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(1)研究 の 背 景

シロイヌナズナやマメ科植物などの種子形成過程は 2期に大別される。(1)種子形成初期の形態

形成期 :胚が細胞分裂を繰 り返 して形態形成が進む。 (2)種子形成の中・後期の登熟期 :胚の細胞分裂活

性が低下し貯蔵物質蓄積が進行するとともに細胞の肥大が進み、その後乾燥耐性を会得し休眠に入る。一方、

胚発生過程を別の視点で考えると、糖を主に細胞構築の原材料として利用する「利用シンク」から、糖をデ

ンプンや脂肪として貯蔵する「貯蔵シンク」への転換がおこる。糖は個体の発生と成長を制御するシグナル

因子の一つとしても働くことが近年明らかになり、糖シグナリングはこの発生モー ドの転換にも関わると推

定される。

種子形成過程における糖代謝研究はデンプン性種子であ

るソラマメで先におこなわれた。維管束を通じて母親組織で

ある種皮に輸送されたショ糖は種皮で細胞外へ放出され、細

胞壁結合性インベルターゼ(cWINV)に よって単糖に分解され

るか、ショ糖のまま子組織の胚に輸送され細胞に取 り込まれ

る (F咆 1)。 形態形成期の胚ではヘキソース含量が高く、登

熟期ではショ糖の含量が高い。種皮の cwlNVの 他に胚の液胞

局在型インベルターゼ(vaCINV)と ショ糖合成酵素によるショ

糖分解活性とショ糖リン酸合成酵素活性によるショ糖合成活

性とのバランスによって胚組織中の単糖/シ ョ糖比

(HeXOSe/sucrose ratioi H/Sと 略す)が決定される。形態形成期では、高い H/Sが胚の細胞分裂活性を促進ま

たは維持し、低 H/S(=高 S/H)は細胞が貯蔵型細胞へ転換するのを促進すると推定されている。大きな種子

をつけるソラマメの品種では胚の細胞数が多いが、これは高 H/Sか ら低 H/Sへの変化が遅延することで細

胞分裂活性が長く持続したためと推定されている。このように胚の発生過程で、単糖とショ糖という質の違

いが胚の細胞の分化方向を決定する重要な要因であると考えられている。しかし、種子における糖代謝遺伝

子の制御機構、H/Sに よる細胞の分化方向を決定する分子機構など、明らかにされていない。

申請者は、ショ糖応答性変異株 υρ4/sυar Sttar respοηse 30鰤
“

3の を見出し、大きな種子をつけ

ることを見出した。種子サイズは胚や胚乳の細胞数と細胞サイズで決定されるが、υns30株はこの種子サイ

ズ決定機構に糖がどのような役割を果たす下を明らかにする重要な手がかりを与えるものと期待された。そ

こで本研究では tJAIS30遺伝子の構造と機能を明らかにするため、t/ArS3θ の単離と υηs30変異株の表現型
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の解析を行った。

(2)本研 究 に関す る これ まで の研 究 成 果

(A)じNS30/AP2遺伝子の単離 : υηs30変異は、花ホメオティック遺伝子として知られる

ハPEフとハ2(ハP2)の DNA結合部位 (AP2 domain)の コード領域に起きた 1l bpの欠失によりひきおこされ

ることが明らかとなった。υηs3θ 変異は aρ2-77変異と改名した。aρ2-′ 子は null変異と推定される。

(B)ap2変 異の母性効果が種子サイズに影響する :強い aρ2変異株では花のがくが雌ずい化し、

雄ずい数が減少するなどして稔性が極端に低下する。このような aρ2変異株では種皮が異常な形態を示し

種子サイズが顕著に増加する。野性株(Co卜0),aρ 2-6,aρ 2-乙 aρ2イプで乾燥種子重量を比較するとそれぞれ

野性株の 15倍 (aρ2-6)か ら17倍 (aρ 2-ろ aρ2′′)であつた。稔性の程度は aρ2-6が一番高く、aρ2-7と aρ2イ′

は同程度で aρ2-6よ り低い。稔性が低いことは、母親株からの栄養が一部の種子に集中し、これが種子の

巨大化を引き起こすことも考えられる。しかし、雄性不稔変異株に野性株花粉を受粉した Fl種子の解析か

ら、aρ2での稔性の低下は種子サイズの増大には影響が少ないことが明らかとなった。これらaρ2巨大種

子でのタンパク質蓄積は、各タンパク質のレベルが一様に増加しており特定の貯蔵タンパク質の蓄積レベル

だけが影響を受けることはなく、発芽も正常であった。正逆交配実験では aρ2を母親株とした場合のみ Fl

種子が aρ2ホモ種子と同じサイズを示し、花粉の遺伝型による影響は全く見られなかった。種子は種皮が

母親由来の組織である。一方、子組織である胚と胚乳は、それぞれゲノムが 2nと 3nであり、胚のゲノム

は父母双方から1ハプロイドづつ遺伝するのに対し、胚乳は2nのゲノムを母親から遺伝する。また父親由

来の遺伝子の中には、胚乳でインプリントされるものが知られている。従って、以上の結果は、種子サイズ

の決定のプロセスには、AP2遺伝子の働きが種皮や胚乳で低下したことが原因である可能性が示唆される。

(C)ap2胚 の巨大化はtorpedo胚 以後の胚の成長によ りお こり、 これを可能にしているのが

胚乳組織の異常発達である。:aρ21kでの種子形成過

程を形態レベルで解析した (Fu2)。 Torpedo embryoま

での胚のサイズに野性株との間に顕著な差はない。しか

しTorpedo embryo後 の胚の成長がaρ2株では著しく、

bent cotyЮdon embryoで は面積として野性株より2倍近

いサイズになる。このような胚サイズの顕著な差にして

は乾燥種子になるまでに要する受粉後の日数は、aρ2-7

株で約19日 と野性株より僅か 2日 間長いのみであった

。aρ2花 燥種子の成熟胚の子葉部分の細胞数と細胞サ

イズ (面積)はともに約14倍 となり子葉の面積では2倍

の大きさとなる。成熟胚での細胞数の増加は、bent

cotyЮ don― stageに 野性株では細胞分裂活性が低下する時

期にもなおaρ2胚が高い細胞分裂活性を有していること

によるものであることが明らかとなった。一方aρ2変異
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はもう一つの子組織である胚乳組織の形成にも影響する。野性株、aρ2株ともにbent cotybdon…stageま で胚

乳組織の成長が続き、胚乳組織は種子空間のかなりの容積をしめる。この時、aρ2株の胚乳サイズは野性株

のそれと比べて著しく大きい。胚の成長が完了しmature green… embryoと なるのは胚乳組織の肥大が完了し

た数日後のことで、胚の成長は胚乳組織の空間を胚が取って変わるまで進行する。従って、種子サイズは胚

乳サイズによって決定されると言える。このように、aρ2/Xの肥大した胚乳組織がaρ2胚 の巨大成長を可能

にしていると考えられる。

(D)ap2変 異は葉での糖代謝か糖応答性遺伝子発現、あるいはその両方に影響する :シロイ

ヌナズナの切断葉の切 り回より糖溶液を供給し、葉をソースからシンクヘ転換させると、多量のデンプンや

アントシアニン、β ア̈ミラーゼ活性などの蓄積が誘導される。この誘導はショ糖、グルコース、フルク ト

ースなど代謝可能な糖によって引き起こされる。aρ2切断葉を糖処理しアミラーゼ活性とアントシアニンの

蓄積を解析したところ、aρ2株での蓄積レベルはショ糖を用いたときのみ野性株より高く、単糖を用いた場

合には、野性株との差がなかった。このことは、aρ2株でのインベルターゼ活性が高い可能性を示唆する。

また、ショ糖を与えた切断葉における H/Sが aρ2株では野性株より高いという予備的な知見も得られてい

る。

(E)ap2変 異は種子形成過程で糖代謝に影響する :発達中の aρ2種子では、野性株に比べ単糖の蓄

積レベルや H/Sが高く、胚発生の
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それぞ網 O DAPと 13～ 14 DAPに

顕著に低いレベルになった。シロ

イヌナズナでは種子のインベルタ

―ゼ活性は、発生を通じて可溶性画分には検出されず沈殿画分にのみ検出された。種子当たりの沈殿画分の

インベルターゼ活性は aρ2株で野性株の最大 2倍近い値となった。従って aρ2種子での高い単糖レベルと

高 H/Sの一因は cwlNV活性にあると推定される。

(F)貯蔵タンパク質遺伝子プロモーターによるインベルターゼ活性の調節 と影響 :登熟期

に胚特異的発現を示す貯蔵タンパク質遺伝子 2S4遺伝子のプロモーターと植物のシグナルペプチ ド、酵母の

インベルターゼで構成されるキメラ遺伝子 (2SイfiSPSυC2)を持つ形質転換株を作製し、登熟期の胚で分

泌型インベルターゼ活性を高め胚に輸送されるショ糖を単糖に変える試みを行った。同一の ORFを もつ同

サイズの別のベクターに比べるとloral dip法による形質転換効率は 2S4::SPiSUC2ベ クターでは 8割低下

した。独立した系統の T2株を 6株ずつ育て T3乾燥種子重量を測定した。T2株によっては最大 4割の T3

種子重量の低下が見られた。これらT3種子の発芽は正常であったが、高い H/Sが胚の登熟プログラムの進
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行を阻害し、貯蔵物質蓄積低下による種子重量低下と、Tl種子によっては胚致死を引き起こした結果、形

質転換効率の低下が起きた可能性が示唆される。

(3)ま と め

柳630/AP2遺伝子は花のホメオティック遺伝子として有名である。しかし、花のホメオティック遺

伝子の中では唯一花器官特異的発現を示さず、殆どの器官で発現が見られるなど、その機能には未知の部分

が多い。しかし本研究での成果から、葉を始めとした全ての器官において直接または間接的なインベルター

ゼ遺伝子の発現制御による糖代謝のコントロールを通じて、個体の成長制御に関与するという新規の役割が

推定される。

種子形成過程では、ハP2は少なくとも2種の役割を果たすと推定される。第 1は胚乳組織形成の制御

である。胚乳組織の成長は胚の成長に先立って終了する。この胚乳組織が退化 し胚が胚乳組織の空間を充填

するので、胚乳組織のサイズが種子サイズを決定すると結論できる。この際、その胚乳に由来する栄養は胚

に吸収される。このように胚サイズ(=種子サイズ)の決定には胚乳組織の形成がきわめて重要な役割を果た

す。しかしどのようなメカニズムで胚乳形成に関わるのかは不明であり、今後の課題である。第 2は、糖代

謝のコントロールである。ソラマメで明らかにされた種皮における細胞壁結合型インベルターゼ(cWINV)の

役割と本研究での結果を考察すると、ハP2遺伝子は、種皮に局在する cw:NV遺伝子の発現を負に制御して

いる可能性が推定される。おそらくこの制御を通じて胚発生過程での糖レベル、特に H/S比のコントロー

ルを行い、胚の細胞の分化方向、すなわち細胞分裂活性を維持するか貯蔵型細胞へと転換するかの分化方向、

の決定にハP2遺伝子が間接的に関与するのではないかと考えられる。


