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分類と利用 

 ハスは、水生の多年生植物である。かつてはスイレン科に分類されていた (Englar 

1898)。クロンキスト (1988) による分類では、Nelumbo nucifera Gaertn.と N. lutea (Willd.) 

Pers.の 1属 2種からなる独立した科としてハス科 (Nelumbonaceae) が記載された。DNA

情報を基にした分類体系 (APGIII 2009) では、ハス科はヤマモガシ科およびスズカケノ

キ科とともにヤマモガシ目に含められている  (Chase et al. 1993; Hoot et al. 1999; 

Angiosperm Phylogeny Group 2009)。ハス (N. nucifera) は主にアジア、オーストラリア、

ロシアに分布し、白色あるいは紅色系の花をつける。一方、キバナバス (N. lutea) は、

北アメリカに分布し、黄色の花をつける (Heywood 1993)。キバナバスは、分布や核型

の解析から N. nucifera の亜種とする説もある (Huang et al. 1992; Borsch and Barthlott 

1994; Simon 1970)。ハス属の染色体数は 16 (2n) で、ゲノムサイズは、929Mb と推測さ

れている (Diao et al. 2006; Ming et al. 2013)。 

 ハスの栽培には長い歴史があり、主にアジアで有用植物として栽培されてきた。中国

では、6,000-7,000年前とされるハスの利用の記録が残っている (Wang and Zhang 2004)。

ハスの種子は発芽能力を長く保つことが知られており、およそ 2,000 年前の物と推定さ

れたハスの種子を発芽させ開花に至った大賀ハスや、800 年前のハスの種子から得られ

た中尊寺ハス、中国古代ハスなどの例がある (Ohga 1926; 北村・藤川 1974; 長島 2001; 

Shen-Miller et al 2013)。肥大した地下茎（レンコン）、葉、種子、花の各部位は、食用、

薬用、観賞用に幅広く利用され、それぞれの目的に合わせた品種が作出されている（南

川・斉藤 1962; 南川 1974; Guo 2009）。そのほかにも、葉柄から取れるセルロース繊維

を利用して織物が作られる（小笠原 2005; Ying et al. 2011）。 
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観賞用園芸品種 

 ハスの花、花托、葉は、観賞用として利用されてきた。特に花は顕花植物の中で最も

大きな花に挙げられる一つで、観賞用として優れた特質を持つ（勅使河原ら 1999）。花

の観賞用として栽培されてきた品種は、中国に約 900 品種、日本には約 350 品種あると

いわれている（北村・坂本 1972; Wang and Zhang 2004; Kubo et al. 2009）。これらの品種

のほとんどは N. nuciferaの自然変異体から選抜されたり、品種間交配により作出された

ものである。N. nuciferaと N. luteaの種間交雑で作出されたものもある（榎本 2002; Wang 

and Zhang 2004）。 

 ヒンズー教や仏教では、ハスの花は献花や供花として使われており、東南アジアでは

切り花として生産されている（三浦 2004; La-ongsri et al. 2009; Imsabai et al. 2010）。日本

でも夏の限られた期間ではあるが、花卉市場にハスの葉、蕾、花托が出回り、いけばな

の花材としても使われる。また、公園や寺社などの緑地の植栽や鉢植えにも利用されて

いる。以上のようにハスの花の園芸的価値は高く現在も利用されているが、利用は限定

的で必ずしも一般的ではない。その理由の一つに、利用者が望む時期に開花を誘導する

技術が確立されていないことが挙げられる。また、切り花は蕾の状態で出荷し生けられ

るが、切り花の状態では開花に至ることはない。 

 数多く存在している観賞用園芸品種の分類は、花弁の数、花の大きさ、花弁先端輪郭

線などの特徴に基づいた分類が広く用いられている（渡辺、鈴木 1992; Wang and Zhang 

2004; 鄭ら 2005a; 鄭ら 2005b）。また、近年は、遺伝学的な解析による分類も行われて

いる（Kanazawa et al. 1998; 香取ら 2003; 黄ら. 2003; Kubo et al. 2009）。 

 

観賞用ハスの生育と形態 

 ハスには、日本や中国に分布している温帯型と主に東南アジアに分布している熱帯型

の 2つのエコタイプがあると考えられている (Wang and Zhang 2004; Yang et al. 2014)。
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熱帯型のハスは日本（関東地方）では露地栽培による越冬は難しい。温帯型のハスは越

冬のために地下茎が肥大するのに対し、熱帯型のハスは低温下で栽培しても地下茎は肥

大せずに枯れてしまう。また、花期は熱帯型の方が温帯型より長い (Yang et al. 2014)。

熱帯型と温帯型のハスの違いについての研究はほとんど行われておらず、詳細について

は不明である。 

 ハスの園芸品種の栽培は、遺伝的形質を維持するため、種レンコンを用いた栄養繁殖

が行われる。東京大学大学院農学生命科学研究科旧附属緑地植物実験所（千葉県千葉市

花見川区：北緯 35.6°東経 140°標高 24ｍ）で栽培した場合の生育期と休眠期の植物体の

全体像を図１に示した。冬季が低温になる地域で温帯型のハスを栽培した場合、春、サ

クラ品種のソメイヨシノが咲くころに楯着した普通葉（楯着葉）を出し生育が開始する。

生育開始後の初めの数枚は水面に接している浮葉を、その後は水面から直角に立ち上が

った抽水葉を出し、夏になると花をつける（図 1 A-B）。秋になると、地下茎が肥大し、

葉が枯れる（図 1 C）。この肥大した地下茎（レンコン）は、次年度の生長に必要なデ

ンプンなどの貯蔵組織となり、水中の土の中で休眠し越冬する（図 1 C）。 
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図 1. ハスの植物体全体像  

A. ハスの生育期の模式図。B. 生育期に掘り出した植物体の全体像（2009 年 9月 4日、

117 DAP）。C. 休眠期に掘り出した植物体の全体像（2009 年 11月 25 日、199 DAP）。B、

C共に不定根は取り除いた。 

ab, 頂芽; i-n, 節間; pr, 種レンコン; rh, 地下茎; n, 節; l, 普通葉; p, 葉柄; ss, 側枝; ro, 不

定根; dashed-square, 肥大した地下茎; r, 白いラベル, 花茎; 番号, 種レンコンから数え

た節数; DAP, 植え付け後の日数。スケールバー B-C: 50 cm。 

 

SS 



7 

 

本研究の目的と概要 

 本研究では、ハスの開花調節技術を開発するための鍵となる基礎的知見を得るため、

以下の実験を行った。まずハスの頂芽中に形成される各器官の形態と形成順序の観察を

行い、ハスの器官形成と分枝について明らかにした。次にハスの花芽形成が生長過程の

どの段階で起こるかを明らかにした。 

 本研究で用いた植物形態学用語は、低出葉 (Niederblatt、Cataphylls) を鱗片葉 (Scale 

leaves) としたことを除いて、Wigand and Dennert (1888) とEsau and Kosakai (1975) らの

研究に従った。また、本研究では、複数の葉が相互に接近して着生する部位を便宜上「節」

と呼ぶこととした。したがって形態学上の節とは異なる意味で使用している。 
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第 2章. ハスの器官形成と分枝 
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2.1 序論 

 

 これまでハスの器官形成と分枝について、Trecul (1854)、Eichler (1878)、Wigand and 

Dennert (1888)、Miki (1927)、Chassat (1962)、Takhtajan (1969)、Esau and Kosakai (1975)、

熊沢 (1979) などにより研究が行われてきた。特に、Wigand and Dennert (1888) の研究

は、スケッチと記述により細部にわたり詳しく観察した結果が述べられている。先行研

究では、器官形成や分枝についていくつかの相異なる解釈がなされており、統一した理

解が得られていなかった。本章ではハスの形態観察を行い、その結果を先行研究の結果

と比較し、先行研究との解釈の相違点について明らかにした。 

 先行研究間の第 1の相違点は、ハスの分枝様式が仮軸か単軸かである（図 2-1)。Wigand 

and Dennert (1888)、Miki (1927)、Chassat (1962)、熊沢 (1979) らは、仮軸説を唱えた。1

枚の普通葉 (l) と 2 枚の鱗片葉 (s1、s2) は l、s1、s2 の順で交互に主軸の両側に形成さ

れ、主軸は花芽で終わり、鱗片葉 (s1) の腋芽として発生した側枝が次の節の主軸とな

るという解釈である（図 2-1 A）。一方、Eichler (1878)、Esau and Kosakai (1975) らは単

軸説を唱え、主軸の片側に 1 枚の鱗片葉 (s1)、その反対側にもう 1 枚の鱗片葉 (s2) と

1 枚の普通葉 (l) が同一側に形成される、すなわち主軸の両側に１枚ずつ規則的に葉が

形成されない、特異的な 3葉構造であるとした（図 2-1 B）。この葉序は極めてまれであ

る（Miki 1927）。 

 一般に、主軸から側枝が発生する際に最初に形成される葉は特殊な形をしていること

が多く、前出葉と呼ばれる。先行研究間の第 2の相違点は、この前出葉の枚数と側枝の

葉序である。先行研究で述べられた説を整理すると、4つの異なるパターンが示されて

いる（図 2-1 C）、（Miki 1927）。 

 本章ではハスを種レンコンと種子から栽培し、走査型電子顕微鏡 (SEM)と光学顕微

鏡を用い、頂芽と節間伸長後の各器官の形態観察を行い、器官の形成過程、形成順序、
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茎頂分裂組織 (SAM) の位置について明らかにした。また、SAM の位置を特定するた

めに SHOOT MERISTEMLESS (NnSTM) 遺伝子発現を指標とした in situ ハイブリダイゼ

ーション解析を行った。STM は、シロイヌナズナやイネを用いた研究において、SAM

の維持に機能していることが知られている (Barton and Poething 1993; Endrizzi et al. 

1996; Long et al. 1996; Clark 1997)。これらの結果を先行研究の結果と比較し、先行研究

間の相違点について結論を示した。 
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図 2-1. ハスの分枝の模式図  

A. 仮軸説: 主軸の両側に規則的に普通葉と鱗片葉が l、s1、s2 の順に形成され軸は花芽

で終わり、鱗片葉 (s1) の腋芽として発生した側枝が次の主軸となって生長する（Miki 

1927）。B. 単軸説: 主軸の片側に 1枚の鱗片葉 (s1)、反対側にもう 1枚の鱗片葉 (s2) と

1枚の普通葉 (l) が軸の同一側に形成される、特異的な 3葉構造 (Esau and Kosakai 1975)。 

f, 花; l, 普通葉; ps, 主軸; s1, s2, 鱗片葉; ss, 側枝。（熊沢 1979 改変）。（次ページに続く） 
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図 2-1. ハスの分枝の模式図（続き） 

C. これまでに報告されたハスの側枝の基部模式図。前出葉 (a1、a2) の数が 1枚または

2 枚、と側枝 (s1、s2、l、ss）の葉序が異なる 4パターンを示している。下段は補助図。 

a1, a2 前出葉; l, 普通葉（蓋葉）; ps, 主軸; s1, s2, 鱗片葉; ss, 側枝の軸。（Miki 1927、用

語は和訳）。 

（注）この図は図 2-1A、Bの点線部分 (ss) の構造を示したもので、図 2-1A、Bの構造

とは（部分的に）異なる。 
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2.2 材料および方法 

 

材料 

 種レンコンは、東京大学大学院農学生命科学研究科旧附属緑地植物実験所でレンコン

を植え継いで維持している園芸品種‘漁山紅蓮’を用いた。‘漁山紅蓮’は花の観賞用

の代表的な園芸品種で、紅色系で花弁数は 30枚前後の中型品種である (Watanabe 1990)。 

Simple sequence repeat (SSR) マーカーを用いた園芸品種の分類では、‘浄台蓮’、‘一

天四海’、‘請所’、‘輪王蓮’などと同じハスの品種クラスターに分類されている (Kubo 

et al. 2009)。共に冬季には肥大した地下茎が形成される温帯型のハス品種である。植え

付け時に頂芽を含む 2つの節と肥大した 1つの節間という形にしたものを種レンコンと

して用いた。種レンコンの節に形成されていた側枝は取り除き、植え付け時点での地下

茎の頂芽は 1か所とした。実生を得るための種子は、草津市立水生植物園みずの森（滋

賀県）より琵琶湖で自生状態で生育している系統をご提供いただいた。種レンコンは

80 リットル、種子は 10リットルのプラスチック製容器に植え付け、慣行栽培した。観

察には、植物体全体を容器から取り出し、水道水で土を丁寧に洗い流した植物体から頂

芽を採取して用いた。合計で 40 個の種レンコンと 20 個の種子から生育した 60 個体の

植物体を用いた。形態観察は 30個の頂芽と 100個の節を用いた。 

 

方法 

光学顕微鏡観察 

 形態観察のためのサンプルは、頂芽付近をFAA固定液〔ホルムアルデヒド: 酢酸: 70 % 

エタノール = 1 : 1 : 18、1% TritonX〕に浸け、真空ポンプ (Minivac PC-52、ULVAC) で

30 分 3 回脱気し 4℃で一晩静置した。翌朝、サンプルを再度 30 分 2 回脱気し、サンプ

ルが固定液中に沈んでいることを確認した。その後、リン酸緩衝液洗浄 30 分 2 回、エ
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タノールシリーズ (30%、50%、70%、90%、99.8%、無水) で各液 1 時間の脱水処理を

行った。その後、パラフィン包埋用の試料はエタノール：ヒストクリア（Histo-Clear、

National diagnostics）(１：１) 液に 30分、100％ヒストクリアに 30 分 2回、ヒストクリ

ア：パラプラスト (Paraplast Plus、McCormick Scientific) (１：１) に 1時間、100%パラ

プラスト液に 3日間 43℃（1日 1回液交換を行った）浸けて置換した後、包埋した。テ

クノビット樹脂包埋用の試料は、脱水処理後、エタノール：テクノビット液 (Technovit 

7100、Heraeus Kulzer) (１：１) に 3時間、100％テクノビット液（硬化剤なし）に室温

で 24時間浸透させた。その後、硬化剤入りのテクノビット液に交換し室温で包埋した。

パラフィン包埋した試料から、ミクロトーム (Microm HM325、Thermo Fisher Scientific) 

を用い、厚さ約 10 µmの連続切片を作製した。作製した切片はテクノビット切片と同様

に伸展、乾燥させた。テクノビット樹脂包埋した試料ブロックから、ミクロトーム (Jung 

RM 2035、 Leica) を用い厚さ約 3 µmの切片を作製した。作製した切片は、剥離防止処

理済のスライドガラス (APS コートスーパーフロスト S8441、松波硝子) の上で伸展さ

せて乾燥した。形態観察用の切片は、サフラニン Oとトルイジンブルー Oで染色した。

染色後の切片の載ったスライドガラスは、カバーガラスと封入剤（オイキット、O. 

Kindler）を用いプレパラートを作製した。その後、光学顕微鏡 (ECLIPSE E600、Nikon) 

で観察した。画像の出力時に、Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems) のレベル補正を用

い色調範囲の調整を行った。 

 

走査型電子顕微鏡 (SEM) 観察 

 栽培した植物体から頂芽を採取し、操作時の物理的損傷から守るため、2または 3枚

の鱗片葉を一時的に残し、頂芽周辺の普通葉や鱗片葉を丁寧に取り除いた。完熟種子の

サンプルは、種子を割り頂芽付近を採取した。これらのサンプルを固定液〔4%パラホ

ルムアルデヒド、2%グルタルアルデヒド/ 50mM リン酸緩衝液、pH 7.2〕に浸け、真空
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ポンプ (Minivac PC-52、ULVAC) で 30分 3回脱気を行い、4℃で一晩静置した。翌朝、

再度 30 分 2 回脱気しサンプルが固定液中に沈んでいることを確認した。その後、リン

酸緩衝液洗浄 30分 2回、エタノールシリーズ (30%、50%、70%、90%、99.8%、無水) を

各液 1 時間の脱水処理を行た。その後、酢酸イソアミルに置換し、臨界点乾燥装置 

(HCP-2、Hitachi) を用いて乾燥した。乾燥したサンプルは、観察用アルミ製試料台（日

新 EM）に導電性カーボン両面テープ（日新 EM）を用いて載台した後、サンプリング

時に残してあった鱗片葉などを実態顕微鏡下で取り除き、SAM を露出させた。サンプ

ルの表面を白金パラジウムでコーティング (Ion Sputter E-1030、Hitachi)し、SEM (S-4500、

S-4800、Hitachi) 5-10kV 下で観察した。画像の出力時に、Adobe Photoshop CS4 (Adobe 

Systems) のレベル補正を用い色調範囲の調整を行った。 

 

RNA抽出と cDNA合成 

 栽培した植物体から頂芽を採取し、頂芽を包んでいた鱗片葉や普通葉を SAM に損傷

がない範囲で取り除いた後、頂芽を直ちに液体窒素に浸漬した。サンプルを乳鉢と乳棒

を使ってすりつぶし、全 RNAを抽出・精製 (RNeasy Mini Kit、Qiagen) し、DNAase処

理 (TURBO DNA-free Kit、Ambion) を行った。RNAの量を極微量分光光度計 (Nanodrop 

2000c、Thermo Fisher Scientific) を用い確認した。その後、Oligo(dT)15 Primer (Takara)

を用い、逆転写 (Super Script III Reverse Transcriptase、Life Technologies) して cDNAを

合成した。 

 

ハスの NnSTM 遺伝子プローブ作製 

 研究開始時には、ハスの SHOOT MERISTEMLESS (STM) 遺伝子の塩基配列が公開され

ていなかったため、イネ、タバコ、イワタバコ、シロイヌナズナの公開されているアミ

ノ酸配列および STM に類似しているといわれているシロイヌナズナの KNOTTED 

CLASS NAT1のアミノ酸配列 (Long et al. 1996) をアライメントし（図 2-7）、これを基
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にディジェネレーテッドプライマーを設計した (表 2-1、図 2-9)。前項でハスの頂芽か

ら調製した cDNAをテンプレートとし PCR (Go Taq master mix、Promega) を行った。そ

の産物を電気泳動しバンド部分を回収して精製した (QIAEX II gel extraction kit、Qiagen)。

得られた断片をプラスミド pCR™II (Invitrogen) に TA クローニング (TA cloning kit、

Invitrogen)した。得られたプラスミドの配列と cDNA の挿入の向きをシークエンシング 

(ABI3130x1 Genetic Analyzer Big Dye Terminator cycle sequence kit、Life Technologies) に

より確認した。その後、制限酵素 SpeIで切断し、ベクター上の T7 プロモーターを用い

て in vitro 転写反応（MAXIscriptKit (Ambion)）を行い、ディゴキシゲニン標識された

NnSTM アンチセンス鎖 RNAプローブを作製した。 

 

 

 

表 2-1. NnSTM を標的とした in situ ハイブリダイゼーションの RNAプローブ作製の

ためのテンプレート cDNA増殖用ディジェネレーテッドプライマーセット（混合塩基

表示） 

 

 

対応塩基 

R → A or G,  H → A or C or T,  N → A or C or G or T,  Y → C or T, 

S → C or G,  W → A or T 
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in situ ハイブリダイゼーション 

 栽培した植物体から採取したハスの頂芽を 4% パラホルムアルデヒド、1% TritonX/ 

50mM リン酸緩衝液 (pH 7.2) の溶液に浸漬し固定した。これ以降の工程は、光学顕微

鏡観察に用いたパラフィン切片作製と同様に行った。作製した切片はスライドガラス上

でよく乾燥した後に、数週間から数か月間 4℃で保存した。 

 スライドガラス上の切片のパラフィンを取り除くために 100% ヒストクリア液浸漬

10 分 2 回、ヒストクリア：エタノール (1:1) で 5分 1回、エタノールシリーズ (99.8%、

90%、70%、50%、30%) で各 5分、滅菌水で 3分 2回処理した。37℃の Proteinase K溶

液〔42µl Proteinase K recombinant、PCR grade (20mg/ ml、Roche) / 150 ml (0.1M Tris-HCl pH 

7.5、50mM EDTA)〕に 20 分浸けた後、室温の滅菌水で 3分 2回洗浄した。再固定〔4%

パラホルムアルデヒド/ 0.1M リン酸緩衝液 pH7.5〕を室温で 10 分行った後、室温の滅

菌水で 3分 2回洗浄した。トリエタノールアミン溶液〔使用直前に混和した 0.1M トリ

エタノールアミン 0.1M 無水酢酸〕処理を 10分行った後、滅菌した SSPE Buffer 〔0.1M 

リン酸緩衝液 pH7.5、0.2M EDTA〕に 3分 2回、エタノールシリーズ 30％、50%、70％、

90％を各 2 分、99.8％を 2 分 2 回処理した後、1 時間脱気した。ハイブリダイゼーショ

ン液（後述）を切片の上に載せ、カバーグラスで封入した。ハイブリダイゼーション液

は、1スライドガラスあたり 3µl の 3M DTT、3µl の tRNA (100µg/ µl) 、15µl の poly (A) 

(10µg/ µl)、8µlの滅菌水に1µlのプローブ溶液を混合した溶液を80℃で5分処理した後、

氷冷し 50℃に温めた Solution A溶液（後述）を 280µl 加え混合したもを用いた。SolutionA

溶液は、30ml のホルムアミド、3.6ml の 5M NaCl、6ml (1M Tris・HCl pH 7.5、1M EDTA)、

1.2ml の 50x デンハルト溶液（1％ フィコール、1% ポリビニルプロリドン、1％ BSA 

(bovine serum albumin)）、12mlの 50％ デキストラン硫酸ナトリウム、0.6 mlの 3M DTT、

0.6ml の滅菌水を混合したものを用いた。封入したスライドガラスは、25ml のホルムア

ミドと 25ml の滅菌水を混合しペーパータオルにしみ込ませたたものを、容量 4 リット
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ルのプラスチック製密封容器に敷いて作製した湿室に入れ、暗所 50℃で一晩静置した。

翌朝 4 x SSC Buffer〔15mM クエン酸三ナトリウム、150mM NaCl〕中でカバーガラスを

外した後、スライドガラスを 50℃の 4 x SSC Buffer で 5分 1回、10分 1回洗浄した。37℃

の RNase Buffer〔10mM Tris・HCl pH7.5、0.5 M NaCl 〕で 5 分処理した後、37℃の RNase 

反応液〔50µg/ ml RNase A / RNase Buffer〕に 30 分浸した。その後、37℃の RNase Buffer

で 5分 3回洗浄した。52℃の 0.5 x SSC Buffer で 20分 2回、室温の Buffer ①〔0.2 M Tris・

HCl pH7.5、0.3M NaCl〕で 5分 2回浸した。室温のブロッキング液〔1g Blocking reagent 

(Roche) / 200ml Buffer ①〕に 30分浸した。1スライドガラスあたり 0.1% Anti-Digoxigenin

溶液(Roche)、0.1% BSAを含む 500µlのBuffer ①を加えたものをサンプル上に滴下した。

50ml の Buffer ① を用いて作製した湿室にスライドガラスを入れ、遮光して室温で 1

時間静置した。その後、室温の Buffer ①に浸し振とうしながら 10 分 3回、室温の Buffer 

③〔0.1 M Tris・HCl pH9.5、0.1M NaCl〕で 5分振とうした。その後プローブの発色用溶

液〔160µl NBT/ BCIP Stock Solution (Roche) / 20ml Buffer ③〕をスライドガラスのサン

プル上の載せ、50ml の Buffer ③を加えて作製した湿室に入れ、遮光し 37℃で 4時間か

ら一晩静置した。発色が適切な時点で、室温の TE Buffer〔10mM Tris・HCl pH8.0、1mM 

EDTA〕に 5分、滅菌水 5分洗浄した。観察は、光学顕微鏡 (ECLIPSE E600、Nikon) を

使い行った。画像の出力時に、Adobe Photoshop CS4 (Adobe Systems Inc.) のレベル補正

を用い色調範囲の調整を行った。 
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2.3 結果 

 

2.3.1分枝 

発芽初期の生長と分枝 

 完熟種子の縦断面像を図 2-2 Aに示した。種子中には子葉 (c) 、第 1節と第 2節の普

通葉 (l1、l2) が形成されているのが見えた。第 2節の普通葉は基部には普通葉の一部

である托葉鞘 (oc2) が形成されており、この托葉鞘が次節の器官を包んでいた。パネル

Aの托葉鞘 (oc2) とその内部に形成されている器官を観察するため、外側から順に器官

を取り除き SEMで観察した結果を図 2-2 B、D-Gに示した。図 2-2 C、Gの図中のアス

タリスク (*) は、SAMの位置を示している。第 4節の普通葉基部には未分化の SAM

が確認できた（図 2-2 G）。この時点では、第 5節以降の主軸の器官は形成されていなか

った。パネル Bの托葉鞘 (oc2) を取り除いた像を図 2-2 D、Eに示した。第 2節の普通

葉 (l2) の一部である托葉鞘 (oc2) に包まれていた第 3節普通葉 (l3) が露出した。さら

にこの第 3節普通葉 (l3) と托葉鞘 (oc3) を取り除くと、第 3 節普通葉の托葉鞘 (oc3) 

に包まれていた第 4節普通葉 (l4) が確認できた（図 2-2 F、G）。図 2-2 B、D-Gと頂芽

付近の縦断切片像（図 2-2 C）から、種子の中には第 1節から第 4節の普通葉が互生で

向かい合って形成されていたことが示された。第 1節普通葉基部には托葉鞘 (oc1) は形

成されていないが、第 2節から第 4節の普通葉は基部に托葉鞘 (oc2、oc3、oc4) を形成

していた（図 2-2 A、B、E、G）。発芽後、第 1節から第 4節の 4枚の普通葉は、その間

に他の葉的器官を生じることなく主軸の両側に交互に展開し、不定根がそれぞれの節に

形成された（図 2-2 H、I）。第 1節から第 4節の普通葉を展開させるのと同時に第 4節

普通葉基部に形成されていた SAM から、第 4節の側枝の SAM と第 5節以降の主軸の

器官が形成された (図 2-2 L)。図 2-2 J-Lは、播種後 15 日の実生頂芽の縦断面図で、新

たに形成された発芽第 5節には、主軸の片側に 1枚の鱗片葉 (s1)、180 度反対側にもう
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1 枚の鱗片葉 (s2) と 1枚の普通葉 (l) が形成されており、第 6節の普通葉も確認でき

た（図 2-2 J）。この時点で、頂芽中には分化が完了した第 5節と第 6節、分化途中の第

7 節があった。第 5節以降に形成された主軸の葉序は、種レンコンから栽培した場合の

主軸の葉序と同じ順序で、同じ器官が形成された（後述）（図 2-2 I-J）。図 2-2 J の矢尻

は、第 5節普通葉背軸側基部の十分に生長した植物体で花芽形成が予定される位置を示

しており、ここに花芽の原基は確認できなかった。種子中に形成されていた第 4節まで

と発芽後形成された第 5節には、花芽形成を確認することができなかった（図 2-2 C、L、

J）。また、第 5節以降の主軸の普通葉は、向かい合って形成されず、軸の片側に偏って

形成されることが確認できた。 
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図 2-2. 胚の形態と発芽後の葉序 

A. ハスの完熟種子の縦断面像。種子中には、子葉 (c) 第 1 節普通葉 (l1)、第 2 節普通

葉 (l2)、第 2節普通葉の托葉鞘 (oc2) に包まれた頂芽が形成されていた。断面像の第 1

節普通葉 (l1)と第 2 節普通葉 (l2) の葉身は頂芽を露出させるため取り除いた。B. 完熟

種子中の頂芽付近。C. 頂芽付近の縦断面（パラフィン切片：サフラニン O とトルイジ

ンブルーO 二重染色）。D. パネル B の頂芽付近から托葉鞘 (oc2) を取り除いた。第 2

節普通葉 (l2) の一部である托葉鞘 (oc2) に包まれていた第 3 節普通葉 (l3) が露出し

た。E. パネル D の側面からの拡大像。F. 第 3 節普通葉 (l3) と托葉鞘 (oc3) をパネル

Dから取り除いた。第 4節普通葉 (l4) が露出した。G. パネル Fの第 4節普通葉 (l4) の

正面拡大像。第 4 節普通葉 (l4) 基部には SAM (*) が形成されていた。B、D、E、F、G

は SEM 像。 

c, 子葉; l, 普通葉; oc, 托葉鞘; *, 茎頂分裂組織。スケールバー A-D: 500µm; E-G: 100µm。

（次ページへつづく） 

* 

* 
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図 2-2. 胚の形態と発芽後の葉序（続き） 

H. 播種後 13 日の実生。I. 播種後 20日の実生。J. 播種後 15日の実生頂芽縦断面の SAM

付近の拡大像。矢尻は十分に生長した植物体で花芽が形成される位置を示している。第

5 節普通葉背軸側基部 (l5) には花芽は形成されていなかった。K. 播種後 15 日の実生

の縦断面の第 4節普通葉 (l4) の向軸側基部付近の拡大像、側枝が形成されていた。L. 播

種後 15日の実生頂芽の縦断面（テクノビット切片：サフラニン Oとトルイジンブルー

O二重染色）。 

l, 普通葉; oc, 托葉鞘; ps, 主軸; s1, s2, 鱗片葉; ss, 側枝; r, 不定根; *, 主軸の茎頂分裂組

織。 スケールバーH: 1cm; I: 2cm, L: 1mm, J, K: 100µm。 

K 

L 

s2 

l5 

* 
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成熟した地下茎の生長と分枝 

 図 2-3A は、種レンコンから栽培した場合の植物体の全体像を示している。ハスの地

下茎は、伸長した節間 (i-n) と節 (n) から成る（図 2-3A）。図 2-3 Bの地下茎先端の頂

芽付近から、鱗片葉 (s1) と托葉鞘 (oc) を取り除くと、頂芽 (ab)（図 2-3 C）全体が現

れた。頂芽 (ab) は、2枚の鱗片葉 (s1'、s2') と托葉鞘 (oc') に包まれていた（図 2-3 C、

D）。図 2-3 Dの普通葉 (l') の一部である托葉鞘 (oc') を取り除くと主軸の鱗片葉 (s1") 

が形成されていた（図 2-3 E）。この鱗片葉 (s1") を取り除くと、鱗片葉 (s2")、普通葉

と托葉鞘 (l"、oc") が形成されていた（図 2-3 F）。また、さらに上位節の鱗片葉 (s1"') と

SAM が形成されているのが確認できた（図 2-3 F）。図 2-3 F右上拡大図は s1"、s2"、l"、

oc"を取り除いた後の SAM (*) の側面像である。図 2-3 Gは別のサンプルで図 2-3 Fより

も少し発達が進んだステージのものである。SAM 付近には 2 枚の鱗片葉 (s1"'、s2"')、

普通葉 (l"')、SAM (*) の形成が確認できた。以上の結果から、十分に生長したハスの頂

芽中には器官分化が完了した主軸の 2節と、さらに器官分化過程にある上位の 1節の合

計 3 節が形成されていた（図 2-3 B-G）。これらの節は、節間伸長を伴いながら、頂芽

内に形成されていた器官を順に展開し地下茎を形成する。種レンコンから栽培した植物

体の頂芽の形態観察の結果、器官形成の順序は主軸の片側に 1枚の鱗片葉 (s1)、反対側

にもう 1 枚の鱗片葉 (s2) と 1 枚の普通葉 (l) を繰り返すことが明らかとなった（図 2 

-3）。 
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図 2-3. 種レンコンから栽培した植物体の器官形成と葉序 

A. 種レンコンから栽培した場合の植物体の全体像。植物体は生育期（9 月）に堀り出

された。大部分の不定根は取り除いた。B. 頂芽付近（解剖前）。C. パネル B の頂芽付

近から、鱗片葉 (s1) と托葉鞘 (oc) を取り除いた。D. パネル Cの頂芽付近から鱗片葉 

(s1') を取り除いた。ab, 頂芽; f, 花; i-n, 節間; l, 普通葉; n, 節; oc, 托葉鞘; p, 葉柄; pr, 

種レンコン; rh, 地下茎; s1, s2, 鱗片葉; ss, 側枝; 矢印, 生長する方向。スケールバー A: 

50cm; B-D: 1cm。（次ページにつづく）。 

 

SS 

B 
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図 2-3. 種レンコンから栽培した植物体の器官形成と葉序（続き）  

E. パネル Dの托葉鞘 (oc')、普通葉 (l')、鱗片葉 (s2') を取り除いて現れた鱗片葉 (s1'')。

F. パネル E から鱗片葉 (s1'') を取り除いた。鱗片葉 (s2")、普通葉 (l")、托葉鞘 (oc")

とさらに上位節の鱗片葉 (s1"')と SAM が形成されていた。右上拡大図は s2"、l"、oc"

を取り除いた後の SAMの側面像。より上位節の一部である鱗片葉 (s1"') の形成が確認

できる。G. パネル Fとは異なるサンプルで、Fよりも少し発達が進んだステージの SAM

付近の拡大図。2枚の鱗片葉 (s1"'、s2"') と普通葉 (l"') が形成されている。E-Fは SEM

像。 

l, 普通葉; oc, 托葉鞘; s1, s2, 鱗片葉; *, SAM。スケールバーE-F: 500µm; G,  100µm; パ

ネル F右上拡大図: 50µm。 

 

* 

* 

* 
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2.3.2器官形成 

 

側枝の構造 

 一般に、主軸から側枝が発生する際に最初に形成される葉は特殊な形をしていること

が多く、前出葉と呼ばれる。その前出葉が 1枚かあるいは 2枚であるか、また側枝の葉

序を確認するために、頂芽内に形成されている発達途中の側枝を観察した。頂芽から、

主軸の 2枚の鱗片葉 (s1、s2）、主軸の普通葉 (l)、主軸 (ps) を取り除き、主軸の普通葉

の向軸側基部に形成されていた前出葉を露出させた像を示した（図 2-4 A-B）。図 2-4 A-B

では、側枝 (s1'、s2'、l') は、同じ方向に着く 2枚の前出葉 (a1、a2) に包まれており、

確認できない。これら 2枚の前出葉 (a1、a2) を取り除くと、側枝 (s1'、s2'、l') の鱗片

葉 (s1') が現れた（図 2-4 A-C）。側枝 (s1'、s2'、l') の 1枚の鱗片葉 (s1') は背軸側 に

形成されていた（図 2-4 C）。側枝のもう 1枚の鱗片葉 (s2') と普通葉 (l') は、向軸側 (ps) 

に形成されていた（図 2-4 D）。2枚の前出葉 (a1、a2) が形成されていることを除き、

側枝の鱗片葉 (s1') 以降の器官形成、葉序は主軸の頂芽と同一であった（図 2-4 D、図

2-3 F）。しかし、側枝の向背軸の方向が主軸の向背軸の方向と逆転していた（図 2-4 D）。

観察したすべてのサンプルにおいて前出葉は 2枚あり、その 2枚は向軸側に着生してい

た。 

 次に、節間伸長が完了した主軸の節を解剖し観察した。図 2-4 E に示した通り、節間

伸長が完了した節の前出葉は、外側からはほとんど見えない状態であった。図 2-4 Eの

鱗片葉 (s1、s2)、托葉鞘 (oc) と不定根 (r) を取り除くと側枝と前出葉 (a1、a2) が露出

した（図 2-4 F）。節間伸長が完了した節では、側枝の外側の前出葉 (a1) は小さく半透

明で、内側の前出葉 (a2) は褐色だった（図 2-4 F）。また、形成されたすべての節に側

枝が形成されており、それらの側枝はさまざまなステージで発達が止まっていた。図 1 

B で示した生育期の植物体では、第 7 節、第 8 節、第 14 節の側枝は発達して上位節を
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形成し伸長していた。一方、第 6 節、第 9 節、第 15 節の側枝はほとんど発達せずに生

育が止まっていた。以上の結果、観察したすべてのサンプルで 2枚の前出葉 (a1、a2) が

向軸側 (ps) に形成され、側枝 (s1'、s2'、l'、f') の 1枚の鱗片葉 (s1') は、背軸側に生じ、

もう 1枚の鱗片葉 (s2')と側枝の普通葉 (l') は向軸側に形成されていた。 

 

鱗片葉 

 鱗片葉 (s1) の基部は頂芽の外周に接着し普通葉 (l) の背軸側で重なり合い、発達途

中の器官をしっかりと包んでいた（図 2-3 C-E）。内側の鱗片葉 (s2) は、外側の鱗片葉 

(s1) と向かい合って形成され、普通葉 (l) と花芽（図では見えていない）を包んでいた

（図 2-3 C、F）。普通葉 (l) は主軸に対し鱗片葉 (s2) と同じ向きに形成されていた（図

2-3 F）。鱗片葉と托葉鞘は、発達途中には区別することができた。しかし、地下茎の伸

長が完了した段階では鱗片葉 (s1、s2) と托葉鞘 (oc) は褐色になり壊れやすくなり、判

別が困難になった（図 2-4 E-F）。発達が進むと普通葉は水上へ伸長するが、鱗片葉、托

葉鞘などは地下茎とともに水中または土中にとどまっていた（図 2-3 A）。以上の結果か

ら、一つの節には鱗片葉が 2 枚形成され、鱗片葉 (s1) の基部は頂芽の外周に接着し普

通葉 (l) の背軸側で重なり合い頂芽全体を包んで形成されていた。内側の鱗片葉 (s2) 

は、外側の鱗片葉 (s1) と向かい合い普通葉 (l) と花芽を包んで形成されていた。また、

着生位置と形態から前出葉とは異なる器官であることが示された。 
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図 2-4. 側枝の着生と形態  

A. 頂芽から、主軸の 2枚の鱗片葉 (s1、s2)、主軸の普通葉 (l)、主軸 (ps) を取り除き、

向軸側基部に形成されていた前出葉 (a1、a2) を露出させた像。頂芽中の 2 枚の前出葉 

(a1, a2) の位置を示している。B. 側面から見た前出葉。外側の前出葉 (a1) の先端が 2

つに切れ込みが入っていた。C. パネル Aから前出葉 2枚を取り除くと、側枝 (s1'、s2'、

l') の鱗片葉 (s1') が現れた。D. 鱗片葉 (s1') をパネル Cから取り除いた。側枝のもう 1

枚の鱗片葉 (s2')、普通葉 (l')とさらに上位節の一部が形成されていた。これらの構成要

素と葉序は、主軸の頂芽と同一であった。A-D は SEM 像。 

a1, a2, 前出葉; l, 普通葉; oc, 托葉鞘; ps, 主軸; s1, s2, 鱗片葉。 スケールバーA-D: 1mm。

（次ページへ続く） 
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図 2-4. 側枝の着生と形態 （続き） 

E. 節間伸長が完了した節（解剖前）。外部から前出葉は見ることはできなかった。F. パ

ネル Eから鱗片葉 (s1、s2) と不定根 (r) を取り除いた。側枝の基部に 2枚の前出葉 (a1、

a2) が確認できる。G. 前出葉の数と側枝の葉序の模式図。 

a1, a2, 前出葉; f, 花芽; l, 普通葉; oc, 托葉鞘; ps, 主軸; r, 不定根; s1, s2, 鱗片葉; ss, 側

枝の軸（パネル E, Fで見えているのは側枝の鱗片葉 (s1')）; 矢印, シュートが生長する

方向。 スケールバーE-F: 5mm。 

  

G 
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花芽 

 種子から栽培した場合、前述のとおり発芽後最初に形成された節（第 5 節）には、花

芽の形成は確認されなかった（図 2-2 C、J）。種レンコンから栽培した植物体を観察し

たところ、花芽は普通葉の背軸側基部に形成されていた（図 2-5 A-C）。頂芽から普通葉

や鱗片葉を取り除き、花芽の位置または十分に生長した植物体で花芽の形成が予定され

る位置を露出させて観察した。図 2-5に異なる発達ステージの頂芽中に形成されていた

花芽と普通葉を示した。図 2-5 パネル A、B、C の 3 枚は発達がほぼ同じステージを示

している。同様に、D、E、F と G、H、I の 3 枚もそれぞれ同じステージのサンプルで

ある。A、B、C のステージでは、花芽が判別できた。D、E、F のステージでは、花芽

形成が予定される場所に花芽原基が確認できる。G、H、Iでは、花芽形成が判別できな

い。A、D、Gは SAM 付近の普通葉の側面像である。花芽が形成された位置と花芽形成

が予定される位置を矢尻で示している。B、E、H では花芽と花芽が予定される位置の

拡大像。C、F、Iはそれぞれのステージの同様の位置の縦断切片像を示している。D、E、

Fのステージでは、花芽が突起状の構造であるのに対し、普通葉の形態は確認すること

ができた。これらよりも少し前の発達ステージの G、H、I では、普通葉の原基は確認

できるが、花芽の原基は確認できない。以上の形態観察の結果、花芽は普通葉背軸側基

部に形成され、普通葉が形成された後に花芽の原基が形成されていることが示唆された

（図 2-5）。 
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図 2-5. 異なる発達ステージの頂芽中の花芽 

A. 頂芽から鱗片葉等を取り除き、花芽を露出させた。発達中の普通葉側面から見た像。

花芽 (f) が普通葉 (l) の背軸側に形成されている。B. パネル A と同様のステージの花

芽の拡大像。C. A、B と同じステージの頂芽付近の縦断切片像。D. 花芽原基。矢尻は

花芽の原基を示している。E. パネル D と同様のステージの花芽が形成される位置の拡

大像。F. D、Eと同じステージの SAM 付近の縦断切片像。G. D、E、Fの図よりも早い

発達ステージの SAM 付近。普通葉の原基 (l) が確認できるが、花芽は確認できない。

H. G の図を上から拡大した。花芽形成が予定される位置に花芽原基は確認できない。

矢尻は花芽形成が予定される場所を示している。I. G、H の図とほぼ同時期の SAM の

縦断切片像。普通葉の原基は確認できるが、花芽の原基は確認できない。D、E、G、H

は SEM 像。C、F、Iはテクノビット切片：サフラニン O とトルイジンブルーO 二重染

色。 

f, 花芽; l, 普通葉; oc, 托葉鞘; s1, s2, 鱗片葉; ss, 側枝。スケールバーA-C: 500µm; D-F: 

100µm; G-I: 50µm。 
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茎頂分裂組織 (SAM) 

 種レンコンから栽培した場合の頂芽の縦断切片像を図 2-6 Aに、頂芽から鱗片葉や普

通葉を取り除き、SAM と考えられる領域を露出させた部位の上部からの SEM 像を図

2-6 Bに示した。図 2-6. Aと図 2-6. Bに主軸の SAM (*) と側枝の SAM (**、**') の位置

をアスタリスクで示した。図 2-6. Bでは、図 2-6. Aに示した側枝の SAM (**') は、普通

葉 (l') と托葉鞘 (oc') の中に形成されているが図では見ることができない。図 2-6 Aの

側枝の SAM (**、**') を比較すると、下位の側枝 (**) の SAM では、既に側枝の普通

葉が発達しているのに対し、上位の側枝 (**') では、まだ側枝の普通葉は確認できない。

このことが示すように、側枝の SAMのうち一つ下位節の側枝の SAM (**) の方の発達

がより進んでいた。以上の観察から、頂芽内には主軸の SAM と側枝の SAM と考えら

れる領域が存在し、これらの SAM は同時に並行して発達していた。 
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図 2-6. 頂芽中の SAM 

A. 種レンコンから栽培した植物体の頂芽の縦断面像。主軸の SAM (*) と側枝の SAM 

(**,**') が確認できる。テクノビット切片：サフラニン OとトルイジンブルーO二重染

色。B. 頂芽から普通葉や鱗片葉などを取り除き、SAM を露出させた部位を上から見た

SEM像。主軸の SAM (*) と側枝の SAM (**) が確認できる。Aに示した側枝の SAM (**') 

は、普通葉 (l') と托葉鞘 (oc') の中に形成されているため Bでは見えない。 

f, f' 花芽; l, l' 普通葉; oc, 托葉鞘; *,**,**', 茎頂分裂組織。スケールバーA-B: 500µm。 
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2.3.3 SHOOT MERISTEMLESS (NnSTM) 遺伝子の発現解析 

 SAM の位置をより確実にするため、また器官形成の順序を特定するため以下の遺伝

子発現解析を行った。種レンコンから栽培した植物体の頂芽を用い SHOOT 

MERISTEMLESS (NnSTM) 遺伝子の発現解析を行った。研究開始時には、ハスの SHOOT 

MERISTEMLESS STM 遺伝子の塩基配列が公開されていなかったため、他の植物種の情

報をもとにディジェネレーテッドプライマーを混合塩基配列で設計した（表 2-1、図 2-7、

図 2-9）。ハスの頂芽から抽出した RNA をテンプレートとし RT-PCR を行った。その

産物を電気泳動しバンド部分を回収して精製した (QIAEX II gel extraction kit、Qiagen)。

得られた断片を、プラスミド pCR™II (Invitrogen) に TAクローニング (TA cloning kit、

Invitrogen) した。得られたプラスミドの配列と cDNAの挿入の向きをシークエンシング 

(ABI3130x1 Genetic Analyzer Big Dye Terminator cycle sequence kit、Life Technologies) に

より確認した。シークエンスして得られた塩基配列および AtSTM、OSH1、NAT1の cDNA

塩基配列から予測されるアミノ酸配列をアライメントし、ハスの STM (NnSTM) 配列の

クローニングが成功したことを確認した（図 2-8）。また、クローニングした断片の塩基

配列をハスのゲノム配列 (NW 010729269.1) と比較した結果、ハスの NnSTM は、4つの

エクソンと 3つのイントロンで構成されていることがわかった（図 2-9）。その後、制限

酵素処理 (SpeI、Takara) を行った。この配列を鋳型にして、ディゴキシゲニン標識さ

れた NnSTM アンチセンス RNA プローブをベクター上の T7 プロモーターを用いて

MAXIscriptKit (Ambion) のプロトコルに従い作製した。NnSTM のゲノム配列と in situ 

ハイブリダイゼーションの RNAプローブ作製のためのテンプレート cDNA増殖用に用

いたディジェネレーティトプライマーの位置を、図 2-7、図 2-8、図 2-9に示した。種レ

ンコンから栽培した植物体の頂芽のパラフィン切片を作製し、NnSTM アンチセンス

RNAプローブを用いて in situ ハイブリダイゼーションを行った結果を図 2-10に示した。

NnSTM のシグナルは、頂芽内の SAM の部位で確認され（図 2-10）、それらは図 2-6 A
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に示した頂芽内の SAM (*,**,**') の位置と一致していた。この SAM 以外にも花芽 (f) 

で NnSTM のシグナルが発現していた。SAM 付近の拡大図（図 2-10 B）では、各器官

の原基でも NnSTM が発現しており、花芽原基 (f') と不定根原基 (r) が特定できた。普

通葉 (l、l') では NnSTM がすでに発現していないが、花芽原基 (f、f') では発現してい

た（図 2-10 B）。不定根の原基は、ここに示した以外の切片サンプルの形態観察の結果

から位置を特定した。一方、分化の完了した普通葉 (l、l')、托葉鞘 (oc)、鱗片葉 (s1、

s1') では、NnSTMの発現が確認できなかった（図 2-10 A）。 
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図 2-7. いくつかの植物種の STM 塩基配列から予測されるアミノ酸配列のアライメン

ト 

矢印 (F, Foward; R, Reverse) は、NnSTMを標的とした in situ ハイブリダイゼーションの

RNA プローブ作製のためのテンプレート cDNA 増殖用ディジェネレーテッドプライマ

ーに対応する位置。 
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図2-8. クローニング後のハスと他の植物種のSTM塩基配列から予測されるアミノ酸配

列のアライメント 

矢印 (F, Foward; R, Reverse) は、NnSTMを標的とした in situ ハイブリダイゼーションの

RNAプローブ作製のためのテンプレート cDNA増殖用ディジェネレーテッドプライマ

ーに対応する位置。 
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図 2-9. NnSTM遺伝子の構造 

 

4 つのエクソン(    )と 3つのイントロン(   )。矢印（F, Fowardと R, Reverse）

は NnSTMを標的とした in situ ハイブリダイゼーションの RNAプローブ作製のための

テンプレート cDNA増殖用ディジェネレーテッドプライマーに対応する位置。 
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図 2-10. SHOOT MERISTEMLESS (NnSTM) 遺伝子の頂芽での発現パターン 

A. 種レンコンから栽培した植物体の頂芽の縦断面のパラフィン切片を in situ ハイブリ

ダイゼーションで NnSTM 遺伝子の発現を検出した結果、SAM がある部位で NnSTM の

シグナルが検出された。B. パネル Aの SAM 付近の拡大像と発現パターンの模式図。 

f, 花芽; l, 普通葉; oc, 托葉鞘; r, 不定根原基; s1, s2, 鱗片葉; *,**,**', 茎頂分裂組織。ス

ケールバーA-B: 200µm。 

* 
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2.4 考察 

 

器官の形成順序 

完熟種子の形態観察の結果から、ハスは種子形成の過程で子葉、第 1節から第 4節ま

での器官と第 4節普通葉基部に 1つの未分化の SAM が形成されていることを確認した

（図 2-2 A-G）。また、第 1節から第 4節までの普通葉は向かい合って形成していた。第

3 普通葉は第 2節普通葉の托葉鞘に、第 4節の普通葉は第 3節の普通葉の托葉鞘にそれ

ぞれ包まれていた（図 2-2 A-G）。発芽後、種子形成の過程で形成されていた 4枚の普通

葉が展開し、SAMから新たな器官が形成された。第 5節以降の主軸の器官形成の順序

は、軸の片側に 1枚の鱗片葉 (s1)、反対側にもう 1枚の鱗片葉 (s2) と托葉鞘 (oc) を

含む普通葉 (l) で、これらの器官が形成されるのと同時に、第 4 節普通葉向軸側基部に

前出葉を伴った第 4節の側枝が形成されていた（図 2-2 K）。種子の中に形成された第 4

節までと、発芽後に最初に形成された主軸の第 5節には花芽 (f) は確認されなかった

（図 2-2 J、L）。種子の形態や、発芽後の器官形成については先行研究でも述べられて

きた（Eichler 1878; Wigand and Dennert 1888; Miki 1927; 南川 1974）。本研究は、光学顕

微鏡および SEMを用いた観察で種子中の普通葉の形成位置を示した。特に、先行研究

では用いられていない SEM 像を示すことにより、第 2節普通葉の托葉鞘 (oc2) 内の器

官を観察し、第 3節普通葉と第 4節普通葉の位置関係を明示した。 

 種レンコンから栽培した植物体を用いて発達ステージの異なる頂芽を観察した結果、

次のことが示された。ハスを種レンコンから栽培した十分に生長した植物体の場合、頂

芽中には常に 2から 3セットの発達途中の節が形成されていた。頂芽内に形成されてい

た器官は、節間伸長を伴いながら順に展開し地下茎を形成する。この主軸の器官形成の

順序は、片側に 1枚の鱗片葉 (s1)、反対側にもう 1枚の鱗片葉 (s2) と托葉鞘 (oc) を

含む普通葉 (l)、花芽 (f) の順であった（図 2 -3、図 2-5）。また、節を構成する器官の
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発生と同調して前出葉と側枝が形成されていた（図 2-5 G）。種子の発芽後、最初に形成

される主軸の第 5節の器官形成と、種レンコンから栽培した場合に形成される器官形成

の違いは、花芽の有無であり、それ以外の器官形成の順序や節の構成器官、形成の向き

などすべて同一であった (図 2-2 J、図 2-6 A)。本章の結果をまとめ、発芽後に形成され

た頂芽内の葉序の模式図を図 2-11 Aにハスの分枝の模式図を図 2-11 Bに示した。ハス

を種子から栽培した場合、ある程度生長すると花芽を生じる。花芽形成の開始は第 11

節以降であることが示された。このことについては後に述べる。 

 

茎頂分裂組織 (SAM)  

ハスの完熟種子の形態観察の結果、種子形成の過程で形成された SAM が 1つあるこ

とが示された（図 2-2. C）。発芽後、この SAM から第 4節の側枝と第 5節以降の器官が

形成された。図 2-2 Lでは、播種後 15日の実生の断面図を示しており、頂芽中には第

5 節、第 6節の器官分化が完了し、さらに上位の第 7節が器官分化の過程にあることが

示されていた（図 2-2. J）。第 4節の普通葉向軸側基部には、第 4節の側枝が（図 2-2 K）、

第 5節の普通葉向軸側基部には、第 5節の側枝（図 2-2 J）の形成が確認できる。種レ

ンコンから栽培した場合の発達ステージの異なる頂芽の観察の結果、頂芽中には、主軸

の SAM と側枝の SAMがあった（図 2-6 A *、**、**'）。これらの SAMでは同時並行的

に器官形成が進行していたことが示された。より確実に SAM の位置を特定するため、

SHOOT MERISTEMLESS (NnSTM) 遺伝子の in situ ハイブリダイゼーションによる発現

解析を種レンコンから栽培した植物体の頂芽を用い行った。その結果、形態観察により

SAM と考えていた位置と NnSTMの発現位置が一致した。本章の結果をまとめた頂芽内

の葉序の模式図を図 2-11 Aに示した。 
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分枝 

 先行研究間の第 1の相違点である、ハスの分枝様式が仮軸か単軸かについて、本章の

結果をまとめハスの分枝の模式図を図 2-11 B に示した。先行研究の仮軸生長とする解

釈（Wigand and Dennert 1888; Miki 1927; Chassat 1962; 熊沢 1979）では、シュート形成

は普通葉 (l) から始まり、次いで 2枚の鱗片葉 (s1、s2) が軸の両側に 1枚ずつ互生し、

花芽でシュート形成が終わる有限生長とした（図 2-11 C、Miki 説）。一方、単軸生長と

する解釈 (Eichler 1878; Esau and Kosakai 1975) では、主軸の片側に 1枚の鱗片葉 (s1)、

反対側にもう 1 枚の鱗片葉 (s2) と 1 枚の普通葉 (l) が軸の同一側に形成される特異的

な 3葉構造が形成され主軸が無限生長すると解釈した（図 2-11 D、Esau and Kosakai説）。

本研究の結果、ハスのシュートは単軸生長で形成され、花芽は側芽であると解釈した。

主な理由は次の 4 点である。① 種子中に形成されていた第 4 節までは、典型的な単軸

生長である。②第 5節以後、最初に花芽が形成されるまでの間は、花芽すなわち花茎と

は無関係な生長であり、ss を側枝とする単軸生長が続いていると考えられる。このこと

は従来の解釈と一致しており、ss の基部のみに前出葉と見られる 2 枚の葉を生じること

は ss が側枝であることを支持している。従って、s2 と普通葉が主軸の同じ側に形成さ

れることは単軸生長におけるハス固有の葉序と考えられる。③ 花芽が形成されるよう

になってからの生長においても、このハス固有の葉序が継続されることから、単軸生長

も継続していると考えられる。従って花芽は側生であり、その発生位置から s2 の側芽

とみなされる。④ 図 2-10 の結果では、普通葉 (l、l') では NnSTM がすでに発現してい

ないが、花芽原基 (f、f') では発現していた。このことは、普通葉が花芽より先に分化

し発達していること、すなわち本論文で側芽であると解釈する花芽が主軸上の器官より

も遅れて発達することを示しており、単軸説と矛盾しない。 
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側枝 

先行研究間の第 2の相違点は、前出葉が 1枚かあるいは 2枚であるか、また側枝の葉

序である。先行研究 (Eichler 1878; Wigand and Dennert 1888; Miki 1927; Esau and Kosakai 

1975)では、4つの異なるパターンが提示された。これまでに報告されたハスの側枝の基

部模式図を図 2-4 Gに示した（Miki 1927）。以下に 4つのパターンを示す。① 2枚の前

出葉 (a1、a2) は向軸側 (ps) に形成され、側枝 (s1'、s2'、l'、f') の 1枚の鱗片葉 (s1') は、

背軸側に生じ、もう 1枚の鱗片葉 (s2') と側枝の普通葉 (l') は向軸側に形成される（図

2-4 G 1）。② 1 枚の前出葉 (a) が向軸側 (ps) に形成され、側枝 (s1'、s2'、l'、f') の 2

枚の鱗片葉 (s1'、s2') と普通葉 (l') は背軸側に生じる（図 2-4 G 2）。③ 1枚の前出葉 (a) 

が向軸側 (ps) に形成され、側枝 (s1'、s2'、l'、f') の 1枚の鱗片葉 (s1') は、背軸側に生

じ、もう 1枚の鱗片葉 (s2') と側枝の普通葉 (l') は向軸側に形成される（図 2-4 G 3）。

④ 1枚の前出葉 (a) が向軸側 (ps) に形成され、側枝 (s1'、s2'、l'、f') の 1枚の鱗片葉 

(s1') は、向軸側 (ps) に、もう 1 枚の鱗片葉 (s2') と側枝の普通葉 (l') は背軸側 に生じ

る（図 2-4 G 4）。Eichler (1878) は、パターン①を、Miki (1927) はパターン③であると

の結果を示した。Wigand and Dennert (1888)、Esau and Kosakai (1975) はパターン②、③、

④の 3つのパターンが混在するとの見解を示した。 

 本研究で観察したすべてのサンプルで 2 枚の前出葉 (a1、a2) が向軸側 (ps) に形成さ

れ、側枝 (s1'、s2'、l'、f') の 1枚の鱗片葉 (s1') は、背軸側 に生じ、もう 1枚の鱗片葉 

(s2') と側枝の普通葉 (l') は向軸側に形成されていた。すなわちパターン①である。側

枝が節間伸長する際に側枝のシュートの先端が約 180 度ねじれる Esau and Kosakai  

(1975)。この性質により、側枝の節間伸長の前後で向きが異なり、先行研究間で結果の

不一致が生じたのではないかと考えられる。また、前出葉の数と着生の向きの観察は、

伸長が完了した植物を材料として用いた場合、2枚の前出葉は、褐色または半透明で壊

れやすく判別が難しい。また花と普通葉以外の地下茎や鱗片葉などの部位が水中または
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土壌中にとどまることも、生育が完了した植物体を用いて形態観察するのを困難にして

いる。 
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図 2-11. 頂芽中の SAMの位置と葉序、分枝の模式図 

A. 発芽後に形成された頂芽内の葉序の模式図。 

a1, a2, 前出葉; f, 花芽; l, 普通葉; oc, 托葉鞘; ps, 主軸; s1, s2, 鱗片葉; ss, 側枝の軸; sam, 

頂芽分裂組織（次ページへ続く） 
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図 2-11. 頂芽中の SAMの位置と葉序、分枝の模式図（続き） 

B. 種子から栽培した発芽初期の、分枝の模式図（本研究の結果に基づき作成）。C. 仮

軸説の模式図（Miki 1927 説、図 2-1 A.と同じ図）。D. 単軸説の模式図（Esau and Kosakai 

1975説、図 2-1 B.と同じ図）。（B、Cは熊沢 1979 改変）。 

a1, a2, 前出葉; f, 花芽; l, 普通葉; oc, 托葉鞘; ps, 主軸; s1, s2, 鱗片葉; ss, 側枝の軸; ts,3

次分枝の軸。 
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第 3章. 花芽形成期 
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3.1 序論 

 

 ハスの園芸品種は、遺伝的形質を維持するために地下茎（レンコン）を植え継ぐ栄養

繁殖法が一般に用いられている。温帯型のハスの慣行栽培では、越冬のために肥大した

地下茎の先端の 2節程度を回収して種レンコンとし、春に植えつける。植えつけられた

種レンコンは生育を開始すると頂芽部分から水平に地下茎を伸長させる。春から秋にか

けての生育期間は、前章で述べたように節を構成する各器官を形成しながら節間伸長す

る。花芽は、普通葉の背軸側基部に形成される (Wigand and Dennert 1888; Miki 1927; 

Takhtajan 1969; 熊沢 1979)。花芽形成に関する先行研究は、前述の分枝、葉序などの形

態観察により花芽形成の位置を示した研究、花弁や雄蕊などの花器官の発達を SEM 観

察により明らかにした研究（Ito 1986; Hayes et al. 2000）などがある。南川（1974）は、

普通葉が形成される主軸の節には、ほとんど花芽（潜芽）が形成されていると述べてい

るが、実験データや観察記録等は示されていない。花芽がすべての節に形成されるか、

生育開始から休眠までの間のどの時点で花芽形成が開始するかという点は不明のまま

である。ハスは 1シーズンの生長で地下茎の長さが 5m以上になり、また植物体の大部

分が水中の用土中にあることから、これらの器官を継続して観察することはきわめて困

難である。 

 本章では、これらの疑問点を明らかにするために、まず種レンコンをプラスチック容

器で 1個体ごとに栽培し、11か月の間（5月から翌年 4月）の各時期に植物体を掘り出

しすべての節の花芽形成の有無と花芽の形態を観察した。これらの実験の結果、すべて

の節に花芽が形成されていることが示された。また、それらの花芽のほとんどが開花す

ることなく、さまざまな発達段階で枯死していることが明らかとなった。 

 また、種子から栽培した場合、生長のどの時点から花芽形成が開始するか明らかにす

るために実生の形態観察を行った。それと同時に、花メリステムアイデンティティ遺伝
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子の一つである APETALA1 (NnAP1) 遺伝子の発現を調べ、花芽形成の指標の一つとした。

NnAP1は花芽の器官形成に関与する MADS-box転写因子をコードしており、ABCモデ

ルではクラス Aに分類されている (Coen and Meyerowitz 1991)。シロイヌナズナでは、

AP1は花芽の原基で発現することが報告されている (Wigge et al. 2005)。ハスにおいて

も、Yooら（2010）により AP1オルソログの NnAp1 (Nenu.AP1、GU048643.1) が公開さ

れ、萼片、花弁、雄蕊、葉などで発現していることが示された。 
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3.2 材料および方法 

 

材料 

 本章の実験には、第 2章（材料および方法）と同じ品種の種レンコンと種子を同様に

処理したものを用いた。 

 

方法 

種レンコンからの栽培と観察 

 準備した 20本の種レンコンは、容量 80リットルのプラスチック製容器に 1本ずつ 2009

年 5 月 10 日に植えつけた。栽培は、東京大学大学院農学生命科学研究科旧附属緑地植

物実験所（千葉県千葉市花見川区：北緯 35.6°東経 140°標高 24ｍ）で行った。プラスチ

ック製容器には、栽培用土を深さ 15 cm入れ、水をはった。植えつけ後、栽培容器は屋

外の自然光下で管理され、定期的に灌水し栽培用土表面から約 15 cmの水深を保った。

生育期には 2週間に 1回、約 10 gの化成肥料（ダイヤアミノ(5-5-5)、三菱商事アグリサ

ービス）を施肥した。サンプリングは、2009 年 8 月 8 日 (90 DAP) から 2010 年 4 月

18 日 (343 DAP) の間に行った (表 3-3)。観察用のサンプルは、植物全体を栽培容器か

ら掘り出し、水道水で土を丁寧に洗い流し、各節の不定根を取り除いた。植え付けから

観察日までの間に種レンコンから形成された節数を数え、番号を付けてその節毎に観察

した。いくつかの個体の種レンコンは腐植化したため作業の過程で回収できなかった。

サンプリングごとに別の植物体を掘り出して用い、観察が終わったサンプルはすべて廃

棄し植え戻して再度観察に用いることはなかった。9月 24日 (137 DAP)、10月 9日 (150 

DAP)、10月 31 日 (172 DAP)、11月 25 (199 DAP) に行ったサンプリングでは、各日 2

個体、1つは開花のみられた個体、もう 1つは開花のみられなかった個体を選びサンプ

リングを行った (表 3-3)。頂芽の中に形成されている発達途中の節も含む、すべての節
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を解剖し実体顕微鏡 (M125、Leica) を用いて観察した。 

 

種子からの栽培 

 まず、種子（50粒）の柱頭の逆側（図 2-2 Aの種子の上端に相当する）に剪定ばさみ

で切れ込みをいれた。水をはったプラスチック容器に種子を入れ、アルミホイルで遮光

して冷蔵庫（4℃）で 3日間保存し充分に吸水させた。その後、栽培用土を深さ 5 cmに

入れ、水をはった容量 10リットルのプラスチック製容器（直径 30 cm、深さ 15 cm）に

播種した。播種後は、屋外の自然光の下で栽培した。栽培は東京大学弥生キャンパス（東

京都文京区：北緯 35.7°東経 139.8°標高 17.7m）で行った。栽培用土表面から約 10 cmに

水深を保った。第 5節の普通葉が展開して以降は、2週間に 1回、約 2 gの化成肥料（ダ

イヤアミノ(5-5-5)、三菱商事アグリサービス）を施肥した。定量 RT-PCR 用のサンプル

については、時期をずらして 3 回（① 2013 年 4月 29 日、② 5月 13 日、③ 6月 10日）

播種した。 

 

走査型電子顕微鏡 (SEM) 観察 

 第 2章（材料および方法）の SEM 観察と同様の方法で観察を行った。 

 

RNA抽出と cDNA合成 

 第 2章（材料および方法）と同様の方法で RNA抽出と cDNAの合成を行った。RNA

の量を極微量分光光度計 (Nanodrop 2000c、Thermo Fisher Scientific ) およびバイオアナ

ライザー (2100、Bioanalyzer Agilent) を用い確認した。抽出された RNAの RIN値が、

8.0以上のサンプルを用いた。 
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in situ ハイブリダイゼーション 

 ハスの AP1ホモログとして公開されている NnAp1の cDNA配列 (GU048643.1)をもと

に、設計したプライマーを下記に示した（表 3-1、図 3-4）。これらのプライマーを用

いてハスの頂芽から前項の方法で抽出した RNA をテンプレートとし RT-PCR (Go taq 

master mix、Promega) を行った。この後は、第 2章（材料および方法）に記した手順と

同様に行った。 

 

 

 

表 3-1. AP1を標的とした in situ ハイブリダイゼーションのRNAプローブ作製のため

のテンプレート cDNA増殖用プライマーセット。 
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定量 RT-PCR 

 NnAP1 (GU048643.1) と NnActin (EU131153) を標的配列として設計したプライマーを

下記に示した（表 3-2）。ハスの頂芽から全 RNAを抽出・精製し (RNeasy Mini Kit、Qiagen)、

さらにDNAase処理 (TURBO DNA-free、Ambion) を行った。その後、逆転写 (Super Script 

III Reverse Transcriptase、Life Technologies)し cDNAを合成した。各プライマーセットに

より目的の領域が単独で増幅していることを確認するため、PCR産物をアガロースゲル

電気泳動によって分離し確認した。また、PCR産物をクローニング後、シークエンシン

グ (ABI3130x1 Genetic Analyzer、Big Dye Terminator cycle sequence kit、Life Technologies) 

を行い配列を確認した。定量 RT-PCRは ABI7300 (Life Technologies) を用いて行った。

また、反応毎に標準曲線、解離曲線で、PCR反応が正しく行われていることを確認した。

定量結果は、NnAP1の Ct値と NnActin の Ct 値の比 (NnAP1/ NnActin) を算出し示した。 

 

 

表 3-2. 定量 RT-PCR用プライマーセット 
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3.3 結果 

 

3.3.1 形態観察による花芽形成期の特定 

種レンコンから栽培した場合 

 ハスを種レンコンから栽培した場合、いつ花芽形成が開始するか確認するため、光学

顕微鏡を用い形態観察を行った。種レンコンをプラスチック容器に植え付け、屋外で慣

行栽培した。観察時に植物体全体を掘り出し、土と不定根を取り除き、種レンコンから

観察時までに新たに形成された節数を数え番号をつけた。節間伸長と器官の発達が完了

した各節と、頂芽内の形成過程の節のそれぞれに、花芽が形成されているか否かを実体

顕微鏡下で確認した。解剖前の頂芽と節（節間伸長後）の形態を図 3-1 A と図 3-2 Aに

それぞれ示した。図 3-1 Bと図 3-2 Bは、それぞれ解剖後の頂芽と節（節間伸長後）を

示し、花芽または花芽が形成される位置を矢尻で示した。生育期間は、種レンコンが植

えつけられて生育が開始してから、休眠期に入るまでの 5月から 10 月であった。図 3-1 

C-D は生育期の頂芽、E-Fは休眠期の頂芽をそれぞれ解剖して確認できた花芽を示した。

生育期と休眠期の間で、頂芽内に形成された花芽の形態やサイズに違いは認められなか

った。また、花芽は休眠期直前でも継続的に頂芽内に形成されていることがわかった。

生育期終盤に頂芽の中に形成された花芽は、休眠中に観察した場合にもダメージや腐敗

はなく、越冬していた。 

 表 3-3に観察した植物体の各節の花芽形成の有無を調べた結果を示した。ここに示し

た個体（Sample No. 1 から 14）は、採取時に種レンコンが残っており、植え付け後に種

レンコンから生育した節数が確認できた個体である。花芽は確認できるが開花にはいた

らなかった節を＋、開花した節を Fで示した。また、頂芽の中に形成された節は yで示

した。いくつかのサンプルでは種レンコンに近い節が、観察日までに腐植化が始まり花
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芽の有無が判別できなかった。この場合、表には i と表記した。表 3-3の Node No.は種

レンコンから生長して形成された主茎の節の数を表しており、それぞれの個体がサンプ

リングの時点で何節形成していたかを示している。生育期の終わりまでに、どの個体も

24 節または 25節形成されており、すべての個体の節形成、地下茎伸長は概ね同調して

いた。表 3-3において Sample No. 1 (90DAP) の Node No. 1から 14 の節は、植え付けが

行われた 5月 10日からサンプリングを行った 8月 8日の 90日間で節間伸長をともない

ながら、完成した節であることを示している。種レンコンから形成された初めの 2節か

ら 3 節は、前年の生育期後期に頂芽内に形成され越冬した節である。Sample No. 1 の

Node No. 14の節は、8月 8日 (90 DAP) ごろに、Sample No. 2の Node No. 20 の節は、9

月 4日 (117 DAP) ごろに節間伸長したことを示している。 

 観察の結果、生育期間中に形成されたすべての節に花芽が形成されていた。しかし、

開花した数は限られていた。観察した 14個体中、開花数 3が 3個体、2が 3個体、1が

1 個体であった。それ以外の個体では開花しなかった。Node No. 17の節で開花した個体

が 1つあるが、それ以外のすべての花は Node No. 9 から 14の節で開花した。節の形成

される速度は個体間で概ね同調していた。完成した節において開花しなかった花芽は発

達途中で枯死しており、枯死に至った花芽の発達ステージはそれぞれ異なっていた（図

3-2 C-F）。形成初期の花芽は、形成位置の特異性などから、花芽であると特定できるが、

萼片や花弁は確認できない（図 3-2 D）。発達が進んだステージの花芽や、器官形成が完

成に近い花芽もあり、紅色がかった花弁が形成された後に枯死したサンプルもあった

（図 3-2 F）。 

 以上の結果から、種レンコンから栽培した場合、生育期に形成されたすべての節に花

芽が形成されていた。しかし、その多くの花芽は開花に至らず枯死した（表 3-3）。  
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図 3-1. 頂芽中の節で観察された花芽の状態 

A. 生育期の頂芽（解剖前）。B. パネル A の頂芽を解剖し、花芽が形成される位置を露

出させた。矢尻は花芽が形成される位置を示している。C. D.頂芽から鱗片葉 (s1、s2)、

普通葉 (l)の托葉鞘 (oc)を取り除いた。生育期の頂芽の中に形成された花芽（C, 表 3-3 

Sample No. 2 の 21節; D, 3-3 Sample No. 2の 22節、C, D共に 117 DAP）。E. F. 頂芽から

鱗片葉 (s1、s2) を取り除き普通葉背軸側基部を露出させた。休眠中の頂芽の中で観察

された花芽（E, 表 3-3 Sample No. 9 の 22節; F, 表 3-3 Sample No. 9の 23節、E, F共に

199 DAP）。 

ab, 頂芽; f, f', 花芽; l, l', 普通葉; oc, oc', 托葉鞘; s1, s2, 鱗片葉; ss, 側枝。スケールバー

A-B: 1cm, C-F: 500µm。 
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図 3-2. 節間伸長後の節で観察された花芽の状態 

A. 節間伸長が完了した節（解剖前）。B. パネル A の節を解剖し、花芽が形成される位

置を露出させた。C-F. 4つの異なる節で確認された花芽。C, 表 3-3 Sample No. 6 の 15

節; D, 表 3-3 Sample No. 6の 14節; E, 表 3-3 Sample No. 6の 18節; F, 表 3-3 Sample No. 2

の 18節。Cと Dの図中左下は花芽の拡大像。 

l, 普通葉; oc, 托葉鞘; s1, s2, 鱗片葉; ss, 側枝。矢尻, 花芽が形成される位置または花芽; 

矢印, 頂芽の方向。スケールバーA-B: 1cm, C-F と C-D左下拡大像: 500µm。 
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表 3-3ハスの各節の花芽形成と開花  

Sample No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

Sampling 

date 
8Aug 4Sep 24Sep 24Sep 9Oct 9Oct 31Oct 31Oct 25Nov 25Nov 7Jan 21Feb 18Apr 18Apr 

DAP 90 117 137 137 150 150 172 172 199 199 242 287 343 343 

Node No. 

1 

 

+ 

 

+ i i i i i i i i + + i 

 

i 

2 + + i i i i i i i i i i i i 

3 + + + i i i i i i i + i + + 

4 + + + i i i i + i + + i + + 

5 + + + i + i i + + + + i + + 

6 + + + + + + i + i + i + + + 

7 + + + + + i + i i i + + + + 

8 + + + i + + + + + + + + + + 

9 F + + + + + + + + + + + + + 

10 + F + + + + + + + + + + + + 

11 F + F + + + + + + + + F + + 

12 F + F + + + + + + + + F + + 

13 + F + + F + + + F + + F + + 

14 + F + + F + + + F + + + + + 

15  +ｙ + + + + + + + + + + + + + 

16  +ｙ + + + + + + + + + + + + + 

17  + + + + + F + + + + + + + 

18  + + + + + + + + + + + + + 

19  + + + + + + + + + + + + + 

20  + + + + + + + + + + + + + 

21   +ｙ + + + + + + + + + + + + 

22   +ｙ  +ｙ  +ｙ + + + + + + + + + + 

23    +ｙ  +ｙ  +ｙ  +ｙ  +ｙ  +ｙ  +ｙ  +ｙ  +ｙ  +ｙ  +ｙ  +ｙ 

24      +ｙ  +ｙ  +ｙ  +ｙ  +ｙ  +ｙ  +ｙ  +ｙ  +ｙ  +ｙ 

25         +ｙ  +ｙ      

観察日にサンプルを栽培容器から掘り出し、各節の花芽形成を観察した。観察後すべて

のサンプルを廃棄した。 

+、花芽形成が確認（発達過程で枯死、開花せず）; Ｆ, 花芽形成され開花した; 
ｙ

,頂芽

または頂芽内;  i, 不明; Node No., 種レンコンから数えた節数; DAP, 植え付け後の日数。 
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種子から栽培した場合 

 種子から栽培した場合、花芽形成がどの段階で開始するか確認するため以下の観察を

行った。種子をプラスチック容器に植え付け、屋外で慣行栽培した。観察時に植物体全

体を掘り出し、土と不定根を取り除き、種レンコンから観察時までに新たに形成された

節数を数え番号をつけた。節間伸長と器官の発達が完了した各節と、頂芽内の形成過程

の節のそれぞれに、花芽が形成されているか否かを実体顕微鏡下で確認した。第 2章で

述べたとおり、ハスは発芽後、種子中に形成されていた第 4節までの普通葉を順に展開

し、その後、新たな節が形成されると同時に節間伸長する（図 2-2 A、H、I）。その後は

種レンコンから栽培した場合と同様の葉序で生育し、秋には地下茎が肥大した（図 3-3、

2011 年 9 月 28 日、125 DAP）。観察したすべての個体 (n=12) で、第 11 節以降の節に

花芽が、花芽形成が予定される普通葉背軸側基部に確認された。 

 光学顕微鏡および SEM を用い、種子形成の過程で形成されていた第 1節から第 4 節

と、発芽後形成された第 5 節から第 10 節の普通葉背軸側基部を観察した結果、いずれ

も花芽の形成は確認されなかった（第 1節から第 5節, 図 2-2 C、J; 第 6節以降の結果

は示していない）。また、代表的なサンプルの頂芽内に形成されていた節の SEM 観察像

を図 3-3 B-Eに示した。図 3-3 Bは、十分に生長した植物体で花芽形成が予定される位

置の第 5節の普通葉背軸側基部を示しており、図 3-3 Cはその部位の拡大像である。花

芽原基は確認できない。これに対して頂芽内で形成途中の第 13 節普通葉背軸側基部に

は、花芽原基が確認できた（図 3-3 D-E）。以上の結果から、ハスの花芽形成が形態観

察で確認できるようになるのは、第 11節以降であることが示された。 
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図 3-3. 種子から栽培した植物体の全体像と頂芽中に形成された花芽 

A. 種子から栽培した個体を生育期の終盤に掘り出した代表的な植物体（2011年 9月 28

日、 125 DAP）。B. 頂芽の中で第 5 節から第 7 節が形成されている過程の頂芽から普

通葉や鱗片葉を取り除き、十分に生長した植物体で花芽形成が予定される位置の第 5節

の普通葉基部背軸側を露出させた（A.とは異なるサンプル）。C. パネル B.の普通葉基部

の拡大像。花芽原基は確認できなかった。D. 頂芽の中で第 13 節から第 15 節が形成さ

れている過程の頂芽から普通葉や鱗片葉を取り除き、発達途中の第 13 節普通葉基部背

軸側を露出させた（A.とは異なるサンプル）。E. パネル Dの普通葉基部の拡大像。花芽

原基（矢尻）が確認できた。 

ab, 頂芽; l, 普通葉; ss, 側枝; 番号, 種子から数えた節数。スケールバーA: 10cm; B: 

200µm; C, E: 50µm ; D: 100µm。 
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3.3.2 APETALA1 (NnAP1) 遺伝子の発現解析 

 前述のとおりハスを種子から栽培した場合、形態観察で花芽が確認できたのは、第

11 節以降であった。ハスの発芽後、生育過程のどの時点から花芽形成が開始するかを

調べるため、APETALA1 (AP1) 遺伝子を花芽形成の指標の一つとし、発現解析を行った。

AP1は花メリステムアイデンティティ遺伝子の一つで、MADS-box 転写因子をコードし

ており、ABCモデルではクラス Aに分類されている (Coen and Meyerowitz 1991)。シロ

イヌナズナの AP1 ホモログとして公開されているハスの NnAp1 の cDNA 配列

(GU048643.1) とハスゲノム配列 (NW 010729269.1) を比較した。その結果 NnAp1は、8

つのエクソンと 7 つのイントロンで構成されていた（図 3-4）。NnAP1 の頂芽の縦断切

片における発現パターンの解析を以下のとおり行った。3.2 材料と方法に従い、まず

NnAp1遺伝子のアンチセンス RNAプローブを作製し、種レンコンから栽培した植物体

の頂芽の切片を用い in situ ハイブリダイゼーションを行った結果、NnAP1 のシグナル

は、花芽で確認された（図 3-5）。 

 次に、生育過程のどの時点で栄養生長相から生殖生長相へ転換するか検討するため、

定量 RT-PCRを行い、NnAP1の頂芽における発現量を NnActin の発現量をコントロール

として調べた。播種は時期をずらして 3回（① 2013 年 4月 29日、② 5月 13 日、③ 6

月 10 日）行い、それぞれのサンプリング日の個体を写真に示した（図 3-6）。播種の時

期に関わらず、播種後 7日から 14日のサンプルでは既に NnAP1の発現が始まり、その

後値は上昇していた（図 3-7）。また、いずれのサンプルでも吸水処理後の播種の時点で

は NnAP1 は発現していなかった。以上の結果、種子から第 1 節と第 2 節の普通葉の伸

長展開が開始するのと同時期にNnAP1の発現も上昇を開始していたことがわかった（図

3-6、図 3-7）。 
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図 3-4. NnAp1の構造と in situ ハイブリダイゼーション用プライマーセットの位置 

8 つのエクソン(    ) と 7つのイントロン(   )。矢印 F1-R1 は定量 RT-PCRのプ

ライマーセット。矢印 F2-R2 は、NnAP1 を標的とした in situ ハイブリダイゼーション

の RNAプローブ作製のためのテンプレート cDNA増殖用プライマーセットの位置。 
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図 3-5. APETALA1 (NnAP1) 遺伝子の頂芽での発現パターン 

種レンコンから栽培した植物体の頂芽縦断切片に対して、AP1のアンチセンス RNA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。NnAP1 の発現部位がシグナ

ルで示されている。 

f, 花芽; l, 普通葉; oc, 托葉鞘; s1, s2, 鱗片葉; sam, 頂芽分裂組織; ss, 側枝。スケールバ

ー200µm。 
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図 3-6 . 定量 RT-PCR解析に用いた植物体 

時期をずらして 3 回（① 2013 年 4 月 29 日、② 5 月 13 日、③ 6 月 10 日）播種した。

プラスチック容器で慣行法、自然光の下で栽培し、それぞれの写真下中央に示された日

にサンプリングを行った。サンプリングした個体のうち、代表的な個体の全体像を示し

た。DAP, 播種後の日数。スケールバー 5 cm。  
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図 3-7. 播種後の NnAP1遺伝子の発現量の経時的変化 

頂芽内での NnAP1 の発現を定量 RT-PCR により経時的に調べた結果を示した。播種の

時期をずらして 3回（① 2013年 4月 29日、② 5月 13日、③ 6月 10日）行い、図 3-6

で示したサンプリング日に、ハスの頂芽から全 RNAを抽出・精製 (RNeasy Mini Kit、

Qiagen)した。コントロールとしてハウスキーピング遺伝子である NnActinを使用して標

準化し、NnAP1の相対的な発現解析を行った。その結果、①、②、③のいずれの播種期

でも播種後 7 日から 14 日にかけて、種子から第 1 節と第 2 節の普通葉の伸長展開が開

始するのと同時期に NnAP1の発現も上昇が開始していた。 
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3.4 考察 

 

 ハスを種レンコンから栽培した場合、生育期に形成されるすべての節に花芽が形成さ

れていることを確認した（表 3-3）。この結果は、種レンコンから栽培した場合の花芽形

成は日長の影響を受けていないことを示唆している。 

 生育期に形成されたすべての節に花芽形成が認められたが、多くの花芽が開花に至ら

ず枯死した。頂芽内に形成されていた花芽を除き、節間伸長の完了した節で花芽形成が

認められた 296個の花芽中 16個の花芽のみが開花したが、それ以外はすべて枯死した。

枯死した 280個の花芽の発達ステージや大きさはさまざまだった。ハスが生育期間を通

じ、生育不能な花芽を形成し続けることは不可解である。また、開花のみられた節が、

第 11節から第 15 節に集中していた。この原因は、形成された花芽が開花に至る条件が

温度など環境の影響を受けていることが考えられる。先行研究では、ハスの地下茎の肥

大にはフィトクロムが関与し、短日条件で促進されることが示されている (Masuda et al. 

2006、2007)。本研究結果より、花芽形成は日長の影響を受けていないことが示唆され

た。ハスの花の開花時には花托のデンプン量が上昇することが示されている（Grant et al. 

2008）。地下茎の肥大が短日条件下で開始することにより、光合成産物の転流先が花か

ら地下茎へとバランスが変わったことが、短日条件下で形成された花芽が開花に至らな

いことの一因である可能性もある。 

 次に種子から栽培した場合の植物を材料として光学顕微鏡および SEM を用いて節の

形態観察を行った。胚発生の過程で形成された第 1節から第 4節に、花芽形成は確認で

きなかった。播種後形成された第 5 節から第 10 節にも、花芽は特定されなかった。観

察したすべてのサンプルで、第 11節以降に花芽が確認された。 

 さらに、生育過程のどの時点で栄養生長から生殖生長へ相転換するかを検討するため、

頂芽内での NnAP1 の発現量を定量 RT-PCRにより経時的に調べた。その結果、播種後 7



67 

 

日から 14 日にかけて、種子から第 1 節と第 2 節の普通葉の伸長展開が開始するのと同

時期に NnAP1 の発現も上昇していた。形態観察の結果から、この時期は頂芽内で第 6

節から第 10 節が形成されている時期に相当すると考えられた。さらに、播種の時期を

変えて同様の実験を行ったが、同じ結果が得られた。このことから、NnAP1の発現の変

化は日長に依存していないことが示された。以上の結果から、発芽後、第 5 節から第

10 節が形成される過程のどこかで、生殖生長へ転換し、それ以降、常に各節に 1 つの

花芽が形成されることがわかった。 NnAP1 の発現の上昇と形態観察で花芽形成が確認

できるまにで時差が生じることは、NnAP1の発現が開始後もその後の花芽形成のプロセ

スが進み、形態として確認できるまでに時間を要しているためと考えている。 
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第 4章．総合考察 
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器官形成と分枝 

ハスの完成した種子の内部には、子葉、第 1節の普通葉、第 2節、第 3節、第 4節の

普通葉と托葉鞘、SAM が形成されていた。この 4 枚の普通葉は互生で、向かい合って

形成されていた。休眠中の種子では第 4 節の普通葉基部に未分化の SAM が観察され、

第 5節の器官形成は確認できなかった（図 2-2）。発芽後、第 4節までの普通葉は主軸の

両側に交互に順に伸長、展開した。また、第 4節までは節間伸長はほとんど認められな

かった。ここまでは典型的な単軸生長だった。第 4 節までの普通葉を展開するのと同時

に、第 4節普通葉基部の SAM が分化を始め、第 4 節の側枝と第 5 節以降の主軸の器官

が形成された。第 5 節以降の節間は第 4 節までと比較すると大きく伸長していた（図

2-2. I）。主軸上には片側に 1枚の鱗片葉 (s1)、その反対側にもう 1枚の鱗片葉 (s2) と 1

枚の普通葉 (l) を順に形成した。第 5節以降の器官構成と、種レンコンから栽培したシ

ュートに形成された節の器官構成は、花芽形成の有無以外は一致した。種子から栽培し

た場合、形態観察で花芽が確認できるのは第 11節以降であった。 

 先行研究（Eichler 1878; Wigand and Dennert 1888; Miki 1927; 南川 1974）でハスの器

官形成や分枝についていくつかの相異なる解釈が述べられており、統一した理解が得ら

れていなかった点について以下のように結論を示した。先行研究間の第 1 の相違点は、

ハスの分枝様式が仮軸か単軸かである。先行研究の解釈では、仮軸説では、1枚の普通

葉 (l) と 2枚の鱗片葉 (s1、s2) は l、s1、s2 の順で交互に主軸の両側に形成され、主軸

は花芽で終わり、鱗片葉 (s1) の腋芽として発生した側枝が次の節の主軸となるという

解釈である。一方、単軸説は、主軸の片側に 1 枚の鱗片葉 (s1)、その反対側にもう 1

枚の鱗片葉 (s2) と 1 枚の普通葉 (l) が軸の同一側に形成される、特異的な 3 葉構造で

あるとした。本研究の結果、ハスは単軸生長と解釈した。主な理由は次の 4 点である。

① 種子中に形成されていた第 4 節までは、典型的な単軸生長である。②第 5 節以後、

最初に花芽が形成されるまでの間は、花芽すなわち花茎とは無関係な生長であり、ss
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を側枝とする単軸生長が続いていると考えられる。このことは従来の解釈と一致してお

り、ss の基部のみに前出葉と見られる 2 枚の葉を生じることは ss が側枝であることを

支持している。従って、s2 と普通葉が主軸の同じ側に形成されることは単軸生長におけ

るハス固有の葉序と考えられる。③ 花芽が形成されるようになってからの生長におい

ても、このハス固有の葉序が継続されることから、単軸生長も継続していると考えられ

る。従って花芽は側生であり、その発生位置から s2 の側芽とみなされる。④ 図 2-10

の結果では、普通葉 (l、l')では NnSTM がすでに発現していないが、花芽原基 (f、f')で

は発現していた。このことは、普通葉が花芽より先に分化し発達していること、すなわ

ち本論文で側芽であると解釈する花芽が主軸上の器官よりも遅れて発達することを示

しており、単軸説と矛盾しない。 

第 2の相違点は、前出葉が 1枚かあるいは 2枚であるかと側枝の葉序である。これま

でに 4つの異なるパターンが示されていた。本研究では、観察したすべてのサンプルで

側枝は 2枚の前出葉 (a1、a2) が向軸側に形成され、側枝 (s1'、s2'、l'、f') の鱗片葉 (s1') 

は背軸側 に生じ、側枝の普通葉 (l') は向軸側に形成さていた。この性質については、

変異がないことが明らかとなった。本研究の形態観察の結果をまとめハスの葉序と分枝

の模式図を図 2-11 A、Bに示した。2枚の前出葉 (a1, a2) が軸の片側に連続して形成さ

れることは、鱗片葉 (s2) と普通葉 (l) の配列と相同と考えることもできる。また、前

出葉が向軸側に形成される性質は単子葉植物で一般的であり (Arber 1925)、この点にお

いては、ハスは水生の単子葉植物と類似していると考えられる。 

上述のようにハスの播種後に形成されるシュートでは、主軸の片側に 1 枚の鱗片葉 

(s1)、その反対側にもう1枚の鱗片葉 (s2) と1枚の普通葉 (l) が形成される。鱗片葉 (s2) 

と 1枚の普通葉 (l) が軸の片側に形成される葉序は極めてまれである（熊沢 1979）。こ

のため、先行研究では、分枝と葉序の解釈に相違が生じた。以前はハスがスイレン科に

分類されていたために、一部の先行研究ではスイレンとの形態比較をしていた。また、
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少数の個体を観察した例やサンプルを解剖することなく観察し、観察後また土に戻して

栽培し何度も掘り出して観察していた例もあった。これらのことが先行研究間の見解の

相違の一因となったと考えている。本研究では、多くの試料を利用することで、観察後

の植物体を土に戻して再度観察に供することを避けた。また、先行研究では利用されな

かった手法を用いて、微細な SAM や器官の形態やシュート中の遺伝子発現を示した。

このことにより、先行研究の見解の相違点に結論を示すことができた。 

 

 栄養生長相から生殖生長相への相転換 

 種子から栽培した植物体の形態観察を行った結果、花芽が確認できるのは、第 11 節

以降であった。種レンコンから栽培した場合の節には常に花芽形成が確認されたことか

ら、その頂芽は相転換が完了し生殖生長相であることが示された。この種レンコンから

栽培した場合の頂芽を用い、in situ ハイブリダイゼーションによる花器官形成の遺伝子

発現解析を行った。その結果、種レンコンから栽培した頂芽内の花芽で NnAp1 発現が

確認された。そこで、種子から栽培したハスの NnAp1の発現量を定量 RT-PCRにより経

時的に調べた。その結果、種子の吸水処理直後には NnAp1 は発現していないが、播種

後 7日から 14日には NnAp1の発現が開始した。これらの結果は、ハスは播種後まもな

く種子形成の過程で形成されていた第 1節から第 4節の普通葉を伸長展開するのと同時

に、SAM では第 5 節以降の器官形成が開始される。この過程で栄養生長から生殖生長

への相転換が起こっていることを示唆している。 

栄養生長から生殖生長への相転換は、植物の生活環の中で戦略的に次世代を残すため

の重要なイベントである。近年、相転換や花成についてシロイヌナズナなどのモデル植

物で分子遺伝学的解析が進められてきた (Araki 2001; Wiggie et al. 2005)。花成には、

FLOWERING LOCUS T (FT)、CONSTANS (CO)、SUPPRESSOR OFOVEREXPRESSION OF 

CO1 (SOC1)、LEAFY (LFY) などを筆頭に多くのの遺伝子によって複雑に作用、制御さ
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れている (reviewd in Srikanth and Schmid 2011; Huijser and Schmid 2011; Pose et al 2012)。

APETALA1 (AP1) は、これらの花成遺伝子の下流で機能する花メリステムアイデンティ

ティ遺伝子の一つで、MADS-box 転写因子をコードし (Gustafson-Brown et al. 1994)、

ABCモデルではクラスAの遺伝子としてに分類されている (Coen and Meyerowitz 1991)。

シロイヌナズナでは、AP1は花芽の原基で発現することが報告され、相転換の指標とし

て用いられることが多い (Araki 2001; Wigge et al. 2005)。イネの AP1 オルソログである

OSMADS14、OSMADS15、コムギの WAP1 も相転換の指標として用いられている (Murai 

et al. 2003; Kobayashi et al. 2012)。ハスについては、Yooら (2010) により AP1オルソロ

グの NnAp1 の cDNA配列 (GU048643.1)が公開され、萼片、花弁、雄蕊、葉などで発現

していることが示されている。 

本研究の結果、ハスは播種後 7日から 14日後に NnAp1の発現を開始した。その結果

は、時期をずらして 3回行った播種のいずれのサンプルも同様だったため、NnAp1の発

現は日長には依存していないことを示していると考えられる。また、種レンコンから栽

培した場合は、生育期間中に形成されるすべての節に花芽が形成されていたことから、

生殖生長に相転換後の花芽形成も日長には依存的ではないことが示された。 

 本研究の結果を図 4-1の模式図に示した。種子中に形成されていた第 1節から第 4節

は栄養生長相であるとした。形態観察で花芽が確認できたのは第 11 節以降であること

から、第 11 節以降をハスの生殖生長相とした。栄養生長相と生殖生長相の間にあたる

第5節から第10節はでは、花芽形成関連遺伝子のNnAp1の発現が確認されたことから、

これらの節を形成している時期に生殖生長への転換は開始していると示唆された。そこ

で、第 5節から第 10節を相転換相とした。 
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図 4-1. ハスの分枝と相転換の模式図 

a1, a2, 前出葉; f, 花芽; l, 普通葉; oc, 托葉鞘; ps, 主軸; s1, s2, 鱗片葉; ss, 側枝; ts,3 次分

枝。 
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花芽の発達と開花 

 本研究の形態観察では、胚発生の過程で形成されていた第 4節までと播種後形成され

た第 5節から第 10 節に花芽は特定されなかった。観察したすべてのサンプルで第 11節

以降に花芽が普通葉背軸側基部に確認された。また、種レンコンから栽培した場合は形

成されたすべての節に花芽が確認された。以上の事から、種子から数えて第 11 節以降

の節では常に花芽形成されていることが示された。 

また、第 11 節以降に形成されるすべての節の普通葉の基部に花芽が形成されている

にも関わらず、実際に開花に至る数は形成された花芽のごく一部であった。多くの花芽

がさまざまなステージで枯死していることが確認された。なぜ、多くの花芽が形成され

ながら、その大部分が枯死するのか不明である。 

 花芽が発達し開花に至るための必要条件は不明であるが、仮に形成されたすべての花

芽が開花すれば、ハスの園芸的価値は特段に上がる。観賞用園芸品種のハス栽培方法に

ついては、過去にさまざまな検討が行われ（長島 1977; 山本・松本 1988; 香取 2000; Tian 

et al. 2009）、慣行の栽培法が確立している。しかし、花芽の発達と開花の条件はわかっ

ていない。人工気象器などの日長や温度がコントロールできる環境条件下で実験ができ

れば、花芽が開花に至るまでに必要な条件についての検討ができると考えられる。しか

し、ハス栽培には大きなスペースと手間を必要とするため、この方法は現実的ではない。

露地栽培で栽培条件をコントロールすることは難しく、花芽発達と開花に関する学術論

文が少ないのは、これらのことが一因と考えられる。 
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第 5章．摘要 
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 ハスは主にアジアで有用植物として栽培され、地下茎（レンコン）、葉、種子、花の

各部位は、食用、薬用、観賞用と幅広く利用されてきた。日本におけるハスの園芸的価

値は高く現在も利用されてはいるが、必ずしも盛んではない。その理由の一つに、利用

者が望む時期に開花を誘導する技術が確立されていないことが挙げられる。ハスの栽培

方法は、これまでに概ね確立されている。しかし、花芽分化や花芽形成に関する研究は

限られており、不明な点が多い。本研究では、まずハスの頂芽中に形成された各器官の

形態と形成順序の観察を行い、器官形成と分枝について明らかにした。次にハスの花芽

分化が生長過程のどの段階で起こるかを明らかにした。 

 

ハスの器官形成と分枝 

 ハスの器官形成と分枝についての先行研究では、いくつかの相異なる解釈が述べられ

ており、統一した理解が得られていなかった。先行研究間の第 1の相違点は、ハスの分

枝様式が仮軸か単軸かである。仮軸説では、1枚の普通葉 (l) と 2枚の鱗片葉 (s1、s2) は

l、s1、s2 の順で交互に主軸の両側に形成され、主軸 (ps) は花芽 (f) で終わり、鱗片葉 

(s1)の腋芽として発生した側枝 (ss) が次の節の主軸となるという解釈である。一方、単

軸説は、主軸 (ps) の片側に 1枚の鱗片葉 (s1)、その反対側にもう 1 枚の鱗片葉 (s2) と

1 枚の普通葉 (l) が形成される、3葉構造であるとした。 

 第 2の相違点は、前出葉 (a) の数が 1枚かあるいは 2枚であるか、また側枝 (s1'、s2'、

l'、f') の葉序で、これまでに 4つの異なるパターンが示されていた。本研究では、走査

型電子顕微鏡と光学顕微鏡を用い、頂芽と各器官の形態観察を行い、 器官の形成順序

や頂芽中の形成過程の器官の形態、茎頂分裂組織 (SAM) の位置について明らかにした。

また、SAM の位置と器官形成の順序をより確実にするために SHOOT MERISTEMLESS 

(NnSTM) 遺伝子発現を指標とした in situ ハイブリダイゼーション解析を行った。STM

は、シロイヌナズナやイネの SAM で発現していることが知られている。 
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 栄養繁殖により得た植物体のシュートを観察した結果、休眠していた頂芽が生育を開

始し、主軸 (ps) の片側に 1 枚の鱗片葉 (s1)、反対側にもう 1 枚の鱗片葉 (s2) と 1 枚

の普通葉 (l) が軸の同一側に形成され、特異的な 3葉構造が形成されていた。普通葉背

軸側基部に花芽形成が確認されていた。また、頂芽内には、器官分化が完了した 2節と

器官分化過程にある上位の 1節の合計 3節が形成された。 

 完熟種子を観察した結果、種子の中には第 1節から第 4節までの普通葉 (l) と１つの

SAM が第 4 節の普通葉基部に形成されていることが確認された。また、種子の中に形

成されていた第 4 節までには鱗片葉 (s1、s2) は形成されず、普通葉 (l) のみが形成さ

れていた。発芽初期の植物体を観察した結果、種子中に形成されていた第 1節から第 4

節までの普通葉 (l) は、連続して主軸 (ps) の両側に交互に展開し、不定根がそれぞれ

の節に形成された。発芽後、第 1節から第 4節の普通葉を展開させるのと同時に第 4節

普通葉基部にあった SAM から、第 4 節の側枝の SAM と第 5 節以降の主軸の器官が形

成された。主軸の第 1節から第 5節までには花芽形成は確認できなかった。第 5節以降

に形成された主軸の葉序は、花芽の有無に関係なく、栄養繁殖して得た植物体の主軸の

葉序と同じ順序で、同じ器官が形成された。 

 本研究の結果、ハスは単軸生長と解釈した。主な理由は次の 4 点である。① 種子中

に形成されていた第 4節までは、典型的な単軸生長である。②第 5 節以後、最初に花芽

が形成されるまでの間は、花芽すなわち花茎とは無関係な生長であり、ssを側枝とする

単軸生長が続いていると考えられる。このことは従来の解釈と一致しており、ss の基部

のみに前出葉と見られる 2枚の葉を生じることは ssが側枝であることを支持している。

したがって、s2 と普通葉が主軸の同じ側に形成されることは単軸生長におけるハス固有

の葉序と考えられる。③ 花芽が形成されるようになってからの生長においても、この

ハス固有の葉序が継続されることから、単軸生長も継続していると考えられる。従って

花芽は側生であり、その発生位置から s2 の側芽とみなされる。④普通葉 (l、l')では
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NnSTM が発現していないが、花芽原基 (f、f') では発現していた。このことは、普通葉

が花芽より先に分化し発達していること、すなわち本論文で側芽であると解釈する花芽

が主軸上の器官よりも遅れて発達することを示しており、単軸説と矛盾しない。 

 次に、前出葉 (a1、a2) の数と側枝 (s1'、s2'、l'、f') の葉序を観察した。観察したサ

ンプルのすべての節の側枝に 2 枚の前出葉 (a1、a2) が確認され、この 2 枚の前出葉は

向軸側に着生していた。側枝の構成器官と形態、葉序は主軸と同一であった。以上の結

果から第 2の相違点について、本研究で観察したすべてのサンプルは 2枚の前出葉 (a1、

a2) が向軸側 (ps) に形成され、側枝 (s1'、s2'、l'、f') の 1枚の鱗片葉 (s1') は、背軸側 

に生じ、もう 1 枚の鱗片葉 (s2')と側枝の普通葉 (l') は向軸側に形成されていることを

確認した。また、この性質についてはすべての側枝で変化がない事を確認した。 

 

花芽形成期の特定 

 ハスの花芽形成については、これまで、花弁や雄蕊などの花器官の発達を SEM 観察

により示した報告があった。また南川 (1974) は、普通葉が形成される主軸のほとんど

の節には、花芽（潜芽）が形成されているとしているが、実験データや観察記録等は示

されていない。花芽がすべての節に形成されるか、生育開始から休眠までの間のどの時

点で花芽形成が開始するかという点は不明のままであった。本研究では、これらの疑問

点を明らかにするために、栄養繁殖した植物体と種子から栽培した植物体を経時的に掘

り出し各節における花芽形成の有無と花芽の形態を観察した。また、生長過程のどの時

点から花芽形成が開始するかを明らかにするために、種子から栽培した植物体について

経時的に形態観察を行った。さらに、花メリステムアイデンティティ遺伝子の一つであ

る APETALA1 (NnAP1) 遺伝子の頂芽における発現も調べた。 

 まず、栄養繁殖により得た植物体の各節、さらに頂芽とその内部の節に、花芽が形成

されているか否かを確認するために、実体顕微鏡下で観察を行った。生育期間は、栄養
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繁殖に用いた種レンコンが植えつけられて生育を開始してから、休眠期に入るまでの 5

月から 10 月までであった。花芽の有無をすべての節について調べたところ、すべての

普通葉 (l) の背軸側基部に、常に花芽の形成が認められた。また、休眠期に入る直前の

生育期終盤に形成された頂芽内の節にも花芽が形成されていた。生育期間中に形成され

たすべての節で花芽が形成されているにもかかわらず、開花した数は限られていた。開

花しなかった花芽は発達途中で枯死しており、枯死に至った花芽の発達ステージはそれ

ぞれ異なっていた。 

 次に種子から栽培した場合の植物を光学顕微鏡および SEM を用いて形態観察を行っ

た。種子の成熟中に形成されていた第 4節までに、花芽は形成されなかった。発芽後形

成された第 5 節から第 10 節にも、花芽は特定されなかった。観察したすべてのサンプ

ルで、第 11節以降に花芽が普通葉背軸側基部に確認された。 

 また、生育過程のどの時点で栄養生長から生殖生長へ相転換するかを検討するため、

頂芽内での NnAP1 の発現を定量 RT-PCR により経時的に調べた。その結果、播種後 7

日から 14 日にかけて、種子から第 1 節と第 2 節の普通葉の伸長展開が開始するのと同

時期に NnAP1 の発現も上昇していた。この時期は形態観察の結果から、頂芽内で第 6

節から第 10 節が形成されている時期に相当すると考えられた。さらに、播種の時期を

変えて同様の実験を行ったが、同じ結果が得られたことから、NnAP1の発現の変化は日

長に依存していないことが示唆された。以上の結果から、発芽後、第 6 節から第 10 節

が形成される過程で、生殖生長へ相転換し、それ以降は常に各節に 1つの花芽が形成さ

れていくことがわかった。 

 以上本研究では、ハスは単軸生長と解釈した。ハスは播種後生育が開始するとまもな

く日長には関係なく相転換が起こり、花芽形成のプロセスが開始されることが示唆され

た。花芽は、十分に生長した植物体では形成されるすべての普通葉基部に形成されるが、

その多くは発達途中で異なる発達ステージで枯死したことがわかった。 
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