
第2章 弱 い 表 現 型 を示 すshootless2お よ びshootless1変 異 体

を用いた茎頂分裂組織の分化 ・維持機構の解析

緒言

植 物 に とっ て 非常 に重 要 な器 官 で あ るSAMの 機 能 と して 、 そ れ 自身 の維 持 と

側 生器 官 の分 化 の ふ た つ が あ る 。SAM自 身 を正 常 に維 持 す る こ とので き な い変

異 体 は 、主 に シ ロイ ヌ ナ ズ ナ で単 離 、解 析 され て き た 。 シ ロイ ヌ ナ ズ ナ のstmの

弱 い変 異 体 で は 、 栄 養 生 長 期 や 生 殖 生 長 期 に 異常 な シュ ー トを形 成 し、SAMや

花 分 裂 組織 の 消 失 が み られ た 。 この こ とは、STM遺 伝 子 がSAMの 分 化 だ け で な

く、そ の 後 のindeterminateな 細 胞 を維 持 し、SAMの 正 常 な オー ガニ ゼ ー シ ョ ン

を保 つ 過 程 で 機 能 して い る こと を示 して い る(Clark,1997;Endrizzi et al.,1996)。

ま た 、 最 近SAMの 維 持 に 関 してCLAVATA(CLV)遺 伝 子 とWUSCHEL(WUS)

遺 伝 子 の解 析 が 進 ん で い る。clv変 異 体 のSAMのcentral zone(CZ)で は、細 胞

数 が 異 常 に増 加 し、CLV遺 伝 子 は 、CZの 細 胞 の増殖 を制御 して い る(Clark et al.,

1993;1995;Kayes and Clark,1998)。 さ らに、 分 子 生 物 学 的 お よ び 生化 学 的解 析 か

ら、細 胞 内 のCLVシ グ ナ ル伝 達 系 に つ いて 明 らか に な っ て き た。CLV1遺 伝 子 は、

セ リン/ス レオ ニ ン型 リセ プ ター キ ナ ーゼ を コー ドし(Clark et al.,1997)、CLV2

遺 伝 子 産 物 は そ の リセ プ タ ー の一 部 と して 結合 し、CLV3遺 伝 子 産 物 は 、 そ の リ

ガ ン ドと して 機 能 して い る と考 え られ て い る(Fletcher et al.,1999;Jeong et al.,

1999;Trotochaud et al.,1999;Brand et al.,2000)。 一 方 、wus変 異 体 のSAMは 扁平

で あ り、植 物 体 の発 生 は 、 しば しば停 止 す る(Lauxetal.,1996)。 発 現解 析 な ど

か ら、WUS遺 伝 子 はstem cellア イ デ ンテ ィテ ィー に と って不 可 欠 で あ る と考 え

られ て い る(Mayer et al.,1998)。CLV遺 伝 子 とWUS遺 伝 子 は、stem cellと そ の

下 のorganizing centerの 間 で ネ ガ テ ィブ な フ ィー ドバ ッ ク機 構 を形成 して 機 能 し

て い る こ とが 明 らか にな っ た(Brand et al.,2000;Schoof et al.,2000)。 さ らに、

POLTERGEIST遺 伝子 はWUS遺 伝子 と リダ ンダ ン トな 関 係 で機 能 す る(Pogany et

al.,1998;Yu et al.,2000)。 そ の ほか 、zll/pnh変 異体 も発 芽 後 早期 に消 失 す る異常

なSAMを 持 つ(McConnell and Bamn,1995)。ZLL/PNH遺 伝 子 も単 離 され 、 そ の

機 能 は 、胚 発 生 中 のSTM遺 伝 子 の発 現 抑 制 あ るい は維 管 束 か らのSAM活 性 を維
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持 す る シ グナ ル 伝 達 経 路 に 関 係 す るの で は な い か と推 測 され て い る(Moissian et

al.,1998;Lynn et al.,1999)。 この よ うに、 シ ロイ ヌ ナ ズ ナ で はSAMの オ ー ガ ニゼ

ー シ ョ ンの 制御 に つ い て研 究 が 活 発 に な され て い る。

単 子 葉 植 物 で は 、 双 子 葉 植 物 に比 べ 、SAMの 発 生 につ いて の知 見 が 少 な い 。

しか し、 トウモ ロ コ シ で は 、kn1タ イ プ のホ メオ ボ ッ クス 遺 伝 子 がSAMの オ ー

ガ ニ ゼ ー シ ョン に重 要 な役 割 を果 た して いる と考 え られ て い る(Kerstetter et al.,

1997;Vollbrecht et al.,2000)が 、SAMの 維 持 に 関わ る変 異 体 は ほ とん ど得 られ て

いな い。

と ころ で 、SAMが 維 持 さ れ る過 程 は、SAMか ら側 生器 官 が で き る過 程 とバ ラ

ンス を と って い る。 シ ロイ ヌナ ズ ナ で は 、二 重 変 異 体 の解 析 な どか ら、STM遺 伝

子 は 、CLV遺 伝 子 と拮 抗 して 未分 化 なSAMの 細 胞 と側 生 器 官 を形 成す る細 胞 の

バ ラ ン ス を 取 っ て い る こ とが わ か って い る(Clark et al.,1996)。 ま た 、MGOUN

遺 伝 子 は 、SAMのperipheral zoneの 細 胞 が側 生器 官 を形 成 す る と き に分配 され る

程 度 を調 節 して い る と考 え られ て い る(Laufs et al.,1998)。 単 子 葉 植 物 で は 、 ト

ウ モ ロ コ シのnarrow sheath(ns)変 異体 で 、 葉 原 基 のfounder cellが 野 生 型 に比

べ て減 少 して い る と い う例 が あ り、 これ はNS遺 伝 子 が 葉 原 基 のfounder cellの 確

保 に 関与 して い る こ とを 示 して い る(Scanlon et al.,1996;Scanlon and Freeling,

1997)。

側 生 器 官 の分 化 パ タ ー ンの 規 則 性(葉 序 お よ び葉 間 期)は 、古 くか ら興 味 を持

た れ て き た 現象 で あ るが 、 そ の制 御 機 構 につ い て は 不 明 な 点 が 多 い 。そ れ を明 ら

か にす る には 、SAMの オ ー ガ ニゼ ー シ ョンの理 解 が不 可 欠で あ る と考 え られ る。

実 際 、 シ ロイ ヌ ナ ズ ナ のclv変 異 体 や トウ モ ロコ シ のabphyll変 異 体 は、 異常 な

葉 序 を示 す が 、そ のSAMは 野 生 型 よ り大 き い し、形 も異 常 で あ る(Clark et al.,1993;

1995;Jackson and Hake,1999)。 また 、 イ ネ のplastochron1変 異体 は大 きなSAM

を持 ち、 葉 間期 が 野 生 型 よ りも短 い(Itoh et al.,1998)。 さ らに、shoot organization

(sho)変 異 体 のSAMは 扁 平 で あ り、 葉 間期 お よ び葉 序 は異 常 で あ る(Itoh et al.,

2000)。 これ らの 野 生 型 遺 伝 子 が 、葉 原 基 の発 生 に 関 して どの よ う に関 わ って い

る か はそ れぞ れ 異 な る と思 わ れ る が 、一 般 にSAMの サ イ ズや 形 は葉 原基 の分 化

パ タ ー ン に非常 に 深 く関 わ って い る と考 え られ て い る。

これ らの解析にも関わ らず、SAMが 維持 され る機 構や葉原基分化 との関連に

ついては、十分な理解がなされているわけではない。前章では、SAMの 分化 に

SHL遺 伝子が不可欠で ある ことを明 らかにした。 しか し、SAMを 欠失する変異
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体 を用いたため、SHL遺 伝子が分化後のSAMに おいて どのような機能 を持 って

いるかは明らかにすることができなかった。そ こで、本章では、SHL遺 伝子 の全

体的な機能 を理解 す るため、弱い表現型を示すshl変 異体 を同定 し、解析 した。

材料および方法

1、 供 試 材 料

受 精 卵 に、 化 学 突 然 変 異 源MNU(N-methyl-N-nitrosourea)を 処 理 したM2集

団 か ら選 抜 さ れ た 単 因子 劣 性 変 異 体 の な か か ら、 発 芽 後 ま もな く枯 死 した 約10

系 統 に つ いて 対 立 性 検 定 を行 い、SHL2の 対 立 遺 伝 子 、shl2-6、shl2-7、shl2-8、 お

よび 、SHL1の 対 立遺 伝 子shl1-3を 同 定 した。 これ らは 、shl2-7お よ びshl1-3が

品種 金 南 風 、 他 の2系 統 は 品種 台 中65号 に 由来 す る。 なお 、SHL2の 弱 い対 立遺

伝 子 の対 照 と して 、 第1章 で述 べ たshl2-3を 、shl1-3の 対 照 と して はshl1-2を 用

い た 。

2、 生 育 環 境

変 異 体 の植 物体 は 、土 壌 条 件 で は枯 死 した ので 、6%シ ュー ク ロー スお よび0.8%

寒 天 を含 むMS培 地(Murashige and Skoog,1962)に 完 熟 種 子 を置 床 し、 無 菌 状

態 で育 て た 。

3、 パ ラ フ ィ ン切 片 の作 成

胚 発 生 中 の 種 子 や 完 熟 種 子 、 幼 苗 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 、 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、 卵 白グ リセ リ ンを塗 った ス ライ ドガ ラス に付

着 させ た 。 染 色 は ヘ マ トキ シ レン に よ りお こな い、光 学顕 微 鏡 に よ り観 察 した。

4、 樹脂切片 の作成

第1章 と同様 に行 った。

5、 走査 型電子 顕微鏡(SEM)
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第1章 と同様 に行 った。

6、in situハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョン

第1章 と 同様 に行 った 。

7、 カルス誘導 と再分化

第1章 と同様 に行 った。

結果

1、 胚 発 生 過 程

1-1胚 の 形態

野 生 型 、 強 い対 立 遺 伝 子(shl2-3)お よ び弱 い対 立遺 伝 子(shl2-6、shl2-7お よ

びshl2-8)の 変 異体 の胚 発 生過 程 の形 態 観 察 を行 っ た。 野 生 型 で は、 受 粉後4日

目に鞘 葉 、SAMお よ び幼 根 が 、受 粉後5日 目には 第1葉 の 原基 が 形 成 され た(図

2-1A)。 一 方 、 いず れ のshl2変 異体 の胚 で も、受 粉 後5日 目まで は 、鞘 葉 は分 化

せ ず 、 また 、胚 盤 と幼 根 以 外 の器 官 は 全 く形 成 され ず 、shl2-3変 異体 と弱 いshl2-

6～shl2-8変 異体 を互 い に区 別 す る こ とが で き な か っ た(図2-1B-E)。 受 粉 後6-7

日 目に な る と、shl2-3変 異体 で はそ れ 以 上 の形 態 変 化 が 起 こ らなか った の に対 し、

shl2-6～shl2-8変 異 体 で は、 鞘 葉 は欠 く も の の 、SAM、 エ ピブ ラス トお よび 第1

葉 を分化 す る も のが 観 察 され た(図2-1G-J)。 この こ とは、 鞘葉 の分 化 には エ ピ

ブ ラス トの分 化 に 比べ 、 よ り完 全 なSAMの 活 性 が必 要 で あ る こ とを示 唆 して い

る 。shl2-6変 異体 で は、 約25%の 胚 でSAMを 分 化 しな か っ たが 、 約75%の 胚 で

は 、SAMが 分化 した 後 、本 葉 を1あ る い は2枚 分化 した。 しか しそ の後 、SAM

は消 失 し、完 成 胚 で はSAMが 認 め られ な か っ た(図2-1M)。 また 、shl2-7変 異

体 で は 、 約10%の 胚 でSAMが 分化 しな か った が 、 ほ とん どの 胚 で は本 葉 を1～

3枚 分化 した 後SAMが 消 失 した(図2-1N)。 これ ら2系 統 の変 異体 のSAMは 、

胚 発 生 中 に葉 原 基 によ って 消 費 され た よ う に見 え た 。そ れ に対 し、shl2-8変 異体

で は 、SAMが 分 化 しな い胚 は 、約5%に と ど ま り、 ほ とん ど の完 成 胚 は 、SAM

と とも に3あ る い は4枚 の 本 葉 を分化 して い た(図2-10)。 これ らの結 果 は、SHL2

が 、SAMの 維 持 に不 可欠 で あ る こ とを示 して い る。 また 、胚 での 表 現 型(SAM
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の分 化 頻 度 お よび 完 成 胚 で のSAMの 存 在 頻 度)か ら、shl2-8変 異体 が 最 も弱 く、

つ い で 、shl2-7、shl2-6変 異体 の順 に強 くな り、shl2-3変 異 体 が最 も強 い と考 え ら

れ た 。

shl1-3変 異体の胚発生過程 は、shl2-8変 異体 とほぼ同様であ り、SAMは 約7割

の個 体で胚発 生中に消失 して いた。

なお、第1章 で述べた ように、shl変 異体 では幼根が増加する場合 があり、そ

れは、弱いshl変 異体 で もみ られた。 かつ、増加様式が強いshl変 異体 と弱 いshl

変異体 では異 なっていた(図2-2)。 強 いshl変 異体では、幼根 の分化 領域 が拡大

して・その場所にクラスター状に幼根が分化 していたが、弱いshl変 異体で は、

本来 の幼根 と離れて、胚盤化 した第1葉 の近 くにもうひ とつの小さな幼根が分化

していた。 このような幼根の増加は、よ り多くの葉 を分化 した個体でより頻繁に

見 られた。弱 いshl変 異体で形成 された2つ めの幼根 は、強 いshl変 異体 で形成

された もの とは性質 の異なるものであると思われ、興味深い。

もうひ とつ興味深いことに、shl2-6～shl2-8変 異体お よびshl1-3変 異体の第1

葉 は、分化位置 は正 常であるが、野生型よりも厚く、その表皮細胞は胚盤上皮組

織に特異的な柵状であった。さらに、shl2-6お よびshl2-7変 異体で は、 しば しば

第2葉 の胚盤化 も確認 され た。本葉 の胚盤化は、形態的なものだけでなく、機能

的なものでもあることが、shl完 成胚 に対 し、RAmylAを プローブ として用 いたin

situハ イ ブ リダイゼ ー ションを行 った結果、証明された(図2-3) 。本葉 の胚盤化

のメカニズム を明 らかにする一つの手がか りとして、胚発生過程でのRAmy1Aの

発現 を調査 した ところ、shl2変 異体 での発現 は野生型 に比べて遅れていた(図2 -

4)。 野生型 ではRAmy1Aは 、受粉後4日 目、つ ま り本葉 が分化する以 前か ら先端

部背側の胚盤上皮細胞で発現 し始め、その発現は受粉後7日 目には胚盤上皮細胞

全体 に広 が った。 しか し、shl2-6変 異体 では、本葉が分化する以前(受 粉後7日

目)に は発現が見 られず、第2葉 を分化 した受粉後9日 目に胚盤上皮組織 の一部

と胚盤化 した第1葉 でRAmy1Aの 発現が見 られた。

なお、第1章 と同様 にshl2-8変 異体 の胚盤上皮細胞 につ いての観察を行ったと

ころ、胚盤上皮細胞は、先端部から基部まで柵状を示し、細胞長も野生型と大き

く異なることはなかった。

1-2 OSH1の 発 現

shl2-6～shl2-8変 異 体 の胚 にお け るSAMの 分 化 過 程 につ いて 知見 を得 るた め
、
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図2-2shl:変 異体 に見 られる幼 根の増加様式。

A:shl2-3変 異体。B:shl2-8変 異体 。赤矢頭 は幼 根を示 して いる。Bar=200μm。
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図2-3浸 漬後1日 目のshl2変 異体の本葉におけるRAmylAの 発現 パター ン。

A:shl2-6変 異体。B:shl2-7変 異体。C:shl2-8変 異体。黒矢印 は第1葉 を、赤矢印は

第2葉 を示 している。Bar=0.5mm。
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図2-4野 生型およびshl2変 異体の胚発生過程におけるRAmylAの 発現パ ター ン。

A:受 粉復4日 目の野生 型。B:受 粉 後7日 目の野生型 。C:受 粉後7日 目のshl2-6変

異体.D:受 粉後9日 目のshl2-6変 異体。黒矢頭 の間で発現が見 られ る.Bars=200μm。
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OSHIの 発 現 パ ター ン を調 査 した 。 強 い変 異体(shl2-3)の 受 粉 後4日 目の胚 で

は 、OSHIは 非 常 に狭 い領 域 で の発 現 しか み られ な か った(図2-5B)。 それ に対

し、shl2-6～shl2-8変 異体 の胚 にお け るOSHIの 発 現 領 域 は、 野 生 型 よ りも狭 い

が 、shl2-3変 異 体 よ りも広 か った(図2-5A-E)。shl2変 異体 の 間 で も、SAMを 分

化 しな いsh12-

3変 異体 で最 も発 現 領 域 は狭 く、最 も弱 い 表現 型 を示 す5hl2-8変 異 体 で最 も発 現

領域 は広 く、 中間 的 な 表 現 型 を示 すshl2-7お よ びshl2-8変 異 体 で の発 現 領 域 はそ

れ らの 中 間で あ っ た 。 つ ま り、shl2の 対 立 遺伝 子 間 で 、 胚 の 表 現 型(SAMの 表

現 型)の 強 弱 とOSHlの 発現 領 域 の広 さ との 間 に は密 接 な 関 連 が見 られ た。 これ

は、 強 い変 異 体 で は 、SAM分 化 予 定 領 域 がSAMの 分 化 には 狭す ぎ 、 弱 い変 異 体

で は、SAMが で き る程 度 のSAM分 化 予 定 領 域 は確 保 して い る こと を示 して い る。

shl2-3変 異体 の 胚 で は 、 受粉 後7-8日 目 には03H1の 発 現 は ほ とん ど消 え るが 、

shl2-6～shl2-8変 異 体 の胚 で は、 野 生 型 よ り狭 い領 域 で発 現 が 維 持 され た(図2-5

G-J)。 そ の 後 、shl2-6とshl2-7変 異 体 で は 、SAMが 消 失す る と とも にOSHIの 発

現 もな くな っ た(図2-5M、N)。 しか し、 も っ とも弱 いshl2-8変 異体 にお いて

は 、胚 発 生 を通 してOSHIの 発 現 が み られ た(図2-50)。

胚 発 生 過程 の 形態 同様 、shl1-3変 異体 にお け る03H1の 発 現 は、shl2-8変 異体

に準 じて お り、 受粉 後5日 目の胚 で は 、強 い対 立 遺 伝 子 で あ るshl1-2変 異体 よ り

広 い領 域 で の 発 現 が 見 られ た(図2-6)。

これ らの こ とか ら、SHL2遺 伝子 がSAMの 分化 領域 の確 保 を通 してSAMの 分

化 に関 わ って い る こ と、SAM内 のindeterminateな 細 胞 の確 保 を通 してSAMの 維

持 に関 わ って い る こ とが 明 らか にな った 。

2、 栄 養 生 長 期 の表 現 型

shl2-6～shl2-8変 異体 お よ びshl1-3変 異 体 は 、発 芽 した 。 しか し、shl2-6変 異 体

とshl2-7変 異 体 は 、数 枚 の形 態 が 異 常 な 葉 を出 した後 枯 死 した 。枯 死 した個 体 に

SAMは み られ な か っ た。 これ に対 し、 多 くのshl2-8変 異体 お よびshl1-3変 異 体

は数 週 間 生 き続 け た 。 そ こで 、shl2-8変 異体 お よ びshl1-3変 異体 の植 物 体 を詳 細

に解 析 した 。

2-1栄 養 生 長 初 期

発 芽 後1週 間 まで のshl2-8変 異 体 お よびshl1-3変 異体 は 、小 さ くて 細 い葉 を
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図2-6shl1-2お よびshl1-3変 異体 にお けるOSHIの 発現パター ン。

A:shl1-2変 異体。B:shl1-3変 異体。いずれ も受粉後5日 目の胚であ り、shl1-3変 異体

にお けるOSHIの 発現領域は、shl1-2変 異体よ りも広 い。Bar=50μm。
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不 規 則 な 葉 序 で分 化 した(図2-7B、 図2-8A)。 葉 間期 も異 常 で あ り、 野 生型 の

約 半 分 で 、2日 に 満 た な い値 で あ った 。 葉 の 形 態 は個 体 に よ っ て大 き く異 な り、

葉 の 幅 は、 野 生 型 よ りは狭 い もの の 、糸 状 の もの か ら比較 的 広 い もの ま で変 異 が

大 き か った 。SEMに よ る観 察 か ら、葉 原 基 の段 階で す で に幅 が 狭 く、founder cell

と してrecruitさ れ る細 胞 の数 が 野 生 型 よ り少 な い と推 測 で きた(図2-7C) 。

発 芽 後1週 間 目の多 くの植 物 体 で は、 最 後 の葉 の 腋 にSAMが 存 在 して いなか

った 。 また 、 い くつか の個 体 で は通 常SAMに よ って 占め られ て い る位 置 に 、 ト

ライ コー ム を生 じた ドー ム 状 の構 造 物 や 葉 原基 が存 在 した(図2-8D) 。shl2-8変

異体 お よ びshl1-3変 異体 の植 物体 の 多 くが発 芽 後10日 程 度 で枯 死 す る こ とを考

え る と、 これ らの 結 果 はSAMが 葉 原 基 に消 費 され た こ とを示 して い る。 生 き続

け たshl2-8変 異体 お よ びshl1-3変 異 体 のSAMの 形 は扁 平 で あ り、SAMの 幅 は野

生 型 よ り広 か っ た が 、SAMの 高 さ は野 生 型 の約2分 の1と 、低 か っ た(図2-7E-G、

図2-8B-D)。

形 の 異 常 なSAMの オー ガ ニゼ ー シ ョン を調 べ るた め にOSHIを プ ロー ブ と し

たin situハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョ ンを行 った 。shl2-8変 異体 お よびshl1-3変 異 体 の

SAMで は 、OSHIの 正 常 な発 現 を示 す もの もあ った が 、多 くの場 合 発 現 領域 が狭

くな って い た(図2-7F、G、 図2-8C、D)。 特 に、peripheral zone(PZ)お よびrib

zone(RZ)で の発 現 が 抑 制 され て い た。 これ らの 結果 は、 栄 養 生 長 初 期 のshl2-8

変 異体 お よびshl1-3変 異 体 のSAMで は、indeterminateな 細 胞 の割 合 が野 生 型 に

比 べ 減 少 して い る こ と を示 して い る。 これ が 葉 間期 の短 縮 と不 規 則 な 葉 序 に関係

して い る可 能 性 が 考 え られ る。

次 に、shl2-8変 異体 お よ びshl1-3変 異体 にお け る 、細 胞 分裂 のS期 に特 異 的 に

発 現 す るhistone H4遺 伝 子 の発 現 を調 査 した 。 発芽 後1週 間 の野 生型 のSAMで

は、中央 縦 断切 片 当 た り、PZの2個 以 下 の細 胞 で しか発 現 が み られ な か った が、

shl2-8変 異体 お よびs〃1-3変 異 体 のSAMで は 、野 生 型 よ りも多 くの細 胞 で シグ

ナ ル が検 出 され た(図2-8B、 図2-9)。 これ は 、5hl2-8変 異体 お よ びshl1-3変 異

体 のSAMに お い て細 胞 分 裂 が頻 繁 に起 こってい る こ とを示 して い る。 それ に加

え 、shl2-8変 異 体 お よ びshl1-3変 異体 のSAMで のhistone H4の 発 現 はPZに 限

られ て お らず 、CZで も多 くの発 現 が み られ た 。 これ らの 結 果 は、shl2-8変 異体

お よびshl1-3変 異 体 のSAMの オ ー ガニ ゼ ー シ ョ ンや 、細 胞 分 裂 の空 間的 制御 が

異 常 で あ る こ と を示 して い る。

shl2-8変 異体 の 葉 には 形態 的 異 常 が見 られ た。 比 較 的幅 の広 い葉 の先 端 は2つ
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図2-8shl1-3変 異体の栄養生長初期 の表現 型。

A:播 種後1週 間のshl1-3変 異体の植物体。B:shl1-3変 異体 にお けるhistone H4の 発現

パ ター ン。多 くの細胞 で シグナルが見 られ る。C、D:shl1-3変 異体 におけるOS研 の

発現パター ン。C:PZ(黒 矢頭)お よび 既 での発現が抑制されている。D:SAMに ト

ライ コーム(赤 矢印)が 生 じて いる。Bars=50μm。
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図2-9野 生型お よび 鋸2-8変 異体のSAMに おけるhistone H4遺 伝子の発現パター ン。

A:播 種後1週 間の野生型のSAM。B:播 種後1週 間のshl2-8変 異体のSAM。

C:播 種 後3週 間のshl2-8変 異体のSAM。 変異体 のSAMで は、多 くのシグナルが見 ら

れる。Bar=50μm。

47



あるいは3つ に分かれて いる ことが しば しばあった(図2-10C)。 また、多 く

の葉が 組織学的異常 を示 した。葉の基部の向軸側表皮では、垂層分裂が過剰に起

こり、先端部の向軸側表皮では細胞が異常肥大 していた(図2-10D、E)。 なお、

糸状 の葉の組織分化 は正常だった(図2-10F)。 これ らの傾向 は、shl1-3変 異体で

も同様 に見 られた。

したがって、栄養生長初期のshl2-8お よびshl1=3変 異体は、葉原基 の分化パ タ

ー ン(葉 序お よび葉 間期)だ けでな く、葉の形態(外 観 および組織学 的形態)に

も異常 が見 られ ることが明 らか になった。

2-2栄 養 生長後期

発 芽後2-3週 間のshl2-8変 異体(図2-11A)は 、い くつか の特徴で栄 養生長初

期 の ものと区別することができた。葉は依然 として細 く小さいが、大きさは安定

してお り、葉序はほぼ互生であった(図2-11B)。 また、組織学 的に も正常で あ

った(図2-10G)。 そ の後 、葉 は さらに短 くな り、発芽後2ヶ 月 目には葉が形成

されな くな り、植物体 の生長 も止まった。ただ し、葉が形成されなくなってか ら

も茎の伸長はしばらく続いた(図2-11C)が 、その後枯死 した。 この ことか ら、

茎 の生長 は葉の生長と比べて、SAMか らの影響 を受 け るまで に比較的長い時間

がかかることが示唆された。 また、図2-11Cの よ うに、枯死時の茎頂 にアイデ

ンテ ィティー不明の細胞塊が見 られた植物体 もあった。

栄養生長後期にも、SAMの 位 置 に、 トライ コー ム を生 じた ドーム状の構造物

や葉原基がみ られた(図2-11E)。 栄養 生長後期 のSAMで もOSHlの 発現を調査

した ところ、栄養 生長 初期同様、発現領域は狭かった(図2-11D、E)。

この時期 のSAMに お ける05H1の 発現 には二つのパ ター ンが見 られた。一つ

は、SAMの 位 置 に トライ コーム を生 じた ドーム状の構造物がある場合であり、

その場合、よ り内部にOSH1の 発現 が限定 された(図2-11E)。 これ は、 この ド

ー ム状 の構造が、外側の層か ら葉に転換 していくことを示 していると思われる。

もうひとつは、OSH1が 全 く発現 して いない場合であ り、これは、SAM全 体 が葉

原基 に転換 した ことを示唆 している(図2-11F)。 前者 は、後者への移行過程 で

ある と考え られる。

栄養生長後期においても、Shl1-3変 異体 はshl2-8変 異体 と同様 の表現型を示 し

たので、shl2-8変 異体 お よびshl1-3変 異体 におけるSAMの 消失過程 を次のよ う

に まとめ る ことができる。shl2-8変 異体お よびshl1-3変 異体 のSAMは 、
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もともと不十分な数のindeterminateな 細胞(OSH1の 発現で示 される)で な りた

ってい る。発生が進 む につれ、indeterminateな 細胞が あ る限度 を超 えて減少す る

と、SAMのL1層 は トライ コーム を形成す る ことも可能になるな ど、SAMの 細

胞 は 表 層 か ら徐 々 に 葉 の ア イ デ ンテ ィテ ィー を獲 得 して い く。 そ の後 、

indeterminateな 細 胞が 全 く消失す る と、SAMは 完全 に葉原基 に転換 し、そ の植

物体の発生はとまる。

3、 再分化個体 の解析

SHL2遺 伝子お よびSHL1遺 伝 子がSAMの 分化 や維持 に一般 的に どう関わ って

いるか調べるために、カルスか らの再分化を試みた。shl2-6～shl2-8変 異体 お よ

びshl1-3変 異体 のカルスか らは シュー トが再分化 した。再分化した不定芽は、胚

発生を経た植物体よ りも大きく育ち、組織学的にも正常であった。しかし、発芽

個体 と同様に、葉は細 く、葉間期は短く、成熟する以前に枯死 した。葉序につい

ては、興味深いことに、不規則か ら互生へ、互生か ら不規則へ、互生のみなどの

さまざまなものが観察 された。

4、shl2対 立遺伝子 問の表現型の相関

1-1で 述べたよ うに、胚 にお けるSAMの 分化頻度 は、sh12-3、shl2-6、shl2-7、shl2-8

変 異体 の順 に高 くな り、対立遺伝子 の強弱が区別できた。また、弱いshl2変 異

体 にお けるSAMの 消失時期 は表2-1の よ うにな って いた。す なわち、shl2-6変

異体 で は、SAMは 胚発生 中に消失 し、shl2-7変 異体 ではほとん どのSAMが 胚発

生中 に消失 した ものの、6%の 種子 は発芽 し、栄養 生長初期 にSAMが 消失 した。

shl2-8変 異体 では、約70%の 種子 が発芽 し、そ の うちの3分 の1の 個体 は播種後

1週 間以後 までSAMが 維持 され た。 このよ うに、対立遺伝子間で、SAMの 分化

頻度 とSAMの 維持期 間の間に有意 な相関が認められた。さらに、それらの形質

とOSH1の 発現領域 の広 さの間にも有意な相関が見 られた(表2-2)。 このよ うに、

SAMの 分化予定領 域 の広 さ、分化 頻度、維持される期間は、互いに密接に関連

していることが明 らかになった。しかも、対立遺伝子の強弱により、表現型が連

続的に変化 してお り、SAMは 漸次的 に分化す る と考 え られ る。

5、shl2 sho2お よびshl1 sho2二 重変異体 の解 析

shl2変 異体お よびshl1変 異体 の胚お よび植物体 、再分化個体の形態はsho
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表2-1弱 いshl2変 異体 にお けるSAMの 消失時期
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表2-2野 生型お よび鋸2変 異体 にお けるSAMに 関す る形質 の相関

*:中 央縦 断切片 当た りの数。胚 は、SAM分 化直前 のものを用 いた。
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変異体 と非常によ く似ていた(図2-12A、C)。 まず 、胚では、鞘葉が欠失 し、

第1葉 が大 き くな り、そ の表 皮は胚盤上皮細胞に特異的な柵状の形態をとった(図

2-12A)。 また、05H1の 発現領域 は野生型よ りも狭かった(図2-12B)。 幼苗期

の植 物で は、 いず れ も細 く短い葉を短い葉間期かつ不規則な葉序で分化 した(図

2-12C、D)。 さ らに、SAMは 扁平 であった。 このよ うに高度 に類似 した表現型

か ら、 これ らの遺伝子は、同じ遺伝的カスケー ドのなかで機能することが予測さ

れた。

SHL2遺 伝子 とSHO遺 伝子 の遺伝的相互関係 をみ るために、shl2-6sho2二 重変

異体 を作成 した。shl2-6変 異体 は、shl2-7変 異体およびshl2-8変 異体 よ りも強 い

表現 型 を示 し、sho2変 異体 は他のsho変 異体 よ りも弱 い表現型 を示す。そこで、

shl2-6変 異体 とsho2変 異体 を区別す るのは、胚 の形態か らも植物体の形態か らも

比較的容易であった。F1植 物体 は正常 な形態 を示 し、F2世 代の胚 を観察 した と

ころ、二重変異体の特徴 を示す個体を特定することはできず、正常型:shl2-6:sho2

が47:29:14の 割合で分離 した。つ ま り、shl2変 異体 の表現型はsho2変 異体 の

表現 型の上位で あ った。このことか ら、SHL2遺 伝子 はSHO2遺 伝子 の上流でSAM

の発 生 に関わ ってい る ことが明 らか になった。

同様に、shl1-3 sho2二 重変異体 を作 出した ところ、F2世 代 の胚 の形態か らは、

shl1-3変 異体 とsh02変 異体 を区別す ることができなか ったが、発芽植物体の形態

か ら、shl1変 異体 の表現 型がsho2変 異体 の表現 型の上位 であることがわかった。

したがって、SHL1遺 伝子 もSHO2遺 伝子 の上流 で機能 して いるとい うことにな

る。

shl2-8変 異体 お よびshl1-3変 異体 とsho変 異体 には違 いもあった。第一 に、shl2-8

変異体お よびshl1-3変 異体 が生殖生長が始 ま る以前 に枯死するのに対 し、sho変

異体 は生殖生長 までお こな うことであった。第二に、5ko変 異体 の胚発 生過 程で

のOSH1の 発現領 域は 、shl2変 異体 よ りは広 く、野生型よ りは狭かった。第三に、

sho変 異体 の葉 には組織学 的な異常 が見 られなかった。 これ らの相違点は、shl2

変 異体 お よびshl1変 異体 の表現型 が、sho変 異体 の ものよ りも、多 くの点で より

強 いことを示 している。 したがって、SHL2遺 伝子 およびSHL1遺 伝子 は、SHO

遺伝子 の上流で、 シュー トの発生の基本的なプロセスに関わっていると考え られ

る。
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図2-12 sho2変 異体の 表現 型。

A:完 成胚。B:受 粉後4日 目の胚でのOSH1遺 伝 子の発現 パター ン。C:播 種後2週

間 目の補物体 。D:播 種後2週 間 目の 茎頂。 不規則 な葉序を示 して いる。

A:Bar=200μm。B:Bar=50μm。
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考 察

本 章 の 解 析 か ら、shl2お よ びshl1の 弱 い変 異体 で は 、SAMの 分 化 と維 持 の両

方 に 異 常 が見 られ る こ とが わ か った 。 さ らに、 葉 原 基 の分 化 パ ター ンや 葉 の 形 態

に も 同様 に異 常 が見 られ た 。したが って 、SHL2遺 伝子 お よ びSHL1遺 伝 子 は、SAM

の 分化 お よ び維 持 に不 可 欠 で あ るだ けで な く、 葉 の分 化 や 形態 形 成 に も関 与 して

お り、 シ ュ ー トの 形 づ く りに 関 し重 要 な 機 能 を果 た して い る ことが 明 らか に な っ

た 。

1、 シ ュ ー トの発 生 にお け る3H乙2遺 伝 子 お よびSHL1遺 伝 子 の 機 能

shl2-8変 異 体 お よ びshl1-3変 異 体 でSAMが 葉 原 基 に転 換す る とき に形 成 され

る トライ コ ー ム は さ ま ざ まな 位 置 に あ り、SAMのL1層 全体 が 一一度 に 、 あ る い は

不 特 定 な 部 域 か ら葉 の ア イ デ ンテ ィテ ィ ー を持 っ た よ うに思 わ れ た。 この よ うな

SAMが 消 失 す る プ ロセ ス か ら、SHL2遺 伝 子 お よ びSHL1遺 伝子 は 、SAMのCZ-PZ

間 の細 胞 分 配 を制 御 して い る とい うよ りは 、CZのindeterminateな 細 胞 の ア イデ

ンテ ィ テ ィー を維 持 す る過 程 で機 能 して い る と考 え られ た。

SHL2遺 伝 子 お よびSHL1遺 伝 子 と同様 に 、SAMの 分 化 と維 持 の両 方 に 関 わ っ

て い る遺 伝 子 と して 、 シ ロイ ヌ ナズ ナ のSTM遺 伝 子 が 知 られ て いる(Barton and

Poethig, 1993; Clark et al., 1996; Endhzzi et al., 1996)。STM遺 伝 子 は 、kn1タ イ プ の

ホ メ オ ボ ッ クス 遺 伝 子 で あ り、イ ネ のOSH1のorthologで あ る(Long et al., 1996)。

ま た 、SHL2遺 伝 子 お よ びSHL1遺 伝 子 は、 マ ッ ピ ン グの結 果 か ら、OSH1と は 異

な る遺 伝 子 で あ る こ とが 確 認 され て い る(北 野and松 岡,私 信)。 した が っ て 、

STM遺 伝 子 は 、SHL2様 の遺 伝 子 の下 流 で働 い て い る と考 え るの が妥 当 な の で は

な い か と思 わ れ た 。 シ ロイ ヌナ ズ ナ でSAMと 側 生器 官 の境 界 を決 定 し、STM遺

伝 子 の 発 現 を 誘 導 す る こ と でSAMの 分化 に 関 わ っ て い る とさ れ る遺 伝 子 は 、

CUC1遺 伝 子 お よ びCUC2遺 伝 子 で あ る(Aida et al., 1997; Aida et al., 1999; Ishida et

al., 2000; Takada et al., 2001)。SHL2遺 伝 子 がSAMと 側 生器 官 の 境 界 を決定 して

い る可 能 性 は あ る が 、CUC遺 伝 子 は 、SAMの 維 持 とい う面 で はcriticalな 機 能 は

果 た して い な い と考 え られ て い る。 また 、マ ッ ピン グ の結 果 、 これ ま で イ ネ にお

い て 単 離 さ れ て き たOsNAC遺 伝 子 とSHL2遺 伝 子 お よ びSHL1遺 伝 子 は一 致 して

い な か っ た(菊 池,2000)。 シ ロイ ヌ ナ ズ ナ で は、WUS遺 伝 子 もCLV遺 伝 子 と と

も にstem cellの 保 持 を通 してSAMの 維 持 に関 わ って い る こ とが わ か っ て いる
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(Brand et al., 2000; Schoof et al., 2000)。wus変 異 体 は、shl2変 異 体 お よ びshl1変

異体 と 同様SAMを 維 持 で き な い変 異体 で あ るが 、そ の"stop-and-go mode"と 呼

ば れ る 生 長 様 式 や 生 長 が 止 ま った とき のSAMの 状態(Laux et al.,1996)か ら、SHL2

遺 伝 子 お よ びSHL1遺 伝 子 は、SAMの 維 持 に 、WU3遺 伝 子 とは異 な る 関わ り方

を して い る と思 わ れ た。 したが って 、SHL2遺 伝 子 お よびSHL1遺 伝 子 は、 これ

まで シ ロイ ヌ ナ ズ ナ で解 析 され たSAMに 関 わ る遺 伝 子 とは異 な る機 能 を持 つ遺

伝 子 で あ る可 能 性 が 高 い。

単 子 葉 植 物 のSAMの 発 生 にお け る遺 伝 学 的解 析 は遅 れて い る。 イ ネ以 外 の 単

子 葉 植 物 で 、SAMに 関わ る遺 伝 子 と して 解 析 され た の は 、 トウ モ ロ コ シ のkn1

遺 伝 子 で あ るが 、SHL2遺 伝子 お よ びSHL1遺 伝子 は それ とはSAMに お ける機 能

が 異 な る 遺伝 子 で あ る と考 え られ る 。そ れ は 、先 ほ ど、STM遺 伝 子 の部 分 で 述 べ

た よ うに 、SHL遺 伝 子 の下 流 で 機 能 して い る と思 わ れ るOSH1がkn1遺 伝子 の

orthologで あ るか らで あ る。 した が って 、本 研 究 は 、単 子 葉植 物 に お け るSAM

をめ ぐる遺 伝 子 ネ ッ トワー ク の解 明 を新 た な 段 階 へ 進 め た と思 わ れ る。

興 味 深 い こと に、shl2-8変 異体 お よびshl1-3変 異体 で は 、葉 序 や 葉 間期 に も異

常 が見 られ る 。 本 章 緒 言 で も述 べ た よ うに 、イ ネ の5加 変 異 体 、 トウ モ ロ コ シの

abphyl1変 異 体 お よ び シ ロイ ヌ ナ ズ ナ のclv変 異 体 の解 析 か ら、葉 序 や葉 間期 は、

SAMの 形 や 大 き さ に影 響 され る こ とが わ か っ て い る(Clark et al., 1993; 1995;

Jackson and Hake, 1999; Itoh et al., 2000)。shl2-8変 異体 お よ びshl1-3変 異 体 のSAM

も扁 平 な 形態 を と り、ま た 、分 子 マ ー カ ー の発 現 パ ター ンか ら推測 され た よ うに、

indeterminateな 細 胞 の確 保 や細 胞 分 裂 の 空 間 的配 置 に異 常 が見 られ た 。SHL2遺

伝 子 お よ びSHL1遺 伝 子 は 、SAMの オー ガ ニゼ ー シ ョ ンを正 常 に行 う こ とに よ

っ て 、 葉 序 や 葉 間期 の 制御 に もた ず さわ って いる の で あ る。

2、SAM分 化 お よび 維 持 につ いて の 新 しい見 解

第 一 章 緒 言 で 述 べ た よ う に、 これ ま で に 、SAMの 分 化 過程 に異 常 が 見 られ る

変 異体 は い くつ か 同定 さ れ て き た が 、SAMの ア イ デ ンテ ィ テ ィー が どの よ うに

確 立 さ れ て い くか と い う こ とにつ いて は、 い まだ 明 らか に な って いな い。shl2変

異 体 の解 析 に よ り、SAMの 分 化 につ いて 、 新 しい知見 を導 く ことが で きた 。

本 研 究 で は 、胚 発 生 中の胚 で のOSH1の 発 現 領 域 の広 さ、SAM分 化 の頻 度 お

よ びSAMが 維 持 され る期 間 の 問 には 、正 の相 関 が あ る こ とが 明 らか にな った 。

す な わ ち、SAMの 分 化 や 維 持 の程 度 が 、SAMに 確 保 され て い るindeterminateな

57



細胞の数によっているのである。 これは、SAMの 分化 が"全 か無か"の プ ロセ

ス で制御 され て いるわ けではないことを示 している。SAMは 、 どれ くらいの数

のindeterminateな 細胞がそ こに確保 されているかによって、さまざまな程度に構

築 され る。SAMの 分化 予定領域(indeterminateな 細 胞の数)が 非常 に狭 い場合

は、shl2の 強 い変異体で見 られた よ うにSAMが 形成 されず、分化 予定領域が あ

る程度確保されている場合は、shl2の 弱い変異体で見 られたよ うに不完全なが ら

もSAMが 形成 され る。 さ らに、不完全 さの程度により、SAMが 維持 されて いる

期 間が異 なって くるのである。SAMの 分化 につ いての このよ うな見解 は、他の

植物ではいまだ報告 されていない。

3、shl2変 異体お よびshl1変 異体 とsho変 異体 の比較か ら

shl2変 異体お よびshl1変 異体 は、sho変 異体 の表現型 をよ り強 くした ものであ

るととらえることができた。前項で述べた、SAMの 分化 にお ける"漸 進的"プ

ロセ スは、両変異体の比較の際 にも当てはまる。すなわち、胚発生中のOSH1の

発現 がよ り広 い、つま り、 シュー ト分化予定領域がより広 く確保されているsho

変 異体 では、SAMが 確実 に分化 し、生殖生長 まで生長が見 られた。SAMの 分化

に関 して は、shl2変 異体お よびsho変 異体 の表現型 の強 さとOSH1の 発現領域 の

広 さ(シ ュー ト分 化予定領域 の広 さ)が 、非常 にきれい に対応づ け られる。 これ

は、SHL遺 伝子お よびSHO遺 伝子 が働 く遺伝 的カス ケー ドが、SAMの 分化 にお

いて中心 的な もので あることを示唆 している。

発芽後、shl2変 異体 およびshl1変 異体 において も、sho変 異体 にお いて も、OSH1

の発現 領域 は狭 くな ってお り、SAMの 形、葉序 および葉間期 に関す る異常が見

られた。 また、二重変異体の解析か ら、発芽後も、SHL2遺 伝子お よびSHL1遺

伝子 とSHO遺 伝子 は同 じ遺伝 的カスケー ドの中で機能 していると考えられた。

これ らのことは、SHL2遺 伝子お よびSHL1遺 伝子やSHO遺 伝子 がOSH1よ りも

上流 で機能 し、SAMの オーガニゼ ー ションに関わ って いることを示唆 していた。

SAMの 維 持 に関 して考 える と、SHL遺 伝子 が、SHO遺 伝子 の上流で多面的 にそ

れ に関与 している(SAMの 維持 につなが るさまざまな現 象のうち、より多 くの

ものに関わる)の ではないか と考 え られ た。

発芽後 のshl2変 異体お よびshl1変 異体 で見 られた、葉 の向軸側表皮の異常は、

sho変 異体で は見 られず、shl2変 異体お よびshl1変 異体 の形質 としては注 目に値

した。序論でも述べたように、葉の向軸一背軸方向の極性は、SAMと の位置 関
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係によって決まるな ど、葉の形態形成 とSAMが 切 り離せ ない ことは、 これ まで

の解析か ら明らかになっている。shl2変 異体お よび5h11変 異体 の葉で見 られた組

織 学的 異常か ら、イネにおいて も、SAMと 葉の向軸側 には密接な関係が ある可

能 性が示唆された。

4、SHL遺 伝子 と胚盤

第1章 で明 らかになった よ うに、SHL遺 伝子 は、胚盤 の発達 に関わ って いる。

本章では、胚発生中のRAmy1Aの 発現が野生型 に比べ、shl変 異体で遅れている

ことも明 らか になった。また、弱いshl変 異体 の完成胚 にお ける胚盤は、強い変

異体の胚盤ほど発達の不良が見 られなかった、つま り、胚盤の発達異常は対立遺

伝子問の強さに相関がある。このことは、shl変 異体 にお ける胚盤 の異常が3肌

遺伝子 の欠損 による直接 的な ものである、つまり、胚盤の発達はSAMの 分化領

域 の確保 と相 関があるので はないかと考えられた。

また、弱 いshl変 異体 の解 析で興味深 か ったのは、sho変 異体 で も見 られる形

質で あるが 、分化 した本葉が胚盤のアイデンティティーを持っていたことである。

shl変 異体 のうちで、強 い変異体(shl2-6お よびshl2-7変 異体)の 多 くの胚で は

本葉 が2枚 胚盤化 され、弱 い変異体(shl2-8変 異体)で は本葉の胚盤化 は第1葉

で しか見 られなかった。 この ことは、第1葉(お よび第2葉)分 化時 にも、胚盤

分化 の プ ログ ラムが発現 していることを意味 している。かつ、SAMの 分化領域

お よびSAMの 活性が正常 に近 いほ ど、本葉が胚盤化する枚数は少な くなる傾向

がある。つまり、SHL遺 伝 子 は、本葉の脱胚盤化 を促 し、本葉を本葉たらしめて

いることになる。

shl変 異体お よびsho変 異体で本葉が胚盤化 するのは どのような機構によるの

であろうか。十分な解析はお こなっていないが、一つの可能性 として、胚盤のア

イデ ンティティーを獲得するプログラムが遅延 したことで、本来の胚盤の発達は

遅れて、そのプログラムが働いている問に形成された本葉が胚盤化 したことが考

え られる。 このプログラムの遅延は、SAMの 分化領域の縮小あるいはSAMの 活

性 の異常 によって 引き起 こされ るであろう。
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