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序 論

私た ち人間は、生物界 の一員で ある。わ た した ちを取 り巻 く多 くの生物 が、両

親 の配 偶子 の接合 によって 自らの一生 を開始す る。 この接合 によって生まれたひ

とつの細胞で ある接合子が 、それぞれの生物 の形へ と生長 して いくのである。人

間 自身 を含 めた あ らゆ る生物 が形作 られて い く様 は、人間 の関心 をとらえてはな

さなか った。その結果 、生物 の発 生は、今 日まで に、さまざまな考 え方 で とらえ

られて きた。17世 紀 か ら(8世 紀 にか けて は、成体の主要な構成 はすべて、接合

子 のな か にあ らか じめ前成 されてお り、個体発生 とはそ のように前 もってっ くら

れて いる複雑 さが展開す るもので あるとす る、前成説が主流であった し、その後 、

18世 紀か ら19世 紀 には、比較的単純 に構成 されて いる接合子 が胚発生 をお こな

う過程 で複雑 な形態 を徐々 に発達 させて いくという後成説が台頭 してきた。人間

は、各時代時代で 、 自らの知識 の粋 を結集 して、生物 について考 えを巡 らせて き

た のであ る。今 日に至 るまで、そのような人間の営みにかわ りはない。

19世 紀 、つ いに、人間 は、遺 伝 と進化 とい う科学 的概 念 を手 に入れた。 メン

デルがエ ン ドウマ メを用 いた実験で遺伝 の現象 を発見 し、ダー ウィンや ウォ レス

が太 平洋 の島 に生息す る生物 の観察 によ って進化 論 を確 立す るための ヒン トを得

た(Darwin,1859;Mende1,1865;Wallace,1855)。 いかな る生物 のかた ちも、つ き

つめ る とある遺伝 子の機能 によってつ く られ、その遺伝子 は、世代 を越えて受 け

継 がれ る。しか し一方で、生物は、世代を重ね る間に変化 もする とい うので ある。

その後 、遺伝 と進化 の有 無につ いては賛否両論、 さまざまな論議がな されて き

たが、最終 的には遺伝 と進化 とい う概念 は受 け入れ られ、遺伝子 とは どのよ うな

ものな のか、遺伝子 と生物のかたちが どのよ うにつなが るのか 、進化の し くみは

どのよ うな ものなのか、な どといった、遺伝子 と進化 にまつわ る疑問 の解 決が試

み られ るよ うにな った。 しか し、解析 を進 めれ ば進め るほ ど、疑 問は次のステー

ジへ と進 み、生物 の完全な理解な ど、 あ り得な いのではないか という思 いが頭 を

よ ぎる。 さ らに、次 々 とわ き出る疑 問の 中には、生物の本質か ら離れて、袋小路

に入 って しま うよ うな もの もある。

そ んな生物学研 究 の中で 、突然変異体 を用 いた生物の解 析は、生物の本 質か ら

離れ る ことな く、遺伝子 と生物 を結びつ けて理解 す るの に非常 に有効であった。

ショウ ジ ョウバエや線虫、 シ ロイ ヌナズナな どでは、突然変異体 を用 いた遺 伝学
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的解析 によって、 生物 の表現 型を遺伝子 のネ ッ トワークで語 ることが可能 にな っ

た(Brenner,1974;Lewis,1978;Meyerowitz and Pruitt,1985;Meyerowitz,1989)。 つ

ま り、それ らの生物 のか らだの構造な どの調節が、多 くの遺伝子 の協調 による も

ので ある ことが示 され、 また、そ の協調 の しかたが明 らかにな ったのである。

一方 で、遺伝子そ のものを単離 し、解 析す る試み もな され、 これ を、前述の突

然変 異体 を用 いた解析 と統合す ることで、生物 について の理解 はさ らに深 まった。

例 として、シ ョウジ ョウバエの体 の基本 設計がな される胚発生過程 につ いて述べ

る。 ショウジ ョウバ エのか らだは、他 の多 くの生物 と同様、背腹 と前後 で非対称

で ある。これはっ ま り、か らだに背腹軸 と前後軸が存在 する ことを意味 している。

これ らの軸 は、胚発生初期 に形成 され る。遺伝学的解析 によって、シ ョウジ ョウ

バエの胚発 生初期 の遺伝子 には、背腹軸 に関与す るもの と前後軸 に関与す るもの

のふたつ の遺伝子 群 に分かれて機能 して いるものが あることが 明 らか にな った。

そ の後 の遺伝子 の単離で 、それ らの遺伝子 間の相 互作用 の しかたが分子 生物学的

に証明 されたので ある(総 説参照:St Johnston and Nusslein-Volhard ,1992)。 また、

植物 で も、 シロイ ヌナズナ の花で、変異体 の解析か らABCモ デル と呼 ばれ るモ

デル がたて られた(Bowman et a1.,1991)。 が く片、花弁、雄 しべお よび心皮 とい

った シロイヌナズナの花器官が、A、Bお よびCグ ルー プに属す る数個 の遺伝子

の組み合 わせ によ ってそ のアイデ ンティテ ィーを獲得す る というのであ る。その

後 、遺 伝子 の単離 によ ってその発現や実 際の機能 の仕方な どが明 らか にされ、 こ

のモデルが正 しい ことが確かめ られた(Weigel and Meyerowitz ,1993;1994)。

このよ うに、い くつかの分野 では生物 につ いての理解は深ま り、それが他 の分

野 に も応 用 されて、研 究の進展 も見 られ る。 しか し、 いまだ数多 くの謎が植物の

発生 には残 っている。

植物 にお ける茎頂分裂 組織

植 物 の シュー トとは、葉、茎 および花 な どの植物 の地上部のほ とん どを含む部

分 であ る。葉 は光合成器官 で植物 の生育 に不可欠で あ り、茎 も植物 の体 制 を維 持

す るの に重要であ り、 さ らに、花は生殖器 官 と して植物 の生活環のなかで大 きな

役割 を果 たす。 これ らシュー トの形成は、茎頂分裂組織(shoot apical meristem 、

SAM)の 活性 に依 存す る。 したが って 、植物 の形づ くりに、SAMは 非常 に重要

であ る。 また、重要 であるだけでな く、生活環 を通 して細胞分裂活性 を維 持 し、

ある規 則 を保 って器官 を分化 し続 けて い くという現 象 には、単純 に興味をそ そ ら
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れ る。

そ こで 、SAMに つ いて は 、植 物 学者 の 間 で 、 古 くか ら研 究 が重 ね られ た 。 研

究 は 、まず 、形 態 観 察 か ら始 ま り、さま ざ ま な植 物 種 で 、さ まざ まな タ イ プ のSAM

が 観 察 され た(総 説参 照:Steeves and Sussex ,1989;原,1972)。SAMは 、 デ ボ ン紀

に 生息 して いた リニ ア植 物群 には じま り、進 化 の過 程 で 淘 汰 され る ことな く維持

され 続 け た器 官 な ので あ る(西 田,1998)。 しか し、そ の構 造 は変 異 に富 ん で い る。

多 くの シダ植 物 の 茎 頂 には 、1つ の 倒 四 面体 の始 原 細 胞 が あ り、 そ の3つ の側 面

に対 して平 行 な 面 で規 則 的 に細 胞 分 裂 が 起 こ る。 始原 細 胞 の3側 面 か ら切 り出 さ

れ た 派 生細 胞 は細 胞 分 裂 を頻 繁 に繰 り返 す 。始 原細 胞 と派 生 細 胞 群 を あわ せ た 領

域 が 分 裂 組 織 を構 成 して い る こ と にな る。裸 子 植物 は シ ダ植 物 よ りも複 雑 な 分裂

組 織 を持 つ 。 始 原 細 胞 は複 数個 あ り、始 原 細 胞 群 の側 部 に は、 表 面 に垂 直 な 面 で

細 胞 分 裂 が 繰 り返 さ れ て作 られ る表 層 、始 原 細 胞 群 の直 下 には 中央 母 細 胞 群 と周

辺 帯 、 さ らにそ の下 に髄 状 分裂 組 織 が あ る 。 な お 、以 下 、 こ こで述 べ た 中央 母 細

胞 群 をcentral zone(CZ)、 周 辺帯 をperipheral zone(PZ)、 髄 状 分裂 組織 をrib zone

(RZ)と 呼 ぶ 。 これ らの 細 胞 群 は 、細 胞 の形 、 染 色 性 な どの違 い か ら、 区 別 で

き る。 進 化 した 被 子 植 物 のSAMは 、 複層 の場 合 もある外 衣(tunica)と そ れ に包

まれ た 内 体(corpus)で 構 成 され る。 これ は 、 外 衣 で は垂 層 分 裂 しか お こ らな い

た め に生 じた 区別 で あ る。 一一方 、 被子 植 物 のSAMもCZ 、PZお よ びRZと い う

細 胞 群 に分 けて と らえ る こ と もで き る。 つ ま り、被 子植 物 のSAMの 構 造 を と ら

え る には ふ た つ の視 点 が あ る とい う こ とにな る。 ひ とつ はSAMを 細 胞 群 で と ら

え る も の 、 も うひ とつ は 、 層構 造 で と らえ る もの で あ る。

被 子 植 物 のSAMに つ い て は、 形 態観 察 の み な らず 、 遺伝 学 的 、 生 理 学 的 お よ

び 分 子 生 物 学 的 研 究 が な され つ つ あ る。 そ れ に よ り、SAMに お け る細 胞 群 や 層

構 造 が 重 要 な もの で あ る こ とが示 唆 され た 。SAMの 発 生 に 関す る変 異 体 は、 主

に シ ロイ ヌ ナ ズ ナ で 単 離 され 、解 析 され た 。 変 異体 に は 、SAMのCZで 細 胞 の

異 常 増 殖 が み られ るclavata(clv)変 異 体 、SAMの 幅 が広 くな り、2つ に分 裂 す

る こ と もあ るmgoun(mgo)変 異 体 、一 方 、SAMが 消 失 す る変 異 体 と して は
、shoot

meristemless(stm)変 異 体 、wuschel(wus)変 異 体 、zwillelpinhead(zll/pnh)変 異

体 お よびcup-shaped cotyledon(cuc)変 異体 な どが 同定 され た(Barton and Poethig
,

1993;McConnell and Barton,1995;Laux et al.,1996;Aida et al.,1997;Laufs et al.,

1998)。 これ らを 材料 と して解 析 をお こな った 結果 、SAMに お け る細 胞 群 ご との

機 能 は 次 の よ うに考 え られて い る。 す な わ ち 、CZで はSAM自 身 の維 持 とPZへ
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の細胞 供給 のた めの細胞 分裂 がお こなわれ、PZで は側 生器 官分化 のための細胞

分裂 の のち、側生器官が形成 される。 さ らに、RZは 茎の形成 に関与 して いる。

先に述 べ た変 異体 の野生型遺伝子 は、相互作用 しなが ら固有 の領域で機能 してい

る。そ の各論 につ いては、各章 の緒言 にゆずる。SAMの 層構 造 につ いて は、近

年、 カバ ノキや シロイヌナズ ナを用 いた細胞学的研究 の進展 が顕著である。 これ

らの植物 のSAMに 蛍光物質 を注入す ることによって、SAMで 層構造 を形成す る

各細胞群 は、原形質連絡 で結 ばれてsymplasmic fieldと 呼 ばれ る細胞のグループ

をつ くって いることが明 らかになった(Rinne et al.,1998;Gisel et al.,1999)。 さ ら

に、SAMの 活性 の調節 にこのsymplasmic fieldが 重要で ある ことがわか っている。

このよ うに実験 的 に証明され たSAM内 の細胞群 と層構造 は、 さまざまなマーカ

ー遺伝子 の発現 か らも裏付 け られる
。

このよ うに、SAMの 発 生分化お よび維 持の研 究は、主 にシ ロイヌナズナで精

力的 にお こなわれ てきた。 しか し、世界 の主食作物 の多 くを 占める単子葉植物の

SAMに ついて の研究 はいまだ深 まってお らず、ゲ ノムサイ ズが比較的小 さ く、

遺伝子単離や 形質転換 も比較的容易なイネにお けるSAM発 生の解析 は進展 を期

待 される。

植物 の胚発生

冒頭で も述 べたよ うに、生物 の生活環 は、両親の配偶子 が接合す るところか ら

始 まる ことが多 い。接合子が細胞分裂 をお こない、ひ とつの細 胞群か らある生物

のかた ちをとって存在す るよ うになる初期 の過程が胚発 生であ る。動物で は、胚

発 生時 に体制 のほ とん どが決定 し、そ の後 の発生では、胚発 生時 に決定 された領

域 の精密化がお こる。 よって、動物学 者 にとって、胚発 生研究 は非 常に重要 な位

置 を占め、モデル動物である シ ョウジョウバエや線虫の胚発 生研究 の成果 には目

をみ はる ものがあった。 シ ョウジ ョウバエ の研 究で得 られた知見 は、他の動物 に

も応用 す ることがで き、そ れによって動物 の胚発 生研究 は飛躍的 に進展 した。

被子植 物の胚発生 の様式は、大 まか にまとめる と次 のようにな る。すなわち、

受精卵 は初期 の細胞 分裂 で、胚本体 と胚柄 にわ かれて分化す る。胚本体 は、ある

時期 まで は形態 的分化 の見 られ ない球状胚のステー ジを経て 、SAMや 根端分裂

組織(RAM)お よび特有 の胚 器官 の形成な どをお こな うよ うにな る。 これ らの

過程 には、極性 の形成、位置情報 の確立、器官 ・組織 ・細胞 分化 、形態形成 な ど、

多 くの発生現象が凝縮 して表 れる。この点 は、動物の胚発生 と共通す る。しか し、
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そ れ に加 え て 植 物 は、 胚 発 生 中 に分 化 したSAMお よびRAMの 活 性 に よ って 、

胚発 生 以 後 も生育 し続 け る と い う特 徴 を持 つ 。 つ ま り、胚 発 生 は 、そ の後 の 形態

形成 に非 常 に 強 い 影 響 力 を持 つ 。 そ れ ゆ え 、 胚発 生 中 の極 性 形 成 や パ ター ン形成

は 、 植 物 学 者 に と って興 味 あ る課 題 で あ り、古 くか らさ ま ざ ま な植 物 の 形 態観 察

や 組 織 化 学 的観 察 が 行 わ れ て き た 。Wardlaw(1968)は 、 極 性 の形 成 に は化 学 的

物 質 勾 配 や 電気 ポ テ ン シ ャル 的 勾 配 が影 響 して い る と考 え たが 、彼 の時 代 には 、

物 理 化 学 的 知 見 や 原 形 質 の 性 質 につ いて の 知見 が不 足 してお り、極 性 の 実体 はわ

か らな か っ た 。

被 子 植 物 の胚 発 生 の遺 伝 的 メ カ ニ ズ ム は 、 変異 体 の単 離 で 、 解 明へ と向 か う こ

とに な った 。 この過 程 で 、 シ ョウ ジ ョウ バ エ な どの 動物 にお け る胚 発 生研 究 に刺

激 を 受 けた こと は い う まで もな い。 シ ロイ ヌ ナ ズ ナ 、 イ ネお よび トウモ ロコ シ で

は 、数 多 くの 胚 発 生 変 異 体 が 単 離 され た(Sheridan,1988;Mayereta1.,1991;Jurgens

et al.,1991;Hongetal.,1995)。

特 に 、 シ ロイ ヌナ ズ ナ を解 析 材 料 と して用 い たJurgensら は、 他 の植 物 を用 い

た研 究 者 ら に先 駆 けて 、1991年 に、 胚 発 生 変 異 体 の 同定 を報 告 し、 胚 の パ ター

ン形 成 に つ い て遺 伝 学 的 考 察 を加 え た 。 彼 らは 、 シ ロイ ヌナ ズ ナ の胚 に は 、頂 部

一基 部 軸 と放 射 軸 が あ り、 そ れ ぞ れ の 要 素 に子 葉 、 胚 軸 お よび 幼根 と、表 皮 、 基

本 分 裂 組 織 お よ び 維 管 束 が あ る と した(Mayer et a1.,1991;JurgensetaL,1991)。 ま

た 、 同 定 した 変 異 体 を これ らの要 素 の一 部 を欠 失 した変 異体 と考 え 、解 析 をす す

めて い っ た 。今 日 まで に、GN0M (GN)、MONOPTEROS (MP)、FACKEL (FK)、

KNOLLE(KN)、KEULE(KEU)な どの遺 伝 子 が 単 離 され 、 これ らの 遺伝 子 は 、

基 本 的 発 育 に不 可 欠 な 物 質 、 つ ま り、胚 発 生 にお け る小 胞 輸 送 、 オー キ シ ンや ス

テ ロー ル の 合 成 、 輸 送 に関 係 す る物 質 を コー ドす る もので ある こ とが わ か って い

る(Shevell et al.,1994;Busch et al.,1996;Lukowitz et a1.,1996;Hardtke and Berleth,

1998;Jang et al.,2000;Schrick et a1.,2000;Assaad et a1.,1996;2001)。

シ ロイ ヌナ ズ ナ に多 少 の遅 れ を とっ た もの の 、イ ネ で の胚 発 生変 異体 の 同定 も

行 わ れ 、1993年 に は 、Kitano et al.(1993)が イ ネ の胚 発 生 時 に働 く制御 プ ロセ

ス につ い て考 察 した 。 す な わ ち、 胚 で の形 態 形 成 が 起 こる以 前 に、 器官 の分 化 決

定 、 器 官 の大 き さや 位 置 の制 御 が 行 わ れ る とい うの で あ る。 さ らに、 近 年 、イ ネ

で は 、胚 の領 域 化 に関 わ る と考 え られ 、 シ ロイ ヌ ナ ズ ナ で は これ まで に報 告 され

て いな い 、 胚 器 官 の 増 加 や そ の位 置 に異 常 が 見 られ る 変 異 体 が 単 離 され て い る

(Kinae et al.,1998;1999)。 そ の他 に も、Hong et a1.(1995)に よ って報 告 され て
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いるよ うに、多種多様な変異体 の単離がなされてお り、今後の解 析が期待 され る。

それ によ って 、いつの 日かイネの胚発生が遺伝 学的 に解 明され るであろうと思わ

れ る。 ある植物で の胚発 生の遺伝 学的解 明は、シ ョウジ ョウバエがそ うで あった

よ うに、他の植物 の胚発生の遺伝 学的解 明の飛躍的進展 につながるであろう。

この項で は、胚発生 につ いて のさまざまな用語 を用 いた。最後 に、それ らにつ

いて言及 してお く。 まず、"パ ター ン"と は、異な る細胞集 団が幾何学 的 に一定

の規則 を もって配 置 され る様式で ある。 ここで言 う、細胞集 団が持つ規則 という

のは、細 胞のオー ガニゼ ー シ ョンの様式 やタ ンパ クの蓄積、遺伝子の発現 な どで

ある(Lindsey and Topping,1993)。 このパ ター ン形成の説 明 として、Wolpert(1969)

は、位置情報 とい う概念 を用 いた。位置情報 とは、発生 中の多細胞 系にお いて 、

個 々の細胞 が認知 す る全体 の中で の位置的情報で あ り、パター ン形成 に組み込 ま

れる ときには位置価 とな る。細胞 は、与え られた位 置価 を自分 自身のゲ ノムの状

態 に照 らし合 わせ て遺伝子 を発現す るので ある。次 に、"領 域"と は、多細胞 動

物 の発 生初期 に、 ある特定 の器官原基 が形成 される部域、 あるいは、そ の器官原

基 の分 化 を支持 す る働 きの空 間的広 が りで、"場"と い う概念 の特性 を持 った も

の と定義 され る。 すなわ ち、"領 域"と い うの も、位 置情報 と同様 に一概念 で あ

るが、位置情報 が個 々の細胞 の位置的情報で あったの に対 し、領域 は、特 定の分

化能 力が分布 して いる比較的広 い部域 を指す。位置情報 と場 は、それぞれ別 の人

物 によ って提唱 され た概念 であるが、生体 の一部分が全体 との調和 を保 って形態

形 成が進 む という考 え方が根本 にはあ り、共通 す ると ころ も多 い。最後 に、"極

性"と は、細胞、細胞群、組織 あるいは個体が、一つの方向に沿 って、その各部

分相互 の相対 的位置 関係 に関連 して、形態的 あるいは生理的特性の差異を示す こ

とで あ り、 ここでの、一つ の方 向 というのが、"軸"と 呼ばれ るものであ る。つ

ま り、なん らかの極性 が存在す る ところには、軸が存在する ことにな る。第4章

で は、 これ らの概念 を用 い、イネの変異体 の解釈 をお こなってみ る。

SAMと 葉

葉 は、植物 のシュー トを、茎 とともに構成 し、光合成 をお こなって植物の生存

に直接 的 に貢献す る重要な器官で ある。そ の形態 も植物種あるいは発生段 階 によ

って多様 であ り、古 くか ら人 間の注 目を浴びて きた。 さ らに、その起源 について

も、コケ類の葉 と他の維 管束植物の葉では異なる と考 え られ るように、さまざま

な植物 の葉 を、ひ とまとめ にして理解す るこ とは困難 である。そ こで、ここで は、
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被子植物 の葉 につ いて・葉 とSAMの 関係 に絞 って、 これ までの研究 について振

り返 る ことにする。

被子植物 の葉は、通常SAMか ら分化す る。分化 時の葉 の空間的配列 は葉序 と

呼 ばれ る。葉序 の研 究は、 まず、 さまざまな植 物の葉序 を記述す る ところか らは

じま り、そ の過程 で、SAM自 体 の生長 と葉原 基 の形な どの生長様式 の相互作用

が葉序 に影響す ることが明 らか になった(Richards and Schwabe
,1969)。 しか し、

形態 的観察 だ けで は、葉序決定 のメカニズムの解明 には至 らなかった。そ こで、

形態 的観察 に外科 的実験 が加え られ、葉序 の決定機構 に関 して 、 これ まで にい く

つか の仮 説が立て られて きた(Snow and Snow
,1931;Hchards,1948;Plantefol,1949;

Wardlaw,1949;Williams ,1975)。 その中で も、広 く受 け入れ られて いるのが、化

学物 質 の濃度勾配 が関与す る とい う仮説 と、物理的な力が関与す る とい う仮説 で

ある。前者 は、SAMの 中心や古 い葉原基 か ら次 の葉原基 の発生 を抑制 す る因子

が放 出 され、そ の因子 の濃 度 の最 も低 い ところに次 の葉原基が形成 される という

もので あ る。一方 、後 者 は、SAMの 内体か らの圧 力 と外皮の細胞 での局所 的な

細胞壁 のゆるみによって次 の葉原基が形成 され る位置が決まる とい う考 え方 、い

わ ゆ るbuckling theoryで あ り、Green(1992)に よって 提唱 された
。

近年 、それぞれ の仮 説を裏 付 ける実験 的証拠が挙が って いる。 まず 、古 くか ら

オー キ シ ンの極 性輸 送 が葉 序 の決 定 に関わ る こ とは示 唆 され て いた(Schwabe
,

1971)が 、Vernoux et al(2000)は 、pin-formd1変 異体 を用 いた解析 によって、

オーキ シ ン極性輸送が器官 の生長や分離 、位置取 りに影響する ことを証明 した
。

オーキ シ ンは、先程述べ た、次の葉原基 の発生 を抑制す る因子そ の もので はない

が、間接 的に、次 の葉原基 が前の葉原基 の近辺 に形成 される ことを防 いで いる と

い う。 また、 トウモ ロコシのterminal ear 1(tel)変 異体 は葉序 に異常 が見 られ

た が、その野生型遺伝子 の発現 は、次の葉原基 の中央脈が分化す る と思われ る領

域 を除 く、半 円状 の領域で見 られた(Veit et a1.,1998)。 これ らの ことか ら、TE1

遺伝子 は、その発 現領域 にお いて、葉原基の分化 を抑制す る働 きを持つのではな

いか と予測 されて いる。 一方 の物理 的な力による説 明に対する裏付 けは
、 よ り直

接 的で ある。Expansinと い う細胞壁 の伸展性 を増加 させ るタ ンパ ク質 をプラスチ

ックビー ズ表面 にまぶ して トマ トのSAMに 置 いた ところ、本来次の葉原基 がで

きる位 置以外 の位 置 にも葉様器官が分化 した(Fleming et al.,1997)。 これは、細

胞壁 の ゆるみ とい う物理的な現象が葉原基形成の原 動力 になる ことを示 して いる
。

また・Reinhardt et al(1998)は 、 トマ トで遺伝子 フ ァミ リーを形成するe
xpansin
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の一 つ で あ るLeExp18が 葉 原 基 分 化 予 定 領 域 で発 現 す る こ とを示 し
、さ らに、Pien

et al.(2001)が 植 物 組 織 の 内 部 でexpansinの 発 現 を起 こ させ る 手法 に よ って
、 ほ

ぼ 完 全 な 葉 の形 成 を誘 導 す る こ とに成 功 した こ とで 、expansinが 、 実 際 、 植 物体

内 で 葉 原基 形 成 に携 わ って い る で あ ろ う こ とが 推 測 され た。

葉 序 につ いて は、 シ ロイ ヌナ ズ ナ 、 トウモ ロ コ シお よ び イ ネ の変 異 体 の解 析 か

らSAMの 大 き さや 形 が重 要 で あ る とい う知 見 が 得 られ て い る(Clark et al
,1993;

Jackson and Hake, 1999 ; Itoh et al ,2000)が 、 い まだ 葉序 決 定 の メ カニ ズ ム は ほ と

ん ど明 らか にな っ て い な い とい っ て よ い。 した が って 、 メカ ニ ズ ム解 明 の 一 つ の

方 法 と して 、 さ らに多 くの葉 序 の変 異 体 の解 析 お よ び そ の野 生 型 遺 伝 子 の相 互 作

用 の解 明が 望 まれ る 。

葉 序 がSAMに お け る葉 の 空 間 的発 生パ ター ンで あ るの に対 し、葉 の時 間 的 発

生 パ ター ンは、 葉 間期 と呼 ば れ る。 葉 間期 に 関す る研 究 は
、 葉 序 に関 す る もの に

比べ 、立 ち後 れ て お り、 単 離 され た変 異体 も少 な い。 トウ モ ロコ シ のtel変 異体

は 、 葉序 と と もに葉 間期 が 短 くな る とい う異 常 を示 し、 シ ロイ ヌナ ズ ナ のaltered

meristem program 1変 異 体 は、 子 葉 の増 加 と栄 養 生 長期 の葉 原 基 形 成 速 度 の 上 昇

が み られ た(Chaudhury et al., 1993)が 、 そ れ らの解 析 が葉 間期 調 節 プ ロ グ ラム の

解 明 につ な が った とは言 い難 い。 イ ネ で単 離 され たplastochron 1変 異体 で は 、葉

間 期 に異 常 が見 られ 、 伊藤(2000)は 、 形 が 一 定 なSAMの 大 き さ は 、葉 間 期 を

制 御 す る とい う結 論 を 出 した 。 葉 間期 決 定 メ カ ニ ズ ム につ いて も、 未解 明 な 点 は

多 く、 さ らな る研 究 が 望 まれ る。

SAMと 葉 の関 係 と して近 年 注 目 され て い る の は 、葉 の 向軸-背 軸 方 向 の極 性

の 決 定 機 構 で あ る 。 葉 の 向 軸 あ る い は背 軸 とい う用 語 は
、SAMに 近 い 側 あ る い

はSAMか ら遠 い側 とい う意 味 あ いで使 わ れ る。 近 年 の解 析 か ら、SAMは 、 単 な

る位 置 的 な参 照 点 で はな く、 遺 伝 子発 現 の 面 か ら考 えて も葉 の極 性 と密接 に 関わ

っ て い る こ とが 証 明 され た 。SAMの 維 持 機 構 に異 常 が 見 られ る変 異 体 と して 単

離 され たpnh変 異体 の 野 生型 遺 伝 子 、PNH遺 伝 子 は 、ARGONAUTE遺 伝 子 と共

同 してSTM遺 伝 子 の発 現 に関 与 して お り、そ の発 現 は維 管束 で強 く、SAMと 葉

の 向 軸 側 で 弱 く見 ら れ た(McConnell and Barton
, 1995; Bohmert et al., 1998;

MoussianetaL, 1998; Lynn et al., 1999)。 また 、葉 の向 軸 側 の ア イ デ ンテ ィテ ィー

を 決 定 す る の に 必 要 な シ グ ナ ル の リセ プ タ ー を コ ー ドして い る と考 え られ る

PHABLOSA遺 伝 子 もSAMお よ び葉 の 向軸 側 で の発 現 が見 られ た(McConnell et al
.,

2001)。 さ らに、 葉 の 背軸 側 の ア イ デ ンテ ィテ ィー を促 進 す るKANADI遺 伝 子 を
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過剰発現 させ た個体 ではSAMが 形成 されなか った(Kerstetter et al., 2001)。 これ

らの ことは、SAMを 含 めたシュー トのcentral部 と葉の向軸側 、periphral部 と葉

の背軸側 がそれぞ れユニ ッ トをつ くって いる、 あるいは、SAMを 含 めた シュー

トのcentral-pripheral方 向のアイデ ンテ ィテ ィーが側生器官 の向軸 一背軸方向の

極性 と深 く関係 して いるとい う考 え方 によ く合致する。

最後 に、近年、イ ネにお いて、葉 の形態や分化様式か ら、SAM内 にある極性

が存在 す る可能性 が示唆 されて いる ことを付け加 えてお く。それ は、decussate変

異体で 、葉 身 と葉 鞘の境界 が一定 の規則性 を持 って傾斜 して いた ことか ら推測 さ

れた(伊 藤,2000)。 この ことについて の解析は、 ほとん ど進 んでいない状況であ

るが、非常 に興 味深 いものであるので、今後 の解 析が期待 される。

イ ネの発 生の遺伝学 的解析 と育種

以上・非常 に的 を絞 って、植 物の発 生 にいまだ謎 として残 されて いる部分 につ

いて述べて きたが、 もちろん、 このほか に膨大 な、興味深 い発生機構が いまだ解

明 されず にいる。 したが って、植物 の発 生研究 は これか らも知的好奇 心 を持 った

人間 によって続 け られるであろ う。 ただ し、人間 を植物 の発 生研究 に向かわせ る

のは、知 的好奇心 だ けで はな い。 もうひ とつの動機 を挙 げる とすれ ば、それ は、

植 物 の人為制御 を可能 にす るため、 とい うもので ある。

人間は農耕す る ことで比較的安定な食糧供給がな され る生活 形態 を手 に入 れた。

以 来、人間 は、農作物 に選抜 を加え、農耕 に適 した ものを残 してきた。 これ か ら

の時代 は、 これ らの古典的な育種法 に加 え、植物 の発生 メカニ ズムを念頭 に置 い

た遺伝 的改変 をお こなって い くことが望 まれる。 したが って、イネ の発生 メカニ

ズム を遺伝学的 に解 明す る ことは、今後 のイネ育種 に非常 に重要で あると思われ

る。 さ らに、冒頭 に も述べ たよ うに、SAMは 多 くの農業形 質 を有す る植物 のシ

ュー ト部分がそれ に由来す る とい う器官で あ り、葉 はシュー ト部分 の重要な一部

である。 また、胚 発生過程は植物の生活 環 を通 じてお こるさまざまな発生現象が

凝縮 され た もので ある と考 え られ る。 よ って 、SAM、 葉お よび胚発 生 につ いて

の遺伝 学的研 究は、農学および育種学的観点か らも非常 に重要な のである
。

本研究 は、イネのSAMの 分化および維持機構 の遺伝 学的解 明 を目的 として、

変異体 を用 いた解析 をお こなった。第1章 では、SAMの 分化機構 を解明す るた

めに、SAMを 欠失す るshootless(shl)変 異体 の解析 をお こない、第2章 では、SHL

遺伝子 の機能が、SAMの 維持 に も及ぶで あろうと予想 し、shl変 異の弱 い対立遺
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伝子 の単 離お よび解 析 をお こなった。第3章 では、SAMの 維持機構 につ いて さ

らなる情 報 を得 るため に単 離 した、発芽後枯死す る変異体 を解析 し、第4章 では、

SAMの 分化機 構 を知 るには、胚発生初期 の軸 の分化 や領域化 につ いての知見 を

得 る必要性が示唆 されたため、胚器官が増加する変異体 、aberrant regionalization of

embryo 3を 用 いた解 析をお こな った。最後 に総合考察で は、前4章 で明 らかにな

った変異体 の野生型遺伝子 の相互 関係か ら、SAMの 分化お よび維 持 をめ ぐる発

生 プロセス とその中での遺 伝子の機能 とそれ らの間の相互作用およびSAMの 分

化 の舞台 とな ったイネの胚 について考察 した。
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第1章 茎頂分裂組織 を欠失す るshootless変 異体の解析

緒言

序 論 で述 べ た よ う に、植 物 の 形 づ く りにお け るSAMの 重 要性 は言 うまで もな

い。 した が って 、SAMが 胚 の 中 で 分 化 し、 そ の後 ライ フサ イ ク ル を通 して 維 持

され て い く遺 伝 的機 構 を明 らか にす る こ とが 、 植 物 の理解 に不 可 欠 で あ る。SAM

の 分 化 の制 御 機 構 を 明 らか にす る に は、SAMを 欠 失 す る変 異 体 の 同定 が 重 要 で

あ るが 、 そ の 数 も少 な く、十 分 な解 析 は行 わ れ て いな い。

これ ま で に、SAMの 分 化 に 異 常 が 見 られ る変 異 体 は い くつ か の植 物 種 で 同定

さ れて い る。 双子 葉 植 物 で は 、 シ ロイ ヌ ナ ズナ で 、 強 い表 現 型 、 中間 的 な表 現 型

お よび 弱 い表 現 型 を示 す 多 くのshoot meristemless(stm)変 異体 が知 られ て い る。

stmの 強 い変 異 体 で は 、SAMが 欠 失 し、 弱 い変 異 体 で は、SAMの 維 持 に異 常 が

見 られ る の で 、STM遺 伝 子 は、 植 物 の ライ フサ イ クル を通 してSAMの 分化 お よ

び 維 持 に必 要 で あ る と考 え られ て い る(Bamn and Poethig, 1993; Clark et al., 1996;

Endrizzi et al., 1996)。STM遺 伝 子 は 、KNOTTEDタ イ プ の ホ メ オ ドメイ ンを持 つ

タ ンパ ク質 を コー ドして い た(Long et al., 1996)。 また 、胚 でSAMを 欠失 す る

cup-shaped cotyledon(cuc)変 異 体 は、cuc1とcuc2の 二重 変 異体 で あ る こ とが 明

らか にな っ た(Aida et al., 1997)。cuc1とcuc2の そ れぞ れ の単 独 の変 異体 は 、異

常 な 表 現 型 をほ とん ど示 さな い た め 、そ れ らは リダ ン ダ ン トな 機 能 を持 って い る

と予 想 され た 。CUC1お よびCUC2遺 伝 子 は単 離 され 、 ペ チ ュニ ア のNO APICAL

MERISTEM(NAM)遺 伝子 と相 同性 の高 い配 列 を有 して い る こ とが 明 らか にな り、

そ の領域 はNACボ ッ クス と命 名 され た(Souer et al, 1996; Aida et al., 1999; Takada

et al., 2001)。CUCお よびNAM遺 伝 子 は いず れ もSAMと 側 生 器 官 の境 界 や器 官

同 士 の境 界 で発 現 す る(Souer et al, 1996; Aida et al., 1999; Ishida et al, 2000; Takada

et al., 2001)。STM遺 伝子 とCUC遺 伝 子 の 関係 は 、 変 異体 で のin situハ イ ブ リダ

イ ゼ ー シ ョン実 験 、二 重 変 異 体 の解 析 お よびCUC1遺 伝 子 の過 剰 発現 な どで 調査

さ れ た。そ の結 果 、CUC遺 伝 子 はSTM遺 伝 子 の 上 流 で 機 能 して い る ことやCUC1

遺 伝子 が単 独 でSTM遺 伝子 の 発現 を誘 導 で き る ことが 明 らか にな って いる(Ishida

et al., 2000; Takada et al, 2001)。 先 程 述 べ た ペ チ ュ ニ ア の1VAM遺 伝 子 は、形 態 観
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察 、塩 基 配 列 お よびin situハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョン実 験 の 結果 か ら、SAMの 位

置 決 定 に必 要 で あ る と考 え られて い る(Souer et al., 1996)。 これ らの遺 伝子 はSAM

の 分化 過 程 にお いて 重 要 な 機能 を果 た して い る が 、SAMの 分 化 機 構 につ いて は

い まだ 不 明 な 点 が 多 い。

単子 葉 植 物 で は 、 トウ モ ロコ シ にお いて 、幼 根 は 分 化 す るが シ ュー トを欠 失 す

る 変 異体 が少 な くと も3系 統 得 られ て い る が 、 そ れ ら につ いて は い まだ詳 細 な解

析 が され て いな い(Sheridan and Clark, 1987, 1993; Sheridan, 1988; Clark and Sheridan,

1991)。 植 物 で最 初 に発 見 され た ホ メ オボ ックス 遺 伝 子 で あ るknl遺 伝子 はSTM

遺 伝 子 の ホ モ ログで あ り、SAMの 分 化 に関 わ って い る と考 え られ て き たが 、knl

遺 伝 子 の劣 性 変 異体 で は、 バ ック グ ラ ウ ン ドに よ って は胚 で 表 現 型 の変 化 が観 察

され な か った(Kerstetter et al., 1997)。 しか し、knl遺 伝子 の発 現 場 所(Smith et al.,

1995)や トウ モ ロ コ シ の倍 数 性(Gaut and Doebley, 1997)、 バ ッ クグ ラウ ン ドに

よ る表 現 型 の変 化(Vollbrecht et al., 2000)お よび 過剰 発 現個 体 の表 現 型(Muller et

al., 1995; Chuck et al., 1996; William-Carher et al., 1997)か ら考 えて 、knlは 他 の遺

伝 子 と重複 してSAMの 維 持 に関 与 して い る と考 え られ た(Kerstetter et al., 1997;

Vollbrecht et al., 2000)。

イ ネ で は 、最 も多 くの4遺 伝子 座 に 由来 す る7つ のshootless(shl)変 異体 が 同

定 され て い る(Hong et al, 1995)が 、 や は り詳 細 な解 析 は な され て いな い 。 いず

れ も幼 根 は 分 化 す る が 、 シ ュー ト(SAM)を 欠 失 す る も の で あ る。 ま た 、 遺 伝

子 座 に よ って 変 異体 の表 現 型 に違 い も認 め られ る。 イ ネ の ホ メオ ボ ックス 遺 伝 子

で あ り、knl遺 伝 子 のorthologで あ るOSHI(Matsuoka et al., 1993)は 、球 状 胚 の

将 来SAMが 分 化 す る予 定 領 域 で 発 現 し始 め る(Sato et al., 1996)。OSHIがSAM

の 分 化 に 関 わ っ て い る とい う直 接 的 な証 拠 はな いが 、OSHIは 、SAMの 有 用 な分

子 マ ー カ ー で あ ろ う。 いず れ にせ よ 、単 子 葉 植 物 にお いて も、SAM分 化 の制 御

機 構 は ほ とん ど明 らか にな って いな い。OSHIな どの 分子 マ ー カー を利 用 しなが

ら、イ ネ で 得 られ た 多 くのshl変 異体 を解 析 す る こ と によ り、 これ まで に得 られ

て い な い新 しい知 見 が 期 待 で き る。

イ ネ科 植 物 の胚 は 高 度 に発 達 して お り、 複 雑 で あ るた め 、 胚 特異 的な 器 官 の ア

イ デ ンテ ィ テ ィ ーや 機 能 、相 互 関係 につ いて 、議 論 が続 いて い る(Brown, 1960)。

しか し、これ まで の議 論 は解 剖 学 的 あ る いは 進化 学 的 知見 に基 づ いた もので あ り、

遺 伝 学 的 解 析 は 全 くな さ れ て いな い。 したが っ て 、shl変 異体 な どの器 官 欠 失 型

変 異 体 の解 析 は 、これ らの 問題 に新 しい知 見 を加 え る こ とが で き る と考 え られ る。
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本章で は、すで にHong et al.(1995)に よ って報告 されて いる4遺 伝子座 に由

来す る7つ のshl変 異体 と新たに同定 した5つ の変異体 につ いて の解 析 をお こな

い、SAMの 分化 の遺伝的制御機構 について考察 した。

材料および方法

1、 供 試材 料

す で に報 告 され て い る4つ の 遺 伝 子 座(SHOOTLESS 1(SHL1)～SHL4)に 由

来 す る7つ の シュ ー ト欠失 変 異 体(Hong et al., 1995)、shl1-1、shl1-2、shl2-1、shl2-2、

shl2-3、shl3お よ びshl4-1を 用 い た。 これ らは、 受精 卵 に、化 学 突 然 変 異 源MNU

(N-methy1-N-nitrosourea)を 処 理 したM2集 団 か ら選 抜 され た単 因子 劣性 変 異 で

あ る。 さ らに、 そ の後 、MNU処 理 後 代 か らshl2-4、shl2-5、shl4-2お よび 新 規 の

遺 伝 子 座 に 由来 す るshl5の4つ の 変 異体 を 同定 した 。 これ らの遺 伝 的 背 景 は、

shl2-5お よ びshl4-2が 品 種 金 南 風 で あ る こ とを 除 き、 す べ て 品種 台 中65号 で あ

る 。

2、 樹脂切 片の作成

胚 発 生 中 の 種子 や 完 熟 種子 をFAA(ホ ル マ リン:氷 酢 酸:70%エ タ ノー ル=1:

1:18)で 固定 した 。 エ タ ノー ル に よ り脱 水 した 後 、 浸 透 液 を 組 織 に浸 透 させ 、

重 合 液(浸 透 液:硬 化 剤=15:1)中 に包 埋 、硬 化 させ た。 浸 透 液 、硬 化 剤 に は

樹 脂Technovit 7100(Kulzer, Germany)を 用 い た。 ミ ク ロ トー ム に よ り厚 さ3～5

μmの 切 片 を作 成 しス ライ ドガ ラス に付着 させ た 。 切 片 は0.05%ト ル イ ジ ンブル

ー で 染色 し
、 光 学 顕 微 鏡 で 観 察 した 。

3、 走査電子顕微 鏡(SEM)

再分化培地 上のカルス を25%グ ルタル アルデ ヒ ドを含 む0.1Mの リン酸緩 衝液

で4℃ 、16時 間固定 し、0.1Mリ ン酸緩衝 液で洗浄 した。その後 、1%の オス ミウ

ム酸で後 固定 し、ふ たたび リン酸緩衝液 で洗浄 した。 試料 を、 エタノール によ り

脱 水 し、酢酸 イソア ミル に置換 してか ら臨界点乾燥 をお こな った。 さ らにプラチ

ナで イ オ ンコー トした後 、加速 電 圧15kVの 走査 電子 顕微 鏡(Hitachi S-4000,

Tokyo)で 観察 した。
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4、in situハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン

受 粉 後4～6日 目の子 房 お よび 吸水 後2～4日 目の種 子 を 、3%パ ラホ ル ム ア ル

デ ヒ ド(TAAB社)と0.25%グ ル タル アル デ ヒ ド(TAAB社)を 含 む0.1Mの リ

ン酸 緩 衝 液(pH7.2)中 で1時 間脱 気 、4℃ 一 定 で 固定 し、0.1Mリ ン酸緩 衝 液 で

洗 浄 した 。エ タ ノー ル に よ り脱 水 し、キ シ レン に置換 した後 、Paraplast Plus(Oxford

Labware, St. Louis, MO)に 包 埋 した 。 ミ ク ロ トー ム に よ り厚 さ8μmの 切 片 を作

成 し、Vectabond(Vector Lab. Burlingame, CA)で コー テ ィ ン グを した ス ライ ド

ガ ラス に付着 させ た 。プ ロー ブ にはRAmyIAとOSHIのpoly(A)を のぞ いたcDNA

を転 写 して得 た 、Digoxygeninで ラベ ル した ア ンチ セ ンスmRNAを 用 い た 。in situ

ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョ ンお よ び免 疫 学 的検 出 につ いて はKouchi and Hata(1993)

を参 考 に して お こな っ た。

5、 カル ス誘導 と再分化

シ ュー ト欠 失 変 異体 の完 熟 種 子 は 、実 体 顕 微 鏡 下 で そ の外 観 か ら選 抜 し、 播 種2

日後 も発 芽 が 見 られ な か った ことで 確 認 で きた 。 完 熟種 子 は 、2%の 次 亜 塩 素 酸

ナ トリウ ム で30分 間殺 菌 した 後 、 滅 菌 水 で 洗浄 した。 そ の後 、カ ル ス 誘 導 培 地

(N6(Chu et al., 1975)、3%シ ュー ク ロー ス 、0.2%2,4-D、0.2%ゲ ラ ンガム 、pH5.8)

に置 床 し、 暗 所 、28℃ 一 定 にて 約1ヶ 月培 養 した 。 カ ル ス の 直径 が お よそ5mm

にな っ た ころ に種 子 とカ ル ス を分 離 し、 再 分化 培 地(MS(Murashige and Skoog ,

1962)、3%ソ ル ビ トー ル 、3%シ ュ ー ク ロ ー ス 、0.2%casamino acid、0 .2%6-

benzylaminopurine、0.1%ナ フ タ レ ン酢 酸(NAA)、0 .4%ゲ ラン ガム)に 移 植 し、

明所 、28℃ 一 定 にて 培 養 した 。 移植 後3週 間 で シュ ー トが 再 分 化 して い な い カル

ス は新 しい再 分 化 培 地 に再 び 移 植 した。 再 分 化 培 地 に移 植 して か らさ ま ざ まな ス

テ ー ジ のカ ル ス を、樹 脂 切片 作 製 や 走 査 電 子 顕 微鏡 観 察 のた め 固定 した 。

結果

1、完成胚 の形態

shl変 異体 の完成胚 は、 ほとん どの場合、 シュー ト(SAMと3枚 の本葉)を 欠

失 し、胚 に特異的で ある鞘葉お よびエ ピブラス トも欠失 して いた(図1-1)。 この
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ことは、鞘葉 とエ ピブ ラス トの分化 はSAMの 分化 と密接 に関係 している ことを

示 してい る。幼根はshl1、shl2お よびshl4変 異体では、正常に分化 してお り、完

熟種子 を吸水 させ る と、正常 に発根 した。 ただ し、幼根 は、非常 に低頻度 なが ら

2つ に増加す るもの もあった。これ らの3遺 伝子座 に属す る系統の変 異体 の胚は、

形態 的には互 いに見分 けがつかなか った。一方 、shl3変 異体 の胚 は形態的 にshl1、

shl2お よびshl4変 異体 と異な るだけでな く、幼根 は胚発生過程 で休眠す ることな

く発根 し、完熟種子で は褐変、枯死 して いた。 また、鋸3変 異体 の完成胚は、胚

の上部 の発達が悪 く、多 くの細胞が空胞化 していた。shl5変 異体 の完成胚は 日本

のひ ょうた ん型で あ り、他 の変異体 と形態的 に区別す る ことがで きた。鋸5変 異

体 の幼根 は、形態 的 には大きな異常 は見 られなか ったが、完熟種子 を吸水 させて

も発根がお こらなかった。

shl1、shl2、shl4お よびshl5変 異体の胚の胚乳側 の表皮細胞 は胚盤上皮組織特

有の柵状の形態 を示 したため、胚盤 が分化 して いると考え られた(図1-2)。 この

ことを確か めるため、イネ の主要な α-アミラーゼ遺伝子である、RAmyIAを プロ

ー ブ とし、濾紙上 で3日 間浸漬 した種子 を用いてin situハ イ ブ リダイゼー シ ョ

ンをお こなった。野生型の発芽種子 では、RAmyIAは 、胚の胚盤 上皮組織 と胚乳

の糊粉 層で強 く発 現す る(Sugimoto et al., 1998)。shl1、shl2お よび 鋸4変 異体の

胚 では、胚乳 に面 した表皮細胞 で、 シグナルが検 出された(図1-3)。 また、shl5

変 異体 で は、腹側 の基部方 向 に発現 が拡大 していたが、本来の部位で発現 して い

た。 この ように、shl1、shl2、shl4お よびshl5変 異体 では、胚盤 は分化 し、正常

に機能 している と考 え られ る。 しか し、shl1、shl2お よび 鋸4変 異体 の胚でみ ら

れた シグナルは、図1-3Cお よびDに 示 され たよ うに、先端部 に限定 されている

ことが頻 繁 にあった。 そ こで、shl1、shl2お よびshl4変 異体 での胚盤の分化パ タ

ー ンを明 らか にす るため、胚 の背側 の胚盤上皮細胞 の細胞長 を計測 した ところ、

先端か ら基部 に向けて 、図1-4の よ うなパター ンが見 られた。すなわち、野生型

の胚盤 上皮細胞 は、先端 よ り10～15%の 部位 で最 も長 くなった後 、基部 に向 け

て徐 々に短 くな って い くが、先端 か ら約60%の ところで戸時的 に少 し長 くな る

部位が見 られた。shl変 異体 では 、最長 となる部位 は、野生型 よ り先端部 によ っ

てお り、細 胞の短 い領域 が拡大 していた。 また、shl変 異体で は野生型で胚盤の

先端 に向か う維管束が 、背側 中央 に向か うもの も観察 され、胚盤の発達 に異常が

認め られた。 さ らに、胚 の正 面か ら見 た胚盤 の外形 も、野生型では左右対称なの

に対 し、shl配変異体 で は非対称な ものが多 く見 られ た(図1-5)。
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図1-4野 生型およびshl変 異体の胚盤上皮細胞長。

黒線:野 生型。濃い赤線と赤線:shll-1変 異体。濃い緑の線 と緑の線:shl2-4変 異体。

横軸は胚の背側の上皮組織を50等 分 した位置を示 し、縦軸はその位置の細胞の長さの

移動平均を示している。
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図1-5浸 漬後1日 目の野生 型およびshl2-4変 異体の完 成胚の胚盤の外形。

A:野 生型 。B:shl2-4変 異体。 左の2つ の胚の胚盤 はほぼ左右 対称であるが、他の3

つは非対称 になって いる。
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以上 、完成胚 にお ける解剖学的解 析、in situハ イ ブ リダイゼー シ ョンによる解

析か ら、胚盤および幼根 はSAMと は遺伝的 に独立 に分化するのに対 し、鞘葉お

よびエ ピブラス トの分化 はSAMの 分化 に依存 して いる ことが明 らか になった。

さ らに、胚盤の発達 にはSAMの 分化が影響 して いる ことが示唆 された。

2、 胚発 生過程

野 生型の球 状胚 は、受粉 後3日 目まで続 くが、 この段 階で、背側(胚 乳側)の

細胞 の液胞化 の程度 は腹側 よ りも高い(図1-6A)。 したがって、イネの胚 は受粉

後3日 目には背腹性 を獲得 している と考え られる。受粉後4日 目には、腹側 に鞘

葉の突起が 生 じ(図1-6B)、 そ の後、形態的 にSAMお よび幼根 が観察 され、受

粉後5日 目には、第1葉 原基 が分化 し、ほとん どの胚器官 が形成 され る(図1-6C)。

shll～shl5変 異体 の胚 は、受粉後3日 目までは、野生型 と区別がつかなか った。

そ の後 、受粉後4日 目になって も、変 異体 の胚で は鞘葉の突起がみ られず(図1-

6D、G、J)、 受粉後5日 目にな って も胚盤 と幼根原基以外の器官 は形成 されなか

った(図1-6E、H、K)。 この傾向 は、受粉後7日 目にな って も変わ らず 、ほ と

ん どの個体でSAMの 分化が認め られないまま、幼根 は正常に発生 を続 けた(図

1-6F、L)。 ただ し、shl3変 異体で は、受粉後7日 目に鞘葉の分化が見 られ る個

体や 、発根 して いる個体 もあった(図1-6I)。 なお 、変異体の胚で も、受粉後4

日目には、胚の背側 で細胞 の液胞化 の程度 の違 いが見 られ 、背腹性 は獲得 して い

る と考え られた。

3、 不 定芽形成能 力

shl変 異体が、胚発 生中 にSAMを 欠失す る ことは、必ず しも、不定芽形成能力

の欠如 を示すわ けではない。 もし、SAMの 欠失が、SAMの 分化 に先立つ胚発生

特有 の領域化 の異 常 によ るものであった とした ら、領域化 とい う過程 を経な い不

定芽 形成 は正 常 に行 われ ると思われ る。そ こで、shl変 異体のカルスか らの不 定

芽形成 を試みた。なお、shl3お よびshl5変 異体 の完 成胚 か らは、カルスが形成さ

れなか った。 しか し、shl5変 異体 は、受粉後7～10日 目の胚 を用 いる ことでカル

ス を誘導す る ことが できた。

野生型 のカルスか らは、多数の不定芽が再分化 して きたが、shl1、shl2お よび

shl4変 異体のカルスか らは、全 く再分化 しなか った(図1-7)。 ただ し、shl5変 異

体 のカル スか らは、低頻度 なが ら不定芽が分化 した。なお 、いずれのカルスか ら
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図1-6shl変 異体 の胚発 生過程。

A-C:野 生型 にお ける受粉 後3、4、5日 目の胚。D-F:shll-1変 異体 における受粉後4、

5、7日 目の胚。G-1:shl3変 異体にお ける受粉後4、5、7日 目の胚 。J-L:shl5変 異体に

おける受粉後4、5、7日 目の胚 。Bars=0.1mm。
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図1-7胚 盤由来のカルスからの不定芽の再分化。

A:野 生型のカルス。多数の不定芽が再分化 している。B:shl2-3変 異体のカルス。不

定芽の再分化は見 られない。不定根の分化はいずれのカルスでも見られる。
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も不定 根 は 分 化 した 。 この こ とか ら、SHL1、SHL2お よ びSHL4遺 伝 子 は、SAM

の 分化 に一 般 的 に 必 要 で あ る こ とが 明 らか にな った 。 再 分化 培地 に移 植 して か ら

約10日 後 、shl変 異 体 の カル スか らは、シ ュー トは再 分化 して こな か った もの の 、

小 さな 葉 状 器 官 が 生 じた(図1-8A)。 なお 、 この器 官 は 、 野 生型 のカ ル ス か ら も

分 化 した 。 そ れ ら には 、 トライ コー ム 、気 孔 お よ び い ぼ状 突 起 とい った 、 野 生 型

イ ネ の 葉 にみ られ る表 面 構 造 が 分 化 して お り、そ の器 官 が不 定 葉 で あ る こ と を示

して いた(図1-8B)。 これ らの不 定 葉 は 、十 分 発 育 す る こ とな く分化 後40日 以

内 に枯 死 した。 不 定 葉 の根 元 に、細 胞 学 的 お よび解 剖 学 的観 察 に よ ってSAM様

の器 官 を見 つ ける ことは で きな か った(図1-8C)。 さ らに、SAMの マ ー カ ー と

してOSH1を 用 い たin situハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョン をお こな っ た。 そ の結 果 、

野 生 型 の 不 定 芽 分 化 で は 、 葉 原 基 が 、OSH1の 発 現 す るSAMか ら分 化 した こと

が 確 認 され た(図1-9A)。 一 方 、shl変 異体 の初 期 の不 定 葉 の 根元 に は、OSH1の

発 現 はみ られ な か った(図1-9B)。 した が って 、葉 原 基 はSAMと は 独 立 に分 化

し得 る こ と、SHL1、SHL2お よびSHL4遺 伝 子 はSAMの 分化 に は関 わ って い る

が 、 葉 の 分 化 に は直 接 関 わ っ て い な い とい う こ とが 明 らか に な った 。

4、 イ ネ ホ メ オ ボ ッ クス 遺 伝 子 、OSH1の 発 現

OSH1は 、 球 状 胚 で シ ュ ー トの 分化 予 定 領 域 で 発 現 し始 め 、そ の後 もSAMか

らエ ピブ ラス トお よ び幼 根 に か けて 発 現 す る(Sato et al.,1996)。 特 にSAMの 葉

原 基 お よ び そ の 予 定 領 域 で は 発 現 が 抑 制 され る た め 、SAM内 の未 分 化 な細 胞 の

マ ー カ ー と考 え られ て い る(Sentoku et al.,1999)。SAMを 欠失 す るshl変 異 体 で 、

SAMの 分 化 予 定 領 域 が 正 常 に確 保 さ れ て い る の か ど うか を明 らか にす るた め 、

受 粉 後4日 目の 野 生 型 の胚 お よ び受 粉 後5日 目の 変 異体 の胚 を用 い て 、OSH1を

プ ロー ブ に、in situハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョン をお こな っ た。 そ の結 果 、shl1、sh12

お よびshl4変 異体 の胚 で は 、OSH1の 発 現 領 域 は 野 生型 よ りも極端 に狭 くな って

い た(図1-10A、B-H、J、K)。 一方 、shl3お よびshl5変 異 体 の胚 で は、shl5変

異 体 で 発 現 部位 に多 少 の 異 常 が 見 られ た もの の 、発 現 領 域 の広 さは ほ ぼ正 常 で あ

っ た(図1-10I、L)。 な お 、shl1、shl2お よびshl4変 異体 にお け るOSH1の 発 現

領 域 につ いて は、 受 粉 後6日 目に は多 少 の拡 大 が 見 られ た が 、そ の後 、受 粉 後7

日目以 降 に は徐 々 に発 現 が 見 られ な くな っ た。 また 、shl3変 異体 にお いて は 受 粉

後7日 目頃 、shl5変 異 体 にお いて は 腹 側 の表 皮 に 限定 され た の ち 、受 粉後10日

目頃 に 、OSH1の 発 現 は見 られ な くな った 。 この こ とか ら、shl1、shl2お よびshl4
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図1-9再 分化過程でのOSH1の 発現。

A:野 生型カルスか らの不定芽。SAM(黒 矢頭)で のOSH1の 発現が見られる。

B:shl2の カルスか らの不定葉。不定葉の根元(黒 矢印)に はOSH1の 発現は見られな

い。Bar=0.1mm。
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変異体 の胚で は、SAMの 分化領域が正常 に確保 されてお らず 、一方 、shl3お よ

びshl5変 異体 では、OSH1で 示 されるSAM分 化予定領域 につ いては、比較的正

常 に確保 されて いる と考 え られた。 よって、SHL1、SHL2お よびSHL4遺 伝子 は

OSH1の 上流で機 能 し、SHL3お よびSHL5遺 伝子 はOSH1の 下流あ るいはOSH1

とは独立 に機能 している ことが明 らか になった。

考察

1、SAM分 化 にお けるSHL遺 伝子 の位置づ け

今 日まで に、その劣性突然変異 によってSAMを 欠失する遺伝子で クローニ ン

グされて い る例は多 くない。STM遺 伝子 は、胚発生時 のSAMの 分化やその後の

SAMのcentralz oneの 未分化細 胞の維持 に必要で あ り(Endrizzi et al.,1996)、NAM

遺 伝子 は、SAMの 分化 に直接関わ っている というよ りは、SAMや 葉原基の位 置

を決定 して いるもので ある と考 え られて いる(Souer et al.,1996)。COC1遺 伝子

お よびCUC2遺 伝子 について も、SAMの 分化 にかかわ るとい うよ りは、胚発生

や花 の形成 時 にwhorl内 の器官の分離 に機能 して いるのではないか と考察 されて

きた(Aida et al.,1997)が 、近年の解析で胚発生時 にSTM遺 伝子 の上流 で機能 し、

SAMの 分化 に関与 している ことが 明 らか になった(Ishida et al.,2000;Takada et al.,

2001)。 トマ トのDefective embryo and meristems(Keddie et al.,1998)遺 伝子 は単

離 されたが、 いまだSAMの 分化 に関わって いるのか維持に関わ って いるのか特

定 は され て いな い。SAMの 分化 には非常 に多 くの遺伝子が関わ って いる と思わ

れ るので 、SAMの 分化 にお け る遺伝子 のカスケー ド全体 を明 らか にす るため に

は、さ らに多 くの突然変 異体 が必要 である。

イ ネで は、少な くとも5遺 伝子座がSAMの 分化 に不可欠であることが明 らか

にな った 。shl変 異体 の胚で は、胚 盤は背側 に、幼根 の先端 は胚柄 を向いて基 部

側 に形成 され た。 また、細胞 の液胞化の程度か ら考 えて背腹性 は胚発 生初期 に獲

得 してお り、それ は、OSH1の 発現が腹側 のSAM分 化 予定領域でみ られた こと

で確 かめ られた。 よって、SHL遺 伝子 は、頂端部―基部軸および背腹軸の決 定 に

は関与 して いな いと思 われ る。また、再分化試験か ら、SHL1、SHL2お よびSHL4

遺伝子 は、不定芽形成 に不可欠 である ことがわかった。この ことか ら、SHL1、SHL2

およびSHL4遺 伝子 が胚発生時特有の領域化 の過程で機能 して いるのではな く、
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SAMの 分 化 領 域 に限 っ た機i能 を持 って い る の で は な い か と い う こ とが 示 唆 され

た 。OSH1を プ ロー ブ と して用 い たin situハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョンの 結果 、shl1、

shl2お よ びshl4変 異 体 の胚 で は、OSH1の 発 現 領域 が野 生 型 の胚 よ り極 端 に狭 ま

っ て いた 。OSH1は 、 本 章 緒 言 で 述 べ た よ う に、イ ネ の胚 にお け るSAM分 化 予

定 領 域 の有 用 な マ ー カ ー で あ る。 この こ とは、shl1、shl2お よ びshl4の 胚 で は 、

SAMが 分 化 す べ き 領域 が 空 間 的 に不 足 して い る こ と を示 して い る。した が って 、

SHL1、SHL2お よ びSHL4遺 伝 子 は 、SAMの 分 化 予 定 領 域 の確 保 に必 要 な遺 伝 子

で あ る と推 察 され た。

イ ネ で は 、SAMと 幼 根 は欠 失 す るが 、OSH1の 発 現 は 正 常 で あ る変 異 体 と して 、

orgmless 1(orl1)変 異体 が知 られ て い る(Hong et al., 1995; Sato et al., 1996)。 こ

れ らの結 果 を ま とめ る と、イ ネ の 胚 にお け るSAMの 分化 に 関す る遺 伝 的 カ ス ケ

ー ドは 、次 の よ うに考 え る こ とが で き る。SHL1、SHL2お よ びSHL4遺 伝 子 はOSH1

の 上 流 で機 能 し、SHL3、SHL5お よ びORL1遺 伝 子 は、OSH1の 下 流 あ るい はそ

れ と は独 立 に機 能 して い る。SHL1～SHL5遺 伝 子 が シ ュー トの 分化 に特 異 的 に 関

係 す る の に対 し、ORL1遺 伝 子 は シ ュー トと幼 根 の 両方 の分 化 に必 要 で あ る。

動 物 で 単 離 され 、 体 制 の確 立 に非 常 に重 要 な 役 割 を持 っ て い る こ とが 明 らか に

さ れ た ホ メオ ボ ッ クス遺 伝 子 で あ るが 、今 日まで の解 析 か ら、 植 物 のSAMの 発

生 にお いて も、 中 心 的 な 役 割 を果 た して い る と考 え られ る よ うに な って い る。 シ

ロイ ヌ ナ ズ ナ のCUC遺 伝 子 もホ メオ ボ ッ クス遺 伝 子 で あ るSTM遺 伝 子 の上 流 で

機 能 、 つ ま り、CUC遺 伝 子 はS7M遺 伝 子 の発 現 に必 要 で ある(Aida et al.,1999;

Takada et al.,2001)。 また 、 トウ モ ロ コ シ のrough sheath 2(rs2)変 異 体 で は、 葉

で 異 所 的 なKNOXタ ンパ ク質 の 蓄積 が見 られ た こ とか ら、RS2遺 伝 子 は、KNOX

遺 伝 子 の 発 現 を 抑 制 し て い る と 考 え ら れ て い る(Schneeberger et al.,1998;

Timmermans et al.,1999;Tsiantis et al.,1999)。 これ は、RS2遺 伝子 と相 同性 の 高 い

配 列 を持 つ 、 シ ロイ ヌナ ズ ナ のASYMMETRICLEAVES1(ASI)遺 伝 子 お よびAS2

遺 伝 子 、 ま た 、 キ ン ギ ョ ソ ウ のPHANTASTICA(PHAN)遺 伝 子 につ い て も 同様

の こ とが 言 え る(Waites and Hudson 1995;Waites et al.,1998;Byrne et al.,2000;

Semiarti et al.,2001)。 さ らに、 シ ロイ ヌ ナ ズナ で は、 葉 の細 胞 のKNOX遺 伝 子 へ

の 反 応 性 を 制 限 す る要 因 で あ る 可 能 性 の あ る遺 伝 子 、SERRATE遺 伝 子 お よ び

PICKLE遺 伝 子 が 同定 され て お り、 ホ メ オ ボ ッ ク ス遺 伝 子 をめ ぐ る遺 伝子 ネ ッ ト

ワ ー クが 明 らか に な りつ つ あ る(Eshed et al.,1999;Ori et al.,2000;Prigge and

Wagner,2001)。 イ ネで は、shl変 異体 に お け るOSH1の 発 現 パ ター ンか ら、SAM
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の分化時 には、SHL遺 伝子 がホメオボ ックス遺伝子 であるOSH1の 上流で機能 し

て いる ことが明 らか になった。 イネ にお けるホメオボ ックス を含 んだ、SAMの

発生 にお ける遺 伝子ネ ッ トワー クの解 明 は遅れている。よって 、本章 の解析 を開

始 点 とす る、今後 の解析が望 まれ る。

2、SHL遺 伝子 と胚器官

シュー ト欠失突然変 異は、SAMだ けで な く、他 の胚器 官の分化 に も影響 をお

よぼ して いるので 、shl変 異体 の特徴か ら、それ らの器官 の相互 関係 について考

察す る ことができる。

イ ネ科 植 物 の 胚 は 、 シ ュー ト、 幼 根 以 外 に も、 胚 盤 、 鞘葉 、 エ ピブ ラス トとい

った 胚 特 異 的 な 器 官 を持 った 複 雑 な もの で あ り、 そ れぞ れ の器 官 の機 能 や ア イデ

ンテ ィテ ィー に つ いて はBrown(1960)が ま とめた よ う に、議 論 の余 地 が残 され

て い る。 胚 盤 は 、 一般 に子 葉 あ る いは子 葉 の 一部 とされ て お り、鞘 葉 も、 子 葉 、

葉 鞘 や 葉 舌 の よ うな子 葉 の一 部 、 分 げつ 芽 、 葉 あ る い は2枚 の子 葉 が 融 合 した も

の ・ な ど と考 え られ て い る(Sargant and Arber ,1915;Roth,1955)。 エ ピブ ラス ト

に つ い て も 同様 に 、子 葉 、葉 耳 や 葉 舌 とい う子 葉 の一 部 あ るい は葉 な ど、 さ まざ

まな 器 官 と相 同 な もの と解 釈 され て き た(Boyd,1931;Sargant and Arber ,1915;Roth,

1955)。 現 在 で も多 くの 議 論 が な され て い る が 、 も っ と も多 くの 人 か ら賛 同 を得

て い る解 釈 は 、 イ ネ 科 植 物 にお いて 子 葉 に 当た るの は 、胚 盤 と鞘 葉 で あ る 、 とい

う も の で あ る 。 これ は、 子 葉 が 、 葉 の よ うな 形態 を した器 官 で あ り、本 葉 の物 理

的 保 護 もお こな う、 とい った 機 能 面 か らの推 察 で あ る(Eames,1961)。 つ ま り、

イ ネ 科 の胚 に お いて 子 葉 に当 た る の は どの 部 分 か とい う ことが 解 決 す れ ば議 論 は

か な り進 ん だ こ とに な る。 しか し、 子 葉 とSAMの 関 係 につ いて は、 双 子葉 植 物

に お いて も特 定 さ れ て いな い。 シ ロイ ヌ ナズ ナ のstm変 異 体 で は、SAMが 欠失

して も子 葉 は 正 常 に分 化 して い る(Barton and Poethig ,1993)。 この こ とは 、子 葉

の 分 化 とSAMの 分化 が 遺伝 的 に独 立 で あ る こ とを意 味す る。 しか し、 近 年 、stm

変 異 体 に お い て 、SAMは 発 生 の ご く初 期 で 消 失 した の で あ り、や は り子 葉 はSAM

と発 生 的 に 関連 して いる と考 え られ て い る(Kaplan and Cooke ,1997;Kerstetter and

Hake,1997)。 この 場 合 、子 葉 はSAMの 最 初 の側 生器 官 で あ る。

他 の 単 子 葉 植 物 の胚 の観 察 か ら も、 イ ネ科 の胚 盤 が 子 葉(の 一 部)で あ る こ と

は 明 らか で あ る と考 え られ る が 、鞘 葉 や エ ピブ ラス トの アイ デ ンテ ィテ ィー は不

明 で あ る 。shl変 異 体 の表 現 型 か ら、 胚 盤 の 分化 はSAMの 分 化 と独 立 で あ る が 、
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鞘葉お よびエ ピブ ラス トの分化 はSAMの 分化 に依存す る ことが 明 らか にな った。

したがって、少な くともイネでは子葉 の分化 はSAMの 分化 と独立な ものである

と考 え られ る。 また、鞘葉は 、胚盤 とアイデ ンテ ィティーが異なるか、子葉(胚

盤)の 一部 だ として も、そ の分化 はSAMの 分化 に依存 して いる ことにな る。

胚盤 の分化 がSAMの 分化 と独立である一方で、胚盤の発 達は、SAMの 活性 あ

るいはSHL遺 伝子 の活性 に関係が ある と考 え られた。shl1、shl2お よびshl4変 異

体 の胚盤 では、RAmylAの 発現 す る領域が小 さくなってお り、外 形 も非対称 なも

のが多 く見 られた。 したが って、SHL遺 伝子 は、SAMの 分化 領域 の確保 を通 し

て、胚 の維管束 の走 向、胚盤 の発達 に関わ っている と考 え られた。

3、 葉 原 基 とSAM

葉 原 基 の ほ とん どは 、SAM内 の 一 部 の細 胞 群 の細 胞 分 裂 と生 長 のパ ター ンの

変 化 に よ り形 成 され る。 しか し、 シダ 植物 のPteridium(Whittier,1962)や 、 双子

葉 植 物 のBegomia hispida(Sattler and Maier,1977)な どにお いて 、SAMが な くて

も葉 が 分 化 す る とい う例 も報 告 され て き た 。 た だ し、 これ らの報 告 で 、SAMの

欠 失 の 証 明 が 不 完 全 だ っ た た め 、 説 得 力 を 欠 き 、最 近 まで 、 葉 の分 化 にはSAM

が 必 要 で あ る と考 え られ て き た 。 しか し、 トウ モ ロ コ シ の 変 異 体 で あ るLax

midrib-Oで は 、葉 か ら葉 が 分 化 した(Schichnes et al.,1997)。 この変 異体 の解 析

か ら、 葉 の発 生 に必 要 な細 胞 増 殖 の た め の シ グナ ル はSAMか らく る必要 は な い

こ とが 示 され た 。 た だ し、 この 変 異体 は優 性で あ り、 この葉 は シ ュー トの一 部 で

あ る葉 以 外 の器 官 か らで き た もので はな い ので 、 葉 の形 成 にお け るSAMの 重 要

性 は完 全 に否 定 す る こ とは で き なか った 。

今 回の解析 では、SAMを 分化 しな いshl変 異体 のカルスか ら不定 葉が分化 した。

この ことは、葉 の分化 にSAMが 分化 している ことが必ず しも必要な い ことを意

味 して い る。つ ま り、葉 の分化 の遺 伝的カ スケー ドは、SAMか らのシグナルを

受 ける ことな く働 き始 め るので ある。ただ し、生 じた不定葉 には明確な背腹性や

完 全な維 管束組織 はな く、 また十分 には生長 しなか った。 この ことは、SAMか

らの シグナルが葉の十分な分化 や生長 に必 要であることを示 して いるので あろう。

31


