
第2章 幼根を増加するmr1変 異体の解析

緒言

胚 発 生 初 期 に お け る 、領 域 分 化 プ ロセ ス の遺 伝 学 的 全 貌 は 、 未 だ 解 き明 か され て は

い な い が 、 近 年 、 シ ロイ ヌナ ズナ の胚 発 生 変 異 体 を 用 い た 解 析 か ら、 新 た な知 見 が得

られ て い る。 シ ロイ ヌナ ズ ナ の胚 は 、領 域 欠 損 型 変 異 体 の 解 析 か ら、 頂 部― 中央 部 ―

基部 の3つ の 主要 な領 域 か ら構 成 され て い る と言 われ て い る(Mayer et al.,1991)。 こ

の 内 、 頂 部 領 域 は 、子 葉 間 の境 界 領 域 と2つ の 子 葉領 域 へ と、3つ の詳 細 な 領 域 に 細分

化 し、 そ れ ぞ れ の領 域 か らSAMと 子 葉 が 分 化 す る とい うモ デ ル が提 唱 され て い る

(Aida et al.,1997;Aida and Tasaka,1999)。 子 葉 間 の境 界 領 域 に はCUC1、CUC2と

STMが 発 現 してお り、2つ の 子 葉 領 域 を 分 離 す る機 能 を持 つ と言 わ れ て い る。 そ の た

め 、cuc1 cuc2変 異 体 で は 、 子 葉 間 の境 界 領 域 が確 立 され ず 、1つ の リン グ状 の子 葉 領

域 を持 つ こ と に な り、 そ の 結 果 、 カ ップ状 の 子葉 が 形 成 され る。 ま た 、pinlとpinoid

(pid)で は、CUC1やCUC2の 発 現 領域 に異 常 が起 き てお り、2つ の子 葉 領 域 が左 右

非 対 称 に分 化 した結 果 、 大 き な子 葉 と小 さな子 葉 、 あ るい は3つ の小 さな子 葉 を分 化

す るな どの 表 現 型 が 見 られ た(Furutani et al.,2004)。 以 上 の よ うな 、 隣接 す る領 域 の

大 き さのバ ラ ン ス が維 持 され る こ とで 、正 常 な器 官 形 成 が 行 わ れ る とい う胚 発 生 の領

域 分 化 モ デ ル が 提 唱 され て い る。 しか し、 主 要 な領 域 に お け る領 域 分 化 モ デ ル は、 構

築 され て い な い 。

隣 接 す る 領 域 の 大 き さ の バ ラ ン ス が 維 持 され て い る と い う モ デ ル は 、SAMの

central-peripheral領 域 間 のzonationに お い て も知 られ て い る。 野生 型 で は 、細 胞 が 未 分

化 な状 態 で 維 持 され て い るcentral領 域 と細 胞 が側 生 器 官 と して 分 化 す るperipheral領

域 の形 や 大 き さは保 た れ て い るが 、stmやwuschel(wus)で は 、central領 域 の 細 胞 を側

生器 官 と して使 い 果 た して しま い 、 発 生 を停 止 す る(Clark et al.,1996;Endrizzi et al.,

1996;Laux et al.,1996)。 一 方 で 、clavatal(civl)、clv2、civ3変 異 体 で は 、central領

域 の拡 大 に よっ て 、peripheral領 域 の拡 大 も招 き 、SAM全 体 が 巨 大 化 す る(Clark,1997;

Kayes and Clatk,1998)。clv1、clv2、clv3で は、peripheral領 域 の拡 大 に よ って 、 葉 や

花 器 官 な どの 数 が 増 加 す る。

ま た 、superman(sup)で は 、花 の分 裂 組 織 にお い て 、 ウォ ー ル3の 拡 大 に よっ て雄

しべ が増 加 し、 ウォ ール4の 縮 小 に よ っ て雌 しべ が 萎縮 す る(Bowman et al.,1992)。

SUPは ウォ ール3と4の 境 界 で発 現 して い る こ とか ら、 ウォー ル3の ウォ ール4へ の
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拡大 を抑制す る、あるいは ウォール3と ウォール4の 細胞増殖のバ ランスを制御す る

こ とで ウォール3と4の 境界 を決 定す る機 能が ある と言 われてい る(Bewman et al.,

1992;Sakai et al.,1995)。

以上 の隣接 す る領 域間 の制御 モデル は、ほんの一例 であ るが、胚の頂部領域 の細分

化 とsupの 解析 か ら得 られ たモデル では、全体の領域の大 き さは一 定に保 たれたまま

で 、あ る領域 の縮 小 に よって 、隣接 す る領域 の拡 大がお きる もので あった。 これ に対

して 、SAMのzonationモ デルでは、あ る領域 の拡 大に よって、隣 接す る領域 の拡 大を

招 く、あ るいは、 ある領域 の縮小 に よって、隣接す る領 域 の縮小 を招 く もの であった。

また、領 域 の拡 大 に よって、そ の領域 か ら分化す る器 官数 が増加 した とい う観察結果

が え られ た。

一方 で、遺伝 学的解析 とは別に、セイ ヨウカ ラシナや コムギの未熟胚 に、オーキ シ

ンや オー キシ ン極性 輸送 阻害剤 を処理 した ところ、胚器 官の欠損や 増加が見 られ た こ

とが報告 され ている(Liu et aL,1993;Hadfi et al.1998;Fischer and Neuhaus,1996;Fischer

et al.,1997)。 この ことか らオーキ シンの極性輸送 と胚 の領域分化や器官数の増加 には、

関連性 が あ るこ とが強 く示唆 され てい る。

第1章 で は、イネの胚 器官増加型変異体 を同定 し、パ ター ン形成 の特徴 か ら、5つ

の グルー プに分類 を行 った。 その中の第1の グル ープに属す るmr1とapd1は 、頂部 ―

基部領 域の大 き さに異 常を きたす 変異体で ある と考 え られ た。mr1は 、完成胚 におい

て 、縮 小 した頂部領域 に1つ の未発達 な シュー トを、拡大 した基部領域 に複数(2～

4)の 幼 根 を形成 していた。 したが って、mr1は 胚 にお ける頂部― 基部領域の分化機構

を明 らか にす るた めの有用な変異体 であ る と考 え、本 章 で詳細 に解 析 を行 った。

材料及び方法

植 物材 料

野生型 とmr1の 種子 は、2%次 亜塩素酸ナ トリウムで滅 菌 した後 、プラン トボ ックス

内 の6%ス クロー スと1%ア ガ ロー スを含みpH5.8のMS培 地(Murashige and Skoog,

1962)上 で発 芽 させた。mr1植 物体 は、プ ラン トボ ックス内 で28℃ で培養 した。

パ ラフ ィン切 片

第1章 と同様 の方法 で行 った。
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in situ hybridization

組 織 サ ン プル の 準備 は 、 第1章 と同様 の 方 法 で行 っ た。 ジ ゴキ シゲ ニ ンで ラベ ル さ

れ た2種 類 の ア ンチ セ ン ス プ ロー ブ を、 そ れ ぞ れ ポ リA末 端 を含 ま な いOSH1と

OsSCRを コー ドす る領 域 か ら作成 した。in situ hybridizationと シ グナ ル の検 出方 法 は 、

第1章 と同様 の 方法 で 行 っ た。

植 物 体 の2,4-D処 理

エ タノール を溶媒 とした2,4-Dを ろ過滅菌 した後 、2,4-D濃 度がそれ ぞれ 、10-9、10-8、

10-7、10-6Mと なるよ うにMS培 地(植 物材料参照)に 添加 した。野生型 とmr1の 種 子

を、2,4-Dを 添加 したMS培 地 に播種 し、播種後14日 目におい て、草丈、幼根長 と冠

根数 を計測 した。

二重 変異 体 の作 出

mr1と 器官欠損型変異体shl1-2とral2-1の ヘ テ ロ接合 の植物体 同士 を交配 し、F3世

代種子 を用 いて完成胚 の観 察 を行 った。

結果

mr1完 成胚 の表 現型

mr1の 完成胚 では、頂部領域 に1つ の未発 達の シュー トを、基部領域 に1～4つ の幼

根 を分化 していた(図2-1)。 すべてのmr1に おいて、 シュー トは形態異 常を示 し、第

1葉 ない し第2葉 までの分化 が見 られた。 シュー トの向 きは、腹側 を向いてい る場合

(図2-1A)、 左右 方向を向いてい る場合(図2-1B)が 見 られた。SAMの サイズは、

野生型で は高 さ約45μm、 幅約40μmで あったが、mr1で は高 さ15～70μm、 幅45～

90μmと ば らつ きが多 く、mr1のSAMは 野生型 よ りも扁 平化 している傾 向が 見 られた。

増加 した幼根 の位 置は、基部領域 に限定 されていた。mr1の 約65%で 複数 の幼根が

分化 し、 その うち2つ の幼根 が分化す る ものは45%、3つ の幼根 が分 化す る ものは

17%、4つ の幼根が分化す る もの は3%で あ った(表1-3)。 幼根 が増加 したときの配

列 は、頂部― 基部方 向に並 んだ ものが変異体 の約40%を 占めたが(図2-1A)、 背腹 方

向に並ん だ もの(図2-1B)、 左 右方 向に並んだ もの(図2-1C)も それぞれ13%ず つ
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図2-1.mr1の 完成胚。A:基 部領域 に頂部― 基部方向に並んで2つ の幼根 を分化 し

てい る。B:基 部領 域に背腹方向 に並んで3つ の幼根 を分化 してい る。C:

左右方 向の縦断切片。基部領域 に左右方 向に並 んで2つ の幼根 を分化 して

いる。矢印 はSAM、 矢頭 は幼根 を示す。Bars=500μm。
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存在 した。 この こ とか ら幼根 が増加 す る方 向は、一定 ではない こ とが示 され た。 幼根

が増加 した場合 、それ ぞれの幼根 のサ イズは、野生型 よ り小 さい ものの 、表皮 、皮層 、

内皮 、維管束 とい った組 織 を正 常に分化 していた。 幼根 が増加 した胚で は、シ ュー ト

とそれ ぞれ の幼 根の間 に維管束 が形 成 され てい るこ と、幼根 の位 置関係 が一 定でない

こ とか ら、本 来の幼根 と付加的 な幼根 の区別 はつかなか った。

胚長 は野生型 で1800～2000μmで あったのに対 し、複数 の幼根 が分化 したmr1で は

1500～1700μmと 短 くな っていた。第1章 において、mr1で は頂部領域が縮 小 し基部

領 域 が拡 大す るとの観察結果 が得 られ てい るた め、頂部領 域 と基部領域 の境界線 を シ

ュー トと幼 根 の 中点 を通 る胚長 に対す る垂線 として、完成 胚 にお け る胚長 と頂部 と基

部領 域 の長 さを計測 した(図2-2)。 その結果 、頂部領 域長 は野 生型 では約1400μm

であったのに対 し、複数の幼根が分化 したmrlで は約950μmと 野生型 よ りも450μm

短 かった(図2-2B)。 一方、基部領域長 は野生型では約510μmの ところ、複数の幼

根 が分化 したmrlで は約600μmと 約90μm長 くなっていた(図2-2B)。 この こ とは、

頂部領 域 の縮 小 と基部領 域の拡 大 を反映 してい るもの と考 え られた。以上 の観 察か ら、

mr1で は縮小 した頂部領域 に1つ の未発達 の シュー トを分化 す ること、拡大 した基部

領域 に、高 い頻 度で複数 の幼根 を分化す る ことが明 らかになった。

mr1の 胚発 生

mr1は 受粉 後3日 目において、100以 下の細胞 か らなる胚長50μm程 度の小 さな球

状胚で あ り、すで に このステージで野生型 との違いが見 られ た(図2-3A)。mriで は

受粉 後6日 目で胚長200μm程 度の楕 円型胚で あ り、器官分化は見 られなかった(図

2-3B)。 胚長200μm程 度 の胚 を比較す る と、mr1で は野生型 よ り頂部領域 が縮小 し、

基部領域 が拡大 してい るた め胚全体の形の違いが明確 に見 られた(図1。5A、 図2-3B)。

受粉 後7日 目では将来の幼根 に対応 す ると思われ る、小 さく密 な細胞群 が基部領域で

観 察 され た(図2-3C)。 この細胞群 は野生型 に比 べて基部領域 で拡 大 して いた。mr1

では胚発 生を通 して、 シュー トの発 生が遅れ てお り、受粉後9日 目で鞘葉 と第1葉 の

分化 が確認 され た(図2-3D)。 基部領域 では2つ の幼根原基 が同時 に分化 を開始 して

いた。受粉後12日 目では 、鞘葉 、SAM、 複 数の幼根 な ど完成胚 で見 られ るほぼすべて

の胚器官 が形 成 された(図2-3E)。mr1で はその後、 シュー トの発 達は旺盛 ではな く、

1つ ない し2つ の葉原 基が分化 した後、種子休眠 に入 った。

mr1は 野生型 に比べて 、拡 大 した基部領域 を持つ と見 られ た め、胚発生 にお け る頂

部領域 と基部領域 の長 さを計測 した。頂 部領域 と基部領 域 は、前 述の もの と同様 に定
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図2-2.野 生型 とmr1の 完成胚における胚長、頂部領域長と基部領域長。
A:胚 長、頂部領域長 と基部領域長の定義。胚長は胚柄から頂端

までの長さ。頂部領域と基部領域の境界線はシュー トと幼根の中

間を通る、胚長に対する垂線とした。B:野 生型 と複数の幼根が

分化 したmr1の 胚長、頂部領域長 と基部領域長。
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図2-3.mr1の 胚発 生。A:受 粉 後3日 目、B:受 粉 後6日 目、C:受 粉 後7日 目、D:受 粉 後9日

目、E:受 粉 後12日 目。 矢 印 はSAM、 矢 頭 は 幼根 を示す 。Bars=50μm(A)、100μm

(B～E)。
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義 した(図2.2A)。 また、横軸 に胚長 をと り、同 じ胚長 の時 の野生型 とmr1に お ける

頂部 一基部領域の長 さを比較 した。 その結果、mr1の 頂 部領 域の長 さは、計測を行 っ

たいずれ のステー ジにおいて も野生型に比べて短い傾 向を示 した(図2-4A)。 一方 で、

mr1の 基部領域長 は 、計 測 を行 ったいず れの ステー ジにおい て も野 生型 よ り大 きな値

を示 した(図2-4B)。

以上の結果 か ら、mr1で は胚 発生初期 か ら、頂部領域の縮小 と基部領 域の拡大 がお

きてお り、頂部 一基部領域 の大 き さは補償 的 な関係 にあ るこ とが推測 された。 また、

拡大 した基部領 域に は、複 数の幼根 が同時に分化 を開始 す る ことが明 らかに なった。

mr1に お け るOSH1とOsSCRの 発 現

mr1に お ける胚 の領域分化 の調査 を行 うた め、本章で はOSH1とOsSCRを プ ロー ブ

としてin situ hybridmonを 行 った。

mr1に お けるOSH1の 発現 は、受粉後5日 目か ら見 られた(図2-5A)。 発現領域は

頂部領 域の腹側 で見 られ たが、発現領 域が縮小 し、頂部側へ のず れが見 られ た。 受粉

後6日 目で も発現領域 の縮小 が見 られ た(図2-5B)。OSH1化 の発現解析か ら、mr1で は

SAM分 化 予定領域 が縮小 し、正常 な発達 を行 っていない こ とが明 らかに された。 この

こ とか ら、mr1で は胚発 生初期 か ら、頂部領域 が縮 小 し、 シュー トの発生が遅延 して

い る ことの要 因 とな ってい る と考 え られた。

次 にシ ロイヌナズナのSCARECROW(SUR)の イネにおけ る相同遺伝子OsSCRを プ

ロ ーブ と して発現解析 を行 った。 野生型で は、受粉後3日 目の球状胚において、表皮

より2、3細 胞 内側 で リング状の発現 が見 られ た(図2-6A)。 受粉後4日 目の鞘葉 分

化期 では、幼根 の内皮 でアーチ状の発現が見 られた(図2-6B)。 受粉後5日 目では、

幼根 の内皮 での発現 は継続 してお り、新 たに若 い葉原 基やSAMのL1で も発現が見 ら

れ るよ うにな った(図2-6C)。

mr1で は受粉後5日 目か らリング状 の発現が見 られ 、発現領域 は頂部側 にずれてお

り、発 現の見 られな い基部側の領域 が野生型 よ りも拡大 していた(図2-6D)。 受粉後

7日 目では基部領域 でOsSCRを 発現す る部位 の増加が 見られ た(図2-6E)。 受粉後9

日目では 、OsSCRの 発 現 は、幼根の内皮 でアーチ状に見 られ 、2つ の幼根 に対応 した

位置 での発現 が確認 された(図2-6F)。 このこ とか ら、mr1で は、受粉後7日 目頃か

ら、基部領域 でOsSCRの 発 現部位 が増加 を開始 した ことが明 らかに され た。

in situ hybridizationと 胚発生 の結 果か ら、mriで は受 粉後5日 目か ら、頂 部領域 で

SAM分 化 予定領域 の縮小 と基部領域 の拡大がお きてい ることがわかった。そ の結果、
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図2-4.野 生型 とmr1の 胚発生 にお ける頂部領域長 と基部領域長。

A:頂 部領域長 、B:基 部領 域長。頂部領域 と基部領域 の境

界線 の定義は、図2。2と同様 に行 った。黒丸は野生型 、 白丸

はmr1、 直線 は近似 直線 を示す。
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図2-5.mr1に お け るOSH1の 発 現 パ ター ン。A:受 粉

後5日 目、B:受 粉 後6日 目。Bars=100μm.
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図2-6.野 生型 とmr1に お け るOsSCRの 発 現 パ ター ン。A～C:野

生 型 、A:受 粉 後3日 目、B:受 粉 後4日 目、C:受 粉 後5日

目、D～F:mr1、D:受 粉 後5日 目、E:受 粉 後7日 目、F:

受 粉 後9日 目。Bars=50μm(A、D)、100μm(B、E)、

200μm(C、F)。
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基部領域 で は、受 粉後7日 目に幼根 分化予定領域 が増加 していた。 したが って 、mr1

で は、胚 発生初期 にお いて、頂部領域 の縮 小 を基部領域 の拡大 が補 うよ うな補償的 な

制御 が行 われ てい るこ とが示唆 され た。

mr1植 物 体の表 現型

mr1胚 か らは、発芽時に1つ の貧弱 なシュー トと複数の幼根 が伸長 した(図2-7A)。

発芽後30日 目では、主茎 の葉 と分げつの葉 の長 さはほぼ等 しいか、分げつの葉 の方 が

よ り長 くなっていた(図2-7B)。 また、分 げつ数 の増加 も旺盛で、10本 以上 の分 げつ

が見 られ た。発芽 後120日 目のmr1は 、草丈20cm程 度 で、 出穂 していなかった(図

2-7C)。 その後 も約1年 程度 の生育 を行 ったが、生殖成長へ の転換 は観 察 され なかっ

た。栄養成長 全体を通 して、mr1の シュー トには多面的 な異常が見 られたため、mr1の

シ ュー トに見 られ るい くつかの特徴 について詳細 を解 析 した。

第1の 特徴は、著 しく矮化 した ことであった。発芽後30日 目までの野生型 とmr1の

草丈 を計測 した ところ、発芽直後 か ら伸長が強 く阻害 されて いた(図2。8A)。 伸長 を

完 了 した第7葉 の葉身 と葉鞘 を合計 した長 さは、野生型では約50cmで あったが、mr1

では約4cmで あった(図2-8B)。 また、第7葉 葉身 の中央付近 の幅 は、野生型 におい

て約6mmで あったのに対 し、mr1で は約2mmで あった(図2-8C)。 このよ うにmr1

の シュー トで は、葉 の長 さ、幅 ともに野生型 の同 じ葉位 の葉 よ りも伸長 が強 く阻害 さ

れ てい た。 そ こで、 シュー トにお け る細胞分裂 の活性 を調査す るため、細胞 分裂のS

期 に発 現す るHistone H4の 発現 を発芽後10日 目のシュー トで解析 した。その結果、

mr1の 葉原基 ではHistone H4の シグナル が野生型 よりも著 しく減少 していた(図2-8D、

E)。 特 にプ ラス トクロン4以 降の葉原基で は発現がほ とん どみ られ な くなっていた。

この ことは、mr1の 葉原基 にお け る細胞分裂活性 の低 下を示 した。 また、SAMで は野

生型 は1～2シ グナル であったのに対 し、mr1で は4～5シ グナルが観 察 された(図2-

8D、E)。 この ことか ら、mr1で はSAMや 葉原基での細胞分裂のパ ター ンに異常 をき

た してお り、シ ュー トの伸長 阻害 との関連 が示唆 され た。

第2に 、非常に多 くの分げつ を伸長 す ることがあげ られ た(図2-9A)。 そこで、主

茎 にお い て、分 げつ芽 が伸長 す るタイ ミン グについ て解析 を行 っ た。 野 生型 では 、

SAMか ら第5葉 が分化す るステー ジにお いて 、第1葉 の分 げつ芽はプ ロフ ィル を分化

し、第2葉 の分げつ芽 は伸長 を開始 していなかった(図2-9B)。 この よ うに、野生型

ではプ ラス トク ロン5の 葉原 基の分 げつ芽 か ら、伸長 を開始 していた。 しか し、mr1

では同 じステ ー ジにお いて、第1葉 の分 げつ芽は第1葉 を、第2葉 の分 げつ芽 も第1
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図2-7.mr1の 植 物 体 。A:発 芽 後7日 目、B:発 芽 後30日 目 、C:発 芽 後

120日 目 。Bars=1cm(A、B)、10cm(C)。
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図2-8.野 生 型 とmr1の 草 丈 、 第7葉 、SAM付 近 にお け る

Histone H4の 発 現 パ ター ン。A:野 生 型 とmr1の

発 芽 後30日 目 まで の 草 丈 、B:野 生 型(左)と

mr1(右)の 第7葉 、C;野 生 型(下)とmr1

(上)の 第7葉 葉 身 中央部 の横 断切 片 、D、E:

発 芽 後10日 目のSAM付 近 縦 断 切 片 に お け る

Histone H4の 発 現パ ター ン、D:野 生 型 、E:mr1。

Bars=10cm(B)、1mm(C)、200μm(D、E)。
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図2-9.野 生型 とmr1の 分げつ数 とSAM付 近 の縦断切片。A:野 生型 とmr1の 発芽後30日 目ま

での茎数(主 茎 と分 げつの合計数)、B:野 生型の第5葉 分化期(発 芽後5日 目)の

SAM付 近縦断切片、C:mr1の 第5葉 分化期(発 芽後7日 目)のSAM付 近縦断切片。

右上は 同一個体 の第2葉 分げつ 。 数字 は葉位 、1Tは 第1葉 分 げつ、2Tは 第2葉 分げつ

を示す。Bars=200μm。
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葉の分化 を開始 していた(図2-9C)。 この よ うにmr1で は、プ ラス トクロン4の 葉原

基の分 げつ芽か ら伸長 を開始 していた。加 えて、野生型の2次 分 げつ は発芽後30日 目

に伸長 を開始す るが、mr1の2次 分 げつ は発芽後14日 目に伸長 を開始 していた。以上

の こ とか らmr1で は、分 げつ芽 が伸長 を開始す るタイ ミングが野生型 よ り早 くな って

い るこ とが示 され た。 したが って 、mr1で は、頂芽優勢 が弱ま って いる可能性 が示 唆

された。

第3に 、mr1で はSAMの 成長 に異 常が見 られた ことで ある。発 芽後7～40日 目まで

の野生型 とmr1に お けるSAMの 高 さと幅を計測 した ところ、高 さ、幅 ともにmr1で

は野 生型 よ り小 さい値 を示 した(図2-10A、B)。 発芽後80日 目の生殖成長 に転換す

る直前 にお け る、野生型 のSAMの サイズは、高 さ約85μm、 幅約130μmで あった。

しか し発芽後80日 目のmr1に おいては、高 さ約40μm、 幅約70μmで あった。 この

値 は、発芽後40日 目の もの とほぼ同 じであ り、mr1のSAMが 正常な成長 を行 ってい

な い ことを示 していた。 この こ とが原 因で、mr1が 生殖成長 に転換 しない可能性が考

え られ た。

第4に 、mr1植 物体 はスク ロー スを含 む栄養培 地上でのみ生育で きるこ とで ある。

培 地か らスク ロース を除去 した場合、mr1は2か 月以上生 き延 び ることがで きなかっ

た。 葉 の縦 断切片 か ら、mr1の 葉肉細胞 に含 まれ る葉緑体 が、野生型 に比べ非 常に少

な く、細胞 の空胞 化 も見 られたため(図2-11A、B)、mr1で は葉緑体 が少ない ことな

どが原因 で代 謝 の異 常がお き、生育に スク ロース を必要 とした可能性が示唆 され た。

mr1の シュー トで は上記 の よ うに多面的な表現型 が観 察 されたが、一方 で、根 系に

は大 きな異 常は見 られ なか った。一個体 当た りの根の数 は、分げつの増加 によ りmr1

の方 が多かったが、一節 当た りか ら分化す る冠根数 は、野生型 とmr1と もに、第1節

で は6本 であ り、ほぼ等 しかった(図2-12A、B)。 幼根 と冠根は、伸長 速度 は野生型

よ り遅 か ったが、幼根 、冠根 とも表皮 、皮 層 、内皮 、維 管束、根端分 裂組 織 には、形

態的 な異常 は認 め られ なかった。 したが って、mr1で は シュー トに異 常を持つ変異体

で ある と結論づ け られた。

オー キ シ ンに対 す るmr1植 物 体 の反応

コムギな どではオー キシンに よって胚器官 の増加 が促 され る との報告 がな され てい

ること、mr1で はシュー トにお いて多面的な表 現型 が観 察 され た ことか ら、mr1で は植

物 ホルモ ンに関す る異常が生 じている可能性 が考え られ た。 そ こで、通常のMS培 地

(無処理 区)を コン トロール と して、合成オー キ シン2,4-Dを それ ぞれ10-9、10-8、
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図2-10.野 生 型 とmr1に お け るSAMの 高 さ と幅。A:SAM

の 高 さ。B:SAMの 幅。
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図2-11.野 生 型 とmr1に お け る第8葉 の縦

断切 片 。A:野 生 型 、B:mr1。

Barv=50μm。
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図2-12.野 生 型 とmr1に お け る第1節 の横 断 切 片。A:野 生 型 、B:

mr1。Bars=300μm。
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10-7、10-6Mの 濃 度 で含 むMS培 地 に播 種 し、14日 間 生 育 した 際 の野 生 型 とmr1の オ ー

キ シ ンに 対 す る反 応 の 差 異 を解 析 した。

野 生 型 とmr1の 草 丈 を、 無 処 理 区、10-9、10-8、10-7、106M処 理 区の それ ぞれ で 測 定

した。 無 処 理 区 で の 草 丈 を1と して 、2,4-D処 理 区で の 草 丈 を割 合 で示 した。 その 結 果 、

野 生 型 で は10-9M処 理 区 にお い て1.1と 徒 長 した 草 丈 を示 し、10-8、10-7、10-6Mと 濃 度

が 高 く な る に つ れ て 、 そ れ ぞ れ1.0、0.9、0.5と 伸 長 阻 害 が 強 くな っ て い た(図2-

13A)。 これ に 対 しmr1で は 、10-9、10-8M処 理 区 と も に1.3と 徒 長 した 草 丈 を示 し、

10-7、10-6M処 理 区 にお い て も1.0を 示 し、 ほ ん ど伸 長 阻 害 が 見 られ な か った(図2。

13A)。

次 に 、各2,4-D濃 度 に お い て 、 野 生型 とmr1の 幼 根 の長 さを計 測 した 。 野 生型 にお

い て無 処 理 区 で は12cmで あ り、10-9M処 理 区で も約12cm、10-8、10-7、10-6Mと 濃 度 が

高 く な る に つ れ て 、 そ れ ぞれ10cm、6cm、1cmと 伸 長 阻 害 が強 くな って い た(図2-

13B)。mr1に お い て無 処理 区 で は6cmで あ り、10-9、10-8、10-7M処 理 区 で は それ ぞれ

5cm、6cm、6cmと 有 意 な伸 長 阻 害 は 見 られ ず 、10-6M処 理 区に お い て1.5cmに な り、

伸 長 阻 害 が 見 られ た(図2-13B)。

さ らに 、 各2,4-D濃 度 にお け る、 野 生型 とmr1の 冠根 数 の 計 測 を行 っ た。 野 生 型 で

は 、 無 処 理 区 で は9本 、10-9、10-8M処 理 区 で は8本 、9本 とほ ぼ コン トロー ル と等 し

く、10-7、10-6Mと 濃 度 が 高 くな るに つ れ て 、14本 、22本 と冠根 数 が増 加 して い た(図

2-13C)。 これ に対 し、mr1で は 、無 処 理 区 で11本 で あ っ たの に対 し、10-9、10-8、10-7、

10-6M処 理 区 の それ ぞれ で 、10本 、12本 、9本 、10本 と コ ン トロー ル と大 き な差 は 見

出 せ な か っ た(図2-13C)。

草 丈 、 幼 根 長 、 冠 根 数 の い ず れ の 計 測 結 果 に お い て も、mr1の2,4-Dに 対 す る反応 は 、

野 生 型 に 比 べ て 弱 い 、 も し くは よ り高 濃 度 で 処 理 した 場 合 に 反応 が 見 られ た こ とか ら、

オ ー キ シ ン に対 す る感 受 性 が 低 下 して い る可 能 性 が示 唆 され た 。

二 重 変 異 体mr1 shl1-2とmr1 ral2-1の 解 析

遺 伝 子 間 の相 互 作 用 を解 析 す るた め 、mr1に 対 し、 完 成 胚 にお い て そ れ ぞ れ シ ュー

トと幼 根 を欠 損 す るshl1-2とral2-1を 交 配 し、 二 重 変 異 体 の完 成 胚 の観 察 を行 っ た。

mr1 shl1-2で は 、shl1-2と 同様 にSAMが 欠 損 して お り(図2-14A、B)、 頂 部 領 域 が

著 しく縮 小 した と見 られ る胚 も存 在 した(図2-14B)。mr1 shl1-2の 基 部領 域 で は 、3

つ の幼 根 が 分化 す る もの(図2-14A)、2つ の幼 根 が 分化 す る もの(図2-14B)な ど、

複 数 の 幼 根 が 分 化 す る胚 が 高頻 度 で観 察 され た 。1つ の胚 に 分 化 す る幼 根 数 の 平 均 は 、
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図2-13.各 濃 度 で2,4-Dを 含 むMS培 地 にお け る播 種 後

14日 目の 野 生 型 とmr1の 各 計 測値 。A:MS培

地 で 生 育 した植 物 体 の草 丈 を1と した 時 の

2,4-Dを 含 むMS培 地 で生 育 した植 物 体 の 草 丈

の割 合 、B:各 濃 度 にお け る幼 根 長 、C:各

濃 度 にお け る冠 根 数 。freeはMS培 地 、10-9、

10-8、10-7、10-6は 各濃 度(M)で2,4-Dを 含 む

MS培 地 を示 す 。
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図2-14.mr1と 胚 器 官 欠 損 型 変 異 体 との 二重 変 異 体 の

完成 胚 。A、B=sntl1-2mr1、A:シ ュー トが

欠 損 し、3つ の幼 根 が分 化 して い る。B;

シュ ートが欠 損 し、2つ の幼 根 が 分 化 して い

る。 頂 部 領 域 の縮 小 が 見 られ る。C:ral2-1、

D:ral2-1 mr1。 未 発 達 な シ ュー トと2つ の幼

根 を分化 して い る。 矢 印 はSAM、 矢頭 は幼

根 を示 す 。Bars=500μm。
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mr1で 約1.8で あったのに対 し、mr1 shl1-2で は約2.6と 増加 していた。 このこ とか ら、

mr1 shl1-2の 基 部領 域 は、mr1の 基部領域 よ りも拡大 してい る と考 え られ た。

ral2-1は 、未発達な シュー トが形成 され、幼根 が欠損す る変異体 である(図2-14C)。

ral2-1で は、 まれ に痕 跡状 の幼根 が形成 され る場合 も見 られ る ことと、栄養成長 では

冠根 が分化 す る ことか ら、根 を分化す る機能 は保 たれ てい るた め、基部領域 が欠損 あ

るい は縮 小 した変異体 である と考 え られてい る。ral2-1 mr1で は、胚長の値はral2-1と

同様 に900～1300μmと 小 さく、頂部領域 に1つ の形態異 常のシュー トを、基部領域

に大 きさは小 さいが組織 は正常な幼根 を2つ 分化 していた(図2-14D)。ral2-1 mr1は

発 芽直 後に枯死 す る致死型 であ った ことか ら、 シュー トはそれぞれ のシ ングル ミュー

タン トよ り深刻 な表現型で ある と思 われ た。一 方、形成 され た2つ の幼根 は発根後 し

ば らくは正常 な成長 を示 した。ra12-1 mr1で は基部領域で幼根の増 加が見 られ たこ とか

ら、基 部領 域 は拡大 して い ると考 え られ た。

考察

mr1の 表現型の解釈 とMR1の 機能

mr1で は、胚発生初期において、軸の形成や背腹領域の分化は正常に保たれたまま、

頂部領域の縮小と基部領域の拡大が観察された。したがって、MR1は 頂部―基部領域

の大きさの制御に機能していると考えられた。

また、栄養成長期において、mr1の シュー トには多面的な表現型が観察されたが、

根系の表現型にはほとんど異常が観察されなかった。胚発生と栄養成長の結果を総合

的に考察すると、〃ir1では、頂部領域に分化する器官であるシュー トの発生はライフ

サイクルを通 じて影響を受けているが、基部領域に分化する器官である根の発生はほ

とんど影響を受けていないといえた。このことから、MR1は 胚発生において、頂部領

域の正常な発生に機能 しているものと推察された。 したがって、mr1に おける基部領

域の拡大は、頂部領域の縮小の影響を受けた二次的なものであり、イネ初期胚では、

頂部領域の縮小を基部領域の拡大が補償する、隣接する領域間の補償的な制御機構が

存在するとの結論が得 られた。また、頂部―基部領域の大きさが変更された結果、縮

小 した頂部領域ではシュー トの発生が遅れ、拡大した基部領域では複数の幼根の分化

が見られたことから、領域の大きさと器官の数、位置や発達に関連性があることが確

認された。mr1で は頂部領域におけるSAMの 幅、高さや向きと、基部領域における幼
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根の数や位 置 が一 定で はなかっ た ことか ら、頂部領域 の縮 小 とそれ に伴 う基部領 域 の

拡大 のパ ター ンが一定で はない こ とが示唆 された。

上記 の よ うなMR1の 機能 を基 に、MR1とSHL1、R,4L2と の相互作用 は、以 下のよ う

に推 察 された。mr1 shl1-2で は、それ ぞれ のシングル ミュー タン トよ りも基部領域 が拡

大 していたが、MR1とSHL1は 共に、頂部領域側 で機能す る遺伝子 であるため、頂部

領 域 の大 き さの維 持 を介 して基部領域 の拡 大 を冗長 的に抑 制 している と考 え られ る。

shl1の ア リル では、まれに2つ の幼根 を分化す る ことも、 この解釈 を支持す る もので

あ る とい え る。 また、SAMは 全 ての二重 変 異体 で欠損 してお り、SAMの 分化 に は

SHL1の 機 能が必須で ある とい えた。ral2-1mr1で は、基部領域 に2つ の幼根 を分化す

る胚 が見 られ た ことか ら、基部領域 の拡 大が起 きた もの と考 え られ た。 した がって、

領域 の分化 に関 してはMR1がR,4L2の 上位 で機能 してお り、R,4L2の 変異 によって基部

領 域 が縮 小す る以前 に、MR1の 変異 に よって基部領 域の拡大 がお きた もの と推察 され

た。

MR1の 栄養成長期 にお け る詳細 な機 能 は不 明であるが、シュー トでの多面 的な表現

型 と胚 との機 能 を統一的 に説 明す るための1つ の仮説 として、オーキシ ンな どの植物

ホル モ ンに関与す る機能 を持 つ こ とがあ げ られ る。mr1で は、外 生オー キシン処理 に

対 して 、 低 感 受 性 を きた して い る可能 性 が あ る との結 果 が得 られ た。Fischerら

(1997)は 、 コム ギの胚 の軸形 成や領域 分化 は、胚柄 か ら頂部側へ のオー キシン極性

輸送 に よって決定 され てい る とのモデル を提 唱 してい るた め、オーキ シンに関す る異

常 に よって領域 分化 が影 響 を受 けてい る可能性 は考 え られ る。 しか し、本研究 ではオ

ー キシ ンにつ いて充分 な解 析 を行 ってい ないため
、今 後 さらな る解 析が必要 であ る。

イネ 胚 にお け る頂部 一基 部領域 の 大 き さの制御

mr1の 解析 に よって、イネ胚発 生初期 にお け るパ ター ン形成 のメカニ ズムの一 つが

明 らか に され た。頂部 一基部領域 の分化機構 において 、頂部領域 と基部領域 の大 きさ

は、補償 的に制御 され るとい うモデルで ある。 また、領域 の大 きさは胚器官 の数 、位

置 や発達 に影 響 を与 え るこ とも明 らか に され た。

胚発 生 において 隣接 す る領域 の大 きさが補償 的に制御 され る とい うモデル は、シ ロ

イヌナ ズナの領域欠損 型変異体 では、報告 され てい ない。 この ことは、イネ とシロイ

ヌナ ズナ では胚 の領域 分化機構 が異な ってい るか、 あるいは、 シロイ ヌナ ズナの領 域

欠損型変 異体で は、領 域 の完 全な欠損 に よ り領域 間の相互作用 を失 って いるため、隣

接 す る領域 の拡大 が見 られ なか った と考 え ることが できる。
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植 物 において 、隣接 す る領 域が補償 的に制御 され る とい うモデル は、胚 以外 の発 生

プ ロセ スで も報告 されて い る。例 えば、双子葉植 物 にお け る葉原基 での向軸― 背軸面

の領域分 化で ある。 キ ンギ ョソウのphantastica(phan)で は、葉原 基において 向軸領

域 のアイデ ンテ ィテ ィを決定す るPHANの 変異 に よ り、葉 の向軸領域 を喪失 し、背軸

領 域のみか ら構成 され る針状 の葉 を形成す る(Waites and Hudson,1995)。 また、シロ

イヌナズナのgain of fUnction変 異体phabulosa-1d(phb-1d)で は、向軸領域 のアイデ ン

テ ィテ ィを決定す るPHBの 過剰発現 に よって、向軸領域が拡大 した結果 、背軸領域 の

縮小 あるいは喪失 を招 き、針 状の葉 を形成す る ことが報告 され てい る(McComell and

Barton,1998)。 この ことか ら、キ ンギ ョソウとシロイヌナ ズナ の葉原基 にお ける向軸

一背軸領 域 の分化 は、補償 的 に制御 されてい る ことが知 られ てい る。 また、花分裂組

織 にお けるABCモ デルで は、クラスAと クラスC遺 伝子 が互い に抑制的な発現制御

を受 けて い る こ とが知 られ てい る(Bowman et al.,1991;Coen and Meyerowitz,1991;

Drews et at.,1991;Weigel and Meyerowitz,1994)。

動物 界で は、類 似 したモデル として シ ョウジ ョウバ エの胚発 生にお ける、頭尾軸 に

沿 った領 域分化機構 の存在 が知 られ てい る。母性 効果遺伝 子の1つ 、bicoid(bcd)は

そ の転 写産物 が、卵母細胞 の頭部側 に局在 し、その濃 度依存 的に頭 部 一尾部領域 の境

界 が決 定 され てい る(Frohnhofer and Nusslein-Volhard,1986,1987;Berleth et ai.,1988)。

Bcdタ ンパ クの濃度 が野生型 よ りも低い胚 では、頭部領 域 が縮小 し、尾部領域 が拡 大

し、野生型 よ りBcdタ ンパ クの濃度 が高い胚 では、頭部領域が拡大 し、尾部領域が縮

小 す る とい うもの であ る(Nusslein-Volhard and Wieschaus,1987;Driever and Nusslein-

Volhardl988)。 近年、bcd相 同遺伝子がイネ において も単離 され 、イネ胚 の頂端部で

発 現 して いた との報告 もあ るた め(Mng et al.,2001)、 シ ョウジ ョウバエの領 域分化

モデル との類似性 に関連 を持つ ものであ るか も しれ ない。MR1は ヘテ ロ個体 の後代で

野生型 と変異体の表現型が3:1に 分離す るた め、母性効果遺伝子 ではな く、胞子体で

発 現す る遺伝子 であ る とい う相 違点 があるが、植 物 の胚発 生 にお いて も、補償 的 な領

域 分化 を行 ってい る とい う共 通点 は興 味深 く、 この よ うな領 域 の制御 は、生物の発生

にお いて一定 の大 き さの領域 を有効 に活用す るた めに適 用 されてい るのか も しれない。

本章 では、幼根増加 型変異体mr1の 解析 か ら、胚 の領域分化機構 に関す る新規のモ

デル を構 築す るこ とがで きた。 した がって、胚器官増加 型変異体 は、胚パ ター ン形成

の遺伝 学的情報 を得 るために有用 であ るとい え、今 後 さ らな る解析 が望まれ る。
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第3章 シュー トを頂端 に分化 し、幼根 を増加するapd1変 異体の解 析

緒言

第1章 において、幼根 が増加す る変異体mr1とapd1が 同定 され、頂部― 基部領域 の

大 きさの制御 に異 常が起 きているこ とが示 され た。第2章 で は、mr1の 解析 によ り、

MR1は 頂部領域 の正 常 な発達 に機能 している こと、初期 胚発 生で は頂部― 基部領域の

大 き さが補 償的 に制御 され てい るこ と、基 部領域 の拡 大の結果 、複数 の幼根 を分化 し

た こ とが明 らかに された。 隣接 す る領域 の大 き さが補償 的 に制御 され るモデル は、シ

ョウ ジ ョ ウバ エ の胚 発 生 にお け る頭 部 一尾 部 領 域 の分 化 や(Nusslein-Volhard and

Wieschaus,1987;Driever and Nusslein-Volhard1988;StJohnstone and Nusslein-Volhard,

1992)、 シロイ ヌナズナ、 キ ンギ ョソウの葉原基 にお け る、 向軸― 背軸領域 の分化 な

どの モデ ル との類 似 性 が 見 られ た(Waites and Hudson,1995;McConnell and Barton,

1998)。 これ らの ことか ら、器 官増加型 変異体 は、胚発 生のパ ター ン形成 につい ての

遺伝学 的知見 を得 るた めに有効 であ るとい えた。

また 、領 域 間の制御 とは別 に、領 域 が拡大 した結果 、器官 が増加す る変異体 は、植

物 におい て もい くつかが得 られ ている。 シ ロイヌナ ズナ のclv1、clv2、clv3は 、いずれ

もSAMのcentral領 域 の拡 大 が お こ り、 この拡 大 に よっ て側 生器 官 を 分化 す る

peripheral領 域 の拡大 を誘発 し、葉や花器官数の増加 がお きる(Clark et al.,1993,1996;

Kayes and Clark,1998;Laufs et al.,1998)。CLVは 、central領 域 の未分化 な細胞の分裂

の制御 、あ るいはcentra1領 域 とperipheral領 域 のバ ランスの制御 に機能 してい ると言

われ てい る。 また、 トウモ ロコシのabphyll(abphl)は 、胚発生 にお いてSAMが 分化

した当初 か ら拡 大 してお り、2つ の葉原 基を対生に分化 した(Jackson and Hake,1999)。

abphlで は、SAMの 構造や組織 は正常だがSAM全 体 の大 き さが拡大 してお り、それ

に伴 うleaf founder cellの 増加 によって、 同時 に二つの葉原 基を分化 した もの と考 え ら

れ る。 これ らの変異体 では、SAMに おいて、領域 が拡 大 した結果 、そ の領域 か ら発生

す る器官 が増加 した。 したがって、領域 の拡 大 と器官数 の増加 には相 関関係 が存在す

る と思 われ る。

また、双 子葉植物 、単子葉植 物 の双方で、変異体 を用いた解析や 生理学的な実験 か

ら、胚 の極性 の決定や軸 の形 成 にオーキ シンの極性輸 送が関与す る ことが報告 され て

い る。 セイ ヨウカ ラシナや コムギの未熟胚 に、オー キ シンやオー キシ ン極性輸送阻 害

剤処 理 を行 った結 果 、胚器官 の増加 な どが 見 られ(Liu et al.,1993;Hadfi et al.1998;
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Fischer et al.,1997)、 胚で のオーキ シン濃度測 定な どか ら、胚柄 か ら頂部側 に向か っ

てオー キ シン極性輸 送が行 われ 、その濃 度勾配 に よって胚 の器官分化領域 が決定す る

とい うモデル が提 唱 された(Fischer-Iglesias et al.,2001)。 シロイヌナズナにお いて も、

胚 のステー ジに よってオー キシンの局在性 が変化 してい た ことか ら、オー キシンの濃

度勾配 に よって頂部 一基部軸が形成 され るとの報告 がある(Friml et al.,2003)。gnで

は、PIN1の 局在性 に異常が見 られた ため、細胞 レベル の極性異常 によって軸形成や領

域分 化 に異 常 をお こ し、胚器官 の分化が正 常に開始 され なか った もの と考 えられてい

る(Steinmann et al.,1999)。 これ らの報告 か ら、近年、植 物の胚発生 にお けるパ ター

ン形 成 とオー キシ ンとの関連 が注 目されてい る。 また、イネの幼根増加 型変異体mr1

で もオー キ シンに対す る反応 の異常 が観 察 されて いる。

本解析 に用いたapd1は 、縮小 した頂部領域 の頂端に1つ の未発 達の シュー トが、拡

大 した基部領域 に2つ の幼根 が分化す る幼根増加型変異体 であった。完成胚 において

幼根のみ増加す る表現型はmr1と 似 ていたが、mr1の 幼根の増加様 式は多様 であった

の に対 し、apd1で は幼根 は多 くて も2つ であ り、それ らの位置や方 向が一定であ ると

い う相違 が見 られた。 そ こで、apd1の 解 析 を行い、MR1とAPD1の 領域分化 にお ける

機 能の類似性 と相違性 につ いて調 査 を行 った。

材 料及 び方 法

植 物材 料

第1章 と同様 の方法 で行 った。

パ ラフ ィン切 片

第1章 と同様 の方 法で行 った。

in situ hybridiZation

第2章 と同様 の方法 で行 った。

植 物体 の2,4-D処 理

第2章 と同様 の方法 で行 った。
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カ ル ス の誘 導 と再 分 化 培 地 で の 処 理

野 生 型 とapd1の 種 子 を、30g/lの ス ク ロー ス 、2mg/lの2,4-D、2g/lの ゲル ライ トを添

加 したpH5.8のN6培 地(Chu et al.,1975)に 播 種 し、28℃ で30日 間 培養 し、 カル ス を

誘 導 した。 再 分 化 培 地 は 、30g/lの ソル ビ トール 、30g/lの ス ク ロー ス 、2g/1の カ ザ ミ ノ

酸 、2mg/lの カ イ ネ チ ン 、1mg/lのNAA、4g/lの ゲ ル ラ イ トを 添 加 したMS培 地

(Murashige and Skoog,1962)をpH5.8に 調 整 した もの を使 用 した。N6培 地 上 で誘 導 さ

れ た 直 径 約1mmの カ ル ス を 再 分 化 培 地 に移 植 し、28℃ で培 養 した 。

二 重 変 異 体 の 作 出

ヘ テ ロ接 合 のapd1に 対 し、 ヘ テ ロ接 合 のmr1とshl1-2の 交 配 を行 った。 二重 変 異 体

の 表 現 型 の 観 察 に は 、F3世 代 の種 子 を用 い た 。

結果

apd1完 成 胚 の表現型

apd1の 完成胚 では、全 ての胚 で頂端付近 に1つ の未発達 な シュー トを、基部領域に

は約60%の 胚 で1つ の(図3-1A)、 約40%の 胚で2つ の幼根 が分化 していた(図3-

1B)。3つ 以 上の幼 根が分化 す る胚 は見 られ なかった。頂部領域 にお いて、ほ とん ど

の胚 で、葉原 基の発達は阻害 され形態異常 を示 し、第1葉 あるいは第2葉 までの分化

しか見 られな かった。胚盤や 鞘葉 は約55%の 胚 で欠損 に近い重度 の(図3-1B)、 約

45%の 胚 で比較 的軽度 の生育阻害 が見 られ た(図3-1A)。 基部領域 では、2つ の幼根

が分化 した場合 、頂部側 の幼 根 は胚 の中央付近 に胚柄 を向いて、基部側 の幼根 は腹側

を向い て、一 定の位置 に形成 され ていた。2つ の幼根 が分化 した場合 、頂部側 の幼根

のみ が、 シュー トと維 管束 で連結 していたため(図3-1B)、 頂部側 の幼根が本 来の も

のに あたる と推察 され た。 また 、胚盤 側の細胞 には液胞化 が見 られ た。以上 の よ うに、

apd1完 成胚 では頂部領域で胚盤や鞘葉 の強 い生育阻害が見 られ、頂部領 域の頂端に1

つ の未発 達の シュー トが 、基部領 域には1つ あるいは2つ の幼根 が分化す る変異体で

あ るこ とが示 された。

野生型 とapd1の 完成胚 おけるシュー トと幼根 の位 置 を定量的に表す ため、胚柄 か ら

SAMと 根端 分裂組 織へ の距離 について、 中央 縦断切 片を用いて計測 した。 その結果、

野生型 の胚柄 か らSAMま で の距離 は約830μm、 胚柄 か ら根端分裂組織 までの距離 は
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図3-1.apd1の 完成胚 。A:頂 部領域 の頂端 に

シュー トが、基部領 域に1つ の幼根 が分化

してい る。B:頂 部領域 の頂端 にシュー

トが 、基部領域 に2つ の幼根 が分化 してい

る。矢印 はSAM、 矢頭 は幼根 を示す。

Bar=500μm。
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約270μmで あった(表3-1)。 これに対 し、1つ の幼根が分化 したapd1で は、胚柄 か

らSAMま で は約1130μm、 胚柄 か ら根端分裂組織 まで は約330μmで あ り、SAMと

幼根 ともに野生型 よ りも頂部側へずれ ていた(表3-1)。2つ の幼根 が分化 したapd1

では、胚柄か らSAMま では約1070μm、 胚柄 か ら頂部側幼根 の根端分裂組織 までは約

500μm、 基部側幼根 の根端分裂組織 までは約280μmで あった(表3-1)。 したがって、

apd1の 基部側 幼根 は野生型 の幼根 と胚柄か らほぼ等 しい距離に位置す るが、SAMと 頂

部側幼根 は双方 とも230μm程 度 、頂部側 へずれ ている ことが明 らか になった。 この

時 、野生型 の胚長 は約1930μmで あったが、apd1で は胚盤 の生育異常 によ り幼根 が1

つの ものは約1370μm、2つ の ものは約1240μmで あった。 この ことか ら、apd1で は、

胚柄 か らSAMと 幼根への距離が野生型 よ りも長 くなった原 因は、胚全体が大 き くなっ

たためで はな く、SAMと 頂部側 幼根 が、頂部側 にずれ た ことが原 因である とい えた。

また、apd1に おけ る頂 部領域 と基部領 域の大 き さを示す ために、頂部領域 と基部領

域 の長 さを計測 した。 頂部領 域 と基部領 域の境 界線 を、 シュー トと幼根(2つ の幼根

が分化 してい る場合 は頂部側 の幼 根)の 中点 を通 る胚長 に対す る垂線 と して定義 し、

頂 部領 域 と基部領域の長 さを計測 した(図3-2)。 野生型 では頂部領域長は約1400μm、

基部領 城長 は約500μmで あった(図3-2B)。 これ に対 し、1つ の幼 根 が分 化す る

apd1で は頂 部領域長 は約550μm、 基部領 域長 は約830μm、2つ の幼根 が分化す る

apd1で は頂部領域長 は約410μm、 基部領域長 は約830μmで あった(図3-2B)。 し

た がって、apd1で は、幼根 の数 に関わ らず 、野 生型 に比べ て頂部領域 が縮 小 し、頂端

に1つ の未発達 のシュー トを、基部領域 が拡 大 し、1つ ない し2つ の幼根 を分化す る頂

部― 基部領域 の大 き さに異常 をきたす変異体 であ るこ とが示 された。

upd1の 胚発 生

apd1の 受粉 後3日 目の胚 は胚長約100μmの 球状胚 を示 し、野生型 との区別 がつか

なか った。受粉後4日 目ではSAM、 鞘葉 と胚盤 の分化 が見 られた(図3-3A)。SAM

の位 置 はapd1完 成胚 のよ うに頂端 ではな く、野生型 と同様に頂部領域 の腹側 に分化 し

てい た。 胚盤 と鞘葉 は同 じステー ジの野生型 に比べ 、わず かに成長 が阻害 されていた。

このステー ジで は、幼根 は1つ のみ分化 してお り、そ の位置 は野生型 とほぼ同様 の位

置 に見 られ た 。受粉 後5日 目には、SAMか らは第1葉 原 基が分化 していた(図3-

3B)。 胚盤 と鞘葉 の生育阻害 は顕 著にな り、鞘葉 はSAMを 覆 って いなかった。 また、

シュー トと幼根原基 の位 置は頂部側 へずれ ていた。 受粉 後12日 目では、SAMか らは

第2葉 原 基が分化 してお り、第1葉 は強い成長 阻害 を受 け、形態 異常 を示 した(図3-
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表3-1.完 成胚 にお ける胚柄 か らSAMと 相 端分裂組織 までの距離 と胚長。単 位 は μm。

*1)胚 柄 と基部側幼根 の根端 分裂組織 との距離
。

*2)胚 柄 と頂部側幼 根の根端 分裂組織 との距離
。
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図3-2.野 生型 とapd1の 胚長 、頂部領域長 と基部領 域長。A;胚 長 、頂部領域長 と

基部領域長 の定義。胚長 は胚柄 か ら頂端部 まで の長 さ。頂部領域 と基部領

域 の境 界線 はシ ュー トと幼根 の中間を通 る、胚長 に対す る垂線 と した。B:

野 生型 とapd1(幼 根 が1つ の胚 と2つ の胚)に お ける胚長、頂部領域長 と基

部領域長。

73



図3-3.apa1の 胚 発 生 。A:受 粉 後4日 目、B:受 粉 後5日 目、C:受 粉 後

12日 目。Bar=100μm。
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3C)。 胚盤 と鞘葉 も強 く成長 が阻害 され 、 この胚で は鞘葉 はほぼ欠損 していた。その

結果 、 シュー トは胚の頂端 付近 に位置す るよ うになっていた。基部領域 で は頂部側幼

根 の基部側 の領域 が拡大 し、頂部側幼根 の頂部側へ のず れが さらに顕 著にな っていた。

しか し、 このステー ジでは、拡 大 した基部領 域に2つ めの幼根 の分化 が見 られ なかっ

た。 この こ とか ら、完成 胚 にお ける頂部側 幼根 は、本 来の幼根 として先 に分化 し、基

部側 の幼 根 は、その後 に拡大 した基部領 域 に分化 を開始す る ことが明 らか になった。

基部側幼 根 は、早い胚 で も受粉後8日 目か ら分化 を開始 していた。

形態観 察か ら得 られ た シュー トと幼根 の頂部側へ のずれ を、定量的に示すた め、胚

発 生の各 ステー ジにおけ る胚柄 か らSAMと 根端 分裂組織へ の距離 を計測 した。 その結

果、鞘葉分化期 では野生型 とapd1に お け る、胚柄 か らSAMま での距離 と胚柄 か ら根

端分裂組織 までの距離 はほぼ等 しく、その後、発生が進む につれて 、apd1に お け る胚

柄か らSAMへ の距離 と胚柄 か ら根端分 裂組織へ の距離 は野生型 のもの よ りも次第 に長

くなってい た(図3-4)。

これ らの観察 か ら、apd1に おいて、SAMや 幼根 は、受粉後4日 目の器官分化開始時

にはほぼ正 常な位 置 に分化 す るが、その後 、 しだいに頂部側 にずれてい くこ とが明 ら

かになった。 また、基部領域 の拡 大 も、受粉後4日 目以降 に しだいに顕著にな り、拡

大 した領 域 に基部側 の幼根 が分化す るこ とが明 らかにな った。 したが って、mr1の 解

析 に よって示 され た頂部― 基部領域 の大 き さの補 償的な制御機構 は、胚器官分化 後 に

も存在 す る と考 え られ た。

apd1に お け るOSF1とOsSCRの 発現

apd1胚 の領域分化 に関す る情報 をえるため、イネのホ メオボ ックスク ラス1遺 伝 子

OSH1と シロイヌナ ズナ のSCARECROWの ホモ ログ遺伝子OsSCRを プ ローブ と してin

situ hybridizationを 行 った。

apd1に お けるOS別 の発現 は、受粉後3日 目の球状胚 では、野生型 とほぼ同様 の位

置 であ る、頂部領 域の腹側 で見 られ た(図3-5A)。 受粉後5日 目では鞘葉や胚盤 が発

育阻害 を受 けてい るが、SAMや その周辺組織 での発現パ ター ンは野生型 とほぼ同様 で

あった(図3-5B)。 受粉 後7日 目では、 シュー トや幼根 が頂部側へずれてい るの にと

もなって、OS別 の発現領域 も頂部側へずれてお り、基部領域 の拡大 が確認 されたが、

SAMや 幼根 周辺 での組織特異 的な発現パ ター ンは野生型 と同様 の ものを示 した(図

3-5C)。 以 上の結果 か ら、apd1で はSAMや 周 辺領域 に対応 した発現パ ター ンは、野
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図3-4.胚 発生 にお ける胚柄 か らSAMと 根端分裂組織

までの距離。A:胚 柄 とSAMの 距離、B:胚 柄

と根端 分裂組織(2つ の場合 は頂部側)の 距離。

co1:鞘 葉分化期。1L:第1葉 分化期。2L:第2

葉分化期。mature:完 成胚。
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図3-5.apd1に お け るOSH1の 発 現 パ タ ー ン。A:受 粉 後3日 目、B:受 粉

後5日目 、C:受 粉 後7同 目。Bar=100μm。
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生型 と等 しく、頂 部領域 の縮 小 と基部領域 の拡大 は、器 官分化後 に顕 著に なるこ とが

確 認 された。

apd1に お け るOsSCRの 発現 は、受粉後4日 目までは野生型 とほぼ同様で あった。受

粉後5日 目に は、頂 部側 にずれ た幼根の内皮 に対応 した領域 で、アーチ状の発現 が見

られた(図3-6A)。 受 粉後9日 目では、頂部側へ のずれ が顕著 になった幼根 の内皮 に

対応 したアー チ状の発現 が見 られ た(図3-6B)。 しか し、 このステー ジにおいて、拡

大 した基部領域 に は、基部側 の幼根 に対応 す る よ うな発現 が見 られなか ったため、 こ

れ よ りも遅 いステー ジか ら基部側 の幼根 が分化 を開始す る もの と思われ た。

in situ　hybridizationの 観 察結果 か らは、apd1で は器官分化前 の頂部 一基部の領域 分化

には、明確 な異常を確認 す るこ とはで きなかった。 しか し、SAMや 本来の幼根 を分化

した後 に 、頂部領 域 の縮 小 と基部領域 の拡大 が起 きた結果 、 シュー トが胚 の頂端 に移

動 し、2つ めの幼根 が分化す るこ とが明 らか に され た。 したがって、apd1で は、mr 1

のように胚発生初期から頂部一基部領域の大きさに異常をきたすのではなく、胚器官

の分化後において、頂部領域の縮小と基部領域の拡大が起きることが明らかになった。

apd1植 物 体 の表 現型

apd1種 子 か らは弱い シュー トの発芽 と1つ ない し2つ の幼根 の発根 が見 られ、発芽

後14日 目で草丈は約2cm、 幼根 の長 さは2つ の発根 が見 られた場合、長い方が約

で あ っ た(図3-7A)。

2cm

葉には伸長阻害と槌色がおきていた。また、野生型では伸長し

ない、第1葉 の葉腋 か ら分げつが伸長す るな どの異常 が見 られ た。発芽後30日 目には

apd1の 草丈 は約12cmで 葉の倭化 、細化 が見 られ たが、葉 の色 は淡緑色へ の復帰 が見

られ た(図3-7B)。 い くつかの葉で はラ ミナ ジョイ ン トが直角 に曲がっていた。分 げ

つ数 は、野生型では3～4本 であったが、apd1で は平均5.6本 と多 くの分 げつが伸長 し

ていた が、 この時期 以降 は旺盛 な分 げつ の伸長 は見 られ な くな り、野 生型 とほぼ等 し

い分げつ数 になってい った。栄養成長後期のapd1で は徐々に表現型 が復帰 し、草丈 は

約60cm、 葉 の媛化 と細化以外 はめだった異常 はなか った。生殖成長期 に転換す る と出

穂 したが、桿長 は約40cm、 一穂 あた りの1次 枝梗 は1～3本 であ り、穎花数 は 5～ 10

程度の短穂 を示 した(図3-7C)。 花器官 の数や形態や種 子の稔性 はほぼ正 常であった。

これ らのこ とか ら、apd1の シュー トの異 常は、発芽後30日 目頃以降 の栄養成長期では、

葉の伸長 阻害 以外の表現 型 は復帰 してい く傾 向があ るとい えた。

apd1の 栄養 成長期 にお ける多面的な表 現型 には、野生型にオーキ シン処理 を行 った

時 の表 現型 とのい くつかの類似点 が見 られた。例 えば、発 芽直後 のapd1で は、葉 の伸
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図3-6.apd1に お け るOsSCRの 発 現パ ター ン。A:

受 粉 後5日 目、B:受 粉 後9日 目。

Bar=100μm。
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図3-7.apd1の 植 物 体。A:発 芽 後14日 目、B:発 芽後30日 目、C:発 芽 後

120日 目。Bar=2cm(A) 、 3cm (B) 、10cm (C) 。
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長 阻害 と槌 色、幼根 の伸長阻害が見 られた。 これ は、合成 オー キシン2,4-Dを10-5M含

むMS培 地 上で野生型 種子 を発芽 させた時の植 物体 と類似 していた(図3-8A、B)。

発芽後21日 目のapd1と106Mの2,4-Dを 含むMS培 地上で生育 した野生型のシュー ト

にお いて、草丈は約10cmで 葉 の倭化 と細化 がお き、似た草型 を示 した(図3-8C、D)。

しか し、発芽後21日 目で は、apd1に お いて観察 された第2、 第3葉 葉腋か らの分 げつ

の伸長 は2,4-D処 理 した野生型で は観 察 されなか った。発 芽後21日 目のapd1と106M

の2,4-Dを 含むMS培 地で生育 した野生型では、根の伸長 阻害が見 られた(図3-8E、

F)。 しか しapd1で は冠根は10本 程度で あったの に対 し、2,4-D処 理 した野生型で は

20本 程度の冠根 が分化 し、根毛 の増加 も見 られ る とい った相違点 も存在 したoapd1と

地上部 に200ppmのNAAを 散布 した野生型で は、い くつかの葉 においてラ ミナ ジ ョイ

ン トが直角 に曲が る異常がお きていた(図3-8G、H)。 さらに、apd1と106Mの2,4-D

を含むMS培 地上で発 芽 した野生型では中胚 軸の徒長 が見 られ た(図3-8I、J)。 以上

の よ うに、栄養成長 期のapd1に 見 られ る多面的な表現型のい くつかには、野生型 にオ

ー キ シン処 理 を行 った時 との類似性 が観察 された
。

オ ー キシ ンに対す るapd1の 幼根 の反応

apd1植 物体 の表現型 か らオー キシンに関連す る異常 を もつ可能性 が示唆 された ため、

幼根 の合成 オー キシン2,4-Dに 対す る反応 を観 察す るため、無 処理区 をコン トロール

として、2,4-Dを108、10-7、106Mの 濃度で添加 したMS培 地で発芽後14日 目の幼根

長 の計測 を行 った。

野生 型 で は 、無 処 理 区で 約12.5cm、10'8M処 理 区で約10cm、10-7M処 理 区で約

5.5cm、106M処 理 区で約0.9cmと 濃度が高 くなるにつれて強 く伸長阻害 を受 けた(図

3-9A)。apd1で は無 処理 区で約1.4cm、10-8M処 理 区 で約0.9cm、10-7M処 理 区で約

0.7cm、106M処 理 区で約0.6cmで あった(図3-9A)。apd1で は、全ての処理 区にお い

て、野生型 よ りも幼 根長が短 くなっていたが、無処理区での幼根 長 を1と した時の各

処理 区に お け る幼 根長 の割 合 は 、野生型 とapd1で ほ ぼ等 しい との結 果 が得 られ た

(図3-9B)。2,4-Dに よる幼根長 が伸長 阻害 を受 ける割合 に関 しては異常 がなかった

た め、apd1の 幼根 において、オーキ シンに反応 した伸長阻害 がお きた ことが示 され た。

再分化 培地 か らNAAと カ イネチ ンを抜 いた際 のapd1の カル スの反 応

野生型 とapd1に お ける、胚盤 由来の直径約1mmの カル スを、再分化培 地(以 下re

処理 区)、NAAを 除いた再 分化培地(以 下re-N処 理 区)、 カイネチ ンを除いた再分化
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図3-8. apd1と オ ー キ シ ン処 理 した 野 生 型 の 表現 型 。A:発 芽 後10日 目の

apd1種 子 。B:2,4-Dを10-5M含 むMS培 地 で 生 育 した発 芽 後20日 目の

野 生 型 種 子 。C:発 芽後21日 目のapd1の シ ュー ト。D:2,4-Dを10-6M

含 むMS培 地 で 生 育 した 発 芽 後21日 目の 野生 型 の シ ュー ト。E:発 芽

後38日 目のapd1の 根。F;2,4-Dを10-6M含 むMs培 地 で 生 育 した発 芽

後21日 目の 野 生 型 の 根 。G:発 芽 後40日 目のapd1の シ ュー トに お け

る ラ ミナ ジ ョイ ン ト。H:500ppmNAAを 地 上 部 に噴 霧 した発 芽後

20日 日の 野 生 型 の 第3葉 の ラ ミナ ジ ョイ ン ト。I:発 芽後20日 目の

apd1の 徒 長 した 中胚 軸 。J:2,4-Dを10-6M含 むMS培 地 で生 育 した発 芽

後10日 目の 野 生 型 の 中 胚 軸 。 矢頭 の 間 が 中胚 軸 。Bar=5mm(A、B)、

1cm(C～H)、1mm(1、J)。
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MS培 地 中の2,4-D濃 度

MS培 地中の2,4-D濃 度

図3-9.各 濃 度 で2,4-Dを 含 むMS培 地 に お け る播 種 後14

日日の 野 生型 とapd1の 幼 根 長 。A:幼 根 長 。B:

MS培 地 の幼 根 長 を1と した 時 の 各 処 理 区 に お け

る幼 根 長 の割 合 。freeはMS培 地 、10-8、10-7、

10-6は 各 濃 度(M)で2,4-Dを 含 むMS培 地 を示 す 。
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培地(以 下re-K処 理区)、NAAと カイネ チン両方 を除いた再分化培 地(以 下re-H処

理 区)の4処 理区 に移植 し、28日 後のカルスの状態 を調べた。 カル スの状態は、不定

芽 、 グ リー ンスポ ッ ト、不定根 のいずれ かを分化 した ものを再 分化 した状態 、カルス

の形 態 を維持 した ものをカル スの状態、褐変枯 死 した もの を枯死 した状態 と定義 した。

その結果 、野生型のカルスはre処 理 区では、約50%が 再分化 し、約20%が カルス

の状態 を継続 し、約30%が 枯 死 した(図3-10A)。re-N処 理区では、約20%が 再分化

し、約10%が カル スの状 態 を継続 し、約70%が 枯死 した(図3-10A)。

apd1の カル スはre処 理 区にお いて、約30%が 再分化 し、約40%が カル スの状態 を

継続 し、約30%が 枯 死 した(図3-10B)。re-N処 理 区では、約20%が 再分化 し、約

60%が カル スの状態 を継続 し、約20%が 枯死 した(図3-10B)。re-H処 理 区では、野

生 型 は約40%が 器官 分化 し、約30%が カル スの状 態 を継続 し、約30%が 枯 死 した

(図3-10A)。 しか し、apd1で は90%以 上 がカルスの状態 を継続 し、枯死 した ものは

見 られ なか った(図3-10B)。

以上の こ とか ら、野生型 のカル スに比べ 、apd1の カル スはNAAを 与 えない条件下

で生存 してい る割合が高い こ とがわかった。 また、apd1の カル スは、いずれ の各処理

区 にお いて も、カル スの状態 を維持 してい る割合 が、野生型 よ りも高 くな ってい た。

高濃度 の オー キ シンは、カル ス化 を誘 導 し、脱分 化 した状 態 を維持 す る こ とか ら、1

つの可能性 と して、apd1カ ル スの細胞 内でオー キシン濃度 が高 くなっている ことが示

唆 され た。

植 物体 の表現型 や合 成オー キシン反応 実験 か ら、apd1は 野生型 にオーキ シン処理 を

行 った際の表現型 に類似 していた こと、オー キシンに対す る幼根 の伸長 阻害 の割合 は

正常で あった こと、apd1の カル スはオー キシンを含 まない再分化培地 上で枯 死せず に

カル スの状態 を維持 した ことか ら、apd1細 胞 ではオー キシ ン濃度 が高 くなってい ると

い う仮 説 が導 き出 され た。 しか し、植物 体 にお け るオー キシンの効果 は、濃度 、組織

や ステー ジに よって様 々で あ り、実験 にはカル スを使 用 してい ることか らも、 この仮

説 につ いては さ らなる検 証が必要 であ る。

二 重 変 異 体apd1 shl1-2、apd1 ral2-1とapd1mr1の 解 析

apd1とshl1-2、ra12-1、mrlと の 二 重 変 異 体 を作 出 し、完 成 胚 の表 現 型 の 観 察 を行 っ

た。

shl1-2 apd1で は 、 す べ て の胚 で シ ュー トが 欠 損 し、2つ な い しそれ 以 上 の 幼根 を分

化 して い た(図3-11)。 幼 根 が数 え られ る胚 に お い て 、shl1-2apd1の 幼 根 数 の平 均 は
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A 野生型カルスの各処理区における反応

B apd1カ ルスの各処理 区における反応

図3-10.　 4つ の処 理 区 にお け る野 生 型 カル ス とapd1カ ル ス の

反応 の 割 合。A:野 生型 カル ス の反 応 。B:apd1カ

ル ス の 反応 。re:再 分 化 培 地 、re-N:再 分化 培 地 か

らNAAを 除 い た もの 、re-K:再 分化 培 地 か らカ イ

ネ チ ン を除 い た もの 、re-H:再 分 化培 地 か らNAA

とカ イ ネ チ ンを 除 い た もの。 再 分化 は シ ュー ト、

グ リー ン スポ ッ ト、 あ るい は根 を分 化 した カル ス、

カ ル スは カル ス の 状 態 を維 持 した カル ス 、褐 変 は

褐 変枯 死 した カ ル ス を示 す 。
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図3-11.shl1-2apd1二 重 変 異 体 の 完 成胚 。A、

B:同 一 胚 の切 片 。 シ ュー トが欠

損 し、3つ の幼 根 が分 化 して い る。

C:シ ュー トが欠 損 し、2つ の幼 根

が 分 化 して い る。D:複 数 の幼 根

が 近 接 して 分 化 して い る。 矢 頭 は

幼 根 を示 す。Bar=500μm。
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2.6で あ り、apd1の 平均1.4を 上まわっていた。 この ことか ら、shl1-2apd1で は、それ

ぞれ の シングル ミュー タン トよ りも基部領域 が拡 大 した もの と考 え られた。 また、幼

根 が腹側 を向いて1つ 、基部側 を向いて1つ 、別の切片の 中央部 に頂部側 を向いて1

つ の合計3つ の幼根 を分化 してい る胚 も見 られ た(図3-11A、B)。 この胚では、apd1

よ りも頂部側 にずれ た位 置に幼根 を分化 してお り、基部領域 がapd1よ りも拡大 した も

の と考 え られ た。2つ の幼根 を背 腹方 向に並 んで分化 して いる胚 では、腹側 の幼根 は

背側 を向いていた(図3-11C)。 重度 の異常 を示すshl1-2apd1で は、複数の幼根 と思

われ る組織 が近接 して基部領域 に分化 してい た(図3-11D)。shl1-2apd1で は、apd1

よ りも基部領 域 の拡 大が顕著 になった こ とに加 え、幼根 の向 きが異常 とな る新規の表

現型 が観察 されたた め、幼根 の極性 の異常 もお きている と考 えられた。shl1-2apd1の

表 現型 か ら、 シュー ト形成 にはSHL1が 必須 で あ り、基部領域 の拡 大の抑制 を介 した

幼根 数 の決 定 にはAPD1とSHL1が 冗長 的 に機能 してい る と考 え られた。

ral2-1は 、形 態異常の シュー トを分化 し、幼根 を欠損す る変異体 である。ral2-1apd1

では、新規の表現型が得 られず 、ral2-1:apd1の 分離比は26:22で あったため、RAL2

の方 がAPD1よ りも上位 で機 能 してい る と考 え られた。

mrl apd1で は 、シュー トは頂端 には位 置 してお らず 、頂部領 域 の基部 よ り(図3-

12A)や 背側領域(図3-12D)に 分化 していた。前者 の胚 では、鞘葉の分化は見 られ る

が、葉原 基がない未発達 なシュー トを分化 し、基部領 域 に4つ の幼根 を分化 していた

(図3-12A～C)。 後者 の胚 では、背側領域 に1つ の未発達 なシュー トを分化 してお り、

基部領域 に4つ の幼根 を分化 していた(図3-12D～F)。mrl apd1で は、幼根数 が平均

2.7で あ り、apd1の1.4、mr1の1.8よ りも増加 していたため、いずれの シングル ミュ

ー タ ン トよ りも基部領域 が拡大 した もの と考 え られた。 また、 シュー トが形成 された

位置 がapd1やmr1の 様 に頂部領 域 に限 られ ていな かった ことか ら、胚 の軸形成 に

APD1とMR1が 冗長的 に機 能 して い る可能性 が示 唆 され た。

考察

apd1の 表現型の解釈 とAPD1の 機能

apd1胚 は、胚発生初期において、軸の形成や領域の分化には異常が認められなかっ

たが、胚器官分化後に頂部領域の縮小と基部領域の拡大がおきる変異体であることが

明らかになった。apd1の 胚発生、栄養成長期 と生殖成長期における表現型の異常は、
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図3-12. mrl apd1二 重 変 異 体 の 完 成 胚。A～C:同 一 胚 の切 片。

1つ の シ ュー トと4つ の幼 根 が 分 化 して い る。D～F:

同一 胚 の 切 片 。 背 側 領 域 に1つ の シ ュー トが、 基 部 領

域 に4つ の 幼根 が 分 化 して い る。 矢 印 はSAM、 矢 頭

は幼 根 を示 す 。Bar=500μm。
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主 に頂部領域 の器官 であ る胚盤 や シュー トに多面的 に観 察 され たが、根系 の異 常は伸

長阻害以外 には見 られ なかったため、APD1は 、頂部領域や シュー トの発達に機 能 して

お り、基部領域 の拡大 は、頂部領域 の縮 小 を補償す る二次的 な結果 であ る と考 え られ

た。 この こ とか ら、胚器 官分化後 に も、頂部 一基部領域 の大 き さの補償 的な制御機構

が存在 す るもの と考 え られ た。以上の こ とか ら、APD1は 、頂部 一基部領域 の大 き さの

制御 において、MR1と 類似 した機 能を持つ ことが推 測 され たが、相違点 としてMR1よ

りも遅 い タイ ミン グで機 能 を開始 したこ とがあげ られ た。apd1で は、mr1と の相違点

として、幼根 は増加 して も2つ までであった こと、2つ の幼根の向 きや位置 はほぼ一定

であ った ことが あげ られ るが 、 これ は 、基部領 域が拡大 を開始す るタイ ミングが遅い

ために、領域 や器官 があ る程度発 達 し、基部領 域が拡大す るスペー スに制約 が生 じた

た めで ある可能性 が考え られ た。 また、縮小 した頂部領域 では、胚盤や鞘葉 の強い発

達 阻害に よって、 シュー トが頂端 に位 置す る現 象が見 られ た。

以上 の よ うなAPD1の 機能 をふ まえて、二重変異体の表現型の解釈 を行 った。shl1-2

apd1とmrl apd1で は、それ ぞれ の シングル ミュータ ン トよ りも基部領域が拡大 してい

たた め、APD1とSHL1、MR1が 、頂部領域 の大 きさの維持 を介 して、基部領 域の拡 大

を冗長 的 に抑制 して いる と考 え られ た。 しか し、二重変異体 では、 これ までに推測 さ

れたAPD1の 機 能 のみ では、説明 できない表 現型が見 られ た。す なわち、shl1-2apd1

で は幼根 の向 きに も異常 が見 られ た ことと、mrl apd1に お いて、背側領域 に シュー ト

が分化 していた こ とである。 このこ とか ら、APD1は 、胚器官分化以降に機 能す るだけ

でな く、胚発生初期 に、軸の形成 な どのプロセ スに もSHL1やMR1と 冗長 的に機能す

るこ とが示 唆 され た。

APD1の オ ー キシ ン との関連 性

apd1の 表現型 を統一的に解 釈す る1つ の仮説 として、オーキ シンに関す る異常が考

え られ た。植 物体 の表現型 、幼根 やカル スのオー キシンに対す る反応実験 か ら、オー

キ シン濃度 が上昇 してい る可能性が示唆 され た。 もし、apd1で オー キシン濃度の上昇

がお きてい るな らば、 コムギで提 唱 され てい る、胚柄 か ら頂部側 へ 向かってオー キシ

ン が極 性 輸 送 され 、 そ の濃 度 勾配 に よ って軸 が形 成 され る とい うモ デ ル を用 い て

(Fischer et al.,1997)、apd1胚 の表現型が説明で きる。 すなわち、apd1で は、オーキ

シ ン濃 度 の上昇 に よ り、野生型 に比べ胚柄 か らの濃 度勾配 が全 体的に高 くなった結果 、

SAMや 幼根 な どの胚器官 が、野生型 よ り胚柄 か ら遠位 にずれて形成 された とい う解釈

であ る。
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また 、 コム ギの未 熟胚 にお け るオー キシ ン濃度 を検 出 した結 果、球状胚 では胚全体

で ほぼ均 一で あったた め、受 動的 な拡散 が起 きてお り、胚器官分化期 の胚で は基部領

域の胚柄付 近 と胚盤 上皮組織 で高濃度 とな って いたため、能動的 な極性 輸送が行 われ

てい るこ とが報 告 され てい る(Fischer-Iglesias et al.,2001)。 この報告におけ る、オー

キシ ンの局在性 が変化す る時期 は、器 官分化 開始期 で あ り、オー キ シンの濃度 が高い

領域 は、胚盤 と胚柄付近 であった。 これ らは、apd1に お いて異常が見 られ た時期 と領

域 が一 致す る。 したがって今 後、apd1に お けるオーキ シン濃度な どに関す る詳 細な解

析 が望 まれ る。

領域 の拡 大 と器官 の増加

apd1の 解析 か ら、胚発生後期 にお いて も頂部 一基部領域 の大 き さは補償的 な制御 の

下にある とい うモデルが適合 す ることが明 らかになった。mr1とapd1で は、拡大 した

基部 領域 に複 数 の幼根 を分化す るこ とが示 された が、領域 の拡大 に よって、そ の領域

か ら分化す る器官数 が増加す る現象 は、他 の変異体 において も見 られ た。

トウモ ロ コシのabph1で は、胚発生時か ら拡大 したSAMを もち、leaf founder cell領

域 の拡大 に よ り、二つの葉原基 を対生に分化す るが、SAMの サイズが復 帰す るとこの

現象 も復 帰す る(Jackson and Hake, 1999)。 したが って 、領域 の大 きさ と分化す る器

官数の間 には相 関がある と考 え られ 、mr1やapd1に お いて 、幼根数 にば らつ きが見 ら

れ たのは、基 部領 域 の拡 大の程度 に よるもの ではないか と推測 され る。

花芽分裂組織 で提 唱 され てい るABCモ デル では、 クラスAと クラスCの 発現領域

は互 いに抑制的 である ことが明 らかになってい る(Coen and Meyerowitz,1991;Smyth et

 al.,1990;Bowman et　al.,1991)。 ク ラスAの 発現 の縮小 によって、 クラスC発 現領域

が拡 大 し、雄 しべ と雌 しべが増加 し、ク ラスCの 発現の縮 小に よって、クラスA発 現

領域 が拡大 し、花弁 とが くが増加す る。 この よ うに、分裂組織 にお ける領域 の大 き さ

は、器官数 と密接 な関わ りを もってい る。 この こ とか ら、胚器 官 を分化す る腹側領 域

では、胚発 生後期 におい て も胚器 官 を分化す る能力 を維持 してい るこ とが示唆 され た。

本研 究で得 られたmr1とapd1は 、いずれ も頂部領 域の大 きさの維持 に機能 していた

が、 これ とは逆 に、基部領域 の大 き さを維持 して いる遺伝 子が存在す る可能性が考 え

られ る。 イネ に は、 基部 領 域 を欠損 し、胚 に シュー トのみ を分化 す るradiclelesｓ1

(ral1)変 異 体 が 存 在 す る が 、 これ は維 管 束 形 成 に 異 常 を き た した もの で あ り

(Scarpella et al.,2003)、 頂部領域 の大き さに影響 が見 られていない。今後 は、基部領

域 の大 き さの制御 に 関連 す る変異体 の同定 も望 まれ る。
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新規の変異体apd1の 解析 か ら、APD1はMR1と 異 なる制御 プロセスで、頂部 一基部

領 域 の大 き さの制御 に機能 す る ことが明 らか になった。 また 、二重変異 体の解析か ら、

APD1は 、領域 の分化 のみでな く、軸 の形成 に関与 して いる可能性 も示唆 され た。今後

は、APD1の 胚発 生初 期の機 能 も解 明 され てい くこ とが期 待 され る。
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