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4.概 要

生き物は成長するために細胞分裂し細胞増殖しなければならない。しかしそれも植物の場

合にはその時期が適切でなければならない。移動能力のある動物の場合は受精と同時に発生

を開始 し、できるだけ速やかに成長することが生き残るためにもっとも大事なことといえ
る。しかし移動能力のない植物の場合は適切な時期に発生や成長をしなければ、枯死する運

命が待ち受けている。成長に不利な時期を耐え、生き残るために、植物は発生や成長の時期

を制御したり、種子を形成して休眠する。そして適当な時期が到来すると発芽し発生を開始

する。生殖を行うために花を形成するのにも時期が大切である。さらに植物に特有な現象で

あるがセネッセンスと呼ばれる現象がある。これは環境がその植物の成長に不適切で個体を

維持するのが困難であったり不利であったりする場合に、その個体の一部あるいは大部分の
生理機能を低下させたり枯死させたりし、環境が回復するのを待つというものである。この

ように植物はその生活環の様々な場面で細胞分裂や生理機能の調節を行っている。我々はi)

種子の発芽の誘導機構、ii)栄養成長から生殖成長への転換(花 器官形成)の 誘導機構、iii)

緑葉におけるセネッセンスの誘導機構の3つ の現象に着目し分子遺伝学の手法を用いて解析

を行う。

5.結 果

i)植 物は種から発芽して細胞分裂を開始するのに必要なエネルギーを胚乳中にでんぷんな

どの高分子化合物中の化学エネルギ0の 形で蓄え、発芽時にはこれをアミラーゼ等の酵素に

よってグルコースのような低分子量物質に分解 した後代謝することによって利用する。稲の

発芽後の成長に、エネルギー代謝を調節するアミラーゼの働きは非常に重要でいつどこで発

現するべきかを厳密に制御されていなければならない。アミラーゼの遺伝子はアブシジン酸
やジベレリンといった植物ホルモンや糖濃度によって発現が調節されていることが知 られて

いる。しかしこれらの因子による制御が分子機構については知られていない。本年度、アミ

ラーゼ遺伝子の発現の制御機構について調べた結果、アミラーゼ遺伝子は組織によってこれ

らの因子に対して異なる反応を示すことを明らかにすることができた。種子中、アミラーゼ

遺伝子は胚の細胞で合成されたジベレリンによって誘導されエピセリウム細胞およびアリュ
ロン層で発現する。しかしエピセリウムではグルコースなどの糖によって発現が抑制される
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にもかかわ らず、アリュロン層では糖では発現が抑制 されないことが判明 した。さらにこの

糖による抑制はジベ レリンやアブシジン酸を介 して起 こるのではな く、別 の情報伝達経路が

存在す る可能性が示唆された。またinsituhybridizationに よ って ア リュロ ン層 にお け るア

ミ ラーゼ遺伝子 の発現は胚近 くか ら徐々に起 こることを発見 した。 これは胚近 くのでんぷん

か ら順次エネルギー源 として利用 されるよう調節されていることを示 している。

ii)生 殖は自分の遺伝情報を子孫に伝える非常に重要な行為である。これも適切な環境下で

行われるよう制御されていなければ、その個体が受け継いできた遺伝情報は絶えてしまう。

植物にとっては花が生殖器官であり、花の各器官の形成過程は関心を集め多くの研究がなさ

れた。その結果ホメオティック遺伝子がクローン化され、細胞が花のがく、花弁、雄しべ、

雌しべのどの器官になるかを決定する遺伝子が解析されるようになった。しかし現在のとこ

ろまだ生殖細胞を形成する過程については研究は進んでいない。そこで我々は卵の形成過程
を標的にして、まず雌 しべで特異的に発現している遺伝子をクローニングすることにした。

昨年度よりディファレンシャルディスプレイ法によって、葉では発現せず雌しべや花では発

現する遺伝子のPCR産 物の確認を行ってきた。昨年度の5個 に加え、本年度もさらに5個
のPCR産 物を確認することができた。花全体、雌 しべ、葉から調製したRNAか ら逆転写

酵素を用いて作製したcDNAを 鋳型としてPCRを 行い、それに対して各PCR産 物から

合成 したプローブをハイブリダイズさせ、各遺伝子の発現量の違いを確認したところ、C-

20-13は 全く葉では発現せず、雌 しべにきわめて特異性が高いことが判明した。現在まだこ

の遺伝子の機能は不明であるが、その機能や発現の調節機構を解明することは雌 しべ、そし

てそこにつくられる卵の形成過程を調べるのに大きな手がかりとなるのではないかと考えら

れる。

..
111)植 物は環境の悪化などに対応するために、成長を停止し細胞の生理機能を低下させ、自

らの一部あるいは全体を枯死させる(セ ネッセンス)と いう戦略を進化の途上、発達させ

た。しかしこの戦略も発動する場所時期を間違えれば植物体全体に崩壊をもたらす危険性が

ある。そのためこの現象に関わる遺伝子の発現は正確に制御されている必要があると考えら
れるが、これに関する分子遺伝学的な研究は、動物の世界で近年始められたアポ ト0シ スと

呼ばれる計画された死に関する研究に触発され、始められたばかりである。我々はこれまで
の研究によりハツカダイコンより緑葉のセネッセンス時に発現する遺伝子din1を 単離する

ことに成功し、この遺伝子の解析を行っている。現在までにこの遺伝子は細胞中の糖濃度を

感知 し、これを通じて葉のもっとも重要な任務である光合成が正常に機能しているかどうか

を判断することがわかっている。もし光合成能が低下し細胞の糖含量が減少すれば、その葉
は植物にとって負担になっていると裁定を下され、セネッセンスを開始 しその葉を枯死させ

られる。この糖の濃度を感知するシステムを解明するため、様々な長さのdin1遺 伝子上流

域をGUSリ ポーター遺伝子上流に連結してキメラ遺伝子を作製し、これをタバコに導入し
て形質転換体を準備した。レポーター遺伝子の発現量を調べたところ、遺伝子上流609塩

基対以上を有する場合には強い発現が認められ、417塩 基対より少ない場合には発現が認
められないことが明らかになった。このことをさらに詳しく調べるため、遺伝子銃を用いる

ことが可能かどうかを検討した。遺伝子銃を用いた実験は形質転換体を作製する実験に比べ

非常に短い時間で結果が得 られる。din1の 上流802塩 基対まで含むキメラ遺伝子は遺伝子

銃で打ち込まれたとき強く発現 したが(Fig.1A)、417塩 基対までしか含まないものは同時

に打ち込んだGFP遺 伝子は発現しているにも関わらず、発現していなかった(Fig.1B)。

遺伝子銃を用いた実験でも形質転換体を用いた場合と同様の結果が得られ、遺伝子銃の有効

性が実証されたので、遺伝子上流802塩 基対から417塩 基対の間をさらに細かく遺伝子
銃を用いて解析を行っている。
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Fig.IA.a-glucuronidaseandGFPinepidermiscellsofonions,

intOwhich802dゴn1-GUSgeneand35S-GFPgenewerecσ

deliveredbyparticlebombardmentea--glucuronidasewas

expressedfrom802dfn1-GUSfusiongene,whichwasdrivedby

d加1upstreamregionfrom+7to-802bpfromtranscriptionstart

site.Forstandardization,35S-GFPfusiongenewasco-delivered,

whichexpressedGFPundercontrolofcauliflowermosaicvirus

35Spromoter.
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Fig.1B.β 一glucuronidaseandGFPinepiderrniscellsofonions,

intowhich417din1-GUSgeneand35S-GFPgenewereco-

deliveredbyparticlebombardment.a-glucuronidasewas

expressedfrorl1417dゴn1-GUSfusiongene,whichwasdrivedby

d加1upstreamregionfrorn+7tO-417byfromtranscriptionstart

site.Forstandardization,35S-GFPfusiongenewasco-delivered,

whichexpressedGFPundercontrolofcauhflowermosaicvirus

35Spromoter。
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