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要 旨

有性生殖を行 う全ての生き物は染色体数が半減 した半数体の雌性 と雄性の配偶子 を作 り、

この雌雄 の配偶子が融合(受 精)す ることによって2倍 体 に復帰 し、次世代の細胞 を生み

出す。配偶子を作るのに、染色体数を半減 させ る作業(減 数分裂)は 避 けて通ることはで

きな い。 ゲノムの恒常性を維持 し、正常な子孫を生み出すのに減数分裂の正確性 は非常に

重要である。 しか し、その正確性 を保証す る減数分裂のメカニズムの分子 レベルでの研究

は体細胞分裂のそれに関す る詳細な研究 と比べ ると大 きな遅れを とってきた。特 に植物の

分野では減数分裂変異体の原 因遺伝子の解析 が進まず、停滞 していたと言って良い。 しか

しモデル植物 シロイヌナズナでの原因遺伝子 の同定を前提 とした変異体作出法が開発 され

て以来、胞子形成、減数分裂、あるいは配偶子形成 の変異体単離 とそれ らの原 因遺伝子の

解析結果が毎年報告 されるようになった。特 に2003年 にはシロイヌナズナか ら多 くの これ

らの減数分裂に関連す る変異体が単離 され、さらにその原因遺伝子の正体が明 らかにされ

て、植物の減数分裂研 究に大きな進歩が見 られた。 これ らの遺伝子には転写調節因子、細

胞周期調節 因子、相同組換 え関連因子、染色体構造調節 タンパク質、減数分裂期染色体構

成要素などの遺伝子が含まれ る。 この ような生殖に重要な働きをす る遺伝子が明 らかにさ

れつつあ り、植物における生殖過程の全体像が分子の レベルで明 らかにされ ようとしてい

る。 シロイヌナズナを用いた花器官形成以降の生殖過程の研究の近年 の進歩について、特

に減数分裂に関する研究に重点を置 きなが ら、整理する。
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SUMMARY

Gametegenerationisprerequisiteforallsexualreproductiveorganisms.

Chromosomenumberofgameteshavetobehalvedinpreparationfortheunion

(fertilization)ofmaleandfemalegametes,whichdoublesthechromosomenumber

ofthefertilizedcell.Meiosisisthespecialcell,division.forthistasktoreduce

chromosomenumber,inwhichchromosomesareoncereplicatedandsegregated

twice.Tomaintaingenomecontents,meiosishastobeperformedwith

uncomparablestrictness.Incontrastwiththelargeprogressinmitosisstudy,

whichrevealedmuchofmolecularmechanismofcellcyclecontrol,progressof

meiosishasbeenverysmall.Especially,studyofplant"meiosis,.thoughitslong

historyofisolationofmeioticmutants,hasbeenleftfarbehind,becausethemu-

tatedgeneswereremainedtobeidentified.But,sinceArabidopsisthalianawas

adoptedasa血odelorganismandastheresult,gene-taggingmethod,a

mutagenesistoidentifythemutatedgene,.wasexploited,thesituationhasbeen

changingtotally.Fewgeneshavebeenisolatedfromsporogenesis-,meiosis-and

gametogenesis-mutantseveryyearsincelate'90s,butin2003morethan10genes

wereisolatedandanalyzed.Theyincludetranscriptionfactors,cellcycleregulat-

ingelements,recombinationproteins,asubunitofchromatinremodelingcomplex,

andacomponentofsynaptonemalcomplex.Duetotheanalysisoftheserepro-

duction-relatedgenes,thestructureofmolecularmechanismofplantreproduction

isonthewaytoemerge.lnthis ,paper,focusingonmeiosis,recentprogressin

researchonplantreproductiveprocessafter.flowerorganformationwillbere-

viewed.

Keywords;シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ(Arabidopsisthaliana)・ 有 性 生 殖(sexualreproduc-

tion)胞 子 形 成(sporogenesis)、 .減数 分 裂(meiosis)、 配 偶 子(galhete)、 突 然 変 異 体

(mutant)
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シロイヌナズナを用いた植物の有性生殖研究における最近の展開2003

1.植 物の有性生殖 に関わ る諸過程の概説

1.1植 物の生殖

有性生殖(sexualreproduction)は 種内に遺伝的多様性 を生み出し、進化 を促進す る、

病原菌に対する抵抗性 を高めるな どの重要な役割 を担ってきたが、これには他個体の細胞

との融合 が起こらなければな らない。有性生殖を行 う生物はこの 目的で配偶子 と呼ばれる

特殊 な細胞 を進化の過程で生み出 した。つま り雄性配偶体から作 られ る雄性配偶子(精 子、

植物では花粉の精核)と 雌性配偶体から作 られる雌性配偶子(卵)と が融合する受精 によっ

て次世代 を生み出す しくみであるが、配偶子は異種の細胞 とは融合を起こさず、同種の異

性配偶子 とのみ受精を行 うしくみを備 えている。配偶子は同種の異性配偶子を識別 し、こ

れ と融合す る能力がなければならないが、さらに染色体数 を一定に保っには配偶子の染色

体数をそれが由来 した胞子体の染色体数の半分にまで予め半減 させてお くか、受精後に染

色体数 を半減 させ なければな らない。大部分の生物は前者の方法を採用 し、一般 に配偶子

を 生 み 出 す 配 偶 体(gametophyte)は 半 数 体 で あ り、 胞 子 を 生 み 出 す 胞 子 体

(sporophyte)は2倍 体である。胞子体の細胞はその父親 由来 と母親 由来の2組 の染色体

を核内に有す るため、配偶体をつ くるのに減数分裂(meiosis)を 行って染色体数 を半減

させ る。実際に減数分裂を行 うのは胞子体 中で分化 した胞子である。胞子体内で分化 して

つ くられた胞子が減数分裂 を行って配偶体細胞 をつ くり、その細胞がさらに何度かの細胞

分裂 を行って配偶子がつ くられ る。
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図1.高 等植物の生活環の模式図。受精卵は胚発生の過程を経て種子を形成する。この種子が発芽し、栄

養成長を続けることによって大きくなる。花成誘導がかかると花を作り、雄 しべと雌 しべの中に雌雄の配偶体、

花粉と胚嚢を形成する。精細胞と卵細胞が融合して受精卵が生まれる。参考文献7のp7か ら複写。
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植物の配偶体が形成 される過程は、動物 とは大 きく異なっている。発芽 した種子 は栄養

成長を開始 し、茎、根 、葉を作 り出す。 この段階では生殖細胞系列(germline;胞 原細

胞か ら卵母細胞あるいは花粉母細胞 を経て、配偶子に至るまでの細胞系列)は 存在 しない。

植物では外部環境 からの刺激、内因性の成長プ ログラムに従って花を分化す るよ うにな り

(花成誘導)、 雄 しべ と雌 しべの中に新たに(denovo)に 生殖細胞がつ くられ る(図1)。

胚発生の段階ですでに生殖細胞がす でに分化 してお り、適 当な時期が来 るとそれが卵や精

子 を作 るよ うになる動物 とは大きく異なる。

注;こ の節の詳 しいことは参考文献2,7を 参照

1.2花 成誘導

花を分化 し生殖を始めるかどうかの決定は、発芽す るか どうかの決定 と同様、植物 にとっ

て最重要問題である。特 にシロイヌナズナのよ うな一年生の植物にとって、一生に一度の

生殖であ り、いつ花 をつ け始 めればよ り多 くの子孫を残せ るかとい う重要な問題であるお

そのため自分 自身の成長状態 と自分の置かれた環境 とを分析 し、慎重に判断 しなければな

らない。それでさまざまな植物体外の環境からの刺激 と植物体内か らのシグナル を感知 し、

それによって花成に進むべきか どうかを判断す るシステムを持 っている。 これ らのシグナ

ル は内因性 の発生プログラム、光、温度(春 化処理)か ら発せ られ ると考え られている。

これ らの刺激の複合作用の結果、花成が誘導 された植物の茎頂分裂組織 は成長相が栄養成

長か ら生殖成長に転換 され、花序分裂組織(inflorescencemeristem)と して機能す る。

花序分裂組織では側生器官 として栄養成長期 の葉 の代 わ りに、ある期間次々 と花芽分裂組

織(floralmeristem)を 分化 し、花の原基 あるいは花枝 を生み出す。成長相が生殖成長

に転換 されても、次々 と新 しい細胞を生み出す とい う茎頂 の分裂組織 として機能 には変化

はない。 従ってSTM、CLV、WUS、KNOXの よ うな茎頂分裂組織維持 に関わる遺伝子

の発現は花序分裂組織でも引き継がれ る。
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図2.花 成 を誘導する4つ の過程。 日

長を感 じてシグナルを発する光周期依

存促進経路、デフォル トの花成誘導プ

ログラムとして組み込まれている自律

(構成)的 促進経路、低温処理によっ

て促進する春化依存促進経路、植物ホ

ルモンであるジベ レリン依存促進経路

があると考 えられている。参考文献7

のp27よ り複写。
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花成誘導 に関 しては これ まで短 日植物であるアサガオな どで現象が詳細 に調べ られてき

たが、シロイヌナズナは長 日植物で、これまでに調べ られてきた現象 を分子 レベルで説明

するとい う目的にはシロイヌナズナはあま り有効ではない。 しか し近年シロイヌナズナか

ら花成誘導 に関する変異体が多数単離 され、その原因遺伝子のクローニングも進み、現在

では花成誘導の分子機構はシロイヌナズナで もっとも良く調べ られてい る。その成果 とし

て、構成的促進経路(autonomouspathway)、 光周期依存促進経路(photoperiodpat

hway)、 春化処理依存促進 経路(vernalizationpathway)、 ジベ レリン依存促進経 路

(gibberellinpathway)が 存在するこ とが示 され、各経路 に関わる遺伝子が明 らかに さ

れつつある(図2)。 しか しこれ らの遺伝子 の機能 に関 して得 られた結果の解釈 はまだ統

一的な見解が得 られていない もの も数多 くあ り
、今後 さらに慎重な解析が進め られなけれ

ばな らない。・しか し以下にこれ までに得 られている実験結果を基に した花成へ と導 く諸経

路についての概略を示す。

シロイヌナズナでは(お そ らく大部分の植物では)花 成へのプ ログラムは潜在的に進行

すべ く組み込まれていると考え られている。 このプログラムは花成への構成的促進的プロ

グラム と呼ばれ る。emfl(embryonicflowerl)変 異体では子葉展 開後、栄養成長期 を

経ずに花 を咲かせる。 これは胚発生後、茎頂分裂組織ができれ ば花成が可能であることを

示 してお り、EMF1遺 伝子は茎の発生プ ログラム中にデフォル トで存在す る、花 をつ け

よ うとす る構成的促進プログラムを抑制 しているもの と理解 されている。っま り通常の生

育条件下では花成を抑制する活性(花 成抑制活性)に よってブロックされ ている状態にあ

り、花成誘導 とは花成抑制活性か らの解放であると考え られてい る。この解放条件が長 日

植 物では長 日で あ り、短 日植物 では短 日である と考え られ る。EMF1の 他 にも、FLC

(FloweringLocusC)/FLF(.FloweringLocusF)、TFLI(TerminalFlowerl)な

ども花成抑制遺伝子であると考 えられている。構成的促進経路 に関わる遺伝子に変異が起

こった場合 には花成遅延が起 こると考え られ るが、そのような変異体がい くつか単離 され

てい る。LUMINDEPENDENS(LD)、FCA、FRIGIDA(FRI)な どである。 これ ら

の遺伝子 は花序分裂組織決定遺伝子であるLEAFY(LFY)やAPETALAI(API)な ど

の遺伝子の発現 を誘導す ることによって実際に花成 を引き起 こす もの と考 えられている。

光周期刺激は光周期依存促進経路 を経て伝達され る。 この経路は光受容体であるフィ ト

クローム とク リプ トクロームの遺伝子 に始ま り、概 日時計遺伝子(LHY、CCA1、GI、

ELF3)を 経 由 してCONSTANS(CO)に 至 る。 シ ロイヌ ナ ズ ナ の フ ィ トク ロム

(phytochrome)遺 伝子の一つPHYBは 白色光下で花成 を抑 える働 きを持つ。 これはこの

条件下でCOの 機能発現を抑制 しているもの と考え られている。 シロイヌナズナには青色

光受容体であるクリプ トクロム(cryptochrome)の2っ の遺伝子CRY1とCRY2が 存在す

るが、CRY2が 長 日条件下での花成促進 のための光受容体であり、CRY2がcoの 発現 を上

昇 させ ることが示 されている。G1遺 伝子はそれ 自身の発現が概 日性 リズムを刻み、CCA1、

LHYの 発現 リズムにも影響 を及 ぼ してい ることか ら、 日長計測反応 において重要 な働 き

「
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をしていることが示 されている。COは 転写因子 をコー ドしてお りLFY、APIの 発現を正

に制御す ることで、これ らの遺伝子による花芽分裂組織への分化を促進す る。

春化処理 は花成抑制を緩和 ・解除す る働 きがあると考え られているが、 これは春下処理

依存促進経路 を経て働 く。春化処理依存促進経路に関わる遺伝子 としてVRNI、VRN2が

知 られ ている。

ジベ レ リン依 存促 進経 路 には ジベ レ リン合成 系 遺伝 子 ・情 報伝 達 遺伝 子 の他 に

FLOWERINGPROMOTINGFACTORI(.FPFI)の ような機能のわかっていない新奇

のタンパ ク質をコー ドす るものがある。遺伝学的な解析か ら光周期依存促進経路、構成的

促進経路 とは独立の経路 と考えられている。

花成開始にはLFYとFTの 共同作業が必要 と考えられてい る。LFYは 光周期依存牲 経路、

ジベ レリン促進依存経路、自律的促進経路か ら正の制御を受 けている。光周期依存経路 と

ジベ レリン依存経路はLFY遺 伝子の異なる制御領域 を介 して調節 しているこ とが示 され

てお り、4つ の経路はそれぞれ異なるシ グナル伝達経路 を持っている可能性 がある。FT

遺伝子に関 して もσ0遺伝子 を介 した光周期依存経路 と光周期に依存 しない経路によって

制御 されてお り、この遺伝子の制御にもその経路に独 自のシグナル伝達経路を持っている

もの と考えられる。

花芽分裂組織は分裂能が有限で中心の分裂組織が雌 しべに分化する と、それ以上の分裂

能 を失 う。花序分裂組織が花芽分裂組織化せず に、分裂能を維持するのに最 も重要な遺伝

子 は花成抑制活性 も持つ とされてい るTERMINALFLOWER1(TFL1)と 呼ばれ る遺

伝子であると考え られている。tfll変 異体では生殖成長に入 るとす ぐに茎 の先端に花をつ

けて成長を停止す るOこ の表現型 はTFLIが 機能せず、花成誘導後の早い時期 に花序分裂

組織 が花芽分裂組織化 し、花を作って しまい、成長が停止 したためと考え られる。 この遺

伝子はホスファチジルエタノールア ミン結合 タンパク質様のタンパ ク質をコー ドしている。

TFLI遺 伝子 はLEAFY(LFY)、APETAL.A1(API)と い った花芽分裂組織決定遺伝子

の発現を抑制す ることによって花序分裂組織の性質維持 に寄与 しているもの と考えられる。

FTはFTLI同 様、ホスファチジルエタノールア ミン結合 タンパク質様のタンパ ク質をコー

ドし、ftはfillの 正反対の表現型 を示す ことか ら、FTはTFLIと 拮抗的に働 くと推定 され

てい る。

注;こ の節の詳 しいことは参考文献4,5,7、8を 参照。

1.3花 器 官形成

花 序分裂組織 の性質 の転換 には花芽分裂組 織決定遺伝子(floralmeristemidentity

gene)が 関 与 して お り、 こ の 中 で はLEAFY(L.FY)、APETALAI(API)、

σAσLIFLOWER(CAL)が 主 要 な働 き を して い る。 これ らに加 え てUNUSUAL

FLOWER(σFO)、APETALA2(APZ)も 花芽分裂組織 として副次的な機 能を持っ とさ

れて いる。 これ らの遺伝子 に変異を起 こした植物体では花芽 の誘導が強 く抑制 されること
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が知 られ ている。花芽分裂組織 ではLFYが まず最初に発現誘導 され、転 写因子 である

LFYはAPIの 発現を誘導す る。APIの 発現にはLFYの 他にFTの 働 きも必要であることが

知 られている。花芽分裂組織決定遺伝子は花芽でTFL1遺 伝子が発現 し花序化す るのを抑

制す るのに対 し、TFLIは 花序分裂組織で花芽分裂組織決定遺伝子が発現す るのを抑 え、

花序の分裂能を維持す る(図3)。

A

蹴尋一

納雅 、乱

17

燕
〕

図3.花 序 と花芽。A.花 序で はT

FL1がLFYな ど の発 現 を抑 制 し、

花 芽 では逆 にLFYな ど がTFL1の

発 現 を抑制す る。B.本 文参照。X

はWUSで あ ることが知 られ ている。

圃 参考文献7のP42とP45か ら鶴

花 芽が誘 導 され た後 、それ が発達 して花 とな るわ けであ るが、 この過程 は器 官決 定遺伝

子(floralhomeoticgene)に よって支配 され てい る。 シ ロイ ヌナ ズナ で は花 の各器 官 を

決 定す る しくみ は、薯 片 、花弁 、雄 しべ 、雌 しべ がA、B、Cの3つ の器 官決 定遺 伝子群

に よ り決 定 され る とい うABCモ デル に よって説 明 され る(図4、5)。A遺 伝子 のみ が発

現す る最 外 輪(firstwhorl)で は薯 片 が作 られ 、A、B遺 伝 子 が発 現す る第 二外輪(sec-

ondwhorl)に は花弁 が つ くられ 、B、C遺 伝子 が発 現す る第三外 輪(thirdwhorl)に

は雄 しべ が、C遺 伝 子 のみ が発 現す る最 内輪(forthwhorl)に は雌 しべ が誘導 され る。

A遺 伝子 と しては.AP1とAP2が 、B遺 伝 子 として はAP3とPlが 、C遺 伝 子 と して はAGが 知

られ てい る。AP2遺 伝 子以 外 はMADS-box遺 伝 子 で あ り、転 写 因子 と考 え られ る。AP2

遺伝 子 もAP2ド メイ ン と呼 ばれ るDNA結 合モ チ ー フ を持 ち転 写 因子 と考 え られ る。 これ

まで の ところABC遺 伝 子 の ター ゲ ッ ト遺伝 子 、す な わ ち下流 で働 く遺伝 子 につ い て は多

くの こ とは わか ってい な い。 しか しABC遺 伝 子 の影 響 下 で、顎 、花弁 、雄 しべ 、雌 しべ

が分化す るの は明 白 とな ってい る。

●一 花茎
w㎞rほ が く片

whotl2花 弁

whorl3雄 しべ

輸{xlA心 皮

図4,シ ロイ ヌナ ズナ の花 の構

造。花 の外側 か らwhor11,2,

3,4で そ れ ぞれ に4枚 のが く

片、4枚 の花弁 、6本 の雄 しべ、

2枚 の心皮 が形成 され る。 文献

4のp297よ り複 写。
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whorllwhorl2whorl3whorl4

畢
がく片

且
▼

耕

畢
雄 しべ

旦
▼
破'

ロ クラスA遺伝子

ロ クラス8遺伝子

國 クラスc選伝子

図5.花 の器官決定を説明するABCモ デル。

花の器官決定はAク ラス、Bク ラス、Cク ラ

スの3種 類の器官決定遺伝子によって行わ

れるとす るモデルですでに一般に受け入れ

られている。Aク ラス遺伝子であるAP1あ

るいはAP2遺 伝子が発現す る領域ではがく

片が、Aク ラス遺伝子 とBク ラス遺伝子であ

るAP3あ るいはPIが 発現する領域では花弁

が、Bク ラス遺伝子 とCク ラス遺伝子である

AGが 発現する領域では雄 しべが、Cク ラス

遺伝子のみが発現する領域では心皮が発達

する。文献4のp299よ り複写。

ABC遺 伝子 の発現 を制御す るしくみについて も多 くのこ とが明 らかになってきている

(図3B)。LFYが まずつぼみの原基で一様 に発現す る。 これ によってAPIの 発現が誘導 さ

れ る。 さらにつぼみの発生が進む とWUSCHEL(WUSAが 最内輪で発現するよ うにな り、

LFYとWUSの 働 きに よ りAGの 発現が誘導 され る。 またLFYとUFOの 働 きによ りPIと

AP3の 発現が誘導 され る。Aク ラスの遺伝子 とCク ラスの遺伝子は互いに発現 を抑制 しあ

う働 きがあることが判っている。 一

雄 しべの原基が発達 し雄 しべが形作 られ始める頃、その内部では表皮細胞 と胞原細胞 と

の分化が起 こる。胞原細胞は側膜細胞 と胞子形成細胞に分化 し、最終的には内皮細胞、中

間層細胞 、タペー ト細胞、花粉母細胞(小 胞子;microsporocyte)が つ くられる(図6、

7)0

未分化の萄一
壷皮

褒皮

腱膿繊織

「 』 一 一 一 一一 → 一
一次煽絵継胞

二次憐騰緬飽 浬次健膜纈麹

ト
内被 上蔀寧醗澄

Ir一1
内骸 中聞轡

下鶴巾澗繕 クベート組織

中晦轡 中面讐 タペー ト線縫

一裁

総単冠成細腕

竺嵐

叩 胞
小胎乎母細麹

小胞苧母細鞄

図6.繭 の細胞が分

化す る過程。 図はゴ

マ ノバ グサ科の植物

の分化過程 を示 して

いるが、シロイヌナ

ズナでもほぼ同様の

過程 で進む もの と考

えられ る。文献2の

p12よ り複写。
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胞手

蒋隔

綴織

図7.繭 の断面図。典型的な四

分胞子嚢の模式図である。シロ

イヌナズナの成熟 した繭もこの

ような構造をとっている。文献

2のp10よ り複写。

花粉 母細 胞 が減数 分 裂 を行 い 、染 色体数 が 半減 した雄 性配 偶 体で あ る花 粉(pollen)が

作 られ る。花 粉 小胞 子 がまず 一 回 目の花 粉細 胞分 裂(pollenmitosisI)に よって 栄養i細

胞 と雄 原細 胞 とな る。 雄原 細胞 は さ らに細胞 分裂(pollenmitosisII)を 行 い2つ 雄性配

偶子 で あ るの精 細胞(spermcel1)を 形成 す る。

一 方 、雌 しべ原 基 が発達 して柱 頭(stigma)と 子房(overy)を 形 作 る頃 、子房 の 内壁

が突 出 し始 め、 これ はやが て胚珠(ovule)と な る(図8)。 この突出 は遠位 近位 の軸 に沿っ

て遠 位 側 か ら珠 心(nucellus)、 珠 皮(integument)、 珠 柄(funicle)と 分化 し、珠 心 の

細 胞 が卵 母 細胞(大 胞 子;megasporocyte)に 分 化 す る。 卵 母細 胞 が減 数 分 裂 を行 うこ

とに よっ て生 み 出 され る4つ の細 胞 の うち の一 つ が雌 性 配 偶 体 で あ る胚嚢 母 細 胞(em-

bryosac)と な る。 胚 嚢母 細胞 は3回 の核 分裂 を して、3つ の反 足細 胞 、2つ の助 細胞 、

2つ の極 核 、1つ の卵 細胞(eggcell)か らな る7細 胞性 の胚嚢(図9)と な り、そ の卵

細 胞 が雌 性配 偶子 ど して機 能す る。 シ ロイ ヌナ ズナ では植物 体 の成長過 程 が詳細 に調 べ ら

れ 、 細か な ステー ジ に分 け られ て い る(Bowman,'1993;Sanders,1999;Robinson-Bee

rs,1992)0

合点

嚢

心

胚

珠

珠孔

珠柄

図8.胚 珠 の縦 断面 図。文献2のp55よ り複 写。

合点側

珠孔側

反足細胞

極核
央細胞

助細胞

繊形装置

図9.胚 嚢 の模式図。文献2のp41よ り複写。
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注;こ の節 の詳 しい こ とは参 考文 献2,4,5,6,7を 参 照。

1.4細 胞分裂制御

体細胞分裂ではその分裂周期 を調節 している重要 な因子 としてサイ クリン ・CDK(サ

イク リン依存性 キナーゼ;Cyclin-DependentKinase)複 合体が知 られている。CDKは

この複合体 においては触媒サブユニ ッ トであ り一般に細胞周期 を通 じて存在 し、その活性

はサイクリン他、様々な因子によって調節 されている。サイク リンは調節サブユニ ッ トで

通常、細胞周期 の特定の時期に発現する。細胞周期はG1廟 、S期 、G2期 か らなる細胞分

裂を準備 している間期 と実際に細胞分裂が起 こるM期 か らなるが、この細胞周期 において、

サイク リン ・CDK複 合体が機能 するポイン トは二か所 あり、この複合体からの指示に従っ

て染色体の複製あるいは細胞分裂を開始する。 この しくみ については酵母での研究が進 ん

でお り、酵母のサイ ク リン ・CDK複 合体 による細胞周期 の制御 のモデル を示す と次のよ

うにな る。 前回 の細胞分裂 で娘細胞 に分配 された染色体 の複製 開始 点 にはす でにOrc

(Originrecognitioncomplex)と 呼ばれ るタンパク質Orc1～6が 結合 してい る。M期 の

後期 にはCdc6とCdt1が 結合 し、 さらに6っ のMcmタ ンパ ク質(Mcm2～7)が 結合 し、

pre-RC(pre-replicativecomplex)を 形成する。 この状態をG1期 の後期 まで維持する。

G1期 に発現量が増加す るG1タ イプのサイクリンに活性化 されたCDKがCdc6を リン酸化 し、

それがシグナル となってCdc6とCdt1を ユ ビキチ ン依存性 タンパ ク質分解系が分解する。

そ うす るとCdc7/Dbf4キ ナーゼ複合体がpre-RCに 取 り込まれ、 これ がMcmタ ンパ ク質

を リン酸化す ることによってMcmタ ンパ ク質の持つヘ リ.カーゼ活性 を上昇 させ、DNAが

ほ どけるものと考 え られてい る。 さらにCdc45を 介 して、DNAポ リメラ0ゼ が呼び込ま

れて、複製が開始 され る。その後 、Cdc7/Dbf4キ ナーゼ複合体は複製 開始点か ら離れ、

DNA複 製が終了す るとMcmタ ンパ ク質 もDNAか ら離れ、複製 開始点はOrc1～6の みが結

合 したpost-RCの 状態 になる。

細胞分裂の開始はG2期 か らM期 に発現量の増加す るM期 サイ クリンによって活性化 さ

れるCDKに よって調節 されているが、このCDKの 活性化は何段階 もの巧妙な仕組みによっ

て制御 されている(図10)。 前回の分裂後、M期 サイク リンは分解 され て、単体であった

CDKは まずG2期 の後半 に蓄積 し始 めたM期 サイク リン と結合 し、Wee1あ るいはMik1に

よって14番 目のス レオニンと15番 目のチロシンが リン酸化 され る。 次にCAK(CDK

activatingkinase)に よって、161番 目のチ ロシンが リン酸化 され、 さらにCdc25脱 リ

ン酸化酵素によって14番 目のス レオニ ンと15番 目のチ ロシンが脱 リン酸化 されて、は

じめて活性型のCDKと なる。 この状態のCDKが 様 々な標 的タンパ ク質 を リン酸化す るこ

とでM期 が進行す る。M期 の開始は非常に重要な決定であるので、このよ うに何重 もの条

件 を満 たさなければ起 こらない ように制御 されてい る。

r
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遺伝子発現の制御

i＼

i＼
聖 、、

CDK活 性化 →

キナーゼ(CAK)

ユビキチン系による

タンパク質分解

/

図10.サ イ ク リン依存性 キナーゼ(CDK)の 活 性

調節。 ヒ トのCDKで あ るCdc2を 例 に したCDKの

活 性調節の概念図。 サイク リン との結合 、CAKあ

るい はWee1に よ る リン酸化 、Cdc25に よる脱 リン

酸化 によって活 性化 され、CDK阻 害 因子や分解に

よって不活性化 され る。 文献6のp38よ り複写。

T14Y15

イグ ＼CDK阻 害因子
Wee1キ ナ ーゼCdc25ホ ス ファ ター ゼ

細胞周期 を制御す るには、それ ぞれの役割 を担ったCDKや サイク リンな どの因子がそ

の役割 に応 じた時期に順序良 く働 き、役割 を負 えると速やかに不活性化 されるか除去され

る必要がある。細胞は脱 リン酸化などによってタンパク質 を不活性化す るしくみの他、細

胞周期の特定の時期に働 くタンパク質分解機構 によってタンパ ク質 を除去す るしくみを備

えている。G1期 からS期 への移行期に働 くものとM期 に働 くものがある。前者 はSCFと 呼

ばれ るSkp1、Cdc53、F-boxタ ンパク質複合体が主な働 きをす る。F-boxタ ンパ ク質によっ

て、分解 され るべ くリン酸化 され たタンパ ク質が認識 され る。Skp1に よってF-boxタ ン

パ ク質がCdc53に 結び付 け られ、F-boxタ ンパ ク質に結合 したタンパ ク質がCdc53を 介 し

てユ ビキチン化 される。ユ ビキチン化 されたタンパク質はプロテアゾームによって分解 さ

れ る。SCFに よって分解 され るタンパ ク質 にはG1後 期に作 られ るCln1、Cln2が あ り、S

期 に進行するには役割 を終 えたこれ らのサイクリンを分解す る必要がある。すでにCdc28

/Cln1、Cdc28/Cln2はSic1を リン酸化 してお り、それがシグナル となってSic1もSCF経 由

で分解 され る。sic1に よって不活性化 されていたcdc28/clb5、cdc28/clb6が 解放 され 、

活性化 される。 このCDKの 働 きによってDNA複 製が開始 され る。M期 での分解 にはサイ

クロソーム(cyclosome)と も呼ばれるAPC(anaphasepromotingcomplex)タ ンパク

質複合体が働 く。 この複合体はdestructionboxと 呼ばれるア ミノ酸配列 を持つ タンパ ク

質を分解す る。APCの 標 的タンパ ク質 にはG2期 か らM期 への進行を制御す るサイ クリン

Clb2、Clb3や 後期阻害因子(anaphaseinhibitor)で あるPds1な どがある。 これ らのタ

ンパク質が分解 されることがM期 を正常に終了す るのに不可欠である。 ここで述べたもの

は酵母で調べ られた ものであるが、同様 の働 きをす る遺伝子がその他の生物 にも確認 され

てお り、基本的な しくみは真核生物に保存 されてい るもの と考 えられている。

CDKは 細胞周期 のエンジンと呼ばれ ることもあるが、 これを制御す るブ レーキが用意

されてい る(図11)。 チェックポイン トと呼ばれ るもので体細胞分裂ではDNA損 傷チェッ

クポイ ン ト、DNA複 製チェ ックポイン ト、紡錘体形成 チェックポイ ン ト、形態チェック

ポイ ン トがある。 これ らのチェ ックポイン トは細胞分裂の過程 に異常がない場合には作動

しないが、問題が生 じた時、細胞分裂の進行 を停止 させ、問題 を解決す るための時間を稼
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ぐ。 この 間にDNAの 修 復や 複 製 、染 色体 の赤道 面 上へ の整 列 、 細胞 の成 長 が進 む 。 異 常

が解 決 で きない 場合 に は細 胞 はア ポ ト._._シス(apoptosis)を 起 こ し、崩 壊 してゆ く。
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図11.細 胞周期エンジンの

制御 の概念図。 細胞周期

は数種類 あるCDKに よっ

て推進 され るが、 これ ら

のCDKの 活性 を上昇 させ

る因子や抑制す る因子が

あ り、厳密 に制御 されて

いる。参考文献9のp521

より複写。

高等植物のCDKは1種 類の植物 にも複数存在 し、その類似性か らCDKA～Eの5種 類に

分類 されている(Joubeseta1.2000)。CDKA類 が酵母や動物で見 られ るCDC2/CDC2

8に 相当す ると考えられている。CDKB類 は植物に特異的なCDKで 植物特有の働 きを持っ

ているのかも知れ ない。 このCDKは 細胞周期 に依存 した発現をす る。CDKC類 はCDK類

似因子 として知 られているが、分裂組織で発現せず、細胞分裂における役割は不明である。

CDKD類 はCDK活 性化 キナー一ゼCAKで あると考 え られ る。CDKEは 一っ しか知 られてお

らず、細胞周期 中低 レベルで発現 しているが、その働 きは不明である。サイ クリンは大 き

く分 ける とM期 への移行 を促進す るM期 サイ ク リン と染色体の複製 を開始 させ るG1期 サ

イク リンの2つ に大別 され るが、植物 ではA1～3の 種類のAタ イプ、B1～2の2種 類 のB

タイプ、D1～3の3種 類のDタ イプが知 られてい る(Renaudineta1.1996)。Aタ イプ と

Bタ イプがM期 サイ ク リンでDタ イプがG1サ イク リンと考 えられ てい る。Dタ イプのサ

イク リンの発現量は細胞周期 を通 じてかわ らない。

動物ではG1期 か らS期 へ の移行 は、サイク リンDがCDK4あ るいはCDK6を 活性化 し、

サイク リンEがCDK2を 活性化 し、それ らの活性化 されたCDKがRbタ ンパ ク質を リン酸

化 してE2F転 写因子か ら解離 させ、E2Fに よるS期 制御遺伝子の転写活性化が起 こり、進

行す るもの と考え られている。植物 でもRbタ ンパ ク質遺伝子やE2F転 写因子遺伝子の存

在が確かめ られてお り、同様の制御機構が働いているもの と考 えられている。
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注;こ の節 の詳 しい こ とは参 考文 献3,6,9,10,11を 参 照。

1.5減 数分裂

減数分裂時には一度の染色体の複製に続き2度 の細胞質分裂が起こ り、1個 の胞子か ら

染色体数が半減 した4個 の細胞が作 られ る。胞子細胞 がN対 の相同染色体を持っていた と

す る と(シ ロイヌナズナの場合は5対 、つま り2n-10)、 配偶体の細胞 は各対の相 同染色

体の1本 つつを有す るのでN本 の染色体を持つ(シ ロイヌナズナの配偶体の場合、5本)。

体細胞分裂 と比較 して減数分裂に特徴的なのは減数第一分裂の前期で、この時体細胞分裂

では見 られない相同染色体の対合が起こる。減数第一分裂の結果作 られ る2つ の細胞には

この対合 した相同染色体のいずれかが分配 される。相同染色体は全 く同じとい うわけでは

ないので、この2つ の細胞 はすでに異なる遺伝情報 を受 け取ったことになる。

減数分裂 の過程では遺伝情報の運び屋である染色体を過不足無 く娘細胞に分配 しなけれ

ばな らず、厳密 な制御が不可欠である。その分子機構の解明は、細胞の構造が簡単で、ゲ

ノムサイズ も小 さく、実験材料 として非常に都合のいい単細胞生物である酵母を用いて主

に行 われてきた。多細胞生物 の中でも構造の簡単な線 虫も近年減数分裂の研究に大きく貢

献 している。マ ウスなどの哺乳類でも、 ヒ トへの応用などか ら重要 と考えられ、精力的に

研究が進められてい る。 トマ トや トウモ ロコシのよ うな染色体が容易 に観察できる植物 は

細胞生物学的研究が盛んで、減数分裂研究においても長い歴史を持つが、これ らの植物で

は減数分裂変異体が単離 されても、その原因遺伝子 を同定す るのが困難で分子 レベルでの

研究にはなかなか発展 しなかった。

減数分裂 に関する研究は様々なアプ ローチによって進 められてきた。古 くか らあるもの

としては顕微鏡 を用いて染色体の様子を観察する細胞生物学的なアプ ローチがある。タン

パ ク質やその他 の細胞構成成分を精製 し、酵素活性 などを解析す るといった生化学的なア

プローチもある。精製 したタンパ ク質か らア ミノ酸配列の情報が得 られ、また抗体を作成

す ることができる。細胞内に多 く蓄積するタンパク質の精製は順調に進むが、蓄積量の低

い転写因子な どの場合には生化学的に精製 し解析す るのは難 しい。タンパ ク質のア ミノ酸

配列か ら設計 されたプ ローブはサザ ンハイブ リダイゼーシ ョン法に、抗体はイムノスクリー

ニング法に利用 され る。 この ような方法を用いるのが分子生物学的アプローチである。生

化学的デー タを必要 としない分子生物学的なアプローチ もある。Differentialscreening

な どの方法である。 この方法によって組織特異的な発現 をす る遺伝子をクローニングす る

ことができる。 この場合でも発現量が非常に低い遺伝子 をクローニングし、解析す るのは

困難である。突然変異体 を単離 し、その原因遺伝子を解 明す るといった分子遺伝学的アプ

ローチを用いた場合 にはターゲ ッ トとなる遺伝子がたとえ発現量が どんなに低 くても、そ

の遺伝子の機能が不可欠であれば、その遺伝子が欠損 した場合には表現型 として現れ、変

異体を判別 し、単離す ることができる。非常に鋭敏な手法 と言 える。 しか し機能的に重複

した遺伝子が存在する場合には一つの遺伝子を破壊 しても表現型 として現れず、変異体を
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選抜す ることができない場合 もある。 このよ うな場合 には変異体同士を交配 し、二重、三

重の変異体 を作成す る必要がある。また一つの遺伝子が様 々な発生段階で機能 している場

合には特定の段階での機能 を調べ ることが困難 となる。例えば減数分裂に必要な遺伝子が、

発生初期の成長段階でも必須の遺伝子であった場合、この遺伝子に変異が起 きた変異体が

作 られたとして も減数分裂 に至る前にその変異体は死んで しまい、減数分裂時の表現型 を

調べ ることはできない。最近ではこのよ うな遺伝子 を解析する方法 としてRNAiの 手法の

利用が考 えられ ている。つま り先のよ うな例の場合には減数分裂時だけその遺伝子が発現

できないよ うに減数分裂 に特異的なプロモー ターを用いて2本 鎖RNAを 作 らせ るといっ

た方法である。 シロイヌナズナではこの ような新 しい手法を利用できるといった点 も非常

に魅力的である。

L旧騨口典gno 匹v酔 嘱璽nq

闘就卿h鞘50:駄 A購 幽項珊 胆 『『壱1叩隔3dl

図12.シ ロイ ヌナ ズナの花粉 の減 数分裂 の様子 。酵素処理 に よって細胞壁 を消化 した後 、染色体 をスラ

イ ドガ ラス上 に展 開 して、染色体 をDAPIで 染 色 した もの。減数 第一分裂前期(leptotene期 、zygotene

期 、pachyten噸 、diplotene期 、diakinesis期)、 減数 第一分裂中期(metaphaseI)、 減 数第一分裂後期

(anaphaseI)、 減 数 第一分裂 期終期(telophaseI)、 減 数第二分裂 前期(prophaseII)、 減 数第二分裂

中期(metaphaseII)、 減 数 第二分裂後期(anaphaseII)、 減 数第一分裂終期(telophaseII)。
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花粉母細胞の減数分裂も卵母細胞の減数分裂 も減数分裂前間期(premeioticinterphase;

G1期 、S期 、G2期 か らなる)に 続 く、減数第一分裂 と減数第二分裂か らなる。次に、

よ り詳 しく調べ られている花粉 の減数分裂の様子について記述する(図13)。 細胞分裂様

式の体細胞分裂から減数分裂への切 り換 えは減数分裂前間期以前 に決定されてお り、切 り

換 えが正常に起 こらない変異体 も単離 されてい る。減数分裂で特 に特徴的なのは相同染色

体の対合 が起こる減数第一分裂の前期である。 このステージは染色体が糸状 に見え始 める

レプ トテン期、相 同染色体同士の対合が始まるザイ ゴテ ン期、シナプ トネマ構造が完成す

るパキテン期、シナプ トネマ構造が崩壊 し染色体が凝縮す るデ ィプロテン期、染色体がほ

ぼ凝縮 し終わったダイアキネシス期の5つ サブステージに分類 され る。ザイ ゴテン期 には

組み換え反応が進行するものと考えられてお り、パキテ ン期には相同染色体同士が全長に

わたって対合 して、'ディプロテン期 にはキアズマが形成 され る。その後、減数第一分裂 中

期にはキアズマによって連結 した5組10本 の相同染色体が赤道面に整列す る。減数第一

分裂後期には染色体が2つ の極に分配 され、減数第一分裂後期 には分配 された染色体が極

付近 に集合 し核膜が形成 され るが、シロイヌナズナの場合は細胞質分裂 は起 こらない。赤

道面付近 にはオルガネ ラバ ン ドが観察 され る。減数第二分裂の前期にはオルガネ ラバ ン ド

によって分離 された二つの領域内に見 られ る核内で染色体が一度糸状 に分散するが、減数

第二分裂の中期にはそれぞれの領域内の赤道面上に染色体が整列する。減数第二分裂の後

期 にはそれぞれの染色体は染色分体に分離 し、それぞれの領域 内の2つ の極 に分配 される。

合計4つ の染色分体のグループを中心にして核が形成 され、細胞質分裂が起 こり4つ の花

粉小胞子 を含む花粉 四分子が形成 される。花粉 四分子の細胞壁が崩壊 し、花粉小胞子が放

出 されて、雄性配偶体世代が始 まる。それぞれの小胞子が発達 して花粉 となる。卵の減数

分裂 も基本的に同様 にして進行す る。但 し、同 じつぼみの中でも花粉の減数分裂は卵の減

数分裂よ りも先に進行す る。

減数分裂時には体細胞分裂時 とは異な り相同染色体が対合する。そ して相同染色体間で

組換 えが起 こり、キアズマが形成 され る。体細胞分裂時の相同組換えは複製 された姉妹染

色体間で起 こるのに対 し、減数分裂時には相 同染色体対上の非姉妹染色体間で優先的に組

換 え反応 が起 こるよ うに制御 されている。 この組換え反応の分子機構 も酵母 を用いた実験

系か ら次 々 と新 しい知見が得 られ ている。組換え反応 はSPO11に よる二本鎖切断 に始 ま

りぐRad50、Mre11、Xrs2ら による切断部位 か ら3'→5冒 方向への切 除が起こって、一本

鎖部分が露出される。 これがホモ ロジーサーチ機能に必須であると考 えられている。Rad

51、Dmc1の 働 きによ り鎖の交換が起 こる。組み換 え部位 にはキアズマが形成 され る。通

常一組の相同染色体間では1つ か ら数個のキアズマが形成 され るよ うに制御 されてお り、

キアズマは非常に隣接 した部位では作 られ ない しくみになっている(cross-overinterfer

ence)a

複製 された姉妹染色体はコヒーシンと呼ばれ るタンパ ク質複合体によって互いに接着 し

てお り、減数分裂に特異的なコヒー シンサブユニ ッ トとしてRec8が 知 られてい る。減数
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第一分裂前期に相同染色体間で組み換 えが起こ り、相 同染色体乗 り換えが起こるには、そ

れまでに染色体 の動原体以外の部分ではコヒーシンが除かれて、姉妹染色体が乖離 してい

なけれ ばな らない。動原体部分のコヒーシンは減数第二分裂中期まで姉妹染色体をっなぎ

止 めるために保持 されているが、減数第二分裂後期が始まる前には分解 ・『除去 され るもの

と考 え られ てい る。 この コ ヒー シ ンの分解 には サイ ク ロソー ム(APC;Anaphase

PromotingComplex)が 働 いているこ とが知 られてい る。 サイ クロソームは分裂中期

(metaphase)か ら分裂後期(anaphase)へ の進行に必要な、タンパク質分解装置である。

注;こ の節 の詳 しいことは参考文献1,4,9、10、11を 参照。

1.6モ デ ル 植 物 シ ロイ ヌ ナ ズ ナ

シ ロイヌナ ズナ が、ゲ ノムサイ ズが小 さい こと、通 常 の実験室 で容易 に栽培 で き るこ と、

一 世代 の 時間 が約1ヶ 月 と短 い こ とな どか ら植 物 のモ デル 生物 に採 用 され て以来
、 この植

物 に対 して多方 面 か ら集 中的 な研 究が進 め られ た。 シ ロイ ヌ ナズナ の特 徴 をま とめ た専 門

書 も数 多 く出版 され て い る(Bowman,1994;Meyerowitz&Somerville,1994)。 胚珠

や 繭 の発 生 過程 を詳 し く調 べ た報告 も あ る(Robinson-Beerseta1.1992;Grossniklaus

&Schneitz1998;Sanderseta1.1999)。 この よ うに シ ロイ ヌ ナ ズナ の様 々 な部位 や 器

官 の発 生過 程 に関す る形 態的知 見 は年 々蓄積 され てい る。

2000年12月 には ゲ ノムの全塩 基 配列 が決 定 され(ArabidopsisGenomeInitiative,200

0)、 ま た数 多 くのcDNAク ロー ンが解 析 され そDNAマ イ ク ロア レイ が作製 され るな ど遺

伝 子発 現 の網 羅 的 も研 究 が進 め られ て い る(Vandepoeleeta1.2002)。 しか しこの よ う

な分 子 生物 学的 な研 究 にお ける利 点 と対 照的 に 、シ ロイヌ ナ ズナの ゲ ノムサイ ズ の小 ささ

は染 色 体 サイ ズの小 ささに反 映 され 、 シ ロイヌ ナ ズナ が有 す る10本(2n=10)の 染 色 体

を顕 微鏡 下 で識別 す る といっ た細胞 生物 学的 な研 究 には問題 が あ った。 しか しこの問題 も

多 くの研 究者 の努 力 に よ り克 服 され つ つ あ る。Rossら は減 数 分 裂期 の花粉 の染色 体 を光

学顕 微 鏡 下で観 察す る手法 を確 立 した(1996)。Franszら はシ ロイ ヌナ ズナ の染 色体 に対

してFluorescenceinsituhybridization(FISH)を 行 うのに成 功 し、染 色体 上 の特 定 の部

位 を同定す るのを可能 に した(1998)。 さらにLysacら は連続 したBACク ロー ンか らプ ロー

ブ を合 成 す る こ とに よって1本 の染 色体 全 体 を他 の染色 体 か ら識 別 す る こ とに成 功 した

(2001)。 著者 た ちの グル ー プ もシ ロイ ヌナ ズナ の花粉 の減 数分 裂期 の全 て のス テー ジの染

色体 に対 して シ グナル の検 出可 能 な方 法 を開発 して い る(Azumietal.2001)。 この よ

うな研 究 に よって減数 分 裂期 の染色 体 を詳細 に観 察す る こ とが可能 にな り、減数 分裂 変異

体 の表 現型 の解析 精度 が 格段 に上昇 した。 シ ロイ ヌ ナズナ の染 色体 あるい は減数 分裂 に 関

す る総 説 も多 数 ま とめ られ て い る(Bhatteta1.2001;Merciereta12001;Armstron

g&Jones2003;Caryl&Jones2003;Jones&Armstrong2003:Koornneef.&

Fransz2003;Schwarzacher2003)o

減 数 分裂 変異 体 は トマ ト、 トウモ ロコシ な どで数 多 く単離 され て い るが、 シ ロイヌ ナズ
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ナがモデル植物 として採用 されて以来、シロイヌナズナか ら減数分裂変異体が単離 され る

よ うになった。初期の変異体は化学的処理による変異体で原因遺伝子の同定には非常に多

くの労力 と資金 が必要 とされ、なかなか原因遺伝子 の同定に至 らなかった。 トランスポゾ

ンタギング法 と呼ばれ る変異体の作製法が開発 され、 この方法によって作成 された変異体

の原 因遺伝子を同定す ることは比較的容易である(Deaneta1.1991;Bancrofteta1.

1992;Aartseta1.1993;Sundaresaneta1.1995)。 この方法により作成 された変異

体が報告 され始め、1997年 か ら減数分裂変異体の単離 とその原因遺伝子の同定が組 になっ

て報 じられ る様になった。以来毎年数報の論文が発表 されてきたが、2003年 には10報 以上

の論文が発表 され、大 きな前進が見 られた年であった。

シロイヌナズナではゲノムの全塩基配列が解っているので、テロメアやセン トロメアに

対す る分子プローブを作製することが可能で、FISH法 により染色体各部分が可視化 され、

減数分裂期の挙動が追跡調査 されている(Armstrongeta1.2001;Haupteta1.200

1)。 その結果、減数分裂前間期に他の生物ではテロメアが核膜の一部 に集合す るのに対 し

て、シロイヌナズナでは核小体の周辺 に集合す ることなどが明 らかに されている。 このよ

うな分子生物学的な手法を取 り込んだ細胞生物学的手法の発達によ り、染色体の挙動が詳

しく調べ られるようにな り、その挙動 を制御す るしくみに注 目が集 められている。そのし

くみ を明 らかにする 目的で減数分裂の変異体が単離 され、解析が進め られ ている。本論文

においては減数分裂 とその誘導過程 に焦点を絞 り、この過程に関係する変異体の解析によっ

て得 られた新たな知見たついてまとめる。

これまでの概説に関する日本語の参考文献。英文の参考文献に関しては本論文の末尾に記載 した。
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2.シ ロイ ヌナズナの生殖過程 に関わる遺伝子 霧

シロイヌナズナの生殖過程に関わる遺伝子 としては、酵母の生殖関係遺伝子 との相同性

から単離 された遺伝子やディファレンシャルスク リーニング法 によって生殖 に特異性が見

つか ってい る遺伝子な ども報告 され てい る。 ここではEMS変 異 、 トランスポ ゾン挿入変

異、アンチセ ンスRNAに よるコサプ レッション、RNAi等 の方法によ り遺伝子 の機能 が

阻害 された変異体で、実際に表現型 に影響が出るといった機能 的解析が行 われ ているもの

について取 り上 げた。

2.↑ 胞子形成変異体

AtMSI遺 伝子(Hennigeta1.2003)はWD40繰 り返 し配列 を持っ、chromatinassem-

blycomplex1(CAF-1)の サブユニ ッ トと考 えられるタンパ ク質をコー ドする。WD40

repeatタ ンパク質は酵母のMSII(multicopysuppressorofiral)タ ンパ ク質やretino

blastoma-associatedproteinRbAp46/48な どに見 られ る。AtMSI遺 伝子 はほぼ全 ての

器官で発現するが、この遺伝子の発現 を抑えると茎頂分裂組織は花序分裂組織 として花芽

を分化す ることができず、腋芽か ら発生 した花は齢が進む につれ、徐々に花の形態を失 っ

てい く。そのような花では胚珠が発達せず、雌性配偶体である胚の うが形成 されないため、

雌性不稔 となる。また葉 で花の器官決定遺伝子 であるAGとAP2が 発現す るようになる。

AtMSI遺 伝 子 は染 色 体 の 構 造 決 定 に役割 を演 じるだ けで は な く、 様 々 な器 官 で

AP2やAGな どの遺伝子発現を正 しく調節す ることによって花の器官形成や雌性配偶体 の

発達に影響するもの と考 えられる。

STERILEAPETALA(SAP)遺 伝子(Byzovaeta1.1999)は 新奇な転写因子をコー

ドす るもの と考 えられ る。SAP遺 伝子は花序分裂組織、花芽分裂組織で発現 した後 、第

2、 第3、 第4whorlで 発現 し、一度減少 した後、今度 は胚珠で発現す るよ うになる。

SAP遺 伝子の変異体ではがくが心皮化 し、花弁は細小化あるいは数 が減少す る。雄 しべ

は数が減った り、構造 も異常で繭の中で花粉 は作 られ ない。雌 しべは外見的には正常で胚

珠 も形成 される。その胚珠では珠柄 、珠皮、珠心が分化 し、卵母細胞は減数第一分裂を開

始す るが、四分子の形成 にまで至 らず、二分子 とな り、減数分裂を完了することができな

い。柱頭に着床 した花粉は発芽 し、花粉管を花柱 を通 りなが ら延 ばすが、珠孔には達す る

ことができない。

SAP遺 伝 子 とAP2遺 伝子 は、 これ らの二重変異体は個 々の変異体 よ りも多 くの表現型

で激 しさが増す ことか ら、同 じプ ロセスに働 くことが示 されてい る。AG遺 伝子 との二重

変異体は初期の花ではag変 異体 と同じ表現型 を示す ことか ら、AG遺 伝子が上位にあると

予想 され る。 またsap変 異体ではAG遺 伝子 が異所 的に発 現す るよ うにな ることか ら、

SAP:遺 伝子 はAG遺 伝子 の発現を抑制す る働 きがあるものと考 えられ る。AP2遺 伝子は他

の遺伝子 と共同作業でAG遺 伝子 の発現 を抑制す るこ とが知 られ てお り、SAP遺 伝子 も

AP2遺 伝子 の共同作業でAG遺 伝子 の発現 を制御 し、花の器官形成に寄与 している と考え
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られ る。SAP遺 伝子の卵母細胞の減数分裂を制御す るしくみについては不明である。

BELL(BEL1)遺 伝 子(Rayetal.1994;Reisereta1.1995)はPlantHomeo

Domain(PHD)を 持つ転写因子 をコー ドしている。RNAレ ベル では葉や根でも発現 し

てお りぐBEL1は 核に局在す る。雌 しべ内での この遺伝子 の発現は胚珠の発達開始時期 に

は胚珠全体 で、つぎに珠心(nucellus)と 珠柄(funiculus)の 間で、 さらにその後では

そこか ら発達 し始めた2層 の珠皮(integument)で 見 られ る。 この遺伝子に変異が起 こ

ると珠皮の発達が起 こらない。 これはこの遺伝子が胚珠における近位遠位軸(Proxima1-

Distalaxis)の 中心 を決定 し、 この部分か らの珠皮 の発達 を促 しているもの と考え られ

る。卵母細胞は減数分裂 を開始す るが胚の うは形成 されない。珠皮の発達が胚の うの発達

に大きな影響を与えているもの と考えられる。

AINTEGUMENTA(.ANA遺 伝子(Ellioteta1.1996;Kluchereta1.1996)はAP

2ド メインを共通に有す るAP2遺 伝子族の一員で転写因子をコー ドする。この遺伝子は様々

な組織で複雑 な発現をするが胚珠、特に珠皮 で強 く発現す る。 この遺伝子の変異は珠皮細

胞の正常な発達を阻害 し、その結果 として卵母細胞の減数分裂が異常を来 し、四分子の状

態で停止す る。雌 しべ以外の花の器官で も器官数の減少や形態異常を引き起 こす。 この遺

伝子の場合 も変異の直接的な影響は珠皮に対す るものであるが、 これが卵母細胞 の減数分

裂に影響 を与 えている。APZ遺 伝子 との二重変異体ではより表現型が激化す るため、AP2

遺伝子 と花の器官形成において同 じ役割 を果た しているものと考え られ る。

ANTとBEL1の 関係 も興味深 く、二重変異体での解析が行われてい る(Kluchereta1。

1996)。belヱ では外珠皮は分化 し始 めるがその後異常な形で発達が終わ り、 内珠皮は全 く

発達 しない。antで は外珠皮 も内珠皮 も分化 しない。bellで の内珠皮の発達にANTが 必要

か どうかを調べ るために二重変異体が作成 された。 この二重変異体では内珠皮 も発達 しな

いことか らANTは 珠皮の発達に一般に必要で、BEL1は 内珠皮の分化 と外珠皮のその後の

発達 に必要であ り、.ANTはBELLの 上位 にあると考 えられ る。 しか しantで もBEL1遺 伝

子は正常に発現 してい ることが示 されてお り、ANTはBEL1の 発現を転写 レベルで調節 し

ているのではない と考えられ る。

SPOROCYTELESS(SPL)/NOZZLE(NZZ)遺 伝 子(Yangeta1.1999;

Schiefthaleretal.1999;Balasubramanianetal.2000;Balasubramanianetal.

2002)は 胞子体形成 に必須の遺伝子 として単離 された。 この遺伝子の変異体では胞原細胞

の分化に異常があると考えられ、花粉母細胞や卵母細胞 は形成 されない。卵母細胞 を取 り

巻 く珠皮細胞は正常に分化するのに対 して、花粉母細胞 を取 り巻 くタペー ト細胞の分化 に

は異常が生 じている。 この遺伝子 の発現部位 はYangら とSchiefthalerら とで異 なる結果

が報告 されてお り、 さらなる解析 が必要である。SPL/NZZ遺 伝子 はMADSボ ックス型

の転写因子 をコー ドす ることが明 らかにされてお り、卵母細胞や花粉母細胞への分化に必

要な遺伝子の転写を活性化するのではないか と考えられ る。あるいはこの遺伝子 は胚珠や

繭内での極性 を決定する働 きがあ り、この機能 に欠損が起 こる と花粉母細胞や卵母細胞が
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作 られな くなるのではないか とい う考 え方 もある。SPL/NZZ遺 伝子はBELLと 共 に胚

珠内の遠位近位軸 の極性 を決 定す るのに働 き、珠皮が分化 し始 める合点(chalaza)領 域

を規定 していると考え られている。また背腹軸の極性 を決定 し、維持するのに必須である

ことが知 られているINO(INNERNOOUTER)(Villanuevaetal.1999)の 発現に不

可欠 であ ることか ら、SPL/NZZ遺 伝子 は胚珠内の遠近位軸、背腹軸 の決 定に関与 して

いる可能性 が示唆 されている。

SQUA.MOSAPROMOTERBINDINGPROTEIN-LIKES(SPLB)遺 伝子(Unteet

a1.2003)はsquamosapromoterbindingprotein様 であるか ら命名 され た遺伝子で、

転写因子をコー ドしていると考え られ る。 この遺伝子 の変異体では雄 しべの伸長が悪 く花

粉 を受粉 させることができない。 さらにこの変異体では花粉母細胞 あるいは卵母細胞へ と

分化す る胞原細胞の発達 に異常があることがわかっている。雄 しべの蔚では胞原細胞が分

化 しない ことが多 く、その結果この変異体ではfjに4つ の花粉嚢が形成 されない場合が多

い。 しか し人工授粉 によって次世代が得 られていることか ら、また蔚切片の観察で花粉 が

できているのが見 られることか ら、花粉嚢ができた場合には減数分裂を行 って花粉 をつ く

ることができると考 えられる。卵母細胞の方は減数分裂を行 えず、その前で停止 している

ようである。SPL8遺 伝子は雄 しべが発達 し始める時期 には雄 しべ原基全体で発現 してい

るが、花粉嚢が発達す るに連れて花粉母細胞で強 く発現 しているのが確かめられてい る。

しか し成熟 した花粉では発現 しない。SPL8遺 伝子が どの ような遺伝子の発現 を調節 して

いるのかは非常に興味深い。

EXCESSMICROSPOROCYTESI(EMSI)/EXTRASPOROGENOUSCELLS

EXS)遺 伝子(Zhaoeta1.2002;Canalesθ むa1.2002)はLRR(leucine-richrepeat)re-

ceptorkinaseを コー ドし、繭 内での花粉母細胞や これ を取 り巻 くタペー ト細胞、中間層

細胞の分化 を決定 している。 レセプタ0キ ナーゼをコー ドしてい ることから花粉母細胞へ

の分化の シグナル を感知 し伝 達 している と考 えられ る。Zhaoら に よる とEMSI変 異体で

は本来タペー ト細胞 になるべ き細胞が花粉母細胞へ と分化 し異常に多 くの花粉母細胞 が作

られた と報告 されてい る。減数分裂その ものは正常に進行 してい るのが観察 されている。

しか し細胞質分裂 は起 こらず、花粉四分子は形成 され ない。Canalesら によるとEXS遺 伝

子は種子の発達に も関与 し、この変異体では胚を形成する細胞は小 さく、分裂が遅れ、小

さな胚が形成 され る。 このためEXSは 多 くの局面でシグナル伝達の役割 を果 た している

と結論付けている。

TAPETUMDETERMINANT)(TPDI)遺 伝子(Yangetal.2003)は 幼植物全体、

葉、花芽で発現す るが、insituhybridization法 によって詳 しく調べた ところ、花序分

裂組織、花芽分裂組織、発達 し始 めたばか りの雌 しべ原基でも発現す ることがわかった。

雄 しべの分化が進むに連れ、胞原細胞か ら花粉母細胞 となる系列では最初から強 く、タペー

ト細胞 となる系列では初めは弱 く、タペー ト細胞では強く発現 しているのが観察 された。

TPDI遺 伝子 に変異が起 こる とタペー ト細胞 になるべ き細胞が花粉母細胞様 の細胞 となる。

.」
ー
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花粉母細胞 は形成 されているが花粉四分子は観察 されないことか ら、花粉母細胞の減数分

裂は正常には進行 していない と考えられ る。花粉は作 られず、そのため雄性不稔 となる。

花粉母細胞 を取 り囲む 中間層細胞 の崩壊 も遅れ ると報告 されている。 これ らの表現型は

EMSI/EXS遺 伝子の変異体 のものとよく似ている。EMSI/EXS遺 伝子は主にタペー ト

細胞 で発現するが発現部位が非常に隣接 してい る。TPDI変 異体 とEMSI/EXS遺 伝子 と

TPDI遺 伝子二重変異体はTPDI変 異体 と類似 していることも考えあわせ ると、 この2つ

の遺伝子 は協調 して働いているのかも知れない。176ア ミノ酸か らなる小 さなタンパク質

をコー ドしているが、 これ がEMSl/EXSが コ0ド してい るLRRレ セプター キナーゼ と

共同でタペー ト細胞の分化を決定 している可能性が示唆 されてい る。

2.2減 数 分 裂 変 異 体

Arabidopsisskpl-likel-1(ASKI)遺 伝 子(Yangeta1.1999;Zhaoeta1.1999;Zhao

eta1.2001)は 酵母 や ヒ トで見つ か って い るSKPI(SupressorKinetochoreProteinl)

遺 伝 子の ホ モ ロー グ で あ る。 ヒ トのSKPI遺 伝 子 はcyclinA-CDK2複 合 体 と結合 しS期 へ

の進 行 を制 御す る。酵 母 のSKPI遺 伝 子 もい くつ かの サイ ク リンお よびCDKと 相 互作 用 し、

キネ トコア の成 分 で あ る こ とも知 られ て い る。 酵母 でのSKPI遺 伝 子 の変 異 体の解 析 か ら

S期 へ の進 入 とM期 の終了 にSKPI遺 伝 子 が必要 で あ る ことが示 され てい る.SKP1タ ンパ

ク質 はSCF複 合体 と呼ばれ る、●SKP1、CDC53/cullin、Fボ ックス タ ンパ ク質 か らな る、

分 解 され る タンパ ク質 のユ ビキチ ン化 を行 う複 合体 の構 成 要素 で あ る。ユ ビキチ ン とい う

標 識 をつ け られ た タ ンパ ク質 は プ ロテ ア ゾー ム に よって分 解 され る。 酵母 のSKP1は 体細

胞 分 裂時 に キネ トコア に結 合 して他 の キネ トコア成 分のユ ビキチ ン化 を進 め、姉 妹染 色体

の分 離 を実 現す る とい うモ デル が提案 され てい る。 シ ロイヌ ナ ズナ のSKPI遺 伝 子 の変異

体 では花粉 の減 数第 一分裂 時 に相 同染色 体 が正常 に分離 す る こ とがで きな い。SCF複 合体

が相 同染色 体 を結び付 けてい るタンパ ク質 を分 解す るこ とによっ て染 色体 が分離 で き る と

仮 定 す る とこの現象 を説 明す る こ とが で きる。SKPI変 異体 で は栄養 成長 におい て も細胞

分 裂 の回数 が減 少す る異 常が認 め られ る。 また花 の器 官形 成 にお いて も花 弁や雄 しべ の数

が減 少 し、 小 さくな るのが分 か っ てい る。 σFO(UNUSUALFLOWERORGANS)も

これ ら第2、 第3whorlに 影響 す る遺 伝 子 で、 しか もFボ ックス タンパ ク質 で あ る こ とが

明 らか に され てい る。ASKIと σFOの 二 重変異 体 の研 究 か らこれ らの遺伝 子 は協調 して働

き、LFYと 相互 作用 す る もの と考 え られ る。 またASKIとCFOは 第2、 第3whorlの 器 官

決 定遺 伝 子.AP3とPIの リプ レ ッサ ー を分解 す る こ とに よって 発 現 を誘 導 し、器 官 の発 達

を促 す ので は ない か とい う考 えも ある。ASKヱ は植物 の栄養成 長 、生殖 成長 の両方 にお い

て深 く関わ ってい るもの と考 え られ る。

SYNI/DETERMINATEINFERTILEI(DIFI)遺 伝 子(Peirsoneta1.1997;Baiet

a1。1999;Caieta1.2003;Bhatteta1.1996;Bhatteta1.1999)は 分裂 酵母 の コ ヒー

シ ンサ ブユ ニ ッ トRAD21/RECS遺 伝子 と相 同性 が高 い。RAD21は 体細胞 分裂 時 にRECS
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は減数分裂時に不可欠 な遺伝子で、いずれも染色体の凝縮 と姉妹染色分体の接着に機能す

る。 この遺伝子の変異体では減数分裂に異常が見 られ ることか らシロイヌナズナの減数分

裂 に特異的なコヒー シンのサブユニ ッ トの遺伝子 と考 えられ る。SYNI/DIF伝 子変異

体では雄性雌性 ともに不稔 となる。花粉の減数第一分裂の前期か ら染色体に異常が見られ、

不均一で異常な凝縮 をし、二価染色体 となれない。野生型では減数第一分裂 中期には赤道

面付近 に5対 の相同染色体が観察 されるのに対 し、 この変異体では一価染色体 と思われ る

染色体が赤道面に集合す る。減数第一分裂後期には染色体が異常な分離比を示 し、染色体

の断片化 も観察 される。SYN1タ ンパ ク質 に対 して作 られた抗体 を用いて花粉母細胞内で

の局在性が調べ られた。 レプ トテ ン期には細胞質に散 らばっていたSYN1タ ンパク質が、

ザイ ゴテン期には染色体上に分布す るよ うになる。初めは染色体上に点在 していた ものが、

パキテン期 には染色体上に連続 して観察 され る。ディプロテン期以降は減少 し、減数第一

分裂中期以降は検出されない。 この変異体の解析か ら染色体の凝縮異常が相同染色体の対

合 にも影響 していると考 えられる。

染色体の正常な凝縮 にはコンデ ンシン と呼ばれるタンパク質複合体の働きが必須である。

この複合体 はSMC(StructualMaintenanceofChromosome)2とSMC4タ ンパク質か

らできてい る。AtCAP-E1/TITANSとAtCAP-E2遺 伝子(Siddiquieta1.2003)は コ

ンデ ンシンのサブユニ ッ トをコー ドす る。 この二つの遺伝子は分裂組織で強 く発現する。

これ らの遺伝子 は重複 した機能を持つ遺伝子 と考えられ、単独の変異では大 きな変異は見

られないが両方 に変異が起 こると、胚発生の時点での致死性 のため二重変異体は得 られ な

い。ヘテ ロの正常な遺伝子数が減少 した変異体では、減数分裂時の染色体の凝縮に も異常

が生 じ、個 々の染色体を別々に識別す ることができない。

相同染色体が対合できない変異体は非対合変異体(asynapticmutant)、 対合 を維持 で

きない変異体は対合不全変異体(desynapticmutant)と 呼ぶ ことができる。ASY1遺 伝

子(Rosseta1.1997;Caryleta1.2000;Armstrongetal.2002)は 非対合変異体で、

出芽酵母のシナプ トネマ構造の構築に必須のHOP1遺 伝子 と相 同性 を有 し、 この遺伝子に

変異が生 じると雌雄の両性で減数分裂に障害が起こる。相 同染色体間にシナプ トネマ構造

は形成 されず、減数第一分裂 中期の大部分の染色体は1価 染色体 として存在する。染色体

は均等に分配 されず、花粉 のサイズ も不均一 となる。ASYIタ ンパク質に対 して準備 され

た抗体を用いた間接免疫蛍光法によって、 このタンパ ク質が レプ トテン期か ら染色体上に

点在するのが見 え始 め、ザイ ゴテ ン期にはテロメア以外の染色体の全域 に渡 って連続 して

観察 された。デ ィプロテ ン期の後期 には染色体上に検 出できな くなる。 さらに免疫電顕法

によ り、SYN1タ ンパク質はシナプ トネマ構造そのものではな く、シナプ トネマ構造のla

teralelementに 付着す る染色糸に結合 してい ることが明 らかに されている。 これ らの こ

とか らSYN1タ ンパク質はシナプ トネマ構造そのものではないか もしれ ないが、 この構造

の成立に密接に関与 しているものと結論できる。

MEII/M(;DI(MEIOTICCHROMOSOMEDISRUPTIONMUTANTI)遺 伝子(He
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etal.1996;Heetal.1998;Mathildeeta1.2003;Rosseta1.1997)の 変異体は単離

された当初 は異常な数の花粉四分子が作 られ ることか ら雄性減数分裂に変異があると報告

されていた。 しか しその後の研究か ら雌雄 の両性の減数分裂で染色体の断片化 と染色体間

の架橋が見つかった。減数第一分裂中期 には5対 の二価染色体が観察 されるが、後期には

染色体が正常に分離できず、架橋 している様子が窺 える。相同染色体の対合 と凝縮 の過程

は正常に進行 しているもの と考えられる。減数第二分裂で も染色分体間に架橋ができてい

るのが観察 される。 これ らのことが原因で花粉母細胞では異数四分子が作 られることが明

らか となった。原因遺伝子ははじめは89ア ミノ酸からなる トリプシンイ ンヒビター様 の

タンパ ク質 をコー ドすると考 えられたが、その後ゲノムプロジェク トの進行に伴 いBRCT

ドメイ ンを有す るタ ンパ ク質 を コー ドして い る ことが判 明 した。BRCTド メイ ンは

BreastCancerTumourSuppressorタ ンパ ク質 に見つけ られた ドメインで、DNA修 復

や細胞周期チェ ックポイ ン トに働 くタンパ ク質に多 く見 られる。 さらにBRCTド メイン以

外 にもこの遺伝子 はDNA複 製やDNA損 傷応答 に働 く遺伝子 と相 同性 を有 してい る。

SPOTIと の二重変異体で も架橋や 断片化 も観察 され ることか ら、 この遺伝子はSPO11に

よって引き起 こされ る相同組換 え時の二重鎖切断の修復に関与 しているわけではないこと

が示 され ている。以上の ことか ら、MEII/MCDI遺 伝子は減数分裂時の二重鎖切断の修

復以外の染色体の修復に関与する可能性が高い。

ARABIDOPSISHOMOLOGUEPAIRING2(AHPZ)遺 伝 子(Schommereta1.

2003)は 雌雄の両性で二価染色体 を形成するのに必須の遺伝子で、この遺伝子のホモ ロー

グmeu13+は 酵母やマ ウスでも見つかってい る。相同染色体が対合する前には相 同染色体

が並列 し相同性検索を行 うが、 これ と同時に非相同部分での対合 を起 こさせない しくみが

あ り、この両方の過程にmeu13+は 関与 してい ると考え られている。 シロイヌナズナ、マ

ウス、酵母では相同染色体の対合 に染色体間の組換えが必須であるのに対 し、シ ョウジ ョ

ウバエ、線虫では対合が起 こるのに組換えは必須ではない。 シロイヌナズナ、マ ウス、酵

母で保存 されているAHP2遺 伝子はこれ らの生物に共通の組換 え反応 に必要な遺伝子 とも

考 えられるが、現段階ではそ こまで限定できず、相同染色体の正確な対合 を促進す るのに

必要なもの と考え られ る。FISH法 によ りahp2変 異体で も染色体がブーケ構造を取 るとこ

ろまでは進行 しているが、相同染色体同士のペア リングは起きていない と示 され ている。

第一分裂前期の終わ りには染色体が絡 まっているよ うに観察 され、第一分裂の後期には1

0個 の染色体が見 られないことか ら、いくつかの染色体は絡み合 ったままであると考えら

れる。 これはahpZ変 異体では不適切な対合が起こって しまっているため と解釈 され、AH

P2遺 伝子は正常な相同染色体の対合に必要であるとい う考えを支持 している。

SPOTヱ ー1遺伝子は減数分裂期相同組換 えを開始す るのに必要な二本鎖切断を触媒する酵

素 を コー ドしてい る。AtSPO11-1遺 伝子 一(Hartung&Puchta2000;Grelon@ta1.

2001)は シロイヌナズナのSPOTIの 相同遺伝子である。他の生物ではSPO11遺 伝子 は1

つ しか見つかっていないが、シロイヌナズナでは3つ のSPOTl遺 伝子が見つかってい る。
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AtSPOヱ1-1遺 伝 子に変異が起 こると相同染色体 は減数第一分裂前期に対合できず、キア

ズマが形成 されない。染色体は通常通 り凝縮す るが減数第一分裂 中期 には二価染色体 とし

てではな く、一価染色体 として観察 され る。減数第一分裂後期には染色体は無作為 に両極

に分 配 され た り、 あるい は赤道 面付近 に残 る。 花 粉の減数 分裂 の場合 、 異数 四分 子

(polyad)が 形成 され る。花粉小胞子は正規の染色体セ ッ トを有 しないため異常な花粉 と

な り10%程 度 しか発芽 しない。卵の減数分裂 も異常で正常な胚の うは極めてまれに しか

観察 され ない。 シ ョウジ ョウバエや線 虫では相同染色体の対合 に.AtSPOヱ1は 必要 ないが、

真菌類 同様、植物では相同染色体の対合 にAtSPO11が 必要 であることが示 された。っま

りシ ョウジョウバエや線 虫では組換え と対合は独立 した現象であるが、真菌類や植物では

相同染色体が対合するには組換えが起こる必要がある。

DMC1遺 伝子は、SPOTlの 働きによって作 られた二本鎖切断部位 がけず られて作 られた

3'1本 鎖突出末端 にRADSヱ な どと共に作用 し、相同部位 の検索 に働 く。RAD51は 体細胞

分裂にも関与 し、姉妹染色分体間の組換 えに よるDNA修 復 にも機能す るが、DM()1は 減

数分裂に特異的で相同染色体間の組換 えのみに関与す る。.AtDMCI遺 伝子(Klimyuk&

Jones1997;Couteaueta1.1999)は シ ロイヌナズナのDMCI相 同遺伝子で、減数分裂

が起こっていると考え られ る繭や雌 しべで発現す る。AtDMCI遺 伝子 のプロモーターはG

US遺 伝子 などのマーカー遺伝子に連結 されて、減数分裂 中の細胞であるか どうかの指標

として使われている。 この遺伝子 に異常が生 じた場合 も減数第一分裂時に相 同染色体は二

価染色体 になれず、後期においては染色体の分配が無秩序 となる。減数分裂 の結果、花粉

では異数 四分子が作 られ、卵 では減数分裂後に発生が停止す るよ うで、正常な胚 の うはほ

とん ど観察 されない。 しか し完全 な不稔ではないことから、まれ に胚嚢 が形成 され るもの

があると考えられ る。

Rad51遺 伝子は組換 えDNA修 復 と相同染色体間の組換 えに関与 している と考え られて

お り、類似 した遺伝子がい くつか存在す る(酵 母ではRad55、Rad57、Dmc1、 脊椎動物

ではRad51B、Rad51C、Rad51D、Xrcc2、Xrcc3、Drimcl)。 シロイヌナズナにも相同遺

伝子 が発見 され、AtXrcc3と 命名 された(Bleuyard&White2004)。 この遺伝子の変異

体の花粉母細胞 ではパキテ ン期の細胞が観察 されることか ら、相同染色体の対合は起 こっ

ているもの と考えられ る。パ キテ ン期以降、二価染色体 として凝縮 してい くが、染色体の

断片化が顕著に起 こっていた。その結果 、異数四分子が形成 され る。卵の減数分裂につい

ては詳 しくは調べ られていないが、減数分裂 は終了す るがその後に発生が停止 し、胚嚢は

形成 されない と報告 されている。卵の減数分裂にも異常があった可能性が考 えられ る。 こ

れ らのことからAtXrcc3は 少な くとも花粉の減数分裂には必須であることが解 る。マイ ト

マイシンやブ レオマイシンといった染色体のクロス リンクや二本鎖切断 を引き起 こす試薬

に対 して感受性であることか らシロイヌナズナでもDNAの 修復に も関与 しているもの と

考えられる。'乳

Rad50遺 伝子(Gallegoeta1.2001)は 二本鎖切断修復に関与する遺伝子でテ ロメアの
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構造維持 に も不可欠 である。Rad50はMREI1、XRS2と 共に複合体 を形成す る。 シロイ

ヌナ ズナでは、 この遺伝子(.AtRAD50)に 変異が起 こると不稔になる。.AtRAD50遺 伝

子 は花や分裂組織で特に強 く発現 しているが、その他の部位 でも低 レベルながら発現 して

いるのが確認 されている。 この遺伝子の変異体では減数分裂期の染色体の観察は行われて

お らず、表現型についてはよくわからない。 しか しメチル メタンサル フォネイ トといった

二本鎖切断を引き起 こす試薬 に非常に敏感 であることか ら、おそ らく植物で もAtRAD50

は二本鎖切断後の修復 に機能 しているのではないか と考 えられ る。

AtATM:遺 伝子(Garciaeta1.2003)は 酵母や ほ乳類で知 られてい るATM(ataxia

telangiectasiamutation)遺 伝子 の相同遺伝子である。ATM:遺 伝子はDNAに 損傷、特

に二本鎖切断が起きた場合 に誘導 される遺伝子で、タンパク質 リン酸化酵素をコー ドして

い る。 リン酸化 のターゲッ トはDNA修 復、細胞周期調節、アポ トー シスに関連 したタン

パク質である。AtATM伝 子に変異が起 こる と、卵母細胞か ら胚嚢に発達す る割合は1

6%程 度で、花粉 も稔性のあるものの割合は低 く、弱稔性 になる。花粉の減数分裂時のパ

キテ ン期には相 同染色体が対合 してい るのが観察 される。 しか しその後、減数第一分裂後

期には染色体問に架橋が見 られ、染色体が断片化 しているのが観察 された。それが原因で

異数 四分子が生み出され、異常な花粉が作 られ る。AtATM遺 伝子の変異体でも遺伝子組

換 えの頻度に変化はなく、組換えに必要 な遺伝子は発現 していると報告 されている。 この

変異体は二本鎖切断 を引き起 こす処理に対 して野生型よ り敏感で、AtATM:遺 伝子は、二

本鎖切断を引き起こす放射線照射を受けた時の修復あるいは応答 に関わる遺伝子であるA

tRADヱ 、AtPARPI;ATGR1、AtLIG4遺 伝子 を誘導す るシ グナル伝 達に必須であるこ

とが示 された。AtATM伝 子は減数分裂時にもDNA修 復 に必要な遺伝子の発現誘導時

と同様な働きをしてい るもの と考 えられる。

σDσ45遺 伝子はDNA複 製 の開始 に必要で、DNAポ リメラーゼをDNA複 製の開始点に

結合 してい る複合体(originrecognitioncomplex)に 引き寄せ るのに必須であることが

知 られてい る。 シロイヌナズナのCDC45遺 伝子はG1/s期 に発現 し、RNAi法 に よってこ

の遺伝子 の減数分裂期の発現を阻止 した場合 には染色体の断片化が起 こることが明 らかに

された(Stevenseta1.2004)。

SOLODANCERS(SDS)遺 伝子(Azumieta1.2002)は サイク リン遺伝子 と相同性

があ り、卵母細胞 と花粉母細胞の減数分裂 を行 う細胞でのみ発現することか ら減数分裂に

特異的なサイク リンの遺伝子 と考えられ る。この遺伝子に変異が起 こると相 同染色体の対

合がほとんど起 こらず、凝縮 は正常に起 こるが、二価染色体になれない。減数第一分裂中

期 には10本 のe価 染色体が赤道面に整列できずに、第一分裂後期には染色体は不均等に

分配 される。赤道面付近に残 るものもあ り、染色体が多極化す る。第二分裂ではそれぞれ

の染色体が染色分体に分離するため、異数 四分子が形成 され、大小様 々な不均一な花粉が

つ くられ、種子はほ とんど作 られない。酵母のTwo-Hybridシ ステムを利用 した実験か ら、

シロイヌナズナのサイク リン依存性キナーゼ(CDK)で あるCDC2aとCDC2bタ ンパ ク質
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と相互作用す ることが確 かめ られている。このこともSDSタ ンパ ク質がサイ クリンとして

機能 していることを支持 してい る。 しか しこれ らの遺伝子が花粉母細胞あるいは卵母細胞

で発現 しているか どうかは調べ られていない。SDSタ ンパ ク質 と相互作用す るSDS依 存性

キナーゼの同定が望まれる。 この変異体では相 同染色体の対合が起 こらない こと以外には

欠陥が見 られないことか ら、未知のSDS依 存性 キナーゼは相 同染色体の対合に必要な過程

を調節 していると考え られ る。

MALESTERILITY5(MS5)/POLLENLESS3/THIRDDIVISIONMUTANTI(

TDMI)遺 伝子(Glovere亡a1.1998;Sanderseta1.1999;Rosseta1.1997)は タンパ

ク質一タンパク質問の相互作用 に関与す るタンパ ク質 をコー ドす る。Yの タンパク質には

核局在化シグナル が存在する。 この遺伝子は花粉の減数分裂の終盤 に発現す ることが確か

め られている。 この遺伝子に変異が起 こると減数第二分裂後、第三の分裂が誘導 され、異

数 四分子が形成 され る。 この遺伝子はσDσ23と い う細胞周期 の調節を してい る遺伝子 と

相 同性があることか ら、減数第二分裂の細胞周期 を制御す るもの と考え られ る。

SWITCHI(SWII)/DYAD遺 伝 子(Motamayoreta1.2000;Merciereta1.2001;

Merciereta1.2003;Siddiqieta1.2000;Agasheeta1.2002)は いずれ の既知 のタン

パク質 とも相同性 を示 さない新奇のタンパク質 をコー ドしてい る。swi1/dyad変 異体で

は胚珠 は形態的に正常に発達するが、胚の うが形成 されない。つま り野生型 では卵母細胞

が減数分裂を行 った後、減数分裂産物の4つ の細胞の うち一つの細胞が細胞分裂を して、

7細 胞性の胚の うを形成す る。 しか し、 この変異体では胚 の うができるはず のどころに2

つの細胞が観察 された。初めはこれは卵母細胞の減数分裂後、胚の うを形成 し始 める前に

も う一度細胞分裂が起 きているためであると考 えられていた。 しか しその後 の研究か ら減

数分裂の途中で止まって しまい、2細 胞か らなる減数分裂産物ができたためであることが

わかった。 この原因は第一分裂時に相同染色体が二価染色体 となれず、一価 のまま赤道面

に整列す る。それで卵母細胞では減数第一分裂で進行が止ま り二細胞の状態で観察 され る。

相同染色体が二価染色体 となれない変異体は他 にも知 られているが、それ らとこの変異体

との違 い は、他 の変 異体 では一価染 色体 が赤 道面 に並ぶ ことが で きないの に対 し、

swi1/dyad変 異体では一価染色体が赤道面上に並ぶこ とである。 この変異体では姉妹染

色分体が接合せず、axialelementが 形成 されない。 またASY1は 染色糸上 に観察 された

が、その分布は野生型で見 られた ものよ うに連続的ではなかった。SYN/DIFも 染色糸

上に観察 されたが、やは り正常に分布 していなかった。 さらにこの変異体では染色体上に

RAD51は 検出 されず、染色体 の断片化 が見 られ なかった。 これ らのこ とか らSWI1/DY

AD遺 伝子は姉妹染色分体の接着、シナプ トネマ構造の構築、相 同組換 えに重要な働 きを

してい ると考えられ る。

DUET伝 子(Reddyetal.2003)はPHD-fingerド メインを持つ タンパ ク質をコー

ドし、 この遺伝子 に変異が生 じると花粉母細胞の減数分裂が遅れ、途 中で停止 して四分子

のかわ りに2つ の細胞が形成 され るものが多 く現れ る。 これ らの2つ の細胞には2つ ない
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しは3つ の核が観察 され、 これ らの細胞はこの後、崩壊する。染色体はパキテン期までは

ほぼ正常に機能 してい るがデ ィプロテ ン期か らダイアキネシス期にかけて染色体は凝縮す

るが、野生型 と比べ拡散 していて染色体が個別に区別することができない細胞もある。染

色体が正常に凝縮できないために細胞周期の進行が抑制 されている可能性が考え られ る。

減数分裂 の結果 として2つ の細胞が作 られる とい う点においてduet異 体はdyad/swil

変異体 とよく似ている。dyad/SWII変 異体では卵 と花粉 の両方 の減数分裂 において染色

体の凝縮異常 を引き起 し、特 に卵 の減数分裂の進行 に必須であるのに対 して、duet異

体 では卵 の減数分裂 には異常は認 め られない。duet/+植 物では花粉形成 に大きな影響

は見 られないのに対 し、dyad/dyad、duet/+植 物では花粉形成が阻害され ることか ら、

この二つの遺伝子は協調 して働いていることが考え られ る。

ARABIDOPSISTHALIANAKINESINI(ATKI)遺 伝子(Cheneta1.2002)は 紡

錘体の形成に重要な働きをす るカイネシンをコー ドしてお り、花粉母細胞の他、雌 しべや

花弁の原基でも発現す る。ATKI遺 伝子 に変異が導入 され ると花の形状に異常は起こらな

いが、花粉に異常が生 じ、雄性不稔 となる。花粉の減数分裂 は第一分裂の前期が終わるま

では野生型 とほとん ど変わらない。パキテ ン期には相同染色体は対合 し、そのまま凝縮 し

て5対 の二価染色体 として赤道面に移動す る。 しか しこの変異体では第一分裂の中期に赤

道面に集ま らないものも出て くる。DAPIで 染色 された染色体を見ても、集まった染色体

が引っ張 られる方向が平行ではないのがわかる。チュ.___ブリンに対す る抗体を用いて紡錘

体を可視化 してみると、減数第一分裂 中期 に見 られ る変異体の紡錘体 は野生型のよ うに両

極 で収束せずに拡散 した形態を とる。第一分裂終期には染色体は2局 以上に別れて集合 し

て第一分裂を終わる。第二分裂ではそれぞれの局の染色体が染色分体に別れるため、その

結果 として異数 四分子が形成 され る。 これから生 じる花粉の大きさは不均一で、種は野生

型の10%程 度 しか作 られない。シロイヌナズナには少な くとも、4つ のカイネシン遺伝

子(ATKI-.ATK4)が 存在するが、ATKI遺 伝子は花粉母細胞の減数分裂時の紡錘体の形

態 と染色体の分配に特に重要 な働 きをしているもの と考えられる。

MALEMEIOCYTEDEATHI(MMD1)遺 伝子(Yangetal.2003)はPHD-Finger

ドメインを含む転写因子をコー ドしている。MMD1遺 伝子は花芽以外ではほとん ど発現

せず、花芽でも特 に花粉母細胞で強 く発現 していた。 この遺伝子 に変異が起こると正常な

花粉は作 られず、雄 しべの花糸 も短 く雄性不稔 となる。花粉の減数第一分裂前期のデ ィプ

ロテン期 までは正常で相同染色体が対合 しているパキテン期の細胞が観察 され るが、ダイ

アキネ シス期以降に染色体 に異常が見 られ るようになる。野生型 では中期 には5組 の相同

染色体が見 られ るのに対 し、 この変異体では1つ から6つ の染色体 グループが形成 され、

染色体間に架橋が見 られ る。第一分裂中期 には染色体は赤道面に整列す るが、後期 には染

色体の架橋のため、分配に異常が見 られ る。 ダイアキネシス期以降、花粉母細胞は萎縮 し、

染色体は断片化 して細胞死(ア ポ トーシス)が 進行する。 この変異体では異数四分子は見

られず、ほ とん どの細胞が第一分裂の後期辺 りで細胞分裂を停止 し、カロースに囲まれた
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一つの細胞死を起 こ した細胞 が観察 され るMMDI遺 伝子 は花粉 の減数分裂 に必要 な遺伝

子 の発現を調節 し、MMD1遺 伝子 に変異が生 じる と細胞分裂が進まず 、細胞 死が誘導 さ

れ るのかも知れ ない。 またMMDI遺 伝子 はアポ トー シスを抑制す る働 きが あるのか も知

れ ない。今後の解析が待たれ る。

TETRASPORE(TES)/STUD(STD)遺 伝子(Spielmaneta1.1997;Yangeta1.

2003;Hulskampeta1.1997)は カイネ シンが持つモー ター ドメイ ンと相 同性がある。

カイネシンは微小管 を脱重合 させ ることによって微小管 と連結 した小胞、細胞小器官、染

色体な どを移動 させ るOTES/STD遺 伝子は一般に分裂組織でよ く発現 し、発達過程 に

ある花粉で強 く発現するが成熟 した花粉では発現 しない。 この遺伝子 に変異が生 じて も減

数第一、第二分裂でも正常に紡錘体は形成 されるが、最後の花粉 四分子期に核間で形成 さ

れ る微小管が形成 されず、細胞質分裂が正常に起こらず、花粉小胞子の分離が起 こらない。

TES/STD遺 伝子 は花粉四分子が細胞質分離 をす る際に必要なカイネシ ンをコー ドして

いるもの と考え られ る。

QUARTETS(QRT3)遺 伝子(Rheeeta1.1998;Rheeeta1.2003)は ポ リガ ラクツ

ロナーゼ様のタンパ ク質をコー ドしている。 この遺伝子は花粉が四分子期 にタペー ト細胞

で発現するが、そのタンパク質 は分泌 されて花粉四分子に働 き、花粉小胞子を分離 させ る

と考えられ る。 この遺伝子に変異が起 こると小胞子が分離できない。胚珠で も発現が確認

されているが、そこでの働 きは不明である.

2.3配 偶子 形成 変異体

ABORTEDMICROSPORES(AMS>遺 伝子(Sorenseneta1.2003).はMYCク ラス

の転写因子 をコー ドしてお り、プ ロモー ター解析か ら花粉細胞 とタペー ト細胞で発現 して

いるのが確認 されてい る。AMS遺 伝子の変異体で も花粉四分子は正常に作 られ るため減

数分裂には異常はないもの と考 えられる。カ ロースが分解 されて花粉 四分子が放出された

後、この花粉小胞子は縮退 し始める。そのころタペー ト細胞では液胞が異常に発達 し、タ

ペー ト細胞が巨大化す る。最後には花粉細胞はタペー ト細胞 に圧迫 されて崩壊する。 この

遺伝子は花粉母細胞 とタペー ト細胞で発現す ることか ら、 これ らの細胞が正常なプログラ

ムに従って発達す るのに必要な遺伝子の発現調節を してい るもの と考 えられる。

MALESTERILITY)(MSI)遺 伝子(Wilsoneta1.2001)は 植物に特有なPHD-finger

ドメイ ンを有 し、転写因子の一種 と考えられる。 この遺伝子に変異が起 こると花粉四分子

が放 出 された後、 タペー ト細胞 と花粉細胞は崩壊 して、雄性配偶子は発達 しない。MSl

遺伝子 はタペー ト層の細胞 で発現するこ とが確 られている。MSI遺 伝子が コー ドす る転

写因子はタペ0ト 細胞が雄性配偶子、っ ま り花粉の発達 を促進す るのに必要な遺伝子の発

現を誘導するのではないか と考え られ る。

MALESTERILITY2(M3功 遺伝子(Aartsetal.1997)はjojobaと い う名の植物で

見っかったfattyacylreductase(JJFAR)と 相 同性 がある。一この酵素は種子 のワックス
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の エ ス テ ル 形 成 に 関 与 して い る。MS2は 花 粉 細 胞 壁 外 層 のexineの 成 分 で あ る

sporopolleninの 合成 に関与 している可能性が考え られる。MS2遺 伝子 の変異体では花粉

母細胞が減数分裂を終了するころまでは花粉母細胞 もタペ0ト 細胞 も正常であるが、四分

子が作 られ る辺 りか ら、タペー ト細胞に液胞が野生型 より発達す る。花粉四分子か ら放出

された小胞子は野生型の様 に球形でな く形状がいびつで、花粉細胞 に特有のexineを 含む

細胞壁の発達が見 られない。 タペー ト細胞は肥大化 し、やがて花粉小胞子 とともに最終的

には崩壊 し、受粉は起 こらない。 しか し齢の進んだ植物の後発 の花では種をつける。その

ためホモの個体を維持す ることができる。 この遺伝子はタペー ト細胞でのみ発現が確認 さ

れている。 この遺伝子の場合 もタペ0ト 細胞で発現す る遺伝子が花粉小胞子の細胞壁の発

達に決定的な影響を及ぼ している点が興味深い。 ここでのタペー ト細胞 と花粉小胞子 との

間のや りとりがただ単に花粉細胞壁の合成に必要な原料 あるいは酵素を提供 しているだけ

か、 さらに花粉小胞子内での代謝あるいは遺伝子発現にまで影響 を及ぼ しているのかはま

だ不明である。

FACELESSPOLLEN-1(FLPI)遺 伝子(Ariizumieta1。2003)の 変異体は湿度が

低い と雄性不稔 とな る。 この変異体の花粉の表面は滑 らかで、花粉細胞壁の外層である

exine層 に変化が生 じているもの と考えられた。電子顕微鏡 によって細胞壁 の構造 を調べ

た ところ、tryphineが 表面 を過剰 に覆 ってい るのが観察 され た。tryphineの 油滴 の大 き

さが小 さいことか らtryphineの 成分が変化 してい ると考 えられた。tryphineの 主な成分

はsporopolleninで ある。FLPI遺 伝子はワックス生合成に関わる遺伝子 と相同性があるこ

とが判っている。 この遺伝子 の発現部位 は詳 しくは調べ られていないが、ヘテ ロな変異体

では花粉 は正常であることか ら、.タペー ト細胞でこの遺伝子 は機能 し、その働きによって

作 られたsporopolleninの 前駆体が花粉母糸田胞 に輸送 されて花粉の細胞壁 が作 られ るので

はないか と考 えられる。

NOMEGA遺 伝 子(Kwee&Sundaresan2003)はAnaphasePromoting

Complex/Cyclosome(APC/C)の 構成成分であるAPC6/CDC16サ ブユニ ッ トと相同

性を有 している。APC/Cは 文字 どお り細胞分裂の中期から後期へ移行を促進す る因子で、

CDC16、CDC23、CDC27の コアタンパ ク質 とCDC20、CDH1と いった調節 タンパ ク質か

ら構成 される。APC/Cは ユ ビキチ ンリガーゼでdestructionboxと 呼ばれ る配列 を持つ

タンパク質を特異的にユ ビキチン化す るζとによって分解へ と導 く。 この標的の中にはse

curinと い う名の後期 阻害因子が含 まれる。SeCUrinが 分解 され ると姉妹染色体は分離 し後

期へ と細胞終期は進行す る。 この他にM期 サイク リンも標的タンパク質である。 この遺伝

子に変異が起 こると、卵母細胞の減数分裂は正常に進行す るが、それによって形成 された

大胞子が胚の うへ と発達す ることができず、2細 胞期に停止 していた。NOMEGA遺 伝子

のプ ロモーター をつないだGUS遺 伝子 は根端分裂組織、成熟 した胚の うと花粉以外 のほ

ぼ全ての組織で発現 していた。若い胚珠 では弱 く、発達するにつれて強く発現す るよ うに

なるが、成熟 した胚の うでは発現 しない。NOMEGA遺 伝子は胚の う形成時の細胞分裂 を
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進行 させる のに必要な遺伝子 であると考えられ るが、卵母細胞や胚 の う細胞 で発現 してい

るか どうかは不明である。 この遺伝子の変異体では胚の うでのcyclinBの 分解が不十分で

あることが示 されている。

3.ま とめ

この論文に記載 した胞子形成、減数分裂、配偶子形成に関与する遺伝子 を整理す るため

に同定 された年代順に表 に した(表1)。 さらに発現時期 と発現部位 を考慮 して花の発生

過程に各遺伝子 を配置 した図を作成 した(図13)。

表1.減 数分裂に関わる変異体の原因遺伝子

Year Gene'sname Homologue Phenotype 1stAuthor

1995 BEL1 PHD型 転 写因子 珠皮の発達異常 LeonoreReiser

1996 ANT Apetala2 橡 皮の発達異常 KevinM.Klucher

1996 ANT Apetala2 珠皮の発達異常 RobertC.Elliot

1997 AtDMCI*' DMCl VictorI.Klimyuk

1997 MS2 fattyacylreductase 花粉細胞壁異常 MarkG.M.Aarts

1998 NCI1 BRACTdomain 染色体の断片化 CaipingHe

・・; MS5/POLLENLESS3 CDC23 減数第三分裂の誘導 JulieGlover

1999 SAP 転写因子 卵の減数分裂停止 MarinaV.Byzova

1999 ASK1 SKP1 染色体の分離異常 MingYang

1999 ASKI*L SKP1 染色体の分離異常 DazhongZhao

1999 AtDMCl DMCl 相同染色体の不対合 FlorenceCouteau

1999 DIFI/SYNl RAD21/REC8 染色体の分配異常 AnujM.Bhatt

1999 SYN1/DIFl RAD21/REC8 染色体の分配異常 XuefangBai

1999 POLLENLESS3/MS5 CDC23 減数第三分裂の誘導 PaulM.Sanders

1999 SPL/NZZ ㎜Sbox型 転 写因子 胞子不形成 Wei-CaiYan

1999 NZZ/SPL MADSbox型 転 写因子 胞子不形成 UrsulaSchiefthaler

2000 ASYl Hopl 相同染色体の非対合 AnthonyP.Caryl

2000 AtSPO11-1,2*1 SPO11 FrankHartung

2001 ASK1*3 SKP1
邑

花弁と雄しべの発育不全 DazhongZhao

2001 AtRAD50 "11 不稔 MariaE.Gallego

2001 AtSPO11-1 SPO11 相同染色体の非対合 MathildeGrelon

2001 MS1 PHD型 転写因子 花粉配偶体の崩壊 ZoeA.Wilson
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2001 SWI1/DYAD な し 卵母細胞の減数分裂停止 RaphaelMercier

2002 ASYI*L HOPI 相同染色体の非対合 SusanJ.Armstrong

2002 ATK1 kinesin 紡錘体異常 ChanbinChen

2002 DYAD/SWI1 な し 卵母細胞の減数分裂停止 BhavnaAgashe

2002 EMSl LRRreceptorkinase タペート細胞の花粉母細胞化 DazhongZhao

2002 EXS LRRreceptorkinase タペート細胞の花粉母細胞化 ClaudiaCanales

2002. SDS cyclin 相同染色体の不対合 YoshitakaAzumi

2003 AMS MYC型 転写因子 花粉配偶体異常 Anna-MarieSorensen

2003 APH2 MEU13 非相同染色体対合 CarlaSchommer

2003 AtATM ATM 染色体の断片化 ValerieGarcia

2003 AtCAP-E1,2 condensin 染色体の凝縮異常 NajeebU.Siddiqui

2003 AtMSI WD40 花芽形成不全 LarsHennig

2003 IVYI1 BRACTdomain 染色体の断片化 GrelonMathilde

2003 io pm型 転写因子 染色体の分配異常 XiaohuiYang

2003 SPL8 SPB-box遺 伝 子 胞子形成異常 UlrikeS.Unte

2003 SWII/DYAD*2 な し 卵母細胞の減数分裂停止 RaphaelMercier

2003 SYNI/DIF1*2 , RAD21/REC8 染色体の分配異常 XueCai

2003 TES kinesin 細胞質不分離 C-Y.Yang

2003 QRT3 polygalacturonase 細胞質不分離 SeungY.Rhee

2003 DUET PHD型 転写因子 染色体の凝縮異常 ThamalampudiVenkataReddy

2003 TPD1 な し タペート細胞の花粉母細胞化 Shu-LanYang

2003 FLP1 GL1(脂 質輸送蛋 白質) 花粉細胞壁異常 AriizumiTohru
属、 ,

2004 AtXrcc Xrcc 染色体の断片化 Jean-YvesBleuyard

2004 AtCDC45 CDC45 染色体の断片化 RebeccaStevens

*1;遺 伝 子 クロー ニングの報告、*2;2報 目の報告 、*3;3報 目の報告。

ここで取 り上げた変異体の多 くは トランスポゾンタギング法によって作成 されたもので

ある。 もともと トウモ ロコシで発見 されたAc/Dsト ランスポゾンをシロイヌナズナで遺

伝子破壊 に利用できるように改変 して用いるこの方法は、遺伝子に トランスポゾンを導入

して破壊 し、その機能欠損表現型か らの機能の推測 と、その破壊 された遺伝子の トランス

ポゾンをタグ として利用するクローニ ングと分子生物学的解析 を可能に した。 しか しこの

方法による変異体の作出は時間 と労力が必要で簡単には十分な変異体のコレクシ ョンを準

備することはできない。い くつかのグループによってタギングラインのコレクシ ョンが作

成 されてい るが、シロイヌナズナの全ての遺伝子 を網羅できるようなものはまだできてお
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らず、それぞれ のコレクシ ョンで興味深い表現型を示す ものか ら解析 されている(Dean

eta1.1991;Bancrofteta1.1992;Aartseta1.1993;Sundaresaneta1.1995)。

減数分裂 関係の変異体 は不稔の表現型示すもの として単離 されたものが多い。不稔の変異

体のスクリーニングは種のさやの大 きさを調べるだけなので、スク リーニングは容易であ

るが、完全不稔の場合はホモの個体 を維持す ることができないので、ヘテロの状態で維持

しなければな らない。 タギング法による不稔の変異体の作出 と維持は容易ではないが、こ

こで紹介 したよ うに重要な知見が次々 と得 られ ている。

変異体の作出 と同様 に重要なのは変異体の解析法の開発である。シロイヌナズナは個体

も花器官 も小 さく、減数分裂 を行 ってい る時期の蕾はその大き さは0.3mm～0.5mm程 度

である。そのよ うな蕾 を切開 して、雄 しべや雌 しべの構造を観察する必要がある。細胞 自

体は他の植物 と比べ特 に小 さいわけではないが、ゲノムの大 きさに比例 して染色体 は非常

に小 さい。5対 の染色体を染色パターンによって識別す ることはできない。各染色体に特

異的なDNAプ ローブを用いれ ばFISH法 によって区別 し、個別 に染色体 の挙動 を追跡調査

す ることも可能である。ゲノムプ ロジェク トが終了 してい るシロイヌナズナでは染色体上

のどの部分でも配列情報 を得 ることができるので、任意の染色体部分の調査が可能である。

またチ ューブ リンに対する抗体 を用いて紡錘体の様子を観察することも可能である。染色

体や紡錘体を可視化す ることは現在でも可能であるが、いずれ も固定された死んだ細胞 を

観察 したものである。現時点では減数分裂あるいはこれ に至る胞子形成の過程 を細胞が生

きたまま経時的に追跡することにはだれ も成功 していない。今後、減数分裂を誘導できる

培養細胞系統の確立や、植物体内の発生過程の生きた細胞で染色体などを観察する技術の

開発 が大きな課題であろう。

タギング法の開発 と細胞生物学的な観察法の進歩が相まって、減数分裂研究の大 きな前

進に結びついた。その一っの重要な成果 として細胞 の分化は細胞 同士の相互作用な しには

成 り立たないと言 う事実の再確認 であろ う。 これはだれ もが予想することであるが、花粉

母細胞や卵母細胞の分化 ・発達にもこれ らを取 り巻 く細胞 との相互作用が必須であること

が明 らか となった。ANTとBELL遺 伝子 はともにこれ らの遺伝子に変異が導入 され ると、

その変異体は珠皮 を発達 させ ることができなくな り、卵は減数分裂を終えた時点で細胞分

裂を停止する。 これ らの遺伝子は卵母細胞では発現が認 められないので、珠皮の発達不全

が卵の減数分裂に影響 を及ぼ したもの と考 えられる。卵母細胞は珠心の中に埋め込まれて

いるのに、 どのよ うに して珠皮の発達が卵 に影響す るのかは不明である。

SAP遺 伝子変異体ではが くが心皮化す るとい った器官決定にも異常が生 じるが、卵の

減数分裂が途中で停止 し、胚嚢が発達 しない。胚珠の珠心、珠皮、珠柄 の分化は正常に進

行 してい るのが観 察 されている。SAP遺 伝子 は珠皮 の原基が現れ る前は珠心で も発現 し

てい るが、珠皮が発達 し始める頃には珠皮で強 く発現す るよ うになる。卵母細胞 で発現す

るわけではないので、珠皮でSAP遺 伝子が発現 しその影響が卵母細胞 に達 し、減数分裂

を促進す るもの と考 え られ る。珠皮に形態的に異常がないため、SAP遺 伝子産物 は転写

一
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因子で、卵の減数分裂の促進 のみに働 くなん らかの遺伝子の発現調節 を珠皮で行 っている

可能性が考 えられる。
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図13.雄 しべ、雌 しべの分化から配偶体形成に至るまでのまでの過程に関わるに遺伝子。発現時期と発

現部位によって分類 し、配置した。生殖以外の過程でも発現する遺伝子やある程度の期間発現する遺伝

子もあると考えられるが、この図は生殖過程に関してのみ、そして重要な働きをするポイン トのみを考

慮して作製 した。 ここに記載 されている遺伝子は変異体の作出等によって機能解析が行われているもの

に限定した。
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EXS/EMSI遺 伝子 とTPDI遺 伝子の関係 も興味深 い。 これ らの遺伝子の変異体ではタ

ペー ト細胞が花粉母細胞に分化す ることか ら、タペー ト細胞の正常な発達に必要 と考 えら

れ るがEXS/EMSIは 花粉母細胞で発現 し、TPDIは タペー ト細胞で発現す る。 この2つ

の遺伝子はタペー ト細胞の発達に花粉母細胞側 か らとタペー ト細胞側 か らとで協力 してい

るとい うモデルを考 えることが可能である。 ここで注 目したいのはタペー ト細胞 も花粉母

細胞に分化す る潜在能力 を十分持 ってお り、その能力がEXS,/EMSI-TPDI系 によって抑

えられているが、 これ らの遺伝子に変異が起 こるとタペー ト細胞も花粉母細胞へ と分化す

る。細胞の運命は発達過程において徐々に決定 されてい くものと考え られるが、タペー ト

細胞へ分化するか花粉母細胞へ分化するかは発達の最終段階に近い段階で決定 されてお り、

この2種 類の細胞は多 くのものを共有 していると考え られ、またその反面 これ らの細胞 で

の違いが花粉母細胞への分化 を決定してお り、興味深い。 この違いが明 らかになれば花粉

母細胞への分化の最終段階で必要 とされるものが何であるかが明 らかにされ る。 タペー ト

細胞が花粉母細胞へ と分化す る潜在能力には、何 らかの原因で花粉母細胞 の発達が阻害 さ

れた時にそれを補完す る働 きがあるのか とい う憶測を誘導するものであるが、実際に発達

中の花粉の胞原細胞 をレーザーで焼き殺 した場合 に、タペー ト細胞がかわ りに花粉母細胞

へ と分化す るのか といった実験も可能であれ ば望まれ る。

これまでの研究で明らかになった もう一つの重要な成果 は減数分裂の中でも染色体 に関

係す る機構 で種 を超 えた普遍性があるものと種の特殊性があるものが明確 に された ことで

あろ う。減数分裂 に必要 なAtSPO11、AtDMCI、A古RAD51、AtXrcc3、AtCDC45な ど

の、他 の生物で同定されている遺伝子がシロイヌナズナでも単離 されたことか ら、減数分

裂期のDNA修 復 、相同組換 えの しくみに関 しては関与す る遺伝子の多 くが種を超 えて保

存 されているのがわか る。 コンデンシン(AtCAP-E1.2)や コヒー シン(SYN1/DIF1)

といった染色体の凝縮 と接着 に関す る遺伝子も保存 されている。 これに対 し、シナプ トネ

マ構造を構成す るタンパ ク質 に関 しては保存性が低 く、ほ とん どホモ ローグが見つかって

いない。 唯一出芽酵母 のHOP1と 相 同性 を有す るASYIが シナプ トネマ構造 に付着 したク

ロマチンに結合す るタンパク質の遺伝子 として単離 されている。シナプ トネマ構造を構成

するタンパ ク質の遺伝子は酵母やマ ウスで単離 されているが これ らの遺伝子間では配列の

一次構造には保存性は認 め られ ない
。例 えばラ ッ トのScp1と 出芽酵母のZIP1は ともにシ

ナプ トネマ構造 のcentralelementを 構成するタンパ ク質 と考 えられ るが配列の上では相

同性がない。 この ような構成 タンパク質の違いが相同染色体の対合の相 同組換え依存性 の

違いを生み出 しているのか も知れない。 シ ョウジ ョウバエや線 虫では相 同染色体が対合す

るのに組換 えは必要ないが、哺乳類 と酵母 と植物では相同染色体間で組 換えが起 こること

が対合の前提条件 として必要である。

染色体 関連以外 のものでは植物 に特有 のもの も多い。SWII/DYAD遺 伝子は全 ぐどの

遺伝子 とも相同性 を示 さない新奇の遺伝子である。DひET等 も植物に特有の転写因子 と考

え られている。筆者 らが解析 している8DS遺 伝子はサイク リンの一種 と考え られ るが、減

_「
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数分裂に特有の、そ して相 同染色体の対合 に必要なサイ クリンはSDSの 他 には知 られてい

ない。植物 には相同染色体の対合を誘導す る特別な しくみがあ り、それに必要なタンパ ク

質の活性 をあるいは遺伝子の発現をSDS遺 伝子が調節 してい るのかも知れない。SDSと 相

互作用す るCDKと そのCDKの ターゲ ッ トが何であるかが判れば、相 同染色体対合のメカ

ニズムの解明に大きな前進 があるもの と期待 され る。

植物に特有の現象 として、植物の減数分裂 においてはチェックポイ ン トがないのではな

いか と疑われていたが、植物 にもやは りあるのではないかとい う報告 も最近 されている。

動物ではパキテンチェックポイン トや紡錘体チェックポイ ン トが存在 し、対合や染色体の

赤道面上へ の整列 が正常に起 こらない と次 のステ ップへ進 めない しくみ になっている

(Roeder&Bailis,2000)。 チェックポイン トが作動 して停止 した細胞 は必要 なことが正

常に復帰 しない限 りアポ トーシスへ と進み、細胞は最終的には崩壊す る。 しかしシロイヌ

ナズナで観察 される限 り、相同組換えが起こらな くても、二価染色体が赤道面に整列 しな

くても減数分裂 は完了す る。 しか し最近単離 され たMMD1遺 伝子の変異体ではダイアキ

ネシス期に染色体間に架橋 が見 られ、染色体が癒着 し第一分裂後期 には染色体の断片化が

起 こる。 これ以降細胞分裂は進行せずにアポ トーシスに向か う。他の変異体の場合 にはア

ポ トーシスは起 こらないのに、なぜmmdヱ ではアポ トーシスが起 こるのかは興味深い疑問

である。MMDIが 実際に どのような現象 に関わっているのか、その解明が待たれ る。

SDSの 場合 と同様 にターゲ ットが問題 となるのが転写因子 をコー ドす る場合である。 こ

こで列挙 した遺伝子の中にも転写因子をコー ドす るものが多く存在す る(BELL、ANT、

SAP、SPL/NZZ、MSヱ 、.AMS、MMDI、SPLS、DUES。 これ らの遺伝子が調節す る

遺伝子の正体が何であるか、今後の研究の進展が楽 しみである。 シロイヌナズナの全造伝

子の約10%が 転写因子であることが、シロイヌナズナのゲノムプ ロジェク トの成果 として

報告 されてお り、 もともと転写因子の遺伝子の割合は高い と言 える。 しか しこれまでに得

られた生殖過程 に関連す る変異体の原因遺伝子における、転写因子遺伝子の割合はそれに

比べて も高い。 これ はこの変異体を単離 してその原因遺伝子を解析す るとい う戦略の限界

を示唆するものであるかもしれない。つま り転写因子のように多くの遺伝子に影響を与 え、

機能欠損が起 きた場合に表現型 として現れやすい遺伝子 の変異体が集 中的にとられてぎた

のではないだろ うか。 これまでに単離 された変異体の多 くは稔性が低い、あるいは全 くの

不稔であるといった 目につ きやすい際立った表現型を基準に選抜 されてきた。今後はもっ

と細かな部分に着 目した繊細なスク リーニングが必要かも しれない。それによって減数分

裂 に微妙な影響を及 ぼ している遺伝子の単離が可能 とな るか もしれ ない。Sorensenら の

開発 したextinctionscreen法 な どは減数分裂初期 に必要な遺伝子 にター ゲッ トを絞った

スク リーニ ング法で新たな変異体が単離 され ている(2002)。 この ような工夫が今後 さら

なる減数分裂関連遺伝子を単離す るには有効かもしれない。

これまでに、特に2003年 には多くの減数分裂関連の遺伝子が解析 されて大きな進歩があっ

た と言える。今後はさらに多 くの減数分裂に関連す る遺伝子を単離するとともに単離 され
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た遺伝子間の関係 を明 らかにすることが重要であると考 えられる。ANTとBELヱ の研究に

おいてその関係 が示 されたよ うに、他 の遺伝子 においてもどの遺伝子が どの遺伝子 の上流

に位置するか といった研究が進 められ ることを期待する。 しか し、植物の減数分裂の場合、

それぞれのプロセスに関与する遺伝子が十分に単離 されていない と言 うのが現状であろ う。

研究の道具 としては現在で もAtDMC:遺 伝子のプロモーター活性が減数分裂細胞の指標 と

して使 われた り、ASY1に 対す る抗体がSYNIやSWIIの 解析に用い られ る等、遺伝子間の

交流は盛んにな りつつある。-

変異体解析では減数分裂以外に役割 を持っている遺伝子 の場合、その遺伝子を単離する

ことが難 しい。細胞周期の研究に見ちれるような網羅的研究が減数分裂の研究にも有効か

もしれない(Mengeseta1.,2002;Vandepoeleeta1.2002)。 筆者 らもSDS遺 伝子が ど

のよ うな遺伝子の発現に影響 を及ぼすのかを遺伝子ア レイ を用いて解析する実験 を進 めて

いるところである。 このよ うな研究が様 々な変異体で進めば遺伝子間の関係が萌らかとな

るもの と予想 され る。またバイオインフォマテ ィクスの技法を利用 した減数分裂関係の遺

伝子の探索が行われているが(Bogdanoveta1.2003)、 シロイヌナズナでも応用 されれ

ば、植物の新たな減数分裂遺伝子が発見され るかもしれない。今後はモデル植物 としての

利点を生か した研究の進展が望まれ る。
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