
第4章aberraniregionalization of embryo 3変 異 体 を 用 い た 胚

の 領 域 化 の 解 析

緒 言

前二章 で解析 したSHL遺 伝子 は、SAMの 分化領域 の確保 に関わ って いると考

え られ た。 しか し、shl変 異体 にお けるSAM分 化 予定領域 の位置 は正常で あ り、

胚 の領域化 および軸の分化 は、 ほぼ正常 に行われて いた。 したが って、次 に解 明

すべ き課題 は、SAMの 分化位置 を決定す る胚 の領域化 および軸分化 の制御機構

で ある と考 え られる。

本 章で述べ る、胚の"領 域"や"軸"と は、序論で述べた ように、前後および

背腹 とい った方向性 を持 った動物 の胚で器官分化が起 こる しくみ を説明 あるいは

表現す るため に考え 出され た概念 である。 シ ョウジ ョウバエの胚発生研 究では、

遺伝学 的研 究 によって領域 を形成す るメカニズム(領 域 はそれ以前 に分化 した軸

に沿 って形成 され る)が 明 らかに された。 シ ョウジ ョウバエ の胚 は、前後軸 に沿

った、前部お よび後部の末端構造 を形成す る領域、頭部領域、胸部領域お よび腹

部領 域 の5つ か らなる。変異体 の作 出によって、それぞれ の領 域の形成(た だ

し、頭部 と胸部 は一体 となって形 成され る)に 必要な遺伝子群(BICOID、NANOS

お よびTORSOな ど)が 存在す る ことが 明 らかにな った(Nusslein-Volhard et al.,

1980; 1987)。 これ らの遺伝子 は、 ショウジ ョウバエの胚 の軸分化 に関わ る。つま

り、軸 分化 に関わ る遺伝子 の発現 が細胞 に位置情報 を与 え、そ の結果 として領域

が形成 され るので ある。そ の後 、分子生物学 的研究 によって軸 に沿 った領域の分

化 が、物 質の勾配 による ものであ ることが分子 レベルで確認 された(総 説参 照:St

Johnston and Nusslein-Volhard, 1992)。

序 論で述べた ように、植物 の胚発 生研究 は、シ ョウジ ョウバエ をはじめ とする

動 物の胚発生研 究 に大幅 に遅 れを とってお り、植物の胚 にお ける"軸"、"位 置情

報"お よび"領 域"に つ いて 、これ までに十分な考察がな されて こなか った。Jurgens

et al.(1991)は 、シ ロイヌナズナの胚 は、先端部一基部軸 に沿 って、先端部、中

央 部、基部か ら構成 されて いる と考 え、それ らの欠失 と考え られ る変異体 を解析

した。 しか し、そ の原 因遺伝子 として単離 され たものの多 くが小胞輸送やオーキ
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シ ンの輸 送 お よ び感 受 性 に関 係 す る もの で あ り、 そ れ 自身 の産 物 の勾 配 な どが 各

領 域 形成 の た め の位 置 情 報 と して 機 能 して い る わ け で は な か った(Shevell et al.,

1994; Busch et al., 1996; Lukowitz et al., 1996; Hardtke and Berleth, 1998; Jang et al.,

2000; Schrick et al., 2000; Assaad et al., 1996; 2001)。 しか し、 シ ロイ ヌ ナズ ナ を用

い た胚 発 生研 究 で 、 オ ー キ シ ンが 、植 物 の胚 の器 官 分 化 に 非常 に重 要 で あ る こ と

は 明 らか にな った 。 完 成 胚 が 球 状 な どの表 現 型 を示 すGN遺 伝 子 は 、 小胞 輸 送 に

関 係 す る タ ンパ ク 質 を コ ー ドす る が 、 オ ー キ シ ンのefflux carrierで あ るPIN-

FORMEDl(PINI)の 局 在 に必 要 で あ る こ と もわ か って きて お り(Steinmann et al.,

1999)、 オ ー キ シ ンの 輸 送 に は 小 胞 輸 送 の 正 常 な進 行 が 必 要 で あ る と い う、 オー

キ シ ン と 小 胞 輸 送 の 関 係 も 明 らか に な っ て き て い る(Steinmann et al., 1999;

Geldner et al., 2001)。 ま た 、 シ ロイ ヌ ナ ズ ナ の胚 の 基 部 の 欠 失 変 異 体 と され る

monopteros、bodmlosお よ びauxin resistant6変 異 体 は 、 いず れ もオ ー キ シ ン感 受

過 程 に異 常 が 見 られ た(Hardtke and Berleth, 1998; Hamann et al., 1999; Hobbie et al.,

2000)。 さ らに 、 コム ギ の 胚 を オー キ シ ン輸 送 阻 害 剤 で 処 理 す る と、 器 官 の数 や

位 置 に 異常 が起 こ った た め 、 胚 の器 官 数 、 分 化 位 置 の 決 定 に、 オー キ シ ンが 重要

な 役 割 を果 た して い る と考 え られ て い る(Fischer et al., 1996; 1997; Fischer-Iglesias

et al., 2000)。

シ ロイ ヌ ナ ズ ナ を用 いた 解 析 で 、変 異 体 の原 因遺 伝 子 の産 物 が 直 接 胚 の領 域化

に 関与 して いる例 が な か った こ とが 、 シ ロイ ヌ ナズ ナ で の変 異 体 単 離 が 不 十 分 で

あ る こ と を示 して い るの か 、 動 物 と植 物(シ ロイ ヌナ ズナ)の 胚 発 生 で の パ タ ー

ン形成 の し くみ の 違 い に よ る の か はわ か らな い。 そ れ を 明 らか にす るひ とつ の方

法 と して 、 イ ネ で これ ま で に単 離 され て い る、胚 器 官 が増 加 す る変 異 体 の解 析 が

挙 げ られ る と考 え られ る。 胚 器 官 が 増加 す る変 異体 は 、軸 分化 の様 式 お よび 領域

化 に関 わ る遺 伝 子 の変 異 に よ る可 能性 が あ り、 シ ロイ ヌ ナ ズ ナ で は得 られ て いな

い タ イ プ の変 異 体 で あ る 。 これ らの 変 異体 の 同 定や 解 析 によ り、植 物 の胚 にお い

てSAMが 分 化 す る領 域 に つ いて 新 た な知 見 が 得 られ る に違 い な い。

これ まで に、 イ ネ の 胚 で幼 根 が 増 加 す る変 異 体multiple radicle 1、 イ ネ のSAM

が 胚 の頂 部 に分 化 し幼 根 の増 加 も観 察 され る変 異体apical displacement1、 イ ネ の

胚 器 官(SAMお よ び幼 根)の 増加 が見 られ るaberrani regionalizaiion of embryo 1

(are1)お よ びare2変 異体 の解 析 が 進 め られ て い る(Kinae et al., 1998; 1999;伊

藤,私 信)。 しか し、ar8変 異 体 に関 して は 、 い まだ軸 の分 化 や 領 域 化 を考 え に入

れ た 考 察 が 確 立 され て い な い。
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そ こで、イ ネのSAMの 分化領域 を決定す るため に必要 と考 え られる、胚 にお

ける軸 の分化や領域化 の機 構 を明 らか にする 目的で 、完成胚でare1お よびare2

変異体 と同様 にSAMや 幼根が増加す るare3変 異体 の解 析 を行 った。

材料 および方 法

イネ品種台 中65号 の受精卵 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 された胚発 生変異体 のうち、1系 統は、胚のSAMお

よび幼根 が増 加す るもので、それ まで に同定 されて いたare1お よびare2と 形態

が類似 していた ことか ら、ar63と 命名 し、解析 をお こなった。 この変異は、後代

の分離比か ら、単 因子劣性 による もの と確認 された。なお、are3変 異体 の劣性 ホ

モ個体 は稔性 を持つ ため、実験 には劣性 ホモ の植物体 を用 いた。

パ ラフィン切片お よびin situハ イブ リダイゼ ーシ ョンは、第1章 と同様 にお

こな った。発芽 は、MS培 地(Murashige and Skoog, 1962)上 でお こな い、28℃ 一

定 のイ ンキ ュベー ターないで約1週 間生長 させた。その後 、土 の入 ったポ ッ トに

移植 し、 圃場条件下 で生育 させた。

結 果

1、完成 胚の形態

are3変 異体 の約50%の 完成胚 において 、SAMお よび幼根、あるいはいずれか

が2つ 以 上 に増加 して いた。SAMの 増加 は約20%の 胚で観察 された。増加 には

い くつかのタイ プが あった。すなわ ち、 ひとつの鞘葉のなかに2つ のSAMを 持

つ もの(図41A)、 別 々の鞘葉 を持つSAMが 隣 り合 って存在す るもの(図4-1B)、

および別 々の鞘葉 を持 つSAMが 離れて存在す るもの(図4-1C、D)で ある。そ

れぞ れの出現頻度は、SAMが2つ に増加 した ものでは、約20%、 約50%お よ

び約30%で あった。 一方 、幼 根の増加 は、約40%の 胚で観察 され た。複数の幼

根 は近 い位置 に分化 し、根端 は胚柄の方 向を向 いて いた。 また、ひ とつの根冠 を

共有 し、2本 の根 が融合 してい る場合 もあ った。SAMが 増加 して いる場合は ほ

とん ど幼根 の増加 を伴 ってお り、幼根 の増加 とSAMの 増加の問には有意な相 関
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図4-1are3変 異体の完成胚(器 官数の増加が見られるもの)。

A:ひ とつの鞘葉のなかに2つ のSAMが 存在するもの。B:別 々の鞘葉を持つSAMが

隣り合って存在するもの。C、D:別 々の鞘葉を持つSAMが 離れて存在するもの。C、

Dは 同 じ胚である。緑の矢頭はシュー トを、赤の矢頭は幼根、オレンジの矢頭は、胚の

基部表皮に異所的に分化 した柵状の細胞を示している。Bar=200μm。
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が あった(相 関係数0.50)(表4-1)。 ただ し、SAMが 増加 しな い場合 も、約20%

の胚で は幼根 の増 加が見 られ 、幼根はSAMよ りも増加 しやすい傾向にあること

が明 らか になった。 また、are3変 異体 の完成胚で は、胚の基部 に異所 的に胚盤が

増加 して いる もの も見 られ た。胚 盤の増加 は、SAMお よび幼根 の増加 と有意 な

相関関係 を示 した(そ れぞれ の相関係数、0.33、0.59)(表4-2、 表4-3)。 ここで、

異所的 な胚 盤形成 は、胚盤の基部 にも維管束が通 って いる こと、胚 の基部表皮が

正常 な胚盤 上皮 と同様 な柵状 にな って いる(図4-1C)こ とを基準 として判断 し

た。SAMお よび幼根 の増加が見 られな い胚の うちで胚盤 の増加が見 られ たのは、

約10%で あったが、SAMあ るいは幼根が増加 してい る場合 には、約35%の 胚で

胚盤 の増加 が起 こって いた。

器官 の増 加が見 られ な い胚 の うち、約60%の 胚は野生型 と変 わ らな い形態 を

示 したが、残 りの40%の 胚では、シュー トの伸長方向が、胚 の先端部方向(図4-2

A)、 基部方 向(図4-2B)、 側部方 向(図4-2C、D)に 少 しずれ たものが同程度

の頻 度で観察 され た。

以上、are3変 異体 の完成胚 には、SAMお よび幼根 、あるいはいずれかが増加

す る もの(約50%)と 増加 は しな いがシュー トの分化位 置や 伸長方向が異常 で

あ るもの(約20%)お よび野生型 と区別 の付か ないもの(約30%)の3つ のタ

イ プが存在 した。

2、 胚発生過程

ar63変 異体 の胚発 生は、野生型 に比べ、極端 に遅れて いた。野生型で は受粉後

5日 目には第1葉 が分化す る。 しか し、are3変 異体で は、受粉後5日 目にな って

も胚長100μm程 度 の球状胚の ステー ジが継続 して いた(図4-3)。 しか し、背腹

性 を示 唆す る細 胞 の液胞化 の程度 は胚 の背腹で違 いが見 られ 、are3変 異体で も受

粉後5日 目には背腹性 は獲得 してい ると思われた(図4-3B)。

受粉後6日 目にな る と、発生が早 いもの と遅い ものの差が顕著 になった。受粉

後6日 目には、発生 の早 い もので は、胚盤、鞘葉および幼根 の分化 が形態的 に確

認 でき るよ うにな った(図4-4A-C)。 鞘葉の突起が見 られ始めた胚は野生型の 同

様 の ステー ジ(受 粉後4日 目)の ものよ り縦長 で、鞘葉 の突起 は相対的 に胚 の

先端部 に見 られ た(図4-4A)。 この、比較 的発生が進んでいる胚 の中 には、SAM

の分化位 置が通常 の腹 側 と異な り、側 部に存在す るもの もあった(図4-4B、C)。

これ らの比較 的発 生が進んで いる胚は、そ の頻度か ら考えて、完成胚で、野生型
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表4-1are3変 異体 の胚 におけるSAM数 と幼根数 の関係
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表4-2are3変 異体 の胚 にお けるSAM数 と胚盤数 の関係

表4-3are3変 異体 の胚 にお ける幼根数 と胚盤数 の関係
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図4-2are3変 異体の完成胚(器 官数の増加力現 られないもの)。

A:シ ュー トの伸長方向が胚の先端部方向にずれているもの。B:シ ュー トの伸長方向

が胚の基部方向にずれているもの。C、D:シ ュー トの伸長方向が胚の側部方向にずれ

ているもの。C、Dは 同じ胚である。緑の矢頭はシュー トを、赤の矢頭は幼根を示して

いる。Bar=200μm。
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図4-3受 粉後3日 目の野生型の胚お よび受粉後5日 目のare3変 異体の胚。

A:野 生型。B:are3変 異体。Bar=50μm。
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と変わ らな いもの、 シュー トの伸長方 向が側部 に傾 いて いるものにあた る と思わ

れた。 これ らの胚は、受粉後8日 目には本葉の分化 を開始 した(図4-4D)。

一方 、発 生が遅 い胚では、受粉後7日 目以降 に、基部の背腹 軸方 向への肥大が

み られた(図4-5)。 ただ し、 これ らの胚 の発 生の遅れの幅は広 か った。受粉後10

日目以降 には、SAMお よび幼根 が複数 できて いた り(図4-6A、B)、SAMの 分

化位 置が基部(図4-6C)お よび先端部(図4-6D)に ずれた りして いることを確

認 す る ことができ るようにな った。 ここまで の解析で、完成胚 で器官 が複 数形成

された個体やSAMが 基部お よび先端部 にずれて いた個体 の発生 は遅 い というこ

とがわ か った。 また 、完成胚 で見 られた シュー トの伸長方 向の異 常は、SAMの

分化位置 の異常 によ るものである と推測できた。

3、 胚発 生 中のOSH1お よびOsSCRの 発現

胚発生過程 の観察 をお こなった ところ、形態的分化 以前の胚発 生過程 でなん ら

か の異常が 起 こって いる ことが示 唆 された。そ こで、分子 マー カー としてOSH1

お よびOsSCRを 用 いてin situハ イ ブ リダイゼー ションをお こなった。

3-1OSH1の 発現

OSH1は 、野生型のイネの胚で は、受粉後3日 目の球状胚の段 階で 、将来 シュ

ー トが分化す る と思われ る領域(胚 の腹側)で 発現 し始 め、受粉後4日 目には、

SAMか らエ ピブ ラス トお よび幼根 にか けた領域 に発現が広が るが、受粉後7日

目以降、そ の発現領域 は徐 々に狭 くな り、受粉後20日 目にはSAM付 近 に限定

され る。

are3変 異体 では、受粉後4日 目の、胚長80μmか ら90μmの 球状胚でOSH1

の発現 が見 られた(図4-7A)。 胚長80μmか ら150μmの 球状胚 の約半数で、発

現 が胚 の腹側か ら側面 におよび、野生型 よ りも広 がって いた(図4-7B、C)。 残

り半数の胚 は、野生型 と同程度の広 さの領域での発現が見 られた。受粉後6日 目

以 降胚発生 に遅 れが見 られる胚で は、 この傾向は さ らに顕著 に検 出す る ことがで

き、胚 の背側 にまで発現が拡大 している ものもあった(図4-8A、B、D、E)。 こ

の発現領域 は、複数の シュー トや幼根が分化 して きた ことがわかるステー ジにな

ると、そ の位置 と対応 して いた。 また、完成胚でSAMの 位置 に異常が見 られた

ものにあた る発現パ ター ンを示 した胚 もあった(図4ー8A-C)。
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図4-5受 粉後7日 目のare3変 異体の胚(比 較的発生の遅いもの)。

基部の生長が見られる.Bar=50μm。
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図4-6受 粉後10日 目および11日 目のare3変 異体の胚(比 較的発生の遅いもの)。

A、B:受 粉後10日 目の胚。A、Bは 同じ胚で、SAM(緑 の矢頭)が ふたつ分化してい

る。C、D:受 粉後11日 目の胚。C:SAMが 胚の比較的基部に分化 しているもの。鞘

葉(黒 矢頭)が 胚の比較的 基部に観察される。D:SAM(緑 の矢頭)が 胚の先端側に分

化 している。Bars=50μm。
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図4-7野 生型および 媚 変異体におけるOSH1の 発現パターン。

A:受 粉後4日 目のare3変 異体の胚。B:受 粉後6日 目のare3変 異体の胚(横 断切片)。

C:受 粉後6日 目の野生型の胚(横 断切片)。Bars=50μm。
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図4-8are3に おけるOSH1の 発現パ ター ン。

A、B:受 粉後7日 目のare3変 異体の胚。A、Bは 同 じ胚であ り、SAMが 胚の基部 に分

化 していると思われ る。C-E受 粉後8日 目のare3変 異体の胚。C:SAMが 胚の先端

部 に分化 してい ると思われ る。D、Eは 同 じ胚である。Bars=50μm。
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3-20sSCRの 発 現

OsSCRは 、野生型のイネの胚 では、受粉後3日 目に胚 の比較的外側の1細 胞 層で

リング状(球 面状)に 発現 し始め る(図4-9A)。

are3変 異体で は、受粉後5日 目の胚 で発現が見 られは じめた(図4-9B)。 受粉

後4日 目か ら受粉 後7日 目、胚長約200μmま で の縦長の胚では、カ ップ状 のOsSCR

の発 現が一カ所 でみ られ る ことが多 く(図4-9D)、 カ ップは野生型よ りも浅 いカ

ー ブ を描 いて いた。 しか し、胚長約200μmま での胚 の段階で シグナルが複数見

られ るもの もあった(図4-9C)。 受粉後7日 目以降 、胚発生が遅れている胚で は

頻繁 に、ひ とつ のシグナル以外 に、よ り基部 にOsSCRの 発現 が見 られ た り(図4-10

A)、 ふた つのアーチ状 のシ グナル が見 られた り(図4-10B)し た。 また、胚 の

基部 の生長後 には、複 数のアーチ状 のシグナルが連続 して検 出 され る例 もあった

(図4-10C-E)。 これ らのOsSCRの 発現パ ター ンは、are3変 異体 にお いて、胚発

生の ごく初期 か ら幼根の分化 領域 の確保 の状況 に異常が見 られ ることを示 してい

る と考 え られ る。

4、 栄養 生長期 の形態

栄養生長 期 に入 ってか らのare3変 異体 の形態 には、大 きな 異常 は見 られ なか

ったが 、栄養 生長初期 の植物体 の形態 には、ふたつ の特徴が あった。すなわち、

第2葉 か ら第4葉 の葉身が短 い ことと、野生型では葉 身が形成 されない第1葉 に

葉 身が 形成 され る場合が ある(約5%の 個体 にお いて)こ とで ある。ただ し、葉

身 の短縮 につ いて は、第3葉 葉 身が約半分 の長 さに短縮す る ことが ほとん どの個

体で起 こる以外 は、個 体差が あ り、第2葉 葉身は約25%の 個体で、第4葉 の葉

身 は約40%の 個体 で短縮 していた。葉身の短縮 と第1葉 で の葉 身形成は、胚発

生時 に複 数のSAMが 形 成された場合の方が ひ とつ のSAMの 場合 よ りも顕著 に

見 られ た。つ ま り、胚発 生時 の異常 と栄養 生長初期 の異常 の程度 には比例 関係が

あった。栄養生長後期お よび生殖生長期 には、全 く形態的異常 は見 られず、稔性

も非常 によか った。 したがって、栄養生長初期 にみ られた異常 は、胚発生中の異

常 の二 次的な影響で ある可能性が高 いと思われた。

5、shlare3お よ びshoare3二 重 変 異 体 の解 析

ARE3遺 伝子が 、SHL遺 伝子 お よびSHO遺 伝子 とどの ように関わって いるのか

知 る た め 、shl1-1are3、shl2-6are3、shl4-1arem3、sho2 are3お よ びsho3are3二 重
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図4-9野 生型およびare3変 異体におけるOs3CRの 発現パターン。

A:受 粉後3日 目の野生型の胚。B:受 粉後5日 目のare3変 異体の胚。C:受 粉後6日

目のare3変 異体の胚。D:受 粉後7日 目のare3変 異体の胚。黒 矢頭はシグナルを示し

ている。Bars=50μm。
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図4-10are3変 異体におけるOsSCRの 発現パターン。

A:受 粉後7日 目のare3変 異体の胚。初めのシグナルよ り基部にOsSCRの 発現が広が

っている(黒 矢頭)。B:受 粉後9日 目のare3変 異体の胚。ふたつめの幼根に対応する

と思われるシグナル(黒 矢頭)が 見 られる。C-E:受 粉後12日 目のare3変 異体の胚。

C、Dお よびEは 同じ胚で、複数のアーチ状のシグナルが連続 している。Bars=50μm。
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変 異 体 の解 析 をお こな っ た 。

shl2-6are3二 重変 異 体 で は、SAMが 欠失 す る頻 度 がshl2-6変 異体 よ りも高 く、

幼 根 は、 平 均2.3本 と、are3変 異体(平 均1.5本)よ りも増 加 した(図4-11)。

幼 根 の増 加 様 式 はare3変 異体 と同様 で 、 お お む ね 胚 柄 の方 向 に根 端 を 向 け、 隣

接 して 分 化 して いた 。 これ らの 結果 は 、 二 重 変 異体 の表 現 型 は 相乗 的 で あ る こ と

を示 して い る 。した が っ て 、ARE3遺 伝 子 が 、シュ ー トの分 化 領 域 の決定 に も、SHL2

遺 伝 子 と と も に、 な ん らか の機 能 を し、そ れ を通 して 、幼 根 の分 化 領 域 も適切 な

大 き さ に調 節 して い る こ とが 示 唆 され た。shl1-1are3お よびshl4-1are3二 重変 異

体 で は、SAMは 欠 失 し、幼 根 の 増加 が頻 繁 に起 こった 。 また 、sho are3二 重変 異

体 で も、SAMは 欠 失 し、幼 根 が増 加 した(図4-12)。 これ らの 結果 は 、shl2-6are3

二 重 変 異 体 の場 合 と 同様 に解 釈 で き る。 した が って 、SHL遺 伝 子 お よびSHO遺

伝 子 とARE3遺 伝 子 は 、SAMや 幼 根 の分 化 領 域 の 制御 に共 同 して機 能 して いる

と考 え られ る。

考察

1、are3変 異体 にお ける器 官の増加様 式

第1章 で、幼根および胚盤 は、SAMと は独立に分化 し得 る ことを明 らか にし

た。胚盤 につ いては、are3変 異体 において も、SAMが 存在 しない場合 にも胚盤

は形成 され、そ の結論 は支持 された。幼根 について も同様で あった。しか し、are3

変 異体 にお いて器官 が増加す る場合 につ いて見 る と、SAMの 増加 と幼根 の増加

には正 の相 関関係がみ られた。 さ らに、胚盤 の増加 はSAMお よび幼根の増加 と

それぞれ有意 な相 関を示 した。 この ことは、 これ ら3つ の器官がセ ッ トとして増

加す る傾 向にある ことを示唆 している。 また、are3変 異体で、器官が どのように

増加 す る場合 で も、胚 盤-SAM-幼 根 とい う位 置関係 は変 わ らなか った。 した

が って、幼根お よび胚 盤 の分化 の有無は、SAMの 分化 の有無 に依存 しな いが、

幼 根および胚盤 とSAMの 間 には、それ以 前 に決 まった位 置関係が存在す ること

が明 らか にな った。

2、are3変 異体 の表 現 型 の 解 釈

are3変 異体 の 形態 を 、 本 章 緒 論 で 述 べ た"軸"や"領 域"と い った 概 念 を用 い
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図4-11 shl2-6are3二 重 変異 体の形態。

A-Cお よびD-Fは 、それぞれ同 じ胚。赤矢頭 は幼根 を示 して いる。SAMの 形成は見 ら

れない。Bars=200μm。
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図4-12shl1-1are3、shl4-1are3、sho2are3お よ びsho3are3二 重 変 異体 の 形態 。

A:shl1-1are3二 重 変 異体 。B:shl4-1are3二 重変 異 体。C:sho2are3二 重 変 異体 。D:sho3

are3二 重変異体。赤矢頭は幼根を示している。SAMの 形成は見られない。

Bar=200μm。
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て解釈す る。

イ ネの胚 には、その形態 か ら、先端部一基 部および背腹 という2本 の軸 を想定

す る ことができる。 これ らの軸 は胚発生の ごく初期 に決定 され る。are3変 異体 で

は、第1項 でのべた よ うに、胚盤 ―SAM― 幼根 が増加す る とき も、決 まった位

置 関係 をとる。 これ は、先端部―基部軸 に沿 ったパ ター ン形成 はほぼ正常 にお こ

なわ れて いることを示 して いる。一方 、背腹軸 に沿 った位置情報 には乱れがある

と思 われ る。最 も考 えや す い乱れ と して は、SAM、 胚盤 および幼根 の分化 領域

を含 む腹側領域 の広 が りが挙 げ られる。are3変 異体で は、OSH1の 発現パ ター ン

な どか ら考 えて、その領域 は、球状胚 の側部 あるいは背側 にまで広がっている。

図4-13は 模 式的 に球 状胚時 のそ の様子 を示 してある。先 ほ どの腹側領域 の拡大

によ って 、SAM、 胚盤 お よび幼根 のいずれ もがそ の分化領域 を拡大 し、通常 よ

り数 の多 い器官 を分化 し生長 して い く。器官 増加はみ られなか ったが 、SAMの

分化位置 に異常の見 られた個体 について は、背腹軸 に沿 った領域 の拡大 によって

増加 した部分 のSAMの 分化領域 にひ とつのSAMが 形成 されたのではないか と

考 え られ る。

are3変 異体 で、先端部 一基部軸 に沿 ったパター ンはほぼ正常 に分化 して いると

述 べたが、shl変 異体 との二重変異体で相乗的な表現型がみ られ、また、SAMの

増加 が起 こって いな い場合 に も幼根の増加 は頻繁 にみ られた ことは、先端部―基

部軸 に沿 ったそれぞ れの領域 の大 きさには多少の異常がある ことを示 して いる。

す なわち、SAMの 分化領 域は縮小 し、幼根 の分化領域 は拡大 しているのである。

しか し、 この異常 は、背腹軸 に沿 った領域分化 の異常 に比べ る と程度が非常に小

さ い と思われた。

are3変 異体 を領域化 に異常 をきた した変異体 と考 える と、SAMの 分化位置が

先端部 および基 部 にずれ た ときやSAMや 幼根 の数が増加 した ときに、胚発生の

速度 が非常 に遅か った ことは興味深い。因果 関係 は明 らかでな いが、領域化 の異

常(軸 に沿 った領域 のアイデ ンテ ィティー を与 えるプログラム)と 発 生の早 さ(細

胞分裂頻度 を調節す るプ ロセスな ど)に 相 関があるので ある。

3、ARE3遺 伝子 の機能

第二項 のよ うにare3を 解釈 する と、ARE3遺 伝子 の機能 は、イネの胚 にお ける

軸、特 に背腹軸 に沿 った領域分化 を正常 にお こなわせ る、具体 的には、背側 ある

いは腹側 の領域 の広 さを規 定する、 とい うことにな る。

115



野
生

型

ar
e3
変

異
体

図
4-
13
野

生
型

お
よ

び
ar
e3
変

異
体

の
球

状
胚

時
の

領
域

化
の

模
式

図
。

黄
色

の
領

域
が

腹
側

の
領

域
、

水
色

の
領

域
が

背
側

の
領

域
を
示

し
て

い
る
。

SA
Mお

よ
び

幼
根

は
腹

側
の

領
域

内
に

分
化

す
る

。
腹

側
の
領

域
に

あ
る
仕

切
り

は
、

SA
Mの

分
化

領
域

と
幼

根
の

分
化

領
域

の
境

界
を

示
し
て

い
る

。
ar
e
3変

異
体

の
左

の
模

式
図

は
、

SA
Mお

よ
び
幼

根
が

増
加

す
る

場
合

を
、

右
の
模

式
図

は
、
SA
Mの

分
化

位
置

の
異

常
が
見

ら
れ

る
場

合
を

示
し

て
い

る
。

 

1 1 6



あ る領 域 の広 さ を規 定 す る 方 法 は い くつ か考 え られ る 。 これ まで にあ き らか に

な って い る もの と して 、 あ る領 域 に拮抗 す る領 域 の ア イ デ ンテ ィテ ィー遺 伝 子 の

発 現 に よ る もの で あ る。 この例 と して は、 シ ロイ ヌナ ズ ナ の花 のABCモ デル に

お け るA遺 伝 子 とC遺 伝 子 の関 係 が よ く知 られ て い る(Bowman et al.,1991;Coen

and Meyerowitz,1991;Weigel and Meyerowitz,1994)。 も し、ARE3遺 伝子 が この方

法 で 腹 側 の領 域 の 広 さ を規 定 して い るの で あ る とす る と、ARE3遺 伝 子 の機能 は 、

胚 の 背 側 の 領 域 の ア イ デ ンテ ィテ ィ ー を決 めて い る 、 とい う こ とにな る。 この他

には 、 あ る領 域 と他 の領 域 の 境 界 を 決定 す る とい う ものや 、 遺 伝子 の発 現 領 域 で

の細 胞 分 裂 頻 度 を調 節 す る こ と によ っ て領 域 の広 さ を調 節 す る と い う ものが あ る

が 、 これ らは 、CLV1やSUPERMAN遺 伝 子 の機 能 を考 え る上 で の仮 説 と して 考

え られ た も の で あ り、 現 段 階 で 証 明 され て い るわ けで は な い(Laux and Schoof,

1997;Sakai et al.。,1995)。ARE3遺 伝 子 の機 能 の 実体 は 、 シ ョウ ジ ョウバ エで 試 み

られ た よ う に、 分 子 生 物 学 的研 究 や 生理 学 的研 究 が 進 む こ とで 明 らか にな るで あ

ろ う。

緒 論 で 述 べ た よ うに 、近 年 の シ ロイ ヌ ナ ズ ナや コム ギ を用 い た解 析 か ら、 オ ー

キ シ ンが 胚 の細 胞 に位 置 に 関 す る な ん らか の情 報 を与 え るひ とつ の要 素 で あ る可

能 性 は 非 常 に 高 い と考 え られ て いる(Fischer et al.,1996;1997;Fischer-Iglesias et ai.,

2000;Hardtke and Berleth,1998;Steinmann et al.,1999;Geldner et al.,2001;Hamann et

al.,1999;Hobbie et al.,2000)。 特 にコ ム ギ の胚 を用 いた研 究 で は、 これ まで に解 析

の 進 ん で い る 双子 葉 植 物 の変 異体 で は報 告 され た こ との な か っ た 、胚 器 官 の 増 加

と い う表 現 型 が 、 オー キ シ ン輸送 阻害 剤 を使 用 す る こ とによ っ て 生 じる こ とが 明

らか にな り、 しか も、 そ の研 究 で観 察 され た表 現 型 は、are3変 異体 の もの と非 常

に よ く似 て い た 。 オ ー キ シ ン とARE3遺 伝 子 の 関係 が 明 らか にな る こ とで 、植 物

の胚 発 生 研 究 は新 しいス テ ー ジ に進 む こ とにな るだ ろ う。
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総合考察

本研究 は、イネのSAMの 分化 および維持機構 に異常の見 られ るさまざまな変

異体 を用 いて、そ の遺伝 的制御機構 の解 明を 目的 としてお こな った。以下 では、

ここまで に述べ た変 異体 の解 析で示 されたイネのSAMの 分化および維持 にお け

る遺伝 的 プログラム について考察す る。

SAMの 分化 とイネの胚

序 論で も述べ たよ うに、植 物のSAMは 、胚発 生過程 で分化する。 これ まで多

種類 のイネ の胚発 生変 異体 の解 析か ら、イネ の胚発生過程 には、図5-1の ような

制御 プ ロセ スが存 在す ると考 え られて きた。すなわち、まず、胚 のパター ンあ る

いは極 性(先 端部 一基 部および背腹)が 確立 され、そ の後、適切な領域 に器官分

化 が決定 され、そ れ と同時 にそれぞ れの領域 の位置 の制御や胚および器官 の大 き

さの制御 もな され、形態 形成 につなが るというのである(Kitano et al.,1993;Hong,

1996)。

本研 究 では、SAMの 分化 に注 目した変異体 の解析 によ り、上 のよ うな制御 プ

ロセ ス に精密度 を付 与す ることができた。つ まり、 これ まで漠然 とパター ン形成

と表現 されて きた発 生プ ロセス に、軸 の分化か ら領域化 を経て器 官分化 に至 る、

次の よ うな プロセスが存在す る ことが明 らか にな ったのである。 まず、or63変 異

体 お よびshl変 異体 の解析 か ら、初期胚 に形成される先端部一基部軸 と背腹軸 に

沿 った領域形成 は、独立 にお こなわれ る ものである ことがわか った。or83変 異体

で は、先端部-基 部軸 に沿 った領域分化 は比較的正 常にお こなわれていたが、背

腹 軸 に沿 った領域 分化 が異常で あ り、それが胚器官 の数や位 置の異常 につなが っ

て いた。一方 、shl変 異体 では、背腹軸 に沿 った領域分化 は正 常 にお こなわれて

お り、先端部 一基部 軸 に沿 った領域分化時 にSAMの 分化領域の確保が正常 にな

されず、それ によって幼根分化領域が拡大 し、幼根数が増加す ることが あった。

次 に、先端 部 一基 部軸 に沿 った領域 分化 お よび器 官分化 につ いて考 える。shl

変異体 で見 られた 、SAMの 分化領域 の縮小が幼根 の分化領 域の拡大 につなが る

とい う現 象 は、shl変 異体 に限 られた特異 的な ものではな く、mr1変 異体 の幼 根

増 加 も この現 象 によ るものである と考 え られて いる(Kinae et al.,1998)。 さ らに、
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shl変 異体 で は、SAMの 欠失 に伴って幼根 が増加す る例がみ られ るが、幼根 を欠

失す るradicleless(ral)変 異体でSAMの 増加 はみ られない(Hong et al.,1995)。

したが って、SAMの 分化 領域 の縮小 は、幼根 の分化領域 に影響す るが 、幼根 の

分化領域 の縮小がSAMの 分化領域 の拡大 につなが ることがないと予測 された。

これ は、おそ らくSAMの 分化領域 は幼根 の分化領域よ りも先にあるいは優 先 し

て 決定 され、SAMの 分化領域 の確保 は幼根 の分化 領域 の拡大抑制 につな がる こ

とを示 して いる と思われ る。

SAMと 胚盤 の分化 につ いては、遺伝的 に独立で あ ると考え られ るが、分化決

定後 の胚 盤 に対 して は、SAM(あ る いはそ の分化領 域)が 影 響 を与 えて いる と

考 え られた。

本研究 で解析 した変異体 の野 生型遺伝子 が、以上 のよ うな発生プ ロセスにお い

て どのよ うに位置づ け られ るか、考えてみる(図5-2)。 まず、ARE3遺 伝子 は、

ARE1遺 伝子 とともに、胚 の背腹軸 に沿 った領域分化 の過程 で重要 な働 きを して

お り、そ れ を通 して、先端部 一基部 軸 に沿 った領域化時、SAMの 分化領域 の確

保 に も関わ って いる ことが明 らか にな った。先端部一基部軸 に沿 った領域化 には、

ARE2遺 伝子 な どが関わ っている と考 え られ る(木 苗,私 信)。 次 に、SHL遺 伝子

は、OSH1の 上流 で、主 にSAMの 分化領域 の確保 に携わ っていると考え られた。

odm129変 異体 とshl変 異体 との二 重変異体 の解 析 とOSH1の 発 現解析 か ら、

odm129の 野生型遺伝子 もSAMの 分化領域の確保 に、SHL遺 伝子 と共同 して、OSH1

の下流 で あるいはそれ とは独立 に関わ って いる ことがわか った。 さらに、sho変

異体 でのOSH1の 発 現 と、sho変 異体 とodm129変 異体の二重変異体の解析 か ら、

SHO遺 伝 子 もOSH1の 上流でSAMの 分化領域の確保時 に機能 している ことが明

らか にな った。 また 、胚 の基部 領域 の確 保 には、RAL遺 伝子 やCLUB-SHAPED

EMBRYO(CLE)遺 伝子が関与 して いると考 え られ る(Hong et al.,1995)。

最後 に、イネのSAMの 分化 の舞台 とな った胚 について、本研究 で得 られた結

果 か ら考 え られ る ことについて 図示 した(図5-3)。SAMの 分化 は、胚器 官の形

成 にとって非常 に重要な位 置を 占めている と思われた。胚盤 の分化 はSAMの 分

化 とは独立 に起 こるが、その生長 はSAMの 活性 に依存する。 また、SAMは 、胚

盤 の生長 の プログラム を時間的 に正常 に制御 して もいる と思われた。次に、幼根

は、基本 的 にSAMと 独立 に分化が決定 されるが、分化決定後 はSAMの 分化領

域 の確保 が幼根の分化領域の拡大 を抑制 して いる。胚盤 と並 び、主 にイネ科 で見

られ る器官 である鞘 葉や エ ピブラス トは、SAMの 分化 に依存 して分化 してお り、
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鞘葉 の分化 はエ ピブ ラス トよ りもよ り完全 なSAMの 機能 を必要 とす ると考 え ら

れ た。

SAMの 維 持 と植 物体

弱 いshl変 異体 の 同定 と解析 か ら、SHL遺 伝子 、SHO遺 伝子 およびOSH1は 、

胚発 生時 のSAM分 化の場合 と同様 の関係 で、SAMのindeterminateな 細胞 の維持

に関わ ってい ることが明 らかになった。

さ らに、第3章 の解析 では、イ ネ栄養生長初期 のSAMの 維 持 に関与す る遺伝

子 の変 異体 が、SAMだ けでな く、植物体の他 の部分 に もさま ざまな異常 を見せ

た。この ことか ら、SAMの 維持 をつか さ どる遺伝子 には多種多様な ものがあ り、

SAMの 維 持 にお け る遺伝的 プ ログ ラム は、植物体 の他 の部分 の発 生 を推進す る

プ ログ ラム とも絡み合 った、非常 に複雑な ものである ことが 明 らかになった。本

研 究 で解 析 した遺伝子 がSAM以 外 にその発生に関わ った植物体 の部分 は、葉、

根 、SAMの 直下の茎、分 げつ芽 であった。

葉 とSAMの 関係 について は、葉がSAMか ら分化す るものであるので、序論

で述べた よ うに、古 くか ら研究 され ている。これまでの研究 で得 られた知見 には、

SAMの 発 生が葉の発生 に影響 を与える とい う方向性の ものが多か った。しか し、

近年 、シ ロイヌナズナでは、葉 の向軸側 のアイデ ンティティーの存在 とSAMの

維持 に関係が ある、 さらに言 うと、葉 の発生がSAMの 発生 に影響 を与 えて いる

例 が報告 されて いる(Lynn et al.,1999;Kerstetter et al.,2001)。 本研究で用 いた

odm247は 、成熟 した葉で細胞 分裂異常 を起 こす とい う、 これ まで解析 されて こ

な かった タイプの変異体 であった。 さ らなる解析 によ り、SAMと 葉 の関係性 に

つ いて、新たな知見 が得 られ るであろ う。

根 に存 在す る根端分裂組織(RAM)とSAMは 、植物が胚発 生以後 も生長を続

けるため には不可欠な器官で ある。 これ まで に、オーキシン反応性な どの観点か

ら同定 した変異体が 、SAMお よびRAMの 発生 に関わ っていた とい う例 は報告

され ているが、SAMお よびRAMの 維持 に着 目して解 析 された変 異体 は非常 に

少な い。そ のなかで、シ ロイヌナ ズナのFASCIATA遺 伝子 は、クロマチ ンassembly

factorを コー ドしてお り、SAMお よびRAMで の遺伝子発現 を安定 にす る過程で

機能 して いる と推測 された(Kaya et al.,2001)。 本研 究で解析 した、SAMの 維持

お よび幼 根の伸長 に異常 をきた した変異体 の中にも、SAMとRAMに 共通 した
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発 生 プロセス に関わ って いる ものが あると思われる。

以上、本研 究 でSAMの 維 持 に注 目して同定 した変異体 は、イネのSAMの 維

持機構 を考 える上で、植物体 の他 の器官 の発生 を加味 した総合的な視点が必要で

ある ことを示唆 して いる。

イ ネのSAMの 分化お よび維持 の遺伝 的骨格

シ ロイヌナズナでは、STMお よびWUSと いう転写因子 と、それ と拮抗 関係お

よびルー プ状 の発現制御 関係 にあるCLV遺 伝子 群が、SAM自 身の維持 に関与す

る遺 伝子群 の骨格 となってお り、それ との関係 を考 える形で、次々 とSAMの 分

化 および維持 に関与す る遺伝 子お よびその変異体 の解析がな されて きた(総 説参

照:Bowman and Eshed,2000;Clark,1997;2001;Doerner,1999)。

イ ネにお いて 、SAMを め ぐる遺伝的 プログ ラムの骨格 をなす遺伝子が 、本研

究 で解 析 をお こなった、SHL遺 伝子で あると思われ る。さらに、ARE3遺 伝子、SHO

遺伝子 お よびodm129の 野生型遺伝子 は、SHL遺 伝子 となん らかの相互作用 をす

る、協 同的な 関係 にある ことが明 らかにな った。 これ らの遺伝子 の中には、シロ

イ ヌナズナで これ まで解析 されて きた もの以外の新規 な ものも含 まれて いる と考

え られ る。 したがって、 これ らを中心 にSAMに 関する解析 をすす めて い くこと

で、イネ独 自のSAMの 発生の制御機構 の遺伝的モデルをたてる ことがで きるは

ずで ある。

以上、本研究 では、 これ まで に明 らか にな って いたSAMの 分化 および維持機

構 に関す る知見 に、遺伝学 的 に新 しい見解 を加 える ことができた と考 え られ る。

基礎研 究の面か ら考 えて も、応用研究 の面か ら考えて も、イ ネ とい う作物 の発生

研究 は、遺伝 学的知見 を含ん で こそ意味 をなす と思 われ る。それ と同時 に変異体

の解析 か らは、そ の原 因遺伝子 の機能 を探 る以外 の考察 を得 られ る ことが多 く、

遺 伝学 的研究 というの は魅力 ある学問で ある。今後 、そ の魅力が広 く理解 され、

他 の アプ ロー チ と統合 され、イネやその他 の植物 の発生 におけ る謎が解 明され、

そ の知見が応用 され るまで にな ることを期待す る。
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摘要

植物 の シュー トの形成 は 、茎 頂分裂 組織(SAM)の 活性 に依存 してお り、シ

ュー トの人為 的制御 を展望す る上で、SAMの 分化 および維持機構 の解 明が不 可

欠で ある。SAMに つ いて の遺伝学 的研究 は、 シロイヌナズナ で精 力的 に進め ら

れて いるが、単子 葉植 物では ほとん ど行 われていな い。そ こで、本研 究で は、イ

ネのSAMの 分化過程および維 持過程 に異常が見 られ る変異体 を用 い、SAMの 分

化 か ら維持 に至る遺伝的 プログラムを解 明する ことを 目的 と した。

1、 茎頂分裂組織 を欠失す るshootless変 異体 の解析

5遺 伝子 座 に由来す る、SAMを 欠失す るshootless(shl)変 異体(shl1～shl5)

が得 られた。 ほとん どのshl変 異体 では、胚発生過程 で、SAMが 分化せず、完成

胚で は、 シュー ト(SAMと3枚 の本葉)、 鞘葉お よびエ ピブ ラス トが欠失 してい

た。shl1、shl2、shl4お よびshl5変 異体で は、幼根は正常 に分化 して いた。一方、

shl3の 幼根 は胚発生過程で休眠す る ことな く発根 し、完成胚 では褐変 、枯死 して

いた。 また、shll、shl2、shl4お よびshl5変 異体 の胚で は、正常 な胚盤 の分化 が

見 られた。 このよ うに、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 いた。shl変 異

体 のカルスか らの不定芽形成 を試みた ところ、野生型 のカルスか らは、多 くの不

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。 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。shl変 異体の カルス か らは、不

定芽 は分化 しなかったが不定葉 が形成 され、葉原基 はSAMと は独立 に分化 し得

る ことが示唆 された。

イ ネの胚発 生初期 に、SAMの 分化 予定領域で発 現す る、イ ネホ メオボ ックス

遺伝子OSH1を プロー ブ として、in situハ イブ リダイゼーシ ョンを行 った ところ、

shl1、shl2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。一方 、shl3お よびshl5変 異体で は、ほ ぼ正常 な発現 を示 した。

この ことか ら、shl1、shl2お よびshl4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、SAM分 化予定領域が、

比較的正常 に確保 されて いる と考 え られた。したが って、SHL1、SHL2お よびSHL4
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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 らかなった。

2、 弱 い表現型 を示すshootless2変 異体 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

分化後 のSAMに お けるSHL遺 伝子 の機能 を明 らか にす るため、弱い表現型を

示す3系 統 のshl2変 異体(shl2-6～shl2-8)と1系 統 のshll変 異体(shl1-3)を 同

定 し、解析 した。

弱 いshl2変 異体の胚 では、胚盤 および幼根 の他 に、SAM、 本葉お よびエ ピブ

ラス トが分化 した。 しか し、鞘葉の分化は見 られなか った。3つ の弱いshl2変 異

体 の間で は、胚 の表現 型に強弱が認 め られた。す なわ ち、SAMの 分化頻度 はshl2-6

変異体 で最 も低 く、shl2-8変 異体で最 も高かった。 また、shl2-6お よびshl2-7変

異体 では、分化 したSAMの ほとん どが胚発生 中に消失 したが、shl2-8変 異体 で

は完成胚 で もSAMが 観察 された。胚 にお けるOSH1の 発現は、野 生型 よ りは狭

か ったが、shl2-8変 異体で最 も広 く、shl2-6変 異体 で最 も狭 い領域で見 られた。

このよ うに、3つ の弱 い変異体 の間で、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 る期間の間には、正の相関が認め られた。shl1-

3変 異体 は、shl2-8変 異体 とほぼ同様 の表現型 を示 した。

最 も弱 い表現 型を示すshl1-3お よびshl2-8変 異体 を用 いて、シュー トの構造お

よびSAMの 消失過程 を調査 した。 いずれの変異体 も、栄養生長初期 には、葉形、

葉 の組織 、葉序お よび葉 間期な どに異常が見 られた。SAMは 扁平 であ り、多 く

の場 合、OSH1の 発現領 域が狭 くなってお り、未分化な細胞 の割合が、野生型に

比べ て小 さくな ってい ることがわか った。播種後1週 間以降になる と、SAMの

L1層 か ら トライコームが分化 し、OSH1の 発現領域が よ り内部 に限定 されて いる

ものが見 られた。また、SAMの 位置 に葉原基が分化 し、OSH1の 発現が見 られな

い もの もあ った。 これ らの ことは、SAM内 の未分化 な細胞が減少 し、外側 の細

胞 か ら葉 のアイデ ンテ ィテ ィーを獲得 し、やがてSAMが 消失す る という現象が

起 こって いる こ とを示 して い る。 また 、細胞 分裂 のS期 に特 異 的 に発現 す る

histoneH4遺 伝子 を用 い、shl1-3お よびshl2-8変 異体 のSAMに 対 し、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 よ り多 く、かつ、SAM内 の異

常 な部位 での発 現が見 られた。これ らの結果 は、shl1-3およびshl2-8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。
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以上の解析か ら、SHL1お よびSHL2遺 伝子 は、SAMの 分化だけでな く、維持

にも不 可欠 であ り、 さ らに、葉 の分化や 形態形成 に も関わっている ことが明 らか

にな った。 また 、SAMは 、 どれ くらいの数 の未分化な細胞 が確保 されているか

によって、 さまざまな程度 に構築 され、維持 され る ことも示唆 された。

shl変 異体 の胚および植物体 の形態 は、 これ まで にイネで解析 されて いるshoot

organization(sho)変 異体 と非常 によ く似ていた。shl2 sho2二 重変異体 を作 成 し

た ところ、二重変異体 は、shl2変 異体 と同 じ表現型 を示 した。この ことか ら、SHL2

遺伝子 はSHO2遺 伝子 の上流 でSAMの 分化および維持 に関わって いると考 え ら

れ た。

3、 茎頂 分裂 組織 の維持 に異常が見 られる変異体 の同定 と解析

SAMの 分化 には、SHL遺 伝子以外 にも、多 くの遺伝子が関与 している と考 え

られたので、発芽後 まもな く枯死す る変異体 を16系 統 同定、解 析 した。16系 統

の変 異体 は、SAMだ けでな く、植物体 の他の部分(葉 、根 、SAMの 直下 の茎 、

分 げつ芽)に もさ まざまな異常 を見せ た。 この ことか ら、SAMの 維持 をつか さ

どる遺伝子 には多 種多様な ものがあ り、SAMの 維持 にお ける遺伝的 プログラム

は、他 の器官や植物体 全体 の発生を制御す るプログラム とも絡み合 った、非常 に

複雑な もので ある ことが明 らか になった。

16系 統 の中か ら選抜 して詳細 に解析 をお こな ったodm129変 異体では、胚発生

の遅れ 、扁 平で オーガニゼー シ ョンが異常 なSAM、 不規則 な葉序、形態 異常 の

葉 といった表現型 が見 られ、その野生型 の遺伝子 は、イネの発生 にお いて多面的

で重 要な機能 を持 って いる と考え られた。 さ らに、odm129変 異体 とshl2-6変 異

体お よびsho1変 異体 との二 重変異体 の表現型が いず れ も相乗 的であった ことか

ら、odm129の 野生型遺 伝子 は、SHL2遺 伝子 およびSHO1遺 伝子 と共 同してSAM

の分化 お よび維持 に関与 して いることが明 らか にな った。

4、aberrant regionalization of embryo 3変 異体 を用いた胚 の領域化の解析

SAMの 分化位 置 を決定す る胚の軸分化お よび領域化 の制御機構 の解 明のた め、

胚発生 中にSAMや 幼根が増加するaberrant regionalization of embryo 3(are3)変

異体 の解 析を行 った。

are3変 異体 の完成胚 では、約50%の 個体 で、SAMお よび幼根 、あるいはいず

れかが増 加 して いた。増加 したSAMの 位置 関係 は、 ひとつの鞘葉 の中にふ たつ
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のSAMが 形成 され るものか ら、別 々の鞘葉 を持 ったSAMが 離れた位置 に形成

され るものまで連続 的であ った。幼根 は、互 い に隣 り合 って、根端 を胚柄 に向 け

て増加 した。 また、胚盤が異所的 に形成 され る ことによる増加 も見 られた。SAM、

幼根お よび胚盤 の増加 の問には、有意な相関が認 め られ 、それ らが戸つのセ ッ ト

として制御 されて いると考え られた。また、器 官が どのよ うに増加す る場合 で も、

胚盤-SAM-幼 根 という位 置関係 は変わ らなか った。

イネ の胚 には、そ の形態 か ら、先端部一基部 と背腹 の2本 の軸 を想定す る こと

が でき る。are3変 異体 で は、胚盤-SAM-幼 根 の位置 関係が保 たれ ていた こと

か ら、先端部-基 部軸 に沿 った領域分化 はほぼ正常 にお こなわれて いる と考 え ら

れた。戸方 、are3変 異体 の初期胚でのOSHIの 発現 は、背側方 向に拡大 してお り、

背腹軸 に沿 った領域分化 には大 きな異常 があ り、そ れが器官増加 につなが ってい

る と思 われた。

以上の解析 よ り、ARE3遺 伝子 は、イネ の初期胚 において腹 側あるいは背側 の

領域 の広 さを規定す る ことで、特 に背腹軸 に沿 った領域分化 に関わっている と考

え られ る。さ らに、shl2-6 are3二 重変異体 を作 出 した ところ、相乗的な表現型が

見 られたので、SHL2遺 伝子 と共同 してSAMの 分化領域 の確保 を促進 して いる

ことが明 らか になった。

以上、本研 究 は、SAMに 関わ る多様な変異体 を同定、解析 し、イネのSAMの

分化お よび維持過程 に関与す る遺伝子 の機能解析 と遺伝子問の相互作用 の解 明を

お こな ったものである。
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