
第4章 多様な胚器官増加パターンを示すare2変 異体の解析

緒言

植 物 の胚 発生初 期のパ ター ン形成 では、極性 によって軸が形成 され 、その軸 に沿 っ

て領域 が分化す るとい われ てお り、 これ らの制御 プ ロセ スにお ける遺伝 学的情報 を得

るこ とは、胚発 生 を理解す る上で非 常に重要で ある とい える。

双子葉植 物で は、胚 の形態 か ら頂部 一基部軸 と左右軸 が存在す る と考 え られ るが、

近年 、 シロイ ヌナ ズナ の変異 体や実験 的手法 を用 いた解 析 によ り、軸 の形成 に関す る

遺伝学 的情報 が得 られ てい る。 シ ロイヌナ ズナ におけ る頂部 一基 部軸 は、 オー キ シン

の極性 に よって形成 され るとい われ てい る。 オーキ シンの極性 は、オー キシンの排 出

キャ リアPI?〉やオー キシン取込 キャ リアAUMIN RESISTANT1(AUXI)に よって作 り出

されてい る と考え られている(Friml,2003)。gnで はPIV1の 局在性 が乱 されてお り、

オー キ シンの極 性異 常に よって 、受精 卵の第一 分裂か ら異 常が起 き、胚器官 の形成 に

も重大 な影響 を与 える(Steinmann et al.,1999)。 また、PIDを 過 剰発 現 させ ることに

よ り、細胞 内でのPINタ ンパ クの局在位置 が変 わるこ とか ら、PIDはPINの 局在性 を

決定す る機 能を持つ と考え られ てい る(Friml et al.,2004)。 さらに、pinと 、ρidでは花

序や花 の形成 にお いて も、類似 した表現型 を示 すた め、 オーキ シンの極性 は、 ライ フ

サイ クル全 体で頂部 一基部軸 の形成 に関与 してい るといわれ ている(Okada et al.,1991;

Bennett et al.,1996)。 その他 に 、 シロイヌ ナ ズナで はtpl変 異体 が報 告 され て い る

(Long et al.,2002)。tplで は胚 の頂部領域 にお いて、子葉 とSAMを 欠損 し、換わ り

にSAMの 位 置に根 を分化 し、基部領 域では正常に幼根 を分化 していた。 この表現型か

ら、胚 の頂部 一基部 軸に変更が生 じた もの、あ るいはSAMが 根端分裂組織 に転換 した

もので ある と解 釈 され てい る。

また、 シ ロイヌナ ズナで は、左右 軸 に沿 って、左右対称 な子葉 を形成す るが、 これ

は子葉 の境界領 域 を決定す るCUC1、CUC2、STMの 機能 に よ り、2つ の子葉領域の大

き さが左 右対称 に決定 され るた めであ る(Aida and Tasak,1999;Aida et al.,2002)。 生

理 学的 実験で は、セイ ヨウカ ラシナ の未熟胚 にオー キ シン極 性輸送阻 害剤 処理 を行 う

と、子葉 が融合す る、左右 非対称 になるな どの異常 が見 られたた め、双子葉植 物 では

左右 軸に もオー キシンが関連す るといわれ ている(Liu et aL,1993)。 以上 のよ うに、

双子葉植 物で は、軸の形成 に関す る発 生モデルが構築 されつつ ある。
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単 子葉植物 のイネ の胚 で は、頂部 一基部軸 、左 右軸 に加 えて、背 腹軸 が存在す ると

考 え られ る。 頂部 一基 部軸 に沿って、頂部領域 に シュー ト、基部領 域 に幼根 が、背腹

軸 に沿 って 、背側領域 に胚盤 の一部、腹側領域 に シュー ト、幼根お よび胚盤 の一部が

分化 す る。左 右軸 は線 対称 であ る。 しか し、イネ胚で は、軸 の形成 に関す る遺伝 学的

情報 は 、ほ とん ど得 られ ていない。

そ こで我 々は、イ ネの胚発生初期 にお け る、軸の形成 に関す る遺伝学 的制御機 構 を

解 明す るため、第1章 にお いて、胚器官増加型変異体 を同定 した。 その中で第2の グ

ルー プに分類 されたare2は 、頂部領 域 と基部領域 に幼根 が、背側領域 にシュー トが分

化す る とい う新規 の表 現型 を示 したた め、軸異 常変異体 である と して、本章 において、

詳細 な解析 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 sitn 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 ア ンチセ ンスプ ローブを、ポ リ A末 端 を含 まないOSH1、OsSCRとRAmy1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。

結果

are2完 成胚 の表現型
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are2完 成胚 では、多様なパ ターンでシ ュー トや幼根数の増加 が見 られ 、胚器官 の位

置や形態 には重度 の異 常が観 察 され た(図4-1)。are2に 見 られた代表的な表現型 とし

て は、以下 の よ うな ものが存在 した。

約15%のare2で は、頂部領域 に幼根が分化 し、基部領 域には シュー トが1つ 、その

基部側 に1つ ない し複 数の幼根が分化 していた(図4-1A)。 この胚の シュー トは、鞘

葉 は形成 され ていたが 、SAMが 扁平で葉原基 は分化 してい なか った。頂部領 域には、

細胞 の配列 か ら、4つ の幼根 が向かい合 って放 射状 に分化 してい る ことが観 察 され た。

維管 束は、頂 部領域 と基部領域 の幼 根 とシュー トとの間 に形成 されて いた。

約15%の 胚 で、1つ ない し複数 のシュー トが背側領域 に、1つ ない し複 数の幼 根が

頂部領域 と基部領域 に分化 していた(図4・1B)。 背側領域 では、SAMか らは第3葉 ま

でが分化 し、胚盤 が形成 され ていた。頂部領域 の放射状 に分化 した幼根付近 で は、維

管 束の異所 的 な形成 が見 られ た。

約12%のare2で はシュー トが欠損 し、1つ ない し複数の幼根 が頂部領域 と基部領域

に分化 してい た(図4-IC)。 この胚 にお いて維管束 は、頂部領域 と基部領域 の幼根 の

間 と、頂部領 域 の幼 根か ら頂 部側 の胚盤 に向か って形成 されてい た。

図4-1D、Eは 同一胚 の切片 であ り、シュー トと幼根の一組が、頂部一基部軸 が左右

方 向 に回 転 した状態 で形 成 され てお り(図4-1D、E)、 胚 の中央では基部領域 に もう

1つ の幼根 が分化 していた(図4・1E)。SAMか らは第3葉 まで が分化 していた。 この

器 官増加 パ ター ンは約8%のare2で 見 られ た。維管束 はシュー トと腹側 の幼根 の間に

形 成 され てお り、胚軸や胚盤 にお いて異 所的 な維管 束の形成 も見 られた。

また、約8%の 胚 では、 シュー トと幼根 の一組 を左右方 向に並 んで2つ 分化 してい

た(図4-1F)。 この胚で は、二組 のシュー トと幼根の間に も う1つ の幼根 を分化 して

お り、 シュー トは頂部領域 に幼根 は基部領 域 に分化 していた。

are2の 器官増加 パ ター ンは、以 下の タイプ に分類 され た。腹側領域 にシ ュー トが、

頂部領域 と基部領域 あ るいは基部領域 に幼根 が分化 す る胚が約15%(表4-1:シ ュー一

トの分化パ ター ンが腹側 に1つ と腹側 に複数 かつ幼根 の分化 パ ター ンが頂部 と基部の

合計 、図4-1A)、 背側領域 にシュー トが、頂部領域 と基部領域 あるいは基部領域に幼

根 が分化す る胚 が約15%(表4-1:シ ュー トの分化 パ ター ンが背側 に1つ と背側に複

数 の合計、図4-1B)、 シュー トが欠損 し、頂部領域 と基部領域 に幼根が分化す る胚 が

約12%(表4-1:シ ュー トの分化パ ター ンがな し、かつ幼根 の分化パ ター ンが頂部 と

基部 、図4-1C)、 シュー トと幼根の位置 が左右 にずれ 、頂部 一基部軸が左右方 向に回

転 したよ うな器官 分化 をす る胚が約8%(表4-1:シ ュー トの分化 パ ター ンが腹側 に1
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図4。1.are2の 完成胚。A:シ ュー トが背側領域 に、幼根 が頂部領域

に向かい合 って複数 、基部領域 に2つ 分化 している。B:

シュー トが背側領域 に、幼根 が頂部領域 に放射状に、基部

領域 に2つ 分化 してい る。C:シ ュー トが欠損 し、幼根 が頂

部領域 と基部領 域に分化 してい る。D、E:同 一胚 の切 片。

シュー トが腹側領域 に左右 方向を向いて、幼根 が基部領域

に2つ 分化 している。F:シ ュー トと幼根の一組 が左 右に並

んで分化 し、その 中間に も う1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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表4-1.are2に おけるシュー トと幼根 の 分 化 パ ターン

-は 観察 され なか った組み合わせ 、数字は%、()内 の数字は調査 した胚 の数 を示す。
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つ かつ幼 根の分化パ ター ンが基部 に複 数、図4-1D、E)、 頂部 一基部軸が複製 され た

よ うな器官分化 をす る胚 が約8%(表4-1:シ ュー トの分化パ ター ンが腹側 に複数 かつ

幼根 の分化パ ター ンが基部 に複数 と、 シュー トの分化 パ ター ンが背側 に複数かつ幼根

の分化 パ ター ンが頂部 と基部 の合計 、図4-1F)存 在 した。以上の よ うに、are2に お け

る多様 な器官増加パ ター ンは、5つ のパ ター ンに分類 された。 完成胚 の観 察か ら、are2

で は頂 部 一基部 軸 と背腹軸 の極性 の異 常や頂部 一基部 軸の複製 がお こってい る と考 え

られ た。

胚盤 上皮 細胞長 と背腹領域 の相 関

are2完 成胚 では、胚盤上皮組織 の中央付 近 に凹凸が生 じて いた。 そ こで、胚盤 の異

常 に関す る情報 を得 るため、胚盤上皮 細胞長 の計測 を行 った。

野生型完成胚 の中央縦断切 片において、胚盤 上皮組織 を頂部 か ら基部へ 向かって50

等分 し、各位置 にお ける胚盤 上皮細胞の長 さを計測 した(図4-2A)。 い くつかの胚 の

平均 を とった後、移動 平均 を用 いて グラフを作成 した。そ の結果 、野生型 の胚盤 上皮

細胞長 は基部 に向かって減少す る傾 向を示 し、13目 盛 りと37目 盛 りの位置 で極大が見

られ た(図4-2B)。

are2に お いて も同様の方法 で胚盤 上皮 細胞長 を計測 した。頂部領域 に幼根 とシュー

トが、基部領 域 に1つ の幼 根が分化 してい る胚 では、 グラフは野生型 と同様 に基部に

向けて減少す る傾 向 を示 した(図4-2C、D)。 基部領 域 に幼根 が、背側領域 にシ ュー

トが分化 した胚 で は、胚 盤上皮細胞 長 はシュー トや幼根 が分化 してい ない頂部側 で短

く、胚 器官 が分化 してい る基部側 で長 くなってお り、 グラフは全体的 に増加す る野生

型 と逆の傾 向を示 した(図4-2E、F)。 シュー トが欠損 し、幼根 が頂部領域 と基 部領

域 に分化 した胚 で は、頂部領域 と基部領域 の幼 根 に近 い胚盤 上皮細胞 は長 く、器 官分

化 がな く胚盤 が陥没 した 中央部 では短 くなっていた(図4-2G、H)。

この よ うに野生型やare2の 完成胚にお ける胚盤 上皮細胞長 は、シュー トや幼根が分

化 した領域 の近傍 では比較的長 く、それ らが分化 していない領 域 の近傍 では比較的短

い傾 向が見 られた。 この ことか ら、are2と 野生型 との胚盤 上皮細胞長 のパ ター ンの違

いは、背腹領 域 の位 置関係 に異 常 をきた した ことを反映 した もので ある と考 え られ た。

are2の 胚発 生

are2で は受粉後5日 目までは球状胚であ り、器官 が分化 してい なか った(図4-3A)。

受粉後6日 目では 、器官 分化 は見 られなか ったが、胚 の 中央 に、野生型で は見 られ な
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図4-3.are2の 胚 発 生 。A:受 粉 後5日 目、B:受 粉 後6日 目、C:受 粉 後7日 目、D、E:

同一 胚 の切 片。 受 粉 後9日 目。F:受 粉 後12日 目。 矢 印 はSAM、 矢 頭 は幼 根

を示 す 。Bar=100μm(A)、200μm(B～E)、500μm(D)。
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い密 な群 が分 化 し、す でに胚 の軸や領 域 に異 常が起 きてい る こ とが示 され た(図4-

3B)。 受粉後7日 目では、鞘葉 とSAMが 分化 を開始 し、将来の幼根 に対応す ると思

われ る密 な細胞群 が胚 の頂部領域 に も存在 していた(図4-3C)。 受粉後9日 目では、

頂部領域 の左右 にずれた位置で シュー トが形成 され(図4-3D)、 幼根が基部領域 の左

右 にずれ た位 置 に分化す るとい う(図4-3E)、 頂部― 基 部軸が回転 した よ うな器 官分

化 を行 な う胚 が見 られ た。 受粉後12日 目では、 シュー トが背側領域 に、幼根 が基部領

域 に分 化 し、背腹軸 の極性 が逆転 した よ うな胚 が見 られ た(図4-3F)。

以 上の よ うに、are2で は、胚発 生初期 か ら多様 な器官分化パ ター ンを示 し、 これ ら

は、軸 の極性 の異常 が原 因で あ ることが示唆 された。

are2に お け るOSH1、OsSCRとRAmy1の 発 現パ ター ン

are2の 胚 発 生 にお け る領域 分化 を解 析す るために、3つ の分子 マーカー 、OSH1、

OsSCRとRAmy1を 用 いてin situ hybridizationを 行 った。

are2に お ける受粉後5日 目のOSH1の 発 現は、球状胚 において、左右方 向にずれた

領域 で発 現 してい るものが見 られ た(図4-4A～D)。 これ は、頂部 一基部軸が左 右方

向に回転 した もの と考え られ た。 受粉後7日 目では、基部領域 の胚盤 付近か ら胚の 中

央 にか けて拡大 した発現 に加 え、頂部領域 の左右 にずれ た領域 の2箇 所で発 現 してい

る ものが見 られた(図4-4E～H)。 頂部領 域 での発 現は、頂部領域 の幼根付 近での発

現 に対応 す る もの と考え られ た。受粉後9日 目では、将来の頂部領域 と基部領域の幼

根 に対応す ると思われ る、胚 の内部 で発現 す るものが見 られ た(図4-41)。 受粉後9

日目の別 の胚 では、背側領域で の発現 が見 られ 、発現 に対応 した位置 に、SAMが 分化

していた(図4-4J)。 この胚 で は、背腹軸 の極性 が逆転 して いる と考 え られ た。 また、

受粉後9日 目の別の胚 では、頂部領 域腹側 のSAMで の発 現に加 え、背側領域 と基部領

域 へ発 現が拡大 して いる もの も見 られ た(図4-4K)。 この胚 では、頂部領域 の著 しい

拡 大が起 こってい たため、軸 が複 製 され てい る可能性 が示唆 された。以上 の よ うに、

are2で は、胚発 生初 期か ら、多様 なパ ター ンでOSH1の 発現領域 に異常 が認 め られた。

これ らの発現領 域 の異 常は、are2完 成胚 か ら予測 され た、軸 の極性 の異常や複製な ど

と一 致 してい た。

次に、OsSCRの 発現パ ター ンを解析 した。are2で は受粉後5日 目の球状胚 において、

表 皮の 内側 の層 で リング状 に発 現 を開始 してお り、部分 的に表皮側へ発現部位 が増加

していた(図4-5A)。 受粉後6日 目の球状胚で は、 リング状の発現 を継続 していたが、

全 体的 に表 皮側へ発 現部位 が増 加 し、また、胚の形態 が楕 円型 を していたため、
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図4-4.are2に お け るOSH1の 発 現 パ ター ン。A～D:同 一胚 の切 片 。 受 粉 後

5日 目。E～H:同 一 胚 の切 片 。 受 粉 後7日 目。I～K:受 粉 後9日 目。

I:内 部 で発 現 して い る。J:背 側 で発 現 して い る。K:腹 側 で 発 現

して い る。Bar=100μm(A～I)、200μm(J、K)。
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図4-5.are2に お け るOsSCRの 発 現 パ タ ー ン。A:

受 粉 後5日 目、B:受 粉 後6日 目、C:受 粉

後7日 目、D:受 粉 後9日 目。Bar=100μm。
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OsSCRの 発現 も楕 円状 となっていた(図4-5B)。 受粉後7日 目では、2つ のアーチ状

の発 現 が頂 部― 基部 方 向 に並び 、 さらに基 部側 の胚柄 付近 で も発 現 が拡 大 してい た

(図4-5C)。 この発現パ ター ンは、頂部領域 と基部領域 の幼根 に対応 した ものである

と考 え られ た。 受粉後9日 目において、頂部領域 と基部領域 にお いて、それ ぞれ幼根

に対応 した位 置 にアー チ状の発現 が見 られ た(図4-5D)。 以上 の よ うに、are2で は

OsSCRは 球状胚で リング状に発現 を開始 し、次第 に発 現部位が増加 した後 、幼根 の増

加 を反映 して、発現 部位 が増加 した もの と考 えられた。OsSCRの 発現パ ター ンか らも、

are2で は胚発 生初期 か ら軸 の極 性 な どの異 常がお きてい るこ とを支持す る結果 が得 ら

れ た。

さらに、イネ のア ミラーゼ をコー ドし、胚発 生 にお いて胚 盤上皮細胞 で特異 的 に発

現す る遺伝子RAmy1を プ ロー ブにin situ hybridizationを 行 った。野生型では受粉後4

日目か ら頂部側 の胚盤 上皮細胞で発現 を開始 し(図4-6A)、 その後基部側へ発 現が拡

大 してい き、受粉後7日 目で は胚盤上皮細胞 のほぼ全域 で発 現す るよ うにな った(図

4-6B)。

これ に対 し、are2で は受粉後9日 目の胚盤 上皮 細胞 で、頂部側 と基部側か ら同時に

発現 を開始 した(図4-6C)。 受粉後11日 目では、頂部側 と基部側 か ら発現が開始 し

てお り、 さ らに、頂部領域 の発現 が腹側へ拡大 している もの も見 られた(図4-6D)。

以上 の よ うに、are2で は、頂部側 か ら開始すべ きRAmy1の 発現 が、頂部側 と基部側 か

ら同時 に開始 していた ことか ら、頂部― 基部 軸の異常 がお きてい る といえた。 また、

RAmy1の 発 現 が腹側 に も拡 大 した ことか ら、背腹軸 の異常 が示 され た。

胚 の観 察結果 を総 合す る と、are2で は胚発生初期 か ら、頂 部― 基部軸 と背腹軸の極

性 の異常や頂 部― 基部 軸の複製 な どがお きた こ とで 、領域 の位 置関係 に異 常 をきた し

てい る と考 え られ た。 また 、軸 の極性の異 常や複製 に よって、領域 の大 きさが影響 さ

れ 、そ の結 果、胚器官 が増加 した こ とが示唆 された。

are2植 物体 の表現 型

are2の 発芽後14日 目の植物 体は草丈約3cmで 矮化 してお り、第1葉 、第2葉 の分げ

つの伸 長が見 られ た。幼根 の長 さは約7cmと やや伸 長阻害を受 けていた(図4-7A)。

発 芽後30日 目では、草丈 は約10cm、 分 げつ数 は13～15本 と叢生の草型を示 した(図

4-7B)。 幼根 は約10cmと 伸長 阻害 を受 けて いた。are2は その後の生育 において も、

分 げつ の増加 と矮 化 によ る叢 生の草型 を示 した。 また、発芽後100日 後 を経 て も生殖

成長へ の転換 は見 られ なか った。
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図4-6.野 生 型 とare2の 胚 発 生 にお け るRamy1Aの 発 現パ

ター ン。A、B:野 生型 、A:受 粉 後4日 目、B:

受 粉 後7日 目。C、D:are2、C:受 粉 後9日 目、

D:受 粉 後11日 目。 矢 頭 の 間 がRamy1Aの 発 現。

Bar=100μm。
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図4-7.are2の 植 物 体 。A:発 芽 後14日 目 、B:発 芽

後30日 目 。Bar=1cm。
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これ らの ことか ら、are2は 栄養成長期 において も、葉や根の伸長や分 げつ の成長 に

異常 がお きてい るこ と、生殖成長 への転換の タイ ミングに異常 を持 つ ことが明 らかに

なった。

二重 変異 体are2mr1とare2apd1の 解 析

遺伝子 間の相互 作用 を解析 す るために、are2と 器官増加型変異体mr1とapd1と の二

重変 異体 を作 出 し、完成胚 の観 察を行 った。

are2mr7で は、新規の表現型が得 られず 、野生型:are2:mr1の 表現型が、63:27:

22で 存在 した。are2apdlに お いて も新規 の表現型 が得 られず、野生型:are2:apd1の

分離比 が、33:17:9で あ った。 この ことか ら、軸 の極性や数 を制御す るARE2は 、頂

部― 基部領域 の大 き さを制御す るMR1やAPD1の 上位 で機能 している と考 え られた。

考察

are2表 現 型 の解 釈

これ までに解析 した領 域分化 異常変異体 、mr1、apd1で は頂部― 基部 軸 と背腹軸 は

正 常 に保 たれ たまま、頂部領域 の縮小 と基部領域 の拡 大がお こっていた。 これ に対 し

are2で は、頂部領域 に幼根 が、背側領 域に シュー トが分化 す るな どの多様 な器官増加

パ ター ンが見 られ たた め、頂 部― 基部軸 や背腹軸 の極性 の異常や 、頂部― 基部軸 の複

製 に よって、そ の後 の領域 の発 生運命 が変更 され てい るもの と考 え られ た。初期胚発

生 の解析 か らも、軸の極性 に異常 をお こ して いる との仮 説 を支持す る結 果が得 られ た

た め、are2は 頂部― 基部軸 と背腹 軸の極性 が変 更 され る、頂部 一基部軸 が複製 され る

といった異 常 をお こす軸異 常変異体で あるこ とが明 らかに された。 したが って、ARE2

は胚発 生初期 の頂部― 基部 軸 と背腹軸 の正常 な極性 の決定 に必要 な遺伝 子で ある と考

え られ た。 また、are2で は、一 見、軸 の極性 は正常で幼根が増加 して いる胚 が見 られ

た が、 これ は軸 が複製 された こ とで、領 域の拡 大がお きた もの と考 え られ た。 したが

って、ARE2は 軸の極性の決定のみではな く、軸の複製 の抑制 に も機能す るもの と考 え

られ た。are2で は、多様 な胚 器官増加パ ター ンを同程度の頻度で 引き起 こす ことか ら、

軸 の形 成 が不安 定であ った といえた。

頂 部領域 と基部領域 の大 き さの制御 には、補償 的 な相 互作用 が働 くことがmr1と

apd1の 解析 か ら見いだ され てい る。 しか し、are2に おけ る本 章で用いた分子マーカー
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の発現 は、 いずれ も拡大す る傾 向が見 られた。 また、完 成胚 にお いて シュー トと幼根

の双方 が増 加す る胚 も得 られ てい る。 したが って、are2に おいて は頂部領域 と基部領

域 ともに拡大 していた ことが示唆 され 、隣接す る領域 間の補償 的な相 互作用 は確認 で

きなかった。 この こ とか ら、軸 の異 常に よ り領域 の位 置関係 に異 常がお きた場合 は、

位置 関係 が正 常な状態 であ る時 の よ うな、 隣接す る領域 間の補償 的な相互作用 を喪 失

す るので はないか と考 え られ た。

以上 のよ うにare2は 、頂部― 基部軸 と背腹軸 の双方 の極性 に異常 をきた し、かつ、

頂部― 基部軸 が複製す る場合 もあ る、軸異 常変 異体で ある ことが明 らか に され た。

are2に お ける軸 の変 更 のモデル 化

are2で は、頂部 一基部軸 と背腹 軸の極性 異常や頂部― 基部軸 の複製 がお きてい るこ

とが示 され た。 そ こで、 これ らの軸は器官分化 以前の胚 で どの よ うに変更 され たのか

を考 察 し、モデル化 した。

野 生型胚 にお け る軸 を、頂 部― 基部軸 とそれ に直交す る背腹軸 として示 した(図4-

8A左)。 野生型では、双方の軸に沿って、領域 が分化す る。領域 の位置関係 と大 きさ

は正常 に制御 され 、頂部領域 と基部領域 に1つ ずつの シュー トと幼根 を分化す る(図

4-8A右)。

これ に対 し、are2の 特徴 的な表現型で ある、幼根 が頂部領 域 と基部領域 に、 シュー

トが基部領 域 に分化 した胚 では、本来の頂 部― 基部軸 が背腹 軸 に、本来 の背腹 軸が頂

部― 基部軸 に置 き換わ ってい る と考 えることがで きた(図4-8B左)。 その結果、本来

の頂部領域 は基部領域 に発生運命 が変更 され、 ここには十分な スペー スが存在す るた

め、頂部領域 に も幼根が分化 した もの と考 え られた(図4-8B右)。 また、頂部領域 と

基部領域 に幼根 が、背側領域 に シュー トが分化す るタイプで は、前述 の タイプ 同様 、

頂部― 基部軸 と背腹 軸が置 き換 わ ってい る と考 え られ た。 このタイ プでは、頂部― 基

部の極性 が前述 の タイ プ と逆 にな ってお り、 シュー トが背側 領域 に、幼 根が頂部領域

と基部領域 に分化 す ると考 え られた(図4-8C)。 シュー トが欠損 し、頂部領域 と基部

領 域 に幼根 が分 化 した胚 では、頂部― 基部軸 の極性 が異常 をきた し、軸の両側 に基部

領域が分化 した ことが推測 された(図4-8D)。 また、 シュー トと幼根 の一組 が左右 に

ずれ て分化す る胚 では、頂部― 基部 軸が左右方 向に回転 した状態 にな るこ とで、 この

よ うな器 官分化 を した もの と説 明で きる(図4-8E)。 また、 シュー トと幼根 の一組 を

左右 に並 んで分化 していた胚 では、頂部― 基部軸 が複製 され た ことに よ り、器官 の増

加 を招 い た もの と考 え られ た(図4-8F)。 以上の よ うに、are2に お ける5つ の器官増
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図4-8.野 生型 とare2に お ける軸の形成。A:野 生型の胚発 生。胚発 生初期 において頂部
一基部軸 と背腹軸が決定 し、 これ に沿 った領域 分化 がお き(左)、 その結果、

シュー トと幼根 が1つ ずつ分化す る(右)。B～F:are2の 胚発 生。B:頂 部― 基

部軸が背腹軸 に、背腹軸が頂部― 基部軸に変更 した胚。C:頂 部― 基部軸 が背腹

軸 に、背腹軸 が頂部― 基部軸 に変更 した胚 。Bと の違い は、頂部― 基部軸 の極性

が逆転 している ところ。D:頂 部― 基部軸の極性 に異常をきた した胚。E:腹 側方

向 か ら見た胚。頂部― 基部軸が左右方向に回転 した胚。F:腹 側方 向か ら見た胚 。

頂部 一基部軸 が左右 に並ん で複製 された胚 。
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加パ ター ンは、軸 の極性異常(図4-8A～E)や 複製(図4-8F)に よって説 明で きた。

are2で は、 これ らの軸 の異 常に加 え、各領域 の大 きさが変更 され るため、胚器 官の増

加パ ター ンの多様 性 を生み 出 していた といえ る。領 域の大 き さの制御 に関 しては、軸

の異 常 によって領 域 の位 置関係 に変更が生 じ、領 域の大 き さが変更 され たか、あ るい

は、ARE2が 領域の大 き さの制御 にも、直接機 能 してい る可能性 も考 え られた。are2で

は、一見 、軸 に異 常が見 られ ない胚 で は、器官増加 がお きていない事 が多 いため、前

者 であ る可 能性 が高い と考 え られた。

したが って、are2は 、複数 の軸の極性 に異 常をきたす 変異体であ るとい えたが、軸

の変更パ ター ンが不安定 になる原 因 は不 明であ るた め、 これ について は、今 後の課題

にな る と思われ る。

イネ胚 にお ける軸 の形成

本 章で の解析 に よ り、are2で は頂部― 基部軸 と背腹 軸の極性 が変更 され る、頂部 ―

基 部軸が複 製す る異常がお きてお り、ARE2は 胚発生初期におけ る、 これ らの軸 の決定

機 構 に機 能 を持 つ と考 え られ た。

シロイ ヌナ ズナ の胚 にお ける頂部― 基部軸はPIN、PID、GNな どの解析 か らオー キ

シンの極性 によって決定 され る といわれてい る(Friml et al,,2003,2004;Steinmarm et al.,

1999)。 領域分化異常変異体 のmr1とapd1で は、オー キシンに関す る異常が見 られ た

こと、are2で も植物体 のシュー トで、mr1やaρd1と 類似 した多面的な表現型 が見 られ

た こ とか ら、 イネで もパ ター ン形成 に対 す るオー キ シンの関与 が示唆 され る。 また、

近年 、pinl pid二 重 変異体で は、2つ の子葉の左右相称性 が崩れ る こ とか ら、PW1と

PIDは 、左 右軸 の形 成 に も冗長 的に機能 して い るこ とが報 告 され た(Fumtani et al.,

2004)。 した がって、 シロイヌナ ズナ で も複数 の軸 の形 成 に関与す る遺伝 子の存在 は

知 られ てい る とい える。

一方
、動物 の胚では頭尾軸、背腹軸 と左右軸 の3つ の軸が存在 し、 これ らはほ とん

どの場合 、独 立 した遺伝 子の制御 を受 けて いる と考 え られ ていた。 しか し近年 、マ ウ

スでLEFTY1やNODALが 頭 尾軸 と左 右軸 の双方の決 定に関与す ることが報告 されたた

め(Yamamoto et a1.,2004)、 複数の軸の形成 に関与す る遺伝子 が存在す ることが明 ら

かに され てい る。

本 章で解析 をお こな ったARE2は 、イネ胚発生 の頂部― 基部軸 と背腹 軸の極性 の決

定、軸の増加 の抑制 におい て重要 な役割 を担 ってい る遺伝子 であ るこ とが明 らかに さ

れ た。 また、軸 は極性 の存在 に よって形成 され るた め、極性 の異常 とも密接 に関連 し
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て いる と考 え られた。 イネ胚で は複数 の軸 が、遺伝学 的 に独立 ではな く、連動 して制

御 され る場合 があ るこ とが示 され た。 したが って、イネ にお ける軸異 常変異体 として、

are2は 貴重 な材 料 として利 用で きる といえ る。 しか し、イネ胚 の軸形成 に関す る情報

は、未だ少 ないた め、今 後 もよ り多 くの変異体 の同定 と解析 が望 まれ る。
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総合考察

本研究では、イネの胚発生初期のパターン形成における遺伝学的機構を解明するこ

とを目的として、9系 統の胚器官増加型変異体を同定し、解析を行った。その結果、

軸の形成と領域の分化に関する新たな知見を得ることができた。これまで植物におい

て、胚器官が増加する変異体はほとんど報告されていなかったが、今後、胚発生初期

のパターン形成のメカニズムを遺伝学的に解析するために、有効な材料であることが

示された。

胚器 官増 加型 変異 体 の原 因遺伝 子 の機 能

第1章 で は、9系 統、8遺 伝 子座 に 由来す る、1遺 伝子劣性 の胚器官増加型変異体が

得 られ た。 これ らの系統にお ける胚発 生や植物体 の観 察 を行 い、パ ター ン形成 の特徴

か ら5つ の グル ー プに分類 した。5つ の グル ー プ とは、I:幼 根 が増加 す る変異体

(mr1、apd1)、II:多 様 なパ ター ンで胚器官 が増加す る変異体(are2)、III:シ ュー

トと幼 根 が増加す る変異体(are1、are4、odm400)、IV:巨 大胚で シュー トと幼根 が

増加 す る変異 体(odm132)、V:胚 発 生後期 にシュー トと幼 根が増加 し、栄養成長期

に も異所的 なSAMを 分化 す る変異体(odm87)、 である。それぞれの グル ープにおけ

る、原 因遺伝 子の機 能 は、I:頂 部 一基部領域 の大 きさの制御 、II:頂 部 一基部軸 と

背腹軸 の極性 と頂部― 基部軸 の数 の制御 、III:背 側領域 の分化 、IV:背 側 領域 の分化

と胚 の大 き さの制御 、V:胚 発 生後期 にお ける背側領域 の維持 と栄養成 長期 にお け る

SAM分 化 の抑制 、であ ると考 え られた。 パ ター ン形成 の制御 プ ロセ スは、極性 の決定、

軸の形成 、領 域 の分 化 の順 に進 行 してい く と考 え られ てお り、 グル ープIIは 軸 の形成

機 構 に、 グルー プI、III、IV、Vは 領域 の分化 に関与す る遺伝子 に変 異がお きた もの

と考 え られた。 また、 グループ4のODM132は 、軸の制御 に加 えて胚 の大き さも制御

してお り、2つ の異 なるメカニズ ムに関与す るユニー クな機能 を持つ遺伝子 であ る と

考 え られた。胚の大 き さは、胚乳側の因子であ るGEとneに よって制御 され ている と

の報 告がな され ているが(Hong et al.,1996)、ODM132は 胚 の領域分化 の制御機構に

関与 していた ため、胚側 の因子 が胚の大 き さを制御す る新規 の機能 を持 つ可能性 が あ

る。

以上 の よ うに、本 報告 で得 られた胚器官増加 型変異体 の原 因遺伝 子 は、すべ てパ タ

ー ン形成 に関連す る機 能 を持 ち
、 これ らの変 異体の存在 に よって、パ ター ン形成 には

軸 の形成や領 域 の分化 な どの制御機 構 が存在 し、軸 の形成機構 では、頂部 一基部 軸や
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背腹軸 が連動 して制御 され 、領域 の分化機 構 では、頂 部― 基部領域 と背腹領域 は独 立

して制御 され る こ とが示 された。

胚 の極性 と軸 の決 定

イネ の胚 に は、頂部― 基部 、背腹 、左右 の3つ の軸 が存在す る と考 え られ 、 これ ら

3つ の軸 は、極性 に よって決 定 され る と考 え られ る。 イネ(科)の 胚 では、are2の よ

うな、複 数 の軸の極性 が異常 になる表 現型 を胚乳 との位 置関係 で認識 で きるが、双子

葉植物 の胚 では、それ がで きな いため、複 数 の軸 の極性 の異常 を認識 す るこ とは難 し

い。 これ は、軸形成 に関す る解析 を行 うた めにイネ の胚 が有利 な点であ る。

この極 性 を決 定す る1つ の因子 は、他 の植 物 の報告 か らも、現在 の ところオー キシ

ン とす る説 が有力 であ る。 シ ロイヌナ ズナ のgnで はオー キシン排 出キャ リアPINの 細

胞 内の局在性 が乱 され 、オー キシンの極性 に異 常を きた した結果 、頂部 一基部軸 が正

常 に形成 されず 、SAM、 子葉 、幼根 な どの胚器官 の欠損が見 られ た(Mayer et al.,1991,

1993;Shevell et al.,1994;Busch et al.,1996;Steinmann et al.,1999)。 また、生理学的実験

では、セ イ ヨ ウカラシナや コムギの胚発 生初期 の未熟 胚 にオー キ シンやオー キシ ン極

性輸 送阻害剤 を処理す る こ とで 、球 状胚の まま発 生 を停 止す る ことが報告 され てい る

が、 これ もオー キシンの極 性 の異 常を人為的 に引 き起 こ した ことに よ り、胚 の極性 と

軸 が形 成 され ず に 、器 官 を欠 損 した もの と考 え られ た(Liu et al.,1993;Hadfi et al.

1998;Fischer and Neuhaus,1996;Fischer et al.,1997)。 イネ胚発生変異体 には、胚器 官を

分化せず に球状胚 で発生 を停止 す る変異体 が数系統得 られて いる(Hongetal.,1995)。

極性 を完全 に失 った場合 は、それ 以降の軸 の形成 や領 域 の分化 が行 われず 、器官 を欠

損す る と思 われ る。 したが って、器 官増加型変 異体だ けでな く、器 官分化 が起 こらな

い変異体 の中に も頂部 一基部 な どのパ ター ン形 成に異常 をきた した変異体 が存在 す る

可能性 があ るため、詳 細な解 析が望まれ る。 実際、その うちのgle4は 、胚の放射パ タ

ー ンに異 常 をきた した もので ある との報告 がな されて いる(Kamiya et al.,2003)。

本 報告 で解析 を行 ったARE2は 、頂部 一基部軸 と背腹軸 の極性 あ るいは頂部 一基部

軸 の数 の制御 に関与す る との結論 が得 られ た。 シ ロイヌナ ズナ のpinやpidで は、頂部

領域 の器 官 が欠損す る、子葉 の左右相称性が崩れ るな どの事か ら、PINやPIDは 頂部

―基部軸 と左右軸 の双方 に機能 す る遺伝子 であ る と言 うことがで き、 また、 これ らの

遺伝子 はオー キシンの極性の創 出に機 能 してい ることが明 らかに され てい る(Okada et

al.,1991;Berleth and Jurgens,1993;Bennett et al.,1996;Frimi et al.,2004;Furutani et al.,

2004)。ARE2の 複数 の軸 に対す る機能 を統一的 に説 明す るための有力 な仮説 の1つ と
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して、ARE2も オーキ シンに関与す る機 能を持 つ ことが考 え られた。are2胚 では、維管

束 の走向 に異 常が見 られ た こ と、植物体 で は分 げつの増加 、葉 の伸長 阻害 が起 きた こ

とな ど、オーキ シンが関与す る と思われ る表現型 を示 した ことも、 この仮説 を支持 し

ていた。

シロイヌナズナのtplは 頂部 と基部 に根 を形成す るた め、are2に お ける頂部領域 と基

部領 域 に幼 根 を分化 す る胚 の よ うに、軸 の極性 異常 をお こした よ うに見 え るが、頂部

領 域 に分 化 した根 で は、幼根 で発 現す るマー カー遺伝子 の発 現が見 られ ない ことか ら、

栄養成長 にお け る根 が、胚発生 時に分化 した もので ある といわれ てい る(Long et al.,

2002)。 したがって、tplは 頂部 一基部軸 の変異体ではな く、SAMの 発生運命 が根端分

裂組織 に変更 され た もので ある可能性 が高い。 この こ とか らも、are2は 、新規 の軸異

常変 異体 であ る といえた。

左 右軸 に関 して は、双子葉植 物 、単子葉植 物 ともに左右相称 であ る。 シロイヌナズ

ナ では 、子 葉の左右相 称性 が崩 れ る、子葉 が融合す る、3枚 以上 が形成 され るな どの

表現 型 を示 す変異体 の同定 に よって、左右 の領域 の分化 に関す るア プロー チが行 われ

てい る。子葉 が融合す るcuc変 異体の解析 か ら、シ ロイヌナズナの胚 の左 右相称性 は

CUCやSTMの 子葉 間の境界領域 での発現 が、2つ の子葉領域 の大 き さを決 定 してい る

ことが知 られ ている(Aida et al.,1999,2002)。 しか し、左右軸が どの よ うに形成 され

るか は、明 らかに されて いない。本報告 では、器官増加 型変異体 の胚 の観 察 には、主

に縦断切 片 を用 いたため、左右 の形態 について は着 目して いないが、are2に お いて、

左右方 向 に頂部― 基部軸 が回転す る現 象が見 られ た ことか ら、頂部― 基部軸 と背腹軸

のみ でな く、左右 軸 も連動 して制御 されてい る ことが示唆 され た。 また、領域 の大 き

さや分化 に異 常をきたすmr1、are1、are4、odm400、odm132に おいて も、 シュー トや

幼根 が左右 非対称 に分化 して いる場合 も多 く見 られたた め、左右 軸の形成機構 は今 後

の課 題 とい える。

胚 の領 域 の制御

領 域 の分化 について精力的 に解析 が進 め られ てい るのが、シ ロイヌナ ズナにお ける

頂部― 基部軸 に沿 った 、頂 部― 中央部― 基 部領 域の分化 であ る。 シ ロイヌナ ズナ の胚

は、 この3つ の主要 な領域 か ら構成 され 、頂部領 域 は さらに、将来SAMを 分化す る子

葉間の境界領域 と2つ の子葉領 域に細分化す る(Nda et al.,1997;2002,Aida and Tasaka,

1999)。 しか し、主要 な領域 の相互 関係 につい ては情報 が得 られ ていなかった。本研

究 では、グル ープIのmr1とapd1の 解析 か ら、頂部― 基部領域の大 きさは、胚発 生の
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初期 、後期 を通 じて補償 的に制御 され る とい うモデル が得 られた。 この隣接す る領域

の補償的 な制御 は、 グルー プIIIのare1、are4、odm400と グループIVのodm132の 解析

か ら、背腹領域 の大 き さの制御 に も適応 され る と考 え られた。 これ らの変異体で は、

背側領域 が欠落 し、背側領 域 に腹側領域 が拡大 あるいは鏡 像対称 に複製 した もの と考

え られ た。 この制御 モデル は、 これ までに得 られ ていなか った、主要 な領 域間 の相 互

作用 に関す る新 規の情報 であ る。

隣接す る領域 の大 き さが補償的 に制御 され る発生 モデル は、双子葉植物 の葉原基 に

お ける向背軸 の領域分化や(Waites and Hudson,1995;McConnell and Barton,1998)、 花

のABCモ デル にお けるクラスAと クラスB遺 伝子 の発現領域 な どがあ る(Bowman et

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

これ らのモ デル にお け る領域 の制御 は、複数 の領域 が一定 の大 きさの組織 を分 け合 う

もので、全 体の組織 の大 きさは変更 され ない。 これ に対 し、SAMのzonationで は、clv

で見 られた よ うに、centra1領 域 の拡大 に よって、peripheral領 域 も拡大す るとい った、

隣接 す る領域 が補償 的 に制御 され ない場合 もあ る(Clark et al.,1993,1996;Kayes and

Clark,1998;Laufs et al.,1998)。odm87に お ける胚器官分化後 の腹側領域の拡大におい

て も、デ ー タが少 ない状況で はあ るが、本来 の背側 領域 が維持 され なかった結果 、腹

側領 域 が拡 大 してい るこ とか ら、おそ らく補償 的な制御 が行 われて いる もの と推 察 さ

れ る。領域 の分化は器 官分化以前に行われ るが、apd1とodm87で は本来 の胚器 官分化

後 に も、領域 の大 きさに変更 が生 じ、拡大 した領 域 に器官 が分化 したため、領域 の大

き さは器官 分化以降 に も補償 的に制御 され てい るこ とが明 らかに され た。 この こ とか

ら、MR1、ARE1、ARE2やARE4の よ うに器官分化 前 に機能す る遺伝 子 と、APD1と

ODM87の よ うに器官分化以降 に機能す るもの と、領域 の大 きさを制御す る遺伝子が機

能 す るタイ ミングには少 な く とも2つ 以上が存在 し、時間軸 に沿 った遺伝 子 の発現制

御 が行 われてい る ことが示唆 され た。

二重変異 体 の解 析か らは、頂部 領域 の大 き さの確保 には、MR1とAPD1に 加 え、

SAMの 分化 と維持 に機能す るSHL1も 冗長 的に関与 している ことが判明 した。SHL1で

は 、OS別 の発 現領域 が縮 小 して い るこ と、 まれ に2つ の幼 根が分 化す る こ とも、

SHL1が 頂部領域 の大 き さの確 保 に機能す る との説 を支持 してい る。

イネで は、基部領域 を欠損 し頂部領域の胚盤 のみか ら構成 され るctub-shaped embiyo

(cle)(Hong et al.,1995)や 基部領域 の欠損 に よって幼根 を欠損す るrall(Scapella

et al.,2003)な どの領域欠損型変異体 が得 られ てお り、 これ らを含 めた解析 に より、領
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域 の欠損 と大 きさの変更 には どの よ うな関連性 があるのか を解 明す る事 が、今後 のイ

ネ胚 にお ける領域 分化モデル の構築 に必 要 となるであろ う。

イネ 胚 にお け るパ ター ン形 成 の発 生遺伝 学 的モデル

本研 究で得 られ た8つ の遺伝子 のパ ター ン形成 にお いて推 察 され る機 能 を、図5-1

に示 した。

イネ の胚発 生のパ ター ン形成 は、極性 の決定、軸 の形成 、領 域 の分化 を経 て器官 が

分 化す る とい う順 序で進行す ると考 え られ る。胚 には、おそ らく受精卵 の時点か ら、

オー キ シンの濃 度勾配 な どに よって極性 が生 じてお り、 この極性 に沿 って頂 部― 基部、

背腹、左 右の3つ の軸 が形成 され る。 双子葉植 物の シロイヌナ ズナや単子葉植物 のコ

ムギでは 、極性 を生 じさせ たオー キシンは軸 の形成 に も関与 してい る といわれてい る。

また 、are2の 表現型か らもオー キ シンな どの極性 に関す る異常がお きた結果、複数 の

軸の形成 に影響 を受 けた可能性 が考 え られ る。 しか し、オー キシンのみ の極 性に よっ

て、3つ の軸 が形成 できるか ど うかは今 後の検証 が必要 である。 これ ら3つ の軸 は、

are2の 解析 に よ り、必ず しも遺伝 学的に独 立 に制御 され ているわ けでは ない こ とが明

らかに なった。 また、are2で は、分子 マーカー の発現 が拡 大 していた こ と、 シュー ト

と幼根 が増加 していた こ とか ら、それ らが分化す る領域 が拡大 してい ることが示 され

た。軸 の形 成 の異 常に よって、領 域 の拡大 がひ きお こ され たこ とや 、are2と 領域 の大

きさに異常 をきたすmr1、apd1と の二重変異体 は、全 てare2の 表現型 を示 した ことか

ら、軸 の形成 プ ロセ スは領域 の分化 プ ロセスの上位 に存在 す るこ とが確認 された。

領 域 の分化 では、胚発生初期 において、MR1が 頂部領域 の大 き さの確保 に、ARE1、

ARE4、ODM400、ODM132が 背側領域 の分化 に機能す る ことで、頂部 ―基部領域 ある

いは、背腹領域 の分化 を制御 してい ることが示 された。また、SHL1もMR1と 冗長的

に頂部― 基部領域 の大 き さの制御 に関与 していた。胚発 生後期 においては、APD1が 頂

部 一基部領域 の大 き さの制御 に、頂部領域 の正常 な発 達 を介 して、基部領域 の拡大 を

抑制 している ことが明 らかに された。ODM87は 、胚発生後期に背側領域 の維持 を介 し

て、腹側 領域 の拡 大 を抑制 してい る と考え られた。 したが って、イネ胚 で は胚発生 を

通 じて、 隣接す る領域 の大 きさが補償 的に制御 され る ことが あき らかに され た。また、

頂部領域 にお いて、mr1で はOSH1の 発現領 域が縮小す るため、MR1はOSH1の 上位

で機 能 してお り、apd1で はOSH1の 発 現はほぼ正 常であったた め、APD1はOSH1の 下

位 もしくは別 の経路 で機能 して いる ことが明 らかに された。
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イネの胚 で見 られた よ うな補償的 な領域 の制御機構 は、 シ ロイ ヌナズナや キンギ ョ

ソウの葉の向軸― 背軸領域 、ABCモ デルの クラスAと クラスC遺 伝子の発 現領域 の制

御 に類似 してい る と考 え られた。動物 で はシ ョウジ ョウバエ の胚 にお ける頭部― 尾 部

領域 の決 定機構 に も類似 してお り(Frohnhofer and Nusslein-Volhard,1986,1987;Berleth

et al.,1988)、 領域 の大 きさを制御 す るモデル として共通性 が存在 した こ とは興味深 い。

また、 グルー プ1の 変 異体で はオーキ シン処理 に対す る反応 の異 常が認 め られた こ と、

グル ー プI、III、Vの 変異体で は、いずれ も分 げつの増加 、草丈の伸長阻害 とい った

表 現型 を示 した ことか ら、 これ らの原因遺伝子 がオー キシ ンに関与す る可能性 が示唆

された。 シ ロイヌナズナで も、オーキ シンの極性 異常 によって、領 域(中 央部 と基部

領域)が 欠損す るmpやbdlが 知 られ ている(Berleth and Jurgens,1993;Hamann et at.,

1999)。 イネ で も基部領域 を欠損 す るral1が 得 られてい るが、ral1で は頂部領 域の拡

大は認 め られ ない。 また、イネ と他 の植物体 との情報 を総合 す る と、オー キシ ンは植

物 にお けるモル フォゲ ン として多 くの制御 プ ロセ スで機能 を持 つ と考 え られ た。 しか

し、複雑 な発 生プ ロセス を1つ の分子 が制御 してい る とは考 えに くい こ と、 シロイヌ

ナズナ の領域欠損型変異体のfkは ブ ラシノステ ロイ ド合成経路 に関与す る遺伝子の変

異体(Jang et al.,2000;Schrick et al.,2000)、gkは アセチルCoAカ ルボキシラーゼ をコ

ー ドす る遺伝子 の変異体で あった ことか ら(Kajiwara et al.,2004;Baud et al.,2004)、

パ ター ン形成 に役 割 を持つ新 たな遺伝子や 分子の 同定 が望まれ る。

本研 究 では、胚器 官増加型 変異体 を同定 し、解析す る ことによ り、イ ネの胚発生パ

ター ン形 成 に関す る、新規 の遺伝 学的情報 を得 るこ とがで きた。 しか し、パ ター ン形

成 に関 して は、極 性の決 定機構 な ど解 明す べ き多 くの課題 が残 され てい る。 本研究 で

得 られ た胚器官増加 型変異体 のほ とん どは独 立 した遺伝 子座 に由来す るもので あ り、

胚 のパ ター ン形成 に は さらに多 くの遺伝子 が関与 してい ると予想 され る。 したが って

今後 も、本研 究で得 られ た変 異体 に加 えて、新 たな胚器 官増加型変異体 の同定 も行 う

こ とで 、イネ胚発 生のパ ター ン形成 に関す る遺伝学 的情報が蓄積 され てい く とこが期

待 され る。
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摘要

植 物 の胚発 生初期 にお けるパ ター ン形成 は、植 物の体制 を決 定す る上 で、非 常に重

要 な制御過程 で ある とい える。パ ター ン形成 は、厳密 な遺伝 的制御 の下 に、極性 の決

定、軸 の形 成、領域 の分化 の順 に進行 し、シ ュー トや幼根 とい った胚器官 の形 成に至

ると考 え られ てい る。 近年 、 シロイヌナ ズナでは、頂部― 基部軸 に沿 った頂 部、 中央

部 、基部 の3つ の領域 の形成 に関す る解析 が精力的に進 め られてい るが、未解明の部

分 は多 く残 され てい るの が現状 であ る。

一方
、単子葉植 物で は、胚 のパ ター ン形成 に関す る遺伝 学的研究 はほ とん ど行われ

て いない。 イネ(科)の 胚 では、双子葉植物 の胚 と比較す る と、頂部― 基 部軸 と左右

軸 に加 えて背腹軸 が存在す る こと、 よ り複雑 な胚器官 を分化 す るこ とか ら、双子葉植

物 では得 られ てない情報が得 られ るこ とが期待 され る。 そ こで、本研究 では、地上部

と地下部 を形成す るため に重要 な胚器官 であ る、 シュー トと幼根 の数 に着 目 し、それ

らが増加 す る変異体 を同定 し、胚 のパ ター ン形 成に関す る発 生遺伝 学的解析 を行 った。

胚 器 官増加 型 変異体 の同定

台 中65号 にMNU処 理 を行 った後代 のF2集 団か ら、種子 の表現型の観察 によって、

胚器 官増加型変異体 の同定 を行 った。その結果、9系 統 の1遺 伝子劣性の胚器 官増加型

変異体 を得 る こ とが できた。 これ ら器官増加 型変異体 を、胚 にお け る器 官分化パ ター

ンの特徴 か ら、5つ のグループ に分類 した。 第1の グルー プは、幼根が増加す る変異体、

multiple radicle1(mr1)とapical displacement1(apd1)で あ る。 このグル ープでは、

縮小 した頂部領域に1つ の未発 達の シュー トが、拡大 した基部領域 に複数 の幼根 が分

化 して いたため、頂部― 基部領 域の大 きさに異 常をきた した変異体 であ る と推察 され

た。第2の グル ープは、多様 なパ ター ンで胚器官 を増加す るaberrant regionalization of

embryo2(are2)で ある。are2で は、胚 にお けるシュー ト、幼根の分化パ ター ンは多様

で、頂部領域 に幼根 が分化 す るものや 背側 領域 に シュー トが分化す るもの も見 られ た

た め、頂部― 基部軸 と背腹 軸の双方 の極 性 に異 常を きた した もの と考 え られ た。第3

の グルー プには、 シュー トと幼根 が増加す るare1、are4、odm400を 分類 した。 これ ら

の変異 体 では、本来 の腹側 領域 での胚器 官 に加 えて、典型的 な場合 には背側領域 に も

シュー トと幼 根 を鏡像 対称 に分化 していた ため、背側 領域 が欠 失 し、腹側領域 が複製

され た もの と考 え られ た。 従 って、 この グルー プは、背側領域 の分化 に異 常を きたす

変異体 であ ると考 え られた。 第4の グル ープには、odm132を 分類 した。 この変異体は、
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第3の グルー プ と同様 に、背側領 域 にも鏡 像対称 にシュー トと幼根 を分化す るが、胚

盤 が拡 大 した巨大胚 で もあった。 この ことか ら、odm132の 原因遺伝 子は、背側領域 の

分化 と胚の大 きさの決定 とい う2つ の異な る過程 に関与す る、興味深い機能 を持つ こ

とが示唆 され た。第5の グルー プには、odm87を 分類 した。 この変異体 では、本来 の

胚器 官分化後 に、腹側 領域 が背側 領域へ と拡 大 し、異所 的な シュー トと幼根 を分化 し

た。 した がって、胚発 生後期 に背腹領域 の大 き さを制御す る遺伝子 に変 異がお きた も

の と考 え られ た。 これ らの器官増 加型変異 体は、他 の植物種 で は報告 され てい ない も

ので あ り、また グルー プご とに異な る制御過 程 に異常 をきた した ものであ ると推察 さ

れた た め、胚 のパ ター ン形成機構 を明 らかにす るた めの有用な材料 である と考え られ

た。

幼 根 を増加 す るmr1変 異 体の解 析

第1の グルー プに分類 されたmr1は 、軸は正常であったが、頂部領域 の縮小 と基部

領 域 の拡 大がお き、その結果 、頂部領域に1つ の未発 達な シュー トが、基部領 域に複

数(最 大4個)の 幼根が分化 した。胚発 生の形態的観 察お よびOSH1やOsSCRな どの

分子マ ーカー を用 いた解析 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、基部領 域 では複 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。幼根 の増加 は基部領域 に限 られ るが、それ らの位置 、方向 は一 定 していな

かった。 また 、植物体 では シュー トにおいて 、分げつの増加 、葉 の伸長阻害や 生殖 成

長 への転換 が見 られ ないな ど多面的 な表現型 を示 した ことか ら、MR1は 、 シュー トを

分化 す る頂部領域 の発達 に機 能 してい る と考 え られた。 したがって、基部領域 の拡 大

は、頂部領域 の縮小 の結果 で ある とい え、頂部― 基部領 域 の大き さは補償的 に制御 さ

れ てい る ことが明 らかにな った。 また、mr1に 外 生オー キシン処 理 を行い 、草丈や根

の反応 を計測 した ところ、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。 他 のモデル植 物 では、頂部― 基 部軸の形成 にはオー キシンの極性 が関与 してい

る との報告 が得 られ てい るため、mr1の 表現型 の異 常にオー キシンが関与 して いる可

能性 が見 出 され た。 また、 シュー トの分化 に必要 なSHL1遺 伝 子 との関係 を明 らかに

す るた めに、mr1 shl1二 重 変異体を作出 した ところ、mr1よ りも多 くの幼根 が分化す る

傾 向が見 られ 、二重変異体 ではそれ ぞれ の シングル ミュー タン トよ りも基部領域 の拡

大が顕著 になってい ると考 え られた。MR1とSHL1は いずれ も、頂部領域 で機能 して

い る遺伝 子で あ るた め、 これ らの遺伝子 は、頂部領域 の大 き さの確保 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。 以上の よ うに、mr1の 解 析か ら、
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イネの初期胚 発生にお け る、頂部― 基部 軸 に沿 った領域 の大 き さの制御機構 に関す る

新 たな知見 を得 るこ とがで きた。

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

第1の グル ープに分類 され たapd1は 、軸 は正 常であったが、頂部領域の縮 小 と基部

領域 の拡大がお き、頂部領域 の頂端 に1つ の未発達な シュー トが、基部領域 に2つ の

幼根 が分化 した。apd1、mr1と もに第1の グル ープに分類 されたが、完成胚 におけ る

両者 の表現型 の相違 は、apd1で は胚 の頂端 に シュー トが分化す ること、基部領域 に分

化す る幼根 は最大で も2つ までで、これ ら2つ の幼根 の配置 が一定 であった ことであ

る。胚発 生 の形態 的観 察や分子 マーカー を用 いた解析 の結果 、本 来の シュー トお よび

幼根 の分化以前 の表現型 にはほ とん ど異 常は観 察 されず 、本 来の シュー トお よび幼根

が分化 した直後 か ら頂部領域 の縮 小 と基部領域 の拡大 が始 ま り、胚盤や鞘葉 の発達阻

害 に よって、シ ュー トが次第 に頂端 に位置す るよ うにな るこ と、基部領域 では本来 の

幼根 が分化 した後 に、拡大 した領域 に2つ めの幼根が分化す るこ とが明 らかになった。

植物 体で は、主 に栄養成長初 期の シュー トで葉 の伸長 阻害や褪色 、分 げつの増加、 ラ

ミナ ジ ョイ ン トが大 き く屈 曲す るな ど多面 的 な表 現 型が 見 られ た。 この こ とか ら、

APD1は 、 シュー トを分化す る頂部領域 の発達 に機能す る と考 え られ、胚発 生後期 にお

い て頂部領域 の正常 な大 きさの確保 を介 して 、基部領域 の拡大 を抑 制 してい る と考 え

られ た。 また、オーキ シン処理 した野生型個体 はapd1に 類似 した表現型 を示 した こと

か ら、apd1で は オー キ シン濃 度 が高 くな って い る可 能性 が示唆 され た。 また、shl1

apd1とmrlapd1二 重変異体では、それ ぞれ の遺伝子 の機能 か らは説明で きない新規 の

表 現型で あ る、軸の異 常が観 察 され た。 この ことか ら、APD1は 、MR1な どの他 の遺

伝 子 と冗長 的に胚発生初 期のパ ター ン形成 に関与す るこ とが示唆 された。

第1の グル ープに属す る変異体 の解析 に よ り、イネの胚発 生初 期、後期 ともに、頂

部 一基部領 域 の大 き さは補償的 に制御 され てい るこ と、基部領域 の拡大 に よって幼根

の増加 を まね くことが明 らかになった。

多様 な胚器 官増 加パ ター ン を示すare2変 異 体 の解 析

第2の グルー プに分類 されたare2は 、頂部領域に幼根が、背側領域 にシュー トが分

化す るな どの多様 な器官増加 パ ター ンを示 す変異体 であった。野生型胚 の胚盤 上皮細

胞 の長 さは、腹側 頂 部領域 で長 く、背側 基部領域 で短い傾 向を示 した。 しか し、are2

で は一 定の傾 向 を示 さない、背側 の細胞 の方が長 くな るな どの野生型 とは異 なるパ タ
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ー ンを示 した
。 このこ とか ら、are2で は背腹軸 に沿 ったパ ター ンに も異常がお きて い

るこ とが推測 され た。 胚発生過程 や分子マ ーカーの解析 か らは、胚発生初 期か ら、頂

部 一基部領域 と背腹領域 の位置 関係 に異常 を きた した ことが確認 され た。 これ らの領

域 は軸 に沿って分化す るため、are2は 、頂部― 基部軸 と背腹軸 の双方の極性 に異常 を

きたす変異 体で あるこ とが示 された。 さらに、are2の 胚 の中には、頂部― 基部軸 と背

腹 軸が置 き換 わった もので ある と解釈 できる もの もあったため、イネ胚 では2つ の軸

の形 成 を 、1つ の遺伝 子 が制御 す る場合 が あ るこ とが示 され た。 また 、are2 mr1と

are2 apd1を 解析 した ところ、二重変異体 はare2の 表現型 を示 したため、ARE2がMR1

とAPD1の 上位で軸 の形 成に機能 してい る もの と考 え られ た。

以上、本研究では、9系 統の胚器官増加型変異体を同定、解析し、イネの胚のパタ

ーン形成における軸の形成や領域の分化に関する遺伝学的情報を得ることができた。

また、胚器官増加型変異体は、他のモデル植物ではほとんど報告がないため、パター

ン形成の遺伝学的解析を行 うための貴重な材料であることが明らかにされた。
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