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申請者氏名 金子美穂

植 物 は適切 な時期 にな ると、葉 を作 り続 ける栄養成長 か ら、花芽形成 を行 う生殖 成長へ と成長

相 を転換す る。 この転換 は花成 と呼ばれ る。花成時期 の決定 は、植物 の繁殖成 功の ための重要

な過程 の一 つで ある。光周性花成は、植 物が 日長の変 化 （光周期）に反応 して花成 をお こな う

現象 であ り、FT（ イネHd3a） タンパ ク質 が花成誘導 ホル モ ン （フ ロ リゲ ン） と して機能す る。

FTは 受容体14－3－3と転 写因子FDか らな る複合体 （FlorigenActivationComplex，FAC） を形成

して花 成 を誘 導す る。一方 、FTと タンパ ク質構造 が類似 してい るシ ロイヌナ ズナTFL1は 花成 に

抑制 的 に働 く。イネ のTFLIホ モ ログはRCIV（RICE㎜ 泥0棚ρ以LZ5ソ で あ り、アイ ソフォー ム

が4遺 伝子存在 してい る。 生殖成長 においてRCNが フロ リゲ ンに対 して拮抗 的に働 く可能性が

考 え られてい るが、そ の分子機 構は不明である。 そ こで本研究 では、泥ぴの時期組 織特異的な

発 現、花成や 花序形態 の制御 におけ る遺伝学的 な役割、RCNと14－3－3と の相互作用 を解析す る

こ とで 、生殖成長制御 の分子機構の一端 を明 らかにす る ことを 目的 と した。

最初 に、RC／V4遺 伝子 の時期組織特異的発 現をRT－PCRに よ り調 べた。その結果 、短 日条件 で

育てた植物 の栄養成 長期 か ら生殖成長期 まで、根 と茎 ですべての庇Wの 発 現が検 出 されたが、

茎頂分裂組織 での発 現 は検 出 され なかった。花 成非誘 導条件 である長 日条件 で育てた場合 も同

様 に根 と茎 での発 現 が観察 され た。 次に、組 織特異的発 現 を詳細 に観察す るため に、泥α遺伝

子 の5‘ 上流域 とコー ド領域 にGUS遺 伝子 を融合 したキメラ遺伝子 をイネ に形質転換 し、GUS

染色パ ター ンを観 察 した。 その結果 、すべての庇随 伝子 について、根 や茎 の維 管束 の飾部 に

強 いGUSシ グナル が検 出 された が、茎頂分裂組織 では検 出 されなか った。次 に＼同 じ砲 遁 伝子

断片 を噸 伝子 に融 合 させた キメラ遺伝子 をイネ に形質転換 しGFP蛍 光 を観 察 した。その結果、

RCN－GFP融 合 タンパ ク質 の蛍光 は茎の維管束 と茎頂分裂組織 で観 察 された。 また、維管束 の箭

部特異 的プ ロモー ター であ るrolCで 発現 させ たRCN3－GFPの 蛍光 も維管束 と茎頂 分裂組織で観

察 され た。RCN3－GFPを 過剰発 現 させ た形質転換イネで は、出穂 が1ヶ 月遅れ、えい花数 が増加

したが、RCN3の14－3－3相 互作用部位 に置換 変異を導入 した過剰 発現体で は野生型 に近い表現

型 となった。RCN3－GFPの 蛍光は、茎 頂では主 に核 に観察 され たが、14－3－3相 互 作用部位 に置

換変異 を導入 したRcN3－GFPで は、細胞質にも観察 された。最後 に、RcAilcz）RNAiノックダ ウン解

析 を行 った。RC？v3のRNAi植 物で は表 現型の異 常は観察 され なかったが｛RCNI， β6鵬RC？v3の3

重RNAi植 物 では 、出穂 時期 には影 響せず、えい花数 の減少 が観察 された。

本研 究か ら、イネRCNタ ンパ クが維管束で発現 して茎頂分裂組織へ と輸 送 され 、14－3－3と

の相互 作用依 存的 に花 序形態 を制御 している ことが明 らかになった。 また、RCNが14－3－3と

の相互 作用 に よ り花成 抑制複合体 （FloralRepressorComplek ，FRC） を形 成 し生殖 成長 を制

御 してい る可能性 が示唆 された。
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光周性 花成 は、植 物が 日長変化 を感知す る ことで季節1生の花成 を行 な う現象 と して古 くか ら

知 られ てお り、その適切 な制御 は繁殖成功度 に影 響す るた め植 物 に とって重要で ある。葉 で感

受 した 日長変化刺激 は、花成 ホルモ ン （フロ リゲ ン）が茎頂 に伝 え、栄養成長 か ら生殖成長 に

転 換 させ る。FTタ ンパ ク質 （イネHd3aタ ンパ ク質） は フロ リゲ ン として機能 し、葉か ら茎頂

へ輸送 され 、そ こで14－3－3タ ンパ ク質や転 写因子FDとFAC複 合体 を形 成 し、花芽形成遺伝 子

を活性 化す る。 一方で 、FTタ ンパ ク質に類似す るTFL1タ ンパ ク質 は、転 写因子FDと 相互作

用 し花成 を抑制す るこ とが明 らかに されてい るが、その詳細 な分子機構 は不明で あ る。この よ

うた 、花成誘 導 の分子機構 に関す る知見は蓄積 して いるのに対 して、花成抑制 に関す る知見は

限 られてお り、今 後 の研究 の発展 が期待 され る植物科 学分野のひ とつ となってい る。

本論文 では、先行 しているイネ花成研究の知見か ら、イネのTFL1ホ モ ログRCNが フロ リゲ

ン と競合 してFACに 類似す る抑制複合体FRCを 形成す ることで、フ ロリゲ ン活性 が適切 に制御

され、最適 な花成 時期 の決定や花序形態が形成 され る と仮説 を立てた。 そ して、RCNが フロ リ

ゲ ンHd3aに 拮抗す る可能性 を検証 した。まずRT－PCRに よ りイネ に4つ 存在 す るRC／V遺 伝子 の

発現時期 ・組織 特異性 を調べ 、f？C？VRNAの蓄積 は茎や根 で高 く、そ の蓄積 に明確 な 日長応答性

が ない こ とを明 らか に した。 さらに、GLISを 融合 したRC7V遺 伝子 を作製 し、RC？Vプ ロモー ター

の活性 は維管束 箭部 で高い ことを明 らかに した。 対照的 に、茎頂分裂組織 でのf？CVRNAの 蓄積

やRCAiプ ロモ ーター の活性 は検 出限界 以下で あった。そ こで 申請者 は αPを 融合 したRC／V遺 伝

子 を作製 し、RC7Vプ ロモーターの制御 下で発現 させたRCN－GFPタ ンパ ク質が茎頂分裂組織 に蓄

積す る ことを明 らか に した。作製 した 疏 旧 過剰 発現イネ が花成遅延 と花芽数 の増加 を引き起

こ した ことか ら、RCNは フロ リゲ ンに よる花序 メ リステ ムか ら花 メ リステ ムへ の分化 を遅 らせ

て いる と考 えた。さ らに、14－3－3との結合が損なわれ るR62K／R130Kの 置換 変異 を導入 したRCA（3

で は花成 も花芽数 も野生型 に近 くな ることを観察 し、RCNに よるフ1コリゲ ン抑制 に は14－3－3

タンパ ク質 との相互 作用 が重要 であ ることを明 らかに した。RC7V3の ノ ックダ ウン植物 は野生

型 に近 い表 現型 を示 す が、RCN1，RC7V2、RCIV3の3重 ノ ックダ ウン植 物 は、花 成時期 は変化 し

ないが 、えい花数 が減少す ることを観 察 した。従 って、イネ においてRC／Vは 花成 時期 の決定 に

は重要 ではないが、花成後 の花序形態形成の制御 に冗長的に働 いて い る。本 論文で は、・RCNが

14－3－3との相互作用 を介 して成長相転換後の花 序形態形成 を制御 して いる ことを明 らかに し
、

フロ リゲン とRCNが14－3－3と の結 合 を競合す るこ とによ り、バ ランスが適 切 に調節 されてい

る可能性 を議論 して い る。

“以上 の よ うに
、本論 文 はイネRCNタ ンパク質 による生殖成長制御 の分子機構 を分 子生物学 の

手法 を用 いそ研 究 した もので、学術 上、応用上貢献す る ところが少 な くな い。 よって審査委員
一 同は

、本論 文が博 士 （バイオサイエンス） の学位 論文 として価値 あ るもの と認 めた6


