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I. 序論  
 

植物と動物の発生様式には大きな違いが存在する。動物では、多くの場合、

体を構成する器官のほぼすべてが胚発生中に形成され、胚発生の終結以降には

新たな器官はほとんど形成されない。一方、高等植物の場合では、胚発生中に

は子葉、胚軸、幼根といったごく少数の器官のみが形成され、植物体の地上部

を形作る器官はほぼすべて発芽後に茎頂分裂組織から新たに形成される  (図

1.A-C)。茎頂分裂組織は植物の一生を通じて地上部器官を形成し続ける重要な

組織である。そのため、植物の形作りの仕組みを理解するには茎頂分裂組織の

形成・維持、およびそこからの器官分化の制御機構を知ることが重要である。  

茎頂分裂組織は表層から順にL1、L2、L3層と呼ばれるそれぞれ互いに独立し

た細胞系譜を持つ3つの層に区分することができる  (図1.D)。L1、L2層では細胞

が主に垂層分裂を行なうことで細胞層が保たれる。一方、L3層では細胞が様々

な方向へ分裂するため、明確な細胞層は観察されない。L1、L2層はそれぞれ器

官の表皮、皮層に分化し、そしてL3層は維管束と髄に分化する。これらとは別

に、茎頂分裂組織は組織学的、機能的観点からいくつかの領域に区分すること

ができる  (図1.D)。中央にあるCentral Zone (CZ; 中央領域 ) では細胞の分裂活

性が低く、細胞は未分化な状態を維持しつつ増殖する。CZにおいて増殖した細

胞の一部は周辺部のPeripheral Zone (PZ; 周縁領域 ) へと押し出される。PZの細

胞は活発に分裂し、葉や花などの側生器官の原基を形成する。茎頂分裂組織の

内部下方にある領域はRib Zone (RZ; 髄状領域 )とよばれ、茎の内部組織を形成

する。  

茎頂分裂組織は胚発生過程で子葉の間、胚の頂端部において形成される  (図

1.A)。茎頂分裂組織は栄養成長期には多数の葉を形成し、その後、生殖成長期

に移行し茎が抽薹を始めると、花器官を作り出す花芽分裂組織を連続して形成

する  (図 1.B-C)。植物が一生を通じて地上部の器官を形成し続けるためには、

茎頂分裂組織に含まれる細胞がみずからの未分化な状態を維持したまま分裂を

繰り返すこと、そして増殖した細胞の一部が器官原基へ取り込まれ、それらが

各器官へと正しく分化していくことが重要である。また茎頂分裂組織のサイズ

を適切に保ち続けるためには、細胞の増殖と器官分化のバランスが高度に制御

され続けることが重要である  (Clark, 1997; Sharma et al., 2003)。しかし茎頂分

裂組織の形成・維持機構、および茎頂分裂組織からの器官形成機構については

未だ不明な点が数多く残っている。  

これまでに、シロイヌナズナなどを用いた分子遺伝的解析から、茎頂分裂組

織の形成と維持には 2つの独立した経路である WUSCHEL (WUS) −CLAVATA 
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(CLV) 経路とSHOOT MERISTEMLESS (STM) 経路が主に関与することが明らか

になっている  (図1.E)。WUSは転写因子として機能するホメオドメインタンパ

ク質をコードしており、形成中心と呼ばれる少数の細胞からなる小さな領域で

のみ発現する。形成中心はCZのすぐ下側に存在し、この領域におけるWUSの発

現がCZに存在する幹細胞の形成と維持に細胞非自律的に機能することが報告

されている  (Laux et al., 1996; Mayer et al., 1998)。一方、CLV3はCZのL1層およ

びL2層において強く発現する分泌性の小さなタンパク質をコードしており  

(Fletcher et al., 1999)、受容体型キナーゼであるCLV1のリガンドとして機能する  

(Lenhard et al., 2002; Ogawa et al., 2008)。CLV3とCLV1を介したCLV情報伝達経

路はWUSの発現領域を形成中心内に制限することで茎頂分裂組織のサイズを制

御する。一方でWUSはCZにおけるCLV3の発現を誘導する。これらのことから、

WUSとCLV3の発現の間には負のフィードバック制御が働くことが提唱されて

いる  (Brand et al., 2000; Schoof et al., 2000)。植物は、このフィードバックルー

プによって形成中心および幹細胞の細胞数を常に調節することで、茎頂分裂組

織のサイズを一定に維持していると考えられる。  

STMはclass I knotted-like homeobox (KNOX) 型転写因子をコードする  (Barton 

and Poethig, 1993; Long et al., 1996)。STMは植物の一生を通じて茎頂分裂組織の

未分化な領域で強く発現し、一方で器官原基では発現が抑制される。これまで

に数多くの機能喪失型 stm変異体が単離、報告されている。強い stmアリルは胚

発生過程で茎頂分裂組織を形成することができず、茎頂分裂組織を完全に欠失

してしまうため、発芽後にほとんど葉を作り出せない。さらに、器官どうしの

融合なども観察される。また、弱いstmアリルは胚発生過程で不完全な茎頂分裂

組織を形成するが、発芽後にこれら茎頂分裂組織の細胞が器官原基に取り込ま

れ、すぐに分化してしまうため、茎頂分裂組織を維持し続けることができない  

(Endrizzi et al., 1996)。さらに、STMの異所的な過剰発現は、茎頂部からの多数

の未発達な葉原基の形成や、鋸歯状の葉の形成を引き起こし、正常な葉の発達

を強く抑制する  (Williams, 1998; Brand et al., 2002; Gallois et al., 2002; Lenhard 

et al., 2002)。これらのことから、STMは細胞の未分化状態を維持しつつ細胞分

裂を促進することで、胚発生過程における茎頂分裂組織の形成と、胚発生の終

結後における茎頂分裂組織の維持に寄与する因子であることが明らかになった。

また、STMは植物ホルモンであるサイトカイニンやジベレリンの生合成や分解

に関わる遺伝子の発現を誘導・抑制することが示唆されている  (Hay et al., 

2002; Jasinski et al., 2005; Yanai et al., 2005)。STMはこれらの遺伝子の発現の制

御を介して茎頂分裂組織におけるホルモンのバランスを調節し、茎頂分裂組織

の活性を維持していると考えられている。  
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KNOXタンパク質は three amino acid loop extension (TALE) クラスのホメオド

メインタンパク質に属する  (Bürglin, 1997)。このクラスに属する別のクラスの

ホメオドメインタンパク質としてBELL1-like (BELL) が知られている。KNOX

とBELLはそれぞれのN末端領域に存在する高度に保存されたMEINOXドメイ

ンおよびMIDドメインを介してお互いが直接結合し、ヘテロダイマーを形成す

ることが報告されている  (Byrne et al., 2003; Hake et al., 2004; Kanrar et al., 

2006; Lee et al., 2008; Rutjens et al., 2009)。また近年の研究によって、KNOXタ

ンパク質およびBELL型タンパク質は、それぞれがDNAに結合できること、さ

らにヘテロダイマーを形成することでDNAとの相互作用が強くなることが明

らかになった  (Smith et al., 2002; Chen et al., 2004; Viola and Gonzalez, 2006; 

Bolduc and Hake, 2009; Viola and Gonzalez, 2009)。KNOXタンパク質であるSTM

に結合するBELL型タンパク質としては、PENNYWISE (PNY)、POUND-FOOLISH 

(PNF)、BELL1 (BEL1) およびARABIDOPSIS THALIANA HOMEOBOX1 (ATH1)

がこれまでに報告されている  (Bellaoui et al., 2001; Byrne et al., 2003; Smith and 

Hake, 2003; Hackbusch et al., 2005; Kanrar et al., 2006; Rutjens et al., 2009)。PNY

遺伝子は茎頂分裂組織において発現し、その発現領域はSTMの発現領域と一部

重複する。また、pny単独変異体においては茎頂分裂組織の欠失は生じず、葉序

や節間のわずかな乱れが観察されるのみであるが、pny変異はstm変異体の弱い

アリルの表現型を強め、茎頂分裂組織を欠失や器官の融合など強いstm変異アリ

ルのに似た表現型を引き起こす  (Byrne et al., 2003; Bhatt et al., 2004; Kanrar et 

al., 2006)。これらのことから、PNYとSTMの相互作用は茎頂分裂組織の形成・

維持に重要であると考えられている。  

我々の研究室において、地上部の形態に異常を示す単一劣性変異体 gorgon 

(gor) が、モデル植物であるシロイヌナズナから単離された。gor変異体では生

殖成長期に移行しても花が形成されないまま花茎の伸長と花茎先端部の著しい

肥大化が進行し、その後、数多くの花や枝が茎頂部から一斉に形成される。前

任者によって行なわれたマッピングおよびシークエンスによって、gor変異体に

おいてはSHOOT MEISTEMLESS (STM) 遺伝子内にミスセンス変異が生じてい

ることが示された。この変異はホメオドメインの第3ヘリックス内に存在する高

度に保存されたアミノ酸の1つに置換を引き起こす。しかし、gor変異体の表現

型は、これまでに単離されたSTMの機能喪失型変異体の表現型とは全く異なる。

そこで本研究では、植物の地上部の形態形成機構についての新たな知見を得る

ことを目的として、gor変異体を用いた解析を行なった。まず、gor変異が植物

の形態形成におよぼす影響を、組織学的、形態学的に詳細に解析した。その結

果、gor変異体においては、胚発生の終結以降に器官形成の遅延や茎頂分裂組織
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の肥大化が生じていることが明らかになった。次に、gor変異体の原因遺伝子を

同定するために、遺伝学的解析を行なったところ、gor変異体の原因遺伝子が実

際にSTMであることが示された。このことから、gor変異は既知の stm変異とは

異なる影響を茎頂分裂組織の形成・維持に対して与えていることが示唆された。

最後に、gor変異がSTMの性質におよぼす影響を調べるため、過剰発現体の解析

や、二重変異体の解析などを行なった。その結果、gor変異はSTMの機能を部分

的に喪失させる変異である可能性が示唆された。そこで、本論文では、STM新

奇変異体であるgorを用いた解析によって得られた結果から、STMが茎頂分裂組

織の形成・維持に及ぼす影響について考察する。  
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II. 材料と方法  
 

II-1. 植物と生育条件  

シロイヌナズナ  (Arabidopsis thaliana) の Columbia (Col) 株を野生型植物体

として用いた。種子は表面を 5 %次亜塩素酸ナトリウム、0.02 % TritonX-100 で

10 分間滅菌した後、GM 培地  (4.6 g/l Murashige & Skoog plant salt mixture (和光

純薬 ) , 10 g/l sucrose, 0.1 g/l myo-inositol, 0.5 g/l 2-(N-morpholino)-ethanesulfonic 

acid-KOH (pH 5.7), 0.5 % Gellan Gum) 上に蒔いた。発芽を同調させるため、4 °C 

暗黒条件に 2 日間おいた後、23 °C 連続白色光条件下の培養器に移して発芽さ

せた。発芽後約 2 週間で土に移植して 23 °C 連続白色光条件下で育てた  (Fukaki 

et al., 1996)。  

gorgon (gor) 変異体は Col 系統の zigzag (zig) 変異体  (Kato et al., 2002) に対

して EMS 処理を行い、そこから得られた劣性変異体である。本研究における解

析には、Col との戻し交配を 5 回以上行い、zig 変異が抜けたことが確認された

植物体を用いた。gor ホモ接合体からは種子がほとんど得られないため、gor の

ホモ接合体の解析は全て gor ヘテロ接合体から得られた次世代の植物体を用い

て行なった。gor 変異体の芽生えおよび栄養成長期の植物体は野生型と外観上

の違いがほぼ無いため、gor 変異を検出できる Polymerase Chain Reaction (PCR) 

プライマーセット  (後述 ) を用いて変異部位を含む DNA 断片を増幅し、その断

片中の変異部位を特異的に切断する制限酵素を用いてジェノタイピングを行な

った。stm-1 変異体は Landsberg erecta (Ler) 系統の変異体であり  (Barton and 

Poethig, 1993)、本研究では stm-1 変異体を Col に 5 回戻し交配したものを用い

た  (stm-1C 変異体 )。stm-11 変異体  は Ler 系統の変異体であり Kathryn Barton

博士より分与していただいた  (Long and Barton, 1998)。本研究では stm-11 変異

体を Col に少なくとも 4 回戻し交配したものを用いた。stm-bum1-3 変異体  (Col

系統 )、wus-1 変異体  (Ler 系統 )(Laux et al., 1996)、clv3-2 変異体  (Ler 系統 )(Clark 

et al., 1995) および pny-40126 変異体  (Col 系統 )(Smith and Hake, 2003; Alonso et 

al., 2003) は Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC) から入手した。

ProCLAVATA3::GUS (ProCLV3::GUS) (Brand et al., 2002) は Rüdiger Simon 博士

より分与していただいた。ProSHOOT MERISTEMLESS::GUS (ProSTM::GUS) は

相田光宏博士によって作製されたものを用いた。このコンストラクトは、STM

遺伝子の開始コドン ATG の上流約 7.6-kb (Bacterial artificial chromosome (BAC) 

F24O1 塩基 35721 から 28120 に相当する ) および stop コドンの下流約 0.8-kb 

(BAC) F24O1 塩基 25195 から 24407 に相当する ) を、pBI101 に由来する GUS

遺伝子の上流および下流にそれぞれ連結したものである。また ATG の直前の 2
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塩基 AG は CC に改変されている。この完成したレポーター領域はバイナリー

ベクターpBIN19 を改変した pBIN50 (加藤壮英、奈良先端科学技術大学院大学、

未 発 表 ) に ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 。 ProLEAFY::GUS (ProLFY::GUS) (CS6297 

Nossen 系統 ) および ProAGAMOUS::GUS (ProAG::GUS) (CS6351 Col 系統 ) は

ABRC から入手した。  

それぞれの変異体のジェノタイピングに用いたプライマーセットを以下に示

す。  

 

ジェノタイプピングに用いたプライマーセット  

gor  

STM-F4  5-ATGTAGCTGTGATCATGGACTGAC-3 

STM-R4  5-TATGTTCCAAGTATACCGAGAACC-3 
gor 変異体ゲノム由来の PCR 断片が制限酵素 MboII により特異的に切断される。 

 

stm-1  

stm-1dCAPS-L 5-TATGAACAATGAATTTGTAGATCGA-3 

stm-1dCAPS-R 5-CATTTGTAGTGACGGCTCCA-3 
stm-1 変異体ゲノム由来の PCR 断片が制限酵素 ClaI により特異的に切断される。 

または  

STM-F3  5-ACTAGCCTATTCTTTTTCATTTCC-3 

stm-1dCAPS-Nde1-RV 5-TCCTTTAAGCTCTCTATCCTCAGCAT-3 
stm-1 変異体ゲノム由来の PCR 断片が制限酵素 NdeI により特異的に切断される。 

 

stm-11 

stm-11dCAPsF 

 5-GGGCTTGATCAATTCATGGAAGCTTACTGTGAAATGCTCGTGCAG

TATGAG-3’ 

stm-11R  5-CCCTAGTAACAACCATCAAAG-3 
野生型植物体ゲノム由来の PCR 断片が制限酵素 MwoI により特異的に切断され

る。  

 

stm-bun1-3  

stm-dCAPS-F1   5-AAGAAGCTCGTCAACAACTGCTTGATTG-3 

STM-R6  5-ATTGAAACAAGCTAATAGACAAC-3 
stm-bun1-3 変異体ゲノム由来の PCR 断片が制限酵素 ClaI により特異的に切断
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される。  

 

wus-1   

wus-1FW   5-GGGAATTTAAATCATGCAAGCTCAGTTACTG-3 

wus-1RV   5-TATTTGAATTAATGAATTATAGTTTGTTACG-3 
野生型植物体ゲノム由来の PCR 断片が制限酵素 RsaI により特異的に切断され

る。  

 

pny-40126  

salk-040126-LP 5-GGAAATGAAACTCCTTCAAAGCCA-3 

salk-040126-RP 5-AATGATCGAAGAGCCAAGCCC-3 

salkLB  5-TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG-3 
pny-40126 変異体ゲノムより約 400bp、野生型植物体ゲノムより約 1000bp の PCR

断片が生じる。  

 

 

II-2. マッピングおよびシークエンス  

マッピングおよびシークエンスによる gor の変異部位の同定は前任者である

新濱充氏により、以下の方法で行なわれた。  

gor 変異体  (Col) と野生型  (Ler) を交配した F2 世代において地上部の表現

型を指標に変異の生じている遺伝子を探索した。Col と Ler の多型は ExTaq DNA 

polymerase (TaKaRa) を用いた PCR と制限酵素処理によって確認された。シー

クエンスには BigDye Terminator ver3.1 Cycle Sequencing Kit および ABI PRISM 

3100 sequencer (Applied Biosystems) を用いた。  

 

 

II-3. アレリズムテスト  

STM 遺伝子上に gor 変異  (G1016A) と stm-1 変異または stm-bum1-3 変異をヘ

テロに持つ植物体を作製するため、gor ヘテロ接合体と stm-1C へテロ接合体ま

たは stm-bum1-3 へテロ接合体を交配した。得られた F1 植物体についてそれぞ

れの変異を検出できる PCR プライマーセットを用いて遺伝子型を決定した。  

 

 

II-4. 二重変異体の作製  

gor wus 二重変異体を作製するため、gor ヘテロ接合体  (Col) と wus-1 ヘテロ
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接合体  (Ler) を交配した。それぞれの変異を検出する PCR プライマーセットを

用いて gor 変異および wus-1 変異をヘテロに持つ F1 植物体を選抜し、自殖させ

た F2 世代を解析に用いた。両変異体の遺伝的背景の違いが表現型に影響を及

ぼす可能性を考慮し、F2 世代で分離した wus-1 単独ホモ接合体と wus gor 二重

ホモ接合体をジェノタイピングにより多数同定し、形態の比較を行った。  

gor clv3 二重変異体を作製するため、gor ヘテロ接合体  (Col) と clv3-2 ホモ接

合体  (Ler) を交配した。clv3-2 変異体の表現型を示し、かつ gor 変異をヘテロ

に持つ F2 植物体を clv3 ホモ gor ヘテロ接合体として選抜し、自殖させた F3 世

代を解析に用いた。両変異体の遺伝的背景の違いが表現型に影響を及ぼす可能

性を考慮し、F3 世代で分離した gor 変異をホモに持つ植物体を clv3 gor 二重変

異体として、gor 変異を持たない植物体を clv3 変異体として、形態の比較を行

った。  

gor pny 二重変異体を作製するため、gor ヘテロ接合体  (Col) と pny-40126 ホ

モ接合体  (Col) を交配した。それぞれの変異を検出する PCR プライマーセッ

トを用いて gor 変異をヘテロに持ち、かつ pny 変異をホモに持つ F2 植物体を選

抜し、自殖させた F3 世代を解析に用いた。F3 世代で分離した pny 単独ホモ接

合体と gor pny 二重ホモ接合体をジェノタイピングにより多数同定し、形態の

比較を行った。  

 

 

II-5. コンストラクション  

 

II-5-1. 野生型STMゲノム断片およびG1016A変異型  (gor変異型 ) STMゲノム断

片のコンストラクション  

野生型STMゲノム断片  (genomic STMwt) を用いた相補性試験および、gor変異

体において同定されたSTM上のミスセンス変異  (G1016A)を含む STMゲノム断

片  (genomic STMG1016A) を用いた表現型再現実験のため、以下の手順  (図24.) で

コンストラクトを作製した。  

1. ProSTM::GUSで使用されたSTMのプロモーター領域を含むゲノム断片を

作製するために、Recombination system (渡邊、奈良先端科学技術大学院

大学、2006年、修士論文 ) を用い、ProSTM::GUSをバイナリーベクター

pBIN50上で改変した。  

2. ProSTM::GUSを鋳型とし、GUS領域および改変されたSTMの開始コドン

の直前の2塩基を、Recombination systemを用いて野生型STMゲノムおよ

びG1016A変異型STMゲノムへの組み換えを試みた。その結果、G1016A
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変異型STMゲノムに組み換わったコンストラクトが得られたが、3’UTR

内に１塩基の挿入が生じていた  (ProSTM7.6::STMG1016A 3’UTR mutation)。

また、野生型STMゲノムへと組み換わったコンストラクトは得られなか

った。  

3. 3’UTR内の変異を修正するため、また野生型STMゲノム断片を得るため

に以下の操作を行なった。野生型STMゲノム断片およびG1016A変異型

STMゲノム断片を作製するための操作は、4.における鋳型となるゲノム

DNAの由来以外はどちらとも同様のため、以下では野生型STMゲノム断

片の作製についてのみ記述する。  

4. STMの第２エキソン内のSacIサイトからProSTM::GUSで使用された下流

領域までを野生型植物体から抽出したゲノムを鋳型にして、以下のプラ

イマーセットを用いたPCR (PrimeSTAR HS DNA Polymerase (TaKaRa) を

使用 ) によって増幅した。その際、3’末端にPstIサイトを付加した。  

STMex2SacIF 5-AGCAAGAGCTCTCCAAACCTTTC-3 

STM-Pst1R 5-TGATGATCTGCAGCTCGAGGCTGACCCGATGTATC-3 
5. 増幅された断片を制限酵素SacIおよびPstIで処理し、クローニングベクタ

ーpAN19へクローニングした。  

6. ProSTM7.6::STMG1016A 3’UTR mutationを制限酵素SacIで処理することで

ProSTM::GUSで使用された STMの上流領域から STMの第二エキソンの

SacIサイトまでを含む断片を得た。この断片を5.で作製したプラスミド

のSacIサイトにクローニングすることで、ProSTM7.6::STMwtが完成した。 

7. 完成したProSTM7.6::STMwtを制限酵素AscIで処理し、pAN19からバイナ

リーベクターpBIN50へとクローニングした。  

8. ProSTM7.6::STMwtをアグロバクテリウムに導入し、その後、 stm-1C変異

体への形質転換を行ったが、表現型が相補された形質転換体が得られず、

このコンストラクトは機能的では無いことが明らかになった。この原因

を調べたところ、アグロバクテリウム中ではProSTM7.6::STMwtのSTM上

流領域が何らかの理由で欠失してしまい、そのため完全なSTMゲノム断

片が植物体に形質転換されないことが明らかになった。  

9. より短いSTM上流領域を用いることで、アグロバクテリウム中での問題

は解決できると考えた。そこで、ProSTM7.6::STMwtを制限酵素KpnIで処

理し、再びライゲーションを行なうことで、STMの開始コドンの上流約

4.4-kbに存在するKpnIサイトからその上流領域を取り除いた。  
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10. 以上の操作によりSTMの開始コドンの約4.4-kb上流から停止コドンの下

流約0.8-kbまでの領域が含まれるバイナリーベクター (genomic STMwt)が

完成した  (BAC F24O1 塩基32578から24407に相当する )。  

 

II-5-2. 野生型、gor変異型およびstm-1変異型STMの過剰発現体の解析のための

コンストラクション  

コンストラクションにはGatewayシステムを用いた。野生型STMおよびgor変

異 型 STM の 全 長 CDS を 、 そ れ ぞ れ の 植 物 に 由 来 す る cDNA を 鋳 型 と し 、

PrimeSTAR HS DNA Polymerase (TaKaRa) を用いたPCRにより増幅した。PCRに

は以下のプライマーセットを用いた。  

STM-attB1Fnew

 5-AAAAGCAGGATTGATGGAGAGTGGTTCCAACAGCACTT-3 
STM-attB2 

 5'-AGAAAGCTGGGTAAAGCATGGTGGAGGAG-3' 

増幅された断片に対し、さらに以下のプライマーセットを用いたPCRを行なう

ことでによりアダプター配列が付加された。  

attB1 adapter primer 5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT-3 

attB2 adapter primer 5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT-3 
増幅された断片をGateway BP Clonase (Invitrogen) を用いてpDONR221にクロー

ンングした。  

野生型 STM の全長 CDS がクローニングされた pDONR221 ベクターを鋳型と

し、QuickChange 法  (Wang and Malcolm, 1999) を用いて stm-1 変異の挿入を行

なった。PCR には以下のプライマーセットを用いた。  

STM-GuruMawa-F 5-GGATAGAGAGCTTAAAGGACAG-3 

STM-GuruMawa-mR 5-TCAGCTTATGGATCCACAAATTC-3 
Pro35S::STMwt、Pro35S::STMgorおよびPro35S::STMstm-1の構築のため、それぞ

れ の 全 長 CDS を Gateway LR Recombination Reactions (Invitrogen) を用 い て

pDONR221からバイナリーベクターpGWB2 (Nakagawa et al., 2007)へとクローニ

ングした。完成したコンストラクトは野生型Colに形質転換された。  

 

 

II-6. 形質転換植物体の作製  

各コンストラクトを含むバイナリーベクターを Agrobacterium tumefaciens 

GV3101::pMP90 株に導入した。これらのアグロバクテリウムを、花浸し法を用

いて植物体に感染させ、T1 種子を得た。形質転換体はカナマイシン  (20 µg/ml)
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を含むアガロース培地上で選抜した。  

genomic STMwt または genomic STMG1016A が形質転換された植物体における内

生の gor 変異および stm-1 変異のジェノタイピングは、以下の方法で行なった。

まず、以下に示すプライマーセットを用いた PCR により内生の STM のみを増

幅し、その PCR 産物を鋳型としてそれぞれの変異を検出するプライマーセット  

(II-1. 参照 ) を用いて再び PCR と制限酵素処理を行なった。  

STM-F3 5-ACTAGCCTATTCTTTTTCATTTCC-3 

STM-R7 5-GTTTAGTTAGTGCTCAAAATGTCAG-3 
 

 

II-7. 組織学的、形態学的観察  

 

II-7-1. 走査型電子顕微鏡を用いた観察  

芽生えおよび花茎先端を FAA (3.7 %ホルムアルデヒド、5 %酢酸、50 %エタ

ノール ) 中で室温、一晩固定した後、30 %エタノール、滅菌水で各ステップ 20

分間ずつ処理し加水した。さらにアセトンシリーズ  (25 %, 50 %, 75 %, 90 %, 

100 %×2) を用いて各ステップ 10 分間ずつ処理することでアセトンに置換し、

臨界点乾燥を行った。試料台に試料を固定し、必要に応じてトリミングを行っ

た。その後、イオンスパッタリング装置を用いて金蒸着を行い、観察した  (Ishida 

et al., 2000)。  

 

II-7-2. テクノビットを用いた組織切片の作製  

試料を FAA 中で 4 °C、一晩固定した後、エタノールシリーズで脱水した。

脱水した組織は Kulzer 社のマニュアルに従ってテクノビット 7100 に包埋した。

ミクロトームを用いて 5 μ� m の切片を作製した後、トルイジンブルーで染色し

観察した。  

 

II-7-3. 透明化処理  

試料をエタノールと酢酸を 9:1 に混合した溶液中で 4 °C、一晩固定した後、

エタノールシリーズにより水和した。その後、抱水クロラール溶液  (抱水クロ

ラール 8 g, 50 %グリセロール 2 ml, 滅菌水 1 ml) を用いて透明化を行なった。  

 

II-7-4. アニリンブルー染色よる観察  

芽生えの茎頂部を観察するために、Bougourd らの方法に従いアニリンブルー

染色による観察を行なった  (Bougourd et al., 2000) 。ただしサンプルのマウン
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トには抱水クロラール溶液を用いた。観察には共焦点顕微鏡 FV1000 (Olympus) 

を用いた。  

 

 

II-8. 発現解析  

 

II-8-1. in situ ハイブリダイゼーション法による解析  

発芽 5 日目の芽生えを PFA 固定液  (4 % パラホルムアルデヒド , 26 mM Nacl, 

1.4 mM Na2HPO4, 0.6 mM NaH2PO4 ) に浸透し、脱気後 4 °C で 1 晩定した。固定

した試料を脱水およびパラフィン包埋処理され、ミクロトームを用いて厚さ 8 

μm の連続切片を作製し、3-アミノプロピルトリエトキシシランでコーティング

したスライドクラスに貼り付けた。ハイブリダイゼーションは基本的に Takada

らの方法に従い  (Takada et al., 2001)、ハイブリダイゼーションの温度は 45 °C

で行った。Digoxigenin (DIG) でラベルした RNA プローブは、SP6、T3 または

T7RNA ポリメラーゼによる in vitro 転写系で合成した。  

STM 特異的アンチセンスプローブは以前に報告されているものを用いた  

(Long et al., 1996)。  

WUS 特異的アンチセンスプローブの作製のため、WUS cDNA の開始コドンか

ら SpeI サイトまでをプラスミドにクローニングしたものを鋳型とした。  

 

II-8-2. ß-glucuronidase (GUS) 染色と観察  

試料を 90 %アセトンで 15 分間処理した後、GUS 染色液  (0.5 mg/ml X-gluc, 5 

mM potassium ferricyanide, 5 mM potassium ferrocyanide, 0.1 % Triton X-100, 100 

mM NaPO4 (pH 7.0) , 10 mM EDTA) に移して脱気した。脱気後、組織を GUS 染

色液中に 37 °C、暗所にて適切な時間インキュベートし GUS 染色を行った。染

色後、組織を 70%エタノール中に移し色素が十分抜けるまで約１晩脱色、固定

した。その後、抱水クロラール溶液中にマウントし、観察を行った  (Takada et al., 

2001)。  

 

II-8-3. リアルタイム RT-PCR 法による解析  

1.RNA の抽出  

植物体を液体窒素中で凍結させ、QIAGEN 社の Tissue Lyser システムを用い

て破砕した。得られたサンプルから RNA を抽出した。RNA の抽出は QIAGEN

社の RNeasy Plant Mini Kit を用い、同社のプロトコルに従った。  
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2.DNA の除去と逆転写反応  

1 μg の total RNA から DNase I Amplification Grade (Invitrogen) を用いて

DNA を除去した。続いて SuperScript™ II RNase H-Reverse Transcriptase を用い

て SuperScript™ Preamplification System のプロトコルに従い、Oligo(dT)12-18 をプ

ライマーとして逆転写反応を行った。この反応液を 6 倍希釈し、リアルタイム

RT-PCR に用いた。  

 

3.リアルタイム RT-PCR 

リアルタイム RT-PCR には LightCycler (Roche Diagnostics 社 ) を使用した。

TaKaRa 社の SYBR® Premix EX Taq™ (Perfect Real Time) を使用し、同社のプロ

トコルに沿って行った。使用したプライマーセットを以下に示す。  

STM：  F 5-CCTAAAGAAGCTCGTCAACAACT-3 

 R 5-GGCGAGCTTTTGTTGCTC-3 
WUS：  F 5-GCGATGCTTATCTGGAACAT-3 

 R 5-CTTCCAGATGGCACCACTAC-3 
CLV3：  F 5-GTTCAAGGACTTTCCAACCGCAAGGTTA-3 

 R 5-CCTTCTCTGCTTCTCCATTTGCTCCAACC-3 
PNY：  F 5-GTGGGTCGTGGGATTTACAC-3 

 R 5-CATCAGAAACACCGCAGAGA-3 
BP：  F 5- AACCAAAGAAAGCGTCACTG -3  

 R 5-CATCACCCATGTAATGACCA-3 
IPT7：  F 5-AACCTAACGGCCACCCAGTA-3 

 R 5-TGTTGTTCGCTGAGAGTTTCGA-3 
AtGA20ox1：  F 5-AGCGAGGAGCTTATTTCAGA-3 

 R 5-GTTTTTCGGAGAGAGGCATA-3 
TUB4：  F 5-GAGGGAGCCATTGACAACATCTT-3 

 R 5-GCGAACAGTTCACAGCTATGTTCA-3 
 

 

II-9. 酵母を用いたタンパク質間の相互作用能の解析  

 

II-9-1. 野生型STM、gor変異型STMおよびAtMPB2Cの全長CDSのpGAD424およ

びpGBT9へのクローニング  
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野生型STM、gor変異型STMおよびAtMPB2Cの全長CDSを野生型またはgor変異

体に由来するcDNAを鋳型とし、PrimeSTAR HS DNA Polymerase (TaKaRa) を用

いたPCRにより増幅した。PCRには以下のプライマーセットを用いた。  

STM-EcoRIY2H  5-GAAAGAATTCATGGAGAGTGGTTCCAACAGC-3 

STMcDNA-BamHI 5-ACCCGGGATCCTCAAAGCATGGTGGAGGAG-3 
AtMPB2C-EcoRIY2H 5'-GACGGAATTCATGTATGAGCAGCAGCAAC-3' 

AtMPB2CcDNA-BamHIY2H 

    5'-TGAGGATTCCTTAATATGTAAAGGCTAGTGATTGC-3' 

増幅された断片を Zero Blunt TOPO PCR Cloning Kit (Invitrogen) を用いて

pCR-BluntII-TOPOにクローニングした。このプラスミドに対し制限酵素EcoRI

およびBamHIで処理することで全長CDSを含む断片を得た。その後、全長CDS

を 含 む 断 片 を pGAD424 お よ び pGBT9 に ク ロ ー ニ ン グ す る こ と で

pSTM-GAL4-AD、 pSTMgor-GAL4-AD、 pATMPB2C-GAL4-AD、 pSTM-GAL4-BD 

pSTMgor-GAL4-BDおよびpATMPB2C- GAL4-BDが完成した。  

 

II-9-2. 酵母への形質転換  

完成したコンストラクト、また  Harley Smith博士より分与していただいた

pPNY-GAL4-BD (pBD-GAL4 Cam に 由 来 す る ; Kanrar et al., 2006) お よ び

pPNY-GAL4-AD (pAG-GAL4-2.1に由来する ) を以下の組み合わせで酵母へ形質

転換した。  

・STMおよびgor変異型STMタンパク質とPNYタンパク質の相互作用能の検定  

Prey     Bait 

pSTM-GAL4-AD   pSTM-GAL4-BD 

pSTM-GAL4-AD   pSTMgor-GAL4-BD 

pSTM-GAL4-AD   pPNY-GAL4-BD 

pSTMgor-GAL4-AD  pSTM-GAL4-BD 

pSTMgor-GAL4-AD  pSTMgor-GAL4-BD 

pSTMgor-GAL4-AD  pPNY-GAL4-BD 

pPNY-GAL4-AD   pSTM-GAL4-BD 

pPNY-GAL4-AD   pSTMgor-GAL4-BD 

pPNY-GAL4-AD   pPNY-GAL4-BD 

 

・STMおよびgor変異型STMタンパク質とAtMPB2Cの相互作用の検定  

Prey     Bait 

pSTM-GAL4-AD   pSTM-GAL4-BD 
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pSTM-GAL4-AD   pSTMgor-GAL4-BD 

pSTM-GAL4-AD   pATMPB2C-GAL4-BD 

pSTMgor-GAL4-AD  pSTM-GAL4-BD 

pSTMgor-GAL4-AD  pSTMgor-GAL4-BD 

pSTMgor-GAL4-AD  pATMPB2C-GAL4-BD 

pATMPB2C-GAL4-AD pSTM-GAL4-BD 

pATMPB2C-GAL4-AD pSTMgor-GAL4-BD 

pATMPB2C-GAL4-AD pATMPB2C-GAL4-BD 

形質転換は Fast Yeast Transformation Kit (G-Biosciences/Genotech) を用い、同社

のプロトコルに従って行なった。酵母は AH109 株を用いた。  

 

II-9-3. Yeast two-hybrid アッセイおよび ß-ガラクトシダーゼ活性測定  

タンパク質間の相互作用能の検定は、以前に記述された方法に従って行なっ

た  (Fukaki et al., 2005)。  

 

 

II-10. 抗 STM 抗体を用いたウェスタンブロット解析  

 

II-10-1. 抗 STM 抗体の作製  

抗 STM 抗体の作製に用いたペプチドは STM と STM のホモログタンパク質と

を比較し、STM タンパク質中のアミノ酸配列の特異性、表面への露出性などを

検討した後  (図 26.)、 STM タンパク質のホメオドメイン前方の 232-248 

(CETAIDRNNNGSSEEEVD) ア ミ ノ 酸 お よ び N 末 端 に 近 い 39-55 

(CHHGHDHQHQQQEHDGYA) アミノ酸のペプチド配列を用いることにした。

この 2 つの抗原部位はナンセンス変異である stm-1 変異や stm-bum1-3 変異の部

位より N 末端側に位置する  (図 18.C)。また、図 26.中に示す Robson and Gamier

の文字列はアミノ酸配列から予測したタンパク質の二次構造  (H; αヘリック

ス  E; βストランド  C; ランダムコイル  T; ターン  )、Second structure の文字

列は構造既知のタンパク質とのマルチプルアライメントから予測したタンパク

質の二次構造  (H; αヘリックス  E; βストランド  L; ループ  )、Accessibility

の文字列は溶媒との接触率  (e; 接触率大  _b; 接触率小  )、そして Total の値は

二次構造予測、Accessibility、Flexibility (柔軟性 )、surface probability (表面への

露出のしやすさ )、Antigenecity (抗原性 )、Hydrophilicity (親水性 )、および Dipole 

(極性 )の全てを統合した予想抗原性を意味する。抗原となるペプチドの作製お

よ び ウ サ ギ に よ る 抗 血 清 の 作 製 は MEDICAL and BIOLOGICAL 
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LABORATORIES CO.,LTD (Nagoya, Japan) に依頼した。  

 

II-10-2. GST 融合 STM タンパク質発現ベクターのコンストラクション  

野生型Lerに由来するcDNAを鋳型とし、以下のプライマーセットを用いて増

幅したSTMの全長CDSをクローニングしたプラスミドが、当研究室において既

に作製されていた。  

STMcDNA-Bamh1F 5-ACCCGGGATCCGAGAAGATGGAGAGTGGTT-3 

STMcDNA-BamH1R 5-ACCCGGGGATCCTCAAAGCATGGTGGAGGAG-3 
このプラスミドをBamHIで処理することで、STMの全長CDSを含む断片を得た。

その後、全長CDSを含む断片をpGEX6P-1 (GE healthcare) にクローニングする

ことでGST-STM発現ベクターが完成した。  

 

II-10-3. GST 融合 STM タンパク質の発現の発現誘導  

完成した GST-STM 発現ベクター、および発現誘導のポジティブコントロー

ルとして pGEX6P-1 空ベクターを大腸菌 BL21 株に形質転換した。発現誘導に

は 0.3 mM の Isopropyl ß-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) を用いた。  

 

II-10-4. 植物体からの全タンパク質の抽出  

全タンパク質を抽出するサンプルとして、発芽後 7 日目の芽生えの根および

子葉を切除した胚軸を含む茎頂部を約 50 mg 用いた。液体窒素で凍結させたサ

ンプルを QIAGEN 社の Tissue Lyser システムを用いて破砕した。1000 µl の 2×

SDS サンプルバッファー  (100 mM Tris-HCl (pH 6.8), 4 % SDS, 20 % glycerol, 

0.01 % bromophenol blue, 2 % 2-mercaptoethanol) を加えボルテックスでよく撹

拌した後、サンプルを新しいチューブに移し替え、80 °C で 5 分間加熱した。

その後 15000 rpm、25 °C で 10 分間遠心し上清を回収し、これを全タンパク質

抽出液とした。  

 

II-10-5. ウェスタンブロット解析  

10 %ポリアクリルアミドゲルを作製し、試料をアプライした後 20 mA (ゲル 1

枚あたり ) の定電流で電気泳動を行なった。その後 15V の定電圧でゲル内のタ

ンパク質を PVDF 膜  (Immobilon; MILLIPORE 社 ) にセミドライ方式で転写した。

この PVDF 膜を１時間、MT-TBS (5 % skim milk, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 25 

mM Tris-HCl (pH 7.4), 0.05% Tween20) でブロッキングした後、T-TBS (137 mM 

NaCl, 2.7 mM KCl, 25 mM Tris-HCl (pH 7.4), 0.05% Tween20) で液を交換しなが

ら 5 分、15 分、5 分間振盪洗浄した。TBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 25 mM 
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Tris-HCl (pH 7.4)) で 5 分間振盪洗浄した後、抗 STM 抗体を 1:1000 で希釈した

MT-TBS を用いて振盪させながら 1 時間、常温で一次抗体反応を行なった。そ

の後、先ほどと同様に T-TBS および TBS を用いて振盪洗浄した後、ECLTM Anti 

Rabbit IgG, Horseradish Peroxidase-Linked Whole Antibody (from donkey) (GE 

healthcare) を 1:10000 で希釈した MT-TBS を用いて振盪させながら 1 時間、常

温で二次抗体反応を行なった。バンドの検出には ECL Plus (GE healthcare) を使

用し、LAS-1000 (FUJIFILM) を用いて化学蛍光画像を取得した。  
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III. 結果  
 

III-1. gorgon変異体の形態学的解析  

 

III-1-1. シロイヌナズナ劣性変異体gorgon 

gorgon (gor) 変異体は、生殖成長期における地上部器官の形成に様々な異常

を示す劣性の変異体として単離された。花茎先端部に形成される花や枝  (後述 ) 

がギリシャ神話に登場する蛇の髪の毛を持つ女神ゴルゴンを思い起こさせる

ことから、この変異体はgorgon変異体と名付けられた。  

野生型植物体は生殖成長期に移行すると花茎を伸長させ、そして花茎先端部

から花芽を連続して形成し続ける  (図2.A, B)。また、生殖成長期にはロゼット

葉および茎生葉の腋において形成された腋芽分裂組織から二次シュートが発

達する  (図2.B矢印 )。一方、gor変異体では抽薹が野生型よりもわずかに遅れて

開始される傾向があるが、花茎の伸長速度には顕著な異常は観察されなかった  

(図2.C)。しかし、抽薹後しばらくの間は花茎先端には明確な花芽は形成されず

に突起状の構造物が形成され、花茎先端部が徐々に肥大化していった  (図2.D)。

その後、肥大化した先端部から多数の花や枝がほぼ同時に形成された  (図2.E, 

F)。これらの枝の中には、枝同士が融合しているものも観察された  (図2.G)。

さらにgor変異体においては、ロゼット葉や茎生葉が正常に形成されるものの、

その腋からは二次シュートがほとんど形成されなかった  (図2.C矢印 )。  

 

III-1-2. 生殖成長期におけるgor変異体の表現型解析  

gor変異体の生殖生長期は、その表現型から2つの発達段階に分けることでき

ると考えられる。生殖生長期の初期では、肥大化した花茎先端部から花芽が形

成されずに、突起状構造物が形成される。生殖生長期の後期では、花茎先端か

ら複数同時に花や枝が形成される。このような表現型は、茎頂分裂組織に異常

が生じていることに起因するのではないかと推測した。このことについて調べ

るため、２つの発達段階についてそれぞれ茎頂分裂組織を含む茎頂部や、そこ

から形成された器官の形態学的解析を行った。  

 

III-1-2-1. 生殖成長期の初期におけるgor変異体の表現型解析  

まず、抽薹開始直後の花茎を用いて生殖生長期の初期におけるgor変異体の表

現型解析を行なった。この時期の野生型植物体の花茎先端部では、茎頂分裂組

織を中心にして周辺部から花芽分裂組織がらせん状に連続して形成され  (図

3.A)、各花芽分裂組織からは花器官が形成される  (図3.A矢印 )。またこの様な
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らせん状を示す花序のパターンは、花茎が伸長して花芽の形成が停止するまで

維持される。一方、抽薹開始直後のgor変異体では、花茎先端の周辺部から複数

の突起状の構造物が形成されていたものの、野生型植物体で観察される様なら

せん状の花序は示しておらず、突起状の構造物からは花器官が形成されていな

かった  (図3.B矢尻 )。またgor変異体における花茎先端中央部の領域は、野生型

植物体の茎頂分裂組織と比較して著しく拡大していた  (図3.B)。  

gor変異体における肥大化した茎頂部、およびにそこから形成された突起状の

構造物についてより詳細に解析するために、レポーター遺伝子を用いた発現解

析を行なった。まずは、分裂組織において幹細胞が含まれる領域で発現する

ProCLAVATA3::GUS (ProCLV3::GUS) について解析を行なった。ProCLV3::GUS

の活性は、野生型植物体の花茎先端部において茎頂分裂組織の中央部で観察さ

れた  (図4.A)。また、発生初期の花芽分裂組織ではGUSの活性は検出されなか

ったが、花芽の発生が進むと花芽分裂組織の中央部で再び活性が検出された  

(図4.A矢尻 )。一方、gor変異体においては花茎先端の肥大化した中央部でのみ

ProCLV3::GUSの活性が観察され、周囲の突起状の構造物ではGUSの活性は観察

されなかった  (図4.D)。次に、花芽において強く発現するレポーター遺伝子で

あるProLFAFY::GUS (ProLFY::GUS) について調べたところ、このレポーターの

活性は、野生型植物体において茎頂分裂組織ではほとんど観察されなかったが、

花芽分裂組織および花器官の基部において主に観察された  (図4.B)。一方、gor

変異体においてはProLFY::GUSの活性は花茎先端の中央部ではほとんど観察さ

れず、突起状の構造物でのみ観察された  (図4.E)。また、ProAGAMOUS::GUS 

(ProAG::GUS) の活性は野生型植物体においては茎頂分裂組織では検出されず、

花 芽 分 裂 組 織 で の み 検 出 さ れ た  ( 図 4.C) 。 一 方 、 gor 変 異 体 に お い て は

ProAG::GUSの活性が花茎先端の中央部でのみ観察され、突起状の構造物では全

く観察されなかった  (図4.F)。  

以上の解析から、gor変異体の花茎先端部の性質を以下の様に考えることがで

きる。gor変異体の花茎先端の肥大化した中央部の領域ではProCLV3::GUSの活

性が検出されることから、この領域は茎頂分裂組織としてのアイデンティティ

を有していると考えられる。しかしながら、同じ領域において異所的に

ProAG::GUSの活性が検出されるため、gor変異体の茎頂分裂組織は、野生型植

物体のものと完全に同一の性質を有するわけではないだろう。また、gor変異体

の 突 起 状 の 構 造 物 に お い て も 野 生 型 植 物 体 の 花 芽 分 裂 組 織 と 同 様 に

ProLFY::GUSの活性が検出されることから、この構造物は花芽分裂組織として

のアイデンティティを有していることが示唆される。しかし、突起状の構造物

は花器官を形成しない。また、CLV3の発現は分裂組織における幹細胞の活性と



 23

相関があることが報告されているが  (Brand et al., 2000; Reddy and Meyerowitz, 

2005)、gor変異体における突起状の構造物ではProCLV3::GUS活性が検出されな

い。このことから、突起状の構造物では幹細胞の確立に異常が生じており、そ

のために花器官を形成できないという可能性が考えられる。また、花芽分裂組

織における幹細胞の確立にはWUSの活性化が必要であることや、AGやCLV3の

発現がWUSによって誘導されることが報告されている  (Schoof et al., 2000; 

Lenhard et al., 2001; Lohmann et al., 2001)。そのため、突起状構造物における

ProCLV3::GUSやProAG::GUSの活性の欠失は、この構造物においてWUSが発現

しないことを示唆しているのかもしれない。  

 

III-1-2-2. 生殖成長期の後期におけるgor変異体の表現型解析  

花茎の伸長が更に進むと、gor変異体の花茎先端部では突起状の器官が形成さ

れる領域が茎頂の中央部に向かって拡大し、逆に中央部の茎頂分裂組織に相当

する領域が縮小していった  (図3.C, D)。やがて花茎先端の表面全体から、花や

枝の原基が不規則な配置で形成された  (図3.E)。そこで、生殖生長期の後期に

おいてgor変異体から形成された花についての形態学的解析を行なった。野生型

植物体の花器官は、花芽分裂組織の外側から順に4つの同心円  (ウォール ) 上に

形成される。一番外側の第1ウォールからは4枚のがく片、第2ウォールからは4

枚の花弁、第3ウォールからは6本の雄ずい、最も内側の第4ウォールからは2枚

の心皮が形成される  (図5.A-D)。心皮は融合して1つの雌ずいを形成し  (図5.E

矢印 )、その内部には胚珠が生じる。野生型植物体では一番内側の雌ずいが形成

されると花芽分裂組織の活性が停止する  (Lenhard et al., 2001; Lohmann et al., 

2001)。一方、gor変異体ではほぼ全ての花に顕著な形態異常が観察された。各

花の表現型にはばらつきが見られたが、その多くは以下の二種類に大別された。

一つは、ほぼ全ての花器官が心皮状の器官へと変化したものである  (図5.F)。

このタイプの花では、それぞれの花器官が先端部に柱頭状の構造を持ち、周縁

部に胚珠状の器官を持つ。また、各ウォールから形成される器官の数が一定で

はなく、配置が大きく乱れるため、明瞭な同心円状のウォール構造を示さない

場合もあった。もう一つのタイプの花は、各ウォールの花器官のアイデンティ

ティには大きな変化が見られないが、器官の数や形態が一部変化したものであ

る。これらの花では野生型同様に第1ウォールにがく片が形成されるものの、

がく片同士の融合がまれに観察された。また、第2ウォールでは花弁の数が減

少する傾向があり、しばしばフィラメント状の器官が形成された  (図5.G)。第3

ウォールでは雄ずいの数が減少する傾向があり、まれに開裂しない葯を持つ雄

ずいが形成された。第4ウォールでは開裂した心皮からなる雌ずいのような器
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官が形成された。このように、それぞれのタイプの花の表現型は大きく異なっ

ていたが、両者に共通した表現型も観察された。どちらのタイプの花でも、中

央部に開裂した心皮状の器官が形成された後、野生型植物体の花のように花芽

分裂組織の活性が停止することは無く、その内側から新たな花器官や花の様な

器官が形成された  (図5.H, I)。  

以上の解析から、gor変異体の生殖成長期における2つの発達段階は次の様に

特徴づけられる。1) 生殖成長期の初期では花茎先端部に肥大化した茎頂分裂組

織が形成されるとともに、正常な花芽や側枝の形成が阻害される。2) 生殖成長

期の後期では茎頂分裂組織から花芽が形成されるものの、個々の花芽では分裂

組織の適切な停止ができずに心皮の内側から新たな花器官が形成される。  

 

III-1-3. 栄養成長期におけるgor変異体の表現型解析  

gor変異体における形態異常がいつから生じているのかを調べるため、発芽直

後から栄養成長期についての詳細な観察を行なった。  

発芽後直後の gor変異体の芽生えにおいては外観的な異常は観察されない  

(図6.A, D)。しかし、透明化処理を行ない、茎頂分裂組織を中心に観察を行なっ

たところ、gor変異体の茎頂分裂組織は野生型植物体のものよりも大きいことが

明らかになった  (Data not shown)。そこで、より詳細な観察のために、アニリ

ンブルー染色を用いた共焦点顕微鏡による解析を行なった  (図6.B, E)。茎頂分

裂組織のほぼ中央部を通過する縦断光学切片を作製し、そこに含まれる茎頂分

裂組織の面積を野生型植物体とgor変異体とで比較した。その結果、発芽直後の

gor変異体の芽生えにおいて、茎頂分裂組織のサイズが野生型植物体の約2倍に

拡大していることが明らかになった  (図6.G, H)。なお、ここでは茎頂分裂組織

の領域を決める指標として、茎頂分裂組織に含まれる未分化な細胞は、小さく、

細胞質を多く含む細胞であることを利用した。発芽後10日目の栄養成長期の植

物体についてもテクノビットを用いた縦断組織切片を作製して観察を行った。

野生型植物体の茎頂分裂組織はトルイジンブルーに対して染色性が高い小型

の細胞からなり、L1、L2、L3の3層から成る整然とした層構造を示していた  (図

6.C)。一方、gor変異体の茎頂分裂組織ではL2、L3層に相当する明確な細胞層は

観察されなかった。また、染色性が高い小さな細胞の占める領域が野生型に比

べて特に下部方向へ拡大していていた  (図6.F)。以上から、gor変異体における

茎頂分裂組織の肥大化が発芽直後から既に生じていることが明らかになった。 

次により発生初期段階の影響を調べるため、走査型電子顕微鏡を用いて成熟

胚の茎頂分裂組織を観察した。gorヘテロ接合体より得られた次世代の成熟胚  

(n=45) を観察したが、顕著に茎頂分裂組織のサイズが変化している個体は観察
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されなかった。また、茎頂分裂組織で活性を示すマーカー遺伝子である

ProSHOOT MERISTEMLESS::GUS (ProSTM::GUS) を用いて観察を行なったとこ

ろ、gorヘテロ接合体より得られた次世代の心臓型胚  (図7.A; 野生型植物体由

来  n=11, 図8.B; gorへテロ接合体由来  n=24) および子葉屈曲期胚  (図7.C; 野

生型植物体由来  n=10, 図8.D; gorへテロ接合体由来  n=23) においてGUSの活

性が検出される領域が野生型と大きく異なるものは観察されなかった。以上の

結果より、gor変異体において観察される茎頂分裂組織の異常は茎頂分裂組織が

形成された後、胚発生の終結以降に生じることが明らかになった。  

次に、gor変異体における栄養成長期の器官形成について解析するために、ロ

ゼット葉の形成について観察を行なった。茎頂分裂組織の観察と同様アニリン

ブルー染色による共焦点顕微鏡像を用い、発芽直後の芽生えの第1、2葉の原基

の面積を比較すると、gor変異体における第1、2葉の原基のサイズは野生型植物

体の約2/3に減少していることが明らかになった  (図6.B, E, G, H)。野生型のシ

ロイヌナズナは発芽後に一対の子葉および第1、2葉を十字の配置に展開させる。

その後、栄養成長期に形成されるロゼット葉はらせん状の葉序を示す  (図8.A, 

B)。また、発芽直後のgor変異体の芽生えにおいても野生型と同様に子葉および

第1、2葉が十字の配置に展開した。そしてその後、ほぼ全ての個体で葉序の乱

れは観察されず、らせん状の葉序を示したが、まれにロゼット葉の第3～6葉が

十字対生を示す個体も観察された  (図8.C, D)。  

以上の解析から、gor変異体においては、胚発生期より後に茎頂分裂組織の肥

大化、および器官形成のわずかな遅延が生じることが明らかになった。  

 

 

III-2. gor変異体の原因遺伝子の同定  

 

III-2-1. マッピングおよびシークエンスによる解析  

gor変異体の原因遺伝子を同定するために、前任者である当研究室の新濱氏に

よって生殖成長期の表現型に基づいた原因遺伝子のマッピングが行なわれた。

その結果、gor遺伝子座は１番染色体南側の4つのBAC; F19K23、F24O1、T3P18、

F23N19に含まれる64遺伝子内に存在することが明らかになった。これらの遺伝

子の一部についてシークエンスを行なった結果、 gor変異体には At1g62360; 

SHOOT MERISTEMLESS (STM) 遺伝子のコード領域において1塩基の置換  (コ

ード領域上で1016番目の塩基であるGからAへの置換 ; G1016A) が生じている

ことが明らかとなった  (図9.)。前任者による配列解析はコード領域に限られて

いたため、今回新たにSTMコード領域の上流約7.6kb、下流約0.8kbおよびイント
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ロンについてもシークエンスを行なった。その結果、この領域での変異箇所は

コード領域内のG1016A変異のみであることが明らかとなった。  

STMタンパク質はDNA結合ドメインであるホメオドメインを持つ転写因子

である。ホメオドメインには3つのへリックスが含まれ、そのうち3番目のへリ

ックスはDNAの認識部位として機能することが報告されている  (Gehring et al., 

1994; Banerjee-Basu and Baxevanis, 2001; Chi, 2005)。gor変異体ではこの3番目の

へリックス内で高度に保存されているアミノ酸の1つに置換が起きていた  (図

9.B; 339番目のアルギニン  (R) のリシン  (K) への変異  (R339K) )。  

これまでに数多くの機能喪失型のSTMアリルが単離されており、いずれの変

異体においても茎頂分裂組織を全く形成しない、または形成しても適切に維持

できないことが報告されている  (Barton and Poethig, 1993; Endrizzi et al., 1996; 

Felix et al., 1996; Long and Barton, 1998; Jasinski et al., 2005; Kanrar et al., 2006)。

一方、gor変異体ではSTM遺伝子上に1塩基の置換が認められるものの、既知の

stm変異体において観察される表現型とは全く異なり、茎頂分裂組織が肥大化す

る。そこで、gor変異体の表現型がSTM遺伝子上のG1016A変異に起因するかど

うかを調べるため、既知の機能喪失型stm劣性変異体とgor変異体を用いたアレ

リズムテスト、野生型STMゲノム断片を用いた相補性試験およびG1016A変異型

STMゲノム断片を用いた表現型再現実験を行った。  

 

III-2-2. アレリズムテストによる解析  

まず、STMの強い変異アリルであるstm-1変異体を用いてアレリズムテストを

行なった。stm-1変異体はLer系統から得られたアリルであり、Col系統の変異体

であるgorとは遺伝的背景が異なる。そこで、アレリズムテストを行なうにあた

り、変異体の背景を可能な限り合わせるためにstm-1変異体をColに5回バックク

ロスした植物体  (stm-1C変異体 ) を作製した。Col背景のstm-1C変異体において

もLer背景のstm-1変異体の様に子葉柄同士の融合が観察された  (図10.A)。一方、

stm-1変異体は発芽後ほとんど葉を形成しないが、stm-1C変異体はstm-1変異体よ

りも若干表現型は弱く、芽生えにおいて茎頂分裂組織が欠失または大きく減少

するものの、再び葉を不連続に形成した。そして葉の形成の再開と停止を繰り

返しつつ成長し、やぶ状の外観を示した  (図10.B)。その後、stm-1C変異体は花

茎を伸長させ、花を形成した  (図11.C)。しかし、規則正しい花序は示さず、ま

た、全ての花器官を形成する前に花芽分裂組織の活性が失われるために、雌ず

いを欠いた花が形成された  (図10.D)。また、stm-1C変異体においては葉や花柄

どうしの融合も観察された。次に、stm-1Cヘテロ接合体とgorヘテロ接合体を交

配し、STM遺伝子上に両方の変異をヘテロに持つF１植物体  (stm-1C/G1016A) 
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を作製した。stm-1C/G1016A植物体の芽生えは、stm-1C変異体のような子葉柄の

融合や茎頂分裂組織の欠失といった異常は示さず、gor変異体や野生型植物体と

同様に発芽後すぐにロゼット葉を展開し始めた  (図10.E)。その後も茎頂分裂組

織は活性を失うことなく連続してらせん状の葉序を示すロゼット葉を形成し、

生殖成長期に移行するとそのまま抽薹した  (図10.F, H)。しかし、花茎先端に形

成された花芽では、stm-1C変異体の様に花柄どうしが融合しているものなどが

観察され、また、野生型植物体のようならせん状の花序は示さなかった  (図

10.G)。stm-1C/G1016A植物体において形成された多くの花の中央部には2枚の心

皮からなる雌ずいが存在したが、心皮は融合せずに開裂していた  (図10.I, J)。

この表現型は野生型植物体とは異なりgor変異体において形成される花と酷似

している  (図5.H)。以上の観察からstm-1C/G1016A植物体は、stm-1C変異体とgor

変異体の両方の特徴をあわせもつ表現型を示すことが明らかとなった。  

さらに、stm-1とは異なるアリルであるCol系統のstm-bum1-3変異体を用いて、

gor変異体とのアレリズムテストを行った。stm-bum1-3変異体はstm-1C変異体と

比較すると表現型は弱く、発芽直後に葉を数枚形成するまで葉の発生が停止す

ることはない (図11.A)。しかし、既知の機能喪失型stm変異体と同様に発生の途

中で茎頂分裂組織が維持できないため、葉序が乱れてやぶ状の表現型を示す  

(図11.B, C)。また、花芽分裂組織の活性は雄ずいを形成すると失われるために、

形成された花は雌ずいを欠いていた  (図11.D)。一方、STM遺伝子上にstm-bum1-3

変異とG1016A変異をヘテロに持つ F１植物体  (stm-bum1-3/G1016A) は葉を展

開し続け  (図11.E)、やがて抽薹を開始した  (図11.F)。 stm-bum1-3/G1016A植物

体の花茎では、gor変異体の花茎と同様に先端部の肥大化が生じ、突起状の器官

が形成された  (図11.G, H)。また、多くの花の中央には開裂した心皮が形成され、

その内側からは新たな花器官や花が形成された  (図11.I, J)。これらの観察から、

stm-bum1-3/G1016A植物体もstm-1C/G1016A植物体と同様に、野生型植物体とは

異なり、gor変異体に近い表現型を示すことが明らかとなった。  

以上の結果から、stm-1変異またはstm-bum1-3変異を含むゲノムではgor変異体

の表現型を完全には回復できないことが明らかになった。このことより、gor

表現型を引き起こす変異はstm-1変異およびstm-bum1-3変異型STMとアレリック

であること、またこの変異がG1016A変異に対応することが強く示唆された。  

 

III-2-3. 野生型STMゲノム断片およびG1016A変異型  (gor変異型 ) STMゲノム

断片による解析  

次にコーディング領域の上流 4.4kbおよび下流 0.8kbを含む約 8.1kbの野生型

STMゲノム断片  (genomic STMwt) を用いた相補性試験を行った。まずはgenomic 
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STMwtが機能的なゲノム断片であるかどうかを確かめるため、stm-1Cヘテロ接合

体に対してgenomic STMwtの形質転換を行なった。その結果、次世代で得られた

stm-1Cホモ接合体のT1形質転換体は、全て野生型同様の表現型を示した  (Data 

not shown)。このことからgenomic STMwtが機能的であることが確認された。そ

こで、このgenomic STMwtをgorヘテロ接合体に対して形質転換し、T1世代にお

いて独立した10ラインのgorホモおよびヘテロ接合体を得た。全てのラインから

得られたT2世代の genomic STMwt形質転換体のうち、内生の STM遺伝子上に

G1016A変異をホモに持つ植物体を観察したところ、全てのラインから、gor変

異体の表現型を示さずに、野生型植物体と見分けがつかない植物体が得られた  

(図12.A, C)。以上の結果より、野生型STMゲノム断片によりgor変異体の表現型

が完全に相補されることが示された。  

最後に、 gor 変異体において同定された STM 遺伝子上のミスセンス変異

G1016A が gor 表現型の原因であるかどうかを確かめるため、相補性試験に用い

たゲノム断片に G1016A 変異が導入された STM ゲノム断片  (genomic STMG1016A) 

を作製し、stm-1C ヘテロ接合体に対して形質転換を行なった。次世代以降に得

られた独立した 7 ラインの stm-1C ホモ接合体の genomic STMG1016A 形質転換体

において、生殖成長期の初期における茎頂部の肥大化や、突起状の器官の形成、

生殖成長期の後期における花茎先端部からの複数同時に生じる花や枝の形成な

ど、gor 変異体と同様の表現型が観察された  (図 12.B, D)。以上の結果より、

G1016A 変異型 STM ゲノム断片により gor 変異体の表現型が引き起こされるこ

とが示された。一方、genomic STMG1016A が野生型背景や stm-1C ヘテロ接合体背

景に形質転換された植物体は野生型植物体と見分けがつかなかった  (Data not 

shown)。このことからも gor アリルは野生型 STM アリルに対して劣性であるこ

とが示された。  

ここまでの結果より、STM遺伝子のコード領域上のミスセンス変異G1016Aが

実際にgor表現型の原因であり、また、gorアリルは既知の機能喪失型stmアリル

とは全く異なる影響を茎頂分裂組織の発生に与えるSTMの新奇アリルであるこ

とが明らかになった。  

 

 

III-3. gor変異体における茎頂分裂組織関連遺伝子の発現パターンの解析  

 

III-3-1. 定量的リアルタイムRT-PCR法による解析  

gor変異と stm変異が茎頂分裂組織の機能に与える影響の違いをより詳細に調

べるため、定量的リアルタイムRT-PCR法を用いて茎頂分裂組織の形成と維持
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に関わる遺伝子の発現量を比較した。サンプルには発芽後5日目の野生型植物

体、gor変異体およびstm-1C変異体の芽生えの地上部全体から抽出したRNAを用

いた。  

まず、茎頂分裂組織のサイズを制御する主要な因子であるWUSおよびCLV3

について調べたところ、gor変異体における両遺伝子の発現量はそれぞれ野生型

の約6.4倍および約2.1倍に増加していた  (図13.)。一方、stm-1C変異体において

CLV3の発現量は約0.3倍に減少していた  (図13.)。stm-1C変異体においてWUSの

発現量は平均約3.7倍と増加を示したが、繰り返し実験における結果のばらつき

が非常に大きかった  (図13.)。このばらつきはstm-1C変異体において茎頂分裂組

織および葉の形成が不規則かつ不完全に起きていることを反映しているのか

もしれない。茎頂分裂組織において発現し、STMとともに茎頂分裂組織の維持

に関与しているPENNYWISE (PNY)およびBREVIPEDICELLUS (BP) (Byrne et al., 

2002; Byrne et al., 2003; Bhatt et al., 2004) の発現量は、それぞれgor変異体にお

いて野生型植物体よりもわずかに増加していた  (図13.)。一方、stm-1C変異体に

おいてはこれらの遺伝子の発現量がそれぞれ野生型植物体の約0.5倍、0.8倍に

減少していた  (図13.)。植物ホルモンの一種であるサイトカイニンは細胞分裂

を促進することで茎頂分裂組織の活性に対して正に機能すること、一方、ジベ

レリンは器官分化を促進することで茎頂分裂組織の維持に対して負に機能す

ることが知られている  (Riou-Khamlichi et al., 1999; Higuchi et al., 2004; Fleet 

and Sun, 2005)。そこで、それぞれのホルモンの生合成に関わり、STMによって

発現が制御されていることが示唆されている ISOPENTENYL TRANSFERASE7 

(IPT7) お よ び ARABIDOPSIS THALIANA GIBBERELLIN 20-OXIDASE 1 

(AtGA20ox1) の発現量について比較を行った  (Hay et al., 2002; Jasinski et al., 

2005; Yanai et al., 2005)。gor変異体において IPT7の発現量が野生型の約1.6倍に、

AtGA20ox1は約1.5倍に増加していた  (図13.)。stm-1C変異体においては IPT7の発

現量は3.7倍に増加し、AtGA20ox1の発現量はstm-1C変異体と野生型でほとんど

差が見られなかった  (図13.)。  

以上の結果から、gor変異体とstm-1C変異体とでは茎頂分裂組織の形成・維持

に関わる遺伝子や植物ホルモンの生合成に関わる遺伝子の発現に与える影響

が大きく異なることが明らかとなった。  

 

III-3-2. in situ ハイブリダイゼーション法およびレポーター遺伝子による解析  

定量的リアルタイムRT-PCR法による発現量の解析を行なった遺伝子のうち、

WUSおよびCLV3の発現量の変動がgor変異体において特に大きかった。そこで、

これらの遺伝子のgor変異体における空間的な発現パターンを調べるために、in 
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situ ハイブリダイゼーション法およびレポーター遺伝子を用いた解析を行っ

た。発現パターンを解析するサンプルは、定量的リアルタイムRT-PCR法の場

合と同様に発芽後5日目の芽生えを用いた。  

まずWUS特異的プローブを用いた in situ ハイブリダイゼーションを行った。

その結果、野生型植物体においてWUSは茎頂分裂組織のほぼ中心部で、表層か

ら数えて 3～ 4層目に位置する形成中心で特異的に発現していた  (図 14.A; 

Mayer et al., 1998)。一方、gor変異体におけるWUSの発現領域は、野生型植物体

における発現部位よりも上方および側方へと拡大し、L2層に相当する領域まで

達していた  (図14.B)。  

次にCLV3の発現領域をレポーター遺伝子であるProCLV3::GUSを用いて調べ

た。野生型植物体において、GUSの活性は茎頂分裂組織の中央部で観察された  

(図14.C)。この結果はこれまでに報告されているCLV3の発現パターンと一致し

ている  (Brand et al., 2002)。一方、gor変異体においてはGUSの活性が強く検出

される領域が茎頂分裂組織の中央部だけでなく茎頂分裂組織の上部全体にま

で拡大しており、また葉原基でも弱い活性が検出された  (図14.D)。  

以上の解析から、gor変異体の茎頂部では茎頂分裂組織のサイズを調節する重

要な因子であるWUSおよびCLV3の発現領域が著しく拡大していることが明ら

かとなった。またこの結果は、それぞれの遺伝子の発現量の上昇を支持するも

のである。一方、既知の stm機能喪失変異体においてはWUS、CLV3の発現領域

は減少もしくは消失することが報告されている  (Mayer et al., 1998; Brand et al., 

2002)。このことからも、gor変異体とその他のstm変異体では茎頂分裂組織に与

える影響が大きく異なることが示唆される。  

 

 

III-4. gor wus二重変異体およびgor clv3二重変異体の解析  

シロイヌナズナの茎頂分裂組織においては、WUSとCLV3の発現の間に負のフ

ィードバック制御が働き、CLV3がWUSの発現領域を制限することが報告されて

いる  (Brand et al., 2000; Schoof et al., 2000)。gor変異体においては、WUSの負の

制御因子であるCLV3の発現量の増加および発現領域の拡大が観察されるにも

関わらず、WUSの発現量の増加および発現領域の拡大が観察される。これらの

ことから、gor変異体においてはWUS–CLV3間のフィードバックが正常に機能せ

ず、そのために茎頂分裂組織の肥大化が起こるという可能性が示唆される。そ

こで、gor変異体においてWUSおよびCLV3が機能的であるかどうかを解析する

ため、gor変異体との二重変異体を作製し解析した。  
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WUSの強い機能喪失変異体であるwus-1変異体の芽生えにおいては、発芽後葉

を2枚程度形成すると一旦成長が停止する  (図15.B)。その後、茎頂分裂組織か

らは葉や分裂組織状の組織群の形成が不規則に起こり、wus-1変異体は葉の形成

の再開と停止を繰り返しながら成長してやぶ状の外観を示す  (Laux et al., 

1996)。一方、gor wus二重変異体の芽生えは、発芽後に全く葉を形成せずに成

長が停止した  (図15.C)。その後もgor wus二重変異体は器官形成を再開すること

は無く、そのまま枯死した。さらに、gor wus二重変異体では、それぞれの単独

変異体とは異なり、子葉の基部が融合するというSTMの強い機能喪失型変異体

とよく似た表現型が観察された  (図15.A-C)。これらのことから、gor変異体に

おいて葉を連続して形成するためにはWUSの機能が必須であることが明らかに

なった。またwus−1変異体背景においても野生型STMは葉を形成することができ

るが、gor変異型STMはその機能を失っていることが示された。  

CLV3の強い機能喪失変異体であるclv3-2変異体では茎頂分裂組織が一定のサ

イズに保たれずに肥大化してしまう  (図15.E; Clark et al., 1995)。一方、gor clv3

二重変異の茎頂分裂組織は、gor変異体やclv3変異体の単独変異体のものよりも

拡大していることが明らかになった  (図15.D, F)。このことからgor変異体にお

いてもCLV3は茎頂分裂組織のサイズを抑制するために機能していることが示

唆された。  

以上の解析の結果より、gor変異体においてもWUSおよびCLV3は機能的であ

り、茎頂分裂組織のサイズを制御していることが示唆された。  

 

 

III-5. gor変異がSTM自身の発現に与える影響の解析  

gor変異体において、gor変異がSTM自身の発現におよぼす影響を調べるため、

定量的リアルタイムRT-PCR法を用いてSTM遺伝子の発現量を比較した。サンプ

ルには、発芽後5日目の芽生えの地上部全体から抽出したRNAを用いた。その

結果、gor変異体におけるSTMの発現量は野生型の約3.2倍に増加していた  (図

13.)。一方、既知の機能喪失型stm-1C変異体においてはSTMの発現量が野生型植

物体の約0.4倍に減少していた  (図13.)。  

次にgor変異体におけるSTMの空間的な発現パターンを調べるために、 in situ 

ハイブリダイゼーション法およびにレポーター遺伝子を用いた解析を行った。

発現パターンを解析するサンプルは、リアルタイムRT-PCR法の場合と同様に

発芽後5日目の芽生えを用いた。まずSTM特異的プローブを用いた in situ ハイブ

リダイゼーションを行ったところ、野生型植物体においてSTMは茎頂分裂組織

においてのみ発現し、葉原基では発現が消失していた  (図16.A)。一方、gor変
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異体においてSTMの発現領域は茎頂分裂組織全体および、茎頂分裂組織の下方

の維管束付近にまで拡大していた。しかし、葉原基では野生型植物体同様にSTM

の発現が消失していた  (図16.B)。同様の解析をgorヘテロ植物体においても行

なったが、野生型植物体との違いは観察されなかった  (図16.C)。ProSTM::GUS

を用いた解析でもほぼ同様の結果が得られた。ProSTM::GUSの活性は、野生型

植物体の芽生えにおいて、茎頂分裂組織およびその側方に隣接する領域で検出

された  (図16.D)。また、これらの領域のうち、茎頂分裂組織の中央および葉原

基におけるGUSの活性は弱く、茎頂分裂組織と葉原基の境界部では逆に強い傾

向が見られた。一方、gor変異体では茎頂分裂組織とその側方に隣接する領域で

野生型植物体と同様にGUSの活性が検出され、さらに茎頂分裂組織の下方にま

でその領域が大きく拡大していた  (図16.E)。  

これらの結果から、gor変異によってSTM自身の発現量が増加し、発現領域が

大きく拡大すること、これらの表現型はgorホモ植物体においてのみ観察される

ことが示された。  

 

 

III-6. gor変異体におけるSTMタンパク質の発現解析  

gor変異体におけるSTMタンパク質の発現を解析するために、本研究では抗

STM抗体を作製した。そのため、シロイヌナズナに存在するSTM以外のKNOX

タンパク質とSTMとを比較し、STMタンパク質に特異性が高く、かつタンパク

質の表面に露出していると予想される2カ所のアミノ酸配列を抗原として用

いた  (図26.)。抗STM抗体の活性および特異性を評価するために、グルタチオ

ンS−トランスフェラーゼ  (GST) 融合STMタンパク質  (GST-STM) の発現ベク

ターを作製し、大腸菌BL21株で発現させ、大腸菌から抽出した全タンパク質

に対して抗STM抗体および抗GST抗体を用いたウェスタンブロッティング解

析を行なった。その結果、どちらの抗体でもGST−STMの予想分子量である68

〜75 kDa (STMタンパク質 ; 42〜49 kDa、GST; 26 kDa) の位置に特異的なバン

ドが検出された  (図17.)。この結果より、抗STM抗体はSTMタンパク質を特異

的に認識する機能的な抗体であると考えられる。  

次に、発芽後7日目の野生型植物体、gor変異体、stm-11変異体、stm-1C変異

体およびstm-bum1-3変異体のそれぞれの芽生えを用い、胚軸を含む茎頂部から

全タンパク質を抽出して、抗STM抗体をによるウェスタンブロッティング解

析を行なった。その結果、野生型植物体から抽出したタンパク質では全長の

STMタンパク質の予想分子量である 42〜49kDaの位置にバンドが検出された  

(図18.A)。またミスセンス変異体であるgor変異体から抽出したタンパク質で
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も野生型植物体と同様の位置にバンドが検出された  (図18.A, C)。一方、ナン

センス変異体であるその他の stm変異体から抽出したタンパク質では、 42〜

49kDaの位置にも、C末端を欠失したSTMタンパク質の予想分子量の位置にも

バンドが検出されなかった  (図18.A, C)。以上の結果から、stm機能喪失変異体

においてはC末端側を欠失したSTMタンパク質の蓄積は検出感度以下に減少

しているが、gor変異体においては野生型と同程度にまでSTMタンパク質が蓄

積していることが明らかになった。  

 

III-7. gor変異型STMとPNYとの相互作用の解析  

PNYはBELL型ホメオドメインタンパク質ファミリーに属するタンパク質を

コードしており、PNYタンパク質はSTMタンパク質と直接結合することが報告

されている  (Byrne et al., 2003; Kanrar et al., 2006; Rutjens et al., 2009)。pny単独

変異体においては茎頂分裂組織の欠失は生じず、葉序や節間のわずかな乱れが

観察されるのみである。しかし、pny変異はstm変異体の弱いアリルの表現型を

強め、茎頂分裂組織の欠失など強い機能喪失型stm変異体の表現型引き起こすこ

とから、PNYはSTMと共に茎頂分裂組織の形成・維持および生殖成長期の器官

形成に機能することが示唆されている  (Byrne et al., 2003; Smith and Hake, 

2003; Bhatt et al., 2004; Kanrar et al., 2006; Rutjens et al., 2009)。そこで、gor変異

がSTMとPNYの関係に与える影響について調べるため、タンパク質間相互作用

および二重変異体における表現型について解析した。  

 

III-7-1. Yeast two-hybrid法を用いた解析  

Yeast two-hybrid法を用いてgor変異がSTMとPNYのタンパク質間相互作用に

及ぼす影響を調べた。その結果、gor変異型STMタンパク質は野生型STMタンパ

ク質と同様にPNYタンパク質との相互作用能を保持していることが示された  

(図19.A, B)。また、ß-ガラクトシダーゼ活性測定の結果、gor変異型STMタンパ

ク質は野生型STMタンパク質よりも強くPNYタンパク質と相互作用する可能性

も示唆された  (図19.C)。  

 

III-7-2. gor pny二重変異体の観察  

gor変異がSTMとPNYの遺伝的相互作用におよぼす影響およびgor変異型STM

タンパク質とPNYタンパク質が植物の発生に与える影響を調べるために、gor 

pny二重変異体を作製し、観察した。PNYの欠損変異体であるpny-40126 (Smith 

and Hake, 2003) について発芽後4日目の芽生えを透明化し茎頂部を観察したと

ころ、野生型植物体と同じようにドーム状の茎頂分裂組織が維持されており、
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そこからはほぼ同じ大きさの第1、第2葉が形成されていた  (図20.A;野生型植物

体については図6.Bを参照 )。また、pny単独変異体の茎頂分裂組織は野生型植物

体と同様に連続してロゼット葉を形成し続け  (図20.G, H)、その後生殖成長期に

移行すると花茎を伸長させ、最終的に花を形成した  (図20.K)。一方、gor pny

二重変異体の発芽後4日目の芽生えについて透明化観察を行なったところ、茎

頂分裂組織を完全に欠失したものや、葉が形成されているものの葉のサイズが

小さく茎頂分裂組織が大きく減少しているものが観察された  (図20.B)。また、

gor pny二重変異体では、発芽直後のほぼ全ての芽生えにおいて子葉柄どうしが

融合している個体が観察された  (図20.E)。これらの子葉柄の融合や茎頂分裂組

織の欠失、減少という表現型は機能喪失型stm変異体の表現型と非常に酷似して

いる  (図20.C, D)。gor pny二重変異体はいずれの個体も葉を数枚形成した後に

成長が停止し、その後、これらの実生では葉の形成が再開されるものの、葉序

の乱れや葉柄の融合などstm変異体に近い表現型が観察された  (図20.F, I)。さら

に、葉柄からの葉様構造物の異所的な形成も観察された  (図20.F矢印 )。gorおよ

びpnyの単独変異体がそれぞれ発芽後3～4週間程度で抽薹を開始するのに対し、

pny gorは発芽後6週間が経過しても抽薹することなく、その後枯死した  (図20.J, 

K)。  

以上の結果より、野生型STMタンパク質が発現する植物体はpny変異体背景

であっても茎頂分裂組織を形成・維持すること、器官どうしを分離すること、

葉を連続して形成することができるが、一方、gor変異型STMタンパク質が発現

する植物体は茎頂分裂組織の形成・維持、連続した葉の形成、器官の分離にPNY

の機能を必要とすることが示された。  

 

 

III-8. 過剰発現体の解析  

これまでに野生型STMの過剰発現は正常な葉の発達を強く抑制することが

報告されている  (Williams, 1998; Brand et al., 2002; Gallois et al., 2002; Lenhard 

et al., 2002)。そこで、gor変異型STM (STMgor) を野生型植物体背景においてCaMv 

35S プロモーターの制御下で過剰発現させた際の植物の発生に与える影響を

調べた。比較のために野生型STM (STMwt) およびstm-1変異型STM (STMstm-1) の

過剰発現体も作製した。 stm-1変異はナンセンス変異であるため  (図 10.B)、

STMstm-1に由来するタンパク質はホメオドメインを完全に欠失しており、また、

stm-1変異体の表現型からも stm-1変異は強い機能喪失型の変異であると考えら

れる  (Long et al., 1996; Long and Barton, 1998)。  
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まずは、野生型STMの過剰発現体  (Pro35S::STMwt) について解析した。T1世

代のPro35S::STMwtにおいては強い表現型を示すラインと  (25 %, n=40) 弱い表

現型を示すライン  (75%, n=40) の2種類が観察された。表現型が強いラインで

は、顕著に小さな子葉や茎頂部における多数の突起状の器官形成が観察され  

(図21.C)、その後も子葉は発達せずに茎頂部から未発達な葉原基様構造物の形

成が形成され続けた  (図22.A, B)。表現型が弱いラインでは、子葉柄の幅が広く

小さな子葉が形成され、本葉の発達も著しく阻害された  (図21.C)。その後、本

葉は発達するものの鋸歯状の形態を示した  (図22.C)。また、この表現型の強さ

の違いは形質転換体におけるSTMの発現量の違いとよく一致していた  (図21.E)。

しかしながら、どちらの形質転換ラインにおいてもgor変異体で観察されるよう

な茎頂分裂組織の肥大化は示さなかった。このことは、gor変異体の表現型が単

純に野生型STMの発現領域が拡大したことや、発現量が増加したことに起因す

る も の で は な い こ と を 示 唆 し て い る 。 次 に gor 変 異 型 STM の 過 剰 発 現 体  

(Pro35S::STMgor) について解析した。Pro35S::STMgorにおいても、表現型の弱い

STMwt過剰発現体のラインと同等のSTMの発現量の増加が確認された (図21.E)。

しかし、子葉や葉の形態、葉序に大きな乱れは観察されず、多くのラインは野

生型植物体と見分けがつかなかった  (図21.A, B, 図22.D; 80.8 %, n=52)。また同

様に、機能喪失型変異を含むSTMstm-1の過剰発現体においても、野生型STMの過

剰発現体のような表現型は示さず、多くのラインは野生型植物体と見分けがつ

かなかった  (図22.F; 70.6 %, n=17)。これらのことから、gor変異型STMは野生型

STMが有する、葉原基様構造物を形成する機能や葉の発達を抑制する機能を喪

失していることが示唆される。また、STMgorやSTMstm-1を発現させたいくつかの

ラインで stm機能喪失型変異体のような数枚の葉を形成した後に成長が停止す

るという表現型が観察された  (図22.E; STMgor, 19.2 %, n=52, 図21.G; STMstm-1, 

29.4 %, n=17)。これまでのところ、この表現型の原因は不明であるが、可能性

として、35Sプロモーターを用いて変異型STMを過剰発現したことで、優性阻害

的な効果やジーンサイレンシングが生じ、そのために野生型STMの機能が乱れ

たのかもしれない。  
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IV. 考察  
 

シロイヌナズナの単一劣性変異体gorは、地上部器官の形成に多面的な影響を

引き起こす。gor変異体は、生殖成長期において花茎先端部から花や枝を複数同

時に形成するという特徴的な表現型を示す。しかし、gor変異体において発生の

最も初期に観察される表現型は、発芽直後から生じる茎頂分裂組織の肥大化と

器官形成の遅延である。gor変異体の原因遺伝子はclassI knotted-like homeobox 

(KNOX) 型タンパク質をコードするSTMであり、gor変異体においてはSTMのホ

メオドメイン内に1アミノ酸の置換を引き起こすミスセンス変異が生じていた。 

 

IV-1. gorアリルは既知の stmアリルとは異なる影響を茎頂分裂組織の発生に与

える新奇アリルである  

gor変異体はSTMの新奇ミスセンス変異体である。しかし、gor変異体の表現

型はSTMの機能喪失型変異体の表現型とは大きく異なる。これまでに知られて

いる全ての機能喪失型stm変異体では、胚発生中に茎頂分裂組織を欠失してしま

う。もしくは胚発生中に細胞数が減少した不完全な茎頂分裂組織を形成するも

のの、茎頂分裂組織に含まれる細胞がすぐに器官原基へと取り込まれてしまう

ため、茎頂分裂組織を維持し続けることができない。このような胚発生時の茎

頂分裂組織の形成および維持における異常のために、stm変異体において胚発生

の終結以降に作られる地上部器官の多くは、茎頂部に時折形成される不完全な

分裂組織様の細胞群から不規則、不連続に形成される。さらにstm変異体の子葉、

ロゼット葉および花器官どうしの基部では、器官の融合が観察される  (Barton 

and Poethig, 1993; Endrizzi et al., 1996; Long et al., 1996)。一方、gor変異体にお

いては、胚発生中に野生型植物体と同様の茎頂分裂組織が形成される。そして

この茎頂分裂組織は、胚発生の終結以降も生殖成長期の後期まで消費されずに

維持され、地上部器官を連続して形成し続ける。また、子葉およびロゼット葉

どうしは融合せずに分離している。花器官の発生においても、 stmアリルとgor

アリルの影響は大きく異なる。stm変異体においては花芽分裂組織がしばしば花

器官を形成する途中で消費されてしまうため、最も内側の器官である心皮を欠

失した花が形成される  (Barton and Poethig, 1993; Endrizzi et al., 1996; Long et al., 

1996)。一方、gor変異体においては、花芽分裂組織の活性は心皮を形成した後

も停止せずに、開裂した心皮の内側から新たな花器官や花が形成される。  

これらのことから、これまでに報告されている機能喪失型stm変異体では分裂

組織の活性が低下するが、一方、gor変異体においては野生型植物体以上に分裂

組織の活性が高くなっていることが明らかになった。  
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gor変異体では変異型STM遺伝子の発現領域が茎頂分裂組織からその下部領

域にまで拡大しているが、変異型STM遺伝子は葉原基では発現していない。こ

のことから、gor変異体の地上部における様々な表現型は、gor変異型STMが茎

頂分裂組織、もしくはその下部領域に含まれる細胞群に異常を引き起こすこと

に起因すると考えられる。野生型植物体の茎頂分裂組織では、細胞が未分化な

状態を維持しつつ、中央領域で分裂を繰り返す。増殖した細胞の一部は周縁部

へと押し出され器官原基へ取り込まれ、その後器官へと分化していく。したが

って、茎頂分裂組織のサイズを適切に保つためには細胞の増殖と分化のバラン

スを適切に制御することが重要となる。gor変異体の芽生えでは、茎頂分裂組織

のサイズの拡大と一致して、茎頂分裂組織の中央領域のマーカーであるWUSや

ProCLV3::GUSの発現領域が野生型植物体と比較して有意に拡大している。一方、

gor変異体では第1、第2葉の葉原基のサイズが野生型植物体と比較して有意に小

さくなる。また、gor変異体においては胚発生が終結するまで茎頂分裂組織の形

態的な異常は観察されない。これらのことから、gor変異体における茎頂分裂組

織の拡大は、胚発生の終結以降に形成される器官原基への細胞の取り込みが遅

延または減少したため、中央領域に細胞が過剰に蓄積することが原因であると

考 えら れ る 。ま た 、 生 殖 成 長 期の 初 期 の gor 変 異体 に お いて 観 察 され る

ProCLV3::GUSの活性が高く、周囲に突起状の構造物を形成する、著しく肥大化

した茎頂分裂組織においても、同様の現象が起きていると考えられる。gor変異

体において茎頂分裂組織から形成される突起状構造物は、花芽分裂組織のマー

カー遺伝子であるProLFY::GUSの活性が検出されるものの花器官を形成しない。

これは茎頂分裂組織からの細胞の供給が減少、もしくは遅延したために、花器

官への分化に十分な細胞が花芽分裂組織へと供給されなかったことに起因する

のではないだろうか。  

これらのことより、gorアリルは既知の機能喪失型 stmアリルとは異なる数多

くの影響を茎頂分裂組織の機能に与える新奇STMアリルであることが明らかに

なった。  

 

 

IV-2. gor変異はSTMの機能の部分的な喪失を引き起こすかもしれない  

gor変異体においては、STM遺伝子のコード領域にミスセンス変異が生じてお

り、その変異がgor表現型の原因であることが明らかになった。この変異はSTM

の性質にどのような影響を与えているのだろうか。  

gor変異体の表現型と既知の機能喪失型 stm変異体の表現型は全く逆であるこ

とから、1つの可能性として、gorアリルはSTMの機能獲得型アリルであること
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が考えられる。つまり、gor変異によってSTMの機能が亢進する、または、新た

な機能が付加されるため、gorアリルが茎頂分裂組織に与える影響が、これまで

のstmアリルとは全く異なるという可能性である。しかし以下の2つの理由から、

この可能性は低いと考えられる。  

第一に、gorへテロ接合体や、gor変異型STMゲノム断片を野生型植物体に導

入した形質転換体はgor変異体の表現型を全く示さず、野生型植物体と見分ける

ことができない。これらのことは、gorアリルは野生型STMアリルに対して劣性

であることを示唆している。また、gor変異型STMを野生型植物体において過剰

発現させても、大多数のラインは野生型植物体と見分けがつかず、残りのライ

ンでもgor表現型を示すものはなかった。これらのことから、コピー数や各アリ

ルの発現量が問題である可能性は低く、gorアリルは野生型STMアリルに対して

常に劣性であることが強く示唆される。  

第二に、野生型STMを異所的に過剰発現させた植物体では、茎頂部における

未発達な葉原基様器官の形成や、子葉およびロゼット葉の発達の強い抑制が観

察されるが、gor変異体のような茎頂分裂組織の肥大化や形態異常を全く示さな

い。これらのことは、gor変異型アリルの表現型が、単純なSTMの発現領域の拡

大や、発現量の増加に起因するわけではないこと示唆している。また、gor変異

を含むSTMを異所的に過剰発現させても、多くのラインでは子葉の形態、葉の

発達および葉序に異常は観察されなかった。これは、機能喪失型変異である

stm-1変異を含むSTMを異所的に過剰発現させても同様であった。このことから、

gor変異型STMは野生型STMが有する葉の分化を抑制する機能や、葉様構造物を

形成する機能を喪失している可能性が高いこと、また、gor変異によってSTMに

新たな機能が付加された可能性が低いことが示唆される。  

したがって、gorアリルはSTMの機能が単純に亢進したアリルや、新たな機能

を獲得したタイプのアリルでは無く、STMの機能を部分的に喪失したアリルで

ある可能性が高いと考えられる。  

 

 

IV-3. gor変異型STMが機能するためにはPNYが必要である  

gorアリルが部分的な機能喪失型アリルであるという性質は、PNYとの関係に

おける解析の結果からも支持される。pny単独変異体においては、葉序や節間の

わずかな乱れが観察されるが、器官どうしの融合は生じずに茎頂分裂組織はほ

ぼ完全に維持される。一方、gor pny二重変異体は、茎頂分裂組織を維持するこ

とができず、また、器官どうしが融合するという機能喪失型stm変異体と同様の

表現型を示す。これらのことは、gor変異型STMアリルは野生型STMアリルとは
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異なり、PNYの非存在下では細胞分裂を促進して茎頂分裂組織を維持すること、

器官どうしを分離することができないことを示している。  

gor変異型STMアリルの機能は、PNYの機能に依存していることが明らかにな

ったが、それでは、gor変異型STMタンパク質は、タンパク質としての分子的機

能的なレベルでPNYタンパク質の存在を必要としているのだろうか。STMや

PNYが属するKNOX型タンパク質とBELL型タンパク質は、それぞれに保存され

たN末端領域を介して結合し、ヘテロダイマーを形成することが報告されてい

る  (Bellaoui et al., 2001; Smith et al., 2002; Byrne et al., 2003; Smith and Hake, 

2003; Hackbusch et al., 2005; Kanrar et al., 2006)。さらに、KNOX型タンパク質お

よびBELLタンパク質はそれぞれがDNAに結合すること、ヘテロダイマーを形

成することで標的DNAへの結合能が高くなることが報告されている  (Smith et 

al., 2002; Chen et al., 2004; Viola and Gonzalez, 2006; Bolduc and Hake, 2009; Viola 

and Gonzalez, 2009)。Yeast two-hybrid法を用いた解析により、gor変異型STMタ

ンパク質は野生型STMタンパク質と同様にPNYタンパク質と相互作用すること

が明らかになった。  

これらのことより、gor変異型STMタンパク質が標的DNAへ結合するためには、

PNYタンパク質が必要となるという可能性が示唆される。つまり、gor変異型

STMタンパク質は単独では標的DNAと結合ができない、もしくは親和性が低い

が、PNYタンパク質とヘテロダイマーを形成することによって、いくつかの標

的DNAとの親和性が高くなるのかもしれない。  

 

 

IV-4. gor変異はSTMタンパク質の性質にどのような影響を与えるのか  

抗STM抗体を用いたウェスタンブロッティング解析より、 stm機能喪失変異

体においてはSTMタンパク質の蓄積は検出感度以下に減少しているが、一方、

gor変異体においてはSTMタンパク質が野生型と同程度に蓄積していることが

明らかになった。このことから、gor変異体の表現型は他のstm変異体のように

STMタンパク質が消失または減少したために引き起こされる表現型ではなく、

STMタンパク質が十分に存在するにもかかわらず引き起こされる表現型であ

ると考えられる。これまでの解析からgor変異はSTMの機能の部分的な喪失を

引き起こす可能性が高いことが示唆されたが、それではgor変異によってSTM

タンパク質の機能にどのような異常が生じているのだろうか。  

 

IV-4-1. STMの細胞間移行に関わるATMPB2Cとの相互作用  
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KNOX型タンパク質であるトウモロコシのKNOTTED1 (KN1) タンパク質や

STMタンパク質は自身のmRNAと結合し、タンパク質およびmRNAのプラズモ

デスマータを介した細胞間移行を促進する能力を持つことが報告されている  

(Lucas et al., 1995; Jackson, 2002; Kim et al., 2002; Kim et al., 2003; Kim et al., 

2005)。この細胞間移行の生理的意義については不明であるが、ホメオドメイ

ンがタンパク質およびmRNAの移行に必要かつ十分であることがわかってい

る  (Kim et al., 2005; Tassetto et al., 2005)。また、STMタンパク質やKN1タンパ

ク質のホメオドメインに結合し、これらのタンパク質の細胞間移行を抑制す

る因子として、viral movement protein binding protein (MPB2C) がタバコから単

離された  (Kragler et al., 2003; Curin et al., 2007; Winter et al., 2007)。MPB2Cの

シロイヌナズナのホモログであるAtMPB2CもMPB2Cと同様にSTMタンパク質

の細胞間移行を抑制することがこれまでに報告されている  (Winter et al., 

2007)。このことから、gor変異によってSTMタンパク質とAtMPB2Cとの相互作

用に異常が引き起こされる可能性や、そのためにSTMタンパク質またはmRNA

の細胞間移行能に何らかの変化が引き起こされる可能性が考えられる。しか

し、 Yeast two-hybrid 法を 用いた解析では、 gor 変異 は STM タンパク質と

AtMPB2Cとのタンパク質間相互作用能に影響を及ぼさず、gor変異型STMタン

パク質は野生型STMタンパク質と同様にAtMPB2Cとの相互作用能を保持して

いた  (サプリメンタルデータ図S1.)。  

このことから、少なくともgor変異がSTMタンパク質とAtMPB2Cとの相互作

用を乱すために、gor変異型STMタンパク質においては、AtMPB2CによるSTM

タンパク質の細胞間移行の抑制が働かなくなるという可能性は低いと考えら

れる。しかしながら、この可能性を否定するためには植物体内での野生型STM

タンパク質およびにgor変異型STMタンパク質の挙動を組織、細胞レベルで詳

細に解析する必要がある。  

 

IV-4-2. gor変異はSTMタンパク質のDNA結合能に影響するのではないだろう

か  

STMタンパク質はホメオドメインを含む転写因子である。これまでに、STM

のホメオドメインはDNAに直接結合することが in vitroの実験系の結果から報

告されている  (Viola and Gonzalez, 2006, 2009)。gor変異は3番目のへリックス

内で高度に保存されているアミノ酸の1つである339番目のアルギニン  (Arg; 

R) のリシン  (Lys; K) への置換を引き起こす。Arg339は典型的なホメオドメ

インのコンセンサス配列中の53番目のアルギニン  (Arg53) と一致する。ほぼ

全てのホメオドメインの第3ヘリックスにおいて、4つのアミノ酸が高度に保
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存されており  (Trp48, Phe49, Asn51, Arg53; WFxNxR)、これらのアミノ酸はホ

メオドメインがDNAに結合すために中心的に機能する (Gehring et al., 1994; 

Banerjee-Basu and Baxevanis, 2001)。このうちArg53はホメオドメインとDNAの

結合に重要なアミノ酸であり、DNAの糖 -リン酸主鎖に直接水素結合すること

が報告されている  (図23) (Kissinger et al., 1990; Wolberger et al., 1991; Gehring 

et al., 1994; Chi, 2005)。これまでにヒトのホメオドメインタンパク質である

NKX2.5やショウジョウバエのホメオドメインタンパク質であるPBにおいて、

Arg53がHisに置換されることでDNA結合能が減少すること  (Benassayag et al., 

1997; Kasahara and Benson, 2004)、また、ショウジョウバエのROUGHタンパク

質において、gor変異体と同様にArg53がLysへと置換されることで機能喪失型

の表現型が引き起こされることが報告されている  (Heberlein et al., 1994)。し

たがって、gor変異はSTMタンパク質のDNA結合能に影響するという可能性が

強く示唆される。しかしながら、シロイヌナズナのホメオドメインタンパク

質においてはWFxNxR配列は高度に保存されているものの、WUSなどを含むい

くつかのホメオドメインタンパク質では gor変異型STMタンパク質と同様の

WFxNxK配列を有している  (テーブル1.)。また、これまでにWUSはDNAに直

接結合することが in vitroの実験系の結果より報告されている  (Lohmann et al., 

2001; Lenhard et al., 2002)。このことより、Arg53からLysへのアミノ酸置換は

必ずしもホメオドメインとDNAの結合を完全に喪失させるものでは無いかも

しれない。  

以上より、gor変異は、STMタンパク質のDNA結合能を完全に喪失させるわ

けではないが、標的DNAとの親和性または特異性を変化させるという可能性

が示唆される。そのためにgor変異体においてはSTMのいくつかの下流遺伝子

の発現制御が乱れているのではないだろうか。  

 

 

IV-5. gor変異は茎頂分裂組織の恒常性を乱す  

gorアリルは茎頂分裂組織において細胞の過剰な蓄積を引き起こし、茎頂分

裂組織の恒常性を乱す新奇のSTMアリルである。本研究における遺伝学的解析

によって、gorアリルは機能を獲得したアリルはなく、むしろ部分的に機能を

喪失したアリルである可能性が示唆された。さらにホメオドメインタンパク

質の構造とDNAとの相互作用におけるこれまでの知見を考慮すると、gor変異

が引き起こすアミノ酸置換  (Arg53 Lys) はSTMタンパク質と標的DNAとの親

和性または特異性に影響を及ぼす可能性も示唆された。また、gorアリルが引

き起こす茎頂分裂組織の肥大化を含む地上部の形態異常は、野生型STMアリル
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によって完全に相補される。本研究における結果からSTMが茎頂分裂組織の形

成・維持に及ぼす影響について次のように考察できる  

一つの可能性として、以前の研究から、STMは単独で、またPNYと共に茎頂

分裂組織の形成、茎頂分裂組織に含まれる細胞の未分化状態の維持、細胞分

裂の促進などに機能し、茎頂分裂組織の活性を促進的に制御する因子である

と考えられていた。しかし、それだけでは無く、STMは茎頂分裂組織に含まれ

る細胞の過剰な蓄積を抑え、恒常性を維持するために茎頂分裂組織の活性を

抑制的にも制御する因子であるのかもしれない。gorアリルは、この抑制的な

機能の喪失を引き起こす部分的な機能喪失型アリルであるために、gor変異体

においては茎頂分裂組織における細胞の過剰な蓄積や、茎頂分裂組織の肥大

化が生じると考えられる。  

また別の可能性として、gor変異によってSTMタンパク質の性質が変化する

ことにより、本来の標的以外の遺伝子の発現に影響が及ぶ結果、茎頂分裂組

織の恒常性が乱れるのかもしれない。  

現段階ではこれらの可能性は切り分けることができないが、gor変異によっ

てアミノ酸置換が引き起こされるホメオドメイン内で高度に保存されたアミ

ノ酸 :Arg339が茎頂分裂組織の恒常性の維持に重要であると考えられる。今後、

野生型STMタンパク質とgor変異型STMタンパク質の下流で発現が変動する遺

伝子群を比較、同定することによりSTMが茎頂分裂組織の恒常性を維持するた

めに担う機能がより明らかになると考えられる。  
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図1. シロイヌナズナおよび茎頂分裂組織の模式図

側生器官
（葉、花）

(A-C) シロイヌナズナの模式図
(A) 心臓型胚 (B) 芽生え (C) 栄養成長期の地上部
高等植物のほぼ全ての地上部器官は、胚発生期に形成された茎頂分裂組織から
胚発生の終結以降に形成される。
それぞれの赤い丸は茎頂分裂組織の位置を示す。

(D) 茎頂部の縦断面の模式図

図1. シ イヌナズナおよび茎頂分裂組織の模式図

(D) 茎頂部の縦断面の模式図
茎頂分裂組織は細胞の性質からCentral Zone (CZ ; 中央領域)、Peripheral Zone 
(PZ ; 周縁領域)、Rib Zone (RZ ; 髄状組織) に区別することができる。
また細胞の分裂様式から最外層から順にL1層、L2層、L3層に区別することができ
る。

(E) 茎頂分裂組織におけるSTM、WUS、CLV3の発現領域の模式図
STMは茎頂分裂組織の未分化な領域で発現する。
WUS CLVの発現にはフィードバックループが存在するWUS-CLVの発現にはフィードバックループが存在する。
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A B C D

E F G

WT WT gor gor

gor gor gor

図2. gor変異体の生殖成長期の表現型

(A, B) 野生型植物体の生殖成長期の地上部
(A) 発芽後26日目の植物体
ロゼット葉、茎生葉の腋から二次シュート (矢印) が形成される。
(B) (A)の花茎の拡大写真。花茎先端からは連続して花芽が形成される。

(C-H) gor変異体の生殖成長期の地上部
(C) 発芽後26日目の植物体

図 g 変異体 殖成長期 表現型

(C) 発芽後26日目の植物体
ロゼット葉、茎生葉の腋から二次シュート (矢印) が形成されない。
(D) (C)の花茎先端。花芽が形成されないまま抽薹が進行する。
(E)発芽後約7週目の植物体
茎頂部から花や花をつける枝が複数同時に形成される。
(F) (G)の花茎先端の拡大写真
(H) gor変異体の花茎先端部では枝どうしの融合が生じる。

Bars = 3 cmBars = 3 cm
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A B

C D E

WT gor

gorgorgor

野生型植物体 (A) および 変異体 (B E) の花茎先端部のSEM像

図3. SEMを用いた花茎先端部の表現型解析

野生型植物体 (A) および gor変異体 (B-E) の花茎先端部のSEM像
(A, B) 抽薹開始直後の花茎先端部

野生型植物体 (A) では花序分裂組織を中心に花芽分裂組織がらせん状に連続し
て形成される。花芽分裂組織からは花器官 (矢印) が外側のウォールから順に形
成されいく。
一方、gor変異体 (B) では肥大化した茎頂分裂組織を中心に周囲に突起状の構造
物 (矢尻) が形成される。

(C-E) gorの花茎先端部 (CからEの順に花茎の伸長が進行する)
(C, D) 花茎の伸長に伴い、突起状の構造物が次第に花茎先端を覆ってゆく。
(E) 花茎先端ほぼ全てが突起状の構造物や花芽 (矢印) に覆われる。

Bars in (A, B) = 300 µm, (C-E) = 1 mm。
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A B C

D E F

WT; ProCLV3::GUS WT; ProLFY::GUS WT; ProAG::GUS

D E F

gor; ProCLV3::GUS gor; ProLFY::GUS gor; ProAG::GUS

図4. レポーター遺伝子を用いたgor変異体の花茎先端部におけるCLV3、LFYおよび
AGの発現パターンの解析。

野生型植物体 (A-C) および gor変異体 (D-F) の花茎先端部のGUS染色像
(A, D) ProCLV3::GUSによるGUS染色

野生型植物体 (A) では、GUSの活性が花序分裂組織の中央部 (矢印) 、発生の進
んだ花芽分裂組織の中央部 (矢尻△) で検出される。形成されたばかりの花芽 (矢
尻▲)では検出されない 。
gor変異体 (D) では、GUSの活性が花茎先端の肥大化した茎頂分裂組織でのみ
強く検出される強く検出される。

(B, E) ProLEY::GUSによるGUS染色
野生型植物体 (B) においてGUSの活性は、花序分裂組織 (矢印) では弱く 、花芽
分裂組織 (矢尻△) では強い。
gor変異体 (E) ではGUSの活性が突起状の器官で強く検出される。

(C, F) ProAG::GUSによるGUS染色
野生型 (C) ではGUSの活性が花芽分裂組織や葯の基部や花糸 (矢尻△)におい
て検出される。
gor変異体 (F) ではGUSの活性が花茎先端の肥大化した茎頂分裂組織でのみ強
く検出される。

46



A B C D E

WT WT WTWT WT

F G H

I

gor gor gor

gor

(A-Ｅ) 野生型植物体の花
外側のウォールから順にがく、花弁、雄ずい、雌ずいが形成される。 (B-E) では外
側の花器官を適宜取り除いた。
(E) 雌ずいは2枚の心皮 (矢印) が融合して形成される。

(F-I) gor変異体の花

図5. 花器官における表現型解析

( ) g
(F) ほぼ全ての花器官が心皮の特徴を有した花。花器官の先端に柱頭状の組織
(矢印) や、縁に胚珠状の器官 (矢尻) が形成される。
(G) 第2ウォールに形成されたフィラメント状の花器官。観察のため第1ウォールの
がくは取り除いた。
(H) 第1-第3ウォールに相当する部位の器官を取り除いた花。心皮に相当する器官
(矢印) の内側から新たな器官が形成される。
(I) 花の中央から新たに形成された花 (白矢尻) 。最初に形成された花の第3ウォー(I) 花の中央から新たに形成された花 (白矢尻) 。最初に形成された花の第3ウォ
ルに形成された器官 (黒矢尻)、および第4ウォールに形成された器官 (矢印) 。

Bars in (E, F) = 500 µm, (H, I) = 1 mm
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(E)

野生型植物体 (A-C)およびgor変異体 (D-F)
(A, D) 発芽後4日目の植物体

外観に大きな違いは観察されない。
(B, E) 発芽後4日目の茎頂部のアニリンブルー染色像
(C, F) 発芽後10日目の縦断切片のトルイジンブルー染色像。

図6. 茎頂部の表現型解析

( , )
茎頂分裂組織において小さな細胞の占める領域を ｛ で示す。

Bars = 50 µm
(G) 野生型植物体 (n=25) およびgor変異体 (n=10) の茎頂分裂組織の面積 (青)

野生型植物体 (n=48) およびgor変異体 (n=17) の葉原基の面積 (黄)
それぞれの平均値とSDを示す。
野生型植物体とgor変異体における測定値をt検定により検証した結果、有意差が
得られた(P<0 01 [**])。得られた(P<0.01 [ ])。

(H) (G)において測定した茎頂分裂組織および葉原基の領域を、それぞれ青と黄で示
す。
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A B

C D

WT由来; ProSTM::GUS gor/+由来; ProSTM::GUS

心臓型胚 および子葉屈曲期胚 おける 染色

図7. 胚におけるSTMの発現パターンの解析

WT由来; ProSTM::GUS gor/+由来; ProSTM::GUS

心臓型胚 (A, B) および子葉屈曲期胚 (C, D) におけるProSTM::GUSのGUS染色
(A, C) 野生型植物体由来の心臓型胚 (A; n=11) および子葉屈曲期胚 (C; n=10) 

ProSTM::GUSの活性は、主に子葉原基の間、茎頂分裂組織予定領域で検出され
る。

(B, D) gorヘテロ接合体由来の心臓型胚 (B; n=24) および子葉屈曲期胚 (D; n=23)
ProSTM::GUSの活性は、主に子葉原基の間、茎頂分裂組織予定領域で検出され
る。
野生型植物体由来の胚と比較して、GUSの活性が検出される領域が顕著に変化
している胚は観察されなかった。

Bars = 50 µm
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A B

WT WT

C D

gor gor

図8. gor変異体の栄養成長期の表現型

野生型植物体 (A B) および 変異体 (C D) の栄養成長期の地上部野生型植物体 (A, B) およびgor変異体 (C, D) の栄養成長期の地上部
(A, C) 発芽後11日目の植物体

野生型植物体 (A) のロゼット葉はらせん状の葉序を示す。
gor変異体 (C) ではまれに第3~6葉の葉序が十字対生を示す個体が観察される。

(B, D) は発芽後15日目の植物体
野生型植物体 (B) もgor変異体 (D) も葉序に大きな異常は観察されない。
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A

B

図9. gor変異体においてはSTM遺伝子上に1塩基の置換が生じている

5348 49 51

(A) gor変異の位置
gor変異は1番染色体のBAC; F19K23とF23N19の間に位置づけられた。
染色体上の数字はgor変異体とLerを交配したF2個体のうち、gor表現型と連鎖した
染色体の組み換えを起こした個体数を示す。
遺伝子下の点線はシークエンスを行なった領域 (約11.3-kb)、破線は相補性試験
およびに表現型再現実験に用いたゲノム断片 (約7.6-kb) を示す。

図 g 変異体 お 遺伝子 塩 置換 る

およびに表現型再現実験に用いたゲノム断片 (約7.6 kb) を示す。
(B) STMタンパク質の構造

STMタンパク質はMEINOX domain、ELK domainおよびHomeodomainを持つ。
gor変異および既知のstmの変異部位をそれぞれ示す。
タンパク質下のアミノ酸配列はホメオドメインの第3ヘリックスのアミノ酸配列および
高度に保存された4つのアミノ酸 (WFxNxR･) を示す。

gor変異によって置換が生じた339番目のアルギニンは、典型的なホメオドメインコ
ンセンサス配列中の53番目のアルギニン (R) に相当するンセンサス配列中の53番目のアルギニン (R) に相当する。
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A B C D

E F H I

stm-1C stm-1C stm-1C stm-1C

stm-1C/G1016A�

stm-1C/G1016A� stm-1C/G1016A� stm-1C/G1016A�

G J

t 1C変異体 (A D) および t 1/G1016A植物体 (E J) の表現型

図10. stm-1変異とG1016A変異 (gor変異) 間のアレリズムテスト

stm-1C/G1016A�stm-1C/G1016A�

stm-1C変異体 (A-D) およびstm-1/G1016A植物体 (E-･J) の表現型

(A,E) 発芽後7日目の芽生え （矢尻; 子葉柄）
stm-1C変異体 (A) では子葉柄どうしの融合や葉の形成の停止が観察された。
一方、stm-1/G1016A植物体 (E) では子葉の融合は観察されず、葉は連続して形
成された。

(B, F, G) 発芽後26日目の植物体
stm-1C変異体 (B) は抽薹していないが、stm-1/G1016A植物体 (F) は抽薹してい( ) ( )
る。
stm-1/G1016A植物体の花茎先端 (G) では花柄どうしが融合し、規則正しい花序
が形成されない 。

(C,H) 抽薹したstm-1C変異体およびほぼ同時期のstm-1/G1016A植物体
(D, I, J) 花器官 (観察のため花の中央部に形成される器官以外を取り除いた)

stm-1C変異体 (D) では、雄ずいを形成するとの花芽分裂組織が活性が停止し、
心皮が形成されない。stm-1/G1016A植物体 (I, J)では心皮が開裂し、その内側か心皮が形成されない。stm 1/G1016A植物体 (I, J)では心皮が開裂し、その内側か
ら新たな器官が形成される。

Bars = 3 cm
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A B C D

E F G H

stm-bum1-3 stm-bum1-3 stm-bum1-3 stm-bum1-3

E F G H

I J

stm-bum1-3/G1016A� stm-bum1-3/G1016A� stm-bum1-3/G1016A� stm-bum1-3/G1016A�

変異体 および 植物体 表現型

図11. stm-bum1-3変異とおよびG1016A変異 (gor変異) 間のアレリズムテスト

stm-bum1-3/G1016A� stm-bum1-3/G1016A�

stm-bum1-3変異体 (A-D) およびstm-bum1-3/G1016A植物体 (E~J) の表現型
(A, E) 発芽後7日目の芽生え （矢尻:子葉柄)

stm-bum1-3変異体 (A) では葉を数枚形成した後、葉の成長が停止した。一方、
stm-bum1-3/G1016A植物体 (E) では葉が連続して形成された。

(B, F) 発芽後26日目の植物体
stm-bum1-3変異体 (B) は抽薹していないが、stm-bum1-3/G1016A植物体 (F) は
抽薹している。

(C, G, H) 抽薹したstm-bum1-3変異体および、ほぼ同時期のstm-bum1-3/G1016A
植物体
(H) (G) の花茎先端の拡大写真。花茎先端に突起状の器官が形成された。

(D, I, J) 花器官
stm-bum1-3変異体 (D) では、花芽分裂組織は雄ずいを形成すると活性が停止し、
心皮が形成されない。 ((D) では観察のため花の中央部に形成される器官以外を
取り除いた。)取り除いた。)
stm-bum1-3/G1016A植物体 (I,J) では、心皮の開裂が生じ、その心皮の内側から
新たな器官 (I; 矢印) や花 (J; 矢尻) が形成される。

Bars = 3 cm
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A B C

D

genomicSTMwt

genomicSTMwt genomicSTMG1016A genomicSTMG1016A

図12. 野生型STMゲノム断片による相補性試験およびG1016A変異型 (gor変異型) 
STMゲノム断片による表現型再現実験

genomicSTMwt genomicSTMG1016A genomicSTMG1016A

(A, C) 野生型STMゲノム断片が形質転換されたgorホモ接合体 (genomicSTMwt)
独立した全てのラインにおいて、茎生葉の腋における側枝の形成や (A; 矢印 )、花
茎先端部からの連続した花芽の形成 (C; (A) の花茎先端部の拡大写真) など、野
生型植物体と同様の表現型を示す個体が得られた。

Bar = 3 cm
(B, D) G1016A変異型STMゲノム断片が形質転換されたstm-1Cホモ接合体

( i STMG1016A�)(genomicSTMG1016A�)
独立した全てのラインにおいて、茎生葉の腋における側枝の欠失や (B; 矢印 )、花
茎先端部からの花や枝の形成 (D; (B) の茎頂部の拡大写真) など、gor変異体と

同様の表現型を示す個体が得られた。一部の茎生葉やロゼット葉の腋から側枝が
形成されていたが (B; 矢尻 )、このような表現型はgor変異体においても稀に観察
される。

Bar = 3 cm
(B) の挿入図は、生殖成長期の初期における花茎先端部。花芽が形成されずに、
突起状の器官が形成される。

Bar = 500 µm
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図13. リアルタイムRT-PCRによる茎頂分裂組織関連遺伝子の発現解析

1サンプルあたり10個体の各遺伝子型の植物体 (発芽後5日目) から抽出したRNAを
用い、各遺伝子について独立して3回のリアルタイムRT-PCRをおこなった。
各遺伝子の発現量はTUB4の発現量を内部標準として標準化した。
グラフの縦軸は野生型植物体における各遺伝子の発現量の平均を1としたときの相対
値。バーは標準偏差を示す。
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A B

C D

WT; WUS mRNA gor; WUS mRNA

WT; ProCLV3::GUS gor�; ProCLV3::GUS 

野生型植物体 および 変異体 発芽後 目 茎頂部 縦断像

図14. gor変異体におけるWUS、ProCLV3::GUSの発現パターンの解析

野生型植物体 (A, C) およびgor変異体 (B, D) 発芽後5日目の茎頂部の縦断像
(A, B) WUS特異的プローブを用いたin situ ハイブリダイゼーション

野生型植物体 (A) においてはWUSは茎頂分裂組織内の形成中心においてのみ
の発現するが、gor変異体 (B) においてはWUSは本来の発現領域よりも上方およ
び側方へと拡大した領域で発現する。

(C, D) ProCLV３::GUSによるGUS染色
野生型植物体 (C) においてGUSの活性は茎頂分裂組織の中央領域でのみ検出さ( )
れる。一方、gor変異体 (D) においてはGUSの活性は茎頂分裂組織全体で強く検
出され、また葉原基においても弱く検出される。

Bars = 50 µm
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A B C

D E F

gor wus gor wus

gor clv3 gor clv3

重変異体 解析 発芽後 目 植物体

図15. gor wus二重変異体およびgor clv3二重変異体の表現型解析

(A-C) gor wus二重変異体の解析 発芽後7日目の植物体
gor単独変異体 (A) は葉を連続して形成した。wus単独変異体 (B)は葉を2枚程度
形成した後、成長を一旦停止した。その後、 wus単独変異体は葉の形成の再開と
停止を繰り返し、やぶ状の表現型を示す。gor wus二重変異体 (C) は葉を全く形
成せず、そのまま枯死した。
子葉の一部はジェノタイピングのため切除してある。

(D-F) gor clv３二重変異体の解析 発芽後7日目の茎頂部のSEM像( ) g
gor clv3二重変異体の茎頂分裂組織 (F; 矢印) は、gorやclv3単独変異体の茎
頂分裂組織 (D, E; 矢印) よりも拡大していた。

Bars = 50 µm
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A B C

WT; STM mRNA gor; STM mRNA gor/+; STM mRNA

D E

WT; ProSTM::GUS gor; ProSTM::GUS

図16. gor変異体におけSTMの発現パターンの解析

発芽後 目 野生型植物体 変異体 および 植物体

(A-C) STM特異的プローブを用いたin situ ハイブリダイゼーション
野生型植物体 (A) およびgorへテロ植物体 (C) ではSTMの発現が茎頂分裂組織
において観察され、葉原基では発現が消失する。
gor変異体 (B) でもSTMの発現は茎頂分裂組織において観察され、葉原基では発
現が消失する。また、gor変異体においてはSTMの発現領域が茎頂分裂組織の下

発芽後5日目の野生型植物体 (A, D)、gor変異体 (B, E) およびgorへテロ植物体 (C) 
における茎頂部の縦断切片

現 失す 。 、g 変異体 発現領域 頂分裂組織
部領域まで拡大する。

(D, E) ProSTM::GUSによるGUS染色
in situ ハイブリダイゼーション同様に、gor変異体 (E) においてProSTM::GUSの
活性が検出される領域が野生型植物体 (D) と比較して拡大する。

Bars = 50 µm
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抗GST抗体 抗STM抗体

抗 抗体お び抗 抗体を たウ タ ブ グ解析

図17. GST融合STMタンパク質を用いた抗STM抗体の検定

抗STM抗体および抗GST抗体を用いたウェスタンブロッティング解析
抗STM抗体がSTMを認識する機能的な抗体であるかどうかを評価するため、GST
融合STMタンパク質 (GST-STM) 含む大腸菌から抽出した全タンパク質に対して
抗STM抗体および抗GST抗体を用いてウェスタンブロッティング解析を行なった。

発現誘導系およびウェスタンブロッティング解析のポジティブコントロールとして
GSTを用いた。
それぞれのレーンには1; GST (IPTGによる発現誘導時間: 0 min, 以下同様)、 2; ( )
GST (45 min･)、 3; GST (90 min)、 4; GST-STM (0 min)、 5; GST-STM (45 
min)、 6; GST-STM (90 min) を発現するベクターが形質転換された大腸菌から抽
出した全タンパク質、および、M； 分子量マーカ−を泳動した。
GSTの予測分子量は26 kDaであり、GST-STMの予測分子量は68〜75 kDaであ
る。
抗GST抗体を用いた解析ではGST (黒矢尻) とGST-STM (矢印) の予測分子量に
近い位置にバンドが検出された。また、抗STM抗体を用いた解析ではGST-STM近い位置にバンドが検出された。また、抗STM抗体を用いた解析ではGST STM 
(矢印) の予測分子量に近い位置にバンドが検出された。
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抗STM抗体
CBB･

N C

C stm-11
Q 196 STOP

stm-1 
Q 257 STOP

gorgon 
R 339 K

stm-bum1-3 
W 302 STOP

(A, B) 抗STM抗体を用いたウェスタンブロッティング (A) およびCBB染色像 (B)
それぞれのレーンには1; 野生型植物体 (予測分子量: 42-49 kDa, 以下同様)、2; 
gor変異体 (42-49 kDa)、3; stm-1C変異体 (32 kDa)、4; stm-bum1-3変異体 (38 

図18. 抗STM抗体を用いたウェスタンブロッティング解析

. 抗STM抗体の作製に用いたペプチド領域

go 変異体 ( 9 a)、3; st C変異体 (3 a)、 ; st bu 3変異体 (38
kDa)、5; stm-11変異体 (24 kDa) から抽出した全タンパク質、およびM； 分子量
マーカ−を泳動した。
野生型植物体およびgor変異体から抽出したタンパク質においてのみ、STMの予
想分子量に近い位置に抗STM抗体特異的なバンド (矢印) が検出された。

(C) 抗STM抗体作製のために用いたペプチド領域と、各変異体における変異部位
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AD BD Results
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2 STM STMgor -
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図19. gor変異がSTMタンパク質とPNYタンパク質との相互作用に与える影響の解析

0 10 20 30 40 50

AD-STM + BD-PNY

AD-T7 + BD-P53
(positive control)

図19. gor変異がSTMタン ク質とPNYタン ク質との相互作用に与える影響の解析

(A, B) Yeast two-hybrid法を用いた解析
野生型STMタンパク質およびgor変異型STMタンパク質 (STMgor)とPNYタンパク
質との相互作用能のTrp-/Leu-/His-/Ade- 選択培地による検定。

(C) ß-ガラクトシダーゼ活性測定
STM - PNYおよびSTMgor - PNY･の相互作用能の違いを定量的に示すため、ß-ガ
ラクトシダーゼ活性測定を行なった。ラクトシダ ゼ活性測定を行なった。
PreyとしてPNYを用いた場合、BaitとしてSTMを用いたものよりもSTMgorを用いた
ものの方が高いß-ガラクトシダーゼ活性を示した。
AD-T7 + BD-P53は実験のポジティブコントロールとして用いられた。
それぞれの値は3回の実験の平均値と標準偏差を示す。

酵母内ではgor変異はSTMとPNYの相互作用を阻害せず、STMgorはPNYと結合
することが示されたすることが示された。
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A B C D

E F G

pny gor pny stm-bum1-3stm-1C�

H I K

gor pny gor pny pny

J

stm-1CWT

発芽後 目 茎頂部 透明化像

図20. gor pny二重変異体の表現型解析

pnygor pny

(A-D) 発芽後4日目の茎頂部の透明化像
pny単独変異体 (A) はドーム状の茎頂分裂組織を形成する (矢印)。一方、gor pny
二重変異体 (B)、 stm-1C変異体 (C) およびstm-bum1-3変異体 (D) では茎頂分
裂組織のサイズが大きく減少する。

Bars = 50 µm
(E-I) 発芽後7日目 (E) および発芽後14日目 (F-I) の植物体

(E, F) gor pny二重変異体では子葉柄の融合 (E;･ 矢印) や葉柄の融合、葉柄から

の異所的な葉の形成 (F; 矢尻) が観察され、規則正しい葉序を示さない。
(G, H) pny単独変異体 (G) は野生型植物体 (H) とほぼ同様の葉序を示す。
(I) stm-1C変異体では葉序が乱れる。

Bars = 5 mm
(J, K) 発芽後６週間の植物体

pny gor変異体 (J) は花成に移行せず、そのまま抽薹すること無く枯死する。
一方、 pny単独変異体 (K) は抽薹する。方、 pny単独変異体 (K) は抽薹する。
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弱い表現型

D
35S::STMwt

強い表現型

(A-D) 発芽後7日目の芽生え (形質転換体の背景は全てCol)
Pro35S::STMwt形質転換体 (B, D) の子葉では葉柄と葉身が明確に区別できず、
発達が遅れる。また葉の形成が遅延する。表現型の強いライン (D) では茎頂部に

図21. 野生型STMおよびgor変異型STMの過剰発現体

弱い表現型 強い表現型

発 遅 。 葉 成 遅 す 。表現 強 ラ ( ) 頂部
複数の葉原基様の器官が形成される。
Pro35S::STMgor形質転換体 (C) の子葉は野生型植物体 (A) と同様に葉柄と葉身
が明確に区別できる。また葉の形成は遅延していない。

Bars = 2 mm
(E) リアルタイムRT-PCRによるSTMの発現解析

地上部全体をサンプルとしてRNAを抽出し、リアルタイムRT-PCRを行なった。
グラフの縦軸は野生型植物体におけるSTMの発現量の平均を1としたときの相対グラフの縦軸は野生型植物体におけるSTMの発現量の平均を1としたときの相対
値、バーは標準偏差を示す。
(A-C) については1サンプルあたり8個体を用いて、独立した3回の実験を行なった。
(D) については1サンプルあたり4個体を用いて1回の実験を行なった。
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A B

C

Pro35S::STMwt (強) Pro35S::STMwt (強)

D E

Pro35S::STMwt (弱)

F G

Pro35S::STMgor Pro35S::STMgor

図22. 野生型STM、gor変異型STMおよびstm-1変異型STMの過剰発現体

Pro35S::STMstm-1 Pro35S::STMstm-1

発芽後25日目の芽生え (形質転換体の背景は全てCol)
（A-C) Pro35S::STM形質転換体

表現型にばらつきが見られたが、全てのラインにおいて葉の発達が抑制された。表
現型が強いライン (A, B; SEM像) では子葉がほとんど発達せずに茎頂部に多数

の葉原基様の器官が形成された。表現型が弱いラインでは子葉が発達せず、鋸歯
状の葉が形成された。 (A, B) および (C) の表現型が現れた割合はそれぞれ

図22. 野生型STM、gor変異型STMおよびstm 1変異型STMの過剰発現体

状の葉が形成された。 (A, B) および (C) の表現型が現れた割合はそれぞれ
25.0 %、75.0 %である (n = 40ライン)。

(D, E) Pro35S::STMgor形質転換体
多くのラインで野生型植物体と同様の表現型が観察された (D)。いくつかのライン
でstm変異体様の表現型が観察された (E)。 (D) および (E) の表現型が現れた割
合はそれぞれ80.8 %、19.2 %である (n = 52ライン)。

(F, G) Pro35S::STMstm-1形質転換体
多くのラインで野生型植物体と同様の表現型が観察された (F) いくつかのライン多くのラインで野生型植物体と同様の表現型が観察された (F)。いくつかのライン
でstm変異体様の表現型が観察された (G)。 (F) および (G) の表現型が現れた割
合はそれぞれ70.6 %、29.4 %である (n = 17ライン)

Bars = 2 mm
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ヘリックス I
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図23. ホメオドメインの立体構造とArg339の位置

II

g

(A-C) KNOX･タンパク質と同様にTALEクラスに属する酵母のMAT a1 alpha 2のホメ

オドメインと二本鎖DNAの立体構造 (NCBI MMDB ID: 71555)。
ホメオドメインとDNAの結合にはホメオドメイン中の第3ヘリックス (III) が中心的に
機能する。第3ヘリックスは二本鎖DNAの主溝 (Major groove) にはまり込むような
立体構造を有する。
gor変異によりアミノ酸置換が引き起こされるアルギニン (Arg339; 矢印, 黄色) はgo 変異によりアミ 酸置換が引き起 されるアルギ ン ( g339; 矢印, 黄色) は
典型的なホメオドメインの53番目のアルギニン (Arg53) に相当する。
Arg53はDNAのリン酸主鎖と水素結合すること、ホメオドメインとDNAの結合にとっ
て重要な機能をすることがこれまでに報告されている。
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図24. genomic STMwtコンストラクションの模式図

(A-B･) 材料と方法II.5-1. 1-2; Recombination systemによる組み換え

(C) 材料と方法II 5 1 3 5 第2 キ ンから下流領域のク ング(C) 材料と方法II.5-1. 3-5; 第2エキソンから下流領域のクローニング
(D) 材料と方法II.5-1. 6-8; 上流領域と下流領域のライゲーションおよびpBIN50への

サブクローニング
(E) 材料と方法II.5-1. 9-10; プロモーター上のKpnIサイトより上流領域の削除
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抗STM抗体の作製に用いたペプチド配列および配列の特徴を赤色の四角で示す。
Robson and Gamier、Second structure、Accessibilityにおける文字列、およびTotal
のグラフが示す値の詳細については材料と方法II-10-1. を参照。
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AD-T7 + BD-p53

AD-AtMPB2C + BD-STMAD-STM + BD-AtMPB2C

AD STMgor + BD AtMPB2C AD AtMPB2C + BD STMgor

3 8

4 9

AD-STMgor + BD-AtMPB2C

BD-STM

AD- AtMPB2C + BD-STMgor

AD-STM

AD BD ResultsB

6

5 10

11

BD-STMgor

BD-AtMPB2C

AD-STMgor

AD-AtMPB2C

AD BD Results

1 T7 p53

2 STM AtMPB2C +

3 STMgor AtMPB2C +

4 empty STM -

5 empty STMgor -

+(positive
control)

B

5 empty STM

6 empty AtMPB2C +

7 AtMPB2C STM +

8 AtMPB2C STMgor +

9 STM empty -

10 STMgor empty -p y

11 AtMPB2C empty -

(A, B) Yeast two-hybrid法を用いた解析
野生型 タ パク質および 変異型 タ パク質 と と

サプリメンタルデータ図S1. gor変異がSTMタンパク質とAtMPB2Cとの相互作用に与
える影響の解析

野生型STMタンパク質およびgor変異型STMタンパク質 (STMgor)とAtMPB2Cとの
相互作用能のTrp-/Leu-/His-/Ade- 選択培地による検定。
BaitとしてAtMPB2Cを用いたものは単独で偽陽性を示す (2, 3, 6)。

酵母内ではgor変異はSTMとAtMPB2Cの相互作用を阻害せず、STMgorは
AtMPB2Cと結合することが示された。

68



69



70



 71

VI. 参考文献  
 

Alonso, J.M., Stepanova, A.N., Leisse, T.J., Kim, C.J., Chen, H., Shinn, P., 

Stevenson, D.K., Zimmerman, J., Barajas, P., Cheuk, R., Gadrinab, C., 

Heller, C., Jeske, A., Koesema, E., Meyers, C.C., Parker, H., Prednis, L., 

Ansari, Y., Choy, N., Deen, H., Geralt, M., Hazari, N., Hom, E., Karnes, M., 

Mulholland, C., Ndubaku, R., Schmidt, I., Guzman, P., Aguilar-Henonin, 

L., Schmid, M., Weigel, D., Carter, D.E., Marchand, T., Risseeuw, E., 

Brogden, D., Zeko, A., Crosby, W.L., Berry, C.C., and Ecker, J.R. (2003). 

Genome-wide insertional mutagenesis of Arabidopsis thaliana. Science 301, 

653-657. 

Banerjee-Basu, S., and Baxevanis, A.D. (2001). Molecular evolution of the 

homeodomain family of transcription factors. Nucl Acids Res 29, 3258-3269. 

Barton, M.K., and Poethig, R.S. (1993). Formation of the shoot apical meristem in 

Arabidopsis thaliana: an analysis of development in the wild type and in the 

shoot meristemless mutant. Development 119, 823-881. 

Bellaoui, M., Pidkowich, M.S., Samach, A., Kushalappa, K., Kohalmi, S.E., 

Modrusan, Z., Crosby, W.L., and Haughn, G.W. (2001). The Arabidopsis 

BELL1 and KNOX TALE homeodomain proteins interact through a domain 

conserved between plants and animals. Plant Cell 13, 2455-2470. 

Benassayag, C., Seroude, L., Boube, M., Erard, M., and Cribbs, D.L. (1997). A 

homeodomain point mutation of the Drosophila proboscipedia protein 

provokes eye loss independently of homeotic function. Mech Dev 63, 187-198. 

Bhatt, A.M., Etchells, J.P., Canales, C., Lagodienko, A., and Dickinson, H. (2004). 



 72

VAAMANA—a BEL1-like homeodomain protein, interacts with KNOX 

proteins BP and STM and regulates inflorescence stem growth in Arabidopsis. 

Gene 328, 103-111. 

Bolduc, N., and Hake, S. (2009). The maize transcription factor KNOTTED1 

directly regulates the gibberellin catabolism gene ga2ox1. Plant Cell 21, 

1647-1658. 

Bougourd, S., Marrison, J., and Haseloff, J. (2000). Technical advance: an aniline 

blue staining procedure for confocal microscopy and 3D imaging of normal and 

perturbed cellular phenotypes in mature Arabidopsis embryos. Plant J 24, 

543-550. 

Brand, U., Grünewald, M., Hobe, M., and Simon, R. (2002). Regulation of CLV3 

expression by two homeobox genes in Arabidopsis. Plant Physiol 129, 

565-575. 

Brand, U., Fletcher, J.C., Hobe, M., Meyerowitz, E.M., and Simon, R. (2000). 

Dependence of stem cell fate in Arabidopsis on a feedback loop regulated by 

CLV3 activity. Science 289, 617-619. 

Bürglin, T.R. (1997). Analysis of TALE superclass homeobox genes (MEIS, PBC, 

KNOX, Iroquois, TGIF) reveals a novel domain conserved between plants and 

animals. Nucl Acids Res 25, 4173-4180. 

Byrne, M.E., Simorowski, J., and Martienssen, R.A. (2002). ASYMMETRIC 

LEAVES1 reveals knox gene redundancy in Arabidopsis. Development 129, 

1957-1965. 

Byrne, M.E., Groover, A.T., Fontana, J.R., and Martienssen, R.A. (2003). 



 73

Phyllotactic pattern and stem cell fate are determined by the Arabidopsis 

homeobox gene BELLRINGER. Development 130, 3941-3950. 

Chen, H., Banerjee, A.K., and Hannapel, D.J. (2004). The tandem complex of BEL 

and KNOX partners is required for transcriptional repression of ga20ox1. Plant 

J 38, 276-284. 

Chi, Y.I. (2005). Homeodomain revisited: a lesson from disease-causing mutations. 

Hum Genet 116, 433-444. 

Clark, S.E. (1997). Organ formation at the vegetative shoot meristem. Plant Cell 9, 

1067-1076. 

Clark, S.E., Running, M.P., and Meyerowitz, E.M. (1995). CLAVATA3 is a specific 

regulator of shoot and floral meristem development affecting the same 

processes as CLAVATA1. Development 121, 2057-2067. 

Curin, M., Ojangu, E.L., Trutnyeva, K., Ilau, B., Truve, E., and Waigmann, E. 

(2007). MPB2C, a microtubule-associated plant factor, is required for 

microtubular accumulation of tobacco mosaic virus movement protein in plants. 

Plant Physiol 143, 801-811. 

De Buck, S., Podevin, N., Nolf, J., Jacobs, A., and Depicker, A. (2009). The 

T-DNA integration pattern in Arabidopsis transformants is highly determined 

by the transformed target cell. Plant J 60, 134-145. 

Endrizzi, K., Moussian, B., Haecker, A., Levin, J.Z., and Laux, T. (1996). The 

SHOOT MERISTEMLESS gene is required for maintenance of undifferentiated 

cells in Arabidopsis shoot and floral meristems and acts at a different 

regulatory level than the meristem genes WUSCHEL and ZWILLE. Plant J 10, 



 74

967-979. 

Felix, G., Altmann, T., Uwer, U., Jessop, A., Willmitzer, L., and Morris, P.C. 

(1996). Characterization of waldmeister, a novel developmental mutant in 

Arabidopsis thaliana. J Exp Bot 47, 1007-1017. 

Fleet, C.M., and Sun, T.P. (2005). A DELLAcate balance: the role of gibberellin in 

plant morphogenesis. Curr Opin Plant Biol 8, 77-85. 

Fletcher, J.C., Brand, U., Running, M.P., Simon, R., and Meyerowitz, E.M. 

(1999). Signaling of cell fate decisions by CLAVATA3 in Arabidopsis shoot 

meristems. Science 283, 1911-1914. 

Fukaki, H., Fujisawa, H., and Tasaka, M. (1996). SGR1, SGR2, SGR3: novel 

genetic loci involved in shoot gravitropism in Arabidopsis thaliana. Plant 

Physiol 110, 945-955. 

Fukaki, H., Nakao, Y., Okushima, Y., Theologis, A., and Tasaka, M. (2005). 

Tissue-specific expression of stabilized SOLITARY-ROOT/IAA14 alters 

lateral root development in Arabidopsis. Plant J 44, 382-395. 

Gallois, J.L., Woodward, C., Reddy, G.V., and Sablowski, R. (2002). Combined 

SHOOT MERISTEMLESS and WUSCHEL trigger ectopic organogenesis in 

Arabidopsis. Development 129, 3207-3217. 

Gehring, W.J., Qian, Y.Q., Billeter, M., Furukubo-Tokunaga, K., Schier, A.F., 

Resendez-Perez, D., Affolter, M., Otting, G., and Wüthrich, K. (1994). 

Homeodomain-DNA recognition. Cell 78, 211-223. 

Hackbusch, J., Richter, K., Müller, J., Salamini, F., and Uhrig, J.F. (2005). A 

central role of Arabidopsis thaliana ovate family proteins in networking and 



 75

subcellular localization of 3-aa loop extension homeodomain proteins. Proc 

Natl Acad Sci U S A 102, 4908-4912. 

Hake, S., Smith, H.M., Holtan, H., Magnani, E., Mele, G., and Ramirez, J. (2004). 

The role of knox genes in plant development. Annu Rev Cell Dev Biol 20, 

125-151. 

Hay, A., Kaur, H., Phillips, A., Hedden, P., Hake, S., and Tsiantis, M. (2002). The 

gibberellin pathway mediates KNOTTED1-type homeobox function in plants 

with different body plans. Curr Biol 12, 1557-1565. 

Heberlein, U., Penton, A., Falsafi, S., Hackett, D., and Rubin, G.M. (1994). The 

C-terminus of the homeodomain is required for functional specificity of the 

Drosophila rough gene. Mech Dev 48, 35-49. 

Higuchi, M., Pischke, M.S., Mähönen, A.P., Miyawaki, K., Hashimoto, Y., Seki, 

M., Kobayashi, M., Shinozaki, K., Kato, T., Tabata, S., Helariutta, Y., 

Sussman, M.R., and Kakimoto, T. (2004). In planta functions of the 

Arabidopsis cytokinin receptor family. Proc Natl Acad Sci U S A 101, 

8821-8826. 

Ishida, T., Aida, M., Takada, S., and Tasaka, M. (2000). Involvement of 

CUP-SHAPED COTYLEDON genes in gynoecium and ovule development in 

Arabidopsis thaliana. Plant Cell Physiol 41, 60-67. 

Jackson, D. (2002). Double labeling of KNOTTED1 mRNA and protein reveals 

multiple potential sites of protein trafficking in the shoot apex. Plant Physiol 

129, 1423-1429. 

Jasinski, S., Piazza, P., Craft, J., Hay, A., Woolley, L., Rieu, I., Phillips, A., 



 76

Hedden, P., and Tsiantis, M. (2005). KNOX action in Arabidopsis is 

mediated by coordinate regulation of cytokinin and gibberellin activities. Curr 

Biol 15, 1560-1565. 

Kanrar, S., Onguka, O., and Smith, H.M. (2006). Arabidopsis inflorescence 

architecture requires the activities of KNOX-BELL homeodomain 

heterodimers. Planta 224, 1163-1173. 

Kasahara, H., and Benson, D.W. (2004). Biochemical analyses of eight NKX2.5 

homeodomain missense mutations causing atrioventricular block and cardiac 

anomalies. Cardiovasc Res 64, 40-51. 

Kato, T., Morita, M.T., Fukaki, H., Yamauchi, Y., Uehara, M., Niihama, M., and 

Tasaka, M. (2002). SGR2, a phospholipase-like protein, and ZIG/SGR4, a 

SNARE, are involved in the shoot gravitropism of Arabidopsis. Plant Cell 14, 

33-46. 

Kim, J.Y., Yuan, Z., and Jackson, D. (2003). Developmental regulation and 

significance of KNOX protein trafficking in Arabidopsis. Development 130, 

4351-4362. 

Kim, J.Y., Rim, Y., Wang, J., and Jackson, D. (2005). A novel cell-to-cell 

trafficking assay indicates that the KNOX homeodomain is necessary and 

sufficient for intercellular protein and mRNA trafficking. Genes Dev 19, 

788-793. 

Kim, J.Y., Yuan, Z., Cilia, M., Khalfan-Jagani, Z., and Jackson, D. (2002). 

Intercellular trafficking of a KNOTTED1 green fluorescent protein fusion in 

the leaf and shoot meristem of Arabidopsis. Proc Natl Acad Sci U S A 99, 



 77

4103-4108. 

Kissinger, C.R., Liu, B.S., Martin-Blanco, E., Kornberg, T.B., and Pabo, C.O. 

(1990). Crystal structure of an engrailed homeodomain-DNA complex at 2.8 A 

resolution: a framework for understanding homeodomain-DNA interactions. 

Cell 63, 579-590. 

Kragler, F., Curin, M., Trutnyeva, K., Gansch, A., and Waigmann, E. (2003). 

MPB2C, a microtubule-associated plant protein binds to and interferes with 

cell-to-cell transport of tobacco mosaic virus movement protein. Plant Physiol 

132, 1870-1883. 

Laux, T., Mayer, K.F., Berger, J., and Jürgens, G. (1996). The WUSCHEL gene is 

required for shoot and floral meristem integrity in Arabidopsis. Development 

122, 87-96. 

Lee, J.H., Lin, H., Joo, S., and Goodenough, U. (2008). Early sexual origins of 

homeoprotein heterodimerization and evolution of the plant KNOX/BELL 

family. Cell 133, 829-840. 

Lenhard, M., Jürgens, G., and Laux, T. (2002). The WUSCHEL and 

SHOOTMERISTEMLESS genes fulfil complementary roles in Arabidopsis 

shoot meristem regulation. Development 129, 3195-3206. 

Lenhard, M., Bohnert, A., Jürgens, G., and Laux, T. (2001). Termination of stem 

cell maintenance in Arabidopsis floral meristems by interactions between 

WUSCHEL and AGAMOUS. Cell 105, 805-814. 

Lohmann, J.U., Hong, R.L., Hobe, M., Busch, M.A., Parcy, F., Simon, R., and 

Weigel, D. (2001). A molecular link between stem cell regulation and floral 



 78

patterning in Arabidopsis. Cell 105, 793-803. 

Long, J.A., and Barton, M.K. (1998). The development of apical embryonic pattern 

in Arabidopsis. Development 125, 3027-3035. 

Long, J.A., Moan, E.I., Medford, J.I., and Barton, M.K. (1996). A member of the 

KNOTTED class of homeodomain proteins encoded by the STM gene of 

Arabidopsis. Nature 379, 66-69. 

Lucas, W.J., Bouché-Pillon, S., Jackson, D.P., Nguyen, L., Baker, L., Ding, B., 

and Hake, S. (1995). Selective trafficking of KNOTTED1 homeodomain 

protein and its mRNA through plasmodesmata. Science 270, 1980-1983. 

Mayer, K.F., Schoof, H., Haecker, A., Lenhard, M., Jürgens, G., and Laux, T. 

(1998). Role of WUSCHEL in regulating stem cell fate in the Arabidopsis shoot 

meristem. Cell 95, 805-815. 

Nakagawa, T., Kurose, T., Hino, T., Tanaka, K., Kawamukai, M., Niwa, Y., 

Toyooka, K., Matsuoka, K., Jinbo, T., and Kimura, T. (2007). Development 

of series of gateway binary vectors, pGWBs, for realizing efficient 

construction of fusion genes for plant transformation. J Biosci Bioeng 104, 

34-41. 

Ogawa, M., Shinohara, H., Sakagami, Y., and Matsubayashi, Y. (2008). 

Arabidopsis CLV3 peptide directly binds CLV1 ectodomain. Science 319, 294. 

Reddy, G.V., and Meyerowitz, E.M. (2005). Stem-cell homeostasis and growth 

dynamics can be uncoupled in the Arabidopsis shoot apex. Science 310, 

663-667. 

Riou-Khamlichi, C., Huntley, R., Jacqmard, A., and Murray, J.A. (1999). 



 79

Cytokinin activation of Arabidopsis cell division through a D-type cyclin. 

Science 283, 1541-1544. 

Rutjens, B., Bao, D., van Eck-Stouten, E., Brand, M., Smeekens, S., and 

Proveniers, M. (2009). Shoot apical meristem function in Arabidopsis requires 

the combined activities of three BEL1-like homeodomain proteins. Plant J 58, 

641-654. 

Schoof, H., Lenhard, M., Haecker, A., Mayer, K.F., Jürgens, G., and Laux, T. 

(2000). The stem cell population of Arabidopsis shoot meristems in maintained 

by a regulatory loop between the CLAVATA and WUSCHEL genes. Cell 100, 

635-644. 

Sharma, V.K., Carles, C., and Fletcher, J.C. (2003). Maintenance of stem cell 

populations in plants. Proc Natl Acad Sci U S A 100 Suppl 1, 11823-11829. 

Smith, H.M., and Hake, S. (2003). The interaction of two homeobox genes, 

BREVIPEDICELLUS and PENNYWISE, regulates internode patterning in the 

Arabidopsis inflorescence. Plant Cell 15, 1717-1727. 

Smith, H.M., Boschke, I., and Hake, S. (2002). Selective interaction of plant 

homeodomain proteins mediates high DNA-binding affinity. Proc Natl Acad 

Sci U S A 99, 9579-9584. 

Takada, S., Hibara, K., Ishida, T., and Tasaka, M. (2001). The CUP-SHAPED 

COTYLEDON1 gene of Arabidopsis regulates shoot apical meristem formation. 

Development 128, 1127-1135. 

Tassetto, M., Maizel, A., Osorio, J., and Joliot, A. (2005). Plant and animal 

homeodomains use convergent mechanisms for intercellular transfer. EMBO 



 80

Rep 6, 885-890. 

Viola, I.L., and Gonzalez, D.H. (2006). Interaction of the BELL-like protein ATH1 

with DNA: role of homeodomain residue 54 in specifying the different binding 

properties of BELL and KNOX proteins. Biol Chem 387, 31-40. 

Viola, I.L., and Gonzalez, D.H. (2009). Binding properties of the complex formed 

by the Arabidopsis TALE homeodomain proteins STM and BLH3 to DNA 

containing single and double target sites. Biochimie 91, 974-981. 

Wang, W., and Malcolm, B.A. (1999). Two-stage PCR protocol allowing 

introduction of multiple mutations, deletions and insertions using QuikChange 

Site-Directed Mutagenesis. Biotechniques 26, 680-682. 

Williams, R.W. (1998). Plant homeobox genes: many functions stem from a common 

motif. Bioessays 20, 280-282. 

Winter, N., Kollwig, G., Zhang, S., and Kragler, F. (2007). MPB2C, a 

microtubule-associated protein, regulates non-cell-autonomy of the 

homeodomain protein KNOTTED1. Plant Cell 19, 3001-3018. 

Wolberger, C., Vershon, A.K., Liu, B., Johnson, A.D., and Pabo, C.O. (1991). 

Crystal structure of a MAT alpha 2 homeodomain-operator complex suggests a 

general model for homeodomain-DNA interactions. Cell 67, 517-528. 

Yanai, O., Shani, E., Dolezal, K., Tarkowski, P., Sablowski, R., Sandberg, G., 

Samach, A., and Ori, N. (2005). Arabidopsis KNOXI proteins activate 

cytokinin biosynthesis. Curr Biol 15, 1566-1571. 



 81

VII. 謝辞  
 

本研究は、奈良先端科学技術大学院大学バイオサイエンス研究科形質発現植

物学講座において、田坂昌生教授のもとで平成 17 年 6 月から平成 22 年 1 月に

かけて行なわれました。本研究を行なうにあたり、田坂昌生教授には御指導、

御助言を賜りましたことを心からお礼申し上げます。また、形態統御機構研究

グループの相田光宏特任准教授には、常日頃より熱心な御指導、御助言をいた

だき、かつ本研究の進展を暖かく見守っていただきました。ここに心より感謝

申し上げます。また、gorgon 変異体を発見し、マッピングおよびシーケンスを

行ない、STM 遺伝子上の変異を同定していただいた新濱充博士に深く感謝申し

上げます。本研究を行うにあたり、様々な視点からご助言を頂きました森田美

代准教授、古谷雅彦助教、打田直行助教、武田征士特任助教、またバイオサイ

エンス研究科の教官、職員の皆様に深くお礼申し上げます。最後に、奈良での

5 年間の研究生活を共にすごし、様々な場面でお世話になりました形質発現植

物学講座の皆様、そして研究生活を支えてくれた両親、弟、友人達に心より感

謝申し上げます。  


	I-IV100523
	V100523
	VI-VII100523.pdf

