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題目 ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅの花芽特異的に発現する
ｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-ﾀﾝﾊﾟｸ質遺伝子zIMの解析

動物では､腫発生の過程で細胞の分化と器官の発生は-過的に起こるのに対
して､植物では肱発生時にはっきりとした細胞の分化の方向性は決走されておら
ず､植物特有の分裂組織によって生涯を通じて分化を繰り返す｡植物体は発芽後栄
養成長を続けるが､光､温度等の環境要因､並びに個体齢や栄養状態などの内的要
因によって生殖成長に転換し､それまで葉の原基を次々と生み出していた栄養成長
分裂組織が､花序分裂組織に転換する｡花序分裂組織から細胞分裂を繰り返し花序
を生長させるとともにその脇に花分裂組織を生じる｡花分裂組織は花器官原基が形
成され､がく､花弁､雄ずい､雌ずいに分化する｡このような発生と分化という生

命現象は遺伝的ﾌﾟﾛｸﾞﾗﾑによって制御されており､その制御機構には遺伝子の転
写制御が深く関わっている｡本研究では花序分裂組織の分化に着目し､ｼﾛｲﾇﾅ
ｽﾞﾅをﾓﾃﾞﾙ系として花芽分化における遺伝的ﾌﾟﾛｸﾞﾗﾑを解明することを最終目
的としている｡そのためｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅ均-化cDNAﾗｲﾌﾞﾗﾘ-を用いて花芽特
異的な低発現性の遺伝子群が単離された｡その中でも特に転写制御に関与すると思
われる遺伝子についての単離､並びにその構造と機能の解析を行った｡

花序茎頂の分化と維持に関わる遺伝子の発現の制御に関与する遺伝子の系統
的単離を目的に､均-化cDNAﾗｲﾌﾞﾗﾘ-を用いたﾃﾞｲﾌｱﾚﾝｼﾔﾙﾊｲﾌﾞﾘ
ﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮﾝにより､選抜された花芽特異的に低発現性と予想される遺伝子群を

単離した｡この結果より､新規の遺伝子が多く見つかり､均-化cDNAﾗｲﾌﾞﾗﾘ
-を用いた遺伝子のｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞは､これまで生体内で発現量が僅かであるため
単離が困難であった新規の遺伝子を効率良く単離できる方法であることが判明し
た｡また､ 384個の遺伝子の中から無作為に選んだ遺伝子の発現解析より､多くの
遺伝子が主に花芽､それに加えて花芽でも発現していた｡以上の結果､均-化
cDNAﾗｲﾌﾞﾗﾘ-を用いたﾃﾞｲﾌｱﾚﾝｼﾔﾙﾊｲﾌﾞﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼｮﾝ法は､組

織特異的に低発現する遺伝子を単離するために非常に有用な方法であることが判明
した｡そこで､選抜された遺伝子群の中から､ｱﾐﾉ酸配列相同性検索より転写に

関わる遺伝子と相同性を示した遺伝子を選抜し､これらの発現の組織特異性を調べ
た｡その結果､ 1つの遺伝子が花序特異的発現しており､花序の発連における遺伝
子の発現制御に関わる遺伝子の最も有力な候補として考えられ､この遺伝子につい
て詳細な解析を行った｡
この花序特異的に発現し､転写制御に関わると推測される新規の遺伝子は,

ｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-を持ち､その発現部位から､ zIM(Zjnc fl'ngeTPTOtel'n expTeSSedl'n

_InfloTeSCenCe Men'stem)遺伝子と命名した｡ zIMは､ c-X2-C-X20-C-X2-C型のｼﾞﾝｸﾌ
ｲﾝｶﾞ-ﾄﾞﾒｲﾝを1つだけ持ち､ GATA-1ﾀｲﾌﾟのｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-を持つ転写因

子群とﾌｲﾝｶﾞ-部分において有意な相同性を示した｡典型的なGATA-1ｼﾞﾝｸﾌ

ｲﾝｶﾞ-は2つのｼｽﾃｲﾝに挟まれたｱﾐﾉ酸は17､あるいは18残基である｡し



かし､ zIMはこのｱﾐﾉ酸が20残基であることから､ GATA-1ﾀｲﾌﾟのｼﾞﾝｸﾌｲ

ﾝｶﾞ-に属するが､新規のｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-を持つことが判明した｡また､ zIM
は､ｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-ﾄﾞﾒｲﾝの他に､ﾍﾘｯｸｽｰﾀ-ﾝｰへﾘｯｸｽ領域

(HTH)､核移行ｼｸﾞﾅﾙとなる塩基性領域､転写活性化領域と思われる酸性領域と
ｸﾞﾙﾀﾐﾝに富む領域を持っていた｡これらの構造的特徴から､ zIMは転写因子で
あると期待された｡ zIMは､ 1つのｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-とHTHを持つことが予測され
たが､ zIMが転写因子である場合､この2つのDNA結合ﾄﾞﾒｲﾝによって標的遺伝
子との結合特異性を上げている可能性が考えられる｡このようにZIMは､転写因子
として機能的なﾄﾞﾒｲﾝを持つことが明らかとなった｡

また､ Green fluoresence proteinﾚﾎﾟ-ﾀ-遺伝子を用いたzIMの細胞内局在
部位の解析により､ zIMは核局在性たんばく質であることが明らかとなった｡これ
により､ zIMはさらに強く転写因子として機能するﾀﾝﾊﾟｸ質であることが示唆さ
れた｡ zIMの塩基性領域は､ RKKRとKKVRが6ｱﾐﾉ酸残基によって分断されてい
る配列(RKKR-Ⅹ6-KKVR)を含んでいる｡今回の結果から､ zIMは､ RKKR配列だけ

では核局在能を持つことは不可能であり､ RKKR配列とその後に続くKKVRが核局
在に必要であることが明らかとなった｡このことから､ zIMの核移行ｼｸﾞﾅﾙは

bipartite型であると判断された｡
ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅ植物体におけるGUSﾚﾎﾟ-ﾀ-遺伝子を用いたz力M遺伝子の

発現部位の解析結果から､ zIMは雄ずいと雌ずい､花茎伸長前の花序茎頂と托葉で
発現していることが明らかとなった｡また､花序茎頂においては､特に分裂組織内

で発現していると考えられ､ zIMは花序分裂組織o?発連に関与している可能性が考
えられる｡しかしながら､ zLMは､花茎伸長前においては､花序茎頂で発現し､花
茎が伸長しはじめるとその発現は弱まっていくことから､花茎の伸長と花序茎頂の

発達の間に何らかの相関関係があり､ zIMｶゞそれに関わっている可能性も考えられ
る｡ -方､雄ずいと雌ずいに発現が見られたことから､これらの器官の形成と推持
にも関わる遺伝子であると思われる｡これまでに､ ZIMと同様な発現様式を示す遺
伝子は単離されておらず､植物体内における詳細なzIMの発現解析を行うことは非
常に興味探いと思われる｡

また､植物体内におけるZ刀u遺伝子の機能を調べるために､ ZM遺伝子内に

T-DNAが挿入された形質転換植物体を6000のﾀｸﾞﾗｲﾝより選抜した｡この形質転
換体は､ z刀け遺伝子の開始ｺﾄﾞﾝ340bp上流にT-DNAが挿入されていた｡この形質
転換体と野生型の表現型を比較したところ､形質転換体の側枝の花序は､花序茎頂
が欠失し､異常な花が形成されたために､有限花序になっていた｡また､雄ずいと
雌ずいにおいても器官の変異と欠失が観察された｡このことから､ z刀け遺伝子は､
花序分裂組織の分化､雄ずいと雌ずいの形成､維持に関わる遺伝子であると推測さ
れた｡

以上の解析より､ zMは花茎伸長前の花序茎頂の分化と花器官の形成､維持
に関わる転写活性化因子である可能性が考えられた｡今後､さらにのｼﾛｲﾇﾅｽﾞ

ﾅの花芽形成時の遺伝子制御機構におけるZM遺伝子の機能の解明が望まれる｡そ
のためには､ zLMが転写因子であるならば､その標的遺伝子の単離､その結合配列
の同走を行う必要がある｡また､ zM遺伝子が､花芽形成時に関わる遺伝子の制御
ﾈｯﾄﾜ-ｸにおけるZIM遺伝子の位置づけを行うことも重要である｡これらの解
析によって､花芽形成に関わる遺伝子の発現制御機構の-部が明らかになり､茎頂
分裂組織の形成維持､器官発生の機構､花芽分化に関わる遺伝子の制御ﾈｯﾄﾜ-
ｸの解明に貢献できるであろう｡
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本論文は､ｼﾛｲﾇﾅｽﾞﾅを材料に､植物の花序茎頂分裂組織の機能を分子ﾚﾍﾞﾙで

明らかにするため､効率的なﾃﾞｲﾌｱﾚﾝｼﾔﾙｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞ系の開発およびこれを

用いた花序茎頂に低ﾚﾍﾞﾙで発硯する道伝子の系統的単離､ならびに､ 1二記の単離によ

り見いだされた新規のｼﾞﾝｸﾌｲﾝｶﾞ-ﾀﾝﾊﾟｸ質遺伝子zIMO)構造および機能解析に

関するものである｡本論文の主要な成果は下記の通りである｡

第1章では､均-化cDNAﾗｲﾌﾞﾗﾘ-のﾏｸﾛｱﾚｲを用いたﾃﾞｲﾌｱﾚﾝｼﾔﾙ

ｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞ法を開発し､実際にｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞを進めた｡花序茎頂由来の均一--一化

cDNAﾗｲﾌﾞﾗﾘ-を用いて､花序茎頂特異的低発現性の遺伝子候補を系統的に384ｺ

単離した｡ｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞにより得られた遥伝子の-部の転写物蓄積を解析した｡ 100/o

程度はｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞのｴﾗ-と思われる構成的な発硯を示すものの､残りは概ね茎頂

特異的な発硯を示した｡上記のｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞにより得られる遺伝子群について塩基配

列を決定して機能分類を行った｡その結果､低発硯性で発硯特異性をもつと考えられる

ものには､これまでに発硯する遺伝子として論文やﾃﾞ-ﾀﾍﾞ-ｰｽに記載されていないも

のの比率が高いこと､細胞のｼｸﾞﾅﾘﾝｸﾞや転写制御に関わることが考えられるものが

多数存在することがわかった｡すなわち､効率的に遺伝子の発硯特異性および発硯ﾚﾍﾞ

ﾙを分析する方法を確立するとともに､得られた花序茎頂特異的に低発硯性遺伝子の機

能的に分類し､評価することに成功した｡

第2章では､上述のｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞにより得られた遺伝子の中から転写制御に関わる

と考えられる遺伝子zIMに注目して解析を進めた｡ zIMは新規なGATAlﾀｲﾌﾟのｼﾞﾝｸ

ﾌｲﾝｶﾞ-ﾓﾁ-ﾌを持つことに加え､酸性ｱﾐﾉ酸に冨む領域､ｸﾞﾙﾀﾐﾝに富む領

域､核移行ｼｸﾞﾅﾙをもつ塩基性ｱﾐﾉ酸に富む領域､ﾍﾘｯｸｽ-ﾀ-ﾝ-ﾍﾘｯｸ

ｽからなるﾓｼﾞｭﾗ-構造をもつﾀﾝﾊﾟｸ質をｺ-ﾄﾞすることがわかった｡それぞれの

領域が異なるｴｸｿﾝにｺ-ﾄﾞされていることは進化的にも興味探い｡また､実験的に､

zIMﾀﾝﾊﾟｸ質の核局在を明らかにし､ zIMi)言転写制御に関わる吋能性を示唆した｡ﾚ

ﾎﾟ-ﾀ-遺伝子を連結したzIMﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-を利用した組織ﾚﾍﾞﾙでの発硯解析を行い､

花茎伸長直前の生殖生良期茎頂で遺伝子発硯すること､ならびに､その発硯が茎頂の状

態により変化することを示した｡ T-DNAによる遺伝子破壊株の同走にも成功した｡今後

の花序茎頂の形成/椎持に関するZMの機能解析が期待される｡

以上のように､本論文は新規な方法論の開発､その利用による遺伝子の系統的単離､

ならびに､単離された遺伝子のひとつZIMの構造と発硯と特異性を明らかにしたもので､

また､今後の機能解析の方向性を示したものであり､学術上､応用ｰL員献するところが

少なくない｡よって審査委員一-同は､本論文が博士(ﾊﾞｲｵｻｲｴﾝｽ)の学位論文と

して価値あるものと認めた｡


