATTCCACTAATACTGGATCCATTTCTGAAGCCAATACTCAGTTTTATCAGCAGG

AAGCGAACAAATTGCGTCAACAAATTAGTAATCTGCAGAACCAGAATAGGAACTACATGGGTGAA

GGTTTAGGTGGTTTTAACCTTAGGGATCTCAAGAACCTGGAATCCAAAATAGAGAAAGGAATCAG

CAAAATCCGTGCCAAGAAGAACGAGCTCCTGTTTGCAGAAATCGACTACATGCAAAAGAGCAGGG

AAATCGATTTACATAATAACAACCAATACCTTCGGGCAAAGATAATTGAGACGGAGAGAGCTCAG

CAGCAGCAGCAGCAGATGAACTTGATGCCTGGGAGTTCTAGCTATCATGAGCTGGCGCCGCCCCA

GCAATTTGATGCAAGAAACTACCTCCAACTCGATGGATTTCAATCCACCTCTAGTTACTCCAAGC

AAGATCATCTCCCCCTTCAGTTAGTGTAATAATCTGGGAGGGATCCATGGTGCTGTTTGTCGCAA

AACTATATATATAAATATATATGGATAATATGAAGTGTGACGACAACCTGGTACTTATGGCGTCT

TCAAGAAATGTAAGGAGTGAAGATGGAAGCTGATGGTTTTATGGATATGATGATGATAAACGTTA

CCTCAGACTTGTTATGTATTAACTGGAGACATATGTTTTCTACTGTTTTATGTTGATGCTGTTTG

AACTGAATTGAGATATCATATTCAAATGTTTGTGGAGTTATATATATCTATTTCTCTAAAATAAA

AAAAAAAAAAAAA 

AG-RTFw 

AG-RTRv 
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付録付録付録付録 5555-PnCLV1-like 遺伝子配列とプライマーの位置（次ページへ続く） 

ATGGGGAAGCTCGCGGCGGTGAAAGTTATTGTTCTGATGAATAATAATTTTTCCGGTGACTTCCC

CGGGGAGATCTTGGGTGGGATGACGGAGCTTGAGGTGTTTAACGTTTACAACAATAACTTCACCG

GTAACCTCCCGGTGGAGGTCGTGAAGATGAAGAAACTGAGGACTCTTATTCTCGGCGGGAATTAC

TTCGCCGGAGAAATCCCGGCGGCGTACTCTGAGATCACTAGTTTGCAGATTTTGCACTTACAGGG

AAACTCACTCACCGGTGTTATACCTCCAAGAATGTCTAACCTCCCCAACCTTGAGGAACTAAAGC

TAGGCTATTTCAACACATATCACGGCGGCGTTCCGCCGGAGTTCGGCTCGTTCGCCACTCTCCGC

CTTCTCGATCTCGGCGGCTGTAACCTCACCGGCACCATTCCGCCGAGCCTCGCGAATTTGAAACG

GCTGCATACTCTATTCCTGCAAATGAACAGTCTCACCGGTCATATTCCGCCGGAGCTGGGGAATA

TGGAGAGTTTAATGTCTCTGGATATTTCGTATAACAATATGACCGGAGAAATTCCTGAAAGTTTC

GCTCAGTTGAAAAATATGACGCTCTTAAACCTGTTCAATAACGAATTCCACGGTGCAATCCCGGC

GTTCATCGGCGACCTTCCAAACCTAGAAACGTTACAGGTTTGGGGTAACAACTTCACGTTCGAAT

TGCCCGAGAATCTCGGGCGTAACGGCCGGTTTCTGTATCTGGACGTATCGTCCAACCGTTTCACC

GGTACGATTCCGAAACACATGTGCGCCGGCGGGAGGTTGAAGACGTTGATTCTCATGGAGAATTT

CTTCTTCGGTCCGATTCCTGAAGAGCTCGGCGAGTGCAAATCGTTGATTACTGTTCGCGTTATGA

AGAATTTTCTGAACGGAACGGTTCCTCCCGGGTTCTTCAATCTGCCGCGGCTCGATATGCTTGAG

CTGAATAACAACTTATTCTCCGGCGAGCTTCCGGCGGAGATTTCTGCCAGGAATTTAACGATTCT

CACTCTTTCAAACAATATGATCGCCGGCGAGATCCCTCCGGCCATTGGGGAATTAGAGAGACTCG

TGAAGCTGTCGCTTGGCGCCAACAACTTCGTCGGAGAAATCCCTAATGAAATTTCGAAGTTACAG

AAGCTCTTGACCATTGATTTGAGCGGCAACGGTTTAAAAGGTGAGATTCCGGGTTCAATATCGCA

GTGCACCGAGCTGAACTCCATTGATTTCAGCGGAAACAATCTCACCGGTGAAATTCCAAAGGAAA

TCTCAGAGCTTCACAGATTGAACGCACTCAACTTATCCGGCAACGCGCTATCCGGCGCAATTCCC

GCTGAACTAGGGCTAATGAATAGCTTAACCGTCTTGGACCTTTCCTACAATGATTTCACCGGCCG

GAGACCCGCCAACGGGCAGCTAAGGCTCTTCGGCGACCGGTTTTTCACCGGAAATCCAAGCCTCT

GTTCACCTCACGCCCGATATTGCCCCTCAGCTTCATCGGTGAAAACAGCATCTAATCATTCCCAT

GTTTTCACCACGGCGAAGATGATGATCACGATAATAATCCTGGTCACGGTGGCGCTGCTGCTGGC

AGTCACGTGGGTGATAATCCGGCGGGAGAAGATCCGGAAATCAAAAGCGTGGAAGCTCACGGCGT

TCCAGAGACTCGACTTCAGAGTAGACGACGTTCTGGAGTGCTTAAAGGAGGAGAACATCATCGGC

AAAGGCGGCGCCGGGATTGTCTACCGGGGATCCATGCCCAACGGCGTCGACGTGGCGATTAAAAA

GCTAATCGGGCGCGGCACCGGCTGCCACGACCACGGTTTCTCGGCGGAGATTCAGACGCTGGGCA

GAATCAAGCACCGCCACATCGTCCGATTGCTGGGATACGTTTCCAACAACGACACGAACTTGCTG
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付録付録付録付録 5555-PnCLV1-like 遺伝子配列とプライマーの位置（前ページから続く） 

 

TTATACGAGTACATGTCGAACGGGAGCTTAGGGGAGATGCTTCACGGGACCAAAGGATCGTATTT

GCAGTGGGAAACGCGGTACAGAATCGCCATGGAAGCCGCCAAGGGGCTCTGCTACTTGCACCACG

ATTGCTCGCCGGTTATTATCCATAGAGACGTCAAGTCCAATAACATCCTGCTCGACTCCGATCAC

GAGGCTCACGTCGCGGATTTCGGGCTGGCTAAGTTCTTGCGAGACGCCGGCGCGTCCGAGTGCAT

GTCCTCCATCGCCGGATCTTATGGCTACATTGCACCAGAGTATGCATACACATTGAAAGTTGATC

AGAAGAGCGATGTGTATAGTTTCGGAGTAGTGTTACTAGAGCTGATCACGGGACACAAACCGGTG 

GGCGAGTTCGGGGACGGGGTGGACATAGTGAGGTGGGTGAGGAAGACCATCTCGGAGCTATCTCA

GCCATCCGATGCGGCCTCCGTGCTAGCCGTGGTGGATTCCAGGCTCAATGGCTACCCACTCCAGG

GCGTGATCAACCTGTTTAAGGTTGCCATGTTTTGCGTTGAAGATGAGAGTTCTGCCAGGCCAACC

ATGAGAGAAGTTGTTCACATGCTCACTAATTCTCCCCAGCCTGCCCCTACCTTCATCACTCTTTG

AGACTAATCACCTATATATTTTCTTATTTTTATTTTAAAAAATGGGATAAGGCATGTATTGTATA

AATAAATTGTAATATTTGTGTTGTTTTCGGGTGCAATCTATCACCCAAAATTTCGAGAACAAACT

GAGCTACTCGTGAGGGTCATAAAAAAAAAAAAAAA 

CLV1-RTFw CLV1-RTRv 
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付録付録付録付録 6666-PnWUS1、PnSTM1、PnFUL1 の in situ hybridization を別サンプルで行

った結果。 

 

 

 

PnSTM1 PnWUS1 

PnFUL1 
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植物は花成を誘導することにより、栄養成長相から生殖成長相へと移行する。こ

の、花成誘導のメカニズムに関する研究の歴史は古く、花成誘導能を持つ環境刺激

や花成に影響する物質などが多様な植物から多数報告されてきた。さらに、シロイ

ヌナズナの花成変異体を用いて、花成誘導を制御する遺伝子が次々と発見されてか

らは、花成誘導の開始（環境シグナルの受容）から終了（花芽の成熟）までを担う

遺伝子ネットワークを解明することに研究の中心が置かれ、その結果、長らく正体

不明であった花成ホルモン・フロリゲンに求められる性質を説明しうる遺伝子、FT

とそのターゲット遺伝子である FD が発見された。一方で、花成に関与が認められ

る遺伝子は現在でも刻一刻と増え続けており、多数の遺伝子が独特の、しかし部分

的には冗長な役割を持ち、互いに影響を及ぼし合うという複雑な遺伝子ネットワー

クを形成している実態も明らかになってきた。最近では花成誘導の「全体像」の理

解を目指し、この遺伝子ネットワークに、古くから研究されてきた物質（ジベレリ

ン、サイトカイニン、ショ糖など）がどのように関係するのかについての研究も活
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発化している。 

アサガオ（Pharbitis nil. cv. Violet）は光条件に非常に敏感な短日植物であり、

過去の研究から Ca2+の花成誘導への関与が認められている。さらに、申請者の過去

の研究から、成長相移行の舞台となる茎頂部における Mg2+濃度は光条件に応じて増

減する現象も確認されている。そこで本研究では茎頂における花成誘導のメカニズ

ムの一端を明らかにすることを目指し、Mg2+が花成制御メカニズムに対して果たす

役割について追究した。 

 

1. アサガオ茎頂内における Mg2+の分布解析 

本研究の実験系において花成がどのようなタイムコースで誘導されるのかを、光

受容器官である双葉を切除する時間と花成誘導率の対比から検討した。その結果、

本実験系では花成を誘導する 16 時間の暗処理が終了してから 2 時間後には、双葉

で産生された花成シグナルが完全に茎頂に到達することが示された。そこで Mg2+

の茎頂内における分布解析の対象を、暗処理終了時点（花成誘導率 12%）と終了後

4 時間目（花成誘導率 100%）に定めて実験を行った。 

Mg2+の分布解析法としては、蛍光染色法の採用を検討した。しかし、現在使用

できる Mg2+用蛍光試薬は全て Ca2+にも反応し、Mg2+特異的な蛍光試薬はない。そ

こで、Mg2+と Ca2+の両方に反応する蛍光試薬と Ca2+特異的に反応する蛍光試薬を

使用し、その染色差を Mg2+分布として捉える方法を考案・試行した。その結果、葉

原基と茎頂先端部に Mg2+が比較的高濃度に局在している可能性が示された。特に、

茎頂先端部の中でも中央部の数細胞には強い蛍光が認められ、この細胞群に Mg2+

が集積していることが示唆された。さらに、花成誘導が Mg2+分布に与える影響を調

べたところ、16 時間の暗処理終了から 4 時間後の茎頂先端部中央の Mg2+濃度が、

周辺組織よりも低い状態にあることが示唆された。 

これらの結果は、茎頂内における花成誘導のプロセスに Mg2+が関与する可能性

を示すものであると考えられた。そこで、Mg2+がどのように花成誘導に関与するの

かについて Mg2+の集積する組織の持つ生理学的性質を通して検討するため、アサガ

オ茎頂内の組織の同定を行うこととした。 

 

2. アサガオ茎頂内で発現する、組織および花成マーカー遺伝子の単離 

組織の持つ性質を知るための鍵となるのはマーカー遺伝子であるが、アサガオで

はそのような遺伝子はほとんど単離されていない。そこで、他植物で報告のあるマ
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ーカー遺伝子のオーソログの単離を試みた。その結果、茎頂の成長と機能維持に中

心的な役割を果たすとされている Wuschel（WUS）と Shootmeristemless（STM）

のオーソログ候補遺伝子をディジェネレート法により、さらに、Clavata1（CLV1）、

Fruitful（FUL）、Agamous（AG）のオーソログ候補遺伝子を EST ライブラリを

利用して単離した。アサガオ幼植物体を双葉、葉柄、茎頂、茎、根に、また、花を

萼片、花弁、雄ずい、雌ずいに分けて各部位における全 RNA 1ng 当たりの各遺伝

子の RNA 蓄積量を定量的 RT-PCR により測定したところ、WUS 様遺伝子は雄ず

いに約 500 コピーと最も多く、幼植物体中では双葉・葉柄・茎頂に等しく約 10 コ

ピーが蓄積していた。STM 様遺伝子が最も多く蓄積していたのは茎であり約 160

コピー、次いで雌ずいに約 100 コピー、茎頂に約 75 コピーが蓄積していた。CLV1

様遺伝子は茎と根に約 1.3 コピーずつ、茎頂には約 0.4 コピーが蓄積し、花では蓄

積していなかった。また、FUL 様遺伝子は萼片に約 2100 コピー、花弁に約 650 コ

ピー蓄積し、雌ずいにも約 230 コピーの蓄積が見られ、幼植物体では茎頂、茎およ

び根にわずかに蓄積していた。AG 様遺伝子は雌ずいと雄ずいでのみ蓄積しており、

それぞれ約 8800 コピーと約 7500 コピーであった。これらの発現/蓄積様態および

ORF から予想されるアミノ酸配列の解析結果から、単離した WUS 様遺伝子、STM

様遺伝子、FUL 様遺伝子はアサガオにおける各遺伝子のオーソログと判断した。ま

た、AG 様遺伝子は Nitasaka が発表した遺伝子 Duplicated (DP) と同一のもので

あった。CLV1 様遺伝子は、アミノ酸配列はシロイヌナズナ CLV1 に 75%の相同性

を示したが、発現様態が CLV1 とは異なっていたため、本実験からは同定に至らな

かった。 

 

3. 遺伝子の発現と安定性に花成誘導が及ぼす影響の解析 

単離した遺伝子のうち、茎頂の有効な組織マーカーとなり、なおかつ花成誘導へ

の関与について近年特に注目を集めている WUS（PnWUS1. EU672818）、STM

（PnSTM1. EU672819）、FUL（PnFUL1. EU672820）の茎頂内における発現組織

を in situ hybridization（ISH）法により解析した。その結果、PnWUS1 は茎頂先

端部中央の表皮（L1 層）から数えて 5～6 層目に位置する数個の細胞群で発現して

いた。PnSTM1 は茎頂先端部の 2～4 層目に広く帯状の発現が認められた。また、

PnFUL1 は花成誘導後 2 日目の茎頂を用いて ISH を行い、茎頂先端部の 1～4 層目

と腋芽の先端部に発現していることが示された。これらの結果から、第１章で観察

された、Mg2+が高濃度に局在する組織は未分化（茎頂メリステム）であり、花成誘
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導後 2 日目には花器官を形成する組織へと分化する細胞群であることが確認された。 

次に、花成誘導時の PnWUS1、PnSTM1、PnFUL1、AG/DP、および最近遺伝

子データベースに登録された Apetala1 オーソログ遺伝子（PnAP1）の茎頂におけ

る RNA 蓄積量を、定量的 RT-PCR を用いて経時的に分析した。シロイヌナズナを

モデルにした花成初期についての研究結果によると、WUS は花成誘導後 AG の発

現を誘導し、さらに AG によって転写が抑制される。FUL は花成マーカーとしては

誘導後最初に転写量が上昇する遺伝子の 1 つであり、AP1 は花原基を決定付ける遺

伝子である。したがって、これらの性質がアサガオにも共通すると仮定すれば、遺

伝子の発現/蓄積状態と Mg2+局在の変化の時間帯を対応させることで、Mg2+の果た

す役割を推測することができると考えたためである。 

分析の結果、PnFUL1 は早くも 16 時間の暗処理終了時点で対照区の約 18 倍の

蓄積が見られ、その後 4 時間で約 65 倍へと上昇していったが、PnAP1 の発現は暗

処理終了から 8 時間後に見られた。これは、アサガオ茎頂先端部は花成誘導後 4 時

間目には未分化の状態から花器官の形成へと組織の性質を変化させつつあるが、成

長相は完全には移行していない、過渡期にあることを示すものと考えられた。一方、

PnWUS1、PnSTM1、AG/DP の、暗処理終了後 48 時間以内の蓄積量には大きな変

化はなかった。 

PnWUS1 と PnSTM1 が発現する茎頂メリステムにおいて Mg2+濃度が変化する

ことから、花成誘導に伴う Mg2+の濃度変化は、メリステムにおいて生成されるタン

パク質の量やその活性、あるいは mRNA の安定性などに影響を及ぼす可能性を想

起した。特に、植物細胞内 mRNA の安定性の調節は遺伝子制御機構の大きな柱で

ある上、近年の研究により、Mg2+が直接的に影響することが示されている。さらに、

WUS タンパク質については以前から、環境シグナルに迅速に対応するために、生

成・分解のサイクル、つまり半減期が短いと言われている。そこで、Mg2+濃度が関

わる具体的な生理活動として mRNA の安定性の調節という可能性について

PnWUS1 と PnSTM1 をモデルに検討を行うこととし、両遺伝子の mRNA の半減

期を in vivo で測定した。 

花成誘導処理後 4 時間目および対照区の茎頂を mRNA 合成阻害剤処理し、各遺

伝子の RNA 蓄積量の減少量を定量的 RT-PCR で測定したところ、PnWUS1 mRNA

の半減期は対照区において約 13 時間と算出された。それに対し、花成が誘導され

た茎頂における PnWUS1 mRNA の半減期は約 2.5 時間と算出され、PnWUS1 

mRNA は花成誘導によって安定性が 1/5 に低下していることが判明した。PnSTM1 
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mRNA の対照区における半減期は約 11 時間であったが、花成を誘導すると 1/3 の

約 4 時間へと短縮した。このような mRNA の安定性の低下に Mg2+が直接関与して

いるかについては in vitro の測定系による検証が必要であるが、in vivo で mRNA

の半減期が遺伝子特異的に変化することを確認した本実験結果は、花成誘導期の複

雑な遺伝子ネットワークの制御機構に、新しく mRNA の安定性の関与を提起する

ものである。 

 

本研究は、花成誘導への関与が示唆されていた Mg2+が具体的に果たす役割を、茎頂

内局在の解析と、マーカー遺伝子の発現/蓄積量との相関から追究したものである。

研究の中で、茎頂の機能解析に重要な WUS と STM オーソログの単離に成功し、

さらに、両遺伝子が花成誘導初期に mRNA の安定性を変化させていることを示し

た。今後、両遺伝子の機能がさらに解明されれば、mRNA 安定性の変化という現象

が持つ意味についても判明すると考えられる。また、Mg2+の果たす役割についても、

細胞内 Mg2+濃度の変動量を定量し、各 mRNA の半減期に対する Mg2+濃度の影響

を in vitro 測定系にて詳細に解析することで、より具体的に把握することができる

と期待される。 
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