
2-3再 分化 植物体

odm129変 異体 の胚 盤 由来 のカルスか らの再分化 を試み た。得 られた再分化 個

体 は、胚発生 を経 た植 物体 の ように枯死す る ことな く生長 し続 けた。再分化植物

体 の形態 は、胚発生 を経 た植 物体 と似 てお り、 また、再現性 もあったため、得 ら

れた植物体 が体 細胞変異 による ものではない と考 え られた。

再分化植 物体 は 、一 年以上花芽 を分化 しなか った。 また、SAMは 、胚発生 中

お よび胚発 生を経 た植 物体 同様 、幅が広 く、扁平 で あった。OSH1の 発現パ ター

ンを観察 した ところ、扁平なSAMのL2層 以下の広 い領域でOSH1の 発現が見

られた(図3-11A)。 また、ひ とつのSAMが ふたつ に分裂 し、OSH1の 発現 が2

箇所 に分かれて観察 され る もの もあった(図3-11B)。

葉序 は、野生型で は互 生で あるのに対 し、odm129変 異体 の再 分化植 物体 では

不規則で あった(図3-12A)。 不規則 な葉序 は、SAMの オーガニゼー シ ョン異常

によるもので ある と思われ る。 これ は、第2章 で も述べた ように、い くつかの植

物で示 されて いる(Clark et al,1993;Jackson and Hake,1999;Itoh et al.,2000)。

葉序 の異常 とともに、葉の形態 にも様 々な異常が見 られた。 まず、葉身 と葉鞘

の境界が水平で な く、斜め にな って いた り、葉舌が欠失 した りしていた葉が多 く

見 られた(図3-12B)。 さ らに、 しば しば2枚 の葉の融合が見 られた。2枚 の葉

が融合 して いる箇所 には互 いの表皮は見 られなか った。融合 には、ふたつの タイ

プが あるよ うに見 えた。一つ は、ひ とつのSAMが ふたつ に分裂 し、そ の後、そ

れぞれ のSAMか ら葉が近 くに分化 し、2枚 の葉が 同調 して生長 した結果、背軸

側 同士 で融合 した とい うタイ プで ある(図3-13A)。 もう一つは、同 じSAMか

ら、隣 に近接 して分化 した2枚 の葉の葉原基が融合 した ものの、葉縁 は別々 に生

長 した とい うタイ プで ある(図3-13B)。odm129変 異体 で2枚 の葉が融合する原

因 として 、SAMの ほぼ同 じ高 さのところで2つ の葉原 基が近 接 して分化 した こ

とが考 え られ る。

2-4odm129変 異体 とshlお よびsm変 異体 の二重変異体

odm129変 異体 とshl2-6変 異体 の二重変 異体で は、SAMが 形成 されず、維管束

の走 向が個体 によ って ば らつ いてお り、先端部胚盤 の生長が不十分で あった(図

3-14B、C)。 また、odm129変 異体 とshol変 異体 の二重変異体で も、shl変 異体

との二重変異体 と同様 、SAMの 分化 は抑制 されてお り、発芽 しなかった(図3-14

E、F)。 しか し、odm129変 異体 とsm1変 異体 の二重変異体 の胚 では、SAMが 分
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図3-11odm129変 異体 の再分化植物体のSAMに おけるOSH1の 発現パター ン。

B:SAMが ふたつに分かれている。Bar=50μm。
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図3-12odml29変 異体の再分化植物体の葉序と葉身-葉 鞘の境界。

A:再 分化植物体の横断切片。B:再 分化植物体の菊 黄色の実線は葉舌が存在する葉

身-葉 鞘の境界を、黄色の点線は葉舌が存在しない葉身-葉 鞘の境界を示している。
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図3-13odml29変 異体の再分化植物体の横断切片。

A:背 軸側同士で融合している2枚 の葉。ピンクと青の実線は、融合した2枚 の葉を示

す。ピンクと青の丸は、それぞれの葉が分化した ときのSAMの 位置を表している。B:

SAMの 周囲に隣接して分化 し、融合している2枚 の葉。緑の実線は、融合した2枚 の

葉を示 し、緑の丸は、2枚 の葉が分化 したときのSAMの 位置を表している。

Bars=250μm。
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化す るで あろう部域 には細胞 質の密な細胞群 があった。 また、維管束 の走 向が比

較 的一定 してお り、先端部 胚盤の生長 が比較 的順調 に進行 していた。胚盤 につ い

て の特徴 はそれぞれ 、shl変 異体お よびsho変 異体 の ものであ り、odml29の 野生

型遺伝子 が、SHL2遺 伝子 およびSHOI遺 伝子 と共 同 してSAMの 分化お よび維持

に関わ って いる ことを示 して いる。

以上 の解析 か ら、odml29の 野 生型の遺 伝子 は、正常 な速度で の胚 の全体的生

長 、胚発生 中のSAMの 分化、胚発生中および栄養生長期 のSAMの 正常なオー

ガニゼー シ ョンの維 持、葉の正常な形態 形成な ど、多面的で重要な機能 を持って

い ることが明 らか になった。

SAMに お け る領域 の分化お よび器官 分化 のプロセ ス には次 のような ものが あ

る と考 え られて いる。す なわ ち、CZの アイデ ンテ ィテ ィー の付与お よび維持 、

CZか らPZへ の細胞供給経路 、PZの アイデ ンテ ィテ ィー付与 あるいは維持、PZ

か ら器官 への細胞 供給経路、器官 のアイデ ンテ ィテ ィー付与 あるいは維持 である

(総説参 照:Steeves and Sussex,1989;Lenhard and Laux,1999)。 これ らは、 同時に

SAM内 で起 こって いる現象 であ り、いずれの過程 に異常 が生 じて も、SAMの オ

ーガニゼー シ ョンおよび器 官分化 に異常が 出る。

シロイヌナズナのmgoun(mgo)変 異体 では、CZか らPZへ の細胞供給経路、

あるいは、PZか ら器官分化す る時点で細胞 の供給 状況が異常 になるため、葉原

基 の分化速度 は遅 くな り、大きなSAMが 生 じ、そ の後 、そ のSAMが 分裂 して

い くと考え られて いる(Laufs et al, 1998)。odml29変 異体 の発芽植物体および再

分化植 物体 のSAMで のOSHIの 発現か ら、少な くともCZの アイデ ンテ イテ イ

ー の付与お よび維持 はな されて いる と思 われ、SAMが 扁平で大 き くな り、ある

とき分裂す る という表現型は、odml129変 異体 とmgo変 異体 で似て いた。 しか し、

odml29とshl2-6変 異体 との二重変異体 は、shl2-6変 異体 よ りもSAMの 欠失の頻

度 が高か った ので、odml29変 異体で積極的 にCZの アイデ ンテ ィテ ィー を持っ

た細胞 が増殖 して いる とも考え にくか った。また、mgo変 異体 は発生 を停止する

ことはな いし、弱 いstm変 異体 との二重変異体 で もSAMは 形成 され る。 したが

って、odml29の 野生型遺伝子 は、 シロイ ヌナズナ にお けるMGO遺 伝子 よ りも

多 面的な機能 を持 って いる と考え られた。

なお、受粉 後約20日 目のodml29変 異体 の胚 をオーキシ ンを添加 した培地 に

置床 した ところ、カルス とシュー トを生 じた。 このシュー トが カルスか ら生 じた
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もので ある とす る と、odml29変 異体 ではサイ トカイニ ンの添加な しで再分化 が

起 こる ことになる。一方 、カルス とシュー トが別々 に生 じた ものであるな らば、

実験 に用 いた培 地 のオー キシンの濃度は、野生型 に対 して は、 シュー トの伸長抑

制 か ら枯死 とい う影 響 を及 ぼす ものであ った ので、odml29変 異体で は、 オーキ

シ ンに対す る応 答 に異常 が見 られた ことにな る。 これ は、サ ンプル数 が非常 に少

な い、予 備的 な実験で あるが、いず れに して も、odml29の 野生型 の遺伝子 が植

物 ホルモ ンの生 合成 ある いは感受性 に関与 して いる可能性が示唆 された。

3、odm247変 異体 の解析

odm81変 異体 とodm247変 異体は、 同二遺伝子座 に由来す る対立遺伝子で あっ

た。両者 の表現 型 は互 いに酷似 していた ので 、 ここで は、odm247変 異体 を解 析

した。

34完 成胚 の形態

完成胚 で分化 す る本葉 の枚数や全体 的な胚形は正常で あったが、SAM、 本葉、

維管束お よび幼根 を除 く部分で細胞 は空胞化 、肥大 して いた(図3-15A)。

3-2播 種後 の形態

odm247変 異体 では、播種後5週 間 ごろか ら主茎のSAMが 枯死 した。 しか し、

新 たな分 げつ を形 成す ることで1年 以 上生育する もの もあった。 ただ し、そ のよ

うな個 体で も、花 芽は形成 しなかった。 また、葉身および葉鞘 の伸長が極端 に抑

制 されてお り(図3-15B、 図3-16)、 播種後9週 間たって も、分げつが多 く、葉

の小 さい植物体 だった(図3-15B)。

個体 別 に各葉位 の葉長(葉 鞘+葉 身)を 調べた ところ、いずれ の個体 も図3-17

に見 られ るよ うに、波形 を描 いていた。すなわち、第7あ るいは8葉 の葉長 はそ

の前後 の葉 よ り短 い とい う興味深 い結果が得 られた。

出葉速度 は、発生 の初期 にお いては野 生型よ りも速 い傾向が見 られた(図3-18)。

しか し、植物体 の出葉数 にはかな りの個体 差が あった。花芽 を形成す る ことな く、

小 さな葉 を分化 し続 ける という面 では、栄 養生長初期 が永続す るmoril変 異体

(Asai et al.,2002)と 似 ていた。そ こで、odm247変 異体 で、栄養生長初期 の延長

が見 られ るのか どうか を知 るため、odm247変 異体 の茎、葉 とSAMに ついて以 下

の解析 を行 った。
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図3-15 odm247変 異体 の 形態 。

A:完 成 胚。B:播 種 後9週 間 目の植 物体 。A:Bar=200μm。
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図3-16野 生型およびodm247変 異体の葉位による葉鞘および葉身長の変化。

●:野 生型。○:odm247変 異体。バーは標準誤差を示す。
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図3-17播 種後4週 間目のdom247変 異体の葉長。

それぞれの折れ線は、別々の個体の葉長を示している。いずれの個体でも、第7あ るい

は8葉 は、その前後の葉よ り短い。
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図3-18野 生型お よびodm247変 異体の出葉速度。

●:野 生型。○:odm247変 異体。バーは標準誤差 を示す
。
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まず 、縦 断切片 による、茎の内部構造 を観察 した。野生型 にお いては第4～5

葉が着 生す る部位 よ り上 の茎 では節お よび節 間の分化 と維管束 の規則的な走向が

見 られ るが 、そ れよ り下位の茎 には、節お よび節問 は形成 されず、維管 束が不規

則 に走 って いる。一方、odm247変 異体で は、播種後16週 間で20枚 以 上出葉 し

た植物体 の多 くで 、節お よび節間 の形成 が見 られず 、維管束 の走 向 もランダムで

あった(図3-19)。 しか し、節お よび節間の形成 にお いて も個体 差が大 き く、第

16葉 の フ ァイ トマー に節 が形成 され て いる ものがあ った。 しか し、 いずれ にせ

よ 、節 お よび節 問の形成 は、odm247変 異体 で は野 生型 と比べて大 幅に遅 れて い

た。

葉 につ いては、野 生型では第4葉 か ら中肋が認め られ るの に対 し、odm247変

異体 では個体 差 はあったが、第14葉 で初 めて中肋 とわか る構造が形成 されて い

た(図3-20)。 なお、odm247変 異体 の葉の細胞 には分化異常がみ られ、 ところ ど

ころ に空胞化 した細胞 があった。野 生型 の葉鞘 には、中肋部分 に複数 の通気腔が

形 成 され ていたが 、odm247変 異体 では通気腔 は発達せず、葉 身同様 、細胞 に分

化 異常が見 られた。 なお、細胞 の空胞化 や変形 は、SAMか ら分化 して しば らく

た ったP3の 葉 か ら起 こ り始 めていた(図3-21)。

野生型 およびodm247変 異体 のSAMの 大 きさと形を経時的 に計測 した結果 、

野生型 のSAMで は、発育 とともに高 さお よび幅が増大するのに対 し、odm247変

異体 で は、ほ とん ど変化 が見 られ なか った(図3-22)。 つ ま り、野生型 では発育

とともにSAMが 扁平 にな って いくが、odm247変 異体で は、変化 がな く一定 だっ

た。

播種後1週 間 にお けるodm247変 異体 のSAMの 細胞 の分裂頻度 を調査す るた

め、histone H4を プ ロー ブに用 いたin situハ イ ブリダイゼー シ ョンをお こな った

と ころ、野生型 では中央縦 断切片 あた り平均1.9個 の細胞で シグナルが検 出 され

たが、odm247変 異体 では平均3.7個 の シグナルがみ られた(図3-23)。 野生型 の

胚発 生時 に第2葉 か ら第3葉 を分化 して いる ときのSAMに お ける分裂頻度 は、

発芽後 の ものよ り高 く(Asai et al, 2002)、odm247変 異体 にお いて、播種後1週

間のSAMの 分裂頻度 が高い ことは、SAMが 野生型の発生の ごく初期 の状態 にあ

る可能性 を示唆 していた。

これ らの表現型 は、odm247変 異体 では 、栄養生長 初期 か ら後 期への転換が遅

れ、栄養 生長初期 が延長 して いることを示 して いる。
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図3-19野 生型およびodm247変 異体の茎の内部構造。

A:播 種後30日 目の野生型。B:播 種後100日 目のodm247変 異体。野生型では、上部

の茎の維管束は規則的 に走っているが、odm247変 異体では、上部の茎でも維管束の走

向が不規則である。Bar=400μm。
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図3-21野 生型およびodm247変 異体のSAM付 近の横断切片。

A:野 生型。B:odm247変 異体。odm247変 異体では、円 の葉から細胞の空胞化や変形

が見 られる。黒矢頭は、細胞の異常が顕著な部位を示している。Bar=50μm。
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播種後週数

播種後週数

図3-22野 生型およびodm247変 異体のSAMの 高さおよび幅の変化。

●:野 生型。○:odm247変 異体。バーは標準誤差を示す。なお、野生型の播種後8週

間目および9週 間目のSAMは 、それぞれ苞原基分化期および一次枝梗分化期であった
。
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histone H4が 発 現 して いる細 胞 数

図3-23野 生型お よびodm247変 異体 のSAMに お ける中央縦 断切片当た りのhistone H4

が発現 して いる細胞数。

■:野 生型。□:odm247変 異体。
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これ ま で に相 転 換 を制御 す る遺 伝 子 の変 異体 と して 、トウモ ロ コ シで はTeopodl

(Tp1)、Tp2、Tp3お よびHairy-sheath frayrd-1、 イ ネ で はplastochronl(plal)お

よびmoril、 シ ロイ ヌ ナ ズ ナ で はhasty(hst)が 同定 され て い る(Poethig, 1988; Dudley

and Poethig, 1991; 1993; Bertrand-Garcia and Freeling, 1991; Itoh et al., 2000; Asai et al.,

2002; Telfer and Poethig, 1998)。 トウモ ロ コ シの変 異体 で は栄 養 生 長 初 期 が 延 長 し、

シ ロイ ヌナ ズ ナ のhst変 異体 で は 栄 養 生長 初期 が短 縮 し、生 殖 生 長 の 開始 が 早 ま

った 。 イ ネ のplal変 異 体 で は栄 養 生 長 期(お よ び生 殖 生 長 期)の 延 長 が み られ 、

moril変 異 体 で は栄 養 生 長 初 期 が 半 永 久 的 に続 いた 。 これ らの 変 異 体 の 野 生 型 遺

伝 子 は 、 さ ま ざ ま な生 育 相 の長 さ の 制御 や あ る 生育 相 で の形 質 発 現 に、 そ れ ぞ れ

独 自の 方 法 で 関 わ って い る、 つ ま り、 生 育相 の転 換 に本 質 的 に 関わ って い る と考

え られ る の で 、 そ の 変 異 体 は 、 ヘ テ ロ ク ロニ ー 変 異体 と され て い る。odm247変

異 体 で は 、栄 養 生 長 初 期 の延 長 は見 られ たが 、 同時 に成 熟 した 器 官 で の細 胞 異 常

も み られ た 。 した が って 、odm247の 野 生型 遺 伝 子 は 、栄 養 生 長 初 期 か ら栄 養 生

長 後 期 へ の転 換 を直接 制御 す るヘ テ ロク ロニ ー 遺伝 子 で は な い と考 え られ た 。

odm247の 野 生 型遺 伝 子 は 、SAMの 維 持 だ けで な く、器 官 の成 熟 に も関 わ っ て

い る こ とが 明 らか に な った 。 また 、odm247変 異 体 の 形態 は 、 未 熟 な器 官 と成 熟

した器 官 で は異 な る発 生 の し くみ が 働 いて い る こ とを示 唆 した 。

以 上 、 発 芽 後 枯 死 す る変 異体 の 解 析 に よ っ て 、SAMの 維 持 に は機 能 を異 にす

る多 くの遺 伝 子 が 関 与 して い る こ とが わ か っ た。 また 、 そ れ らの遺 伝 子 は 、SAM

の発 生 だ けで な く、葉 、SAMの す ぐ下 の茎 、幼 根 の発 生 に も関わ る もの が 多 く、

イ ネ のSAMの 維 持 機 構 をめ ぐる複 雑 な遺 伝 的カ スケ ー ドの存 在 が 示唆 され た 。
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