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要旨

　根系形成の遺伝的制御機構に関する知見は,他の器官に比べると圧倒的に少ない

上に断片的である.さらには,これらの基礎的な知見をもとにした根系機能の遺伝

的改良といった応用面を考えた場合,特に主要作物を対象にした研究が必要不可欠

であるが,これまでにはそのような研究の蓄積は極めて限られている.植物の形態

形成やその遺伝的制御を研究するための手法はいくつかあるが,その中でも突然変

異体の利用による解析は極めて有効な手段の一つである.本研究は,イネにおける

根の発育に関する突然変異体についての発育形態学的特微や,変異形質を支配する

遺伝子間の相互作用性について調査し,根系形成に関わる制御機構を遺伝学的側面

から明らかにしようとしたものである.

　初めに,イネ(Oryza　saava　L.,品種Blue　Rose)にγ線処理を行ったM2世代

の幼植物(約7,500個体),および台中65号のMNじ(N-mdカy7-N-njtrosourea)

受精卵処理後代のM3世代における幼植物(約10,500個体)を供試し,根の発育

に関わる突然変異体の選抜を試みた.その結果,台中65号のMNU受精卵処理後

代から2系統(odm202,HK8215),およぴBlue　Roseのγ線処理後代から6系

統(BRX65,BRX1　17　,BRX180,BRX334,BRX430　,BRX448)得られた.こ

れらは種子根,冠根の発生に関わる変異体,および種子根の伸長に関わる変異体で

あった.これらのM3,あるいはM4世代のヘテロ型個体における表現型の分離に

ついてχ2検定を行った結果,正常型:変異体型が3:1に適合する分離を示した

ため,これらの変異体はいずれも単因子劣性遺伝子変異に起因することが判明した.

　次に,新たに得られた変異体8系統と,これまでにその作出が報告されている台

中65号の如Vび受精卵処理後代から得られた単因子劣性遺伝子変異に起因する

Γαぷc/ε/Eg(Γα/)変異体3系統(odm40,0dm115,0dm123)を用いて交雑実験を行

い,それらの変異形質を支配する遺伝子の対立性を検討した.その結果,種子根の
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発生に関わる遺伝子座が2座(RAD瓦7£a£SSj(RA£j),RAL2),冠根の発生に関

わる遺伝子座が2座(CROWN　ROO瓦£SSj(CRLj),CRL2),およぴ種子根の伸

長に関わる遺伝子座が3座(R£DじC£D　ROOTL£NGT阿j(Rjぞ£j),RRL2,RR£3)

存在することが判明した.

　そこで,まず根系形成の出発点にあたる根の発生過程の制御機構を解析すること

を目的に,尺Å£7,RA£2,CR£j,およびCR£2に座乗する遺伝子の突然変異に起因

する変異体を用いて,形態的特徴や,変異形質を支配する遺伝子間の相互作用性に

ついて調査した.

　イネの種子胚中には,一本の幼芽と幼根が分化する.これに対して,今回新たに

得られた,･r/j-2の種子胚中には,幼芽は存在するが,幼根の分化は認められず,胚

発生突然変異体として既に作出されている,･α/j-7,,･α/2-j,および,･α/2-2変異体と

類似した特徴を示した.また,これらのΓα/変異体4系統ではいずれも胚のサイズ

が原品種に比べ縮小化する傾向がみられ,幼芽の分化位置はより基部側へ移行して

いた.一方,これらの変異体は冠根形成が可能であった.加えて,Γα/7-7　Γα/2-7二

重変異体では,胚のサイズが各交雑親の変異体に比べさらに小さく,また幼芽も欠

損していた.これらの結果から,RA£7,およびRA£2はいずれも幼根そのものの発

生分化を制御するのではなく,胚の領域形成に直接あるいは間接的に関わる遺伝子

座であると考えた.

　cr/7変異体では,冠根数が減少すること以外は形態的特微が原品種とほぽ同様で

あったが,cr/2変異体では地上部の矯化,葉や穂の奇形化,および種子根の長さや

直径の増加など,冠根の発生以外にも多くの形態的異常が認められた.cr/7変異体

の茎葉部には冠根原基の形成が認められなかったため,冠根数の減少は原基の発生

自体が抑制されることに起因することが明らかとなった.これに対してロ･/2変異

体では,原品種に比べると数は少ないものの,冠根原基の形成が認められた.しか

し,ほとんどの冠根原基は茎葉部外へ伸長することはなく,原基形成後,その成長
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を停止していた.したがって,本変異体における冠根数の減少は冠根原基の発生自

体を抑制する作用と,形成された原基の成長を抑制する作用の2つの原因によるも

のと推定された.これらの結果から,CR£jは冠根原基の発生に特異的に作用する

が,CR£2はイネの様々な発育過程に関わる遺伝子座であると判断した.

　z･α/j-2ロ･/j変異体の幼苗では,冠根およぴ種子根のいずれの発生も認められず,

両交雑親である変異体の形質が付加的に現れていた.また,その後も継統的に冠根

発生数について調査したところ,,･α/j-2　cr/j　二重変異体では,原品種に比べその数

は著しく少なかったが,cr/j変異体とほぽ同数の冠根を形成した.これらの結果か

ら,特にRA£jは冠根形成には全く関与せず,幼根の発生に特異的に関わる遺伝子

座であることが判明した.

　次に,根の伸長過程における遺伝支配の実態について,RR£7,RR£2,およびCR£2

に座乗する遺伝子の突然変異に起因する変異体を用いて解析した.,･r/7変異体,お

よび,･r/2-7変異体の15日齢の幼苗における種子根長は,原品種のそれぞれ36%,

およぴ45%であり,cr/2変異体では114%であった.種子根の組織を観察した結果,

短根化する変異体のうち,�7変異体は原品種に比べ細胞の伸長のみが抑制されて

おり,,･r/2-7変異体では細胞伸長が抑制され,かつ根端分裂域のサイズが減少する

傾向が見られた.また,一細胞層において単位時間当たりに増加した総細胞数(セ

ルフラックス)は,,･r/7では原品種と同程度であったが,,･r/2-7では有意に減少し

ていた.一方,長根化する特微を有するcr/2変異体は分裂域のサイズ,セルフラ

ックス,および成熟域における紺胞長のいずれも原品種に比べ増加していた.

　rr/フロ･/2二重変異体の成熟域における細胞長は,�7変異体,およぴcr/2変異体

の細胞長の間の値を示し,またrr/2-7　cr/2二重変異体の細胞長,根端分裂域のサイ

ズ,およぴセルフラックスは,いずれも,･r/2-j変異体,およぴcr/2変異体の各値

の間に位置していた.以上の結果から,尺尺£7,およびRR£2は根軸方向への細胞の

伸長,あるいは増殖過程において促進的に作用し,逆にCj?Z,2はこれらの過程に対
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組織学的特性から

して抑制的に作用する機能を持つ遺伝子座であり

に競合的に作用する こと

らの根の伸長に関わる変異体の中に

変異体) が1 系統存在した

それら

によって根の仲長量が決定される

に座乗する遺伝子が互い

ことが示唆された.

短根性の発現が生育環境に依存する変

そこで 変異体を用いてこ の変異形質の

これ

異体 (�j

発現に関わる環境要因を調査した結果,

を示して短根化する変異体である

`〃

(-

を明らかにした.こと

rr/J

の変異体は機械的刺激に対し最も鋭敏な応答性

また 本変異体における種子根の

正常な根が機械的ストレスにさらされた場合には細胞の伸長抑制と細

胞増殖の低下が同時に起 るのに対し 本変異体の根では, 根端分裂域における根軸方向

とによって短根化が誘起される

`f

C-

への細胞増殖率が特異的に低下する

これ 機械的ス

`y゛

4- ことを明らかにした.

トレス下での細胞の伸長抑制と細胞増殖の低下といった

ことは非常に困難であった

までは

異なる機構を厳密に区別して解析する

体では細胞伸長過程に異常が認め

の細胞の増殖

られなかったため

しか

本変異体は機械ス

およぴ伸長の変化に関わる機構を区別して解析する上で

2つの

し,本変異

トレス下で

,極めて有

用な研究素材であると考えた.

　このように,本研究は根系形成機構を根の発育に関わる突然変異体を用いて遺伝

学的側面から解析し (1) 種子根, および冠根の形成に関わる遺伝子座をそれぞれ

前者は幼根が分化する胚の領域形成過程に対して直接あるいは間

り,また後者は冠根原基の発生,

こと (2) 種子根の伸長に対して抑制的

および形成後の成長

およぴ促進

その伸長量はそれらに座乗する遺伝子が互いに

こと および (3) 機械的ス トレス下に

2座ずつ同定し

接的に制御する遺伝子座であ

過程に関わる遺伝子座である

的な機能をもつ遺伝子座が存在し

競合的に作用する

おいて

ことによって決定される

根端分裂域の根軸方向への細胞増殖過程を特異的に制御する遺伝子座が存

在することを認めた
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緒論

　植物の形態形成やその遺伝的制御を研究するための手法はいくつかあるが,その

中でも突然変異体の利用による解析は極めて有効な手段の一つである.本研究は,

イネにおける根の発育に関する突然変異体についての発育形態学的特微や,変異形

質を支配する遺伝子間の相互作用性について調査し,根系形成に関わる制御機構を

遺伝学的側面から明らかにしようとしたものである.

　根系を構成する異なる種類の根の,数,長さ,太さなどで表される発達程度と,そ

れらの土壌空間中における配置によって規定される根系構造は,根系全体の機能発現

において決定的な役割を果たしている(Lynch　1995,　Yamauchi　et　al.　1996).したがっ

て,この根系構造の形成過程がどのような遺伝支配を受けているのかを解明すること

は極めて重要な課題であるが,その実態についてはなにもつかめない状態が続いて

いた.しかしこの10年ほどの間に,特にシロイヌナズナを中心に根の発育過程に関わる

突然変異体の作出,および選抜が精力的に行われ,シロイヌナズナの根がどのような機能

を持つ遺伝子によって形作られているのかが徐々に明らかになってきた.

　植物のライフサイクルで,もっとも早く形成されるのは胚発生中に分化する幼根である.

シロイヌナズナの胚では,頂端一基部の軸に沿って茎頂分裂組織,2枚の子葉,胚軸,幼根,

根端分裂組織が並ぶ(Jurgen　et　al.　1991).このパターンの形成は,軸の極性の確立,およ

ぴ軸に沿った各器官や組織の分化の2つのプロセスから成り立つと考えられる.Jurgenら

は,頂端一基部の軸に沿ったパターン形成過程がどのような遺伝的制御を受けているかを

探るため,芽生えにおいて特定の器官が欠損する変異体を徹底して選抜した(Jurgen　et　al.

1991,Mayer　et　al.　1991).その結果,4種の突然変異体が得られ,このうち･･叩帥=,万(z叩)

は胚軸と根をそれぞれ欠損していると解釈された(Mayer　et　al.　1991).z叩変異体の初期胚

を調べたところ,apl�,central,およびbasalの3つの領域のうち,本変異体ではcentral

とbasal領域で細胞分裂パターンに異常が見られたため,MP遺伝子はこれらの領域を発生
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の初期段階で確立するのに重要であると判断された(Mayer　et　al.　1991).しかし,Scheres　et

al.(1994),およびWillemsen　et　al.　(1998)は,組織切片の詳細な観察とクローン解析によ

り細胞系譜の追跡を試み,作成した心臓型胚の原基分布図とapi�,central,およぴbasal

の3領城に対応させたところ,1つの器官や組織を構成する細胞が,必ずしも同じ領域に

由来しないことが判明したため,胚の個々の器官や組織の分化に細胞系譜はあまり重要で

ないと考察した.このことは,､/㎏sφ)変異体の特微からも裏付けされる.β変異体は,

正常型に見られるような細胞分裂の規則性を全く失い,極端に変形した芽生えを形成する

が,この芽生えでは茎頂分裂組織,子葉,胚軸,幼根が相対的に正常な位置に見られ,放

射軸に沿った各組織も正しい位置に分化していた(Torres-Ruiz　and　Jurgens　1994).このよ

うなことから,胚の細胞の運命は,細胞系譜よりも細胞の相対的な位置に大きく依存する

と現在では考えられている.したがって,如E)遺伝子が必ずしもcentralとbasal領域の確

立に働くとは断定できないことになる.その後,このMP遺伝子については,より詳細な

解析が行われた結果,z叩の芽生えから不定根を誘導して完全な植物体まで成長させたと

ころ,どの器官においても維管束細胞の伸長が不十分で,しぱしぱ分断されており,配列

も乱れていた(Przemeck　et　al.　1996).維管束の形成には,細胞の長軸方向に沿ったオーキ

シンの流れが重要であるが(Sachs　1991),実際にz叩変異体の花茎ではオーキシンの極性

移動量が減少していた(Przemeck　et　al.　1996).

　また,z叩変異体と同様に胚軸と根を欠損するみ�･,z緬(M/)変異体が単離されたが,阿,

M/二重変異体はほとんど胚軸のみとなった(Hamann　et　al.　1999).以上のことから,MI)

遺伝子は胚の特定領域の確立,およぴその後の幼根の分化に直接的な役割を果たしている

のではなく,オーキシンと関連した維管束細胞の軸化に関わっていると考えられる.

　頂端一基部軸に沿った細胞運命の決定には,j9r遺伝子も関与している(Willemsen　et　a1.

1998).肋z変異体では,球状胚の段階でhypophyseal　cell　が正常に分裂せず,最終的に静

止中心と根冠の根の先端部の構造が異常になる.また,本変異体では胚発生の後半に始原

細胞の分裂が始まらない,lateral　root　caP　が形成されないなど,多くの異常が認められた.

6



さらに野生株の幼根では,皮層始原細胞の娘細胞が並層分裂して皮相と内皮を作っている

が,肋r変異体では,皮層始原細胞に相当する位置の細胞も既に分化し,並層分裂して皮

層と内皮に別れていた.Wmemsen　et　al.　(1998)は,このような多面に渡る舶r変異体の異

常性に関わる遺伝子の本質的な機能について,近年提案された新しい静止中心の機能の面

から考察している.

　van　den　Berg　et　al.　(1995)は,根端の様々な細胞をレーザーを用いて破壊する実験を行

い,例えぱ皮層始原細胞を壊すと,その空隙を埋めた内鞘の始原細胞が他の皮層細胞と同

じように分裂して,皮層と内皮を形成することを見いだした.さらに,皮層始原細胞を壊

した場合,その始原細胞は皮層と内皮を形成したが,皮層の始原細胞に接している3つの

皮層の娘細胞を同時に壊した場合には,始原細胞は並層分裂による皮層と内皮を形成しな

くなった.以上のことから彼らは,始原細胞の細胞分裂の様式は,細胞が置かれている位

置に基づき,その位置へ同じ細胞層のより成熟した基部側の細胞から始原細胞に求頂的に

情報が伝達されることによって決定されると判断した.このように,細胞の分裂様式に関

わる位置の情報が各紺胞ごとに求頂的に始原細胞まで伝達されているとすると,すべての

始原細胞に接している静止中心は,位置情報の流れが収束する場所であると考えられる.

そこで彼らは,4つの静止中心の細胞のうちのいずれか一つをレーザーで壊してその影響

を調べた(van　den　Berg　et　al.1997).その結果,直接それに接していた各始原細胞は,本来

娘細胞が示す形に分化してしまい,新たに娘細胞を作ることを止めてしまったため,彼ら

は静止中心が分化を促進する上位方向からの位置情報に対抗して働き,始原細胞を未分化

の状態に保っていると提案した.このような静止中心の機能から判断すると,j9r遺伝子

は,胚発生の初期段階に観察されたhypophyseal　ce11の異常分裂に基づく,静止中心と根冠

部分の決定に関わるものであり,その他に見られる形態異常は静止中心が形成されないた

めの二次的な結果と解釈される(Willemsen　et　al.　1998).

　このような頂端一基部パターンに関わる変異体の他に,放射パターンに関わる変異体と

して,gαΓEcraw(sロ･),j恥rけaaz(j加),および､･�･,z/9(w()/)変異体が得られている.
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野生株は,表皮細胞と中心柱の間に皮層と内皮の2層を形成するが,g･と咄,･変異体では

それらの間に1層しか存在せず,いずれの変異体も皮層始原細胞の娘細胞に並層分裂が起

きないために細胞層が欠損していた(Scheres　et　al.　1995).鋤･変異体では,通常,内皮で

形成されるカスパリー線を持つ細胞が消失しているため内皮が欠損していると考えられる

が,j/z,･変異体の表皮細胞と中心柱の間における1層の細胞層はカスパリー線を持ち,ま

た皮層組織に特異的なモノクローナル抗体の発現が認められるため,この細胞層は両者の

性質を有していると想定される.また,根の細胞層の数が増加するβ変異体と交雑した結

果,g･β二重変異体ではそれぞれの性質を示す細胞層が形成されたが,j加β二重変異体

ではカスパリー線を持つ細胞層は形成されなかった.しがたって,SCR遺伝子は皮層始原

細胞の娘細胞における並層分裂にのみ関わり,gZR遺伝子は並層分裂と内皮そのものの分

化に関わるものと考えられる.一方,wa/変異体では,中心柱の細胞数が減り,かつ師部

も欠損していたが,wa/β二重変異体では細胞数が増えて師部も認められた(Scheres　et　al.

1995).したがって,Wθ£遺伝子は,師部の分化ではなく,中心柱内の細胞分裂に特異的

に関わっていると考えられる.

　これらとは異なり,幼根の分裂組織は正常に分化するが,発根後すぐに伸長を停止する

変異体としてr･r･･zjz･�･gj(r�7)および｡/2が得られている(Cheng　et　al.　1995).

仲長を停止した根には分裂組織が維持されておらず,また伸長前の幼根の表皮細胞数と伸

長停止後の表皮細胞数は全く同じであったため,本変異体の幼根の伸長は,細胞の伸長の

みに起因したものと想定された.これに関して,ソラマメやワタを用いた実験から,吸水

後,幼根基部側部位で細胞伸長が始まり,その結果幼根がある程度伸長することが引き金

となって,根端分裂組織が再活性化することが明らかにされている(Obroucheva　et　al.

1995).したがって,凪乱jおよぴj?M£2は細胞伸長後の分裂活性の再開に関わる遺伝子で

ある可能性が高い(Cheng　et　al.　1995).このr�変異体のような根端分裂組織の維持に欠

陥を示し,結果として短根化する変異体はこの他にも得られているが(Baskin　et　al.　1992),

逆に分裂組織が巨大化し,根が長根化する変異体は得られていない.一方,地上部では,
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茎頂分裂組織が巨大化し,草丈が増加するc沁心zj(必j),および必丿変異体が得られて

いる(Clark　et　al.　1993,1995).これらの変異体の分裂組織では有糸分裂指数が野生型より

も遅いことが判明しており,C£V遺伝子は分裂組織の負の制御因子ではなく,未分化細胞

の発生運命の決定を促す役割を持つものと考えられている(Laufs　et　al.　1998).茎頂,およ

ぴ根端分裂組織の恒常性に関わる機構を比較する上でも,C£yのような機能を持つ遺伝子

が根端分裂組織でも作用しているのかどうか興味深い.

　細胞の根軸方向への伸長過程に関わる変異体としてsz四敞1ρlurj(卵7)が,また放射方

向に関わる変異体として,s必r･およぴ｡みΓαが得られている(Be�ey　et　al.　1993,Baskin　et

al.1995,Hauser　et　al.　1995).極大まかには,根冠を除く根端は始原細胞群とこれに統く分

裂域,およぴ伸長域とに区別されるが,分裂域と伸長域とは交互に重なっているため,厳

密な意味ではその境界は存在しない(Dolan　and　Roberts　1995).これに関して,咋7変異体

では,分裂能力を持つ細胞の根軸方向への伸長は野生型と変わらないが,分裂能力を失っ

た細胞の伸長は阻害されていた(Baskin　et　al　.　1995).この結果は,分裂能力を持つ細胞と

持たない細胞間で細胞伸長の制御機構が遺伝的に異なることを示し,S77)7は後者の伸長

過程のみに作用すると考えられる.c必Γαおよぴ5･必r･変異体では,いずれも主根の直径

が肥大していたが,肥大する組織の種類については変異体間に違いが認められ,gみr･で

は皮層のみ,またc必Γαでは表皮のみがそれぞれ放射方向へ仲長していた(Benfey　et　al.　1993,

Hauseret　al.　1995).また,g扮･c必Γα二重変異体では皮層と表皮のいずれの組織も肥大し

たため,異なる組織を形成する細胞の伸長方向は,別々の遺伝的支配下にあると考えられ

る.

　また,これまでに根毛の形成に関する突然変異体も数多く作出されている.シロイヌナ

ズナの場合,表皮細胞が根毛を形成するか否かは,すぐ内側の細胞層である皮層との位置

関係によって決定され,2つの皮層と接する表皮細胞が根毛を形成する細胞であり,1つ

の皮層としか接しない表皮細胞は根毛を持たない細胞である(Dolan　et　al.　1994,Galway　ret

al.　1994).r･z/zαirdφcz泗6(rM6)は根毛の誘導が抑制される変異体であるが,この変異
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体へエチレンの前駆物質であるACCを処理することにより根毛形成が認められたため,

根毛の誘導はエチレンによって制御されていると考えられる(Masucci　and　Schiefelbein

1994).このことは,ACCを処理した野生株の根でも,通常根毛が形成されない表皮細胞

から根毛が誘導されることからも裏付けられる(Tanimoto　et　al.　1995).一方,c9rzα(印c)

変異体では根毛の発生数が野生株の1/4程度に減少するが,エチレン処理によっても根毛

数が増加しないため,G)Cは根毛形成開始の制御機構そのものに関わることが示唆された

　(Wada　et　al.　1997).したがって,同じ根毛数の減少を示すが,gfZ)6と(?Cは機能的に

異なると考えられる.

　これらとは逆に,ほとんど全ての表皮細胞から根毛が形成され,その数が著しく増加す

る変異体として,･,�如z泗r,･φ1･Γε印θ刄jgj(czrj),zΓαタz¥αΓaz　ze蹟z　gj,2M:z(卯),およぴ

μzみru,y　2　(が2)が得られている.このうち吻･jでは,暗条件下で野生株を育てる際に工

チレンを作用させた場合に観察される,上胚軸の伸長成長阻害,放射方向への肥大成長の

促進,水平方向への屈曲成長といったいわゆるトリプルレスポンスがエチレンの処理なし

に誘導される(Kieber　et　al.　1993).しかし,エチレン合成阻害剤のaminoethoxyvinylglycine

　(AVG)やエチレン結合阻害剤の銀イオンなどによりc�からは根毛形成が誘導されなか

ったため,ゆ･jはエチレンがなくても情報伝達経路が恒常的に活性化されている変異であ

ると解釈されている.Wada　et　al.　(1997)は,根毛数の増加する変異体である吻およびg/2

と,減少する変異体である印cの間で交雑実験を行い,それぞれの二重変異体の表現型を

調査した.その結果,叩cが2二重変異体はg/2の表現型を示し,c阿吻二重変異体はその

中間の表現型を示した.また,G£2遺伝子は既に単離されており,この発現をGUSレポ

ーター遺伝子の発現により吻変異体で調査した結果,本変異体ではGUS遺伝子の発現量

が減少する傾向が認められた(Hung　et　al.　1998).これらの結果より,Cj)Cは77石と相互

作用して,下流のGZ,2の発現を制御していることが示唆されている.

　さらに,根は様々な環境刺激によって成長パターンを変化させるため,環境刺激に対す

る応答反応機構を解析する系としても注目されてきた.これまでに多くの環境応答機構に
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関わる変異体が得られているが(Benfey　and　Schiefelbein　1994,　0kada　et　al.　1996,Sakai　et　al.

2000),なかでも重力応答機構に関する研究の蓄積が著しい.コロドニー･ウェント説に

よれぱ,感受された重力剌激が傾いた根,およぴシュートにおいて器官の上下両側におけ

るオーキシンの不等分布を引き起こし,その不等分布にしたがって,偏差成長が引き起こ

される.このオーキシンの不等分布形成にオーキシン輸送系が重要なことが,オーキシン

極性輸送阻害剤を用いた数多くの生理実験から示唆されてきた(Lomax　et　al.　1995).合成

オーキシンである1-NAAや2,4-Dは,天然オーキシンであるIAAと同様のオーキシン活

性を示すが,これら2つの細胞内外への輸送機構は大きく異なり,1-NAAは拡散により,

また2,4-Dはキャリアーにより細胞内に取り込まれることが知られている(Delbarre　et　al.

1996).根の重力屈性異常を示すシロイヌナズナのαa7変異体の各合成オーキシンに対す

る反応性が詳細に調査された結果(Yamamoto　and　Yamamoto　1998),αz�変異体の根は2,4-D

に対して耐性を示すが,1-NAAに対しては野生型と同様の感受性を示し,また低濃度の

1-NAAを培地に添加することにより重力屈性が回復した.1-NAAと2,4Dの取り込まれ

方の違いを考盧すると,ÅILノX7遺伝子は取り込みキヤリアーに関わると考えられ,さらに

Åびxj遺伝子の単離,およぴタンパク質の機能解析が進められたところ,上記の考えを支

持する結果が得られている(Utsuno　et　al.　1998).

　以上のように,シロイヌナズナの突然変異体を用いて根形成機構の遺伝制御の実態が

徐々に解明されている.その他の植物では,トマトにおいて30年以上も前から根の発育

に関わる突然変異体が数多く単離されていた.Zobel(1975)は,このうち側根を形成で

きないdz昭ε･琲叩必α(而z)変異体と不定根を形成できないr･g脚(ra)変異体に注目し,

これらの二重変異体の表現型を調査した.その結果,而zπ･n二重変異体からは側根や不定

根は形成されないが,胚軸の基部から非常に多くの根(basal　root)の発生が観察されたた

め,形態学的,発生学的に異なる側根,不定根,およびbasal　root　は遺伝学的にも異なる

と結論している.また,タバコにおいても不定根形成が誘導されない-:,変異体が得られ

ており,この変異体を用いてその形成機構に関して解析されている.タバコの野生株から
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採取した茎ヘオーキシンを処理した場合,基部側から不定根の発生が認められるが,-:,

変異体では細胞分裂は誘導されるがその後の分裂組織の形成が抑制されるため,凡4C遺伝

子は細胞分裂を組織化する上で必須の遺伝子であると考えられる(Lund　et　al.　1996).Γαc

変異体では野生型の不定根形成過程において発現する3つの遺伝子(jZRGj),�,az4/j,お

よぴgみj)の内,池:z,･¢/5およぴ励Jの発現は見られたが,g?Gjりzzjの発現は認められなか

った(Lund　et　al.　1997).これらの3つの遺伝子はいずれも野生型へのオーキシン処理によ

って発現が誘導されることから,彼らは凡4C遺伝子は分裂組織の形成を誘導するオーキ

シンのシグナル伝達経路,あるいはオーキシンに対する感受性の増加を制御しているもの

と考察している.

　一方,これらの双子葉植物以外では,根の発育に関わる突然変異体がほとんど得られて

おらず,その遺伝支配の実態についてはほとんど明らかになっていない.これまでの研究

において,根系形態における遺伝的変異が30種以上の植物で認められている(O'Toole　and

Bland　1987).また,ホルモンによる根の発育の制御機構も種間で異なり,例えぱプドウや

トマト,オウトウでは不定根形成は内生的にIAA濃度が上昇することにより誘導されるが

　(Maldiney　et　al　.　1986,Libel　et　al.　1989,Gasper　et　al.1990),エンドウではそのようなオー

キシン濃度の上昇なしに不定根形成が誘導される(Bollmark　et　al.　1988,Nordstr6mとEliasson

1991).したがって,ある植物のみから得られた情報を全ての植物にあてはめていくだけ

ではもちろん不十分であり,そのため特に根系形質に注目した品種育成を目指す上では,

目的とする作物を用いて解析する必要性が高い.

　そこで本研究の第1章では,主要作物の一つであり,しかもわが国において他の

作物と比較して種々の根系形質についての研究の蓄積が多いイネを材料にして,ま

ず根の発育に関わる突然変異体の作出,選抜を行った.その結果,根の発生,伸長,

およぴ環境応答に関わる変異体を得た.そこでつづいて,根系形成の出発点にあた

る根の発生過程の制御機構を解析することを目的に,新たに得られた根の発生に関

わる突然変異体と胚発生突然変異体として既に作出されている種子胚中に幼根の分
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化が認め られない Γαぷc/e/ε∬ 変異体 (Kitano et　al 1993)

変異形質を支配する遺伝子間の相互作用性について調査した

を用いて形態的特微や

これ まで短根化する

変異体は数多く得られているが,長根化する変異体は得られておらず,そのためどの

ような遺伝子座が根の伸長を制限しているのか,またそのような遺伝子座は根の伸長

を促進させる遺伝子座とどのような相互作用性を示すのかという問題が残されたまま

である.これに関して,第1章で得られた突然変異体の中には,根の長さの増加,お

よぴ減少を示す変異体がそれぞれ存在していた.これらの変異体はこのような問題を

解析する上で,

および短根化する変異体を用い

ぴ組織学的特徴を調ベ 次に F3

極めて有用な研究素材であると考えられる そこで第 2章では 長根

,まずこれらの変異体の幼苗期にみられる形態,およ

世代で分離した二重変異体型個体の特微を解析するこ

それらの遺伝子間の相互作用性について検討した 根系全体

第1章,

とにより

の機能発現において決定的に重要な役割を果たしているが

およぴ第

さら に,圃場条件下において重要となるのが

る.そこで第 章では 第1

本変異体の短根性を誘起する環境要因,

根系構造は

この構造は

2章で解析した根の発生数や伸長量といった要素によって規定される

外部環境に対する根の応答反応であ

章で得られた短根性の発現が成育環境に依存する変

およぴ短根化した根の組織学

さらに短根性の発現機作について生理学的側面から検討した

本研究では 根に関する突然変異体についての発育形態学的特徴

3

異体を用いて,

的特微を調査し,

　以上のように

変異形質を支配する遺伝子間の相互作用性について調査しや

制御機構を遺伝学的側面から明らかにすることを試みた

13
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第1章　種子根および冠根の発生を制御する遺伝子座の機能

緒言

　一般に,多くの双子葉植物では,主根とそこから発生した側根が根系を構成するのに

対して,単子葉植物の根系は,その個体発生において順次発生してくる多くの冠根によ

って特微付けられる,いわゆるひげ根状の根系を形成する(Kepper　1992).例えぱ,圃場

で栽培されるイネの根系は,しぱしぱ数百本もの,また時には千本以上もの冠根を発生

することが知られている(Kawata　et　al.　1978,Kawashima　1988).しかしながら,イネでは

冠根の発生に関わる突然変異体が得られておらず,そのためその発生過程がどのような

遺伝子によって制御されているのかについては全く知見が得られていない.

　イネの根系は,種子根,冠根,およぴそれらから発生する側根などの種類の異なる根

よって構成されている.これまでの研究において,これらの根の間の形態,解剖,およ

ぴ発生学的な類似性や相違性が明らかにされているが(Waisel　and　Este1　1991,Yamauchi　el

al.1996),根系機能の改善を育種目標に掲げる場合には,これらに加え遺伝学的側面での

共通性や相違性について明らかにすることが必要不可欠である.しかし,イネではこれ

までに種子胚中に幼根の分化が認められないr�必/･/･g変異体が3系統(odm　40,　0dm　llj

odm　123)得られているが(Kitano　et　al　.　1993),本変異遺伝子が幼根以外の根の発生にど

のような影響を及ぽすのかについては詳細には検討されていない.また,他の種類の根

ではこのような発生に関わる突然変異体は得られていないため,種類の異なる根の発育

過程が,どのような共通の,あるいは異なる遺伝制御下にあるのかに関しては解析が進

んでいない.

　そこで本章では,まずイネを材料に水耕法あるいはグロースポーチ法によって,根の

発育に関する突然変異体の作出,およぴ選抜を試みた結果,幾つかの形態的特微が異な

る突然変異体を得た.その中に,種子根の発生に関わる変異体1系統(HK8215),およ

ぴ冠根の発生に関わる変異体2系統(odm　202,　BRX334)が存在した.次に,これらの
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3系統とr�必/ε/eg変異体3系統,およぴそれらの原品種を材料として用いて,まず発芽

後の成育過程に見られる形態的特徴について調査した｡また,これらの変異体間で異な

る6組合せの交雑実験を行い,各変異体の変異形質を支配する遺伝子の遺伝関係,およ

ぴ遺伝子間の相互作用性を調べることにより,各変異遺伝子座の機能について比較･検

討した.加えて,多くの植物において冠根の発生はオーキシンにより強く促進されるこ

とが知られているため(Blakesley　et　al.　1991),冠根の発生に関わるodm　202,　およびBRX334

変異体については,冠根形成に対するオーキシン処理の影響についても調査した.
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材料と方法

1.根の突然変異体の作出,選抜およぴ遺伝様式

　イネ(Oryza　saava　L.)品種Blue　Rose　にγ線処理を行ったM2世代の幼植物(約7,500

個体),およぴ台中65号のMNU(N-me版y伺`Fnjはosourea)受精卵処理後代のM3

世代における幼植物(約10,500個体)を変異体の選抜に供試した.

　供試した種子は,ペンレートjr　200倍溶液に28℃暗黒条件恒温器内で24時間浸漬した

後に,さらに水道水中に同条件下で24時間浸漬し,催芽させた.Blue　Roseのγ線処理

M2世代については,M1個体別系統毎にM2種子15粒程度を,温室内で2週間,通気水

耕栽培した後,種子根･冠根の発生数,長さ,直径と側根の発達程度に注目して選抜し

た.台中65号のMNU受精卵処理後代については,M2個体別系統毎にM3種子15粒程

度を縦6　cmx横15　cmのシードパック･グロースポーチ(Mega　lntemational　of

Mlneapolis社製)に播種し,人工気象室(12時間日長,気温30℃)内において2週間

育成した後,上記と同様に選抜を行った.

　両選抜集団とも原品種との差が顕著に観察され変異体である可能性が認められた系統

について,ホモ型あるいはヘテロ型個体の自殖後代種子を得た後,2週齢の幼植物をそ

れぞれの原品種とともに選抜時と同様の方法で育成し,変異形態の発現の再現性を確認

した.また,得られた各変異体において,変異遺伝子をヘテロ型に持つ個体を展開し,

自殖次世代のヘテロ型個体における変異体の出現頻度についてχ2検定を行い,遺伝様式

を解析した.

2.突然変異体の形態的特微の解析

　新たに得られた突然変異体3系統(HK8215,0dm　202,　BRX334),台中65号のMNU

受精卵処理後代から得られた単因子劣性遺伝子変異に起因するr�jc/ε/a･(Γα/)変異体3

系統(odm40,0dm115,0dm123)(Kitano　et　a1.　1993),およぴそれらの原品種を供試材
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料に用いた.

　これらの種子を各4粒ずつ上記と同様の方法で殺菌,およぴ催芽させた後,人工気象

室(12時間日長,気温30℃)内において栄養源を含まない0.8%の寒天培地で成育させ,

播種2週間後に草丈,葉齢,種子根長,種子根直径,冠根数,およぴ側根数を測定した.

また,その後の発育過程に見られる特微を調査するために,播種2週間後においてさら

に成育を継統することが可能であった変異体とそれらの原品種を土壌を充填したワグナ

ーポット(1/5000a)に移植し,ガラス室内で育成した.

　次に,HK8215とr�必/湊g変異体における種子胚の形態的特徴を比較するために,

各変異体とその原品種台中65号の種子を24時間浸潰した後に,樹脂包埋法により種子

胚の縦断切片を作成した.一方,odm　202,　BRX334,およぴそれらの原品種である台中

65号およぴBlue　Rose　については,パラフィン包埋法により茎葉部における横断連統切

片を作成し,冠根の発生,分化過程における形態的特微について比較した.

3.冠根欠損型変異体における冠根形成に対するオーキシンの影響

　odm　202,　BRX334,およぴそれらの原品種の催芽種子を,α-naphthaleacetic　acid　(α-

NAA)をそれぞれ10-6,10-7,および10-8　M含む0.8%の寒天培地に播種した.人工気象

室(12時間日長,気温30℃)内において2週間成育した後に,それらの冠根数を測定

した.

4.種子根欠損型,岱dj哉面ss,およぴ冠根欠損型変異体間の遺伝解析

　HK8215,0dm　202,　BRX334,およぴ岱7変異体3系統(odm　40,　0dm　115,　0dm　123)

との間で6つの異なる組合せで交雑実験を行った.odm　115,　123およぴBRX　334　は,変

異遺伝子についてホモ型個体が得られなかったため,ヘテロ株を交雑母体としてFI種子

を得た.それらのFI,F2,およぴF13世代を用いて以下のような方法で遺伝分析を行った.
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　HK8215およぴm/変異体の交雑組合せでは,それらのFI,F2,あるいはF3世代の種子

を個体別に脱籾した後試験管に入れ,28℃暗黒条件恒温器内でベンレートjr　200　倍溶液

中に約24時間浸漬させた.その後,これらの吸水種子をシャーレに移し,解剖顕微鏡下

で種子を解剖用メスで縦断し,正常胚と変異体胚に区別して胚の表現型分離について調

査した.

　　odm　202　とBRX334間,およぴHK8215とodm　202間の交雑組合せでは,F2あ

るいはF3世代の種子をベンレートーr　200　倍溶液に24時間浸漬した後,人工気象室(12

時間日長,気温30℃)内で栄養源を含まない0.8%の寒天培地で成育させ,播種10日後

に表現型を調査した.また,これらの変異体と各交雑後代で分離した二重変異体,およ

ぴそれらの原品種を同様の条件下で18日間育成し,それぞれの個体について播種後48

時間毎に冠根数を測定した.
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結果

1.突然変異体の同定およぴ遺伝様式

　原品種との差が顕著に観察された系統について自殖次世代における表現形質の再現性

を確認した結果,最終的に根の発育に関する突然変異体が台中65号のMNU受精卵処理

後代から2系統(odm202,HK8215),およぴBlue　Roseのγ線処理後代から6系統

　(BRX65,BRX117,BRX180,BRX334,BRX430,BRX448)得られた.これらの変

異体を表現型の特微から,種子根欠損型変異体,冠根欠損型変異体,短根型変異体,お

よぴ環境刺激誘導性短根型変異体に分類した.これらのM3,あるいはM4世代のヘテロ

型個体における表現型の分離についてχ2検定を行った結果,正常型:変異体型が3:1

に適合する分離比を示したため,これらの変異体はいずれも単因子劣性遺伝子変異に起

因することが判明した(第1-1表).

2.種子根の発生に関わる突然変異体の形態的特微の解析

　第1-1図に示すように,HK8215では種子根の発生が認められず,odm40,0dm115,

およぴodm123と同様の特微を示した.一方,いずれの変異体も冠根形成は可能であり,

特にodm40とHK8215は原品種との間にその数において有意差が認められなかった(第

1-2表).地上部の成育を原品種と比較すると,odm115とodm123では極めて劣り,

発芽後10日前後で既にその成育が停止したが,odm40とHK8215では草丈は有意に小

さかったが成育は継統可能であり,また葉齢には原品種との間に有意差は認められなか

った(第1-2表).これらの2系統は出穂し,自殖稔実種子を得ることも可能であったが,

種子は奇形化する傾向が認められた(第1-3図).このような傾向は,いずれの系統にお

いても自殖あるいは交雑後代から分離する全ての個体で見られたことから,種子の奇形

化はこれらの変異遺伝子の多面発現によるものと考えられた.

　イネの種子胚中には,通常,一本の幼芽と幼根が分化する.これに対して,今回新た
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に得られたHK8215の種子胚中には,幼芽は存在するが,幼根の分化は認められず,Γα/

変異体3系統と類似した特微を示した(第1-3図).一方,幼芽に関しては,odm　40およ

ぴHK8215ではほぽ正常に分化していたが,odm　115　およびodm　123　では,分化した幼芽

の原基が顕著に縮小化する傾向が見られ,系統間に形態的差異が認められた.これらの4

つの変異体では,原品種に比べいずれも胚のサイズが小さく,胚の領域分化が若干未発

達な状態を示し,また幼芽は胚の基部側で分化する傾向が認められた(第1-3図).

3.冠根の発生に関わる突然変異体の形態的特徴の解析

　第1-4図,およぴ第1-2表に示したように,odm　202　とBRX334では原品種に比ベ

著しく冠根の発生が抑制された.これらの変異体の幼苗期に見られる特徴を比較すると,

odm　202　では冠根の発生に見られる異常以外は形態的特微が正常型とほぽ同様であるの

に対して,BRX334では他の調査形質においても異常性が認められ,地上部が矯性化す

る一方,種子根は長根化,肥大化し,また側根密度は低下した.これらの変異個体を湛

水･多肥条件下で育成したところ,いずれの個体も地上部は奇形を伴った極矯性化を示

し,中には幼穂形成が可能な個体も若干存在したが,小穂の分化程度は極めて劣り稔実

種子は得られなかった(第1-5図).これに対してodm　202は,湛水･多肥条件下にお

いてはその後の成育も正常であり,原品種とほぽ同時期に出穂し,自殖稔実種子を得る

ことも可能であった(第1-2図).

　両変異体とそれらの原品種の茎葉部における横断切片図を第1-6図,およぴ第1-7図

に示した.各原品種における2.5葉期の茎葉部では,辺周部維管束環に接する部位から

数本の冠根の発生が認められたが,odm　202　では冠根,およぴその原基の形成が全く見

られなかったため(第1-6図),本変異体における冠根発生の抑制は,原基の発生自体が

抑制されることに起因していることが明らかとなった.これに対して,BRX334の2.5

葉期における茎葉部では,原品種に比べると数は少ないものの,鞘葉節およぴ第1節に
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おいてもすでに冠根原基の形成が見られた(第1-7図).しかしほとんどの冠根原基は鞘

葉の基部を破って茎葉部外へ伸長することはなく,冠根原基形成帯に形成された状態で

発育を停止していた.したがって,本変異体における冠根発生の抑制は,odm　202　と同

様に冠根原基の発生自体を抑制する作用と,形成された冠根原基の成長を抑制する作用

の2つの原因によるものと判断した.

　これらの変異体と各原品種における冠根形成に対するα-NAAの影響を調査した結果,

odm　202　と台中65号,およぴBlue　Rose　の冠根数は,10-6　M　のα-NAA処理により無

処理区に比べ有意に増加した(第1-3表).一方,BRX334ではα-NAAの処理濃度に関

わらず,冠根数の増加は認められなかった.

4.各突然変位遺伝子間の対立性の検定

　ホモ型間の交雑が可能であったHK8215とodm　40　の組合せのFI世代では,正常個体は

1個体も出現せず全て種子根欠損型を示した(第14表).その他の組合せでは,F2世代

における表現型の分離を調査した結果,odm　123　とodm　115　との組合せでは,正常型:変

異胚型が同一遺伝子座の遺伝子変異を想定した3:1の分離比に,またodm　40　とodm　115,

およぴodm　40　とodm　123　の両組合せでは,正常型:変異胚型が異なる遺伝子座における

遺伝子変異を想定した9:7の分離比にそれぞれ適合した(第14表).以上の結果より,

odm　40　の変異遺伝子はodm　123　およびodm　115　の変異遺伝子とは非対立関係に,HK8215

の変異遺伝子とは対立関係にあり,またodm　115の変異遺伝子はodm　123の変異遺伝子

とは対立関係にあることが明らかになった.odm　40　とHK8215の変異遺伝子の遺伝子座

を拓4Z)rZ£££∬7(凡4£j),またodm　115　とodm　123　のそれを瓦4£2とし,それぞれの

対立遺伝子をΓα/7-パodm　40),Γα/j-2(HK8215),Γα12-j(odm　115),およぴΓα/2-2(odm　123)

と命名した.

　両変異体間のF2世代では,正常型:冠根欠損型が異なる遺伝子座における遺伝子変異
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を想定した9:7の分離比にそれぞれ適合し,これらの変異遺伝子は非対立関係にあるこ

とが判明した(第1-4表).odm　202　の変異遺伝子の遺伝子座をCRθ則VRθθ江認Sj

(CR£j),またBRX334のそれをCR£2とそれぞれ命名した.

5.二重変異体個体の同定,およぴ特徴の解析

　Γα/j-jとΓα/2-j変異体,およぴr,;z/j-2と�7変異体間の交雑F2世代では,正常型,お

よぴ各交雑親と同様の特微を示す変異体型の他に,前者の交雑組合せでは種子胚中に幼

根,およぴ幼芽の両器官の分化が認められない個体が(第1-3F図),また後者では種子

根および冠根のいずれの発生も認められない個体がそれぞれ分離した(第1-8D図).次

に,各交雑組合せのF2世代で分離したいずれかの交雑親型個体を展開した自殖次世代に

おいて表現型の分離を調査した結果,いずれの組合せにおいても交雑親型と上記の交雑

親とは異なる変異型個体が3:1の割合で分離したため,後者を二重変異体個体と判定し

た(第1-5表).

　�jと�2変異体間の交雑F2世代では,調査時点で二重変異体と�2変異体型の区別

が不明瞭な個体が存在した.そこで,本交雑組合せのF2世代で分離した�j変異体型個

体を展開した自殖次世代における表現型の分離を調査した結果,�7変異体型個体と�2

変異体型に類似した形態的特微を示す個体が,3:1の割合で分離したため,後者を二重

変異体個体と判定した(第1-5表).

　これらの変異体,および二重変異体と各原品種における冠根発生数の推移について調

査した結果を第1-9図に示した.�7-2変異体の冠根数は,原品種台中65号に比べ播種

後6日目までは少なかったが,播種後8日目までにはほぽ同数の冠根が発生し,その後

は原品種と同様に推移した.また,Γα/7-2�j二重変異体の冠根数は�7変異体と同様に

推移していた.一方,�7,およぴ�2変異体はいずれも原品種である台中65号,およ

ぴBlue　Roseに比べ,著しく冠根の発生数が少なかったが,�j�2二重変異体ではそれ
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らの変異体よりさらにその発生が抑制され,播種後18日目までには全ての調査個体にお

いて冠根の発生は確認されなかった.
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考察

　イネの種子胚中には,一本の幼芽と幼根が分化する.これに対して,今回新たに得ら

れたH　K8215　の種子胚中には,幼芽は存在するが,幼根の分化は認められず,胚発生突

然変異体として既に作出されている種子根欠損型変異体3系統と類似した特徴を示した.

このような胚発生の段階で幼根を欠如する突然変異体はシロイヌナズナにおいてもいく

つか見い出されている(Berleth　and　Jurgens　1993).このうちm凹op£eros変異体は,

完成胚段階で幼根原基だけでなく,それが分化する胚の領域全体が欠如するという特微

を有した.このm凹oμeros変異体は変異胚の培養から得たカルスから不定根を正常に

形成するため,根の発生分化に直接関与する遺伝子変異には起因していないものと考え

られており,一種のパターン形成(頂端一基部パターン)突然変異体と推定された(Mayeret

a1.1993).しかしながら,その後このMI)遺伝子についてより詳細な解析が行われた結果,

岬の芽生えから不定根を誘導して完全な植物体まで成長させたところ,どの器官において

も維管束細胞の伸長が不十分で,しぱしぱ分断されており,配列も乱れていた(Przemeck　et　al　.

1996).維管束の形成には,細胞の長軸方向に沿ったオーキシンの流れが重要であるが(Sachs

1991),実際に/叩変異体の花茎ではオーキシンの極性移動量が減少していた(Przemeck　et　al.

1996).また,呵,変異体と同様に胚軸と根を欠損する1,�a仙(M7)変異体が単離されたが,

岬M/二重変異体はほとんど胚軸のみとなった(Hamann　et　al.　1999).以上のことから,MP

遺伝子は胚の特定領域の確立,およぴその後の幼根の分化に直接的な役割を果たしているの

ではなく,オーキシンと関連した維管束細胞の軸化に関わっていると考えられる.これに関

して,今回調査した抱丿変異体4系統全てにおいて,胚のサイズは原品種に比べ縮小化する

傾向がみられ,また冠根の形成も可能であった.加えて,rajj-2抱j2-2二重変異体では,

胚のサイズの縮小化が各交雑親の変異体に比べさらに顕著に認められ,またこの種子胚中に

は幼芽の形成も見られなかった.これらの結果から,RALj　,　およぴRAL2はいずれも

幼根そのものの発生分化や胚の基部側領域形成を特異的に制御するのではなく,胚
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の領域全体の形成に直接あるいは間接的に関わる遺伝子座であると判断した.

　一方,胚発生中に形成される幼根とは異なり,冠根原基はその後の成長過程で茎葉節にお

いて内生的に分化する(Kaufman　1952,　Kawata　et　al.　1972).今回調査した�変異体2系統

のうち,�j変異体では冠根原基の発生自体が抑制され,一方,�2変異体では,冠根原基

の発生自体と原基形成後の成長の両者が抑制されていた.また,�j変異体の幼苗では,他

の調査形質において原品種との間に有意差は認められず,その後も原品種と同様に成育可能

であったが,,72変異体では冠根数の減少以外にも他の多くの面で原品種との間に形態的差

異が認められた.したがって,CR£jは冠根の発生のみに特異的に作用するが,CR£2は植物

の様々な発育過程を制御する遺伝子座であると考えられる.また,�j�2二重変異体では

両�変異体よりさらに冠根の発生が抑制されていたため,冠根形成過程においてC尺ZI,7,

およぴCRZ2は異なる経路で作用することが示唆された.さらに,α-NAAの処理により�j

変異体における冠根形成機能の欠陥は緩和されたが,�2変異体はそのような傾向を示さな

かったため,CR£j,およぴCR£2は機能的にも異なると推測した.

　これらの�変異体は,これまでに報告されている不定根形成に関わる突然変異体とその

特微が異なっていた.シロイヌナズナのα岬-j変異体は,側根およぴ冠根のいずれの形成も

認められなかったが(Celenza　et　al　.　1995),�変異体では側根の形成は可能であった.また,

タバコのa:,変異体では,外部からのオーキシン処理により細胞分裂は誘導されたが,その

後に組織だった分裂へと進行せず,結果として正常な不定根原基の形成は認められなかった

　(Lund　et　al.　1996).これに対して,�7変異体ではオーキシン処理により冠根自体を形成し,

またcr2変異体は外部からのオーキシン処理なしで冠根原基を形成することが可能であった.

トウモロコシの河･変異体は,�j変異体と同様に冠根原基の発生自体が抑制されていたが,

�j変異体の幼苗では,原品種に比べ明らかに数は少ないものの,冠根の形成が認められてい

るのに対して,河･変異体では播種後50日を過ぎても冠根の発生は全く認められず,また

外部からのオーキシン処理によっても冠根形成は誘導されなかった(Hetz　et　al.　1996).この
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ように�変異体は他の不定根形成に関する変異体と異なる特微を持つため,これらの変異

体を用いて解析を進めることにより,不定根形成を制御する個々の遺伝子座の役割について

新たな知見が得られるものと期待される.

　さらにHetz　et　al　(1996)は,心s変異体へのオーキシン処理により,中茎根の形成が認

められたと報告している.同様に,これまでに幼根あるいは不定根のいずれか一方の形成能

力を欠く突然変異体が数多く報告されている(B�eth　and　Jurgens　1993,　Celenza　et　al.　1995,

Hong　et　al　.　1995,　Lund　et　al　.　1996).したがって,異なる種類の根の発生過程はその遺伝支配

に関しても異なると考えられる(van　den　Berg　1998).さらに本研究では,凡4Z,7,およぴCR£7

に座乗する変異遺伝子間の相互作用性についても検討した結果,Γα/j-2�7二重変異体では

両交雑親の変異形質が付加的に現れており,また本二重変異体は�7変異体とほぽ同数の冠

根を形成したため,特に凡4ZL,7は冠根形成には全く関与せず,種子根の発生に特異的に関わ

る遺伝子座であることが判明し,上記の考えが個々の変異体の表現型からのみでなく,異な

る種類の根の発生を制御する遺伝子間の相互作用性を考盧した上でも正しいことを明らかに

した.

　　一方,根の分裂組織におけるパターン形成やその後の成長過程では,一つの種類の根で

特異的に異常を示す突然変異体は得られておらず,その全てが種子根や冠根,側根といった

いずれの根においても形態的異常を示していた(Scheres　et　al.　1995,Willemsen　et　al.　1998).

したがって,異なる種類の根でのこれらの過程は,発生の初期段階とは異なり,共通の遺伝

子によって制御されていると考えられる(van　den　Berg　1998).これに関して,�2変異体は,

冠根数の減少だけでなく,種子根軸上の側根密度も低下していた.本章では,�2変異体に

おける側根の発生抑制の原因については組織学的観点から解析していないが,本変異体にお

ける冠根数減少は,冠根原基の発生自体,およぴ形成された冠根原基の成長を抑制する作

用の2つの原因によるものであったため,側根密度の減少がいずれの原因によるものな

のか興味深い.
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　これまでの研究において,種類の異なる根の間の形態,解剖,および発生学的な類似

性や相違性が明らかにされているが(Waisel　and　Estel　1991,　Yamauchi　et　al.　1996),遺伝学

的側面からの研究は限られている.これに関して,本章で用いた£4£j,およぴCR£jは

それぞれ種子根,およぴ冠根の発生に特異的に作用し,一方,CR£2は冠根や側根といっ

た種類の異なる根の発育に関して共通に制御する遺伝子座であると考えられる.したが

って,これらに座乗する遺伝子の変異に由来する突然変異体を用いて,さらに詳細に解

析することによって,異なる種類の根の遺伝的制御機構の共通性,および相違性につい

て新たな知見が得られるものと期待される.一方,�j変異体は,冠根数の減少以外,

地上部も含めた形態的特微が原品種とほぽ同様であった.このような特微を持つ変異体

は,根系の大きさと地上部の成育の関連性について解析する上でも,極めて有用な研究

素材となりうるであろう.

27



S

@　/

|
|

@

l

l

@
j

@

|･犬
　
　
レ
f
〈
@
　
-第1-1図.原品種(A,台中65号),種子根欠損型変異体(B,HK8215),およびr�沁/ε沁5

　変異体(C,odm40;D,odm115;E,odm　123)の幼苗(10日齢).

図中のスケールの長さは2cm.
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第1-2図.原品種(台中65号)と種子根欠損型変異体(HK8215),r�jぷ/as変異体(odm　40),

　および冠根欠損型変異体(odm　202)の成育後期に見られた植物体,および自殖稔実種于の形態

　的特微.A,E;原品種:B,F　;　HK8215　:　C,　G;odm40:D,H;odm202.

　図中のスケールの長さは15cm.
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第1-3図.原品種(A,台中65号),種子根欠損型変異体(B,HK8215),r�k7/e/as

　変異体(C,odm40:D,odm　115　:　E,　odm　123),およびodm　40　とodm　115　との

　交雑F2世代で見られた器官未分化型個体(F)における胚の縦断面.

　矢印は幼芽,矢尻は幼根を示す.図中のスケールの長さは500Ftm.
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第14図.原品種(A,台中65号;C,BlueRose)と冠根欠損型変異体(B,odm202

　D,BRX334)の幼苗(2週齢).

　図中のスケールの長さは2em.
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F　B

第1-5図.原品種(Blue　Rose)と冠根欠損型変異体(BRX334)の形態的特徴.

　A,原品種の成育後期における植物体;B,BRX334の成育後期における植物体.

　図中のスケールの長さは15　cm.　C,BRX334の葉の拡大図:D,BRX334の幼穂

　の拡大図.図中のスケールの長さは2cm.
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第1-6図.原品種(台中65号,AとC)と冠根欠損型変異体

　　(c幻変異体,BとD)の2.5葉期における茎葉部の横断面.

　AおよびB,鞘葉節下段;CおよびD,第1節下段.矢印は

　冠根および冠根原基,矢尻は辺周部維管束環を示す.図中の

　スケールの長さは300陣m.
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第1ご7図.原品種(Blue　Rose,　AとC)と冠根欠損型変異体(�2

　変異体,BとD)の2.5葉期における茎葉部の横断面.

　AおよびB,鞘葉節上段;CおよびD,第1節下段.矢印は冠根

　および冠根原基,矢尻は辺周部維管束環を示す.図中のスケール

　の長さは300μm.
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第14図.種子根欠損型変異体(�ゾー2変異体)と冠根欠損型変異体(�j変異体)との交雑F2世代に

　見られた4種の表現型.

　A,正常型;B,�j-2変異体型;C,�7変異体型;D,Γα/7-2�7二重変異体型.矢印は種子根を示

　す.図中のスケールの長さは1　cm.
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　　　　　　　　　　　　　播種後日数

第1-9図.原品種(台中65号,BlueRose),種子根欠損型変異体

　　(r�j-2変異体),冠根欠損型変異体(cr/j,cr倶変異体),

　および各変異体間の交雑後代において分離した二重変異体型個

　体における冠根数の推移.

　誤差線は4反復の標準誤差を示す.

　　　-●一　原品種(台中65号)-ロー一　原品種(Blue　Rose)

　　　………今･･‥‥‥rajjn2変異体　　　　…･○-･･(�j変異体

　　　--を-一雌変異体　　-･-･▽--･比熾異体

　　　--キー--　j･�ト2C削変異体

36



第1-1表.各変異遺伝子をヘテロ型に持つ個体を展開した自殖次世代の

　ヘテロ型個体における表現型分離.

型 系統
表現型

正常個体変異個体
χ2(3:1)　P

種子根欠損型　HK8215　　118

　冠根欠損型　o(1m　202　　　134

　　　　　　　　　BRX334　2E-270

　　　　　　　　　BRX65　　177

　　短根型　　　BRX117　　133

　　　　　　　　　BRX430　　　145

　　　　　　　　　BRX448　　113

環境刺激誘導性

　　短根型
BRX180　　177

翌
詔
匍
一
回
詔
仙
器
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1
-
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0
一

〇

〇

〇

〇

08
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78
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01
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ハ
‥
び

10

0.25-0.50
〃

O｡25-0.50

0.50-0.75
四

〇.25-0.50

0.25-0.50

0.90-0.95

0.25-0.50

0.50-0.75
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第1-2表.原品種(台中65号,Blue　Rose)と種子根欠損型変異体(HK8215),mぷdE面ss変異体(odm　40,

　0dm　115,　dm　123),および冠根欠損型変異体(odm　202,　BRX334)の諸形質(2週齢)の比較.

台中65号HK8215　odm　40　odm　115　odm　123　odm　202　Blue　Rose　BRX334　　対象形質

　　草丈(cm)

　　　葉齢

　種子根長(cm)

種子根直径(mm)1)

　　　冠根数

13

3.

1
　
　
1

18.4

368.4

　7.3

7.4**

3.211s

　　-

　　-

7.011s

7.6**

3.2“s

　　-

　　-

7.311s

0.5**

0.6**

　　-

　　-

0 5 **

1.6**

1.4**

　　-

　　-

3 5 **

-

14.1“s

　3.111s

　19.1“s

356.411s

　0.5**

　8.011s

14.1

9
　
2

1
　
H

364.2

　5.3

　11.1

　9.2**

　2.511S

21.2**

599.1**

　0.8**

　6.3**　側根密度(cmニ1)2)　　9.1　　　　-　　　　-

1)根端から10　mm基部側の部位で測定.

2)種子根上に形成された1次側根数/種子根長.

**:原品種との間で1%レベルで有意差有り.ns:有意差なし.
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第1-3表.異なる濃度のα-NAAを含む寒天培地で育成した原品種(台中65号,Blue　Rose)

　および冠根欠損型変異体(odm　202,　BRX334)の冠根数(2週齢)の比較｡

冠根数α-NAA濃度

　　　(M)

　　　0

　　　10‾8

　　　10‾7

　　　10‾6

　台中65号

　7.3土0.3

　7.5士0.311s

　8.0士0.ポls

11.5士0.3**

odm　202

0.5士0.3

0.8土0.311s

1.3士0.3“s

3.5士0.3**

BRX334

0.8士0.5

0.5士0.311s

1.0士0.411s

0.8士0.511S

平均値土標準誤差(n=4).

*:原品種との間で5%レベルで有意差有り,**:1%レベルで有意差有り,ns:有意差なし.
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第1-4表.種子根欠損型(HK8215)と岱必汝面ss変異体(odm　40,　0dm　115,　0dm　123)間,

　および冠根欠損型変異体(odm　202,　BRX334)間の交雑FI,およびF2世代における表現型

　分離.

F1表現型
χ2 P

正常型
㎜

　　0

変異胚型
㎜

　　15

F2表現型

期待値

㎜

㎜

期待値

　　　　組合せ

　　　　(♀×♂)

　HK8215xodm　40

　　　　組合せ

　　　　(♀×♂)

odm　1231)xodm　1151)

　odm　40xodm　1151)

　odm　40xodm　1231)

　
奉
一nJ

9

9

●
●

●
春

1
　
7

7

　χ2

㎜

0.8

　0

3.2

　　　-

　　　P.

0.25-0.50

0.95-O｡975

0.05-0.10

正常型
㎜

　675

　368

　174
-

正常型

　変異胚型
皿

　　　210

　　　287

　　　109
四

冠根欠損型

0.05-0.10　　odm　202XBRX3341)　　　　151　　　　　91　　　　　9　:　7　　　　3.7

1)変異遺伝子についてホモ型個体が得られなかったため,ヘテロ株を交雑母体としてF1種子を得た.
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第1-5表.md池�ess変異体(m/j-j　,　m/j-2,m/2-j変異体),および

　冠根欠損型変異体(c削,cr/2変異体)間のF3世代における表現型分離.

　　組合せ　　　　F2表現型　二重変異体型　χ2(3:1)　　　P.

ra7j　-j　xraj2-j　　2071)　　　49　　　1.15　　0.25-0.50

　cr/jxf�j-2　　1642)　　　40　　　3.16　　0.05-0.10

　c削xcr/2　　　1932)　　　56　　　　0.84　　0.25-0.50

1)ra/j　-j　xra12-j　では,F2世代で出現したra/j　-j　変異体型個体に由来する自殖F3世代に

　おける表現型の分離を調査したため,F2表現型として岱jj-j変異体型個体を数えた.

2)ぼ/jxr�j{?およびc削xcr12では,F2世代で出現したc削変異体型個体にそれぞれ

　由来する自殖F3世代における表現型の分離を調査したため,F2表現型としてc削変異体

　型個体を数えた.



第2章　種子根の伸長を制御する遺伝子座の機能

緒言

　根系を構成する異なる種類の根の,数,長さ,太さなどで表される発達程度と,それ

らの土壌空間中における配置によって規定される根系構造は,根系全体の機能発現にお

いて決定的な役割を果たしている(Lynch　1995,　Yamauchi　et　al.　1996).この構造を規定

する要素の内,根の長さは最も重要なものの一つであり,そのため土壌資源獲得に関わ

る要素としてしぱしぱ測定されている(Evance　and　Barber　1964,　Taylor　1982,Teo　et　al.　1995,

Kashiwagi　et　al.　2000).さらに,根系構造とそのダイナミクスは,種々のストレスにさら

された作物にとって極めて重要であり(Yamauchi　et　al.　1996,Azhiri-Sigari　et　al.　2000,

Kamoshita　et　al｡　2000),例えぱ,土壌深層への根の到達は多くの植物において乾燥ストレ

ス耐性と密接な関係にあることが知られている(Sullivan　and　Ross　1979,　Narayan　1991,Fukai

1995,Nemoto　glα/.1998,0yanagi　1998).

　近年,この伸長の遺伝制御の実体を明らかにするため,発芽後の幼根における根端で

の細胞分裂の再開(Cheng　ezα/.1995,vemoux　ez　α/.2000),根端分裂組織の維持(Benfby　ezα/.

1993),細胞伸長の方向や程度(Baskin　ezα/.1992,Benfby　ezα/.1993,Hauser　el　α/.1995,Baskin　ez

α/.1995,Takahashi　el�.1995)に関わる突然変異体が,シロイヌナズナを中心に数多く同

定されている.加えて,根端分裂組織や成熟域における細胞長が原品種に比べ著しく減

少する突然変異体がイネにおいても得られている(Kitano　and　Futsuhara　1989,　Liang　and　lchii

1996,1chii　and　lshikawa　l997).

　しかし,これら全ての変異は根長の減少を引き起こすため,これらの変異体を用いた

解析からは,伸長を促進する機能を持つ遺伝子座を同定できるのみであり,逆にどのよ

うな遺伝子座が根の伸長を制限しているか,またそのような遺伝子座は根の伸長を促進

させる遺伝子座とどのような相互作用性を示すのかという問題が残されたままである.

これに関して,前章で解析した�2変異体は,冠根数が著しく減少するのに加え,種子
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根長が有意に増加するという性質を伴っていた.加えて,前章で示した突然変異体の作

出･選抜時には,根の長さの減少を示す変異体が存在しており,これらの長根化,ある

いは短根化する変異体はこのような問題を解析する上で,極めて有用な研究素材である

と考えられる.

　そこで本章では,まずこれらの変異体の幼苗期にみられる形態,およぴ組織学的特徴

を調べ,次にF3世代で分離した二重変異体型個体の特微を解析することにより,それら

の遺伝子間の相互作用性について検討した.
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材料と方法

1.根の伸長に関わる突然変異体の遺伝解析

　新たに得られた4つの短根型変異体(BRX65,BRX117,BRX430,およびBRX448)

とcr/2変異体を材料に用いた.これらの変異体間,およぴcr/2変異体との間で交雑実験

を行った.cr/2変異体は,変異遺伝子についてホモ型個体が得られなかったため,ヘテ

ロ株を交雑母体としてFI種子を得た.FI,F2,およぴF3種子をベンレートjr　200倍溶液

に24時間浸漬した後に,さらに水道水中に24時間浸漬し,催芽させた.これらの種子

を人工気象室(12時間日長,気温30℃)内で栄養源を含まない0.8%の寒天培地で成育

させ,播種後15日目に表現型を調査した.

　2.突然変異体の特微

　　上記の変異体5系統とその原品種Blue　Roseの種子を各4粒ずつ上記と同様の方法で

殺菌,およぴ催芽させた後,人工気象室(12時間日長,気温30℃)内において栄養源を

含まない0.8%の寒天培地で成育させ,播種15日後に草丈,葉齢,種子根長,種子根直

径,冠根数,および側根数を測定した.また,それぞれの対立性遺伝子のグループから

BRX65,BRX117,およびcr/2変異体を選択し,それらについては上記と同様の成育条

件下で3週間育成し,24時間毎に種子根長を測定した.

　次に,これらの変異体の短根化,および長根化の原因について明らかにするために,

樹脂包埋法により9日齢の幼苗の種子根根端部位の縦断切片を作成し,表皮から第3列

目の皮層細胞長を光学顕微鏡下で計測した.

　　さらに,これらの変異体間の交雑F3世代で分離した各二重変異体型個体を上記と同様

　の方法で15日間育成し,草丈,およぴ種子根長を測定した.また,皮層細胞長について

　も上記と同様に測定した.
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3.セルフラックスの計算

　BRX65,BRX117,cr/2変異体,およぴこれらの変異体間の交雑F3世代で分離した各

二重変異体型個体と原品種Blue　Rose　について,以下のようにセルフラックスを測定し

た.セルフラックスは,単位時間あたりに一層の細胞層で増加した総細胞数として定義

される(Snk　ezα/.1989,Thomson　and　Atwd　1989,　FraserEzα/.1990).細胞の増殖率が時間に

関わらず一定であると仮定すると,セルフラックスは細胞層のどの部位においても一定

の値を取ることになる.そこで,ここではセルフラックスを伸長域から成熟域へ移行し

た総細胞数として捉え,以下の式により計算して求めた(Silk　elα/.1989).

　　　　　　　セルフラックス　=　根の伸長率/成熟域における細胞長
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結果

1.変異遺伝子間の対立性検定

　BRX117,BRX430,およぴBRX448間のF1世代では,いずれの交雑組み合わせから

も正常個体は1個体も出現せず,全て短根型を示し,逆にこれらの変異体とBRX65間

のF1世代は,全て正常個体であった(第2-1表).したがって,BRX117,BRX430,お

よぴBRX448の各変異遺伝子は対立関係にあり,またこれらの変異遺伝子とBRX65の

変異遺伝子は非対立関係にあることが判明した.BRX65の変異遺伝子の遺伝子座を

R£Z)び(2Z)RθθΓ££/VG77fj(j訳£j),またBRX117,BRX430,およぴBRX448のそれ

をj呪£2とし,各対立遺伝子を�2-7(BRX117),�2-2(BRX430),および�2-j(BRX448)

と命名した.

2.形態的特微の解析

　rr/変異体では,原品種に比べ著しく種子根の伸長が抑制されていたが,その傾向はrr/j

変異体で特に大きかった(第2-1図,第2-2表).また,種子根直径はrr/2-j,rr/2n2,

およぴr/2-3変異体で有意に小さく,これらでは側根密度も低かった(第2-2表).これ

に対して,側根密度,草丈およぴ葉齢はrr/j変異体のみで有意に低かった(第2-2表).

このように,各変異遺伝子が対立関係にある�L2-j,rr/2-2,およぴr/2-3変異体では,

形態的特徴が非常に類似していたため,以後の実験では.�2-j変異体を用いてRR£2遺

伝子座の機能を解析した.一方,(が2変異体の種子根長は,原品種に比べ有意に大きか

つた(第2-1図,第2-2表).

　次に,播種後21日間にわたり,種子根長の推移を調査した結果,汀/j変異体の種子根

長は,成育期間を通じて常に原品種より小さく,播種12日後前後で既にその伸長が停止

した(第2-2図).一方,rr/2-j変異体の種子根は,原品種に比べ播種後6日目から伸

長率が低下したが,播種5日後までは原品種とほぽ同様に伸長可能であった(第2-2図).
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これとは対照的に,cr/2変異体の種子根は,原品種に比べ播種後3日目までは短かった

が,その5日後にはその傾向は逆になり,その後は常にcr/2変異体の種子根長が原品種

に比べ大きく推移していた(第2-2図).

3.種子根の組織学的観察

　�j,rr/2-jおよびcr/2変異体とその原品種では,いずれも播種後3日目から6日目

までは種子根長が直線的に増加し,またこの期間はこれらの変異体,およぴ原品種にお

ける根の伸長特性が反映されていたため(第2-2図),種子根の伸長率を播種3日後,お

よぴ6日後の種子根長の差により求め,セルフラックスを計算した.

　原品種に比べ,�j変異体の成熟域における皮層細胞長は小さく,また根端での細胞伸長

が始まる部位は,より基部側へ移行していた(第2-3B,4A図,第2,3表).一方,セルフラ

ックスには,両者の間に有意差は認められなかった(第2-3表).これらの結果から,本変

異体における短根性は,根軸方向への細胞伸長の開始が遅延することと,細胞伸長の程度が

減少するためであることが判明した.同様に,zアノ2-j変異体における成熟域での皮層細胞長

は,原品種に比べ有意に小さかったが,その抑制率は�j変異体より小さかった(第24A

図,第2-3表).また,,ア12-j変異体では,原品種に比べ,より成長点側の細胞で既に根軸方

向への細胞伸長が開始し,根端分裂組織のサイズが減少する傾向が認められた(第2-3C,D,

4A図).また本変異体では,原品種に比ベセルフラックスも有意に低かった(第2-3表).

したがって,･/2-7変異体の短根性は,軸方向への細胞増殖率と細胞伸長の低下の2つの原

因によるものと判断した.

　�2変異体の根端分裂組織のサイズ,セルフラックス,およぴ成熟域における皮層細胞長

は,いずれも原品種に比べ明らかに大きかった(第2-3E,F,4A図,第2-3表).これらの

結果から,本変異体の長根化は,軸方向への細胞増殖率と細胞伸長の増加の両者により誘起

されることを認めた.

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　47



4.二重変異体の特微の解析

　�jと�2-jおよび�2変異体間の各交雑F2世代では,正常型,およぴ各交雑親と同

様の特微を示す変異体型の他に,これらとは形態的特微が異なる個体が分離した(第2-IE,

F,G図).次に,各交雑組合せのF2世代で分離したいずれかの交雑親型個体を展開した

自殖次世代において表現型の分離を調査した結果,いずれの組合せにおいても交雑親型

と交雑親とは異なる変異型個体が3:1の割合で分離したため,後者を二重変異体個体と

判定した(第24表).

　これらの各二重変異型個体は,以下のようにそれぞれの交雑親である変異体の形態的

特微においていくつかの類似点,およぴ相違点が観察された.これらの二重変異体にお

ける種子根長は,いずれも播種後3日目から6日目までは直線的に増加したため(第2-

2図),種子根の伸長率を播種後3日目,および6日目の種子根長の差により求め,セル

フラックスを計算した.

�j�2-j変異体:種子根長は,両交雑親に比べさらに小さかった(第2-1E,5B図).また,

成熟域における皮層細胞長は両交雑親の細胞長の中間に位置していた(第2-3G,4B図,第

2-3表).一方,根端分裂組織のサイズやセルフラックスは,ァ12-7変異体のそれらと同程度で

あり(第24B,第2-3表),草丈は�j変異体と同様であった(第2-5A図).

�j(7/2変異体:種子根長,および成熟域における皮層細胞長は,両交雑親のそれらの値の

中間に位置していた(第2-IF,3H,4C,5B図).草丈は両交雑親に比べ小さかった(第2-5A

図).一方,セルフラックスは�2変異体と同様の値を示した(第2-3表).

�2-j　cr12変異体:種子根長,根端分裂組織のサイズ,セルフラックス,および成熟域にお

ける皮層細胞長は,いずれも両交雑親のそれらの値の中間に位置していた(第2-IG,31,4D,

5B図,第2-3表).一方,草丈は�2変異体と同様であった(第2-5A図).
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考察

　これまでの研究において,いくつかの短根性を示す変異体がイネにおいて得られているが

　(Kitano　and　Futsuhara　1989,　Liang　and　lchii　1996,　1chii　and　lshikawa　l　997),長根化する変異体

は得られておらず,そのためどのような遺伝子座が根の伸長を制限しているか,またその

ような遺伝子座は根の伸長を促進させる遺伝子座とどのような相互作用性を示すのかと

いう問題が残されたままであった.本章では,長根化,およぴ短根化する両タイプの変

異体,およびそれらの二重変異体の特徴を調査することにより,根の伸長に関わる遺伝

子座の機能,およぴそれらの相互作用性について解析した.

　�7変異体における短根性は,根軸方向への細胞伸長の開始が遅延することと,細胞伸長

の程度が減少するためであったため,RR£jは紺胞伸長の開始,およぴその伸長程度の両者

に関わる遺伝子座であると考えられた.一方,,7/2-j変異体の短根性は,軸方向への細胞増

殖率と細胞伸長の低下の2つの原因によるものであったため,RR£2-7は軸方向への細胞増

殖率,およぴ伸長過程に対して促進的に作用する遺伝子座であると推定された.軸方向への

細胞増殖率は,分裂細胞の数と細胞分裂速度の2つの要素によって規定される(Beemster　and

Baskin　1998).これまでに,イネでは根端分裂組織のサイズ,およぴ成熟域における細胞長

が減少し短根化する変異体が2系統(rz,および｡･か7)得られているが,これらの両変異体

は,発芽後すぐに各原品種よりも明らかに低い種子根仲長率を示した(Kitano　and　Futsuhara

1989,1chii　and　lshikawa　1997).一方,これらとは異なり,rr/2-j変異体の種子根は,播種

後5日目までは原品種とほぽ同様に伸長可能であった.もし,本変異体の軸方向への細

胞増殖率の低下が,分裂域に存在する細胞が伸長への移行を促進され,その結果として分裂

能力をもつ細胞数が減少したためであると仮定すると,軸方向への細胞増殖率の低下が誘起

されたとしても,発芽直後の種子根伸長率の維持は可能となる.したがって,少なくともRR£2

の機能の一つは,分裂域に存在する細胞の仲長への移行の抑制に関わるものではないかと考

えられる.
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　この仮定はrr/j　rr/2-j二重変異体の特微からも支持される.rr/j変異体の成熟域にお

ける細胞長は,�2-j変異体より小さいため,�j�2-j二重変異体の細胞長は�7変異体

と同様か,あるいは両交雑親よりもさらに減少することが想定される.しかし,実際のr削

�2-j二重変異体の細胞長は両交雑親の中間の値を示した.根端分裂域における細胞分裂

速度と細胞伸長の開始の2つの過程は,互いに独立に制御されているため(lvanov　1981),RR£2

が細胞分裂速度のみに関わる遺伝子座であるとすると,この結果の説明は極めて困難である.

上述したように,RR£jは細胞伸長の開始,およびその伸長程度の両者に関わる遺伝子座で

あると考えられるため,RR£2は分裂域に存在する細胞の伸長への移行に関わると仮定すれ

ぱ,本変異体が両交雑親の細胞長の中間の値をとったことは,細胞伸長への移行に対して両

変異遺伝子が逆向きの作用を示した結果であると解釈される.

　一方,cr/2変異体の長根化は,軸方向への細胞増殖率と細胞伸長の増加の両者により誘

起された.本変異体の種子根長は,播種後5日目以降は原品種に比べ大きく推移してい

たが,播種後3日目までは逆に小さかった.したがって,RRL2と対照的に,CRL2は分

裂域に存在する細胞の伸長への移行の促進に関わる遺伝子座であると想定される.�2変異

体の根端分裂組織のサイズは,原品種に比べ明らかに増加した.このような変異体はこれま

でに報告されていないが,茎頂分裂組織のサイズが増加する変異体として,シロイヌナズナ

のc沁政zj(c/yj),およぴc/yj変異体が同定されている(Clark　et　al.　1993,1995).これらの

変異体と茎頂分裂組織の維持に欠陥を示すシロイヌナズナの血x)z叩必α1~r£脚�Egj(s咄-

7),およぴj咄-2変異体(Barton　and　Poething　1993,　Clark　et　al.　1996)との二重変異体では,

茎頂分裂組織の維持が可能であったため,S7MとC£yは分裂組織の活性に競合的に作用し,

その恒常性はこれらの遺伝子座における作用力のバランスの上に成り立っていると考えられ

ている(Clark　et　al.　1996).これに関して,rr/2-j�2二重変異体の根端分裂組織のサイズ,

およびセルフラックスは両交雑親である変異体の中間に位置し,より正常個体の値に近づい

ていた.これらの結果から,RR£2,およぴCR£2は根端分裂組織の恒常性に対してお互いに
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競合的に作用する可能性が高く,また茎頂,およぴ根端分裂組織では,その維持に関して同

様の機構が存在することが示唆された.

　これまで,根の伸長過程の遺伝的制御機構に関しては,特に伸長を抑制する遺伝子座につ

いての知見が得られていなかったが,本章では根端分裂組織の維持や細胞伸長程度に関して

競合的に作用する遺伝子座が存在することを明らかにした.根系形質に着目した品種育成を

目指す上では,個々の根の発育の制御機構を遺伝学的側面から明らかにする必要がある.本

章で用いた突然変異体,およぴそれらの二重変異体についてさらに詳細に表現型の特微やホ

ルモンに対する反応性等を解析することによって,根の伸長過程を制御する個々の遺伝子座

機能に迫ることができると期待される.
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第2-1図.原品種(A,BlueRose),短根型変異体(B,�7変異体;C,�2-ノ変異体),

　冠根欠損型変異体(D,�2変異体),および各変異体間の交雑F3世代で見られた二重

　変異体(E,�7�2-7変異体;F,�7�2変異体;G,�2-j�2変異体)における15

　日齢の幼苗.

　図中のスケールの長さは4cm.
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第2-2図.原品種

　rr/i2-j変異体)

　長の推移.

　　6　　　9　　　12　　　15　　　18　　　21

　　　　播種後日数

(BlueRose),短根型変異体(rr/j変異体,

　冠根欠損型変異体(cr12変異体)の種子根

誤差線は6反復の標準誤差を示す.
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第2-3図.原品種(AおよびC,Blue　Rose),短根型変異体(B,�j変異体;D,�2-7変異体),冠根欠損型変異体(Eお

　よびF,�2変異体),および各変異体間の交雑F3世代で見られた二重変異体(G,�7�2-j変異体;H,�j�2変異

　体;I,�2-7�2変異体)の種子根における縦断面.

　A,B,F,GおよびH:原品種および各変異体の根端成長点から約8mm基部よりの成熟域.C,D,EおよびI:原品種

　および各変異体の根端部位.矢印は既に軸方向への伸長を開始した細胞を示す.図中のスケールの長さは100凹1.
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第2-4図.原品種(A　:　BlueRose),短根型変異体(B:r削変異体,C

　:rr/2-j変異体),冠根欠損型変異体(D:cz県変異体),および各変

　異体間の交雑F3世代で見られた二重変異体(E:nがrr12-j変異体,F

　:rr/j　cr/2変異体,G　:　rr/2-j　cr/2変異体)の幼苗(9日齢)における
　表皮から3層目の皮層細胞長の根端成長点からの距離(細胞数)に伴う

　推移.

　I,◆,●,▲および4は,それぞれ原品種‥�j変異体,jT/2-j変異

　体,cr/2変異体,および各二重劣性型個体の成熟域における皮層細胞

　長を示す.誤差線は4反復の標準誤差を示す.
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第2-5図.原品種(BlueRose),短根型変異体(rr/j変異体,

　rr/2-j変異体),冠根欠損型変異体((が2変異体),および

　各変異体間の交雑F3世代で見られた二重変異体(rr/jrr/2-j

　変異体,rr7jcr72変異体,rr72句cr/2変異体)の幼苗(15日

　齢)における草丈(A)および種子根長(B).

　誤差線は4反復の標準誤差を示す.
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第2-1表.短根型変異体(BRX65,BRX117,BRX430,BRX448)および冠根欠損型

　変異体(BRX334)間の交雑FI,あるいはF2世代における表現型分離.

表現型

正常型 変異体型
P

　　　組合せ

　　　(♀×♂)

BRX117XBRX430(F1)

BRX117XBRX福(F1)

BRX430XBRX448(F1)

　BRX65×IBRX117任り

　BRX65XBRX430(F1)

　BRX65XBRX430(F1)

　BRX65×�21)(F2)

BRX117×�21)(F2)

BRX430×�L2　1)(印

BRX448　X　�21)(F2)

0
　
　
0
　
　
0
0
　
　
0
　
　
0

n
乙
　
　
{
‥
乙
　
　
n
乙

128

150

145

132

0
　
　
0
　
　
0

n
乙
　
　
9
心
　
　
n
乙
0
　
　
0
O
一
匹
闘
郭
m

χ2(9:7)

㎜

　　　-

　　　一

-

-

-

-

　-

㎜

0.23

1.81

1.69

0.29

-

-

-

　　　　-

　　　　-

0.50-0.75

0.10-0.25

0.10-0.25

0.50-0.75

1)s変異遺伝子についてホモ型個体が得られなかったため,ヘテロ株を交雑母体としてF1種子を得た.



第2-2表.原品種(Blue　Rose)と短根型変異体(�j,�2-j　,　�2-2‥�2々変異輩)および冠根欠損型

　変異体(cr/2変異体)の諸形質(15日齢)の比較.

Blue　Rose　汀lj変異体　j�2-j変異体汀/2-2変巽落　�2り変異体(�2変異体対象形質
四

草丈(cm)

　　葉齢

14.0士0.4

3.0士0.2

11.5土0.2**　　14.5土0.6ns

3.5土0.2**
3.2士0.3ns

種子根長(crn)　23.9土1.0　8.7士0.5**　　10.6士1.1**

13.9土0.6ns

3.2士0.3ns

10.7士0.9**

13.2士0.8ns

3.1土0.2ns

11.1土0.9**

9.2土1.0**

　2.5士0.4*

27.2士0.9**

S8　種子根直径(mm)1)358.8土10.2　373.3土12.1ns　243.5土12.1**236.8土14.5**240.4土10.3**603.2土16.0**

冠根数 5.8土0.6

側根密度(cm-1)2)11.2士0.5

6.0土0.311s

6.3士0.2**

6.3士0.5ns

14.9土0.8**

6.5土0.4ns

15.1士1.2**

6.5土0.4ns

15.6土0.8**

1.0土0.5**

7.1土0.4**

平均値土標準誤差(n=6).

1)根端から10　mm基部側の部位で測定.

2)種子根上に形成された1次側根数/種子根長.

**:原品種との間で1%レベルで有意差有り.ns:有意差なし.
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第2-3表｡原品種(Blue　Rose),短根型変異体(�j,rr/2-j　,　rr/2n2,rr/2-3

　変異体),冠根欠損型変異体(cr/2変異体),および各変異体間の交雑F3世代で

　見られた二重変異体における種子根伸長率,成熟域における皮層細胞長,および

　伸長域と成熟域の境界で計算したセルフラックス.

　　　　　　　　　　　　種子根伸長率　成熟域における細胞長セルフラックス1)

　　　　　　　　　　　　　(mm　h-1)　　　　(mm)　　　　(no.cens　hニ1)

　　　Blue　Rose　　　　　　　　0.84　　　　　　　　　88.3　　　　　　　　　　9.51

　　　rr/j変異体　　　　　0.46**　　　　　　47.5**　　　　　　　9.68s

　　rr/2-j変異体　　　　0.60**　　　　　　76.1**　　　　　　7.88**

　　　cr/L2変異体　　　　　1.12**　　　　　　102.5*　　　　　　10.93**

　r削n-/2-j変異体　　　　0.45　　　　　　　59.2　　　　　　　　7.62

　　rr/j　cr/2変異体　　　　0.70　　　　　　　63.5　　　　　　　10.99

　rr/2-j　cr/2変異体　　　　O｡78　　　　　　　84.6　　　　　　　　9.21

平均値士標準誤差(n=4).

*:原品種との間で5%レベルで有意差有り,**:1%レベルで有意差有り,ns:有意差なし.

1):種子根伸長率/成熟域における細胞長



S

第2-4表.短根型変異体(rr/j‥�2-j変異体)および冠根欠損型変異体((が2変異体)間

　のF3世代における表現型分離.

組合せ

(♀×♂)

　　　　F3表現型

F2表現型　　二重変異体
χ2(3:　1) P

0.10-0.25

0.05-0.10

　　0.99<

　　　rr/j　xrr/2-j　　　　　　　　　831)　　　　　　　　　　36　　　　　　　　　　1.75

　　　rr/j　x　cr/2　　　　　　　　　　1091)　　　　　　　　　　24　　　　　　　　　　　3.43

　　　rr/L2-j　xcr/2　　　　　　　　　652)　　　　　　　　　　21　　　　　　　　　　0.02

1)rrljxrr12-jおよびrrlj　xcr12　では,F2世代で出現したrrlj変異体型個体にそれぞれ

　由来する自殖F3世代における表現型の分離を調査したため,F2表現型としてrr/j変異体

　型個体を数えた.

2)rr£2-j　x(712では,F2世代で出現した�}j変異体型個体に由来する自殖F3世代に

　おける表現型の分離を調査したため,F2表現型としてrrlL2-j変異体型個体を数えた.



第3章　環境刺激誘導性短根型変異体の変異形質の発現機作

緒台

　圃場条件下で栽培される作物は,その成長を大きく左右する様々なストレスにさらさ

れており,そのストレスの多くが土壌中に存在している.一方,植物根はこれらのスト

レスに対して非常に敏感であり,それを回避するために成長パターンを変化させる能力

を有している.したがって,このストレスの回避機構をさらに高めるためにも,環境剌

激に対する植物の形態反応機構を解明することは極めて重要である.

　前章までにおいて,根の発生,あるいは伸長成長に関わる突然変異体を用いて,それ

らの発育過程を制御する遺伝子の機能について解析してきた.これらの変異体の選抜時

において,短根性の発現が成育環境に依存する突然変異体が1系統得られた.本変異体

の種子根は,水耕栽培する際に通気を行わず,水を静止させた状態で育成すると原品種

と同様に伸長するが,エアーストーンを通して水耕液中に気泡を放出して育成すると,

極端に短くなる特異な性質を示した.したがって,本変異体は外部環境に対する根の応

答機構を解析する上で極めて有用な研究素材であると判断した.このようなBRX180の

性質から,水耕液中の高い溶存酸素濃度,あるいは気泡による根への機械的刺激のどち

らか,あるいは両方が本変異体の短根性を誘起する環境要因である可能性が高いと考え

られた.そこで本章では,まずこれらの環境要因に対する本変異体の根の伸長反応を精

査し,本変異体の短根性を誘起する環境要因を特定しようとした.また同時に,短くな

った根の組織学的特性を調査することにより,短根化の原因について検討した.

　一般的に,機械的ストレスにさらされた根は太く短くなるが,このような形態的変化

はホルモンの制御下にあると考えられている(Goss　and　Russe11　1980,　Atwe11　1993,

Bengouh　et　al.　1997).このような形態的変化の誘導時には内生エチレン量の増加が認

められるため,機械的ストレス下での形態的変化はエチレンによって媒介されることが

示唆されている(Goeschl　et　al.　1966,Kays　er　al.　1974,Sarquis　et　al.　1991).一方,
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これまでにオーキシンやアプシジン酸(ABA)の関与についても研究されており,Lachno

et　a1.　(1982),およぴMoss　et　a1.　(1988)は,機械的ストレス下で育成したトウモロコ

シ根において天然オーキシンであるインドールー3-酢酸(IAA)の内生量は3.5倍に増加

したが,ABAの内生量は変化しなかったと報告している.これに対して,Tardieu　et　a1.

　(1992),およぴMulholland　et　al.　(1996)は,機械的ストレスによりトウモロコシや

オオムギ根において内生ABA量が増加したことを認めた.そこで本章では,BRX180の

短根性の発現過程においてエチレン,IAAおよびABAが関与していると仮定し,これら

3種のホルモン,およぴそれらの合成,あるいは作用阻害剤に対する反応性を原品種と

比較し,短根性が発現する機作についても検討した.
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材料と方法

　第1章で得られた環境刺激誘導性短根型変異体(BRX　180),およぴその原品種である

Blue　Rose　を供試材料に用いて,以下の実験を行った.

1.形態的特微の解析とセルフラックスの計算

　　これらの種子を各4粒ずつベンレートーT　200倍溶液に28℃暗黒条件恒温器内で24

時間浸漬した後,さらに水道水中に同条件下で24時間浸漬し,催芽させた.その後,人

工気象室(12時間日長,気温30℃)内において通気水耕栽培し,播種後1週間目に草

丈,葉齢,種子根長,種子根直径,およぴ種子根軸上における側根数と側根長を測定し

た.また,同条件下で育成した2日齢の幼植物における種子根根端部の縦断切片を樹脂

包埋法により作成し,表皮から第3層目の皮層細胞長を光学顕微鏡下で計測した.さら

に,第2章の方法と同様に,以下の式によりセルフラックスを求めた.

　　　　　　　　セルフラックス=根の仲長率/成熟域における細胞長

2.r削,j7/2-j遺伝子との対立性の検定

　前章において解析した結果,短根型変異体は2つの異なる遺伝子座(RRLj,RRム2)

の変異に起因する突然変異体に分類された.そこで,BRX180の変異遺伝子とRRLj　,

およぴRR£2に座乗する変異遺伝子との対立性を検定するため,BRX180と�j,およ

びrr/2-j変異体との間で交雑実験を行い,それぞれのF1世代における表現型分離につい

て調査した.

3.短根性を誘起する粟境要因の解明

　本変異体とその原品種であるBlue　Rose　の種子を上記と同様の条件で催芽させた後,

それぞれの種子を4粒ずつ以下の5種類の処理区の水耕槽へ播種し,水耕栽培によって
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1週間育成した.この時,水耕液への通気は行わなかった.栽培は人工気象室内(12時

間日長,気温30℃)で行った.播種後24時間毎に種子根長および水耕液の溶存酸素濃

度を測定した.溶存酸素濃度の測定には,DOメータ(堀場製作所製)を使用した.

1)水耕液中の溶存酸素濃度の制御

　まず,通常,非通気水耕栽培条件下では,根の呼吸により水耕液の溶存酸素濃度は徐々

に低下するため,本処理区においては,水耕液量の異なる大型(259),中型(69)お

よぴ小型水耕槽(10において,通気せずに同数の植物体を育成することにより,水耕

液中の溶存酸素濃度を異なる3段階のレベルに設定することを試みた.この方法により,

大型水耕槽で育成した場合には,気泡による機械的刺激を与えず,通気水耕栽培条件下

と同程度の溶存酸素濃度を維持することが可能となったため,この区を高溶存酸素濃度

処理区とした.一方,中型水耕槽,および小型水耕槽の水耕液中では,成育期間中の平

均溶存酸素濃度が大型水耕槽のそれに比べそれぞれ0.93μe/9および約1.66μQ/Q低

下する傾向が見られたため,前者を中溶存酸素濃度処理区,後者を低溶存酸素濃度処理

区とした.第3-1A図にこれらの3処理区における実験期間中の水中溶存酸素濃度の推

移を示した.

2)機械的刺激処理

　本処理では,気泡により根へ機械的剌激を与える代わりに,水耕液全体を振とうする

ことによって機械的剌激を与えた.さらに,あらかじめ植物体8個体を成育させておき,

水耕液の溶存酸素濃度が一定の低い値に落ちついてから原品種と本変異体の催芽種子を

播種し,播種時から常に振とうさせた状態において育成することにより,機械的剌激処

理時における水耕液中の溶存酸素濃度の種子根伸長性への影響も評価した.この方法に

より,本処理区における水耕液の溶存酸素は,振とう処理区に比べ平均1.19μQ/Q程度
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低下し,また実験期間中常に一定の低い値を示した(第3-1B図).いずれの処理区も水

耕液への通気は行わなかった.

3)処理区の設定

　以上の水耕液中の溶存酸素濃度処理と振とう処理を組み合わせ,次の5処理区を設定

した.

　(1)高溶存酸素濃度処理区:脱イオン水を259入れた大型水耕槽(25×40　×　30　cm)に

おいて育成した.

　(2)中溶存酸素濃度処理区:脱イオン水を6Q入れた中型水耕槽(25×20×15　cm)に

おいて育成した.

　(3)低溶存酸素濃度処理区:脱イオン水を1g入れた小型水耕槽(6×14×25　cm)にお

いて育成した.

　(4)振とう処理区:脱イオン水を1Q入れた小型水耕槽(6×14×25(尨)を振とう機上

に設置し,播種時から常に振とうさせた状態において育成した.

　(5)振とう十低溶存酸素濃度処理区:あらかじめ脱イオン水を1Q入れた小型水耕槽(6

×14×25(n)において植物体8個体を成育させておき,水耕液の溶存酸素濃度が一定の

低い値に落ちついてから供試個体を播種し,播種時から常に振とうさせた状態において

育成した.

　各処理区から4個体ずつ測定に供した.

4.エチレン,IAAおよびABAとそれらの阻害剤投与に対する反応性

　BRX180とその原品種であるBlue　Rose　の種子を,ベンレートーT　200倍溶液に28℃

暗黒条件恒温器内で24時間浸漬した後,さらに水道水中に同条件下で24時間浸漬して

催芽させた.これらの催芽種子を0.8%の寒天上に播種し,人工気象室(12時間日長,
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気温30℃)内において2日間育成後,種子根長を測定した.これらの幼苗を以下のよう

にエチレンオーキシン(インドールー3-酢酸(IAA)),アプシジン酸(ABA),およびこ

れらの阻害剤を添加した水耕液中に移植し,48時間後に種子根長を再ぴ測定した.

　(1)非振とう処理区へのホルモン投与:エチレンは密閉容器内の空気中に10-1,1,10,

102,103μe/㈲こなるように注入し,またIAAとABAは水耕液中に10-4,10-5,10-6,

10-7,10-8Mになるように添加し,その中で水耕栽培を行った.振とう処理は行わなか

つた.

　(2)振とう処理区へのホルモン投与:上記と同様の手法で各ホルモンを投与し,水耕液

を振とうしつつ育成した.

　(3)振とう処理区へのホルモン阻害剤投与:エチレン作用阻害剤であるAgN03は10-11,

10-10,10-9,10-8およぴ10-7　M,　オーキシン作用阻害剤であるα-(p　-chlorophenoxy)

lsobutyric　acid　(PCIB))は10-7,10-6,10-5,10-4およぴ10-3　M,　およびABA合成阻害

剤であるnorflurazon(NF)は10-8,10-7,10-6,10-5,およぴ10-4　M　になるように水耕

液中に添加し,水耕液を振とうしつつ育成した.
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結果

1.形態的特微の解析

　BRX180とその原品種Blue　Roseを非通気水耕栽培条件下において育成した場合,本

変異体の種子根は原品種と同様に伸長したが,通気水耕栽培条件下では,原品種に比ベ

本変異体の種子根の伸長は著しく抑制された(第3-2B図,第3-1表).また,原品種に

比べ側根長は小さく,また側根密度は高かったが,種子根直径,草丈,および葉齢には

本変異体と原品種との間に有意差は認められなかった(第3-1表).

2.rr/j,rr/2-j遺伝子との対立性の検定

　BRX180とrr/j,およぴrr/2-j変異体間のF1世代では,いずれの交雑組み合わせから

も短根型固体は1個体も出現せず,全て正常型固体であった(第3-2表).したがって,

BRX180の変異遺伝子とrr/j,およびrr/L2-jとは非対立関係にあることが判明し,BRX180

の変異遺伝子の遺伝子座をR£Z)びC瓦)政}θ7'Z£VG7刄J(RRZj))と命名した.

3.短根性を誘起する環境要因の解明

1)水耕液中の溶存酸素濃度の制御

　第3-3A,BおよびC図にこれらの溶存酸素濃度の異なる3処理区において,本変異

体とその原品種を1週間成育させた時の種子根長の推移を示した.これらの処理区では,

本変異体の種子根長は原品種と同様に増加し,短根性の発現は見られなかった.

2)機械的刺激処理

　振とう処理区では,気泡により根へ機械的剌激を与える代わりに,振とうによって機

械的剌激を与えるために小型水耕槽を振とう機上に設置し,播種時から常に振とうさせ
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た状態において植物体を育成した.その結果,本処理区では,水耕液の溶存酸素濃度が

高溶存酸素濃度処理区よりも若干低い値を示したが,振とう処理により明らかに本変異

体において種子根長が短くなる傾向が見られ,播種後7日目における本変異体の種子根

長は,原品種の1/3以下であった(第3-3D図).以上の結果から,本変異体の短根性を

誘起する環境要因は,気泡や振とうによる根への機械的剌激であることが明らかになっ

た.

　さらに,振とう十低溶存酸素濃度処理区では,短根性が発現する条件(すなわち機械

的剌激が与えられる条件)下における,水耕液中の溶存酸素濃度の種子根伸長性への影

響を評価した.その結果,本変異体の種子根長は原品種に比べ短くなったが,その抑制

程度は振とう処理区ほど顕著ではなく,播種後7日目で変異体の種子根長は原品種の約

2/3であった(第3-3E図).このことは,本変異体の短根性を発現する機構に水耕液中

の溶存酸素濃度も関与していることを示唆している.

4.種子根の組織学的観察

　通気水耕栽培条件下において育成した結果,播種48時間後において既に,短根突然変

異体BRX　180　とその原品種であるBlue　Rose　との間に種子根長における顕著な差異が

認められた(BRX　180　:　28.3u,Blue　Rose　:　54.0u).この播種48時間後の幼植物の

種子根端の組織を観察した結果,成熟域における放射方向,および根軸方向の皮層細胞

長は,いずれも原品種と本変異体との間に差異は認められなかった(第3-4C,D図,第

3-3表).一方,本変異体の分裂域は,原品種に比べ明らかに短くなり,そのため伸長域

がより成長点側に移行し(第3-4A,B,5図),またセルフラックスも原品種に比べ有意

に小さかった(第3-3表).このことから,本変異体の短根性の発現は,細胞の伸長が抑

制されたためではなく,根軸方向の細胞増殖率の低下に起因することが明らかとなった.
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5.エチレン,IAAおよびABAとそれらの阻害剤投与に対する反応性

　非振とう栽培条件下では,BRX180とBlue　Roseはエチレン,LAA,およぴABA濃度

が高まるにつれて種子根の伸長抑制程度も増加し,これらのホルモン投与に対して同様

の反応性を示した(第3-6A,B,C図).したがって,本変異体の短根性は,これらの

ホルモンに対する感受性が原品種に比べ高まっているためではないと考えられた.同様

に,振とう栽培条件下においても,Blue　Rose　の種子根伸長量はこれらのホルモン濃度

が高まるにつれてより減少した(第3-6D,E,F図).一方,本変異体では,振とう処理

のみにより既に著しく種子根仲長量が低下していたが,ABA投与下では,その濃度の上

昇と共に種子根伸長量がさらに低下する傾向が認められた(第3-6F図).このような反

応性とは異なり,エチレン,およぴIAA投与下における本変異体の種子根伸長量は,Blue

Roseの伸長量が各ホルモンの無投与時での本変異体の伸長量を下回る濃度になって初め

て低下する傾向を示した(第3-6D,E図).この原因として,エチレンやIAAの内生量

が既に本変異体において高まっており,それによって既に短根化しているため,あるい

はRR£3が制御する過程は,エチレンやIAAが関わる過程と共通であるため,さらに外

部からこれらのホルモンを投与しても比較的低濃度では影響を受けないことが想定され

た.しかし,本変異体の短根性は,これらのホルモン阻害剤投与下においても回復され

なかったため(第3-6G,H,I図),本変異体の短根性はABAのみでなく,エチレンや

IAAの内生量の増加にも起因しないと考えられた.
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考察

　本章において,環境剌激誘導性短根型変異体(rr/3変異体)の短根性を誘起する環境

要因,および短くなった根の組織学的特性を調査した結果,本変異体は振とうなどの機

械的剌激に特異的に反応し,根軸方向の細胞増殖率が低下することによって短根性を示

すことが明らかとなった.また,その伸長の抑制程度は水耕液中の溶存酸素の影響を受

け,それが低い場合には抑制程度が小さいことも確認した.

　一般的に,機械的ストレスにさらされた根は太く短くなるが(Atwe111993,Bengouh　et

al.1997),この形態的変化は細胞の伸長方向が根軸方向から放射方向へと移行すること

と,細胞増殖率が低下することに起因している(Croser　et　a1.　1999).これに関して,

本変異体では,一細胞層での細胞増殖率を示すセルフラックスは原品種であるBlue　Rose

に比べ有意に減少したが,種子根直径,およぴ成熟域における根軸方向や放射方向の皮

層細胞長には,両者の間に有意差は認められなかった.したがって,RRL3は機械的ス

トレスに対する応答機構において根軸方向の細胞増殖率にのみ特異的に作用する遺伝子

座であると考えられる.

　加えて,本変異体では,原品種に比べ側根長は減少し,一方,側根密度は増加してい

た.これに関してGoss(1977)は,種子根のみに機械的ストレスを与えられるようサ

イズを設定したガラスピーズ中にオオムギの根を伸長させた場合では,非ストレス下で

育成した場合に比べ側根長,およぴ側根発生密度はともに増加したと報告している.こ

のようないわゆる補償成長の観点から見ると,本変異体において観察された側根密度の

増加は,RR£3の直接的な作用ではなく,種子根の伸長抑制による間接的な作用の結果

であると考えられる.しかし,本変異体における側根長の減少は,このような補償成長

の概念では説明がつかないため,RRL3は種子根のみでなく,側根に関しても同様に作

用する遺伝子座であると判断した.

　エチレン,IAAおよびABAに対する感受性は,本変異体と原品種間に差異はなく,ま
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た本変異体の種子根伸長の抑制程度は,これらのホルモンの阻害剤によって緩和されな

かった.したがって,本変異体の種子根長の減少は,これらのホルモンに対する感受性

やそれらの内生量の増加に起因しないと考えられる｡本章では,これまでに機械的スト

レス下で育成した根で増加することが報告されているこれら3種のホルモンについて検

討を行ったが,緒論でも述べたように,ABAに関しては機械的ストレス下で増加しない

とする報告も多い(Lachno　et　al.　1982,Moss　et　al.　1988).また,IAAについても増加

を認めた報告は一例のみである(Lachno　et　a1.　1982).機械的ストレス下における形態

的変化の誘導時には内生エチレン量の増加が多くの植物根において認められ,さらに外

部からのエチレンおよびエチレン前駆物質の処理により同様の形態的変化が誘起される

ため,多くの研究者によって機械的ストレス下での形態的変化はエチレンによって媒介

されることが支持されている(Goeschl　et　al.　1966,Kays　er　al.　1974,WIlkins　et　a1.　1976,

Sarquis　et　al.　1991).しかし,根長の減少や直径の増加といった形態的変化は,細胞の

伸長方向の変化のみによっても誘導されるため,エチレンが実際に細胞の増殖過程に作

用するかいなかについては議論の余地が残されている.

　xu　et　a1.(1995)は,接触や風雨といった機械的剌激により主根や側根といった様々

な部位で発現が誘導される了C抒丿遺伝子をシロイヌナズナから単離したが,彼らはこの

7C仔丿遺伝子の発現がプラシノステロイドによって誘導されることを見いだしている.

一方,本章ではrr/3変異体の種子根伸長の抑制程度は,水耕液中の溶存酸素濃度が高い

場合に大きいことを明らかにした.これに関して,土壌中において酸素が欠乏する場合

には,根端でのサイトカイニンの合成が阻害され(Reid　and　Bradford　1984),また根

端分裂組織の細胞増殖率は高サイトカイニン濃度下で抑制されることが知られている

　(Feldman　1979).したがって,今後はこれまでに機械的ストレスとの関係が充分検討

されていないこれらのホルモンについても,rr/3変異体の短根性の発現機作との関連性

を検討する必要がある.
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　　以上のように,本章では環境剌激誘導性短根型変異体を用いて解析した結果,(a)

本変異体の短根性は振とうなどの機械的剌激によって誘導され,その伸長の抑制程度は

水耕液中の溶存酸素の影響を受けること,(b)本変異体は根軸方向の細胞増殖率が低下

することによって短根化し,細胞伸長過程は正常であること,(c)本変異体の種子根伸

長の抑制は,エチレンやIAA,およぴABAの感受性や内生量の増加によって誘導されな

いことを明らかにした.これまで,環境刺激,例えぱ重力(Okada　and　Shimura　1992,

Hobbie　and　Estelle　1995,　Fukai　et　al.　1997),光や接触(Okada　and　Shimura　1990,

1992)に対する根の細胞伸長過程に異常を示す突然変異体は数多く得られているが,細

胞増殖過程に欠陥を示す変異体は得られていない.さらに,これまでは機械的ストレス

下での細胞の伸長抑制と細胞増殖の低下といった2つの異なる機構を,厳密に区別して

解析することは非常に困難であった.しかし,本変異体では細胞伸長過程に異常が

認められなかったため,本変異体は,機械ストレス下での細胞の増殖に関わる機構

について特異的に解析できるという点で,極めて有用な研究素材である.
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第3-1図.水耕液中の溶存酸素濃度の推移.

　0,通気;･,高溶存酸素濃度処理区;◆,中溶存酸素濃度処理区;

　▲,低溶存酸素濃度処理区;▽,振とう処理区;▼,振とう十低溶存

　酸素濃度処理区.

　括弧内の数値は成育期間の平均溶存酸素濃度を示す.
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第3-2図.原品種(Blue　Rose)と環境刺激誘導性短根型変異体

　　(BRX180)の10日齢の幼苗.

　A,非通気水耕栽培条件下で育成;B,非通気水耕栽培条件

　下で育成.図中のスケールの長さは5cm.
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　　　　　　　　　　　　　　播種後日数

第3-3図.高(A),中(B),低溶存酸素濃度処理区(C)と振とう

　　(D),および振とう十低溶存酸素濃度処理区(E)における原品種

　　(BlueRose)と環境刺激誘導性短根型変異体(BRX180)の種子根

　長の推移.

　誤差線は4反復の標準誤差を示す.

一-[]-　Blue　Rose →-　BRX180
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第34図.原品種(Blue　Rose)と環境刺激誘導性短根型変異体(�j

　変異体)の種子根における縦断面.

　A,原品種の根端部位;B,�J変異体の根端部位;C;原品種の根

　端成長点から約8mm基部よりの成熟域;D,7a変異体の根端成長

　点から約8mm基部よりの成熟域.ee,中心柱;c,皮層;ep,表皮.

　図中のスケールの長さは100μm.
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　と環境剌激誘導性短根型変異体(�3変異体)における表皮
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　に伴う推移.

　誤差線は4反復の標準誤差を示す.
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第3-6図.原品種(BkleRose)と環境刺激誘導性短根型変異体(z7以変異体

　のエチレン,IAA,ABA,およびそれらの阻害剤処理区における種子根

　伸長量.

　A-C　:　水耕槽を振とうせずに栽培.D-I　:　水耕液を振とうしつつ栽培.

　誤差線は4反復の標準誤差を示す｡

　　　　　　--{コー一原品種(Blue　Rose)　→-.�3変異体
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第3-1表.原品種(Blue　Rose)と環境刺激誘導性短根型変異体

　　(BRX180)の諸形質(1週齢)の比較.

　　対象形質

　　草丈(mm)

　　　葉齢

　種子根長(mm)

平均側根長(mm)1)

側根密度(cm-1)2)

種子根直径(μm)3)

Blue　Rose

57.3土1.3

　2.1士0.1

153.0±3.8
乙
　
B

8土O｡6

.1士0.7

418.4士6.5

　BRX180

60.3±1.311s

　2.3土0.Ps

49.0士1.1**

2.1士0.3**

20.3士0.9**

398.0士6.311s

平均値土標準誤差(n=4).

1)種子根の基部から20mmまでの根軸上から発生した1次側根の合計の長さ

　/同部位から発生した1次側根数.

2)種子根上に形成された1次側根数/種子根長.

3)根端から10　mm基部側の部位で測定.

**:原品種との間で1%レベルで有意差有り,ns:有意差なし.

注)短根性が発現する生育環境である通気水耕栽培条件下で育成.
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第3-2表.環境刺激誘導性短根型変異体(BRX180)と短根型変異体

　　(�j,rr/2-j変異体)の交雑FIにおける表現型の特微.

正常型

FI個体数

短根型

　　　組合せ

　　　(♀×♂)

　BRX180xrr/j

BRX180xrr/2-j

(
x
)
　
0

1
　
n
乙

0
　
0
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(X)
←

第3-3表.原品種(Blue　Rose)と環境剌激誘導性短根型変異体(�3変異体)

　の成熟域における皮層細胞の根軸および放射方向の長さ,および伸長域と

　成熟域の境界で計算したセルフラックス.

根軸方向の細胞長　放射方向の細胞長

　　　　　　　　　　　　(mm　cet1)　　　(mm　cet1)

　　Blue　Rose　　　　105.1士7.8　　　　　23.8士4.6

　　rr/3変異体　　104.0士10.Ps　　21.3土4.3s

平均値士標準誤差(n=4).

**:原品種との間で1%レベルで有意差有り,ns:有意差なし.

注)短根性が発現する生育環境である通気水耕栽培条件下で育成.

セルフラックス

(no.cens　h-1)

9.14士0.28

3.20士O｡25**



総合考察

根系形成の遺伝的制御機構に関する知見は,他の器官に比べると圧倒的に少ない

上に断片的である.さらには, これらの基礎的な知見をもとにした根系機能の遺伝

的改良といった応用面を考えた場合,特に主要作物を対象にした研究が必要不可欠

であるが,これまでにはそのような研究の蓄積は極めて限られている.植物の形態

形成やその遺伝的制御を研究するための手法はいくつかあるが,その中でも突然変

異体の利用による解析は極めて有効な手段の一つである.本研究は,イネにおける

根の発育に関する突然変異体についての発育形態学的特徴や,変異形質を支配する

遺伝子間の相互作用性について調査し,根系形成に関わる制御機構を遺伝学的側面

から明らかにしようとしたものである.

　第1章において,イネを材料に根の発育形態に注目して突然変異体の作出･選抜を

試みた結果,8系統の変異体を得,表現型の特微から種子根欠損型変異体,冠根欠損型

変異体,短根型変異体,および環境刺激誘導性短根型変異体に分類した.また,これ

らの変異体はいずれも単因子劣性遺伝子変異に起因することが判明した.イネでは

これまでに短根性を示す変異体(Kitano　and　Futuhara　1989,　梁と一井1996,1chii

and　lshikawa　1997,Noda　et　al.　2000)や種子胚中に幼根の分化が認められない

岱djde7ess変異体(Kitano　et　a1.　1993)が単離されているが,本研究では,それらと

類似する特微を示す変異体に加えて,これまでに報告例のない冠根欠損型,およぴ環

境刺激誘導性短根型変異体を計3系統得た.

　次に,新たに得られた変異体8系統と,これまでに同定されている台中65号の

MNじ受精卵処理後代から得られた単因子劣性遺伝子変異に起因するradjde7ess

　(ra7)変異体3系統(odm40,0dm115,0dm123)を用いて交雑実験を行い,

それらの変異形質を支配する遺伝子の対立性を検討した.その結果,種子根の発生

に関わる遺伝子座が2座(瓦4D瓦7££UE7SS　j　(RALj),RA£2),冠根の発生に関わる
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遺伝子座が2座(CROWN　ROOT££SSj(CRLj),CR£2),および種子根の伸長に

関わる遺伝子座が3座(R££)じC£D　ROOTL£NGTHj(RR£j),RR£2,RR£3)存

在することが判明した.

　そこでつづいて,根系形成の出発点にあたる根の発生過程の制御機構を解析する

ことを目的に,RALj　,　RAL2,CRLj　,　およぴCR£2に座乗する遺伝子の突然変異

に起因する変異体を用いて,形態的特徴や,変異形質を支配する遺伝子間の相互作

用性について調査した.

　イネの種子胚中には,一本の幼芽と幼根が分化する.これに対して,今回新たに得

られたH　K8215　の種子胚中には,幼芽は存在するが,幼根の分化は認められず,胚発

生突然変異体として既に作出されている種子根欠損型変異体3系統と類似した特微を

示した.このような胚発生の段階で幼根を欠如する突然変異体はシロイヌナズナにお

いてもいくつか見い出されている(Berleth　and　Jurgens　1993).このうちmono斑eros

変異体は,完成胚段階で幼根原基だけでなく,それが分化する胚の領域全体が欠如す

るという特微を有した.このm凹o以eros変異体は変異胚の培養から得たカルスから

不定根を正常に形成するため,根の発生分化に直接関与する遺伝子変異には起因して

いないものと考えられており,一種のパターン形成(頂端一基部パターン)突然変異体

と推定された(Mayeret　a1.　1993).しかしながら,その後このM7)遺伝子についてより

詳細な解析が行われた結果,z叩の芽生えから不定根を誘導して完全な植物体まで成長さ

せたところ,どの器官においても維管束細胞の伸長が不十分で,しぱしぱ分断されており,

配列も乱れていた(Przemeck　et　al.　1996).維管束の形成には,細胞の長軸方向に沿ったオ

ーキシンの流れが重要であるが(Sachs　1991),実際にz叩変異体の花茎ではオーキシンの

極性移動量が減少していた(Przemeck　et　al.　1996).また,聊,変異体と同様に胚軸と根を

欠損する1,�･,z如(M/)変異体が単離されたが,,叩1,ぶ二重変異体はほとんど胚軸のみ

となった(Hamann　et　al.　1999).以上のことから,MZ)遺伝子は胚の特定領域の確立,およ

びその後の幼根の分化に直接的な役割を果たしているのではなく,オーキシンと関連した
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維管束細胞の軸化に関わっていると考えられる.これに関して,今回調査した岱丿変異体

4系統全てにおいて,胚のサイズは原品種に比べ縮小化する傾向がみられ,また冠根の形

成も可能であった.加えて,rajjべ?ra/2-2二重変異体では,胚のサイズの縮小化が各交

雑親の変異体に比べさらに顕著に認められ,またこの種子胚中には幼芽の形成も見られな

かった.これらの結果から,RALj　,およぴRA£2はいずれも幼根そのものの発生

分化や胚の基部側領域形成を特異的に制御するのではなく,胚の領域全体の形成に

直接あるいは間接的に関わる遺伝子座であると判断した.

　一方,胚発生中に形成される幼根とは異なり,冠根原基はその後の成長過程で茎葉節に

おいて内生的に分化する(Kaufman　1952,　Kawata　et　a1.　1972).今回調査したcr/変異

体2系統のうち,cr/j変異体では冠根原基の発生自体が抑制され,一方,cr/2変異体では,

冠根原基の発生自体と原基形成後の成長の両者が抑制されていた.また,cr/j変異体の幼

苗では,他の調査形質において原品種との間に有意差は認められず,その後も原品種と同

様に成育可能であったが,cr2変異体では冠根数の減少以外にも他の多くの面で原品種と

の間に形態的差異が認められた.したがって,CR£jは冠根の発生のみに特異的に作用す

るが,CR£2は植物の様々な発育過程を制御する遺伝子座であると考えられる.また,cr/j

cr/2二重変異体では,両cr/変異体よりさらに冠根の発生が抑制されていたため,冠根

形成過程においてCRLj,およぴCRIL2は異なる経路で作用することが示唆された.さら

に,α-NAAの処理によりcr/j変異体における冠根形成機能の欠陥は緩和されたが,cr/2

変異体はそのような傾向を示さなかったため,CR£j,およぴCR£2は機能的にも異なる

と推測した.

　これまでの研究において,いくつかの短根性を示す変異体がイネにおいて得られている

が(Kitano　and　Futsuhara　1989,　Liang　and　lchi1　1996,　1chii　and　lshikawa　1997),長

根化する変異体は得られておらず,そのためどのような遺伝子座が根の伸長を制限して

いるか,またそのような遺伝子座は根の伸長を促進させる遺伝子座とどのような相互

作用性を示すのかという問題が残されたままであった.これに関して,第1章で解析
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したcr/2変異体は,冠根数が著しく減少するのに加え,種子根長が有意に増加すると

いう性質を伴っていた.加えて,第1章で示した突然変異体の作出･選抜時には,根

の長さの減少を示す変異体が存在しており,これらの長根化,あるいは短根化する変

異体はこのような問題を解析する上で,極めて有用な研究素材であると考えられる.

そこで第2章では,RRLj　,　RR£2,およぴCR£2に座乗する遺伝子の突然変異に

起因する変異体を用い,まずこれらの変異体の幼苗期にみられる形態,およぴ組織学

的特微を調べ,次にF3世代で分離した二重変異体型個体の特微を解析することにより,

それらの遺伝子間の相互作用性について検討した.

　rr/j変異体における短根性は,根軸方向への細胞伸長の開始が遅延することと,細胞伸

長の程度が減少するためであったため,RR£jは細胞伸長の開始,およぴその伸長程度の

両者に関わる遺伝子座であると考えられた.一方,rr/2-j変異体の短根性は,軸方向への

細胞増殖率と細胞伸長の低下の2つの原因によるものであったため,RRZ2-jはこれらの

過程に対して促進的に作用する遺伝子座であると推定された.軸方向への細胞増殖率は,

分裂細胞の数と細胞分裂速度の2つの要素によって規定される(Beemster　and　Baskin

1998).これまでに,イネでは根端分裂組織のサイズ,および成熟域における細胞長が減

少し短根化する変異体が2系統(れおよびsrt-j)得られているが,これらの両変異体

は,発芽後すぐに各原品種よりも明らかに低い種子根伸長率を示した(Kltano　and

Futsuhara　1989,　1chii　and　lshikawa　1997).一方,これらとは異なり,rr/2-j変異体

の種子根は,播種後5日目までは原品種とほぽ同様に伸長可能であった.もし,本変

異体の軸方向への細胞増殖率の低下が,分裂域に存在する細胞が伸長への移行を促進され,

その結果として分裂能力をもつ細胞数が減少したためであると仮定すると,軸方向への細

胞増殖率の低下が誘起されたとしても,発芽直後の種子根伸長率の維持は可能となる.し

たがって,少なくともRRL2の機能の一つは,分裂域に存在する細胞の伸長への移行の抑

制に関わるものではないかと考えられる.

　この仮定はrr/j　rr/2-j二重変異体の特微からも支持される.rr/j変異体の成熟域に
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おける細胞長は,�2-j変異体より小さいため,rrlj　rr/2-j二重変異体の細胞長は�j

変異体と同様か,あるいは両交雑親よりもさらに減少することが想定される.しかし,実

際のrr/j　rr/2-j二重変異体の細胞長は両交雑親の中間の値を示した.根端分裂域におけ

る細胞分裂速度と細胞伸長の開始の2つの過程は,互いに独立に制御されているため

　(lvanov　1981),RR£2が細胞分裂速度のみに関わる遺伝子座であるとすると,この結果

の説明は極めて困難である.上述したように,RR£jは細胞伸長の開始,およぴその伸長

程度の両者に関わる遺伝子座であると考えられるため,RRL2は分裂域に存在する細胞の

伸長への移行に関わると仮定すれぱ,本変異体が両交雑親の細胞長の中間の値をとったこ

とは,細胞伸長への移行に対して両変異遺伝子が逆向きの作用を示した結果であると解釈

される.

　一方,cr/2変異体の長根化は,軸方向への細胞増殖率と細胞伸長の増加の両者により

誘起された.本変異体の種子根長は,播種後5日目以降は原品種に比べ大きく推移して

いたが,播種後3日目までは逆に小さかった.したがって,RRL2と対照的に,CRL2

は分裂域に存在する細胞の伸長への移行の促進に関わる遺伝子座であると想定される.

cr/2変異体の根端分裂組織のサイズは,原品種に比べ明らかに増加した.このような変異

体はこれまでに報告されていないが,茎頂分裂組織のサイズが増加する変異体として,シ

ロイヌナズナのdavaMj(dvj),およぴdy3変異体が同定されている(Clark　et　al.　1993,

1995).これらの変異体と茎頂分裂組織の維持に欠陥を示すシロイヌナズナのsカoo陥μca7

meris£emjessj(s咄-j),およぴstm-2変異体(Barton　and　Poething　1993,　Clark　et　a1.

1996)との二重変異体では,茎頂分裂組織の維持が可能であったため,S7MとC£Vは

分裂組織の活性に競合的に作用し,その恒常性はこれらの遺伝子座における作用力のバラ

ンスの上に成り立っていると考えられている(C�rk　et　a1.　1996).これに関して,rr/2-j

cr/2二重変異体の根端分裂組織のサイズ,およぴセルフラックスは両交雑親である変異体

の中間に位置し,より正常個体の値に近づいていた.これらの結果から,RRL2,および

CRL2は根端分裂組織の恒常性に対してお互いに競合的に作用する可能性が高く,また茎
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1999)

Blue

によって短根性を示す

頂

　根系構造は

この構造は,

および根端分裂組織では, その維持に関して同様の機構が存在する
`ヂ゛

4- とが示唆された.

根系全体の機能発現において決定的に重要な役割を果たしているが

第1 章,およぴ第

によって規定される さらに

する根の応答反応であり

しくその構造を変化させる

依存する

圃場条件下において重要となるのが

2章で解析した根の発生数や伸長量といった要潭

外部環境に灸

植物根はそれ自身が有する可塑性と環境条件に応じて1

そ
`y゛

t- で第 3章では

変異体の短根性を誘起する環境要因,

その結果, 本変異体は振とうなどの機械的剌激に特異的に反応し

軸方向の細胞増殖率が低下する こと とが明らかとなった

まず短根性の発現が成育環境に

および短くなった根の組織学的堰

堰
　
　
ま

それが低い場合に

らされた根は太く短くなるが(Atwe11　1993,　Bengouh

�3

性を調査した

`y゛

Q.

た,その伸長の抑制程度は水耕液中の溶存酸素濃度の影響を受け

は抑制程度が小さいことも確認した.

一般的に,

et　a1.

ことと

では,

1997)

機械的ス トレスにさ

の形態的変化は細胞の伸長方向が根軸方向から放射方向へと移行す!

,細胞増殖率が低下することに起因している(Croser　et　a1.

一細胞層での細胞増殖率を示すセルフラックスは原品種である

`ヂ゜

心-

　本変異伺

Roseにj;1

べ有意に減少したが,種子根直径,およぴ成熟域における根軸方向や放射方向の皮眉

細胞長には,両者の間に有意差は認められなかった.したがって,RR£3は機械的スト

レスに対する応答機構において根軸方向の紺胞増殖率にのみ特異的に作用する遺伝j

座であると考えられる.

　加えて,本変異体では,原品種に比べ側根長は減少し,一方,側根密度は増加して

いた. これに関して Goss (1977) は 種子根のみに機械的ス トレスを与えられるよ

サイズを設定したガラスビーズ中にオオムギの根を伸長させた場合では

下で育成した場合に比べ側根長,

非ス ト

､ぷ
ノ

レヌ

および側根発生密度はともに増加したと報告してし

る.このようないわゆる補償成長の観点から見ると

根密度の増加は, RR£3 の直接的な作用ではなく
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用の結果であると考えられる.しかし,本変異体における側根長の減少は,このよう

な補償成長の概念では説明がつかないため,RRZLJは種子根のみでなく,側根に関して

も同様に作用する遺伝子座であると判断した.

　エチレン,IAAおよぴABAに対する感受性は,本変異体と原品種間に差異はなく,

また本変異体の種子根伸長の抑制程度は,これらのホルモンの阻害剤によって緩和さ

れなかった.したがって,本変異体の種子根長の減少は,これらのホルモンに対する

感受性やそれらの内生量の増加に起因しないと考えられる.本章では,これまでに棉

械的ストレス下で育成した根で増加することが報告されているこれら3種のホルモン

について検討を行った.ABAに関しては機械的ストレス下で増加しないとする報告ガ

あり(Lachno　et　a1.　1982,Moss　et　al.　1988),また,IAAについてもその増加を認紀

た報告は一例のみである(Lachno　et　al.　1982).機械的ストレス下における形態的羨

化の誘導時には,内生エチレン量が増加することが多くの植物根において認められて

おり,さらに外部からのエチレンおよぴエチレン前駆物質の処理により同様の形態白1

変化が誘起されるため,多くの研究者によって機械的ストレス下での形態的変化はこ【

チレンによって引き起こされるされることが支持されている(Goeschl　et　a1.　1966

Kays　er　a1.　1974,Wilkins　et　al.　1976,Sarquis　et　a1.　1991).しかし,根長の減少呼

直径の増加といった形態的変化は,細胞の伸長方向の変化のみによっても誘導される

ため,エチレンが実際に細胞の増殖過程に作用するかいなかについては議論の余地が

残されている.

　　xu　et　a1.(1995)は,接触や風雨といった機械的剌激により主根や側根といった

様々な部位で発現が誘導される7(]H4遺伝子をシロイヌナズナから単離し,この7C仔4

遺伝子の発現がプラシノステロイドによって誘導されることを見いだしている.一方,

本章ではrr/J変異体の種子根伸長の抑制程度は,水耕液中の溶存酸素濃度が高い場･lg

に大きいことを明らかにした.これに関して,土壌中において酸素が欠乏する場合に

は,根端でのサイトカイニンの合成が阻害され(Reid　and　Bradford　1984),また邪
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端分裂組織の細胞増殖率は高サイトカイニン濃度下で抑制されることが知られている

　(Feldman　1979).したがって,今後はこれまでに機械的ストレスとの関係がほとん

ど検討されていないこれらのホルモンについても,rr/3変異体の短根性の発現機作と

の関連性を検討する必要がある.

　このように,本研究は根系形成機構を根の発育に関わる突然変異体を用いて遺伝

学的側面から解析し,(1)種子根,およぴ冠根の形成に関わる遺伝子座をそれぞ

れ2座ずつ同定し,前者は幼根が分化する胚の領域形成過程に対して直接あるいは

間接的に制御する遺伝子座であり,また後者は冠根原基の発生,および形成後の成

長過程に関わる遺伝子座であること,(2)種子根の伸長に対して抑制的,および

促進的な機能をもつ遺伝子座が存在し,その伸長量はそれらに座乗する遺伝子が互

いに競合的に作用することによって決定されること,およぴ(3)機械的ストレス

下において,根端分裂域の細胞増殖過程を特異的に制御する遺伝子座が存在するこ

とを認めた.

　最後に,これらの変異体の今後の研究における有効利用性について考察する.cr/変異

体は,これまでに報告されている不定根形成に関わる突然変異体とその特微が異なってい

た.シロイヌナズナのajM-j変異体は,側根およぴ冠根のいずれの形成も認められなか

ったが(Celenza　et　a1.　1995),cr/変異体では側根の形成は可能であった.また,タバコ

の掴c変異体では,外部からのオーキシン処理により細胞分裂は誘導されたが,その後に

組織だった分裂へと進行せず,結果として正常な不定根原基の形成は認められなかった

　(Lund　et　a1.　1996).これに対して,cr/j変異体ではオーキシン処理により冠根自体を

形成し,またび2変異体は外部からのオーキシン処理なしで冠根原基を形成することが可

能であった.トウモロコシのrむcs変異体は,cr/j変異体と同様に冠根原基の発生自体が

抑制されていたが,cr/j変異体の幼苗では,原品種に比べ明らかに数は少ないものの,冠

根の形成が認められているのに対して,rtcs変異体では播種後50日を過ぎても冠根の発

生は全く認められず,また外部からのオーキシン処理によっても冠根形成は誘導されなか
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った(Hetz　et　a1.　1996).このようにcr/変異体は他の不定根形成に関する変異体と異な

る特徴を持つため,これらの変異体を用いて解析を進めることにより,不定根形成を制御

する個々の遺伝子座の役割について新たな知見が得られるものと期待される.

　さらにHetz　et　a1　(1996)は,rtcs変異体へのオーキシン処理により,中茎根の形成

が認められたと報告している.同様に,これまでに幼根あるいは不定根のいずれか一方の

形成能力を欠く突然変異体が数多く報告されている(Berleth　and　Jurgens　1　993,　Celenza

et　a1.　1995,Hong　et　a1.　1995,Lund　et　a1.　1996).したがって,異なる種類の根の発生

過程はその遺伝支配に関しても異なると考えられる(van　den　Berg　1998).さらに本研

究では,RALj　,　およびCRLjに座乗する変異遺伝子間の相互作用性についても検討した

結果,rajj　-2　cr/j　二重変異体では両交雑親の変異形質が付加的に現れており,また本二重

変異体は(7/j変異体とほぽ同数の冠根を形成したため,特に£4£jは冠根形成には全く

関与せず,種子根の発生に特異的に関わる遺伝子座であることが判明し,上記の考えが個々

の変異体の表現型からのみでなく,異なる種類の根の発生を制御する遺伝子間の相互作用

性を考盧した上でも正しいことを明らかにした.

　　一方,根の分裂組織におけるパターン形成やその後の成長過程では,一つの種類の根

で特異的に異常を示す突然変異体は得られておらず,その全てが種子根や冠根,側根とい

ったいずれの根においても形態的異常を示していた(Scheres　et　a1.　1995,Wmemsen　et　a1.

1998).したがって,異なる種類の根でのこれらの過程は,発生の初期段階とは異なり,

共通の遺伝子によって制御されていると考えられる(van　den　Berg　1998).これに関し

て,cr/2変異体は,冠根数の減少だけでなく,種子根軸上の側根密度も低下していた.本

章では,cr/2変異体における側根の発生抑制の原因については組織学的観点から解析して

いないが,本変異体における冠根数減少は,冠根原基の発生自体,および形成された冠

根原基の成長を抑制する作用の2つの原因によるものであったため,側根密度の減少

がいずれの原因によるものなのか興味深い.

　これまでの研究において,種類の異なる根の間の形態,解剖,およぴ発生学的な類
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似性や相違性が明らかにされているが(Waisel　and　Este1　199　1　,　Yamauchi　et　a1.

1996),遺伝学的側面からの研究は限られている.これに関して,本章で用いたRALj　,

およぴCR£jはそれぞれ種子根,およぴ冠根の発生に特異的に作用し,一方,(況£2

は冠根や側根といった種類の異なる根の発育に関して共通に制御する遺伝子座である

と考えられる.したがって,これらに座乗する遺伝子の変異に由来する突然変異体を

用いて,さらに詳細に解析することによって,異なる種類の根の遺伝的制御機構の共

通性,およぴ相違性について新たな知見が得られるものと期待される.一方,cr/j変

異体は,冠根数の減少以外,地上部も含めた形態的特徴が原品種とほぽ同様であった.

このような特微を持つ変異体は,根系の大きさと地上部の成育の関連性について解析

する上でも,極めて有用な研究素材となりうるであろう.

　一方,上述したように,根の伸長過程の遺伝的制御機構に関しては,特に伸長を抑制す

る遺伝子座についての知見が得られていなかったが,本章では根端分裂組織の維持や細胞

伸長程度に関して競合的に作用する遺伝子座が存在することを明らかにした.根系形質に

着目した品種育成を目指す上では,個々の根の発育の制御機構を遺伝学的側面から明らか

にする必要がある.上述した茎長分裂組織の維持に関わる(ゴv変異体ではより詳細な観察

が行われており,本変異体の分裂組織では有糸分裂指数が野生型よりも遅いことが判明し

ている.この結果から,C£V遺伝子は分裂組織の負の制御因子ではなく,未分化細胞の

発生運命の決定を促す役割を持つものと考えられている(Laufs　et　a1.　1998).さらに,C£V

遺伝子は既にクローニングされており,それがコードするタンパク質の機能解析から,こ

れらの遺伝子は茎頂分裂組織におけるシグナル伝達系において細胞外シグナルの受容体と

して機能していると考えられている(Clark　et　al.　1997).したがって,今後,本章で用

いた突然変異体についてさらに詳細な解析やそれらのクローニングを進めていくことによ

って,根の伸長過程を制御する個々の遺伝子座の機能の実態に迫ることができると期待さ

れる.

　これまで,環境剌激,例えぱ重力(Okada　and　Shimura　1992,　Hobbie　and　Estelle
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本変異体は機械ス

して解析する上で,

体は振とうなどの機械的刺激に特異的に反応し

とによって短根性を示した

胞増殖の低下といった

難であった.しかし,

これ までは

1995, Fukai et　a1 1997) およぴ光や接触 (Okada　and Shimura 1990

する根の細胞伸長過程に異常を示す突然変異体は数多く得られているが

程に欠陥を示す環境応答に関わる変異体は得られていない これに関して

1992) に刻

細胞増殖退

�3 変異

根軸方向の細胞増殖率が低下する

機械的ス

2つの異なる機構を厳密に区別して解析する

本変異体では細胞伸長過程に異常が認め

トレス下での細胞の増殖,

`ヂ゛

(-

トレス下での細胞の伸長抑制と細

ことは非常に困

られなかったため

およぴ伸長の変化に関わる機構を区別

極めて有用な研究素材である
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