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序 論

我 が 国 にお け る リン ゴ栽 培 は,同一 は場 内 に異 な る品種 を混植 す る こ とが

多 い .これ は収穫 時期 をず ら し販 売 戦 略 を有利 にす る 目的 以外 に,他 家 受粉

に よ る結 実確 保 を 目的 とす る.栽 培 リン ゴ(Malusxdomestl'caBorkh.)は 自

家 不和 合 性 の た め他 家 受粉 を必 要 とす る.他 家 受 粉 の方 法 と して ,人 工授 粉

と ミツバ チや マ メ コバ チ等 の訪 花 昆 虫の利 用 が行 われ て い る.近年 は省 力化

のた め訪 花 昆 虫 の利 用 が進 ん でお り,それ につれ て異 な る品種 の混植 栽 培 が

増加 して い る. しか し,2006年 5月 よ り施 行 され た ポ ジテ ィブ リス ト制 に

よ り収穫 時期 の異 な る品種 の混植 は,農 薬 ドリフ トの 問題 が発 生す る危 険性

が高 くな った .この 問題 の解 決 には,果 実 を食 用 と しな い受 粉 専用 品種 の混

植 ,自家 結 実性 品種 の育成 ,お よび 単為 結 実性 品種 の育成 な どが考 え られ る.

受粉 専用 品種 の混植 につ い て はす で に研 究 が 開始 され て お り,ク ラブ ア ップ

ル な どの い くつ か の 品種 選 定 が行 われ て い る(江 口 ら,2006).自家 和合 性 品

種 の育成 につ い て は,ま だ着 手 され て い な い が ,同質 四倍 体 品種 の 自家和 合

性機 構 につ い て は解 析 が進 ん で い る(安 達 ら,2004,2005;星川 ら,2006).

一 方 , リン ゴの単為 結 実性 につ い て は,現在 の栽 培 品種 群 の 中 に も 恵̀ '

や 王̀林 'な どあ る程 度 の単為 結 実性 を示 す 品種 が 見 られ る もの の,ほ とん

どの品種 は単為結 実性 が な く,不 受 精 に よ り落果 す る. しか し,栽 培 品種 で

は な い も の の リン ゴ 品 種 群 の 中 に は s̀pencer seedless', ẁellington

Bloomless', Ǹoblow'お よび ẁickson'な ど高 い単 為 結 実性 を示 す 品種

が存 在 す る.た だ し, これ らは 同 じく単為 結 実性 を示 す 恵̀ ', 王̀林 ', 印̀

度 '等 の 品種 とは異 な り,花器 官 の変 異 を伴 っ て い る(Fig.1).通 常 , リン

ゴの花器 は子房 下位 花 で が くの下 で花 床 と子房 が癒 合 し,果 実 肥 大 に は花 床

の肥 大 が ともな う(間苧 谷 ,2002;志村 ,1987).そ の花器 形 態 は 5枚 の が く

と 5枚 の花 弁 ,お よそ 20本 の雄 ず い と 5本 の雌 ず い か ら構 成 され て い るが ,

上記 の 品種 で は花 弁 が が くに,雄 ず い が雌 ず い に入 れ換 わ る形 態 を示 して い

る.この よ うに本 来 あ るべ き位 置 とは異 な った位 置 に器 官 が発 生す る突 然 変

異 はホ メオ テ ィ ツク変 異 と呼 ばれ て い る.

花 の形 態形成 は,シ ロイ ヌナ ズナ(Arabl'dopsl'stAall'ana(L.)Heynh.)や キ
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ンギ ョソ ウ(ADtl'rrAl'DUm majusL.)で提 唱 され た ABCモ デル で説 明 され て

い る(BowmanandMeyerowitz,1991;CoenandMeyerowitz,1991;Weigel

andMeyerowitz,1994).す なわ ち,双 子葉植 物 の花 は花式 図 にす る といず

れ の花 も同心 円状 の領 域 (whorlも しくは花 輪 ,外側 か ら順 に,第 一 ,第 二,

第三お よび第 四)か らな り,各 whorlには第 - か ら順 にが く,花 弁 ,雄 ず い

お よび雌ず い(心皮)が形成 され る.これ らの 四つ の器 官 は,A,B,Cの三つ

の異 な る遺伝 子群活性 の組 み合 わせ で決 定 され る(Fig.2). クラス A遺伝 子

だ けで はが くが, ク ラス A と Bが ともに働 く と花 弁 が, ク ラス B と Cが と

もに働 くと雄 ず い が,クラス Cだ けで は雌 ず いが形成 され る.花器 官 のホ メ

オテ ィ ツク変異 は これ らク ラス A]∋C遺伝 子 の欠 如 が原 因 とされ てい る. リ

ン ゴのホ メオテ ィ ツク変 異 品種群 は,花 弁 と雄 ず い が,が く と雌 ず い に入 れ

替 わ る変異 で あ る こ とか らク ラス B遺伝 子 の機 能欠 如 と考 え られ て い る.

ABC遺伝 子群 につ いて は, シ ロイ ヌナ ズナ にお け るク ラス A 遺伝 子 と し

て APETALAl(APl)遮伝 子 ,APETALA2(APE)遮伝 子 , クラス B遺伝 子

と して APETALA3(AP3)遺伝 子 ,PZSTILLATA (Pl)遮伝 子 , ク ラス C遺

伝 子 と して AGAMOUS(AG)遺伝 子 の存在 が報告 され てい る(Bowmanand

Meyerowitz,1991;CoenandMeyerowitz,1991;WeigelandMeyerowitz,

1994).これ らの遺伝 子 は,AP2遺伝 子 を除 くす べ て の遺伝 子 は共通 の MADS

boxと呼 ばれ る DNA 結合 ドメイ ンを有 してい る(Riechmann eta1.,1996,'

ShoreandSharrocks,1995;TheissenandSaedler,1995). この MADSbox

ドメイ ンは動物や酵 母 ,植 物種 に共通 の約 60のア ミノ酸残 基 か らな る高 く

保 存 され た転 写 因子 で あ り,植 物 は MADS (M)ドメイ ン,intervening (Ⅰ)

ドメイ ン,keratinllike(A)ドメイ ンお よび C-terminal(C)ドメイ ンか らな

る MIKC タイ プ MADS box 遺 伝 子 を持 って い る(M也nstereta1.,1997,'

Purugganan,eta1.,1995,'Theisseneta1.,1996). さ らに, ク ラス B遺伝

子 の AP3遺伝 子 と PZ遺伝 子 タ ンパ クは- テ ロダイ マー を形成 し,機 能 して

い るこ とが示 され (GotoandMeyerowitz,1994,'Honmaeta1.,2000;Lamb

eta1.,2003;Ziketa1.,2003),PZ遺伝 子 と AP3遺伝 子 の K ドメイ ンが- チ

ロダイ マ ー を形 成 す る要 因 とな る こ とが示 唆 され て い る(Riechmann and

Meyerowitz,1997;ShoreandSharrocks,1995).つ ま り,〃 遺伝 子 と AP3
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遺伝 子 の両方 の発 現 が無 けれ ば ク ラス B 遺伝 子 と して機 能 しない こ とにな

る.

植 物 のゲ ノム研 究や 分 子 生物 学 的研 究 は最近 の 10余年 で急激 に進 ん でお

り,特 に全 ゲ ノム配 列 の解 読 が完 了 してい るシ ロイ ヌナ ズナや ,イネ(Oryza

satl'vaL.)で はモ デル植 物 と して先端 的 な研 究 が行 われ てい る.花 芽形成 や

花器 官形成 に関す る研 究分 野 の進 歩 は著 しく,シ ロイ ヌナ ズナ で は,長年 の

研 究 で特定 で きなか った フ ロ リゲ ン物質 に関す る研 究 にお い て,葉 と茎頂 分

裂組織 間の シグナル 物 質 が明 らか にな りつつ あ る.フ ロ リゲ ンは植 物 にお い

て花 芽 形 成 を誘 導 す る シ グナ ル 物 質 と して提 唱 され た植 物 ホル モ ン様 物 質

で あ る.最 近 , この フ ロ リゲ ンの候 補 と して FLOWERZNGLOCUS T(FT)

遺伝 子 が有力視 され (Abeeta1.,2005;Kardailskyeta1.,1999;Kobayashi

eta1.,1999;Wiggeeta1.,2005),FT遺伝 子 を過剰発 現 させ た場合 の シ ロイ

ヌナ ズナ で は 日長 に関係 な く早期 に花芽 を形 成 す る こ とが報 告 され て い る.

また,Huangetal.(2005) は FT遺伝 子 の移動 は mRNAの可能性 が あ る こ

とを示 してい る.そ の他 ,光周期 を感 受 L FT遺伝 子 の発 現 を促 進 させ てい

る CONSTANS(CO)遺伝 子 ,早期 開花性 な どの花 芽誘 導 に関与す る遺伝 子

LEAFY(LEI) 遺伝 子 ,花 芽形成 を抑制 す る遺伝 子 TERMJNALFLOWER 1

(TFLl)遺伝 子 な どの 同定や機 能解 析 , さ らにが く,花 弁 ,雄 ず いお よび雌

ず い形成 な どの花器 官 形 成 に 関与 す るホ メオ テ ィ ック遺伝 子 の 同定 や機 能

解析 に関す る研 究 が進 め られ てい る,

最近 , リン ゴで も花 芽形成 に関す る研 究 が進 め られ てお り,Kotodaetal.

(2006)は花 芽 形 成 に 関係 す る遺 伝 子 で , 主 に花 芽 の分 化 を抑 制 す る遺 伝 子

TFLl遺伝 子 のホモ ログで あ る MdTFLl(_Malusxdomestl'ca塑 )遺伝 子

を リン ゴにア ンチセ ンスで導入 し,遺伝 子 を発 現抑制 させ る こ とで早期 開花

に成 功 してい る.また,セ イ ヨウナ シで はカ ンキツの FT遺伝 子 ホモ ログで

あ る Cl'FT遺伝 子 (Endoeta1.,2005)の導入 に よ り,1'DVl'troで の早期 開花

を引 き起 こ した こ とが報 告 され てい る(松 田 ら,2004),これ らの花 芽形成 遺

伝 子 の導入 に よって,早期 開花 を促 進 す る こ とで花器 官形成 に関与す るホ メ

オテ ィ ック遺伝 子 の働 きの調 査や ,育種 年 限 の短縮 な どの効果 が期待 され て

い る. リン ゴで は他 に花成制御 遺伝 子 と して,AFLl遺伝 子 ,AFL2遺伝 子
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お よび MdAPl(MdMADS5)遺伝 子 が単離 され (Kotodaetall,2000,2002,

2006;KotodaandWada,2005;Sungeta1.,1999;Wadaeta1.,2002),花

器 官 形 成 に 関 与 す る ホ メ オ テ ィ ッ ク 遺 伝 子 と し て , MdMADSl～

MdMADS15遺伝 子 ,MdPZSTZLLATA(MdPl)遺伝 子 お よび MdTM6遺伝 子

な どが単離 され てい る(Kitahara eta1.,2004;Linden eta1.,2002;Sung

andAn,1997,'Sungeta1.,1999,2000,'Yaoeta1.,1999,2001). これ らの

花器 官形成 に関与す るホ メオテ ィ ック遺伝 子 は相 互 に作用 し,リン ゴの花器

官 を形 作 ってい る と考 え られ る.しか し,これ らの リン ゴで の花器 官形成 に

関与す るホ メオテ ィ ック遺伝 子 は,数 多 くあ る花器 官 を形成 す る遺伝 子群 の

ほんの一部 に過 ぎず ,未 だ単離 され てい ない重 要 な遺伝 子 もあ る と考 え られ

る.

遺伝 子機 能解 析 の研 究手法 と して,遺伝 子 の機 能欠 失 も しくは獲得 実 験 は

重要 な手法 となって い る.リン ゴにお け る形 質転 換 技術 は遺 伝 子 の機 能解 析

を行 う上 で必須 の技術 で あ る.果樹 に特 有 の遺 伝 子 の機 能 を解 析 す るに は,･

同 じ果樹 で形 質転 換 を行 って は じめて判 明す る.また,形 質転換 技術 は この

よ うな遺伝 子 の機 能解 析 のみ が 目的で はな く,育種 技術 面 か ら品種 育成 の効

率化 に貢 献 で き る.リン ゴは開花 か ら結 実 まで の幼君 期 間が長 く,ほ とん ど

の品種 が 自家不和合性 を有 して い るた め,雑 種性 が強 く計 画 的育種 が行 い難

い.しか し,形 質転 換 技術 を用 い る こ とで交雑 育種 で は長期 間必要 な耐病 虫

性 とい った有用形 質 の導入 も可能 とな る.しか し,この実験 は形 質転 換法 の

確 立 してい る植 物 で な けれ ば行 うこ とが で きない.形 質転換 実験 以外 に も遺

伝 子 の機 能解析 法 と して,プ ロモ ー ター解 析 実験 も しくは 1'DSl'tuハ イ ブ リ

ダイゼ ー シ ョン法 が あ り,遺伝 子 の発 現部位 を調 査 す る方 法 と して重要 で あ

る . プ ロ モ ー タ ー 解 析 は 検 出 し た い プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に Green

FluorescentProtein (GFP)遺伝 子 や 6-glucuronidase を コー ドして い る

ul'dA(GUS)遺伝 子等 の レポー ター遺伝 子 を結合 させ , 目的 とす る遺伝子 の

特 異 的 な転 写発 現 を調 査す る方 法 で あ る.一方 ,1'DSl'tuハ イ ブ リダイゼ ー

シ ョン法 は,核酸 の相補 的結合 を利用 して,組織 中の生物 個 体 内 の本 来 あ る

べ き場所 にお け る遺伝 子 の分布 を調査す る方法 で,任意の標識 RNAプ ローブ

を用いて組織 中の調査 したい 目的遺伝子 の RNA と結合 させ ,その遺伝子 の特
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異的な発現部位 を調査す る方法 で ある･ これ らの方 法 は発 色 に よ り検 出で き

るた め, 目的遺伝 子 の発 現場所 を可視 化 す る こ とがで き る･し

リン ゴの花器 官 変異 品種群 は,花弁 と雄 ず い が,が くと雌 ず い に入 れ替 わ

る花器 官 のホ メオテ ィ ツク変異 を示 し,通 常 の花 と形 態 が異 なってい る･こ

れ は ABCモデル の ク ラス B遺伝 子 で あ る PZ遺伝 子 とAP3遺伝 子 の うち PZ

遺伝子 に相 当す る MdPZ遺伝 子 の発 現 が,長 い末端 同方 向反復 配列 (LTR)を

持つお よそ 10kbほ どの レ トロ トラ ンス ポ ゾン様 の配列 の挿 入 に よ り抑制 さ

れ てい るた めに生 じる形態 異 常 と推 定 され てい る(Ya°eta1.,2001).一方 ,

シ ロイ ヌナ ズナ の 〃 遺伝 子 の点突然 変異 体 で は二重 のが くと一本 の太 い雌

ず い とな る形 態 を示 す .リン ゴで は この よ うな花器 官 の形 態異 常 を示す 一連

の品種 は単為結 実性 を有す る こ とが知 られ て い るが,シ ロイ ヌナ ズナ で は ク

ラス B遺伝 子 の変異 と単為結 実性 との 関係 は認 め られ てい ない .この リン ゴ

花器 官 の形 態 的特徴 で あ る MdPZ遺伝 子 の変異 で が くと雌 ず い が多重 に形

成 され る こ とお よび 単為結 実性 との間 には関係 が あ る と推 定 され る.しか し,

MdPZ遺伝 子 の発 現 部位 と果 実 とな る花床 部 で は遺伝 子 の発 現 が異 なってい

て(Fig.3),それ に ともな う単為結 実性 の機 構 は全 く解 明 され てい ない . リ

ン ゴな どの果樹 栽 培 にお け る重 要課 題 は安 定 的 な結 実 を確 保 す る こ とで あ

る.この よ うな単為 結 実性 の機 構 を解 明 し,実用化 につ な げ る こ とがで きれ

ば, リン ゴでの省 力 的 ･安 定生産 に貢 献 で き る もの と思 われ る.単為結 実 品

種 の実用化 は,混植 に よる作 業効 率 の低 下(摘果 ,収 穫 ,薬剤 散布 等 の 品種

別対応)を回避 で き,作 業効 率 を向上 させ るほか,農 薬 ドリフ ト問題 の解 決 ,

結実安 定 に よる省 力化 等対応 す る技術 の 1つ とな る.

そ こで本研 究 で は,単為結 実性 を有す る リン ゴの ク ラス B遺伝 子変異 品種

群 の花器 官形成 に関す るホ メオテ ィ ック遺伝 子 ,特 に花器 官 の形 態異 常 と単

為結 実 に影 響 してい る と推 定 され る リン ゴ MdPZ遺伝 子 の発 現 と機 能 を解

明す る とともに,リン ゴの子房 下位 花 とい う花器 官構 造 と可食 部 とな る花床

の肥 大 に関係 す る原 因 を推 定す る こ とを 目的 に以 下 の実験 を行 った .

まず ,第 1章 で は, リン ゴの ク ラス B 遺伝 子変 異 品種 につ いて無 受粉 に

よる単為結 実能力 と,人 工受粉 に よる種子 形成 能 力 とそれ に伴 う果 実 の発 達

を調査 した.第 2章 で は, レ トロ トランス ポ ゾン様 配列 の挿 入 に よ り MdPZ
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遺 伝 子 の 発 現 が 抑 制 され て い る ク ラ ス B 遺 伝 子 変 異 品 種 の s̀pencer

seedless'や ẁellingtonBloomless'以外 の Ǹoblow', ẁickson'につ

いて, ク ラス B 変 異 の要 因 を調 査 した.第 3章 で は, リン ゴで は機 能解 析

のた めの形質転換 は難 しく,開花 まで の期 間が長 い こ とか ら,形 質転換 が容

易 で開花 まで の期 間が短 い シ ロイ ヌナ ズナ で機 能解 析 を行 った.リン ゴでの

クラス B遺伝 子 変異 の要 因 とな ってい る MdPZ遺伝 子 の機 能 につ い て,カ リ

フラワーモ ザイ ク ウイル ス(CaMV)35Sプ ロモ ー ター の下流 にセ ンス方 向 に

MdPJ遺伝 子 を融合 させ たベ クター を使 用 し,シ ロイ ヌナ ズナ にお い て形 質

転換 を行 った.続 い て, シ ロイ ヌナ ズナ の 〃 遺伝子 変 異体 を用 い た相補 実

験 を行 い,表現型 の 回復 に よる MdPni伝 子 の機 能 を調 査 した.第 4章 で は,

リ ン ゴ の 花 芽 組 織 に お け る MdPZ遺 伝 子 と , が く の 形 成 に 関 与 す る

MdMADS5遺伝 子 の組織 レベル で の mRNA'の発 現 を 1'DSl'tuハ イ ブ リダイゼ

ー シ ョンに よ り調 査 した,第 5章 で は,MdPng伝 子 の転 写制御 を行 ってい

るプ ロモ ー ター を 紅̀ 玉 'のゲ ノム DNA か ら単離 し,下流 に レポー ター遺

伝子 と して GUS遺伝 子 を融合 させ ;シ ロイ ヌナ ズナ を用 いて解 析 を行 った.

最後 に第 6章 で は,リン ゴで の MdPZ遺伝 子 の発 現解析 を行 うた めに,リン

ゴの台木 品種 J̀M2'を使 用 して MdPZ遺伝 子 の機 能欠 失 ,ジー ンサイ レン

シングお よび プ ロモ ー ター解析 を調 査す るた め形 質転 換 を行 った.
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Fig.1FlowerofnormalandclassBgenemutantcultivars

A,Flowerof̀Jonathan'

B,Flowerof'SpencerSeedless'

C,Extensionof̀Jonathan'

D,Extensionof̀SpencerSeedless'
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Fig.3.PartoftheMdPZexpression(redcircle)

andfleshdevelopmentpositionofthefruit

blueslashinapple

9



第 1章 リ ン ゴ の ク ラ ス B遺 伝 子 変 異 品 種 の 単 為 結 実 性 調 査

1.緒 言

果樹 に は リン ゴや ナ シ な ど 自家 不 和合 性 樹 種 とモ モや ブ ドウな どの 自家

和合性樹種 が あ る.一方 ,カ キや ブ ドウの無核 種 ,カ ンキ ツ,バ ナナ お よび

パイナ ップル な ど単為結 実性 を示す樹 種 ･品種 がみ られ る.単為結 実 には受

粉や 薬剤 の刺 激 な しで 自動 的 に果 実形 成 が誘 導 され る 自動 的単為 結 実 と受

精 は必 要 と しな い が受 粉 す る こ とや 薬剤 の刺 激 が必 要 な他 動 的 単為 結 実 と

があ るが,いずれ の場合 も種 子 は形成 され ず に子房 壁 や 花床 が肥 大 して果 実

を形成 す る.また,ブ ドウ デ̀ ラ ウェア 'に対す るジベ レ リン(GA)処理 に よ

り単為結果 を誘 導す る技術 が あ るよ うに,内生 の植 物 ホル モ ン も影 響 してい

る と考 え られ る.さ らに,単為結 果 しや す い果樹 は,子房 内 に多数 の胚珠 を

含 む とい われ てい る(Nitsch,1965).

自家和合性や 単為結 実性 は結 実 の安 定確 保 のた め に利 用価 値 が あ る.リン

ゴの 自家和合 品種 は 恵̀ 'や 同質 四倍 体 品種 が高 い 自家 和合 を示す こ とが知

られ て い る(安 達 ら,2004,2005;山 田 ら, 1971).一方 , 商業 的栽 培 品種

にお け る単為結 実性 品種 は 恵̀ ', 王̀林 '革 よび 印̀度 '等 がわず か に存在

す るだ けで あ る.

栽 培 品 種 以 外 の リ ン ゴ 属 に は s̀pencer seedless', ẁellington

Bloomless', Ǹoblow'お よび ẁickson'等 の ク ラス B遺伝 子変 異 品種 が

単為結 実性 を有す る こ とが知 られ てい る.̀ spencerseedless', ẁellington

Bloomless'は ク ラス B遺伝 子 で あ る MdPng伝 子 が ゲ ノム DNA 中に レ ト

ロ トランス ポ ゾ ン様 配 列 の挿 入 に よ り発 現抑 制 を引 き起 こ して い る(Ya°et

a1.,2001). s̀pencerseedless'の遺伝解析 に よ り,ク ラス B遺伝 子 の遺伝

様式 は,単一 の劣性 遺伝 で あ る こ とが示 唆 され ,これ らの 品種 は無種 子 で も

果実肥 大す る とされ ,交配 に よる種 子 は 2つ の核 を合 わせ て 18個程度 形成

され る と報告 され て い る(Tobutt,1994). しか し, リン ゴの クラス B 遺伝 子

変異 品種 で あ る s̀pencerseedless', ẁellingtonBloomless', Ǹoblow'

お よび ẁiekson'の 4品種 につ い て,受粉操 作 にお け る種 子形成 と果 実肥
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大お よび無 受粉 に よる単為 結 実能 力 に関す る詳 細 なデ ー タは無 い ･

そ こで本 章 で は, ク ラス B遺 伝 子変異 4品種 を供試 し,無受粉 に よる単

為結 実能 力 と受 粉 に よ る種 子 形 成 能 力 お よび果 実肥 大 の影 響 を明 らか にす

るこ とを 目的 に実験 を行 った.

2.材 料 お よび方 法

独 立行 政法人農 業 ･食 品産 業技術 総合研 究機 構 果樹研 究所 リン ゴ研 究拠 点

(以下 リン ゴ研 究拠 点)の 品種保 存 園 に栽植 して あ る リン ゴの ク ラス B遺伝 子

変異 品種 s̀pencerseedless', ẁellingtonBloomless', Ǹoblow'お よ

び ẁickson'をそれ ぞれ 1樹 供試 した .受粉 区 と無 受粉 の放任 区 を設 定 し

た.交配 に用 いた花 粉 はバル ー ンステー ジの花 か ら薪 を取 り出 し,シ リカ ゲ

ル の入 ったプ ラスチ ック容器 内で,一 日間室温 で解 薪後 ,交配 に使 用す るま

で 4℃で保 存 した.2003年 は G̀olden Delicious'の花粉 を 1花 そ うに 2

花 とな る よ うに摘花 後 ,30花 に受粉 させ ,2004年 は s̀pencerseedless',

Ǹoblow', ẁickson' に G̀olden Delicious'の花 粉 を , ẁellington

Bloomless'に ふ̀ じ'の花粉 を 2003年 と同様 に受粉 させ た .受粉 後 は袋

をか け,3週 間後 に袋 を取 り除 くとともに結 軍率 を調 査 した･収穫 果 実 につ

いて,果 実重 を測 定 し,種 子数 を計測 す る とともに種 子 の形 成 され る場所 を

確認 した.

3.結 果

交配処理後 4週 間 目に結 実 率 を調 査 した .収穫異 数 は 2003年 の s̀pencer

Seedless'が受粉 区で 17果 ,放任 区で 40果 , ẁellingtonBloomless'が

受粉 区で 1果 ,放任 区で は果 実 が得 られず , Ǹoblow'が受粉 区で 20果 ,

放任 区で 9果 , ẁickson'が受粉 区で 6果 ,放任 区で 6異 だ った .2004年

は s̀pencerseedless'が受 粉 区 で は果 実 が得 られ ず ,放 任 区 で 16 果 ,

ẁellingtonBloomle;ss'が受粉 区で 1果 ,放任 区で 3果 , Ǹoblow'が受

粉 区で 15果 ,放任 区で 19果 , ẁickson'が受粉 区で 5果 ,放任 区で 20
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巣 だった･それ ぞれ 収穫 後 に果 実形 態 の調 査 を行 い,果 実重 お よび種 子数 を

調査 した(Tablel)･2004年 は結 実率 の調 査 がで きなか った ･

s̀pencerSeedless'の果 実 の形 態 (Fig.1.1A)は通 常 品種 の果 実 と類似 し

て い た が , Ǹoblow' の 果 実 は て い あ 部 が 肥 大 し て い た (Fig.1.1B).

ẁellingtonBloomless'と ẁickson'の果 実形 態 も Ǹoblow'と同様 で

あった.また,ク ラス B遺伝 子 変異 品種 はてい あ部 が通 常 品種 と比較 して 開

いていた(Fig.1.1A,1.1B,1.2and1.3)I.クラス B遺伝 子変異 品種 の果 実 は,

人工授粉 に よ り種 子 の入 る場 所 が本 来 の雌 ず い 由来 の腔珠 と,雄 ず いが変化

した雌ず い 由来 で形成 され た胚珠 と上 下 2ヶ所 あった(Fig.1.2andl.3).こ

の結果 か ら,雄 ず い が変化 した雌 ず いで も正 常 に種子 が形成 され るこ とが 明

らか とな った .クラス B遺伝 子 変異 品種 の果 実 は,種 子 が入 らなか った場合

と入 った場合 の果 実形 態 は品種 に よって異 な った . Ǹoblow'の果 実 は特 に

てい あ部 に種子 が入 る こ とで,が くの周 辺 が著 しく肥 大 し果 実 中部 が くびれ ,

ひ ょ うた ん型 にな った . ẁellington Bloomless'や ẁickson'で も同様

の形態 を示 してい た .一方 , s̀pencerseedless'の果 実 はが く付 近 の肥 大

が小 さく,普通 の品種 と果 実 の形 態 は変 わ らなか った.クラス B遺伝 子変 異

品種 の果 実 のい くつ か は,本 来 の果 芯都 子室 が 5子 宝 で はな く,6子 宝 を有

してい る果 実 も観 察 され た(Fig.1.4A).また,雄 ず いが雌 ず い に変化 してで

きた子 宝 は 10で あった(Fig.1.4B).

2003年 の結 実率 は,す べ て の品種 で受粉 に よ り結 実率 が上昇 した(Tablel).

収穫果数 は, ẁellingtonBloomless'と ẁickson'で少 なか った.また,

結 実調 査 時点 で着 果 して い た果 実 の多 くが収 穫 期 に は落果 して い た .2004

年 の s̀pencerseedless'の受粉 区 と,2003年 の ẁellingtonBloomless'

の無受粉 区で は収穫 で きた果 実 が なか った .1果 あた りの種 子数 は 2003年 ,

2004年 ともに受粉 処理 に よ り種 子 が形成 され てい て,放任 区 と比較 して有

意 に多 く,受粉操 作 が種 子形成 を促 進 した こ とが 明 らか とな った .放任 区で

は 1果 あた りの種 子数 が 1個 以下 で,多 く入 ってい る場合 で も 2個 以 下 で あ

った.ク ラス B遺伝 子変異 品種 の種 子数 はいずれ の年 で も,て い あ部子 室 よ

りも本 来 の果 芯都子 室 で多 か った.受粉 区で は無種子 で結 実 した果 実 は な く,

放任 区で は,2003年 に比べ て,2004年 で多 くの果 実 が無種 子 で結 実 して い
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た.また, ẁickson'で は 2年 連続 で,無種 子 で結 実 した割合 が 90%を超

え て い た . 受 粉 操 作 に お け る 果 実 重 の 関 係 で は 2003 年 は s̀penceど

seedless' と Ǹoblow'で受 粉 区 よ りも放 任 区で果 実重 が有 意 に大 きか っ

た.2004年 の Ǹoblow'には有意 な差 は認 め られ なか った .一方 ,̀ wickson'

は 2003年 には有意 な差 は認 め られ なか ったが,2004年 は放任 区で有意 に大

き くなった.
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tẐ
Tttn
O

qC.ea
u〓
u
aulte

a

と
uOTttEu
!TtO
d
･u

ad
o
p
tlヱ

tJauI}tZaJ
l

uO!712u!ttO
d
v

的
u

!m
p

m
o
p
a
TJ
J

t"S
tm

B
u
lS
S

aCIOJd

TCc.tpst7127Satu
･)SgTQ
S

H
A9号
L
u!S23u巴
aJJTP
l
uCCIIJtu
g
ts
JVLO
q
S
I
O
u

Op
SJa11979u
Jq
;
z

dlq)O
u
:I

.

Tua
E
Tt!2
1

tuO!)告
ntOd･uadoJ
o
e
tq

)9
tIt
S
d
p
a
Tt!?
J

tP
u
三

u
a
u
Lt

d211uOTtTZu≡
Od･uado
qtTLhp
a
X
!

t"9
1
ぎ
tuauJ召
上
u
OfT
du!ttO
d
･
u
o
u

u
!
p
a
ts

aJuq
StTnJJa
Ltト

t!

卜･0
0
N
ti
t
.
t
f7
T

or060
0
t

O
OO
OT

t!t
.0

Solo

q
O'M
Nt
t!
r

6
M
T

0

0

S
N
T:JO

q
9
r
M

O寸.0

d
S.go
t

t!
0
49
M
T:

8

4
M
ト

M

.
M
M

N

6
t

'O

t!M
.0

S
o

lo

t!
9
+S
I
T

q
N
.9
8
T

0

0
N
t
9
'O

q
寸
.
寸

卜
9
.
1:

t!
S
'ト
9
N

･

ト

.
9
9

m
6
寸
.0

t!
〇J
t
M
M
.0

q
SJOM
T

0
.れ9
t

0

O
ト
9

9
0O

q
OQO
t

00.寸

8

'寸
O
M

t!

84
Sト
T

S

Jf6

S.
ト
t,

0

0

0

q

9
.
寸

N
M

So
lo

ON.M

9

寸C
O

9

N

.0

8
N
M

.0

M
ト
.N

6

t

S
+0

L
9
rO00+9

9

0.0
C
T:M
.0

9
M

S.0

LijX

I

q
St9

卜
9
4
T

t!

6'ON
N.
0

q
S.N
t

S

9
'S

O
M
8
4
寸

L
9
.0

06+9

04寸

t!
〇

'T

S
N

.0

zq
S
t
g

寸

64N

0=

9

S

9

和一

か

〟
rJ

EM

n

I

I

9
1
:

0
寸

L
T

OtOTM.SSO'OSOof

L
49
Z

6
4M
S

9
+9
9

m
.
1:6

uo!Tt!u!Tod
.･u3do

tTo
!l
tm

T
TO

d･ttotJ

t10t)
t!u
!
T

TOd

tJo
p
t!tt!
]o

d･
u
d

o

tJo
!1
]Z
u
!
tO
d
･
u
o
tt

u
o
!T
t!t]
t
]]
o

d

t]o!Tt!tJ
!]od
･
u
3
d
o

tIO!1t!u!Td
･ttou

u
o
!)

t!u!TtOd

Jh
OtqON

s
s

atu
OOT肖
uO芯
U!tp
Jh

tlO!Tt!u
!
tO
d･
tta

o

uo!1
t!u
≡

O

d･
u
o

u

s
s
3
TP

33SJ
3
1
tIads

tTo
!T
t!tt
!
TT
d

J

AJtyL
O

P!uJ[0乙
LJ

x
L

p
o

tt!uJ
ro

N

J
A
J
t

h

OP!u
J
O
N

…
;
…
;T

.M
T

…

H
.

I.).:'･..

I.i.L.I.!･?.
.
uJn′

p

tta

LJt
n

O

p
tta

XJ(ttO

xJ(P!U
P
!u

J[O
N

f
7

00NCOON
M

OON

(
班
)
l
息

!

aAT
tn
J

J

(
%
)

品

t

!tt133J[d

芸

ON
一
!n
JrJ
J

3d
p33SJO
J
a

qu
nN

g,!onJ,JX
:

:=
q

(

%
).3S
-

slt!^
!1
T
n
3

)tlClnu

au
aB
f[
s
s
t

!p
t]〓
息

!
a
Jh

l
!
n
n

p

u
tこ
!

nP
J
ad
p

a
a
S
J
O

J

aqu
nu
'S3帥
t

!}tt331
3
d

1
3
S

1
!
n
J
d

T

a
T

q
t!L



Fig.1.1Fru itshapeofclassB genemutantcultivars

A,Thefruitof S̀pencerSeedless',The fruitof S̀pencerSeedless'

resembledthatofnormalcultivars.;B,ThefruitofǸoblow',Thecalyx

endaroundof̀Noblow'fruitwasremarkablyhypertrophied.
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Fig.1.2FruitcrosssectionofclassBgenemutant

cultivarsof Ǹoblow'
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Fig.1.3FruitcrosssectionofclassBgenemutant

cultivarsof'spencerseedless'
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Fig.1.4ThepositionwheretheseedsofclassB

genemu.tantcultivarsisformed

A,Normalovaryofthefruit;B,Calyxendpartofthefruit
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4.考 察

ク ラス B 遺 伝 子 変 異 品 種 の果 実 形 態 は一 様 で は な く, 特 に s̀pencer

seedless'は他 品種 と異 な りてい あ部 の肥 大 が少 な く円錐状 の果形 を示 した ,

一方 ,そ の他 の品種 はて い あ部周辺 の肥 大 が顕 著 でそ のた め に果 実 中央 下部

に くびれ を生 じた(Fig.1.1B). s̀pencerseedless'のてい あ部 の 1果 あた

り種子数 は Ǹoblow'よ り少 な く ẁickson'よ り多 か った(Tablel).また,

てい あ部 に種 子 が形成 され な くて もが く周 辺 が肥 大す る こ とが認 め られ た .

したが って,てい あ部周 辺 の果 実肥 大 は種 子形成 のみ に原 因が あ るので は な

く,品種 特性 も影 響 してい る と考 え られ る.

クラス B遺伝 子変 異 品種 の無受粉 に よる結 実率 は低 く,結 実花 を予測す る

ことは困難 で あった,交配 に よって結 実率 が 向上す る こ とは,これ らの品種

において も通 常 の品種 と同様 に果 実 の シ ン ク活性 を高 め,結 実や果 実肥 大 を

促進す る機構 が存在 す る こ とを示 してお り,放任 区にお いて多数 の落果 が 引

き起 こ され る原 因 は養 分競合 の影 響 が大 きい と考 え られ た.

2003年 と 2004年 の調 査 で は,す べ て の ク ラス B遺伝 子 変異 品種 の放任

区にお いて,種子 を伴 わず に結 実 ･収穫 で きた果 実 が あ った こ とか ら,これ

らの品種 が単為結 実性 を有す る こ とが確 認 で きた(Tablel).また,単為結 実

性 を有す る これ らの品種 で も,受粉 に よって結 実率 が 向上す る こ とが確認 さ

れた.受粉 を行 った場合 の種 子形成 能力 に品種 間差 が あ る こ とは,1果 あた

り種 子数 お よび て い あ部 の種 子 形 成 能 力 に品種 間差 が あ る こ とか らも明 ら

かで あ る.通 常 の リン ゴ品種 は 1子 宝 あた り 4個腫 珠 を形成 す るた め,最 大

で 20粒 まで種子 が入 る可能性 が あ る.しか し,リン ゴで 15粒 以上 の種子 を

含む場合 はまれ で,213交雑 の平均 1果 あた りは 6.05個 との報 告 が あ る(小

森 ら,1999).今 回の交雑試 験 で は,2003年 の Ǹoblow'× G̀oldenDelicious'

で 23粒 (中心部 13粒 ,て い あ部 10粒),22粒 (中心部粒 , てい あ部 7粒),

20粒 (中心部 10粒 ,て い あ部 10粒)と正 常花 で は あ り得 ない数 の種子 が 1

具 申に形成 され て い る. Ǹoblow'は特 に種 子 形 成 能 が高 い 可能性 が あ る.

クラス B 遺伝 子変異 品種 の果 芯都 子室 の形 態 が五角形 の配 置 か らはずれ て

い る こ とは注 目すべ き こ とで あ る(Fig.1.4A).子 宝 の形 態異 常,ホ メオテ ィ
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ック変異等 の形態 変化 と,子房 下位 花 で あ る リンゴでのみ ク ラス B遺伝 子 の

変異 に よって単為 結 実性 が誘 導 され る こ ととの 間 に どの よ うな 関係 が存 在

す るか,今 後調 査 を行 う必 要 が あ る･

クラス B 遺伝 子 変異 品種 の放任 区でわず か なが ら種 子形成 が認 め られ た

ことか ら,これ らの 品種 が無種子 で結 実す る原 因が コンタ ミネー シ ョン,ま

たは偽 単為 結実 さ らには無配合 生殖 (アポ ミクシス)に よる可能性 もあ る.ク

ラス B 遺伝 子変異 品種 の花 は通 常 品種 の花 と異 な り花 弁 と雄ず い を持 た な

い.自然条件 下 で は リン ゴは虫媒花 で花 弁 が無 い場合 は,通 常 ,昆 虫が訪 花

しない と考 え られ る.また, リン ゴ花粉 は大 き く,風 媒 で は花粉 の伝 搬 が起

こらない(副 島､私信). したが って, 自花 に花 弁 ,花粉 を有 しない これ ら 4

品種 が無受粉 で結 実 した こ とは単為結 実 で あ る可能性 が高 い .当試 験 の調 査

圃場 は品種保 存 園で,株 間が 1m離れ た両脇 の樹 は他 品種 で あ る.また, ク

ラス B遺伝 子 変異 品種 は花 弁 が な く開花 時期 の判 定 が難 しい. したが って,

袋 か け時点 で柱頭 に花粉 が付 着 していた可能性 も否 定 で きない.これ らの状

況が花粉 の混入 を許 してい る可能性 が あ る.さ らに,これ らの コンタ ミネ ー

シ ョンで生 じた種 子 が,発 育 の初期 に生育 を停 止 し,偽 単為結果 となった可

能性 もわず か なが ら考 え られ る.

受粉 区で収穫 され た果 実 は 4品種 ともす べ て種子 を含 んでいた .この こ と

はクラス B遺伝 子 変異 品種 が受精 ･種 子形成 を排 除 して単為結 実 を優 先 的 に

行 ってい るのではない こ とを示 してい る.一般 に多 くの果樹 で は,単為 結 実

性や 無 配 合 生殖 性 を有 す る果 樹 は雌 雄 配 偶 子 に異 常 が あ り受精 に よる種 子

形成 を排 除 して結 実す る とされ てお り, リン ゴ属 で も MalushupeAensl'Sの

無配 合 生殖 で は受 粉 に よ る交雑 が極 めて起 き に くい こ とを斎 藤 ら(1993)が

報告 してい る.リン ゴ栽培 種 (MXdomestl-ca)で の無配合 生殖 の可能性 は極 め

て低 い と推 察 され るが,今 後 ,結 実初期 か ら経 時 的 に種 子 の発 達 を調 査す る

必要 が あ る.

Ǹoblow' と s̀pencerseedless'は通 常 の品種 と同 じよ うに,種 子形

成 に よって果 実肥 大 が促 進 され る と考 え られ た .一 方 , ẁickson'は種 子

形成 と果 実重 の間 に相 関が認 め られ ず ,む しろ無種 子 の ほ うが果 実 が大 きか

った ･̀ wickson'で は無種 子 で結 実す る果 実 の割 合 が Ǹoblow'と s̀pencer
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seedless'よ り 2年 間 とも高 い こ とか ら判 断 して, ẁickson'の単為結 実

能力 は Ǹoblow' と s̀pencerseedless'よ り高 い こ とが推 察 され た･

本実験 で は,植 物 ホル モ ンに対す る検討 を行 って い ないが ,カ ンキ ツにお

いて単為 結果 を示 す 品種 で子房 内 のオ ー キ シ ン含 量 が 高 い こ と(Gustafson,

1939)や , ジベ レ リンは種 子 で合 成 され果 実 の肥 大や 翌年 の花 芽形成 を抑 制

す るこ とが知 られ て い る.よって,今 後 ,無種 子 で の結 実 にお け る内性植 物

ホルモ ンの影 響 を調 査 す る必 要 が あ る.

5.摘 要

クラス B 遺伝 子変 異 品種 の単為 結 実能力 と受粉 に よる種 子形成 能力 お よ

び果実肥 大 の影 響 を調 査 した.本 来 の果 実 の 中心部 のみ な らず雄 ず い が変化

した雌ず い部 で も正 常 に種 子 が形成 され る こ とが 明 らか とな った .ク ラス B

遺伝子変異 品種 の放任 区で は多数 の花 が落花 す るに もかか わ らず ,無種 子 で

結実 ･肥 大す る果 実 が 4品種 とも存在 す る こ とか ら,これ らの品種 はいずれ

も単為結 実性 を有す る こ とが確認 で きた .また ,受粉 に よ り種子数 が増加 し,

中心部 お よび形 態変異 したて い あ部 の 2ヶ所 の子 室 で 20個 以上 あ る果 実 が

み られ た.種 子 の形 成 と果 実重 の関係 は品種 間差 が認 め られ たが,これ は樹

勢 や 着 果 量 も影 響 して い る と考 え られ た . ẁickson'の 単 為 結 実 能 力 は

Ǹoblow' と s̀pencerseedless'よ り高 い こ とが推 察 され , ク ラス B遺

伝子変異 品種 間で単為 結 実性 に品種 間差 が あ る こ とが 明 らか にな った.
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第 2章 リン ゴの ク ラ ス B遺 伝 子 変 異 品種 に お け る

ク ラ ス B遺 伝 子 変 異 要 因 の調 査

1.緒 言

リンゴの クラス B遺伝子変異 品種 の うち R̀aelme',̀spencerseedless',

･̀wellingtonBloomless'等 は,花弁 と雄ず いで発現す るクラス B遺伝 子 の

MdPI遺伝 子 の発 現 が レ トロ トランスポ ゾン様配列 の挿入 に よ り抑制 され る

と推定 され てい る(Ya°eta1.,2001).そ の M脚 遺伝 子 の抑制機構 は R̀ae

lme'ではイ ン トロン 4に, s̀pencerseedless', ẁellingtonBloomless'

ではイ ン トロン 6にお よそ 10kb程度 の レ トロ トランスポ ゾン様配列 の挿入

があるた め,二通 りのパ ター ンが あ る と考 え られ る.レ トロ トランスポ ゾン

とは長 い末端 同方 向反復配列(LTR)を持 ち,ゲ ノムに存在 し RNA を解 して

転移す る因子 で あ り, s̀pencerseedless', ẁellingtonBloomless'お よ

び R̀aelme'の MdPZ遺伝子 ゲ ノム 中に挿入 され てい る配列 もこの LTR

を有 してい る. Ǹoblow'と ẁickson'は, s̀pencerseedless'と相 同な

花器官 の表現型 を示 し,単為結 実性 を有 してい るが MdPZ遺伝子 の発現 が ど

のよ うに抑制 され てい るか は明 らかでない.Kitaharaetal.(2005)の報告 に

よる と, R̀aelme'を除 くクラス B遺伝 子変異 品種 と単為結実性 を示す 王̀

林 '等 の通 常品種 を用い た S遺伝 子解析 と SSRマー カー解析 を行 った とこ

ろ, ẁellingtonBloomless'と ẁickson'で S遺伝 子型 が一致 してお り,

s̀pencerseedless'や Ǹoblow' とは異 な ってい る こ とが示 され た. ま

た,ssR座 は ẁellingtonBloomless'と ẁickson'で一致 し, s̀pencer

Seedless'や Ǹoblow' とは遺伝 的 に異 なってい る こ とが示 され , これ ら

の 4 品種 は単為結 実性 を有す る他 の栽培 品種 とは異 な る分岐群 を形成 した

ことか ら,MdPZ遺伝 子 の変異 と単為結 実性 との関連 が改 めて示唆 され てい

る.

シロイヌナ ズナ にお ける PZ遺伝子 の変異体 は pl'-1,pl'-2お よび pl'-3が あ

る(GotoandMeyerowitz,1996).それ ぞれ表現型 は同 じだが,-塩基 の変

異 によ り,pl'-1は 80 トリプ トファンが終止 コ ドンに変化 し,pl'-2は 75セ
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リンが フェニル ア ラニ ンに変化 し,pl'-3は 49ア ラニ ンがバ リンに変化 して

pz遺伝 子 の発 現 が抑制 され てい る. s̀pencerseedless' と R̀aelme'の

よ うに, Ǹoblow'お よび ẁickson'も変異 の表 現型 が 同一 で も遺伝 子 の

抑制 機 構 は異 なってい る場合 が考 え られ る.

そ こで本 章 で は,第 1章 で用 い た ク ラス B 遺伝 子変 異 4品種 の レ トロ ト

ランスポ ゾン挿入 部位 を調 査 し,これ らの品種 の MdPni伝 子抑 制機 構 の解

明 と MdPZ遺伝 子 変異 の来歴 を探 る こ とを 目的 に,DNA プ ロ ッ ト解 析 お よ

び MdPZ遺伝 子 ゲ ノムの PCR産物 の制 限酵 素処理 を行 った .

2.材料 お よび方 法

DNA抽 出

リン ゴ研 究拠 点 に植 栽 して あ る 紅̀ 玉 ',̀ spencerseedless',̀ wellington

Bloomless', Ǹoblow'お よび ẁickson'の葉 か ら改変 2×CTAB法(Kotoda

eta1.,2000)に よ り以 下 の手順 でゲ ノム DNA を抽 出 した.試 料 を事前 に滅

菌済み の乳鉢 ,スパ ーテル ,チ ュー ブ を液 体 窒 素 で冷や してお き,液体 窒素

中で摩砕 した.液 体 窒素 につ けて あ るチ ュー ブ に試 料 を入 れ ,試 料 の 10倍

量 の氷冷 Isolationbuffer(IB)(10% [W/v]polyethyleneglyco16000,0.35M

sorbitol,0.1M Tris-HCl[pH8.0],0.5% [Ⅴ/v]6-mercaptoethnol)を加 え, よ

く撹拝 した . 15,000rpm, 10 分 間,4℃ で遠 心分 離 を行 い,上 清 を除 い た .

沈殿 に試 料 の 5倍 量 の Lysisbuffer(LB)(0.35M sorbitol,0.1M Tris-HCl

lpH8.0],0.5% [V/V]6-mercaptoethnol)を加 え, よ く撹拝 し,液 量 の 1/lo悟

量 の 10%(W/v)Sarcosineを加 え,室温 に 10分 間放 置 した .等 量 の 2×CTAB

液 (2% [W/v]cetyltrimethylammonium bromide [CTA]∋],0.1M γris-HCl

[pH9.5],20mM EDTA,1.4M NaCl,0.5% [Ⅴ/v]伝-mercaptoethnol)を加 え,

65℃ で 10分 間イ ンキ ュべ - トした .等 量 の ク ロ ロフォル ム/イ ソア ミル アル

コール(24:1[Ⅴ/v])を加 え, ゆっ く り撹拝 した後 , 15,000rpm, 10分 間,塞

温で遠 心分離 した.水層 を回収 し,等量 のイ ソプ ロパ ノール を加 え,核 酸 を

沈殿 させ た .沈殿 を ピペ ッ トチ ップ の先 で巻 き取 って回収 した.真 空 乾燥 は

避 け, 沈殿 を軽 く風 乾 させ た後 ,適 量 の TE バ ッフ ァー (10mM Tris･HCl
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[pH8.0],1mM EDTA)に溶解 した ･等量 の TE飽 和 フェ ノール(pH8･0)(1‥1

[Ⅴ/v])を加 えて撹拝 した . 15,000rpm, 10分 間,室温 で遠 心分離 し,水屑 を

回収 した後 , フ ェ ノー ル :ク ロ ロ フォル ム(1:1 [Ⅴ/v])を加 えて撹 拝 した .

15,000rpm, 10 分 間,室温 で遠 心分離 し,水屑 を回収 した .等 量 のイ ソプ

ロパ ノール を加 え,核 酸 を沈殿 させ ,70%(Ⅴ/v)ェ タ ノール を加 えて洗浄 し,

15,000rpm,10分 間,室温 で遠 心分離 に よ り回収 した .沈殿 を真 空 乾燥 し,

適量 の TEに溶解 した .

DNAプ ロ ッ ト

上記 で得 られ たゲ ノム DNA (約 10pg)を EcoRI,SphIのそれ ぞれ の制 限

酵 素 , H バ ッ フ ァ ー (50mM γris-Hcl [pH7.5], 10mM MgC12, 1mM

Dithiothreitol,100mM NaCl)を用 いて 37℃ , 1時 間切 断 し, 下記 の フ ェ ノ

ール ･ク ロロフォル ム処理 ,エ タ ノール 沈殿 を行 い,TAE(40mM Tris-HCl,

40mM AceticAcid,1mM EDTA)バ ッフ ァー を含 む 0.8% (W/v)アガ ロー スゲ

ル で電気泳動 を行 い, long/mL 濃 度 のエ チ ジ ウムブ ロマイ ド(EtBr)で染 色

徳 ,ゲル プ リンター GIL2000i(Taitec,Nagoya,Japan)で写真 を撮影 した .

ゲル は 0.25N HClに 15分 間浸 し,0.4NNaOH､ 1.5N NaClを含 むバ ッフ

ァー でナイ ロンメ ンブ レン(Roche,Easel,Switzerland)に 1晩 プ ロ ッ トした.

プ ロ ッ ト後 の メ ンブ レンは ウェル の あ とを鉛 筆 で 印 をつ け,2×SSC (0.3M

NaCl,30mM Trl'-Sodium Citrate)で 2回す す ぎ,風 乾 させ , 120℃ で 30分

間ベ ー キ ング させ た .

フェ ノール ･ク ロロフォル ム処理

液量 と等量 の フェ ノール :ク ロ ロフォル ム(1:1[Ⅴ/v])を加 え, よ く撹拝 し

た.室温 ,14,000rpm で 5分 間遠 心分離 した .中間層 の 白濁 部 を吸 わ ない よ

うに注意 し,上 の水 屑 を回収 した .液 量 と等 量 の ク ロロフォル ム :イ ソア ミ

ル アル コール (1:1[Ⅴ/v])を加 え, よ く撹拝 した .室温 , 14,000rpm で 3分 間

遠 心分離 し,上 の水 層 を回収 した｡
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ェ ク ノール 沈殿

20mg/ml濃 度 の グ リコー ゲ ンを 1p.L加 え,1/10量 の 3M 酢酸 ナ トリウム

を加 え, よ く撹拝 した .2.5倍 量 の 99.5% (Ⅴ/v)冷 エ タ ノール を加 え,転倒

混和 し,-80℃で 30分 間 も しくは-20℃ で一昼夜放 置 した .4℃ ,14,000rpm

で 10分 間遠 心分離 後 ,沈殿 を吸 わ ない よ うに上澄 み液 を取 り除い た.適 量

の 70% (Ⅴ/v)ェ タ ノール で洗浄 した.4℃ , 14,000rpm で 3分 間遠 心分離 し

た.沈殿 を吸 わ ない よ うに上澄 み液 を取 り除い た .チ ュー ブ をパ ラフ イル ム

で蓋 を し,注射針 で穴 をあけ,3分 間真 空 乾燥 した .適 量 の TEバ ッフ ァー

また は滅 菌蒸 留水 に溶解 した .

ハイ ブ リダイ ゼー シ ョン と検 出

100pgMdPZcDNAを鋳型 に Digoxigenin(DIG)で ラベル され た dNTPmix

(dATP,dTTP,dCTP,dGTP)(Roche),MdPZ特異 的プ ライ マー (セ ンスプ ラ

イ マ ー 5'-CTGATGGCCTTAGAGGAAGC -3'､ ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー

5'-CACAAACCGAGTTCATGCAC-3'), PCR バ ッ フ ァ ー (10mM Tris-HCl

[pH8.3],50mM KCl,1.5mM MgC12,0.001% [W/v]Gelatin),1unitAmplytaq

goldPolymerase(AppliedBiosystems,New Jersey,USA)を用 いて PCRを

行 った.PCR反応 は 95℃ ,10分 間の ホ ッ トス ター ト後 ,94℃ 1分 間,50℃

1分 間,72℃2分 間 の 30サ イ クル で行 った .作成 した PCR-DIGプ ロー ブ を

5分 間熱湯 でボイル 後 ,氷 上保 持 させ ,そ の PCR･DIG プ ロー ブ含 む DIG

EASY HYB (Roche)を用 いて, メ ンブ レンを 40℃で 1晩ハ イ ブ リダイ ズ さ

せ た.

2×SSC,0.1% (W/v)SDSで室温 5分 間 2回,0.5×SSC,0.1% (W/v)SDS

で 68℃ 15分 間 2 回洗浄 した .洗浄 バ ッフ ァー(0.1M Tri告-HCl[pH7.5],

150mM NaCl, 0.3% (W/v) polyoxyethylene Sorbitan Monolaurate

【Tween-20])で 5分 間洗浄 した .電子 レンジで融解 したブ ロ ッキ ングバ ッフ

ァー (0.5% [W/v]blocking reagent[Roche],MaleicAnhydride,150mM

NaCl)で 30分 間浸 した. ブ ロ ッキ ングバ ッフ ァー に 10,000倍 量 の抗 DIG

アル カ リフォス フ アタ-ゼ標 識 抗 体(Roche)を加 え反応 させ た後 ,洗 浄 バ ッ

ファー で 15分 間 2回洗浄 し,バ ッフ ァー3(0.1M Tris-HCl[pH9.5]､100mM
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NaCl)で 2分 間洗 浄 した後 ,1/250倍 量 (Ⅴ/v)の CDP-star(Roche)を含 むバ ッ

ファ-3と 5分 間反応 させ た .検 出 には LAS-1000(FujiFilm,Tokyo,Japan)

を使 用 した.

LA-PCR とそ の増 幅産物 の制 限酵 素処 理

上記 で得 られ たゲ ノム DNAを鋳型 に MdPZ遺伝 子 を LA-PCRkit(Takara,

Tokyo,Japan)に よって増 幅 させ た .LA-PCR反応 は 200pg ゲ ノム DNA,

MdPZ遺伝 子 特異 的 プ ライマー (セ ンス プ ライ マー5'･CTGATGGCCTTAGAG

GAAGC-3',ア ンチ セ ンス プ ライ マ ー5'-CACAAACCGAGTTCATGCAC-3'),

pcR バ ッ フ ァ ー (10mM Tri8-HCl[pH8.3],50mM KCl,1.5mM MgC12,

0.001% [W/v]Gelatin),200pM dNTPmix(dATP,dTTI',dCTP,dGTP),1mM

MgC12,1unitの LA-taqPolymerase(Takara)を用 いて PCRを行 った.PCR

反応 は 94℃ 1分 間 のホ ッ トス ター ト後 ,98℃30秒 間,68℃ 15分 間の 40サ

イ クル行 い,72℃ 10分 間行 った .

LA-PCR増 幅産 物 を BamHI,Hl'Dd【ⅠⅠ,EcoRI,EcoRV,PstI,SalI,XbaI,

XLoI,SpeI, ClaI,SacIお よび SpAIの 12種類 の制 限酵 素 を用 い て,反応

条件 は BamHIは K バ ッフ ァー(20mM Tris-HCllpH8.5],10mM MgC12,

1mM Dithiothreitol,100mM XCl),Hl'DdIII,SpeI, ClaIは M バ ッフ ァー

(10mM Tris･HCHpH7.5],10mM MgC12,1mM Dithiothreitol,50mM NaCl),

EcoRI,EcoRV,PstI,SalI,XAoI,SpLIは H バ ッフ ァー ,XbaIは M バ

ッフ ァー と 0.01%(W/V)BovineSerumAlbumin(BSA),SacIは Lバ ッフ ァ

ー(10mM Tri告-HClpH7.5,10mM MgC12,1mM Dithiothreitol)で 37℃2時

間切 断 した.0.8%(W/v)アガ ロー ス ゲル で電気 泳動 を行 い,EtBrで染 色後 ,

制 限 酵 素 の 切 断 パ タ ー ン を ゲ ル プ リ ン タ ー GP-2000i(Taitec,Nagoya,

Japan)で写真 を撮 影 した .
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3.結 果

紅̀玉 ', s̀pencerseedless', ẁellingtonBloomless', Ǹoblow'お

よび ẁickson'のゲ ノム DNAを鋳型 に,Fig.2.1に示 したプ ライ マー を

用いて MdPn%伝 子 を LA-PCRに よ り増 幅 した .̀ 紅 玉 'で増 幅 され た 1.7kb

のバ ン ドと比較 して,リン ゴの ク ラス B遺伝 子変 異 4品種 は ともに 10kb以

上 のバ ン ドの増 幅 が見 られ た(Fig.2.2).

MdPZ遺伝 子 の cDNA を Fig.2.1に示 したプ ライマー を用 いて作成 した

PCR-DIGラベル プ ロー ブ に よる DNAプ ロ ッ ト解 析 で は, 紅̀ 玉 '以外 の ク

ラス B遺伝 子変異 4品種 で 同様 なパ ター ンを示 した .ゲ ノム DNAを SpAI

処理 した場合 , 紅̀ 玉 'のバ ン ドは 1.7kbで,Fig.2.1で示 した ゲ ノムの制

限酵 素 の位 置 と一致 してい たが,ク ラス B遺伝 子変異 品種 はそれ とは異 な り,

約 660bpバ ン ドが確認 され た(Fig.2.3A).また,範 囲 を限定す るた め EcoRI

処理 も行 った. 紅̀ 玉 'のバ ン ドは約 600bpで,Fig.2.1で示 したゲ ノムの

制 限酵 素 の位 置 と一致 していた が,クラス B遺伝 子 変異 品種 はそれ とは異 な

りお よそ 1.9kbのバ ン ドが確認 され た(Fig.2.3B),リン ゴの ク ラス B遺伝 子

変異 4品種 の MdPZ遺伝 子 を LA-PCR増 幅産 物 を 12種類 の制 限酵 素 で処理

した場 合 , ク ラス B 遺伝 子変 異 品種 すべ て で 同様 な切 断パ ター ンを示 した

(Fig.2.4),
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EcoRI retrotramsposon
insertion

Fig.2.1MdPZgenomemodelandrestrictionsite

ー and -;PCRprimers
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Fig.2.2LA-PCRofapplegenomicDNA

byusingMdPZspecificprimers

TheclassB genemutationcultivarswereamplifiedfragmentoflOkb

length in comparison with normalcultivar J̀onathan'.SS; S̀pencer

Seedless',WB;ẀellingtonBloomless',No;Ǹoblow',Wi;Ẁickson',Jo;

J̀onathan'.
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Fig.2.3DNAblotanalysisofapplegenomicDNA

usingMdPZcDNAasaprobe

A,SpAItreatment,thebandpatternofclassBgenemutationcultivars

differedfrom usualcultivar'Jonathan'.B,EcoRItreatment,Theband

pattern of class B mutation cultivars differed from usual cultivar

J̀onathan'.SS; S̀pencer Seedless', WB; Ẁellington Bloomless', No;

Ǹoblow',Wi;̀Wickson',Jo;̀Jonathan'.
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BamHI HL'BdIII

SalI XbaI XBoI

C1aI SacI SpLI

Fig.2.4Restrictionenzymetreatmentof

LA-PCRproductsfrom Fig.2.2

Thebandpattern offourcultivarswasthesamein allrestriction

enzymes. SS; S̀pencer Seedless', WB; Ẁellington Bloomless', No;

Ǹoblow',Wi;̀Wickson',Jo;̀Jonathan'.
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4.考 察

リン ゴの ク ラス B遺伝 子変異 品種 ゲ ノムの LA-PCR に よ り 4品種す べ て

で 10kb以上 のバ ン ドの増 幅 が確認 で きた こ とか ら,MdPZ遺伝 子 中に レ ト

ロ トランスポ ゾンの挿 入 が認 め られ た .この結果 か ら,これ らの品種 で はす

べて レ トロ トラ ンス ポ ゾ ンの挿 入 に よ り MdPZ遺伝 子 の発 現 が抑 制 され て

い る こ とが示唆 され た .

SpAIを用 いて切 断 した場合 の DNAプ ロ ッ ト解 析 で は,通 常 品種 の 紅̀ 玉 '

とクラス B遺伝 子 変 異 品種 で はバ ン ドの大 き さに違 い が見 られ た こ とか ら,

SpAIサイ ト間 に レ トロ トランス ポ ゾンの挿 入 が あ る と推 察 され た . しか し,

この時点 で は レ トロ トランスポ ゾンの挿 入 が~̀ Raelme'のイ ン トロン 4も

しくは s̀pencerseedless'や ẁellingtonBloomless'のイ ン トロン 6ど

ち らかの確認 はで きない .そ こで,イ ン トロン 6に レ トロ トランスポ ゾ ンの

挿入 が あ るか ど うか ,EcoRIを用 い て切 断 した DNAプ ロ ッ ト解 析 を行 った

ところ, 紅̀ 玉 ' とク ラス B遺伝 子変 異 品種 で はバ ン ドの大 き さに違 い が見

られ た. この こ とか ら, リン ゴの ク ラス B遺 伝 子 変異 4品種 は EcoRIサイ

トの間 に レ トロ トランス ポ ゾ ンの挿 入 が あ る と推 察 され た .これ らの結果 に

よ り, クラス B 遺伝 子変異 4品種 は同一部位 のイ ン トロン 6に レ トロ トラ

ンスポ ゾンが挿入 され てい る こ とが判 明 した.

Fig.2.1の LA･PCR産物 の制 限酵 素処理 で は,使 用 した 12種類 で ク ラス｢/

B 遺伝 子変異 品種 の電気泳動 パ ター ンがす べ て一致 してい た . この結果 も,

クラス B 遺伝 子変 異 品種 がす べ て 同一 の レ トロ トランス ポ ゾ ンの挿 入 に よ

り MdPZ遺伝 子 の発 現 が抑 制 され てい る こ とを示 唆 していた .

ク ラス B 遺伝 子 変異 品種す べ て で 同一 の部位 に同 じレ トロ トランス ポ ゾ

ンが挿入 され てい る こ とが推 定 され る こ とか ら,リン ゴの ク ラス B遺伝 子 変

異 品種 は同起源 で あ る こ とが示唆 され た .本 来 で あれ ば,挿 入 され て い る レ

トロ トランスポ ゾ ン部位 をク ロー ニ ング し,シー クエ ンス を行 うこ とで挿 入

部位 と レ トロ トランスポ ゾ ンの配列 を確認 す る必 要 が あ るが,LA-PCRに よ

る増 幅産物 をク ロー ニ ングで きなか った た め,配 列 の確 認 まで行 うこ とが で

きず ,同一 の レ トロ トランス ポ ゾンか ど うか判別 で きなか った . しか し,本
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章で述 べ た よ うに DNAプ ロ ッ ト解 析 や,LA-PCR産 物 の 12種類 の制 限酵 素

処理 ですべ て 同一 のパ ター ンを示 した こ とか ら,調 査 に使 用 した リン ゴの ク

ラス B遺伝 子変異 品種 は s̀pencerseedless'と発 現抑制機 構 が 同 じで あ る

と判 断 した.なお ,リン ゴの クラス B遺伝 子 変異 品種 の親 品種 は不 明で あ り,

どの よ うな経 路 で 出現 して きた のか は明 らか で ない .また,MdP∫遺伝 子 が

単一 の遺伝 子 で,他 に代 替す る こ とがで き る遺伝 子 が ない た めに,レ トロ ト

ランスポ ゾンの挿 入 に よ り発 現 が抑 制 され て い る と推 察 され た. この MdPZ

変異 は劣 性 ホモ に な らな けれ ば 出現 しな い こ とも報 告 され て い る(Tobutt,

1994). した が って,MdPZ遺伝 子 のア リル に レ トロ トラ ンス ポ ゾンの挿 入

があ る品種 を特 定す る こ とがで きれ ば,リン ゴの ク ラス B遺伝 子変異 晶種 の

起源 と来歴 が 明 らか にな る と考 え られ た .

5.摘 要

R̀aelme'を除 くク ラス B遺伝 子 変異 4品種 の レ トロ トラ ンス ポ ゾ ン挿

入部位 を調 査 し, これ らの 品種 の MdPZ遺伝 子抑 制機 構 の解 明 を行 った .

DNAプ ロ ッ ト解析 に よ りク ラス B遺伝 子 変異 品種 す べ て で 同一 の部位 に レ

トロ トランスポ ゾ ンが挿 入 され てい る と推 定 で きた .また ,MdPZゲ ノムの

LA-PCR産物 の制 限酵 素処理 を行 い,す べ て 同 じ六 ン ドパ ター ンを示 した こ

とか ら同 じレ トロ トランスポ ゾンが挿入 され て い る こ と単一推 察 され た.これ｢

らの結果 か ら,MdPJ遺伝 子 が単 一 の遺伝 子 で,他 に代 替す る こ とが で き る

遺伝 子 が ないた めに,レ トロ トランス ポ ゾンの挿 入 が あ る MdPZ遺伝 子 をホ

モ に持 つ こ とで MdPZ遺伝 子 が発 現抑 制 され て い る と推 察 され た .制 限酵 素

処理パ ター ンが 同一 な これ らク ラス B遺伝 子 変異 4品種 は 同 じ祖 先 か ら発

生 した こ とが示唆 され た.
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第 3章 MdPng伝 子 に よ る シ ロイ ヌ ナ ズ ナ の 相 補 実 験

1.緒 言

リン ゴの属す るバ ラ科 の果 実 は,そ の形 態 の豊 富 さで い くつ か の種類 に分

類 され るが,基本 的 には 5枚 のが くと花 弁 が あ り,が くの基 部 は筒 状 で しっ

か りした花床 筒 を作 る.多数 の雄 ず い と花 弁 は花床 筒 の上部 に付着 す る.雌

ず い の数 や 形 態 は多様 で雌 ず い と花 床 筒 の位 置 や 合 着 の 関係 も様 々 に変化

してい る.

リン ゴや ナ シ等 の仁 果類 の子房 は,しっか りと花床筒 に くるまれ てい る子

房 下位 花 で あ る.一方 , シ ロイ ヌナ ズナ の花 は 4枚 のが く と 4枚 の花 弁 ,6

本 の雄ず い と 2つ の心皮 か らな る 1本 の雌 ず い か ら構 成 され てい て,子戻 上

位花 で あ る.

リン ゴの クラス B遺伝 子変異 品種 群 は,花 弁 と雄 ず いが,が くと雌 ず い に

入れ替 わ る花器 官 のホ メオテ ィ ツク変異 を示 し,通 常 の花 と形 態 が異 な って

い る. これ は シ ロイ ヌナ ズナや キ ンギ ョソ ウで説 明 され る ABCモデル の ク

ラス B 遺伝 子 で あ る PZ遺伝 子 と AP3遺伝 子 の うち PZ遺伝 子 に相 当す る

MdPng伝 子 の発 現 が, レ トロ トラ ンスポ ゾ ンの挿 入 に よ り抑 え られ てい る

ために生 じる形 態異 常 と推 定 され てい る(Yaoeta1.,2001).また, シ ロイ ヌ

ナズナ には PJ遺伝 子 が点突然 変異 を起 してい る変異 体 pl'-1,pl'-2お よび pl'-3
し

が存在 し,そ の形 態 は花 弁 と雄 ず いが無 く,二重 に形 成 され たが くと 1本 の

太 い雌ず い か らな る(GotoandMeyerowitz,1996). この シ ロイ ヌナ ズナ変

異体 は,pl'が劣性 ホモ の遺伝 子型 の場合 に表 現型 と して現れ るが ,遺伝 子型

が- テ ロの場 合 の表 現 型 は野 生型 と変 わ らない . シ ロイ ヌ ナ ズナ にお け る

〃 遺伝 子 の変異 体 は, それ ぞれ表 現型 は同 じだが ,塩 基 の変異部位 が異 な

ってい る.

MdPZ遺伝 子 の発 現確認 , も しくは機 能欠 失 ･機 能獲 得 実験 を行 うた めに

は,リン ゴにお け る形 質転換 が必 要 とな るが,形質転 換 体 の獲得 が 困難 な こ

と,また,形 質転換 体 を得 られ て も開花 まで の期 間が長 い た め に遺伝 子 の機

能解 析 には長期 間 を要す る.そ こで,一世代 にかか る期 間が短 く,形 質転換
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が容易 な シ ロイ ヌナ ズナ を用 い て形質転 換 実験 を行 うこ とに した.

本 章 で は,シ ロイ ヌナ ズナ の野生型 にお け る表 現型 の変化 を調 査す る こ と

を 目的 に CaMV35Sプ ロモ ー ター と融合 させ た MdPZ遺伝 子 を形質転換 した.

また,PZ変異体 で あ る pl'-1にお いて表 現型 回復 させ る こ とを 目的 に,MdPZ

遺伝子導入個 体 (To)と pl'11を交配 させ ,そ の Fl世代 を さ らに 自殖 させ た F2

個体 につ いて表 現型 を調 査 し,pl'11バ ックグ ラ ウン ドで Md〃 遺伝 子 導入 に

よって表現型 が回復 した のか遺伝 子型 を調 査 した .さ らに,F2個 体 の表 現型

回復個 体 につ いて走査型 電子顕微 鏡 を用 い て詳細 な観 察 を行 った .
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第 1節 シ ロイ ヌ ナ ズ ナ の 形 質 転 換

1.材料 お よび方法

形質転換 ベ クター の作成

MdPZcDNAの挿 入 され た ク ロー ニ ングベ クターお よそ 111g相 当 を EcoRI

と XhoIの制 限酵 素 ,H バ ッフ ァー を用 い て 37℃ ,1時 間切 断 し,フェ ノー

ル ･ク ロ ロ フ ォル ム処 理 後 , エ タ ノー ル 沈 殿 を行 い ,DNA Bluntingkit

(Takara,Tokyo,Japan)を用 いて 65℃ で 30分 間反応 させ 末端 平滑化 処理

を行 っ た . ア グ ロバ クテ リウム (Agrobacterl'um tumefacl'elコβ)用 ベ ク タ ー

psMAK 251(Kotodaeta1.,2002)を SmaI,Tバ ッフ ァー (33mM TrlS-Hcl

【pH7.9],10mM MgC12,0.5mM Dithiotllreitol,66mM KCl),BSA と共 に

30℃ ,1晩切 断 し, フェ ノール ･ク ロロフォル ム処理 ,エ タ ノール 沈殿 を行

った後 , アル カ リフォス フ アタ-ゼ (CIAP)(Takara)を用 い て 50℃ で 30分

間反応 させ 脱 リン酸化 処理 を行 った . フェ ノール ･ク ロ ロフォル ム処理 後 ,

エ タ ノール 沈殿 を行 った.処理後 の MdPZcDNA コーデ ィ ング とア グ ロバ ク

テ リウム用ベ クター は DNA Ligationkitver.2.1(Takara)を用 い て 16℃ ,

1晩反応 させ ,セ ンス方 向に MdPZcDNA コーデ ィングをア グ ロバ クテ リウ

ム用ベ クター に挿入 した(Fig.3.1).得 られ たベ クター は Freezing法 に よ り

ア グ ロバ クテ リウム GV3101に導入 した(Holstereta1.,1979,IKonczand

Schell,1986;Zahm eta1.,1984).

シ ロイ ヌナ ズナ の播 種

4℃ で保 存 して あ る種 子 (Arabl'dopsl'stAall'aDaColumbiaecotype)を 95%

(Ⅴ/v)ェ タ ノール に 1分 間浸漬 し,2.625%(Ⅴ/v)次 亜塩 素酸 ナ トリウム,0.05%

(W/v)Tween-20を含 む溶 液 に 5分 間浸潰 した後 ,滅 菌水 で 3回洗浄 した .

ク リー ンベ ンチ 内で種 子 を 0.1%(W/v)アガ ロー ス液 と懸濁 し,1,000pLピペ

ッ トチ ップ の先 端 で ホル モ ン フ リー の 1/2Murashige･Skoog(MS)+0.8%

(W/v)Agar培 地 に置床 し, 18時 間 日長 条件 で, 10日間 グ ロー スチ ャ ンバ ー

内で培養 した.そ の後 ,パ ー ライ トとバ ー ミキ ュライ トを 1:1に混合 したポ
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ッ トに 1,000倍 希 釈 のハ イ ポネ ックス液 を十 分 に吸水 させ ,成 業 が 3-5枚

に生長 した シ ロイ ヌ ナ ズナ を移植 し, 18時 間 日長 条件 で栽 培 した .

シ ロイ ヌ ナ ズ ナ の形 質 転 換

シ ロイ ヌナ ズナ の形 質 転 換 は Floraldip法(Clougheta1.,1998)に よ り行

った. ア グ ロバ クテ リウム の培 養 は 25mg/mLカ ナ マ イ シ ン を添加 した LB

培 地(log/LNaCl,log/Lbactotryptone,5g/Lyeastextract)で ,28℃ , 1晩

行 った .増 殖 後 ,5000rpm で 10分 間,室 温 で遠 心 分離 し,上 清 を除 い た後 ,

InoculationMedium (5% [W/v]sucrose,0.05% 【Ⅴ/v]SilwetL-77)に懸 濁 し

た.懸 濁 液 の 0.D.600は最 終 的 に 0.8とな る よ うに調 製 した . ポ ッ ト-移植

徳 ,活 着 し,つ ぼみ をつ け始 めた シ ロイ ヌナ ズナ の花 序 を,ア グ ロバ クテ リ

ウムの懸 濁 液 に 3-5秒 間浸漬 処理 した .乾燥 防止 の た め にプ ラス チ ック コ ッ

プ をかぶせ て ,24時 間弱 光 条 件 下 にお い た後 , プ ラスチ ック コ ップ をはず

し,通 常 と同様 に栽 培 した .得 られ た種 子 (約 200粒 )を シ リカ ゲル 入 りのデ

シケー ター で 1週 間乾燥 後 ,4℃で保 存 した .種 子 は上述 の滅 菌 処理 を行 っ

た後 ,1/2MS,50mg/Lカナ マ イ シ ン(Em),50mg/Lク ラ フオ ラ ン(Cla)の培

地 に置床 し,形 質 転 換 体 を選 抜 した .

pL'変 異 体 の表 現 型 回復 実験

シ ロイ ヌ ナ ズナ の野 生種 に は Columbiaだ けで な く,Landsbergerecta

(Let)等 のい くつ か の ecotypeが あ る.Lerに は PJ遺伝 子 が点 突然 変 異 を起

こ して い る 〃 遺伝 子 変 異 体 が あ り, この変 異 体 は花 弁 と雄 ず い が形 成 され

ない た め 自殖 が不 可 能 で ,Floraldip法 に よ り種 子 が得 られ ない . そ こで ,

上記 で得 られ た Columbia(Pl/PZバ ック グ ラ ウン ド)の MdPnE伝 子 形 質 転 換

体 Toの 1個 体 の花 粉 を Ler由来 の PZ遺 伝 子 変 異 体 (pl'-1pl'/pl'バ ック グ ラ ウ

ン ド)に交配 し,得 られ た種 子 (FIPL/pl'バ ック グ ラ ウン ド)を 1/2MS+Km+

Cla培 地 で選 抜 , 生 育 し,種 子 (F2Pl/PZ,PZ/pl'､PIP/pl'バ ック グ ラ ウン ド)

を得 た .得 られ た F2種 子 を 1/2MS+Km+Cla培 地 で選 抜 し, 生 育 させ た

後表 現型 を観 察 した .表 現 型 回復 の た めの形 質 転 換 体 作 出 ま で の流 れ は Fig.

3.2に示 した . シ ロイ ヌナ ズナ の栽 培 は上記 と同様 の方 法 で行 った .
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2.結 果

MdPZ遺伝 子 の機 能解 析 を行 うた め,MdPZcDNA か ら形 質転換 用ベ クタ

ーの作成 を行 った.発 現ベ クター にはす べ て の部位 で発 現 させ る CaMV35S

プ ロモー ター の下流 に MdPZ遺伝 子 をセ ンス方 向 に融合 させ た(Fig.3.1).

MdPZ遺伝 子発 現ベ クター は シ ロイ ヌナ ズナ の形 質転換 に用 い るア グ ロバ ク

テ リウム GV3101株 に導入 した .

シ ロイ ヌナ ズナ(Columbia)に 35S:･'MdPZを導入 し,そ の種 子 を獲 得 した .

得 られ た種 子 をカナ マ イ シ ンを含 む培 地 上 で選 抜 した ところ, 16 個 体 (To)

が生存 した.そ の形 態 を観 察 した結果 , 16 個 体す べ てで が くの周 囲 が花 弁

様 に 白 く変化 してい た(Fig.3.3C).なお ,他 の花器 官 には変化 は見 られ なか

った.

次 に, シ ロイ ヌナ ズナ の PZ遺伝 子 変異 体 で あ る pl'-1にお い て,Md〃 遺

伝子 の導入 を 目的 に 35S::MdPZ導 入 した To個 体 の うち 1個 体 の花 粉 を使 用

しpl'-1と交配 を行 った .得 られ た種 子 (Fl)は 1/2MS+Km+Cla培 地 で選 抜

を行 い,生育 した個 体 を 自殖 させ ,F2種 子 を得 た.得 られ た F2種 子 は 1/2MS

+Km+Cla培 地 で選 抜 を行 い ,生育 した個 体 につ い て表 現型 の観 察 を行 っ

た.F2個体 のい くつ か は花 弁 が正 常 の野生型 同様 4枚 に回復 してい た(Fig.

3.3D and 3.3E).また, が くの周 囲 は To個体 と同様 に花弁様 に 白 く変化 し

ていて,雄 ず い は薪 で はな く雌 ず い様 の器 官 を有 してい るものが 6本 形成 さ

れ ていた(Fig.3.3D and3.3Eredarrows). さ らに,雌 ず い様 の雄 ず い にな

ってい ない ものは花 糸状 の ものが形 成 され てい た.雌 ず い様 の雄 ず い の側 面

には肱珠 状 の球 体 も形成 され ていた(Fig.3.3Ebluearrow).
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Fig.3.1ConstructofthevectorPSMDPI.1+

fortheMdPZintrdduction

PNos, Nos promoter; NPTTZ, neophosphotransferase,I TNos, Nob

terminator;p35S,CaMV 35S promoter;MdPZ,senseMdPZgene''GUS,

ul'dA gene(6-glucuronidase);pArbcs,3'regionofrubiscosmallsubunit;

LB,leftborder;RB,rightborder;SPY,streptomycinresistancegene;Sa,

SalI;B,BamHI,'H,Hl'ndIII;Ⅹ,XbaI;Sc,SacI;E,EcoRI,'Se,SpeI;岳ta,

regioninvolvedinplasmidstability;rep,essentialregionforplasmid

maintenance
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Col(PL/PZ)

Floraldip

To(PL/PZ+MdPZ)

i i

pi-1(Lerpi/pi)

Fl(PL/pi+MdPZ)

Sel一ing

F2(PL/PZ+MdPZ)
(PL/pi+MdPZ)
bi/pi+MdPZ)

Fig.3.2IntroductionmethodofMdPZgenetoArabL'dopsl'S

TheMdPZgenewasintroducedinArabl'dopsl'sCol(genotypepZ/Pl)by

theFloraldipmethod,andtheTo(genotypePZ/PZ+MdPl)wasobtained.

ThisTo(genotypePZ/PZ+MdPl)wascrossedwith thepl'-1mutant(Let

genotypepl'/pl'),andtheFIPlants(genotypePZ/pl'+MdPl)wereobtained.

TheFIPlants(genotypePZ/pl'+MdPl)Were selfed,and theF2Plants

(genotypespz/pz+MdPZ,PZ/pl'+MdPZ,pl'/pl'+MdPl)wereobtained.
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Fig.3.3Effectof35S::MdPZintroductioninATabL'dopsl'S

A,Normalflower(Columbia);B,pJ'-1mutantflower:hasasinglebig

carpelanddoublesepals(Landsbergerecta);C,35S::MdPZtransformed

Columbiaflower(To),themarginofsepalsshowedwhitelikepetals;D,

F2Plants(pJ'/pl'+MdPl)recoverednormalfourpetalscompletely,buthad

carpe1-likestamens(redarrows).Thesepalsalsoshowedwhitemargin

sameaspetalsofC.Thecarpelappearednoeffects;E,MagnifyingofD.

Somecarpeloidstamensshowedunclosedandanovulelikesphereatthe

baseofthecarpeloidstamens.(bluearrow).Bars=500LLm.
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第 2節 形 質 転換 体 の遺伝 子型確 認

1.材 料 お よび方 法

MdPng伝 子 の導入確認

前節 の実験 で得 られ たい くつ かの F2個体 の ロゼ ッ ト葉 か らゲ ノム DNAを

改変 2×CTAB法(Kotodaeta1.,2000)に よ り単離 した.MdP′遺伝子 の導入

確認 はゲ ノム DNAを MdPZ遺伝子特異 的プ ライマー(セ ンスプ ライマー5'-C

AGCCAAATCTCCAGGAGAG-3',ア ンチセ ンスプ ライマー5'-CACAAACCGA

GTTCATGCAC-3'),PCRバ ッファー(10mM γris-HCHpH8.3],50mM KCl,

1.5mM MgC12,0.0010/olw/V]Gelatin),200pM dNTPmix,1unitの Amplytaq

goldPolymerase(AppliedBiosystems,NewJersey,USA)を用 いた PCRに

よ り行 った.PCR反応 は 95℃10分 間のホ ッ トス ター ト後 ,94℃1分 間,50℃

1分間,72℃2分 間の 30サイ クル で行 った･､PCR産物 は 1･5% (W/v)アガ ロ

ースゲル を用 いて電気泳動 を行 った後 ,EtBrで染色 を行 い,ゲル プ リンタ

ーGP-2000i(Taitec,Nagoya,Japan)で写真 を撮影 した.

F2世代 の遺伝 子型確認

1-Colの遺伝子型 を PZ/PZ,Ler由来 の pl'-1の遺伝子型 を pl'/pl'とす る. こ-

の PZと pl'にはイ ン トロンに数塩 基 の違 いが見 られ る.両方 に共通 なプ ライ

マー (セ ンスプ ライ マ ー5'-GTTATCTGGCAAGAAACTATGGG-3', ア ンチ セ

ンスプ ライマー5'-AGAATAATGACCTGAGCTCC-3')をデザイ ン し,PCR バ

ッファー(10mM Tris-HCl[pH8.3],50mM KCl,1.5mM MgC12,0.001% [W/V]

Gelatin),200p.M dNTPmix,1mM MgSO4,ROD-plusPolymerase(Toyobo,

Tokyo,Japan)を用 いて PCRで増 幅 した.PCR反応 は 95℃3分 間のホ ッ ト

スター ト後 ,94℃30秒 間,50℃30秒 間,72℃90秒 間の 30サイ クル で行 っ

た.pCR産物 は 1.5% (W/v)アガ ロー スゲル を用 いて電気泳動_を行 った後,

EtBrで染色 を行 い,ゲル プ リンターGP-2000i(Taitec)で写真 を撮影 した.

次 に, この増 幅 され たバ ン ド(約 1.1kb)を BsrI(NEW ENGLANDBioLabs,

UK)の制 限酵素 を用 いて,65℃で反応 させ ,pl'-1由来 の pl'の増幅バ ン ドの
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み切断 した.切 断 され たバ ン ドはそれ ぞれ 570bpと 530bpに分離す る.Col

の PZでは切 断 され ない. この こ とを利 用 し,F2の遺伝子型 の分離 (PZ/PZ,

pJ/pl'お よび pl'/pl'の 3通 り)を区別 した.

2.結 果

MdPZ遺伝子 の発現 を確認 す るた め,Col,pl'-1, 紅̀ 玉 'お よび F2個体 1

-6についてゲ ノム DNA を用 いて PCRを行 った.F2個 体 1-6の表現型 は

個体 1,3お よび 5で花弁 が回復 し,雌ず い様 の雄ず い を有 していた個体 ,

個体 2,4お よび 6は通 常の表現型 を有 していた個体 で あ る. シ ロイ ヌナ ズ

ナの野生型 Colと pl'11で は MdPnE伝子 の増 幅 は確認 され なか ったが, 紅̀

玉 ' と F2個体 1- 6で MdPZ遺伝子 の増幅 が確 認 され た(Fig.3.4).
｣

また,同様 に Col,pl'-1, 紅̀玉 'お よび F2個体 1-6について PZ遺伝子

についてゲ ノム DNA を用 いて PCRを行 った.､ 紅̀ 玉 '以外 のすべ ての個体

で 〃 遺伝子 の増幅 が確認 され た(Fig.3.5A).

上記 で増幅 され た PCR産物 の BsrI処理 に よ りそれ ぞれ の遺伝子型 の確認

を行 った.Colは PZ/PZのバ ックグラ ウン ドを有 してい るた め,切 断 されず ,

pl'-1は pl'/pl'のバ ックグラ ウン ドを有 してい るた め,完全 に切 断 され るこ と

にな る.そ こで F2個体 の BspIでの切 断パ ター ンを調べ る こ とで遺伝 子型 の

判別 を行 った.個体 1- 6 につ いて調 査 した結果 ,個体 1,3お よび 5で は

BsrI処理 ですべ て切 断 され たた め,これ らは pl'/pl'バ ックグラ ウン ドで表現

型 が一部 回復 した こ とが判 明 した(Fig.3.5B).また,個体 2,4では BsrI

で切 断 され なかったた め,PZ/PZの遺伝 子型 を有 してい る こ とが判 明 した.

さらに,個体 6で は BsrI処理 に よ り切 断 され たバ ン ドと切 断 され なか った

バ ン ドの両方 を有 していたた め,PZ/pl'の遺伝 子型 を有 してい るこ とが判 明

した.
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Fig.3.4ConfirmationofMdPZgene

MdPZwasamplifiedF2tranSgeniclines(lines1to6)and J̀onathan'

Jo)byPCR usingthegenomicI)NA.Theamplification ofbandswas

onfirmedinallinvestigatedindividualswithMdPZ.Col;Columbia,pl'-1;
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Fig.3.5Confirmationofthegenotype

A,TheF2tranSgeniclines(lines1to6)andcontl･01Swereamplified

partiallytobothPZandpl'genomicDNA.Thebandwasamplifiedinall

individualsexceptfor J̀onathan';B,Investigation ofthegenotypeof

35S::MdPZ-transformedF2tranSgeniclines.ThegenomicPCRproductof

theCol(PZ/PZbackground)wasnotdigestedbyBsl･I,butpl'-1(her)(pl'/pl'

background)wasdigested.From theleft,Columbia,pl'-1,F2tranSgenic

lines1to6.Lines1,3,and5(pl'/pl'background)weredigestedbyBspI.

Lines2and4(PZ/PIbackground)werenotdigestedbyBspI.IJine6had

theheterogenotype(PI/pL'background).col:Columbia;Jp:̀Jonathan'.
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第 3節 形 質 転 換 体 の 走 査 型 電 子 顕 微 鏡 に お け る詳 細 観 察

1.材料お よび方法

前節 の実験 で得 られ た F2個体 にお いて,花 弁 が正 常 に回復 し,正 常 な雄

ずい を有 してい ない F2個 体 の花 お よび対 照 と して pl'-1 と Colの花 を採 取 し,

5%(W/v)Glutaraldebydeで 4℃ ,24時間以上浸漬 処理 し固定 した.その後 ､

Kubonoandlto(2002)の方法 に従 い,試 料 を 0.1% (W/v)Osmium で 4℃ ,

90分 間処理 し, アル コール シ リーズ で段 階 的 に脱 水 した .臨界 点乾燥 後 ,

金蒸着 し,走査型 電 子顕微鏡 (JEOL)を用 い て 5kVで観 察 した.

2.結 果

走査型 電子 顕微鏡 50倍 に よる観 察 (Fig.3.6C)で は,6本 に分離 した雄 ず

いの教本 は花 糸 と同様 な形状 を示 したが,そ の他 の雄 ず いは雌 ず い様 に変化

して い る こ とが確 認 され た .雌 ず い様 に変化 した雄ず い は,下部 が花 糸 に,

上部 が心皮 状 に変化 していた.500倍 での観 察(Fig.3.7)に よ り花 糸 と同様 の

形状 を回復 した雄 ず い お よび雌 ず い様 雄 ず い の最 下部 の花 糸 に相 当す る部

位 の細胞 は,縦長 な細胞 が規則 的 に分布 し,野生型 の花 糸 の細胞 と同 じ形状

で あ るこ とが判 明 した.しか し,花 糸 と同様 の形 状 を回復 した雄 ず い の先 端

部 には気 孔 を有す る雌 ず い の細胞 が形成 され て いた(Fig.3.8).

一方 ,雌 ず い様雄 ず い の薪 に相 当す る部位 の細胞 も気 孔 を有 してお り,そ

の最 上部 には柱頭 の乳状 突起 が形成 され ていた.また,雌 ず い様雄 ず い の心

皮 状 に肥 大 した薪 の基 部 に相 当す る部位 には,腔珠 状 の球体 が形成 され て い

た. この腔珠 状 の球体 は腔柄 を有 し,珠 孔 が確認 で きた(Fig.3.9B).
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A

Fig.3.6Observationsoffloralsurface

byscanningelectronmicroscope(SEM)

A,NormalflowerArabjdopsl'sthall'aDa(Columbia);

B,pl'-1(Ler)flower;C,ThefloweroftheF2Plants(pJ'/pl'+MdPl)

Thetopsoftherecoveredstamensshowedcarpeloid.Thearrow isovule

A,B,C,bar=500トLm.
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Fig.3.7Observationsoffilamentinwildtypeand

(filament)inrecoveredstamenbySEM

A,Filamentcellsofwildtype(Col);

B,FilamentcellsoftheF2Plants(pl'/pl'+MdPl)inrecoveredstamens

Thefilamentshadnormalcellssameaswildtype.A,B,bar=50pm
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A

Fig.3.8Observationsofcellsincarpel,cellsincarpeloidstamen

andcellsinfilamentousstamenbySEM

A,Carpelcellsofwild type;B,Cellsofthe F2Plants(pl'/pl'+MdPl)

carpeloid stamen;C,Boundary offilamentand carpeloid tissuesin

filamentousstamen(Bluearrow)

st:stomata;A,B,bar-50LLm;C,bar=20トLm.
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A

Fig.3.9ObservationsofovuleexposedoutsidebySEM

Top,ThefloweroftheF2Plants(pl'/pl'+MdPl).Thetopsoftherecovered

stamens showed carpeloid.,IA, Carpeloid stamen of the F2 Plants

(pl'/pl'+MdPl),Theirtipshad normalcarpelcells.The ovule exposed.

outsideandwasformedonthecarpeloidstamens.;B,Theovulehada

micropyleandsuspensor.Top,bar=500LLm;A,bar=100LLm;J,bar=

50Llm.
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考 察

シ ロイヌナ ズナ Colに 35S::MdPZを導入 した とこ′ろ,そ の To個体 のすべ

ての個体 でが くが花 弁様 に 白 く変化 したが,他 の花器 官 に変化 は見 られ なか

った(Fig.3.3C).また, シ ロイヌナズナ に 35S::PZを導入す る と,が くが花

弁様 に変化す るこ とが確認 され てい る(Lambandlrish,2003).この結果 は,

MdPZ遺伝子 が PZ遺伝子 と同様 にクラス B遺伝 子 として の機能 を有 してい

ることを示 した.が くの周 囲が 白 く花弁様 に変化 した こ とは,AP3遺伝 子 が

わず か にが くで発現す るた め(KrizekandMeyerowitz,1996),AP3遺伝子

と MdPZ遺伝 子 との相互作用 に よ りが くの周 囲が花弁化 した と推察 され た.

また,雄ず い と雌ず い には全 く変化 が見 られ なか った こ とか ら,MdPJ遺伝

子が AP3遺伝子 ,AG遺伝子 ,SEP遺伝子 との相互作用(Dittaeta1.,2004,'

Theissen,2001;TheissenandSaedler,2001)が弱 いた めに表現型 に変化 が

現れ なかった と推察 され た. この形質転換体 について,DNA プ ロ ッ ト解析

による MdPZ遺伝 子 の導入確認 は行 って はい ないが,カナマイ シンの培 地上

で生育 で きる個体 で あるこ とと,F2個体 に MdPZ遺伝 子 の導入 が認 め られ た

こ とか ら,To個体 に MdPZ遺伝 子 が導入 され た と推察 され た.また,To個

体は全個体 とも同 じ形 態 で あった こ とか ら,コ ピー数 の差 は事実上影響 しな

い と考 え られ た.

シ ロイヌナズナ の PZ遺伝 子変異体(pl'-1)について は,形質転換方法 として

Floraldip法 を用 い るこ とがで きない.それ は _pl'11には花弁 と雄ず いがない

ために,自家受粉 させ るこ とがで きないた めで ある.本実験 では,仮 に表現

型が回復 した として も,遺伝子型 が- テ ロで野生型 の表現型 を示 してい るの

か,劣性 ホモ に もかかわ らず MdPZ遺伝 子 の作用 で,野生型 と同 じ表現型 に

なってい るのか判別 で きない.そ こで,MdPZ遺伝 子形質転換 Colと pl'-1

との交雑 に由来す る F2分離世代 での MdPZ遺伝子 の表現型 回復 - の関与 を

確認す る方法 を考案 した.Col由来 の PZ/PZバ ックグラ ウン ドと Ler由来点

突然変異体 pl'-1の pl'/pl'バ ックグラ ウン ドの識別方 法 を確 立す る必要 が あ る.

まず, pl'-1は PZ遺伝子 が 1塩基 の置換 に よ り,PZ遺伝 子 が機能 しな くな

ってい る突然変異 で あ る こ とを利 用 して, 1 塩 基 の違 い を識別 で き る pl'-1
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のみで増 幅可能 なプ ライ マー と,野 生型 のみ で増 幅可能 なプ ライ マー をデ ザ

イ ン した. ところが , 1塩 基 の違 いで は PCR に よる増 幅 に差 は見 られ なか

った(デー タな し).次 に,Akamaetal.(1992),HuangandMa(1992)お よ

び Valvekensetal.(1988)の方 法 を参 考 に,pl'-1に MdPZ遺伝 子 を組 み込 ん

だア グ ロバ クテ リウム を感 染 させ て,形 質 転換 体 を.獲 得 す る こ とを試 み た .

しか し,シ ロイ ヌナ ズナ の再 分化 能 は ecotypeに よって異 な り,pl'-1のバ ッ

クグラ ウン ドとな ってい る Lerは,再分化 が 困難 な系統 で あ る こ とか ら再分

化個 体 が得 られ なか った .次 に,Colと Lerの PZ遺伝 子 中のイ ン トロンに

数塩 基 の違 い が あ る こ とを利 用 す る方 法 を考 案 した ,PCR 法 に よ り,Col

と Ler共通 のプ ライ マー で コーデ ィング領域 とイ ン トロンを含 む 〃 遺伝 子

お よび pl'遺伝 子 の特 定 の断片 を増 幅す る. この断片 は,Colと Lerのイ ン

トロンで,数塩 基 の違 い が あ るた め,Lerは BsrIで切 断 で き るが,Colは切

断で きない .pl'-1は Ler由来 のた め,すべ て の断片 が切 断 され た場 合 plを

ホモ で有 してい る こ とにな る.pl'をホモ で有 しなが ら表 現型 が野生型 と同様

の場合 は,MdPZ遺伝 子 に よって表現型 が 回復 した と確認 で き る. この方 法

の有効性 を確認 す るた めに,pl'-1と Colのゲ ノム を抽 出 し,PCR に よ り,

約 1kbのバ ン ドを増 幅 し,Bsz･Ⅰで切 断 した ところ,pl'-1で のみ切 断 され る

ことが判 明 した.

育成 した F2個体 の うち上記 の方法 で 6系統 の遺伝 的バ ックグ ラ ウン ドを

調査 した.そ の結果 ,PZ/PZバ ックグラ ウン ドが 2個 体 ,PZ/p1-のバ ック グ

ラ ウン ドが 1個 体 で これ らのバ ックグラ ウン ドを持 つ個 体 の表 現 型 は野 生

型 と同 じだ った.pl'/pl'バ ックグ ラ ウン ドの個 体 はす べ て が Fig.3.3D,3.3E

の よ うな形 態 を示 し,表 現型 の回復 と pl'また は PZのバ ックグ ラ ウン ドが大

き く関係 してい る こ とが判 明 した. また ,pl'/pl'バ ック グラ ウン ドの表 現型

がすべ て 同 じで あった こ とか ら,コ ピー数 は仮 に差 が あった と して も事 実上

表現型 に影 響 しない と考 え られ た .走査型 電子顕微鏡 を用 い て の詳 細 な観 察

では,薪 に相 当す る部位 は雌 ず い様 の組 織 で,この雌 ず い様 組 織 は本 来 の雌

ずい と融合せ ず ,そ の周 縁部 に外部 に露 出 した腔 珠 を形成 した と推 定 され た.

さらに花 糸 の細胞 は本 来 の花 糸 の細胞 に回復 してい た.この こ とか ら,MdPZ

遺伝子 は雄 ず いで花 糸 を正 常 に回復 させ ,雄ず い上部 で は雌 ず いか ら雄 ず い
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を 6本 に分離 す る よ うに機 能す る こ とが判 明 した. しか し,Md〃 遺伝 子 で

は薪 は回復せ ず ,雄 ず い上 部 には雌 ず い様 の細胞 お よび器 官 が形 成 され た .

MdPZ遺伝 子 は シ ロイ ヌナ ズナ の クラス B花器 官形成 遺伝 子 PZ遺伝 子 ホモ

ログで,花弁 と雄ず い の形成 に働 くこ とが推 定 され てい る.MdPna伝 子 は

花弁 の形成 に働 くが,雄ず い の形成 には全 く働 いてい ない こ とが第 3章 ,第

1節 の結果 か ら推 察 され た が,走査型 電子顕微 鏡 の結 果 で花 弁 の形成 に加 え

て雄 ず い の花 糸 の形成 に も機 能 してい る こ とが 明 らか となった.

これ らの F2個 体 を生 育 させ る際 ,培養 室 で育 てた場 合 は雄 ず い と して花

糸状 の ものが 6本形 成 され た.一方 ,グ ロー スチ ャンバ ー 内で育 て た場合 は

雄ず い部位 に雌 ず い様 の器 官 が形成 され てい た.この形 態 の差異 は グ ロー ス

チ ャンバ ー 内の温度 が 22℃ で,培養 室 の温度 がそれ よ りも低 い た めに引 き

起 こ され た現象 と考 え られ た.シ ロイ ヌナ ズナ の花器 官形成 には温度 も重 要

な要 因 になってい る こ とが推 察 され る.

また,今 回 の実験 で使 用 した pl'-1は シ ビア な表 現型 を持 ち,pl'-2はそれ

よ りもマイル ドな表 現型 を持 ち(Bowman eta1.,1991), シ ロイ ヌナ ズナ の

〃 遺伝 子 と同 じくク ラス B遺伝 子 で あ る AP3遺伝 子 を ともに 35Sプ ロモー

ターで導 入 した場合 ,表 現型 は野生型 に戻 る と報 告 され てい る(Krizek and

Meyerowitz,1996). よって,MdPZ遺伝 子 を リン ゴの AP3ホモ ログで あ る

MdMADS13遺伝 子 も しくは MdTM6遺伝 子 (Kitaharaeta1.,2004,'Yaoet

d1.,1999)とともに シ ロイ ヌナ ズナ の PZ変異 体 (pl'-2)に導入す る こ とで表 現

型 は回復す る と考 え られ る.リン ゴの ク ラス B遺伝 子変 異 品種 で表 現型 回復

実 験 を行 う場 合 ,MdPZ遺 伝 子 と と も に , MdMADS13遺 伝 子 も し くは

MdTM6遺伝 子 を同時 に導入 す る こ とで表 現型 が 回復 す る可能性 が考 え られ

る.仮 に表現型 が 回復 した場合 ,単為 結 実性 を有 してい るのか非 常 に興 味深

い .

摘 要

本 章 で は,リン ゴで は機 能解 析 のた めの形 質転 換 が難 しく,開花 まで の期

間 も長 いた め,形質 転換 が容 易 で 開花 まで の期 間が短 い シ ロイ ヌナ ズナ で機
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能解析 を行 った .シ ロイ ヌナ ズナ の野生型 にお け る表 現型 の変化 を調 査す る

ことを 目的 に MdPZ遺伝 子 を形質転換 した. また,PZ遺伝 子 変異体 で あ る

pl'-1にお い て表 現型 回復 させ る こ とを 目的 に,MdPZ導入個 体 と pl'-1を交配

させ ,そ の Fl世代 を さ らに 自殖 させ た F2個 体 につ い て表 現型 を調 査す る と

同時 に,PZお よび pl'に関す る遺伝 子型 を調 査 した. さ らに,表 現型 回復 個

体 につ いて詳細 な観 察 を 目的 に,走査型 電子顕微鏡 を用 い て行 った.

(1) 35S::MdPZを導入 した シ ロイ ヌナ ズナ は,得 られ た個 体 (To)のす べ てが

くの周 囲 が花 弁様 に 白 く変化 していた . また, シ ロイ ヌナ ズナ の PZ遺伝 子

変異体 で あ る pl'-1に MdPZ遺伝 子 の導入 を 目的 に,35S::MdPZを導入 した

To個体 の花 粉 を交配 させ Fl個 体 を得 た.この Fl個 体 を生長 させ ,自殖 させ

るこ とに よ り F2個 体 を得 る こ とに成 功 した .この F2個 体 には正 常 の花器 官

を有 してい るもの と,正 常 な花 弁 は あ るが,雄 ず いが雌ず い様 に変化 してい

る個 体 が あった. この雄 ず いが変化 して い る個 体 が,MdPZ遺伝 子 の影 響 で

表現型 が回復 した もの と考 え られ た .ま た,この個 体 の雌 ず い様 の雄 ず い の

表面 には胚珠状 の球 体 が観 察 で きた .

(2) シロイヌナズナの PZ遺伝 子変異体である pl'-1と 35S::MdPIを導入 した

To個体 との交配 によ り得 られ た F2個 体 につ いて ,そ のバ ックグ ラ ウン ドを調

査 した.正 常 な花 弁 を有 してい る ものの雌ず い様 の雄 ず い を持 ってい る個体

1,3お よび 5で は pl'-1由来 で あ る こ とが確認 で きた .

(3) シロイヌナズナの PZ遺伝 子 変異体である pl'-1と 35S::MdPIを導入 した

To個 体 との交配 によ り得 られ た F2個 体 につ い て ,走査型 電子 顕微鏡 に よる詳

細 な観 察 を行 った .正 常 な花 弁 を有 してい る ものの雌 ず い様 の雄ず い を持 っ

てい る個体 は,花 糸 の細胞 が正 常 に近 く回復 してい た が,雌 ず い様 になって

い る薪 の部 分 の細胞 は,正 常 な雌ず い の細胞 と同一 で,細胞 中に気 孔 を有 し

て いた.雌ず い様 の部 分 に観 察 され た腔珠 状 の球 体 は,珠 孔 と腔柄 が確認 で

きたた め胚珠 で あ る こ とが判 明 した .
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第 4章 jDSL'tzLハイブ リダイゼー シ ョンによる

花器 官形成 遺伝 子 の発 現解 析

緒 言

リン ゴの花 芽 は 7月 頃 ,が くか ら花 弁 ,雄 ず い,雌 ず い の順 に分化 が始 ま

り,休 眠前 までそれ ぞれ の花器 官原 基 が形成 され てい く.休 眠後 は ゆっ く り

と花器 官 が成 熟 して い き,岩 手県 にお い て は 5月上旬 に開花 に至 る.す なわ

ち,モデル植 物 で あ るシ ロイ ヌナ ズナ に比べ る と 6ケ月近 くの長期 間 にわた

って花器 官形成 の過 程 を詳 細 に観 察す る こ とが可能 で あ る.Md〃 遺伝 子 の

発現 は,9月下旬 ごろか ら始 ま り,5月上旬 の 開花 を迎 え る ころ ピー クに達

す る(和 田 ら 2004). この よ うに世代 サ イ クル が 3 ケ月 と短 く,花器 官発 達

が数 百 pm 以 下で しか観 察 で きない シ ロイ ヌナ ズナ と比較 し,木本植 物 で は

花芽形成 か ら開花 まで の期 間が長 く,花 芽組 織 が大 きい た め花器 官発 達 の各

ステー ジで遺伝 子発 現 の様相 を詳 細 に解 析 可能 と考 え られ る.

リン ゴの ク ラス B遺伝 子変 異 品種 は単為結 実性 を有 し,MdPZ遺伝 子 の発

現抑 制 に よ り花器 官 変異 が 引 き起 こ され て い る こ とが示 され てい る(Ya°et

a1.,2001).また, これ らの 品種 の単為 結 実性 は 恵̀ 'や 王̀林 'な どの栽

培 品種 の単為結 実性 と異 な る こ とが示唆 され てい る(Kitaharaeta1.,2005).

この こ とは正 常 な花器 官 が形 成 され ない こ と と単 為 結 実性 が 関係 して い る

こ とを示唆 してい るが,二重 に形成 され るが く,も しくは多数形成 され る雌

ず い の どち らが 関係 してい るのか 明 らか にな ってい ない .シ ロイ ヌナ ズナ で

が くの形成 に関与す る遺伝 子 は APl遺伝 子 と AP2遺伝 子 が知 られ てお り

(CoenandMeyerowitz,1991,'WeigelandMeyerowitz,1994),そ の うち APl

遺伝 子 と相 同 な MdMADS5遺 伝 子 が リン ゴで単離 され て い る(Ya°eta1.,

1999).APl遺伝 子 はが くの形成 だ けで はな く,CaMV35S プ ロモ ー ター で

過剰発 現 させ る こ とに よ り,リン ゴで の早期 開花 を引 き起 こす こ とが報 告 さ

れ てい る(古藤 田 ら 2001,･古藤 田 ら 2002).MdMADS5遺伝 子 は リン ゴにお

け る果 実 の肥 大 に関係 してい る こ とも示 唆 され てい る(古藤 田 ら 2005).多数

の雌 ず い形成 と単為 結 実性 との 関係 につ い て は明 らか で ない が,第 1章 で示
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した よ うに雄 ず い が雌 ず い に変化 して い る場 所 で も腫 珠 は正 常 に機 能 して

いた こ とか ら,雌 ず い が多数形成 され る こ とよ りはむ しろ,多数形成 され る

腔珠 の関与 が推 察 され る.

リン ゴの花器､官 は子房 を包 む花床 の上 にが く,花 弁 お よび雄 ず いが着 生 し

てい る.この子房 を包 んでい る組織 が,が く,花 弁 お よび雄 ず いが形成 した

花床筒 が子房 と合 着 して形成 され た ものか,花床 部 が花床 筒 形 態 に分化 して

子房 と合 着 し,そ の上部 にが く,花弁 お よび雄 ず い が形成 され た ものか明 ら

かで はない.また, リン ゴの果 実 は子房 が発 達す るので はな く,花床 部 の発

達 に よる もので あ る. よって,MdPZ遺伝 子 の発 現 を 1'nsjtuハ イ ブ リダイ

ゼー シ ョンに よ り観 察す る こ とで,花 弁 と雄 ず いが どの よ うに形成 され てい

るのか調査 が可能 で,MdPn%伝 子 の消失 に よ り引 き起 こ され る単為結 実性

との関係 を解 明で き る可能性 が あ る.

そ こで本音 で は,脚 遺伝 子 と MdMADS5遺伝 子 の発 現部位 を調 査す る

ことを 目的 に RNAプ ロ ッ ト解析 と RT･PCRを行 った. また, 紅̀ 玉 'の花

芽 を用 い た組 織 で の各器 官 の MdPZ遺伝 子 の発 現 部位 を調 査 す る こ とを 目

的に,花器 官 の発 達組 織 で 1'DSl'tuハイ ブ リダイゼ ー シ ョンを行 った . さ ら

に, 紅̀ 玉 'と リン ゴの ク ラス B遺伝 子変異 品種 で あ る s̀pencerseedless'

の花芽 を用 いて MdMADS5遺伝 子 の各器 官 で の発 現部位 を調 査す る こ とを

目的 に,花器 官 の発 達 中の花 芽 ステー ジで IDSl'tuハ イ ブ リダイゼ ー シ ョン

を行 った .
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第 1節 MdPng伝子 お よび MdMADS5遺伝 子 の発 現解 析

1.材 料 お よび方 法

リン ゴか らの RNA抽 出

リン ゴ研 究拠 点 に植 栽 して あ る 紅̀ 玉 'お よび s̀pencerseedless'の花

を供試 材 料 と した . 紅̀ 玉 'の花 はが く,花 弁 ,雄 ず い ,雌 ず いお よび子房

一を含 む花床 部 に切 り分 け, s̀pencerseedless'の花 はが く(外 が く),花 弁 が

変化 したが く(内が く),雌 ず いお よび子房 を含 む花床 部 に切 り分 け,液 体 窒

素 で 凍 らせ た 後 , 使 用 時 ま で -80℃ で 保 存 した . 全 RNA の 抽 出 は 改 変

2×CTAB法(Kotodaeta1.,2000)に よ り以 下 の よ うに行 った .事 前 に 180℃ ,

4時 間乾熱滅 菌 済 み の乳鉢 ,スパ ーテル お よび チ ュー ブ を液 体 窒素 で冷や し

た後 ,それ ぞれ の器 官 を液 体 窒素 中で よ くす りつぶ した .液 体 窒素 中のチ ュ

ーブ に試 料 を入れ ,試 料 の 10倍 量 の 2×CTAB 液 (2% [W/v]CTAB,0.1M

Tris-HCH pH9.51,20mM EDTA,4M NaCl)を加 えて よ く撹拝 し,65℃ で 10

分 間イ ンキ ュべ - トした .等 量 の ク ロ ロフォル ム ･イ ソア ミル アル コー ル

(24:1[Ⅴ/v])を加 えて撹拝 した . 15,000rpm, 10分 間,室 温 で遠 心分離 し,

水層 を と り除 い た .再 び ,等 量 の ク ロ ロ フォル ム ･イ ソア ミル アル コール

(24:1 [Ⅴ/v])を加 えて撹拝 し, 15,000rpm, 10分 間,室温 で遠 心分離 し,水

層 を と り除いた.1/4量 の 10M LiCl液 を加 え,-20℃ に 2時 間以上放 置 した.

15,000rpm, 10 分 間,室温 で遠 心分離 後 ,水屑 を と り除 き,沈殿 を適 量 の

TEバ ッフ ァー に溶解 した.等 量 の TE飽 和 フェ ノール (pH9.5)を加 えて撹拝

し, 15,000rpm, 10 分 間,室 温 で遠 心分離 後 ,水 層 を と り除 い た .等 量 の

フェ ノール ･ク ロロフォル ム(1:1【Ⅴ/v])を加 えて撹拝 し, 15,000rpm, 10分

間,室温 で遠 心分離 後 ,水層 を と り除い た.等量 の ク ロロフォル ム ･イ ソア

ミル(24:1【Ⅴ/v])を加 えて撹拝 し,15,000rpm,10分 間,室温 で遠 心分離 後 ,

水層 を と り除いた .再 び ,1/4量 の 10M LiCl液 を加 え,-20℃ に 2時 間以上

放 置 した . 15,000rpm, 10 分 間,室温 で遠 心分 離 後 ,水屑 を と り除 き,汰

殿 に 70% (Ⅴ/v)ェ タ ノール を加 え, 15,000rpm,4℃ で 5分 間遠 心分離 した.

上清 を除 き,真 空 乾燥 し,適 量 の滅 菌水 に溶解 した.
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MdPna伝 子 の RNAプ ロ ッ ト解 析

各器 官 それ ぞれ 10pg相 当の全 RNA を 1,85% (Ⅴ/v)フォル ム アル デ ヒ ドを

含 む 1.5%(W/v)アガ ロー ス ゲル で電気 泳 動 し,20×SSCでナ イ ロンメ ンブ レ

ンにプ ロ ッ トした .プ ロ ッ ト後 の メ ンブ レンは ウェル の あ とを鉛 筆 で 印 をつ

け,2×SSCで 2回す す ぎ,風 乾 させ , 120℃ で 30分 間ベ ー キ ン グ させ た ,

メ ンブ レンは MdPZ遺 伝 子 の ア ンチセ ンス DIG-RNA プ ロー ブ を含 む DIG

EASYHYB(Roche,Ba島el,Switzerland)を用 い て,68℃ で 1晩ハ イ ブ リダイ

ゼー シ ョン を行 った .

ハ イ ブ リダイゼ ー シ ョン後 の洗 い と検 出 は第 2章 の手順 で行 った.

MdMADS5遺伝 子 の RNAプ ロ ッ ト解 析 と ReverseTranscription(RT)-PCR

ハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョン と検 出 は MdPI遺 伝 子 の RNA プ ロ ッ ト解 析 で記

した方 法 で行 った .

RT反 応 は RT-RCRhigh(Toyobo,Tokyo,Japan)を用 い て行 った .PCR反

応 は MdMADS5特異 的 プ ライ マ ー (セ ンス プ ライ マ ー5'-GGGAGAGGTAGA

GTTCAGC-3'とア ンチ セ ン ス プ ライ マ ー 5'-GATCAAGCAGCAAAGCATCC

G-3りをデ ザイ ン し,PCRバ ッフ ァー (10mM γris-HCH pH8.3],50mM KCl,

1.5mM MgC12,0.001% [W/v]Gelatin),20011M dNTPmix, 1mM MgSO4,

ROD-plusPolymerase(Toyobo)を用 い て PCRで増 幅 した .PCR反 応 は 95℃

3分 の ホ ッ トス ター ト後 , 94℃30秒 間, 50℃30秒 間, 72℃90秒 間 の 30サ

イ クル で行 った .PCR 産 物 は 1.5% (W/v)アガ ロー ス ゲル を用 い て電 気 泳 動

を行 った後 ,EtBrで染 色 を行 い,ゲル プ リンターGP-2000i(Taitec,Nagoya,

Japan)で写真 を撮 影 した .
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2.結 果

MdPZ遺伝 子 の cDNA を用 い た ア ンチセ ンス DIG-RNAプ ロー ブで, 紅̀

玉 'の花 の各器 官 か ら抽 出 した全 RNA を使 用 した RNA プ ロ ッ ト解 析 を行

った結果 ,花 弁 と雄 ず いで強 い発 現 が認 め られ ,子房 を含 む花床 部 で も弱 い

発現 が認 め られ た(Fig.4.1). この結果 は MdPZが リン ゴの ク ラス B遺伝 子

で,花 弁 と雄 ず いで発 現 す る こ とを裏 付 けた .

一方 ,MdMADS5遺伝 子 の cDNA を用 いた ア ンチセ ンス DIG-RNA プ ロ

ーブで, 紅̀ 玉 'の花 の各器 官 か ら抽 出 した全 RNA を使 用 した RNAプ ロ ッ

ト解析 を行 った .そ の結果 ,が くお よび花柱 ,子房 を含 む花床 部 で発 現 が観

察 され ,花 弁 で の発 現 は認 め られ なか った(Fig,4.2).また, リン ゴの ク ラ

ス B変異 品種 で あ る s̀pencerseedless'の花 の各器 官 か ら抽 出 した全 RNA

を用 いて,RT･PCRを行 った結果 ,花柱 を除 く外 が く,内が く,子房 を含 む

花床 部 で MdMADS5遺伝 子 の増 幅 が確認 で きた(Fig.4.3).
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第 2節 MdPJ遺伝 子 の組 織 学 的 な発 現解 析

1.材 料 お よび方法

サ ンプル の 固定

リン ゴ研 究拠 点 に植 栽 して あ る 紅̀ 玉 'の花 芽 を時期 別 にサ ンプ リング し

た.サ ンプ リング直後 に花芽 の二分割 ,側 面 を三分 の一切 除等 の トリミング

を行 った . トリミング後 直 ちに 50mL の遠 心 チ ュー ブ 中で FAA 液 (1.48%

lv/V]Formaldehyde,5% [V/V]AceticAcid,50% [V/V]ェ タ ノール ,0.1%

[W/v]Tween20)を液 量 がチ ュー ブ 内の花 芽 の高 さの 2倍 (以 下液 量 は花 芽 の

高 さの 2倍)とな る よ うに加 え,30分 間脱気 した .脱 気 は花 芽 が底 に沈む ま

で気 泡 が残 らない よ う振 動 を与 えなが ら行 った .FAA液 を取 り除い た後 ,氷

冷 した FAA液 を加 え,4℃ で 30分 間静置 し,再 び 30分 間 同様 に脱気 した.

FAA 液 を取 り除い た後 ,再 び氷 冷 した FAA 液 と完 全 に交換 し,4℃ で 1晩

静置 した.50%(Ⅴ/v)ェ タ ノール 4℃ 半 日間,60% (Ⅴ/v)ェ タ ノール 4℃ 半 日間,

70%(Ⅴ/v)ェ タ ノール 4℃ 半 日間,85%(Ⅴ/v)ェ タ ノール 4℃ 半 日間,95% (Ⅴ/v)

エ タ ノール 4℃ 1晩 それ ぞれ液 を完 全 に交換 し静置 した .無水 エ タ ノール を

室温 半 日間, それ ぞれ 4 回液 を完 全 に交換 し静置 した .無水 エ タ ノール は

99.5% (Ⅴ/v)ェ タ ノール に 30g/L とな る よ うにモ レキ ュ ラー シー ブス を加 え,

2-3時 間撹拝 復 ,濁 りが完全 にな くな るまでお よそ 2週 間静置 して作成 し

た.25%(Ⅴ/v)レモ ゾ-ル(Wako,Osaka,Japan):75%(Ⅴ/v)無水 エ タ ノール ,

50% (Ⅴ/v)レモ ゾ-ル :5~0% (Ⅴ/v)無水 エ タ ノール ,75%(Ⅴ/v)レモ ゾ-ル :25%

(Ⅴ/v)無水 エ タ ノール ,100%レモ ゾ-ル 2回液 を完全 に交換 し室温 で半 日間

静置 した. レモ ゾ-ル を交換 し, 10分 間脱 気 した後 ,液 量 の 4分 の 1のパ

ラブ ラス ト粒 を加 え,室温 で 1晩静置 した . これ を 60℃ に数 時 間置 き,パ

ラブ ラス トを完全 に融解 させ ,さ らに液 量 の 4分 の 1のパ ラブ ラス ト粒 を加

え,60℃ で数 時 間静置 した.続 いて混合 液 を捨 て,融解 したパ ラブ ラス トに

交換 し,60℃ で 1晩静 置 した.再 びパ ラブ ラス ト液 を交換 し,60℃ で半 日

間静置 し, これ を 6回繰 り返 し行 った の ち,切 片 作成 まで 4℃ で保 存 した .
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切片 ス ライ ドの作成

4℃保 存 の花 芽 を再 び融解 し,切 片 を作成 しやす い よ うに向 き を整 えてパ

ラフィンブ ロ ックを作成 した.ブ ロ ックは余分 なパ ラフ ィン部 分 を トリミン

グ した後 , ミク ロ トー ム(CarlZeiss,GmbH)を用 い て 10pm 厚 の連続 切 片 に

し,滅 菌 水 を乗 せ た シ ラ ン コー ト済 み の ス ライ ドグ ラス上 で伸 展 させ た .

42℃ で温 め切 片 が完全 に伸 展 した後 ,水 分 を除 き,そ のま ま 42℃ で 1晩ベ

ーキ ング させ た.

RNA プ ロー ブ の作成

MdPZ遺伝 子 が ク ロー ニ ング され てい るベ ク ター 1pg程 度 をセ ンスプ ロー

ブは EcoRIで, ア ンチセ ンスプ ロー ブ は SalI(Takara,Tokyo,Japan)でそ

れぞれ H バ ッフ ァー を用 い て 37℃ ,1時 間切 断 した.マイ ク ロ コン EZカ ラ

ム(Millipore,Massachusetts,USA)にのせ , 14,000rpm 30秒 間遠 心 し,刺

限酵 素 を除いた . この液 をエ タ ノール 沈殿 させ た後 ,沈殿 を 14pLの滅菌 蒸

留水 に融解 させ ,2pLの 10×バ ッフ ァー ,2pLの DIG RNA Lab_elingMix

(Roche,Easel,Switzerland),セ ンス プ ロー ブ は 2pLの T7ポ リメ ラーゼ ,

アンチセ ンスプ ロー ブ は 2pLの T3ポ リメ ラーゼ を加 え,37℃ ,90分 間イ

ンキ ュべ - 下した .そ の後 , 1pL の DNaseを加 え 37℃ , 15分 間イ ンキ ュ

ベ- トし,long/mLの tRNAを 1pL加 えェ タ ノール 沈殿 させ た.沈殿 を 50pL

の滅 菌蒸 留水 に融解 させ ,200mM Na2C03を 30pL,200mM NaHC03を 20pL

加 え,60℃ で 150base程 度 とな る よ うに時 間 を調整 して加 水 分解 を行 った .

その後 ,サ ンプル を氷 上 に置 き, 10% (Ⅴ/v)酢酸 を 10pL,3M 酢酸 ナ トリウ

ム 12pL加 え,気 泡 が 出た こ とを確認 後 ,エ タ ノール 沈殿 させ ,沈殿 を 50pL

の滅 菌蒸 留水 に融解 させ た .

ス ライ ドの調整

レモ ゾ-ル に 10分 間浸 し,脱 パ ラフ ィン させ た.染 色つ ぼ を交換 して再

度繰 り返 した.99.5%(Ⅴ/v)ェ タ ノール に 1分 間浸 し,染 色 つ ぼ を交換 して再

度繰 り返 した.95% (Ⅴ/v)ェ タ ノール ,85% (Ⅴ/v)ェ タ ノール ,50%(Ⅴ/v)ェ タ

ノール ,30% (Ⅴ/v)ェ タ ノール ,滅 菌蒸 留水 にそれ ぞれ 1分 間ず つ浸 し水 和
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させ た.-PBS(8g/LNaCl,0.2g/LKCl,1.15g/LNa2HPO4,0.2g/LKH2PO4)

に 2分 間浸 した. 1011g/mLproteinaseK,0.1M Tris-HCl(pH7.5),50mM

EDTA を含 む液 中で 37℃ ,30分 間イ ンキ ュべ - トした .0.2% (W/V)グ リシ

ンを含 む PBS液 中で proteinaseKの反応 を停 止 させ た .PBSに 2分 間浸 し,

pBS処理 を再 度繰 り返 した.0.1M トリエ タ ノール ア ミン(pH8.0)液 中に浸 し,

撹拝 しなが ら 1% (Ⅴ/v)濃 度 にな る よ うに無水 酢酸 を加 え, 10分 間撹拝 し続

けた.PBSに 2分 間浸 し,30%(Ⅴ/v)ェ タ ノール ,50%(Ⅴ/v)ェ タ ノール ,85%

(Ⅴ/v)ェ タ ノール ,95% (Ⅴ/v)ェ タ ノール ,無水 エ タ ノール に 2回それ ぞれ 1

分 間ず つ浸 し脱 水 させ た.ハ イ ブ リダイゼ ー シ ョンまでス ライ ドは風 乾 させ

た.プ ロー ブ液 は 1ス ライ ドあた り 2pgのプ ロー ブ を含 む液 50pL と脱 イオ

ン化 フォル ムア ミ ド 50pLを混ぜ ,80℃ で 2分 間イ ンキ ュべ - トした後氷 上

で保 持 した . 1ス ライ ドあた り終濃 度 1.5M NaCl,10mM Tris-HCl(pH6.8),

5mM EDTA,50%deionizedformamide,10% (W/V)sodium dextransulfate,

1mg/mLtRNA,1×denhardt'ssolution,10unitRNaseinhibitorに調整 し

たハ イ ブ リダイゼー シ ョンバ ッフ ァー400pL とプ ロー ブ液 100pL を混合 さ

せ ,ス ライ ド上 の切 片 上 に滴 下 し,気 泡 が入 らない よ うカバ ー グラス をかぶ

せ た.乾燥 しない よ う底 に湿 らせ た紙 を敷 き,プ ラスチ ック容器 内に静置 し,

蓋 を ビニール テー プで よ く巻 い た後 ,40℃ で 1晩ハ イ ブ リダイ ズ させ た .

ハイ ブ リダイゼ ー シ ョン後 の検 出

50℃ で温 めた 2×SSCを用 い てハ イ ブ リダイゼ ー シ ョンの終 了 した ス ライ

ドか らカバ ー グ ラス をはず した .この操 作 はプ ロー ブ毎 に液 を交換 して行 っ

た,2×SSCで 50℃ ,60分 間イ ンキ ュベ - トした .20pg/mLの濃度 にな る よ

うRNaseA を NTE(0.5M NaCl,10mM Tris-HCl[pH7.5】,1mM EDTA)と混

合 させ ス ライ ドを 37℃ ,30分 間イ ンキ ュべ - トした .NTEで 37℃ ,5分 間

イ ンキ ュべ - トを 3回行 った.再 び 2×SSCで 50℃ ,60分 間イ ンキ ュベ -

トした ,PBS に 5 分 間浸 し,DIGlバ ッフ ァー (0.1M γris-HCl[pH7.5],

150mM NaCl)に 5 分 間 浸 した 後 , ブ ロ ッキ ン グバ ッ フ ァー (0,5% [W/v]

blockingreagent[Roche],MaleicAnhydride,150mM NaCl)に 60分 間浸 し

た,ブ ロ ッキ ングバ ッフ ァー に終濃 度 0.3% (W/v)TritonX-100を加 え,1,000
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倍濃度 とな る よ うに抗 DIGアル カ リフォス フ アタ-ゼ標 識 抗 体 (Roche)を加

えた液 をス ライ ド上 の切 片 上 に滴 下 し,気 泡 が入 らない よ うカバ ー グ ラス を

かぶせ た .乾燥 しない よ う底 に湿 らせ た紙 を敷 き, プ ラス チ ック容器 内 に

60分 間静置 した .DIGlバ ッフ ァー に終濃 度 0.3% (W/v)TritonX-100を加

えた事夜中でカバ ー グ ラス をはず した.DIGlバ ッフ ァー に終濃 度 0.3% (W/V)

の TritonX-100を加 えた液 で 20分 間 3回イ ンキ ュべ - トし,発 色 バ ッフ ァ

ー(0･1M Tris-HCH pH9･5],0･1M NaCl,50mM 甲gC12)で 5分 間浸 した ･発

色バ ッフ ァー 1mLに NBT/BCIPstocksolution(Roche)を 20pL加 え, この

液 をス ライ ド上 の切 片 上 に滴 下 し,気 泡 が入 らない よ うカバ ー グ ラス をかぶ

せ た.乾燥 しない よ う底 に湿 らせ た紙 を敷 き,プ ラスチ ック容器 内 に静 置 し,

蓋 を ビニール テー プ で よ く巻 いた後 ,28℃ で 1晩静 置 した .

染色 後 の洗 い

蒸 留水 中でカバ ー グ ラス をはず し,70% (Ⅴ/v)ェ タ ノール に 5分 間浸 し,

95% (Ⅴ/v)ェ タ ノール に 5分 間浸 し,70% (Ⅴ/v)ェ タ ノール に 5分 間浸 し,蒸

留水 に 5分 間浸 した後 ,風 乾 させ た .風 乾後 Entellanをス ライ ド上 の切 片

上 に滴 下 し,気泡 が入 らない よ うカバ ー グラス をかぶせ た.乾燥 後 ,ス ライ

ド切 片 を光学顕微鏡 (Leica,Wetzlar,Germany)で観 察 した .

2.結 果

発育 中の 紅̀ 玉 'の花 芽 につ い て 〝♂〃 遺伝 子 の RNA プ ロー ブ を用 い た

1'nsl'tuハ イ ブ リダイゼー シ ョンを行 った ,December.1,2005の花芽 は NBT

の青色 染色 に よる MdPZ遺伝 子 の発 現 が わず か なが ら花 弁原 基 と雄 ず い原

基 で特異 的 に確認 す る こ とが で きた(Fig.4.4B).Janualy.31,2006の花 芽

は December.1,2005よ りも花器 官 ,特 に雄 ず い の薪壁 が発 達 していた(Fig.

4.4C).また,青色 で示 され る MdPZ遺伝 子 の発 現 は花弁 原 基 と雄 ず い原 基

で濃 く,花床 部 の雄 ず い維 管束 で も特異 的 に青色染 色 が見 られ た .March.7,

2006の花芽 は Janualy.31,2006よ りも青色染 色 に よる MdPZ遺伝 子 の発 現

が花 弁 原 基 と雄 ず い原 基 ,雄 ず い維 管 束 で 特 異 的 に濃 くな っ て い た (Fig.
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4.5B).April.13,2006の花 芽 は薪 の発 達 が顕 著 に観 察 で き,MdPng伝 子

の発 現 を示す青色 が花 弁原 基 と雄 ず い原 基 ,雄 ず い維 管束 で さ らに特異 的 に

はっ き りと観 察 で きた(Fig.4.5C).April.26,2006の花 芽 の縦 断面 は花器 官

が開花 に向 けて発 達 していた(Fig.4.6).MdPZ遺伝 子 の発 現 は花 弁 と雄 ず い

の薪壁 ,花 系∩,花床 内の維 管束 で特 異 的 な青色 染 色 が見 られ た.April.26,

2006の花 芽 の横 断面 の調 査 を行 い,立体 的 なナノMdPZ遺伝 子 の発 現 を観 察 し

た(Fig.4.7),MdPni伝 子 の発 現 を示 す 青色 は花 弁 と雄 ず い の薪壁 ,花 糸 ,

花床 内の雄 ず い維 管 束 で特異 的 に確認 され (Fig.4.7C),花床 内の花 弁 の維

管束 で は MdPnE伝 子 の発 現 は認 め られ なか った .雄 ず い維 管束 で の MdPZ

遺伝 子 の発 現 は腔珠 の近傍 には な く,花床 内の途 中で発 現 が な くなってい た

(Fig.4.7C,4.7D and4.7E).
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Fig.4.41'DSL'tuhybridizationofMdPZexpression

inflowerbudsof̀Jonathan'

OnDecember.1,2005andJanuary.31,2006

A,Control;thesamplecollectedonMarch.7,2006,detectedbyMdPZ

senseprobe;B,December.1,2005sampleMdPZantisenseprobe,IThe

MdPZgeneexpressionwasdetectedinpetalsandstamensprimordium.C,

January. 31,2006 sample MdPZ antisense probe.The MdPZ gene

expressionwasdetectedinpetals,stamensandvascularbundleofstamen.

bar=500pm
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Fig.4.51'DSL'tzLhybridizationofMdPZexpression

inflowerbudsof̀Jonathan'

onMarch.7,2006andApril.13,2006

A,Control,'thesamplecollectedonMarch.7,2006,detectedbyMdPZ

senseprobe;B,March.7,2006sampleusingMdPZantisenseprobe;The

MdPZgeneexpressionwasdetectedinpetals,stamensandvascularbundle

ofstamen.C,April.13,2006sampleusingMdPZantisenseprobe.The

MdPZgeneexpressionwasdetectedinpetals,stamensandvascularbundle

ofstamen.bar=500pm
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Fig.4.61'DSL'tuhybridizationofMdPZexpression

inflowerbudsof̀Jonathan'onApril.26,2006

The sample was collected on April,26, 2006 detected by MdPI

antisense probe;The MdPZgene expression was detected in petals,

stamensandvascularbundleofstamen.bar=1mm
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Fig.4.71'Ds)'tuhybridizationofMdPZexpression

inflowerbudsof̀Jonathan'onApril.26,2006

Z;ThesamplewascollectedonApril･26,2006･Thecrosssectionsfrom

A toE werecorrespondentwith each A toE Figure;TheMdPZgene

expressionwasdetectedinpetals,stamensandvascularbundleofstamen･

bar=1mm
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第 3節 MdMADS5遺伝 子 の組織 学 的 な発 現解析

1.材料 お よび方法

リン ゴ研 究拠 点 に植 栽 して あ る 紅̀ 玉 ' と s̀pencerseedless'の花芽 を

時期別 に採 取 し使 用 した.プ ロー ブ は MdMADS5遺伝 子 が ク ロー ニ ング さ

れ てい る cDNAベ クター 111g程度使 用 し,セ ンス プ ロー ブ は XAoIで, ア ン

チセ ンスプ ロー ブ は Hl'DdIIIで 37℃ ､60分 間切 断 した .本章 ,第 2節 の方

法 と同様 に RNA の転 写 はセ ンスプ ロー ブ が T3ポ リメ ラーゼ , ア ンチセ ン

スプ ロー ブが T7ポ リメ ラーゼ を用 い て 37℃ ,90分 間行 った .

花芽 の固定 か らハ イ ブ リダイゼ ー シ ョン,洗 いか ら検 出,観 察 まで は本 章 ,

第 2節 の方法 と同様 に行 った .

2.結 果

紅̀ 玉 'の花芽 を用 いた 1'DSl'tuハ イ ブ リダイゼ ー シ ョンを MdMADS5遺

伝子 の RNA プ ロー ブ を用 い て行 った.December.1,2005の花 芽 は青色染

色 に よる MdMADS5遺伝 子 の発 現 は, が く,花床 部 お よび花柄 に至 るまで

外側 の部位 で特異 的 に確認 した(Fig.4.8B).January.31,2006お よび April.

13,2006 の花 芽 も December.1,2005 の花 芽 と同様 な発 現 を示 した(Fig.

4.8Cand4.9). また, s̀pencerseedless'の花芽 を用 いた April.13,2006

の切 片 で は,外 が く,内が くお よび が くか ら花床 部 ,花柄 に至 るまで外側 の

部位 で特異 的 な MdMADS5遺伝 子 の発 現 を確 認 した(Fig.4.10).

72



r牽 蒜㌔ 三&al■

.A

′
●刊

./
.′

･'〆
㌧
/t

ヾ

S

A

/
3
:･.!.

m′

韓
芋
ダ
声

J
Si
.dm
摘

Fig.4.8LIDSl'tuhybridizationofMdMADS5expression

inflowerbudsof̀Jonathan'

A,Control;the sample collected on December.1,2005 detected by

MdMADS5senseprobe;B,December.1,2005sampleusingMdMADS5

antisenseprobe,'TheMdMADS5geneexpressionwasdetectedinsepals

andoutsideofreceptacle.C,January.31,2006sampleusingMdMADS5

antisenseprobe.TheMdMADS5geneexpressionwasdetectedinsepals

andoutsideofreceptacle.bar=500pm
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Fig.4.91'DSjtzLhybridizationofMdMADS5expression

inflowerbudsof̀Jonathan'

A,Control;the sample collected on April. 13,2006 detected by

MdMADS5 Sense probe,IB,April.13,2006 sample using MdMADS5

antisenseprobe.TheMdMADS5geneexpressionwasdetectedinsepals

andoutsideofreceptacle.bar=500pm
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Fig.4.101'DSL'tuhybridizationofMdMADS5expression

inflowerbudsof̀SpencerSeedless'

A,Control;the sample collected on April.13,2006 detected by

MdMADS5 Sense probe;B,April.13,2006 sample using MdMADS5

antisenseprobe.TheMdMADS5geneexpressionwasdetectedinouter

andinnersepalsandreceptacle.bar=500pm
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考 察

Md〃 遺伝 子 の )'DSl'tuハ イ ブ リダイゼ ー シ ョンにお け る mRNAの発 現 は

主 に花弁 と雄ず い原 基 で観 察 され た(Fig.4.4､4.5､4.6and4.7).また,花

床 内の雄 ず い維 管束 で も発 現 が観 察 され た.この組 織 学 的 な発 現パ ター ンは

Fig.4.1で示 した RNAプ ロ ッ ト解 析 の結果 と一致 してい た .RNAプ ロ ッ ト

解析 にお け る子房 を含 む花床 内で の MdPZ遺伝 子 のわず か な発 現 は,花床 内

に あ る雄 ず い維 管 束 で発 現 が あ る た め に検 出 され た も の と推 察 され た .

MdPZ遺伝 子 の発 現 が花床 内上部 の維 管 束 で も観 察 され た こ とか ら,染 色 さ

れ た場所 まで雄ず い の アイデ ンテ ィテ ィー を有 してい る と判 明 した.これ ま

で リン ゴ花床 部 にお け る雄 ず い維 管束 の配置 につ いて の報 告 はない が,本 実

験結果 を も とに雄 ず い維 管 束 の配 置 を突 き止 め られ る と考 え られ る. ま た,

モ モ 等 の 子 房 中位 花 に お け る MdPZ遺 伝 子 の雄 ず い 維 管 束 で の発 現 を調

査 ･比較 す る こ とで,子房 下位 花 の形成 を明 らか にで き る可能性 が あ る と考

え られ る∴

リン ゴの クラス B 遺伝 子変異 品種 の花器 官 は二重 の が く と多数 の雌 ず い

か ら構 成 され てい る.Fig.4.2の結果 か ら,シ ロイ ヌナ ズナ の ク ラス A遺伝

子 APl遺伝 子 と相 同 な遺伝 子 で あ る MdMADS5遺伝 子 はが くの形成 に関与

してい る こ とが再確認 され た . シ ロイ ヌナ ズナ の APl遺伝 子 はが くと花 弁

の形成 に関与 してい る他 ,花器 官 の分化 を決 定す る機 能 ,花 序 か ら花芽 分 裂

組 織 - の 分 化 方 向 を決 定 す る機 能 を持 つ こ とが 報 告 され て い る(Man_del

andYanofsky,1995).本 実験結果(Fig.4.2)で は,MdMADS5遺伝 子 はが く

お よび雌 ず い,子房 を含 む花床 部 で発 現 が見 られ た が; 花 弁 の形成 には関与

してい ない こ とが示 唆 され た.APl遺伝 子 はが くと花 弁 の whorllと 2で発
LJ

現 してい るが,MdMADS5遺伝 子 の RT-PCRの結果 (Fig.4.3),通 常 品種 で

は,が くのみ(whorllだ け)の発 現 だ った. リン ゴの クラス B 遺伝 子変異 品

種 で は花 弁 が変化 したが く(whor12)で も発 現 が見 られ た た め,whorll と 2

で発 現 が あ る こ とにな る. シ ロイ ヌナ ズナ の ABCモデル で示 され たパ ター

ン と違 い,花 弁 の形成 に､は全 く関与せ ず が くの形成 のみ に働 い てい る こ とが

示唆 され た.また,第 1章 の結′某 か ら リン ゴの ク ラス B 遺伝 子 変異 品種 の
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二重 に形 成 す るが くが 単為 結 実性 に関与 して い る可 能 性 が示 唆 され た こ と

か ら, が くが二重 に形 成 され る こ とと単為結 実性 との 関係 を調 査 す るた め,

MdMADS5遺伝 子 につ いて )'DSl'tuハ イ ブ リダイゼ ー シ ョンに よる組織 学 的

な調 査 を行 った .MdMADS5遺伝 子 の発 現 は 紅̀ 玉 'で はが くのみ な らず ,

それ に続 い て花柄 部 にまで観 察 され , s̀pencerseedless'で は花弁 が変化

したが くで も発 現 が見 られ た が,そ の他 の場所 で の発 現 は 紅̀ 玉 'と同様 で

あった .この結果 は Fig.4.3の RT-PCRの結果 と一致 してい た.MdMADS5

遺伝 子 の発 現 部位 は序論 の Fig.3で示 した模 式 図 の青 い斜 線 部 と一 致 して

い る こ とか ら,果 実 の肥 大 に関係 してい る遺伝 子 で あ る と考 え られ た.シ ロ

イヌナ ズナ で は AP3/PIの- テ ロダイマ ー は APl遺伝 子 の転 写 を調 節 す るタ

ーゲ ッ ト因子 で あ る と報 告 され てい る(Sundstr6m eta1.,2006). リン ゴで

も MdPZ遺伝 子 が AP3遺伝 子 ホモ ログで あ る MdMADS13遺伝 子 も しくは

MdTM6遺伝 子 とダイ マー を形成 し,が くの形成 に関与 して い る MdMADS5

遺伝 子 の転 写 を調 節 してい る可能性 が考 え られ る.しか し,リン ゴの ク ラス

B遺伝 子変異 品種 で は MdPnE伝 子 の発 現 が抑制 され てい るた め,この遺伝

子調 節 経 路 は機 能 してお らず , が くの発 達 に は他 の経 路 に よ る MdMADS5

遺 伝 子 の 調 節 が 重 要 で あ る と考 え られ た . ま た , 紅̀ 玉 ' と s̀pencer

Seedless'で の MdMADS5遺伝 子 の発 現 の違 い は,花 弁 が置 き換 わ った が

くのみ で あった こ とか ら,が くが二重 に形 成 され る こ と と単為結 実性 との関

係 は弱 い と考 え られ ,肱珠 ,心皮 お よび子房ーの形成 (に関与す る遺伝 子)と単

為結 実性 との関係 が強 い と推 察 され る.

リン ゴの ク ラス B遺伝 子変異 品種 は雄ず い が雌 ず い に変化 してい るた め,

雄 ず い部位 には雌 ず い お よび腔 珠 とそれ を包 む 子房 が形 成 され て い る と考

え られ る.-この胚珠 は第 1章 で示 した よ うに正 常 に機 能 して い る.したが っ

て,リン ゴの クラス B遺伝 子 変異 品種 で は,本 来雄 ず い とな る部位 が雌 ず い

お よび胚 珠 とそれ を包 む 子 房 に置 き換 わ る こ と と単 為 結 実 性 との 間 に 関係

が あ る と推 察 され た .一方 ,リン㌧ゴの も う一つ の ク ラス B遺伝 子 で,シ ロイ

ヌナ ズナ の AP3遺伝 子 の リン ゴホモ ログの MdMADS13遺伝 子 は,通 常 品
71こ7､l

種 とク ラス B遺伝 子変異 品種 の花 にお いて,発 現 量 と発 現 部位 が異 な って い

るこ とが-示 され てい る(和 田 ら 2006,2006). この こ とは,MdPZ遺伝 子 に よ
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る発 現制御 を受 けてい て,MdMADS13遺伝 子 が MdPZ遺伝 子 と共 同で働 い

てい る こ とを示唆 してい る. また,MdMADS13遺伝 子 の発 現 は通 常 品種 で

は花弁 と雄 ず い だ けで な くの胚珠 で発 現 が見 られ ,花器 官 が発 達 して くる と

徐 々 に発 現 が減 少 す るが,リン ゴの ク ラス B変異 品種 で は子房 壁 お よび花床

部 で通 常 品種 よ りも強 い発 現 が認 め られ てい る.この こ とは MdMADS13遺

伝子 が リン ゴの ク ラス B 遺伝 子変異 品種 と単為結 実性 の関係 づ けてい る遺

伝子 の 1つ で あ る可能性 を示 唆 してい る. シ ロイ ヌナ ズナ の AP3遺伝 子 ホ

モ ログで あ る トマ トの TM6遺伝 子 の発 現部位 は MdMADS13遺伝 子 と同様

に子房壁 と胚珠 で,この遺伝 子 を導入す る こ とで単為 結 実性 が 引 き起 こ され

るこ とも報告 され て い る(Martinoeta1.,2006).他 の花器 官形成遺伝 子 との

相互作用 は どの よ うな機 構 で行 われ てい るか未 だ解 明 され て い ない が,シ ロ

イ ヌナ ズナ の AP3ホモ ログ遺伝 子 が単為結 実性 を解 決 で き る遺伝 子 で あ る

可能性 が考 え られ た .

摘 要

本 章 で は, クラス B遺伝 子 の MdPZ遺伝 子 と, ク ラス A遺伝 子 で リン ゴ

の ク ラス B 遺伝 子 変異 品種 で二重 のが く形成 に関係 してい る と推 察 され る

MdMADS5遺伝 子 の発 現部位 を調 査す る こ とを 目的 に,RNA プ ロ ッ ト解 析

と RT-PCRを行 った . また, 紅̀ 玉 '花芽 の各器 官 で の MdPZ遺伝 子 の発 現

部位 を調 査す る こ とを 目的 に,花 芽 の各発 育 ステ ー ジで 1'DSl'tuハ イ ブ リダ

イゼ ー シ ョン行 った . さ らに, 紅̀ 玉 ' と リン ゴの ク ラス B遺伝 子 変異 品種

で あ る s̀pencerseedless'の花 芽 の各器 官 で の MdMADS5遺伝 子 の発 堤

部位 を調 査す る こ とを 目的 に,花芽 の各発 育 ステー ジで )'DSl'tuハ イ ブ リダ

イゼ ー シ ョン行 った .

(1) 紅̀ 玉 'の花器 官 を用 い て RNAプ ロ ッ ト解 析 を行 った .MdPZ遺伝 子

のア ンチセ ンス RNAプ ロー ブ を使 用 した場合 ,花 弁 と雄 ず いで特異 的 な発

現 が 見 られ た が ,子房 を含 む 花床 部 で もわず か な発 現 が見 られ た . ま た ,

MdMADS5遺伝 子 のア ンチセ ンス RNAプ ロー ブ を使 用 した場 合 ,が くお よ

78



び花柱 ,子房 を含 む花床 部 で発 現 が見 られ た .また,リン ゴの ク ラス B遺伝

子変異 品種 s̀pencerseedless'の花器 官 を用 いて MdMADS5遺伝 子特異

的プ ライ マー を使 用 した RT-PCRを行 った ところ,が く(外 が く)と花 弁 が変

化 したが く(内が く)と子房 を含 む花床 部 で発 現 が確認 され た .

(2) 紅̀ 玉 'の MdPZ遺伝 子発 現 開始 か ら開花 直前 まで の花 芽 を用 いて,

MdPni伝 子 のア ンチセ ンス RNAプ ロー ブ を使 用 した I'nsl'tuハ イ ブ リダイ

ゼー シ ョンを行 った .花 弁 と雄 ず い で特 異 的 な発 現 が観 察 され たが,花床 部

内の雄 ず い推 管束 で も発 現 が見 られ た . これ は第 4章 ,第 1節 の RNAプ ロ

ッ ト解析 の花床 部 で わず か な発 現 が見 られ た結果 と一致 してい た.MdPZ遺

伝 子 の発 現 が花床 内上部 の維 管束 で も観 察 され た こ とか ら,染 色 され た場所

まで雄ず い のアイデ ンテ ィテ ィー を有 してい る と判 明 した.

(3) 第 4章 ,第 2節 と同 じ花芽 を用 い て MdMADS5遺伝 子 の ア ンチセ ンス

RNAプ ロー ブ を使 用 した )'nsl'tuハ イ ブ リダイゼ ー シ ョンを行 った .が くと

が くか らつ なが って い る花 床 部 の外 側 か ら花 柄 まで の外側 の細 胞 で発 現 が

観 察 され た. これ は第 4章 ,第 1節 の MdMADS5遺伝 子 プ ロー ブ を使 用 し

た RNAプ ロ ッ ト解 析 の結果 と一致 して いた .また, リン ゴの ク ラス B遺伝

子変 異 品種 s̀pencerseedless'の花芽 を用 いて MdMADS5遺伝 子 の ア ン

チセ ンス RNAプ ロー ブ を使 用 した 1'nsl'tuハ イ ブ リダイゼ ー シ ョンを行 った .

が く(外 が く)と花 弁 が変化 した が く(内が く)で発 現 が見 られ , が くか ら続 い

てい る花床 部 の外側 か ら花柄 まで の外側 の細胞 で発 現 が観 察 され た.この結

果 も第 4章 ,第 1節 の MdMADS5遺伝 子 プ ライ マ 二 を使 用 した RTIPCRの

結果 と一致 してい た .
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第 5章 MdPZ遺 伝 子 プ ロモ ー タ ー の機 能 解 析

1.緒 言

リン ゴの ク ラス B遺伝 子 変異 品種 の MdPZ遺伝 子 は,レ トロ トランス ポ ゾ

ンの挿 入 が あ るた め に mRNA に転 写 され てい ない .10kbほ どの レ トロ トラ

ンス ポ ゾンがゲ ノム DNA上 に存在 す るた め転 写 が途 中で止 ま って しま うか,

も しくは転 写後 のスプ ライ シ ン グが うま く働 い てい ない こ とが考 え られ る.

シ ロイ ヌ ナ ズ ナ の 花 器 官 形 成 に 関 与 す る ホ メ オ テ ィ ック遺 伝 子 で あ る

APl遺伝 子 ,AP3遺伝 子 お よび AG遺伝 子 は転 写 因子 で あ る MADS ドメイ

ンをエ ン コー ドして い る(Goto_andMeyerowitz,1994;Jacketa1.,1992)･

これ らの遺伝 子産 物 は CArGbox(CC(A/T)6GG)と呼 ばれ る DNA配列 と結合

す る こ とが明 らか とな ってい る(Hilleta1.,1998,'Riechmanneta1.,1996,I

Schwarz-Sommereta1.,1992). これ らの遺伝 子 は正 の フ ィー ドバ ック機 構

に よ りお互 い の発 現 を制御 してい る(GotoandMeyerowitz,1994,'Jack et

a1.,1992). シ ロイ ヌナ ズナ の AP3遺伝 子 プ ロモ ー ター の活性 は AP3/PZ-

テ ロダイ マー に よる結合 とプ ロモ ー ター機 能 を持 つ少 な く とも 2つ の CArG

boxに よ り媒 介 され てい る(Hilleta1.,1998,'Riechmanneta1.,1996,'Tilly

eta1.,1998). しか し,Pf遺伝 子 プ ロモ ー ター には CArG boxが存在せ ず ,

自己調 節 に よ り転 写 を制 御 して い る と示 唆 され て い る(Chen eta1.,2000;

HonmaandGoto,2000).一方 , 孝 ンギ ョソ クの AP3遺伝 子 と 〃 遺 伝 子 の

オー ソログで あ る DEFZC1-ENS (DED 遺伝 子､と GLOBOSA (GLO)遺伝 子 で

は,両遺伝 子 のプ ロモ ー ター が CArGbox を持 ち,DEF遺伝 子 と GLO遺伝

子 の- テ ロダイマー と結合 してい る(Davies､eta1.,1996;Zachgo,1'995).ま

た ,AP3遺 伝 子 プ ロモ ー ター も し くは PZ遺 伝 子 プ ロモ ー ター の 下 流 に

6-glucuronidase(GUS)遺伝 子 を融合 させ , シ ロイ ヌナ ズナ に形 質転 換 させ

た場合 は,花 弁 と雄 ず い で特異 的 に GUS活性 が あ る こ とが報 告 され てい る

(Hilleta1.,1998;Honma eta1.,2000). リン ゴの ク ラス B遺伝 子 で あ る

Md〃 遺伝 子 のプ ロモ ー ター もシ ロイ ヌナ ズナ と同様 に,花 弁 と雄 ず いで特

異 的 に働 くこ とが予想 され る.
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そ こで本 章 で は,MdPZ遺伝 子 の発 現 を制御 してい る と推 定 され る MdPZ

遺伝 子 プ ロモ ー ター を単離 す る こ とを 目的 に, ゲ ノム ライ ブ ラ リー作成 後 ,

ス ク リー ニ ングを行 った.また,単離 した MdPZ遺伝 子 プ ロモ ー ター の機 能

解析 を行 うこ とを 目的 に GUSと融合 させ た発 現ベ クター を作成 し, これ を

シ ロイ ヌナ ズナ に形 質転換 し,GUS活性 の発 現 部位 を観 察 した .

U｢し
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第 1節 MdPZ遺 伝 子 プ ロモ ー タ ー の 単 離 とベ ク タ ー の 構 築

1.材料お よび方法

ゲ ノム ライ ブ ラ リー の作成

リン ゴ研 究拠 点 に栽植 して あ る 紅̀ 玉 'の葉 を使 用 した .5月 に新薬 を採

取 し, 液 体 窒 素 で 凍 結 し,-80℃ で保 存 した . ゲ ノ ム DNA の抽 出 は 改 変

2×CTAB法 (Kotodaeta1.,2000)で行 った.抽 出 したゲ ノム DNA約 5pgを

sau3AIの制 限酵 素 を用 い,M バ ッフ ァー と共 に 37℃で 5分 間ず つ 40分 間

イ ンキ ュべ - トし部 分 的 に切 断後 ,フェ ノール ･ク ロ ロフォル ム処理 ,エ タ

ノール 沈殿 後 ,LambdaEMBL3/BamHIベ クター(Stratagene,LaJolla,CA)

を用 いて DNALigationkitver.2.1(Takara,Tokyo,Japan)で 26℃ , 10分

間 ラ イ グ ー シ ョ ン を 行 い , Gigapack HI gold packaging extract

(Stratagene)で 22℃ ,2時 間パ ッケー ジ ング しゲ ノム ライ ブ ラ リー を作成 し

た.

ス ク リー ニ ング

MdPng伝 子 上流 cDNA を PCRに よ り増 幅 した DIGで ラベル したプ ロー

ブ を用 い てス ク リー ニ ングを行 った.NZY培 地 (5g/L NaCl,2g/L MgSO4･

7H20,5g/LBactoYeastextract,log/LNZamine,15g/lAgar,lpH 7.51)に

1プ レー トにつ き 5万 プ ラー ク とな る よ うに ⅩL1-BlueMRAP2コン ビテ ン

ト大腸 菌 ともに NZYtopagar(NZY培 地,0.7% [W/v]Agarose)を用 い てプ レ

ー ト上 で培養 し, 100万 プ ラー クをス ク リー ニ ングに使 用 した.MdPZ遺 伝

子 の ク ロー ン と推 定 され るフ ァー ジ を QIAGENLambdakit(QIAGENK.K.,

Tokyo,Japan)を用 い て精製 し,SalIで切 断後 ,pBluescriptH SK+に DNA

LigationkitveI･2･1(Takara)を用 いて 16℃ ,30分 間 ライ ゲ- シ ョン し, コ

ン ビテ ン ト大腸 菌 DH5αと混合 後 10分 間氷 冷 し 42℃ で 30秒 間 の ヒー トシ

ョックの後 ,SOC培 地 (20g/L Bactotryptone,5g/L BactoYeastextract,

10mM NaCl,2.5mM XCl,20mM MgSO4･7H20,20mM MgC12･6H20,20mM

Glucose)で 37℃ ,60分 間培養 を行 い形質 転換 させ た .培養 液 を,4% (W/v)
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5･Bromo-4-chlor0-3-Indoly1-6-D二Galactoside(Ⅹ-gal)と 0.1M Isoprpy1-6-D-

thiogalactopyranoside(IPTG)を塗布 した ア ン ピシ リン添加 LB培 地 に塗 り

広 げ,37℃で 1晩培養 後 ,白い コロニー を選 抜 し,形 質転換 大腸 菌 を増殖 さ

せ た.大腸 菌 のプ ラス ミ ドは QIAprepSpinMiniprepXit(QIAGEN)を用 い

て抽 出 した. コーデ ィング領 域 を含 んだ プ ロモ ー ター部分 (約 4.3kb)の塩 基

配列 は HITACHISQ5500S(Hitachi,Ibaraki,Japan)オー トマチ ックシー

クエ ンサー を用 い て,ダイデ オ キシ法 に よって決 定 した .ヌ ク レオチ ドシー

クエ ンス は GENETYX-MACソフ トウェア を用 い て解析 した.

プ ロモ ー ター解 析 用 ベ ク ター の作成

プ ロモ ー ター解 析 の た め,MdPZ遺 伝 子 プ ロモ ー ター の位 置 に相 当す る

ATG転 写 開始 点 の上流 1kb,2kbの断片 を増 幅す るプ ライ マ ー を作成 した .

セ ンスプ ライ マー(plS:ATTCTAGATAAATTTGGAGTCCCCTTCC,p2S:ATT

CTAGAGGTTCGAGGAGTGTAGTTGC)には XbaIサイ ト,ア ンチセ ンスプ ラ

イ マ ー (ATCTCGATCTCTCAGTATTCTTGTTCTCTCTATTTTCTCC)に は

XLoIサイ トをつ け,LA-PCRキ ッ ト(Takara)を用 い て PCRを行 い,それ ぞ

れ の大 き さの断片 を増 幅 した .反応 条件 は 94℃1分 間,60℃ 1分 間,72℃ 2
∫

分 間の 25サイ クル で行 った .それ ぞれ の断片てこつ いて M バ ッフ ァー と BSA

を加 えた XbaIと XAoIで切 断 し,下流 に GUS遺伝 子 と NOSター ミネ ー タ

ー を融合 させ ､ア グ ロバ クテ リウム用 ゐベ クター(pSMAK312Blue)に DNA

Ligationkitver.2.1(Takara)を用 いて 16℃で 30分 間 ライ グー シ ョン した .

3.結 果

ゲ ノム ライ ブ ラ リー か らのス ク リー ニ ングの結果 ,3つ の ク ロー ンが得 ら

れ ,ス ク リー ニ ングに使 用 した プ ロー ブ と同 じ MdPng伝 子 の上流域 のプ ラ

イマー を用 いた PCRで,2つ の ク ロー ンの増 幅 が認 め られ た .MdPng伝 子

の コーデ ィング領 域 及 び ,プ ロモ ー ター領 域 の シー クエ ンス の結異 ,コーデ

ィング領 域 の配列 は MdPZ遺伝 子 ゲ ノム と 98%の相 同性 が見 られ た ,そ のた

め,そ の上流域 をプ ロモ ー ター領 域 と同定 した. ク ロー ニ ン グで きた MdPZ
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遺伝子 コーデ ィング領域上流 の長 さはお よそ 4kbで あ り,MdPZ遺伝 子 プ ロ

モー ターの塩基配列 を Fig.5.1に示 した.このプ ロモー ター領域 の相 同性 を

検 索 した結果 ,他 の遺伝 子 プ ロモ ー ター と明確 な相 同性 は見 られず ,CArG

box も存在 しなか った.MdPZ遺伝子 プ ロモー ター領 域 は, コーデ ィング領

域 の直前 の-90bp付近 に TATAboxが存在 し,それ をは さむ よ うに GA と CT

の繰 り返 し配列 が見 られ た. さらに MdPZ遺伝 子 プ ロモー ター領域 の場合 ,

-310bp付近 の CAATboxの上流 にお よそ 46bpの GAの繰 り返 し配列 が見 ら

れた こ とが特徴 的だ った.

MdPZ遺伝 子 プ ロモー ター のア グ ロバ クテ リウム用ベ クター と して, 1kb

の長 さのプ ロモー ター部分 を用 いた plSMdPI::GU~S と,2kbの長 さのプ ロ

モー ター部分 を用 いた p2SMdPI::GUSの 2種類 を構 築 した(Fig.5.2),
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TAAATTTGGAGTCCCCTTCCACAAAACAA

TGTGATTGGTAATCCAAAATAAATTTAAGTAGTAAATAATTTGGACTTTC

GTAATGTTTACTCAAGTAAACGTAACAGTTTTAGACATCACAATTCCTAA

CCTTTTCATAGAACCATTCAGCAATATAGATTTAGGGACTACTGCTACAC

AGCAAGGCCACAAAGATAAGACAGACGAAATCACAGTTGTCTTGTTTAAT

GACCTTGACTGTTTTGACTTTGAGGTTTCAGAATTCCTTCCTTTGTATTC

AGGGCACATAAAACTTACTTTGTCTCCTAGTTTGCTCCTTCACTTTACCA

CCTACAAACCCACTATTACTTGCTGAGAAAAAACACATACTTATATCGAT

TTGATGGTTAAGATTTAAAGATTTGATTATTATCCATATTTAGCTCCATC

ACTAGAACCCTAGACATGACCATCACAAACTTCAAGACCTAAAATACACA

TTTACGTATGAGTTAATAAAAACACACATATGGCCTAGTCCTAGAGTCTT

GGTTTCCCATTTGACACCCTTAATTAAGCCTATATTAAGGAAACCCTAAA

CAGTGGTTAACAAG

GGGTAATAAAAGTAAAAAAGCCAAATCAAATATCAAAAATCAATCAATTA

TAAAACATATCATCAGAGATTAAAATTAAACAGACAAGAAAAGGAAAAAG

AAAAGGAAAAGCAGTTGGCTTGGCTTTGTCGCCAACCCATAAACGAGCCC

TTCACTTCTGTGGTGCATGAAAGTTGTTTAACTTCCAAACCCTAAATAGA

AATGCCCTTCAATTGCTCTTCTGAT

ACTTT# glTC CTCCTCCTCTCTC

TTTCACAAAGCAAGGAG緬 AAAT

ATG

TCTCTCTCTCC

CACCA

Fig.5.1DNAsequenceofMdPZupstream region.

Putative TATA box is indicated by square.The used primers are

indicatedbyarrows.TheGAandCTrepeatsareindicatedbyunderlines

andgraybackground.
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Fig.5.2ConstructofthevectorpMdPI::GUS

withMdPZpromoter

pNos, Nos promoter; NPTIZ, neophosphotransferase; Tnos, Nos

terminator;pMdPI,1kbor2kblengthofMdPZgenepromoter,'GUS,ul'dA

gene;LB,leftborder,'RB,rightborder,'Sa,SalI;B,BamHI;H,Hl'ndIII,'

T7,T7 promoter;Ap,ApaI;Sp,SpeI;X,XbaI;Sc,SacI;SP6,SP6

promoter;Pm,PmeI.sta,region involved in plasmid stability;rep,

essentialregionforplasmidmaintenance
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第 2節 MdPng伝 子 プ ロモ ー タ ー の機 能 解 析

1.材料 お よび方 法

リンゴでの MdPZ遺伝 子 プ ロモ ー ター活性 の解 析 は困難 なた め,シ ロイ ヌ

ナズナ Columbiaecotype(Col)を使 用 して Floraldip法 に よ り形 質転 換 を行

った.第 5章 ,第 1節 で作成 したベ クター を Freezing法 でア グ ロバ クテ リ

ウム GV3101に導入 した.シ ロイ ヌナ ズナ の培養 や 形質 転換 方法 は第 3章 に

記述 の通 り行 った . 1/2MS,50mg/Lカナ マイ シ ン(Km),50mg/Lク ラフオ

ラン(Cla)の培 地 に置床 し選 抜 を行 った .

カ ナ マ イ シ ン を含 む 培 地 上 で生 育 で きた形 質 転 換植 物 の花 序 や 花 につ い

て GUS染色 を行 った .GUS染 色 は以 下 の手順 で行 った .サ ンプ リン グ した

植 物 体 を氷冷 した 90%(Ⅴ/v)アセ トンに浸漬 し,10分 間脱 気 した .液 を完 全

に 取 り 除 き , 染 色 バ ッ フ ァ ー (10pM NaPO4 [pH7.41, 500pg/mL

5-Brom0-4chloro-3-indolyト6-D-glucuronidecyclohexylammonium salt【Ⅹ-

glucuronidase】,500pM - キサ シア ノ鉄 (ⅠⅠⅠ)酸 カ リウム[フェ リシア ン化 カ

リウム],500pM - キサ シア ノ鉄 (ⅠⅠ)酸 カ リウム三水 和物 [フェ ロシア ン化 カ

リウム】,0.1% (W/v)TritonX-100)を加 え 10分 間脱 気 した .そ の後 ,37℃ で

1晩イ ンキ ュベ - トした .液 を完全 に取 り除 き,70% (Ⅴ/v)ェ タ ノール で数 回

すす ぎ,液 を完全 に取 り除 き 70%(Ⅴ/v)ェ タ ノール を加 え 1晩イ ンキ ュべ - ト

した .抱水 ク ロラール溶 液 (8g/10mL抱水 ク ロラール , 1mL/10mLグ リセ ロ

ール ,2mL/10mL滅 菌蒸 留水)でマ ウン トし,実体顕微鏡 (OLYMPUS,Tokyo,

Japan)で観 察 した.

2.結 果

シ ロイ ヌナ ズナ Colで形 質転換 を行 い ,カナ マイ シ ンを含 む培 地上 で選 抜

した.plSMdPI::GUS導入 個 体 は 9系統得 られ ,p2SMdPI::GU~S導入 個 体

は 15系統得 られ た .

plSMdPI::GUS導入 系統 は,生育 したす べ て の系統 で GUS染色 を行 った
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ところ,花弁 と雄 ず い のみ特異 的 に GUS発 現 が見 られ た(Fig.5.3C).ま た,

若 いステー ジの花 で も花 弁 ,雄 ず い特異 的 に GUS活性 が観 察 で きた . この

結果 は, クラス B 遺伝 子 と して MdPZ遺伝 子 が花 弁 と雄 ず い特異 的 に働 く

こ とを裏 付 け, この上 流部位 が花 弁 と雄 ず い で発 現 が あ る MdPZ遺伝 子 の

プ ロモー ター活性 を持 つ配列 を有 してい る こ とが判 明 した.

p2SMdPI::GUS導入 系統 で は,生育 』たす べ て の系統 で GUS染色 を行 っ

た ところ,plSMdPI::GUS導入 系統 の GtTS発 現パ ター ン とは異 な り,幼植

物 で は葉 と茎 項 部 で GUS活 性 が見 られ た(Fig.5.4A). また,花序 で は花 序

全体 で GUS活性 が観 察 で きた(Fig.5.4B).花器 官 で は花 弁 ,雄 ず い のみ で

はな く,雌ず い とが くで も GUS活性 が確認 で き (Fig.5.4C),MdPJ遺伝 子

の上流部 2kbを用 いた場合 で は,花 弁 と雄 ず い特 異 的で な く,花器 官や葉 ､

茎頂部 で もプ ロモ ー ター活性 が見 られ た.
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A

Fig.5.3GUSexpressionpatternsconferred

bylkbMdPZpromoter

InflorescenceandflowersofArabl'dopsl'swiththepISMdPI::GUS.The

transgenicplantsshowedGUSactivityonlyinpetalsandstamens.A,

Non transgenic flower (Columbia); B; plSMdPI::GUS transformed

Az･abl'dopsl'sinflorescence;C,pISMdPI･':GUS transformed Al･abl'dopsl's

flower.pe:petal,st:stamen.Bars=500LLm.
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●●

Fig.5.4GUSexpressionpatternsconferred

by2kbMdPZpromoter

InflorescenceandflowersofAz･abl'dopsl'swiththep2SMdPI::GUS.The

transgenicplantsshowedGUSactivityinleavesandallfloralorgans.A,

Non transgenic flower (Columbia); B, p2SMdPI::GUS transformed

Arabl'dopsl'sinflorescence,IC,p2SMdPI::GUS transformed Az･abl'dopsl's

flower.se,sepal;pe,petal;st,stamen;ca,carpel.Bars=1mm.
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考 察

本 章 で は, 紅̀ 玉 'のゲ ノム ライ ブ ラ リー か ら MdPI遺伝 子 のプ ロモ ー タ

ー の単離 と解 析 を行 った .単離 した MdPZ遺伝 子 プ ロモ ー ター領 域 は ATG

下 流 の コー デ ィ ン グ領 域 の配 列 が 98%の相 同性 を有 して い て , 上 流 に は

TATAboxや CAATboxな どのプ ロモー ター の特徴 が あった た め,転 写 開始

点 ATG の上流 部 を MdPZ遺伝 子 プ ロモ ー ター と して 同定 した(Fig.5.1).

ATG 下流 の コー デ ィング配 列 にお け る相 同性 のわず か な違 い は, G̀ranny

smith' と 紅̀ 玉 'の品種 に よる違 いで あ る と推 定 され た .一方 ,MdPZ遺

伝 子 プ ロモ ー ター領 域 の配列 を DDBJで相 同性検 索 を行 った ところ,他 の遺

伝 子 プ ロモー ター配 列 との相 同性 は全 く見 られ なか った .シ ロイ ヌナ ズナ の

PZ遺伝 子 プ ロモ ー ター領 域 の配 列 (Cheneta1.,2000;Honmaeta1.,2000;

Lannenpaaeta1.,2005)と比較 して も,配列 自体 には相 同性 が確認 で きなか

った.MdPZ遺伝 子 プ ロモー ター領 域 の塩 基＼配 列 を見 てみ る と, コーデ ィン

グ領 域 の･90bp付 近 に TATA boxが存在 し, それ をは さむ よ うに GA と CT

の繰 り返 し配列 が見 られ た.さ らに MdPZプ ロモ ー ター領 域 の場合 ,1310bp

付近 の CAATboxの上流 -370bp付 近 にお よそ 46bpの GAのマイ ク ロサ テ ラ

イ ト様 の繰 り返 し配 列 が見 られ た こ とが特徴二的 だ った . シ ロイ ヌ ナ ズ ナ の

〃 遺伝 子 プ ロモー ター配列 には転 写 開始 点 ATGの直前 に GAの,TATAbox

をは さむ よ うに CTの数塩 基 の繰 り返 し配列 が見 られ た た め,MdPZ遺伝 子

プ ロモ ー ター とは塩 基配 列 に相 同性 はな くとも類似 性 が認 め られ た .この配

列 の存在 に よって互 い に対合 し,RNA ポ リメ ラーゼ が結 合 す るた めのル ー

プ構 造 を とってい る可能性 が考 え られ た .

plSMdPI::GUSと p2SMdPI::GUSを組 み込 んだ シ ロイ ヌナ ズナ(Col)の形

質転換 体 をカナマ イ シ ンで選 抜 した .plSMdPI::GUS導入 系統 は,花 弁 と雄

ず い のみ で GUS発 現 が見 られ ,ク ラス B遺伝 子 と して MdPZ遺伝 子 が働 く

こ とを裏付 け,この上流部位 が Md〃 遺伝 子 のプ ロモー ター活性 を持 つ こ と

が判 明 した(Fig.5.3). この結果 は,シ ロイ ヌナ ズナ の PJ遺伝 子 プ ロモ ー タ

ー に GUS を融合 させ ,形質転 換 させ た個体 の もの と一 致 していた(Honma

andGoto,2000;McGonigleeta1.,1996)･ しか し,p2SMdPI::GUS導入 系
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統 は,葉 と花器 官全 体 お よび茎頂 部 で GUS発 現 が見 られ た(Fig.5.4).これ

は,MdPZ遺伝 子 プ ロモー ター の 1kbと 2kbの間 に花 弁 と雄 ず い のみ な らず ,

花器 官す べ て と葉 ､茎頂 部 で発 現 を促 す配 列 が存在 す る こ とが原 因 と考 え ら

れ た.す なわ ち,MdPZ遺伝 子 プ ロモ ー ター の 1kb-2kb間 の配列 はエ ンハ ン

サー と して働 いて い る可能性 が あ り,通 常 は リン ゴのゲ ノム 中にあ る配列 が

1kbと 2kbの間の活 性 を打 ち消 してい る と考 え られ た .第 4章 で示 した RNA

プ ロ ッ ト解析 と 1'DSl'tuハ イ ブ リダイゼ ー シ ョンの結果 と本 章 のプ ロモ ー タ

ー解 析 の結果 か ら,MdPI遺伝 子 は花 弁 と雄 ず い の形成 に重 要 な役割 を して

お り,花弁 と雄ず い特異 的 に発 現 し,機 能 して い る こ とが 明 らか とな った .

現在 ,ア グ ロバ クテ リウム法 を用 い た形 質転換 体 の選 抜 には一般 的 にカナ

マイ シ ンが使 用 され てい る.最 近 ,この形 質転 換 体 の選 抜 に,酵 母 の DAOl

遺伝 子 を用 い る方 法 が シ ロイ ヌナ ズナ で報 告 され た(Erikson eta1.,2004;

Scheid,2004). これ は,野 生型植 物 は通 常 D型 ア ミノ酸 の D一セ リン も しく

は D-ア ラニ ンを代 謝 で きず ,Dイ ソロイ シ ン も しくは D-バ リンは代謝 で き

るこ とを利 用 してい る.DAOl遺伝 子 を導入 した形 質転 換 体 は,D-セ リン も

しくは D-ア ラニ ンを代謝 で き る形 質 を付 与 され るが,逆 に別 の D型 ア ミノ

酸 の D-イ ソロイ シ ン も しくは D-バ リンを代謝 で きな くな る. また,培 地 中

に含 ませ るだ けで な く,成 育 した植 物体 に散布 す る こ とで も効果 が得 られ る

とされ てい る.人 間 をは じめ と して動物 は L型 ア ミノ酸 と D型 ア ミノ酸 の

両方 を代謝 で き るので,抗 生物 質抵 抗性 や 除草剤 抵 抗性 な ど と比較 して,安

全 に使 用 で き る と考 え られ る.そ こで,DAOl遺伝 子 と 1kb の MdPZ遺伝

子 プ ロモ ー ター とを融合 させ た形 質転 換 体 を作 出 した場 合 ,Mdpng伝 子 プ

ロモ ー ター発 現 時期 に D 型 ア ミノ酸処理 を行 うこ とに よ り花 弁や雄 ず い が

消失す る可能性 が考 え られ る.そ の場 合 に,リン ゴの形 質転 換 体 の果 実 が単

為結 実性 を示す か を検討 す る こ とは非 常 に興 味深 い .また,単為結 実性 と花

器 官 のホ メオテ ィ ツク変異 が 同時 に示 されれ ば,花 弁 が が くに変化 す る こ と

と,雄ず いが雌 ず い と腔 珠 に変化す る こ とが単為結 実性 を与 えてい る根拠 と

な る可能性 が あ る.現在 , シ ロイ ヌナ ズナ で の形 質転 換 体 を作成 した た め,

D型 ア ミノ酸 の花 弁 も しくは雄 ず い- の影 響 を調 査 中で あ る.果樹 に特有 の

プ ロモ ー ター を用 いて果樹 に特有 の事象 の発 現解 析 を行 うこ とは,果樹研 究
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の発展 につ なが る と考 え られ る.

摘 要

本 章 で は,MdPZ遺伝 子 の発 現 を制御 して い る と推 定 され る MdPng伝 子

プ ロモ ー ター を単離 す る こ とを 目的 に,ゲ ノム ライ ブ ラ リー作成 後 ,ス ク リ

ーニ ングを行 った.また,単離 した MdPZ遺伝 子 プ ロモ ー ター の機 能解 析 を

行 うこ とを 目的 に GUSと融合 させ た発 現ベ クター を作成 し, これ をシ ロイ

ヌナ ズナ に形 質転換 し,GUS活性 を観 察 した .

(1) 紅̀ 玉 'か ら作成 した ゲ ノム ライ ブ ラ リー を使 用 した ス ク リー ニ ング

に よ り MdPni伝 子 プ ロモ ー ター を単離 した.MdPZ遺伝 子 の コー ド領 域 は

デー タベ ー ス上 に報 告 の あ る配列 と 98%の相｣司性 が見 られ た こ とか ら,そ の

上流域 を MdPJ遺伝 子 プ ロモー ター と断定 した .

(2) MdPZ遺伝 子 プ ロモ ー ター に GUS遺伝 子 を融合 させ , シ ロイ ヌナ ズナ

で機 能解 析 を行 った .MdPZ遺伝 子 の コー ド開始 点 ATG よ り上流 1kb の

MdPZ遺 伝 子 プ ロモ ー ター を用 い た形 質 転 換 シ ロイ ヌ ナ ズ ナ の花 器 官 を

GUS染色 した ところ,花 弁 と雄 ず いで GUS活性 が見 られ た.MdPni伝 子

の コー ド開始 点 ATG よ り上流 2kbの MdPZ遺伝 子 プ ロモ ー ター で は実 ,茎

頂 部 お よび花器 官す べ てで GUS活性 が見 られ た こ とか ら,MdPZ遺伝 子 の

上流 1kbが重 要 な働 き を してい る こ とが示 され た .
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第 6章 リン ゴ に お け る形 質 転 換 体 作 出

1.緒 言

リン ゴは開花 か ら結 実 まで の幼君 期 間が長 く,ほ とん どの品種 が 自家 不和

合性 を有 してい るた め,雑 種性 が強 く計 画 的育種 が難 しい . しか し,近年遺

伝 子 工学 的手法 が進 歩 した こ とに よ り,形 質転換 技術 を用 いた育種 が可能 に

なって きてい る.形 質転 換 技術 は品種 の遺伝 子構成 を変 え る こ とな く有用形

質遺伝 子 の組 み込 め るた め,育種年 限 の大幅 な短縮 のみ な らず ,交雑 育種 で

は不 可能 な異種 の生物 か ら耐 病 虫性 とい った有用 形 質 の導入 も可能 とな る.

リン ゴで はア ンチセ ンス MdTFLl遺伝 子 を導入す る こ とに よ り幼君 期 間 を

大幅 に短縮 させ ,早 咲 き とな った系統 の作 出 に成 功 してい る(Kotodaeta1. ,

2006). この よ うに, ア ンチセ ンス導入 に よる遺伝 子発 現 の抑 制 は有用形 質

の導 入 のみ な らず , リン ゴの育種 を行 う上 で も重 要 とな る. ま た ,セ ンス

MdTFLl遺伝 子 を導入 した リン ゴの形 質転 換 体 で は,コサ プ レッシ ョンに よ

り早期 開花 を誘 導 した報 告 もあ る(古藤 田 ら 2005).

リン ゴにお け る遺伝 子組 換 え技術 は,シ ロイ ヌナ ズナや タバ コ(Nl'cotl'ana

tabacum L.)な どと比較す る と非 常 に困難 で あ る.遺伝 子組 換 えにはア グ ロ

バ クテ リウム法 ,エ レク トロポー シ ョン法 ,パ ーテ ィクル ガ ン法 ,マイ ク ロ

イ ンジェ クシ ョン法等 が用 い られ るが ,ア グ ロバ クテ リウム法 は遺伝 子 が染

色 体 に組 み込 まれ る こ とで導入形 質 が後 代 に受 け継 がれ易 い た め,現在様 々

な植 物種 で形質転換 の主流 となって い る.しか し,リン ゴにお け る形 質転換

で は菓切 片 か らの直接 再分化 が 困難 な こ とや ,ア グ ロバ クテ リウム の感 染 か

ら除菌 の換 作 で シ ュー ト再 分化 が著 しく低 下す る こ とな ど問題 が多 く(辻 村

ら 2004),海 外 で の形 質転換 効 率 はシ ュー ト再 分化 しや す い 品種 を用 いた場

合 で も 2-3%程 度 で あ る(Bolareta1.,1999).

この形 質 転 換 技術 は有 用 遺伝 子 の付 与 に よ る実 用 品種 の 開発 とい う産 業

的 な側 面 だ けで な く,遺伝 子 の機 能解 析 や植 物 の生理 生殖 的特性 の解 明 を 目

的 と した研 究面 で も不 可欠 な技術 で あ る.目的 と した遺伝 子 ,特 に リン ゴ特

有 の遺伝 子 の機 能 を正 確 に知 るに は リン ゴで の表 現 型 の変 化 を見 る こ とが
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重要 で あ る.第 3章や 第 5章 で は シ ロイ ヌナ ズナ を用 いて MdPJ遺伝 子 の機

能解 析 を行 な った が,果 実形 質や永年性 に関す る遺伝 子 の機 能解 析 は,アブ

ラナ科 の シ ロイ ヌ ナ ズナ にバ ラ科 の リン ゴ遺 伝 子 を形 質転 換 体 す る方 法 で

は解 析 で きない可能性 が あ る.

そ こで本 章 で は,リン ゴで の MdPni伝 子抑制 あ るい はプ ロモー ター解 析

を行 うこ とを 目的 に, リン ゴの台木 品種 J̀M2'を用 い て形 質転 換 を行 い,

同時 に早期 開花 させ る こ とが で き るア ンチセ ンス MdTFLl遺伝 チ(A/MTF)

(Kotodaeta1.,2006)を同時 に導入 す る こ とに よ り早期 開花 を引 き起 こ し花

器 官- の影 響 と,遺伝 子導入 の確認 と導入 遺伝 子発 現 につ い て調 査 を行 った .

2.材料お よび方法

形 質転換 体 の作成

リン ゴの形 質転換 には リン ゴ研 究拠 点 で継 代培養 してい る J̀M2'を使 用

した.導入 遺伝 子 には,CaMV35Sプ ロモ ー ター に融合 させ た ア ンチセ ンス

MdPZを組 み込 んだ p35S::antiMdPZA/MTF,CaMV35Sプ ロモ ー ター に融

合 させ た RNAi(RNA干 渉)を引 き起 こす よ うに MdPJ遺伝 子 が AFLl遺伝 子

の第 1イ ン トロンをは さむ よ うに構 築 した p35S::土MdPZA/MTFお よび第 5

章 ,第 1節 で作成 した pISMdPI::GUSA/MTFと p2SMdPI::GUSA/MTF を

使 用 した.それ ぞれ のベ クター には早期 開花 を引 き起 こす こ とが で き る と報

告 の あ る 35Sプ ロモ ー ター に連結 させ た A/MTFを同時 に導入 した .これ ら

の ク ロー ニ ング され てい るア グ ロバ クテ リウム用 ベ クター を Freezing法 に

よ りア グ ロバ クテ リウム LBA4404に導入 した .

ア グ ロバ クテ リウムの感 染 法 は高橋 ら(2004)の方 法 に従 い行 った .

カナマイ シ ン 50mg/Lを含 む MS培 地 上 で生育 した シ ュー トをア グ ロバ ク

テ リウムの除菌 を確 認 後 ,MS発根培 地 に移植 し順化 させ た .順 化後 の シ ュ

ー トをポ ッ トに移植 し, 隔離 温室 20℃ で生 育 させ た .それ ぞれ の写真 はデ

ジ タル カ メ ラ(BONY,Tokyo,Japan)を用 いて撮影 を行 った.
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DNAプ ロ ッ ト解析

形 質転換 した J̀M2'を発根 処理 後 ,ポ ッ トに移植 して順化 した(p35S::anti

MdPZA/MTF8系統 ,p35S::±MdPZA/MTF2系統 ,pISMdPI::GUSA/MTF

6系統,p2SMdPI::GUSA/MTF4系統).それ らの葉 か ら第 2章 で示 した改

変 2×CTAB法(Kotodaeta1.,2000)に よ り DNA を抽 出 した . メ ンブ レン-

のプ ロ ッ トか ら,ハ イ ブ リダイゼ ー シ ョン,検 出は第 2章 の方 法 と同様 に行

った .使 用 した プ ロー ブ は第 2章 で使 用 した MdPZ遺伝 子 特異 的 プ ロー ブ,

も しくは GUS特異 的 プ ロー ブで あ る.GUS特異 的 プ ロー ブ の合成 は,GUS

遺伝 子 が ク ロー ニ ング され てい るプ ラス ミ ドを鋳型 に,プ ライ マー にはセ ン

ス プ ライ マ ー5'-ATGTTACGTCCTGTAGAAACCCC-3'とア ンチ セ ンス プ ラ

イマー5'-AATAACATACGGCGTGACATCGG-3'を使 用 し,PCRは第 2章 で記

述 した方 法 と同様 に行 った .

RT-PCRに よる発 現解 析

上述 の植 物体 か ら改変 2×CTAB法(Kotodaeta1.,2000)に よ り RNAを抽

出 した.RT反応 は RT-RCR high(Toyobo,Tdkyo,Japan)を用 いて RNA を

逆転 写反応 させ ,cDNAを合成 した .PCR反応 は MdPJ遺伝 子 特異 的プ ライ

マ ー (セ ン ス プ ライ マ ー 5'-ATGGGACGTGGGAAGGTTGAG-3'とア ンチ セ

ンス プ ライ マ ー5'-GATCAAGCAGCAAAGCATCCG-3'), も しくは MdTFLl

遺 伝 子 特 異 的 プ ライ マ ー (セ ンス プ ライ マー5'-CTCTTAAAATGAAAAGAGC

c-3'とア ンチ セ ンス プ ライ マ ー5'-TTCTCACATGTCAATAAGTT-3'),PCR

バ ッフ ァー(10mM Tri告-HCl[pH8.3],50mM KCl,1.5mM MgC12,0.001%

[W/v]Gelatin),200pM dNTP mix, 1mM MgSO4,ROD-pluspolymerase

(Toyobo)を用 い て PCRで増 幅 した .PCR反応 は 95℃3分 間 のホ ッ トス ター

ト後 ,94℃30秒 間,50℃30秒 間,72℃90秒 間 の 30サ イ クル で行 った .PCR

産物 は 1.5% (W/v)アガ ロー スゲル を用 い て電気 泳動 を行 った後 ,EtBrで染

色 を行 い,ゲル プ リンターGP-2000i(Taitec,Nagoya,Japan)で写真 を撮影

した.
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3.結 果

p35S::antiMdPZA/MTF(Fig.6.1),pISMdPI::GUSA/MTF(Fig.6.2),

p2SMdPI::GUSA/MTF(Fig.6.2),p35S::土MdPZA/MTF(Fig.6.3)を構 築 し,

バイナ リーベ クター に組 み込 んだ .これ らのベ クター をア グ ロバ クテ リウム

LBA4404に組 み込 み , J̀M2'に形 質転換 した .p35S::antiMdPZA/MTFで

8系統 ,pISMdPI::GUSA/MTFで 6系統 ,p2SMdPI::GUSA/MTFで 4系統 ,

p35S･':土MdPZA/MTFで 2系統 の形 質転 換 体 が得 られ た(Fig.6.4A).これ ら

の シュー トを増殖 (Fig.6.4B), 順 化 させ た後 (Fig.6.4C), ポ ッ ト-移植 し

た(Fig.6.4D).

順化 後 の植 物体 の葉 か ら DNAお よび RNA を抽 出 し,DNAプ ロ ッ ト解 析

と RT-PCR をそれ ぞれ行 った .DNA プ ロ ッ ト解 析 で は,p35S::antiMdPZ

A/MTFの 8系統 は MdPZ遺伝 子 特異 的 プ ロー ブ を使 用 して行 った .これ ら 8

系統 で は,本 来 の MdPZ遺伝 子 のバ ン ド以外 に もバ ン ドが確 認 され ,系統 2,

4で は 2本 以上 のバ ン ドと共 に濃 く検 出 され た こ とか ら,ア ンチセ ンス MdPZ

遺伝 子 が 2つ 以上導 入 され ,そ の他 の系統 で は 1つ導入 され てい る こ とが確

認 で きた(Fig.6.5).pISMdPI::GUSA/MTF6系統 ,p2SMdPI::GUSA/MTF

4系統 で は GUS特異 的 プ ロー ブ を使 用 して行 った.pISMdPI::GUSA/MTF

の 1-3系統 で はバ ン ドが検 出 され たが,4-6系統 で はバ ン ドが検 出 され な

か った(Fig.6.6).p2SMdPI::GUSA/MTFの 4系統 で はバ ン ドが検 出 され た

(Fig.6.6).したが って,バ ン ドが検 出 され た系統 で はゲ ノム DNA に 目的 と

す る遺伝 子 が導入 され てい る こ とが確認 で きた.

導入 遺 伝 子 の発 現 を確 認 す るた め RT-PCR を行 った .p35S::antiMdPZ

A/MTFは MdPZ遺伝 子 特異 的プ ライマ ー を使 用 し,そ の他 は MdTFLl遺伝

子 特 異 的 プ ライマ ー を使 用 した . それ ぞれ の RT-PCR の結 果 ,p35S::anti

MdPZA/MTFの 8系統 で はす べ て の系統 で Md〃 遺伝 子 の約 870bpのバ ン

ドの増 幅 が確認 で きた(Fig.6.7).そ の他 の系統 で は,MdTFLl遺伝 子 の約

550bp のバ ン ドの増 幅 が確認 で きた(Fig.6.8). したが って ,本 章 で獲得 で

きた形 質転換 体 で は導入 遺伝 子 が発 現 してい る こ とが確認 で きた .
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LB RB

Fig.6.IConstructofthevectorp35S::aBtl'MdPZA/MTF

PNos, Nos promoter; NPTZZ, neophosphotransferase; TNos, Nos

terminator;p35S,cauliflowermosaicvirus(CaMV)35Spromoter;aBtL'

MdPZ,antisenseMdPZgene;A/MTF,antisenseMdTFLlgene,'LB,left

border;RB,rightborder;SPr,streptomycinresistancegene.
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Fig.6.2ConstructofthevectorpISMdPI::GUSA/MTFand

p2SMdPI::GUSA/MTF

PNos, Nos promoter; NPTZZ, neophosphotransferase,' TNos, Nos

terminator;pMdPI,1kbor2kblengthofMdPZgenepromoter,'GUS,zll'dA

gene (6-glucuronidase;p35S,cauliflower mosaic virus (CaMV) 35S

promoter;A/MTF,antisenseMdTFLlgene,'LB,leftborder,IRB,right

border,'SPr,streptomycinresistancegene.
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RB

Fig.6.3Constructofthevectorp35S::土MdPZA/MTF

PNos, Nos promoter,' NPTIZ, neophosphotransferase; TNos, Nos

terminator,'p35S,cauliflowermosaicvirus(CaMV)35Spromoter,'aBtL'

MdPZ,antisenseMdPZgene,'intron,AFLlfirstintron;senseMdPZ,sense

MdPZgene,'A/MTF,antisenseMdTFLlgene,'LB,leftborder;RB,right

border,'SPr,streptomycinresistancegene.
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Fig.6.4Procedurethetransformationplantsacquisition

A,Shootregeneration;ち,Shootpropagation;

C,Shootacclimatization,'D,Transplantationtothepot
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Fig.6.5DNAblotanalysisusingMdPZprobe

Lines1to8,35S::antiMdPIA/MTFlines1to8;Lane9,'JM2'

Arrow,orlglnalMdPJgene
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Fig.6.6DNAblotanalysisusingGUSprobe

Lines1to6,pISMdPI::GUSA/MTFlines1to6,.Lane7,'JM2','

IJines8toll,p2SMdPI::GUSA/MTFlines1to4.
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Fig.6.7Expressionanalysisoftheantisense

MdPIgenebyRT-PCR

Lanes1to8,35S::antiMdPIA/MTFlines1to8,'Lane9,̀JM2'
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Fig.6.8Expressionanalysisoftheantisense

MdTFLlgenesbyRT-PCR

Lanes1to6,pISMdPI::GUSA/MTFlinesIto6

Lanes7to10,p2SMdPI::GUSA/MTFlines1to4

Lineslland12,35S::土MdPIA/MTFlines1and2
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4.考 察

リンゴの台木 品種 J̀M2'に,発 現抑制用 ア ンチセ ンス MdPZ遺伝子(Fig.

6.1),ジー ンサイ レンシング MdP∫遺伝 子(Fig,6.2),プ ロモー ター解析用 の

1kb と 2kb の長 さの MdPZ遺伝 子 プ ロモー ター に GUS を融合 させ た(Fig,

6.3)コンス トラク トを導入 した.ア グ ロバ クテ リウム法 に よ り形質転換 を行

い,カナマイ シ ンを含 む選抜培 地上で生育 した シ ュー トを得 るこ とがで きた.

これ らの形質転換 シュー トを発根 させ ,順化後 ,ポ ッ ト-移植 した.ポ ッ ト

-移植 した シュー トの p35S::antiMdPZA/MTFの 8系統 ,pISMdPI::GUS

A/MTF6系統お よび p2SMdPI::GUSA/MTF4系統 は DNAプ ロ ッ ト解析 で

導入 コピー数 の確認 を行 った.p35S::antiMdPZA/MTFの系統 2,4はバ ン

ドが 2本 以上で濃 く検 出 され た め,2つ以上 の コピー数 を持 ってお り,そ の

他 の系統 は 1本 のバ ン ドが検 出 され た こ とか ら 1つ の コピー を持 ってい る と

判 明 した(Fig.6.5).pISMdPI::GUSA/MTFの 4-6系統 ではバ ン ドの確認

がで きなかった(Fig.6.6).p2SMdPI::GUSA/MTFの 4系統 で は 1本 のバ ン

ドの確認 がで き, シ ングル コ ピー だ った(Fig.6.6).バ ン ドが確認 で きなか

った系統 は電気泳動 に用 いたゲ ノム DNA の量 が少 なか ったか, あ るいはゲ

ル の塩酸処理 が不十分 で DNA が分解 されず , メ ンブ レン上 に うま くプ ロ ッ

トできなか った と考 え られ た.p35S::土MdPZA/MTF の系統 はゲ ノム DNA

の制 限酵素処理 で DNA を切 断す るこ とがで きなか ったた め,DNAプ ロ ッ ト

解析 を行 うこ とがで きなか った.

また,これ らの系統 での導入遺伝 子 の発現確認 は RT-PCRを用 いて行 った.

ポ ッ ト-移植 したす べ ての系統 で遺伝 子 が増 幅 され たため,発現 が確認 され

た(Fig.6.7and6.8).MdPZ遺伝子 は第 4章,第 1節 と第 2節 の結果 か ら花

弁 と雄ず いで発現 していて,葉 で は発現 がない.葉 か ら抽 出 した RNA で行

った RT-PCRではア ンチセ ンス MdPZの発現 が確認 で き,内生 の MdPJ遺伝

子 は検 出 され なかった.したが って,これ らの系統 で はすべ てア ンチセ ンス

MdPZ遺伝子 の発 現 があ るた め,MdPI遺伝子 の発現抑制 を受 けてい る と考

え られ た.MdP′遺伝子 プ ロモー ター を用 いた発現解析 は第 5章 の形質転換

シ ロイヌナ ズナ の よ うに花 が咲かなけれ ば GUS遺伝 子 の活性 を検 出で きな
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い.葉 か ら抽 出 した RNA に よる RT-PCR で確 認 す る こ とはで きないた め,

共導入 した A/MTFの検 出 を行 った .遺伝 子 の増 幅 が確 認 で きた こ とと, カ

ナマイ シ ンで生存 で きた こ とか ら,pMdI'Ⅰ::GUSの部 分 も同時 にゲ ノム 中に

組 み込 まれ てい る と考 え られ た .p35S::土MdPZA/MTFの系統 も同様 に,二

重鎖 の MdPZ遺伝 子 RNA の検 出が難 しいた め,A/MTF の検 出 を行 い,逮

伝 子 の増 幅 が確認 で きた こ とと,カナマ イ シ ンで生存 で きた こ とか ら形 質転

換 で きてい る と考 え られ た .

MdPJ遺伝 子 は リン ゴの クラス B遺伝 子 で,第 4章 ,第 1節 と第 2節 の結

果 か ら花 弁 と雄 ず いで特 異 的 に発 現 してい る こ とが確 認 で きて い る.MdPI

遺伝 子 プ ロモ ー ター の働 き もシ ロイ ヌナ ズナ で は花 弁 と雄 ず い で機 能 して

い る こ とが第 5章 ,第 2節 の結果 か ら判 明 してい る.MdPZ遺 伝 子 の ア ンチ

セ ンス抑制 ,ジー ンサイ レンシ ング,お よび MdPnE伝 子 プ ロモー ター の機

能 につ いて リン ゴで の調 査 は必 要不 可欠 で あ るが,通 常 の リン ゴ品種 にお い

て,MdPZ遺伝 子 を ノ ックダ ウン させ た系統 の花 の表 現型 と,それ らの系統

の単為結 実性 の有無 を確認 ,プ ロモ ー ター の機 能解 析 等 を行 うには開花 す る

まで調 査 がで きない .そ こで,これ らの形 質転 換 体 を早期 開花 させ ,機 能解

析 す る こ とを 目的 にア ンチセ ンス MdTFLl遺伝 子 を共 導入 した . リン ゴで

接木 後 ,最短 8ケ月 で早期 開花 す る方法 で あ る(Kotodaeta1.,2006)が,本

章 で作成 した系統 はポ ッ ト-移植 後 20ケ月経過 して も開花 に至 ってい ない.

Kotoda etal.(2006)の用 い た形 質転換 体 の品種 は 王̀林 'で あ るが,本 実

験 で用 いた 品種 は台木 品種 の で形 質転 換 が容 易 とされ る J̀M2'で あ る(高

橋 ら 2004)こ とか ら,開花 に至 るには品種 間 に差 が あ る と考 え られ た .仮 に

これ らの形 質転換 体 が 開花 した場合 ,MdPnE伝 子 の発 現抑制 個 体 は花 弁 と

雄 ず い が欠 如 し,単為 結 実性 を有 してい るか ど うか興 味深 い. また,MdPZ

遺伝 子 プ ロモー ター を使 用 した GUS活性 が第 4章 ,第 2節 の よ うに花床 内

にあ る雄 ず い の維 管 束 で も発 現 が見 られ るのか興 味深 い .これ らの形 質転 換

体 にお いて MdPZ遺伝 子 の働 きを調 査す る こ とで,単為 結 実性 との 関係 を よ

り明 らか にで き る と考 え られ る.リン ゴの台木 を使 用 す る こ とで,遮伝 子 の

サ イ レンシ ングや 発 現 抑 制 が穂 木 を接 い だ場 合 に受 け継 がせ る こ とも考 え

ていたが,開花 に至 らなか った た め,行 うこ とはで きなか った .今 後 ,本 章
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で作成 した形 質転 換 体 につ い て 開花後 の表 現型 解 析 や ,GUS 染 色 に よ りリ

ン ゴにお け る MdPZ遺伝 子 の影 響 を調 査 す る必 要 が あ る.

5.摘 要

リン ゴで の MdPZ遺伝 子抑 制 あ るい はプ ロモ ー ター解 析 を行 うこ とを 目

的 に, リン ゴの台木 品種 J̀M2'を用 い て形 質転 換 を行 った .MdPn%伝 子

等 とア ンチセ ンス MdTFLl遺伝 子 を同時 に導入 す る こ とに よ り,早期 開花

を誘 導 し短期 間で花器 官- の影 響 を確認 す る方 法 を試 み た.

リン ゴで の MdPZ遺 伝 子 の発 現 解 析 を行 うた め に , リン ゴ台 木 品種 の

J̀M2'で の形 質転 換 体 作 出 を試 み た .そ の結 果 ,カナマイ シ ンを含 む選 抜

培 地 で生育 した シ ュー トを得 る こ とがで きた .35S::antiMdPZA/MTFを導

入 した個体 は 8系統 ,pISMdPI::GUSA/MTF を導入 した個 体 は 6系統 ,

p2SMdPI::GUSA/MTFを導入 した個 体 は 4系統 ,35S::j=MdPZA/MTFを導

入 した個 体 は 2系統獲 得す る こ とがで き, 順 化 後 ポ ッ トで生 育 させ てい る.

順 化 後 ポ ッ トで生 育 させ て い る形 質 転 換 系 統 につ い て導 入 遺 伝 子 の確 認

を行 った.DNAプ ロ ッ ト解 析 の結果 で は,pISMdPI::GUSA/MTFの 3系統

につ いて確認 がで きなか った .RNA- の転 写 を RT-PCR を用 いて調 査 した

結果 ,順化 させ て ポ ッ トで生育 させ てい る系統すべ てで,導入 遺伝 子 の転 写

を確認 した.
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総 合 考 察

リン ゴには花弁 が が くに,雄 ず いが雌 ず い に変化 す る花器 官 のホ メオテ ィ

ックな形 態変異 を伴 い ,受精 せ ず に単為結 実す る品種 が い くつ か存 在 す る.

これ らの品種 にお け る変異 の原 因 は, シ ロイ ヌナ ズナ な どの ABCモデル で

説 明 され るク ラス B遺伝 子 の一ひ とつ で あ る 〃 遺伝 子 の リン ゴのホモ ログで

あ る MdP∫遺伝 子 に あ る.この MdPZ遺伝 子 のゲ ノム 中に,長 い末端 同方 向

反復配 列(LTR)を持 つ お よそ 10kb ほ どの レ トロ トランスポ ゾン様 の配列 が

挿入 され てい る こ とで発 現抑制 が 引 き起 こ され てい る(Ya°eta1.,2001).

リン ゴで は,これ らの形 態異 常 を示す 品種 は単為結 実性 を有す る こ とが知

られ てい るが,シ ロイ ヌナ ズナ で は ク ラス B遺伝 子 の変 異 と単為 結 実性 との

関係 は認 め られ てい ない .リン ゴは子房 下位 花 で,花床 と子房 が癒 合 した花

器 官 を有 してい る.MdPZ遺伝 子変異 で が くと雌 ず い が多重 に形成 され る こ

と と,単為結 実性 との 間に は関連 が あ る と推 察 され る. したが って ,MdPZ

遺伝 子 の変 異 が 引 き金 とな り単為 結 実性 を誘 導 して い る こ とが 強 く示 唆 さ

れ るが,M脚 遺伝 子 が変 異す る こ とに よ り, どの よ うな メカニ ズ ムで単為

結 実性 を誘 導す るの か は 明 らか に な って い ない . また , リン ゴの ク ラス B

遺伝 子変異 品種 は,わが 国で は リン ゴ研 究拠 点 に保 存 され て い る 4品種 のみ

で,ほ とん ど研 究 が行 われ てい ない .果 実 の肥 大 には ジベ レ リン等 の植 物 ホ

ル モ ンの影 響や ,MdPZ遺伝 子 と相 互作 用す る遺伝 子 の働 きが変化す る こ と

に よる影 響 な どが考 え られ る.そ こで ,本研 究 で は単為結 実性 の引 き金 とな

る MdPI遺伝 子 の分子 生物 学 的 な メカ ニズ ムの調 査 ,組 織 で の発現調 査 ,機

能解析 を 目的 に実験 を行 った.

リン ゴの クラス B遺伝 子 変異 品種 につ いて無 受粉 に よる単為 結 実能力 と,

人 工受粉 に よる種子 形成 能力 とそれ に伴 う果 実 の発 達 を調 査 した,本 来 あ る

器 官 が別 の器 官 に置 き換 わ る こ とをホ メオテ ィ ツク変異 とい うが,雄 ず いが

雌 ず い に置 き換 わ った部位 は,腫珠 が正 常 に形 成 され ,本 来 の果 芯部 のみ な

らず 雄 ず い が変化 した雌 ず い部 で も受精 す る と種 子 が正 常 に形 成 され る こ

とが明 らか となった .クラス B遺伝 子変異 品種 は無受粉 で は多数 の花 が落果

す るに もかか わ らず ,無種子 で結 実 ･肥 大す る果 実 が調 査 した 4品種す べ て
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で認 め られ た こ とか ら,クラス B遺 伝 子 変異 品種 はいず れ も単為結 実性 を有

す る こ とが確認 で きた.受粉操作 は種 子 形成 を促進 し,種 子 が形成 され る部

位 が通 常 品種 よ りも多 いた め(中心部 ,てい あ部),20個 以上形成 され る個体

が あ った .種 子 の形 成 と果 実重 の 関係 を調 査 した ところ, ẁickson'の単

為結 実能力 は Ǹoblow'と s̀pencerseedless'よ り高 い こ とが推 察 され ,

クラス B 遺伝 子変 異 品種 間で単為結 実性 に品種 間差 が あ る こ とが 明 らか に

な った .ただ し,これ らにつ いて は供試 樹 が 品種保 存樹 のた め,通 常 の栽培

樹 の よ うな管理 が され てお らず ,樹 勢や着果 量 の影 響 も考 え られ る こ とか ら,

よ り適 正 な樹 での反 復試 験 が必 要 で あ る.リン ゴの ク ラス B遺伝 子変異 品種

の交配 実験 で は,雄 ず い が雌 ず い に置 き換 わ ったて い あ部 のい くつ か の子 宝

に種子 が形成 され て いた .一般 品種 の リン ゴの種 子 は,花 柱 下部 で五裂 して

い る雌ず い の うち 4本 を切 除 し,1本 のみ を残 して受粉 させ た場合 で も,雌

ず い が下部 で融合 してい るた め 1つ の子 室 だ けで な く 5子 宝 に種 子 が形 成 さ

れ る(Sheffieldeta1.,2005). リン ゴの ク ラス B遺伝 子 変 異 品種 は,本 来 の

5裂 した 1本 の雌 ず い に加 えて 20本 の雄 ず い が 10本 の雌 ず い に変化 してお

り, 10の子 宝 が形 成 され てい た こ とか ら, 10本 の雌 ず い に対応 して 10の

子 宝 が別 々 に形成 され てい る と推 察 され る.どの よ うな機 構 で この よ うな花

器 官形成 を してい るのか 明 らかで はない が,MdPJ遺伝 子 の変異 に よ り本 来

20本 の雄 ず い部位 に半数 の 10本 の雌 ず いが形成 され る こ とも単為結 実性 に

何 らかの影 響 を与 えてい る可能性 が考 え られ た.

レ トロ トランス ポ ゾ ン様 配 列 の挿 入 に よ り MdPZ遺伝 子 の発 現 抑制 が報

告 され てい るク ラス B遺伝 子変異 品種 の s̀pencerseedless'や ẁellington

Bloomless'(Ya°eta1.,2001)以外 の Ǹoblow', ẁickson'につ いて, ク

ラス B 遺伝 子変異 の要 因 を調 査 した . リン ゴの ク ラス B 遺伝 子変異 品種 に

お け る レ トロ トランス ポ ゾ ン様 配列 の挿 入 は R̀aelme'で はイ ン トロン 4

に, s̀pencerseedless', ẁellingtonBloomless'で はイ ン トロン 6に あ

る とい う報告 が あ るた め,異 な るバ ック グ ラ ウン ドで変異 が 引 き起 こ され て

い る と考 え られ る. R̀aelme'を除 くク ラス B 遺 伝 子 変 異 4品種 は DNA

プ ロ ッ ト解 析 に よ り,これ らの 品種 す べ てで 同一 の部位 に レ トロ トランスポ

ゾン様配列 が挿 入 され てい る こ とが推 定 で きた .また ,MdPZ遺伝 子 ゲ ノム
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の LA-PCR産物 の制 限酵 素処理 を行 い,すべ て 同 じバ ン ドパ ター ンを示 した

こ とか ら同 じレ トロ トラ ンス ポ ゾ ン様 配 列 が挿 入 され て い る こ とが推 察 さ

れ た .これ らの結果 に よ り,レ トロ トランスポ ゾン様 配列 の挿入 が あ る MdPZ

遺伝 子 をホモ に持 つ こ とで発 現抑制 され てい る こ とが示 され ,パ ター ンが 同

一 な これ ら 4品種 は 同 じ祖 先 か ら発 生 した可能性 が高 い こ とが示 唆 され た .

リン ゴで は機 能解 析 のた めの形 質転換 は難 しく,開花 まで の期 間 も長 いた

め,形 質転換 が容 易 で 開花 まで の期 間が短 い シ ロイ ヌナ ズナ で ,リン ゴか ら

単離 した遺伝 子 の機 能解 析 を行 った .リン ゴで の ク ラス B遺伝 子 変異 の要 因

とな ってい る MdPZ遺伝 子 の機 能 につ い て,CaMV35Sプ ロモー ター を使 用

した野 生型 の シ ロイ ヌ ナ ズナ(Col)の形 質転 換 を行 った .続 い て , シ ロイ ヌ

ナ ズナ の PJ遺伝 子 変異 体(pl'-1)を用 いた MdPJ遺伝 子 の導 入 に よる相補 実験

を行 い,表 現型 の回復 に よる MdPZ遺伝 子 の機 能 を調 査 した .そ の結 果 ,花

弁 と雄 ず い の花 糸 の回復 を確認 したが,薪 と花 粉 の回復 は見 られ なか った .

シ ロイ ヌナ ズナ の pL'-1に 〃 遺伝 子 を導入 した場 合 で も,今 回 の表現型 回復

実験 と同様 に薪 の形 成 と花 粉 の形 成 は確 認 され て い ない(LambandIrish,

2003).近年 ,4つ の SEIALLATA1,2,3,4(SEPl,2,3,4)遮伝 子(Dittaeta1.,

2004;Pelazeta1.,2000)と ABC遺 伝 子 が相 互作 用す るカル テ ッ トモ デル が

報告 され ていて(Theissen,2001;TheissenandSaedler,2001),SEP遺伝 子

は SHATTERPROOFl,2(SHPl,2)遺伝 子 と SEEDSTZCK(STR)遺伝 子 とも

相 互作用 し腫珠 を形 成す る こ とが報 告 され てい る(Favaroeta1.,2003). こ

れ らの相 互作用す る遺伝 子 が新 た に見つ か った こ とか ら,現 在 で は ABC+DE

モデル が考 え られ て い る. この ク ラス ABC+DE遺伝 子 に よるカル テ ッ トモ

デル で シ ロイ ヌナ ズナ の MdPZ遺伝 子 に よる相 補 実験 につ い て説 明 を試 み

るな らば,過剰発 現 させ た MdPZ遺伝 子 と AP3遺伝 子 ,AG遺伝 子 お よび

SEP 遺伝 子 との相 互 作 用 が うま く働 か ない た めに雄 ず い の不完 全 な回復 が

起 こった と考 え られ た .これ は APl遺伝 子 ,AP3遺伝 子 お よび SEP遺伝 子

の相互作用 に よ り形成 され る花弁 が回復 して い る こ とか ら,雄 ず いが完全 に

回復 しなか った原 因 は AG遺伝 子 との相互 作用 に問題 が あ る と推 察 され た .

そ の他 に, クラス B遺伝 子 の制御 や whorlのパ ター ン決 定 に関わ る とされ

てい る UNUSUALFLORALORGANS(UFO)遮伝 子(LevinandMeyerowitz,
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1995)の働 き,雄性器 官 を多数形成 し,細 い雌 ず い を形成 させ る SUPERMAN

(sUp)遺伝 子 (Bowmaneta1.,1992)の働 きが何 らか の影 響 を与 えてい る と考

え られ た.

紅̀玉 'の花器 官 を用 い て,MdPZ遺伝 子 RNAプ ロー ブ を使 用 した RNA

プ ロ ッ ト解析 を行 った結 果 で は,花 弁 と雄 ず いで特異 的 な発 現 が見 られ たが,

子房 を含 む花床 部 で もわず かな発 現 が見 られ た .同 じく 紅̀ 玉 'の花器 官 を

用 いて,MdMADS5遺伝 子 RNAプ ロー ブ を使 用 した RNAプ ロ ッ ト解析 を

行 った場合 , が くお よび花 柱 ,子房 を含 む花床 部 で発 現 が見 られ た. また,

リン ゴの クラス B 遺伝 子 変異 品種 s̀pencerseedless'の花器 官 を用 いて

MdMADS5遺伝 子 特異 的プ ライ マー を使 用 した RT-PCRを行 った結果 ,過

常 のが く(外 が く)と花 弁 が変化 した が く(内が く)と子房 を含 む花床 部 で発 現

が確認 され た. 紅̀ 玉 'の MdPZ遺伝 子発 現 開始 か ら開花 直前 まで の花芽 を

使 用 し,MdPZ遺伝 子 のア ンチセ ンス RNAプ ロー ブ を用 い た 1'nsl'tuハ イ ブ

リダイゼー シ ョンでは,花 弁 と雄 ず い で特異 的 な発 現 が観 察 され たが,花床

部 内の雄ず い維 管束 で も発 現 が見 られ た . この結果 は RNAプ ロ ッ ト解 析 の

花床 部 でわず か な発 現 が見 られ た結 果 と一致 した . 紅̀ 玉 'の花床 部 内の雄

ず い維 管束 で RNAの発 現 が見 られ た こ とか ら推 察 して,ク ラス B遺伝 子変

異 品種 はホ メオテ ィ ツク変異 に よ り,本 来雄 ず い維 管 束 が形 成 され るべ き花

床 の該 当部 に多数 の腔 珠 が形成 され てい る と考 え られ る.この こ とが単為 結

実性 と関係 が あ る と推 察 され た.MdMADS5遺伝 子 の ア ンチセ ンス RNAプ

ロー ブ を使 用 した 紅̀ 玉 'の花 芽 の i'DSl'tuハ イ ブ リダイゼ ー シ ョンで は,

が く とが くか ら続 い て い る花 床 部 か ら花 柄 ま で の外 側 の細 胞 で発 現 が観 察

され た. これ は MdMADS5遺伝 子 のア ンチセ ンスプ ロー ブ を使 用 した RNA

プ ロ ッ ト解 析 の結 果 と一 致 した . また,MdMADS5遺伝 子 のア ンチセ ンス

RNAプ ロー ブ を使 用 した s̀pencerseedless'の花 芽 の 1'DSl'tuハイ ブ リダ

イゼ ー シ ョンを行 った結果 ,花 弁 が変化 した が く(内が く)で発現 が見 られ た

他 は, 紅̀ 玉 'の発 現部位 と一 致 してい た . この結果 も MdMADS5遺伝 子 プ

ライ マー を使 用 した RT-PCRの結果 と一致 した.MdMADS5遺伝 子 は果 実

の肥 大 に影 響 を及 ぼ してい る こ とが推 察 され た が,単為 結 実性 との関係 は 明

らか にはな らなか った .
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紅̀ 玉 'か ら作成 した ゲ ノム ライ ブ ラ リー を使 用 した ス ク リー ニ ングに よ

り MdPng伝 子 プ ロモ ー ター を単離 した .MdPZ遺伝 子 の コー ド領 域 はデ ー

タベ ー ス上 に報 告 の あ る配 列 と 98%の相 同性 が見 られ た こ とか ら,そ の上流

域 を MdPZ遺伝 子 プ ロモ ー ター と断定 した .MdPZ遺伝 子 プ ロモ ー ター に

GUS 遺伝 子 を融合 させ , シ ロイ ヌナ ズナ で機 能解析 を行 った.形 質転換 シ

ロイ ヌナ ズナ の花器 官 を GUS染色 した ところ花 弁 と雄 ず い で特異 的 な GUS

活性 が見 られ た. したが って,MdPI遺伝 子 プ ロモ ー ター は花 弁 と雄 ず いで

発 現 を調 節 してい る こ とが 明 らか とな った .

リン ゴで の MdPZ遺伝 子 の発 現解析 (機 能欠 失 , ジー ンサ イ レンシ ングお

よび プ ロモ ー ター解 析)を行 うた め, リン ゴ台木 品種 の J̀M2'で の形 質 転

換 を行 った.リン ゴの形質転換 で は,カナマイ シ ンを含 む選 抜培 地 で生育 し

た シュー トを得 る こ とがで きた .35S::antiMdPZA/TFを導入 した個 体 は 8

系統,pISMdPI::GUSA/TFを導入 した個体 は 6系統 ,p2SMdPI:二GUSA/TF

を導入 した個 体 は 4系統 ,35S::土MdPZA/TFを導入 した個体 は 2系統 をそ

れ ぞれ獲得 で きた .各 系統 は順 化 後 ポ ッ トで生 育 させ て い る. J̀M2'の形

質転換 系統 につ い て導入 遺伝 子 の確 認 を行 った.DNA プ ロ ッ ト解 析 の結果

で は,plSMdPI::GUSA/TFの 3系統 につ い て確認 がで きなか った .mRNA

- の転 写 を RT-PCRを行 い調 査 した ところ,順 化 させ て ポ ッ トで生育 させ て

い る系統すべ てで,導入遺伝 子 の転 写 を確認 す る こ とがで きた.リン ゴにお

け る花器 官 形 成 に 関与 す るホ メオ テ ィ ック遺 伝 子 の働 きや そ の プ ロモ ー タ

ー機 能 の調 査 で リン ゴの形 質転換 体 を作成 した場合 ,花 が 咲 か ない と導入遺

伝 子 の解 析 がで きない .リン ゴの花 芽形 成 はステー ジ Oの茎 頂 分裂組 織 の広

い メ リステ ムが 花ゝ 芽形成 に移 行す る とステー ジ 1の狭 い メ リステ ム とな り

花器 官 の発達 が始 ま る(Fostereta1.,2003).この花 芽 - の転換 には AFLl

遺伝 子 ,AFL2遺伝 子 お よび MdTFLl遺伝 子 な どの括 抗 作用 に よ り形成 され

てい る と考 え られ る(Kotodaeta1.,2000,2006;KotodaandWada,2005;

wadaeta1.,2002). そ こで,形 質転換 体 を早期 に開花 させ る 目的で,花 芽

形成抑 制遺伝 子 で あ る MdTFLl遺伝 子 をア ンチセ ンスで導 入 し発 現抑制 を

試 みた . しか し,現 時点(ポ ッ ト-移植 後 20 ヶ月 目)で は作成 した形 質転 換

体 で早期 開花 した個 体 は確認 され てい ない . TFLl遺伝 子 の上位 に位 置す る
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遺伝子 で あ る,シ ロイ ヌナ ズナ の FT遺伝 子 , も しくはそ の リン ゴホモ ログ

に よる早期 開花 系遺伝 子 の導入 に よる早期 開花性 も注 目され る.カ ンキ ツか

ら単離 され た FT遺伝 子 ホモ ログの Cl'FT遺伝 子 を導入 したカ ンキツで は早

期 開花性 が付 与 され ,セ イ ヨウナ シの形 質転 換 体 は )'DVl'troでの 開花 を示す

(Endoeta1.,2005;松 田 ら 2004). したが って,果 樹 にお け る早期 開花性 を

付与す る こ とを 目的 に行 うには,FT遺伝 子 の導入 が最 も効 果 的 で あ る と考

え られ る.

リン ゴ果 実 の形 態 は,ナ シ,マル メ ロ,ビワ等 と同 じく仁 果類 に分類 され ,

可食 部 の ほ とん どは花床 に由来す る偽異 で,そ の内部 の子房 壁 に 由来す る組

織 が種子 の周 囲 にわず か に形成 され る.一方 ,モ モ ,カ キ等 は子房壁 が肥 大

して食 用部分 にな る真異 で あ り,シ ロイ ヌナ ズナ な どの植 物種 と同様 で あ る.

バ ラ科 の果 実 の基本形 は シモ ツケ,ナナ カマ ドな どの袋 果 で あ る.袋具 は 5

本 の雌 ず い に多数 の胚珠 を持 ち腹側 で裂 開す る.この形 を基 本形 にそれ ぞれ

の部位 の減 少や ,合 着 が生 じてバ ラ科 の果 実 の多様 な形 態 が形成 され る.リ

ン ゴの よ うなナ シ状異 は,子房 が花床 と融合 し,子房 の上部 で花床 筒 が 閉 じ

る子房 下位 花 で あ る. したが って, リン ゴな どの仁 果類 の果 実肥 大 は,子房

の発達 で は な く花床 の発 達 に よる もので あ る,

リン ゴの ク ラス B 遺 伝 子 変 異 品種 群 は 単 為 結 実 性 を示 す (Tobutt,1994,

Ya°eta1.,2001)が, シ ロイ ヌナ ズナ の 〃 遺伝 子変異 体 は単為結 実性 を示 さ

ない.この こ とは,リン ゴの果 実形成 が シ ロイ ヌナ ズナ の果 実形成 と異 な る

メカニズ ムに よって 引 き起 こ され てい る こ とを示 唆 してい る.果 実形 態 の異

な る,様 々な植 物 が含 まれ るバ ラ科植 物 の形 態 の多様 さは,PJ遺伝 子や AP3

遺伝 子 の よ うな花器 官形成 遺伝 子 の発 現 の差や ,種類 の違 い ,複 数 の遺伝 子

に よる相互 作用 に よって制御 され てい る可能性 が考 え られ る.また ,リン ゴ

の MdPZ遺伝 子変異 体 とシ ロイ ヌナ ズナ の PZ遺伝 子 変 異体 は同様 の表 現型

の変化 を してい るに もか か わ らず , リン ゴのみ 単為 結 実性 を示 す こ とか ら,

リン ゴの子房 下位 花 で花床筒 の上部 に花器 官 が形成 され る こ とと,花床 の肥

大 に よる果 実形成 の しくみ に単為 結 実能 力 が あ る と考 え られ た .

以上 の結果 か ら,リン ゴの ク ラス B遺伝 子 で あ る MdPZ遺 伝 子 は花 弁 と雄

ず いで特異 的 に発 現 し,それ ぞれ の器 官 の形 成 に作用 して い る と考 え られ ,
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シ ロイ ヌナ ズナ の PZ遺伝 子 のオー ソログで あ る こ とが 明 らか とな った. ま

た,この MdPZ遺伝 子 が レ トロ トランスポ ゾンの挿 入 に よ り発 現抑 制 され て

い る品種群 は,来歴 は未 だ不 明確 で あ るが ,ゲ ノム上 の 同 じ部位 に同 じレ ト

ロ トランスポ ゾンの挿入 が見 られ たた め,同 じバ ックグ ラ ウン ドで変異 が現

れ てい る こ とが示唆 され た.リン ゴのホ メオテ ィ ツクな花器 官 変異 と単為結

実性 との 関係 は,ホ メオテ ィ ツク果 実 で は花床 内の雄 ず い維 管束部位 に相 当

す る付近 に腔珠 が形成 され る こ と,お よび子房 下位 花 で果 実 は花床 が発 達す

る こ とで形成 され る こ とに関係 が あ る と考 え られ た .

単為結 実す る果 樹 はバ ナナ ,パ イナ ップル ,イ チ ジ ク,カ キ,ブ ドウお よ

び カ ンキ ツに例 が あ る.一般 的 に これ らの果樹 は雌性器 官 あ るい は雄性器 官

が不完全 な ものが多 く,種 々の遺伝 的 な不稔 現象 が無核 の原 因 とな ってい る

(間苧谷,2002). リン ゴの クラス B遺伝 子 変異 品種 は花 弁 がが くに,雄 ず い

が雌 ず い に入れ替 わ ってお り,ABCモ デル で説 明 され るク ラス B遺伝 子 の

花器 官変異 と相 同な雄性器 官 を備 えて い ない不完全 花 で あ る.果 実 の肥 大 に

関 して,通 常 品種 で は受精 に よって形成 され た種 子 で ジベ レ リンが生成 され ,

そ の ジベ レ リンの作用 で結 実 が維 持 され果 実 が肥 大す る とい われ てい るが ,

ク ラス B 遺伝 子変 異 品種 の単為 結 実性 とジベ レ リン等 の植 物 ホル モ ンの関

係 は明確 になってい ない .

ジベ レ リン(GA)は茎 の伸長促 進 ,種子発 芽誘 導 ,花 芽形成 な どの生理 作用

を持 つ植 物 ホル モ ンで, シ ロイ ヌナ ズナ の LEAFY(LFY)の遺伝 子活性 を促

進 す る働 きを もち,LFYが活性 化す る こ とに よ り花器 官 の更 な る発 達 を促 し

てい る(Weigeleta1.,1992;Yueta1.,2004),GAはイネ の馬鹿 苗病 菌 か ら

単離 され て以来 ,単離 され た順番 に番 号 が振 られ ,100種類 以上 が確認 され

てお り,現在 も単離 され続 けて い る.この GAの うち,LFYに作用す るの は

GA3も しくは GA4とい う報告 が あ る(BlazquezandWeigel,2000;Eriksson

eta1.,2006).リン ゴの果 実 の発 達 には通 常 ,受精後 の種 子 でつ く られ る GA

が重 要 とな ってい る.1樹 で着果 量 が多 く相 対 的 に種 子 量 が多 くなった場合 ,

翌年 の花芽形成 を阻害 し,隔年 結果 を引 き起 こす原 因 とな って い る こ とが知

られ てい る. リン ゴで活性 の あ る GAは GAl,GA3,GA4お よび GA7七 い わ

れ ,特 に GA3も しくは GA4の 内生 レベ ル が高い とされ てい る(Stephaneta1.,
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1999,2001).ブ ドウのデ ラ ウェアの種無 し果 実生産 には,配偶子形成 阻害

に よる単為結 実 の誘 導 と果実肥大 を 目的 として GA3が用 い られ てい る. リ

ンゴにお ける結実 と果 実 の発達 につ いて も種子 か ら産 出 され る GAと何 らか

の関係 が ある と考 え られ ,単為結 実性 とも少 なか らず 関係 が あ る と考 え られ

る.また,その他 の植 物 ホルモ ンも関係 してい る可能性 が あ る.したがって,

遺伝子 的なメカニズ ムの解 明のみ な らず ,内生植 物 ホルモ ンの調査 も重要項

目で ある と考 え られ た.

最近 ,シ ロイヌナ ズナで は受精せず に さや が肥大 し,単為結実性 を持っ変

異体 の解析 が行 われ ,A_UXZN 宣ESPONSE IFACTORiS(ARF8)遺伝 子 が原 因

で引 き起 こされ てい るこ とが突 き止 め られ た(Goetzeta1.,2006).ARF8遺

伝 子 はオー キシン応答 に関与す る転 写因子 の遺伝 子 で Aux/ZAA 遺伝 子 と複

合体 を形成 し,IAA早期応答遺伝子 の転 写 を低 く抑 えてい る.シ ロイヌナ ズ

ナで は胚珠 にお ける ARF8遺伝子 の欠如 に よ り単為結 実性 を付 与 してい る

ことが示 され てお り,リンゴで もこの よ うな機構 で単為結 実す る可能性 が考

え られ る.リンゴで は ARF8遺伝子 に相 当す る遺伝 子 の単離 は行 われ てお ら

ず ,今後 この遺伝子 のホモ ログの単離 と機 能解析 が必要 で あ る.

リンゴの結実安定 と省 力化 のた めには,栽培 品種 に 自家和合性や単為結実

性 を付与す るこ とが望 ま しい.自家和合性 の場合 ,花粉 が柱頭 に確 実 に付着

す る必要 があるため,受粉 その ものは必要 で あ りハ チの飼 育や人工交雑 は必

要 とな る.しか し,単植 固化 が可能 とな り,農薬 の散布 や作業効率 の面で大

幅 な省 力化 が期待 で きる単為結 実性 は さ らに受粉 そ の ものが不必要 とな る,

リンゴの単為結実性 については 恵̀ ', プ̀ リンセ ス 'お よび ÈarlyHarvest'

が 自動 的単為結果性 を有す る と報 告 され てい る(斎藤 ら, 1993)が, 恵̀ 'の

単為結実性 について は佐藤 ･石 山(1993)が調査 し,二つ の遺伝 子 の劣性 ホモ

で表現 され る可能性 を示 してい る.一方 ,今 回調 査 したホ メオテ ィ ツク変異

を伴 う単為結実性 については,遺伝解析 に よ りクラス B遺伝子 の一つ の劣性

ホモ で遺伝す るこ とが示 され てい る(Tobutt,1994). したが って, この二つ

の単為結実性 は別 の遺伝子 で支配 され てい るこ とが推 定 され る.両者 の単為

結実性 の機構 を解 明す るこ とで リンゴの省 力 ･安 定生産 体系 を開発 で きる可

能性 がある.
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総 摘 要

リン ゴには,花弁 と雄ず いが,が くと雌 ず い に入 れ替 わ る,花器 官 のホ メ

オテ ィ ツク変異 を示す 品種群 が存在 し,それ らは通 常 の花 と形 態 が異 な る こ

とが知 られ てい る. これ は, シ ロイヌナ ズナや キ ンギ ョソ ウの ABCモ デル

で説 明 され るク ラス B遺伝 子 で あ る PZSTZLLATA(Pl)遺伝 子 と APETALA3

(AP3)遺伝 子 の うち,PZ遺伝 子 に相 当す る遺伝 子 MdPZSTZLLAn4(MdPl)逮

伝 子 の発 現 が,レ トロ トラ ンス ポ ゾン様 配 列 の挿 入 に よ り抑 え られ てい るた

めに生 じる形 態異 常 と推 定 され てい る(Ya° eta1.2001). リン ゴで は, これ

らの形 態異 常 を示す 品種 は単為結 実性 を有す る こ とが知 られ て い るが,シ ロ

イ ヌナ ズナ で は クラス B 遺伝 子 の変異 と単為結 実性 との関係 は認 め られ て

い ない. リン ゴは子房 下位 花 で,花床 と子房 が癒合 してい る.この花器 官 の

形 態 的特徴 とク ラス B 遺伝 子 の変異 でが く と雌 ず い が多重 に形成 され る こ

とと,単為結 実性 との間 には関連 が あ る と推 定 され る. ところが,MdPZ遺

伝 子 の変異 が,どの よ うな メカニ ズ ムで単為 結 実性 を誘 導す るのか は明 らか

になってい ない.

そ こで本研 究 で は,リン ゴの ク ラス B遺伝 子 変異 品種群 の花器 官形成 に関

L,す るホ メオテ ィ ック遺伝 子 で シ ロイ ヌナ ズナ の PZ遺伝 子 と相 同の MdPZ遺

伝 子 の発 現解析 と機 能解 析 を 目的 に以下 の実験 を行 った .

1. リンゴの ク ラス B遺伝 子 変異 品種 の単為 結 実性調 査

クラス B 遺伝 子変 異 品種 の単為 結 実能 力 と受粉 に よ る種 子形成 能力 お よ

び果 実肥 大 の影 響 を調 査 した .本 来 の果 実 の 中心部 のみ な らず雄ず いが変化

した雌 ず い部 で も正 常 に種 子 が形成 され る こ とが 明 らか とな った.ク ラス B

遺′伝 子変異 品種 の放 任 区で は多数 の花 が落花す るに もかかわ らず ,無種 子 で

結 実 ･肥 大す る果 実 が 4品種 とも存在 す る こ とか ら,これ らの品種 はいず れ

も単為結 実性 を有す る こ とが確認 で きた .また,受粉 に よ り種 子数 が増加 し,

中心部 お よび形 態変異 したてい あ部 の 2ヶ所 の子 室 で 20個 以上 あ る果 実 が

み られ た.種子 の形成 と果 実重 の 関係 は品種 間差 が認 め られ たが,これ は樹
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勢 や 着 果 量 も影 響 して い る と考 え られ た . ẁickson'の 単 為 結 実 能 力 は

Ǹoblow' と s̀pencerseedless'よ り高 い こ とが推 察 され , クラス B遺

伝 子 変異 品種 間で単為結 実性 に品種 間差 が あ る こ とが 明 らか になった .

2. リンゴの ク デス B遺伝 子変 異 品種 にお け る

ク ラス B遺伝 子 変異 要 因の調査

R̀aelme'を除 くク ラス B遺伝 子 変異 4品種 の レ トロ トランスポ ゾン挿

入 部位 を調 査 し, これ らの品種 の MdPZ遺伝 子抑 制機 構 の解 明 を行 った .

DNAプ ロ ッ ト解 析 に よ りクラス B遺伝 子 変異 品種 す べ てで 同一 の部位 に レ

トロ トランスポ ゾ ンが挿 入 され てい る と推 定 で きた.また,MdPZゲ ノムの

LA-PCR産物 の制 限酵 素処理 を行 い,す べ て 同 じバ ン ドパ ター ンを示 した こ

とか ら同 じレ トロ トランスポ ゾンが挿入 され て い る こ とが推 察 され た.これ

らの結果 か ら,MdPZ遺伝 子 が単一 の遺伝 子 で,他 に代 替す るこ とが で き る

遺伝 子 が ないた めに,レ トロ トランスポ ゾンの挿入 が あ る MdPZ遺伝 子 をホ

モ に持 つ こ とで MdPZ遺伝 子 が発 現抑 制 され て い る と推 察 され た.制 限酵 素

処理パ ター ンが 同一 な これ らク ラス B 遺伝 子 変異 4品種 は 同 じ祖 先 か ら発

生 した こ とが示唆 され た .

3.MdPZ遺伝 子 に よるシ ロイ ヌナ ズナ の相補 実 験

リン ゴで は機 能解析 のた めの形 質転換 が難 しく,開花 まで の期 間 も長 いた

め,形 質転換 が容 易 で 開花 まで の期 間が短 い シ ロイ ヌナ ズナ で機 能解 析 を行

った.シ ロイ ヌナ ズナ の野生型 にお ける表現型 の変化 を調 査 す るこ とを 目的

に MdPZ遺伝 子 を形 質転換 した. また,PZ遺伝 子 変 異体 で あ る pl'11にお い

て表現型 回復 させ る こ とを 目的 に,MdPZ導入 個 体 と pl'-1を交配 させ ,そ の

Fl世代 を さ らに 自殖 させ た F2個 体 につ い て表現型 を調 査 す る と同時 に,PZ

お よび pl'に関す る遺伝 子型 を調 査 した . さらに,表現型 回復 個 体 につ い て

詳 細 な観 察 を 目的 に,走査型 電子顕微鏡 を用 いて行 った .
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(1) シ ロイ ヌナ ズナ の形 質 転換

35S::MdPZを導入 した シ ロイ ヌナ ズナ は,得 られ た個 体(To)のす べ て のが

く周 囲が花 弁様 に 白 く変化 していた. また, シ ロイ ヌナ ズナ の PZ遺伝 子変

異体 で あ る pl'-1に MdPZ遺伝 子 の導入 を 目的 に,35S::MdPZを導入 した To

個体 の花粉 を交配 させ Fl個 体 を得 た .この Fl個 体 を生長 させ , 自殖 させ る

こ とに よ り F2個 体 を得 る こ とに成 功 した .この F2個 体 には正 常 の花器 官 を

有 してい るもの と,正 常 な花 弁 は あ るが,雄 ず いが雌 ず い様 に変化 してい る

個 体 が あった. この雄 ず い が変化 してい る個 体 が,MdPZ遺伝 子 の影 響 で表

現型 が回復 した もの と考 え られ た .また,この個 体 の雌 ず い様 の雄ず い の表

面 には胚珠状 の球 体 が観 察 で きた.

(2) 形質転換 体 の遺伝 子型確認

シロイヌナズナの PZ遺伝 子変異体である pl'-1と 35S::MdPIを導入 した To

個 体 との交配 によ り得 られ た F2個 体 につ いて,そ のバ ック グラ ウン ドを調 査

した.正 常 な花 弁 を有 して い る ものの雌 ず い様 の雄 ず い を持 って い る個 体 で

は pl'-l由来 で あ る こ とが確認 で きた.

(3) 形 質転換 体 の走査型 電子顕微鏡 にお け る詳 細観 察

シロイヌナズナの PZ遺伝 子 変異体である pl'･1と 35S:･'MdPIを導入 した To

個体 との交配 によ り得 られた F2個 体 につ いて,走査型 電子 顕微 鏡 に よる詳 細

な観 察 を行 った .正 常 な花 弁 を有 してい る もの の雌 ず い様 の雄 ず い を持 って

い る個体 は,花 糸 の細胞 が正 常 に近 く回復 してい たが,雌 ず い様 になってい

る薪 の部 分 の細胞 は,正 常 な雌 ず い の細胞 と同一 で,細胞 中に気 孔 を有 して

い た.雌 ず い様 の部 分 に観 察 され た胚珠 状 の球 体 は,珠 孔 と肱柄 が確認 で き

たた め腫珠 で あ る こ とが判 明 した.

4.1'DSL'tuハ イ ブ リダイゼ ー シ ョンに よる花器 官形成 遺伝 子 の発 現解 柿

クラス B遺伝 子 の MdPZ遺伝 子 と, ク ラス A遺伝 子 で リン ゴの ク ラス B

遺伝 子変 異 品種 で二重 のが く形成 に 関係 して い る と推 察 され る MdMADS5
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遺伝 子 の発 現部位 を調 査す るこ とを 目的 に,RNA プ ロ ッ ト解 析 と RT-PCR

を行 った.また, 紅̀ 玉 '花 芽 の各器 官 で の MdPZ遺伝 子 の発 現部位 を調 査

す るこ とを 目的 に,花芽 の各発 育 ステー ジで 1'DSl'tuハ イ ブ リダイゼ ー シ ョ

ン行 っ た . さ らに , 紅̀ 玉 ' と リン ゴの ク ラス B 遺 伝 子 変 異 品種 で あ る

s̀pencerseedless'の花 芽 の各器 官 で の MdMADS5遺伝 子 の発 現部位 を

調査す る こ とを 目的 に,花 芽 の各発 育 ステー ジで 1'nsl'tu- イ ブ リダイゼ-

シ ョン行 った .

(1) Md〃 遺伝 子 お よび MdMADS5遺伝 子 の発 現解 析

紅̀ 玉 'の花器 官 を用 いて RNAプ ロ ッ ト解 析 を行 った .MdPZ遺伝 子 の

ア ンチセ ンス RNAプ ロー ブ を使 用 した場 合 ,花 弁 と雄 ず い で特異 的 な発 現

が 見 られ た が , 子 房 を含 む 花 床 部 で もわ ず か な発 現 が 見 られ た . ま た ,

MdMADS5遺伝 子 のア ンチセ ンス RNAプ ロー ブ を使 用 した場合 ,が くお よ

び花柱 ,子房 を含 む花床 部 で発 現 が見 られ た .また,リン ゴの ク ラス B遺伝

子変異 品種 '̀spencerseedless'の花器 官 を用 いて MdMADS5遺伝 子特異

的プ ライマー を使 用 した RT-PCRを行 った ところ,が く(外 が く)と花 弁 が変

化 したが く(内が く)と子房 を含 む花床 部 で発 現 が確認 され た .

(2) MdPZ遺伝 子 の組 織 学 的 な発 現解 析

紅̀ 玉 'の MdPZ遺伝 子発 現 開始 か ら開花 直前 まで の花 芽 を用 いて,MdPZ

遺伝 子 のア ンチセ ンス RNAプ ロー ブ を使 用 した IDSl'tuハ イブ リダイゼー シ

ョンを行 った .花 弁 と雄ず いで特異 的 な発 現 が観 察 され たが ,花床 部 内 の雄

ず い維 管束 で も発 現 が見 られ た. これ は第 4章 ,第 1節 の RNAプ ロ ッ ト解

析 の花床 部 でわず か な発 現 が見 られ た結果 と一致 して いた .MdP∫遺伝 子 の

発 現 が花床 内上部 の維 管 束 で も観 察 され た こ とか ら,染 色 され た場所 まで雄

ず い のアイデ ンテ ィテ ィー を有 してい る と判 明 した .

(3) MdMADS5遺伝 子 の組 織 学 的 な発 現解 析

第 4章 ,第 2節 と同 じ花 芽 を用 いて MdMADS5遺伝 子 のア ンチセ ンス RNA

プ ローブ を使 用 した 1-nsl-tuハ イ ブ リダイゼ ー シ ョンを行 った .が くとが く
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か らつ な が って い る花 床 部 の外 側 か ら花 柄 ま で の外 側 の細 胞 で発 現 が観 察

され た.これ は第 4章 ,第 1節 の MdMADS5プ ロー ブ を使 用 した RNAプ ロ

ッ ト解 析 の結 果 と一 致 してい た. また, リン ゴの クラス B 遺伝 子 変異 品種

s̀pencerseedless'の花 芽 を用 い て MdMADS5遺 伝 子 の ア ンチ セ ンス

RNAプ ロー ブ を使 用 した 1'DSl'tuハ イ ブ リダイゼ ー シ ョンを行 った.が く(外

が く)と花弁 が変化 した が く(内が く)で発 現 が見 られ ,が くか ら続 いてい る花

床 部 の外側 か ら花柄 まで の外側 の細胞 で発 現 が観 察 され た .この結果 も第 4

章,第 1節 の MdMADS5遺伝 子 プ ライマ ー を使 用 した RT-PCRの結 果 と一

致 してい た.

5.MdPni伝 子 プ ロモ ー ター の機 能解 析

MdPna伝 子 の発 現 を制御 してい る と推 定 され る Md〃 遺伝 子 プ ロモ ー タ

ー を単離す るこ とを 目的 に,ゲ ノム ライ ブ ラ リー作成 後 ,ス ク リー ニ ングを

行 った.また,単離 した MdPZ遺伝 子 プ ロモー ター の機 能解 析 を行 うこ とを

目的 に GUSと融合 させ た発 現ベ クター を作成 し, これ をシ ロイ ヌナ ズナ に

形 質転換 し,GUS活性 を観 察 した .

(1) MdPZ遺伝 子 プ ロモ ー ター の単離 とベ ク ター の構 築

紅̀ 玉 'か ら作成 したゲ ノム ライ ブ ラ リー を使 用 した ス ク リー ニ ングに よ

り MdPZ遺伝 子 プ ロモー ター を単離 した .MdPng伝 子 の コー ド領 域 はデ ー

タベ ー ス上 に報 告 の あ る配列 と 98%の相 同性 が見 られ た こ とか ら,そ の上 流

域 を MdPZ遺伝 子 プ ロモ ー ター と断定 した .

(2) Md〃 遺伝 子 プ ロモ ー ター の機 能解 析

MdPZ遺伝 子 プ ロモ ー ター に GUS遺伝 子 を融合 させ , シ ロイ ヌナ ズナ で

機 能解 析 を行 った.MdPZ遺伝 子 の コー ド開始 点 ATG よ り上流 1kbの MdPZ

遺伝 子 プ ロモ ー ター を用 い た形 質転換 シ ロイ ヌナ ズナ の花器 官 を GUS染 色

した ところ,花 弁 と雄ず い で GUS活性 が見 られ た.MdPZ遺伝 子 の コー ド

開始 点 ATG よ り上 流 2kbの MdPZ遺伝 子 プ ロモ ー ター で は葉 ,茎 頂部 お よ
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び花器 官すべ てで GUS活性 が見 られ た こ とか ら,MdPI遺伝 子 の上流 1kb

が重 要 な働 き を してい る こ とが示 され た.

6. リン ゴにお け る形 質転換 体作 出

リン ゴで の MdPZ遺伝 子抑 制 あ るい はプ ロモ ー ター解 析 を行 うこ とを 目

的 に, リン ゴの台木 品種 J̀M2'を用 い て形 質転換 を行 った .MdPJ遺伝 子

等 とア ンチセ ンス MdTFLl遺伝 子 を同時 に導入す る こ とに よ り,早期 開花

を誘 導 し短期 間で花器 官- の影 響 を確認 す る方法 を試 み た .

リン ゴで の MdPZ遺 伝 子 の発 現 解 析 を行 うた め に , リン ゴ台 木 品種 の

J̀M2'で の形 質転 換 体作 出 を試 み た.そ の結果 ,カナ マイ シ ンを含 む選抜

培 地 で生育 した シ ュー トを得 る こ とがで きた.35S::antiMdPZA/MTFを導

入 した個 体 は 8系統 ,PIS-MdPI::GUSA/MTF を導入 した個体 は 6系統 ,

p2SMdPI::GUSA/MTFを導入 した個体 は 4系統 ,35S::土MdPZA/MTFを導

入 した個 体 は 2系統獲 得す る こ とがで き, 順 化 後 ポ ッ トで生 育 させ て い る.

順 化 後 ポ ッ トで生 育 させ て い る形 質転 換 系 統 につ い て導 入 遺 伝 子 の確 認

を行 った .DNAプ ロ ッ ト解 析 の結果 で は,plSMdPI::GUSA/MTFの 3系統

につ いて確認 がで きなか った .RNA- の転 写 を RT-PCR を用 い て調 査 した

結果 ,順化 させ て ポ ッ トで生 育 させ て い る系統す べ てで,導入 遺伝 子 の転 写

を確認 した .

以上 の結果 か ら, リンゴのクラス B変異品種 での Md〃 遺伝子 は,花弁 と雄

ずい特異的 に発現 してお り,シロイヌナズナの 〃 遺伝 子 オー ソログである と

示唆 された.また,)'DSl'tuハイブ リダイゼー シ ョンによ り,花床部 内の雄ずい

維管束で RNA の発現が見 られた ことか ら, これ ら花器 官のホメオテ ィ ツク変

異 によ り花床部 で多数 の腔珠 が形成 されてい ることが単為結実性 と関係 がある

と推察 された.
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