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〈要 約〉

　シダ植物のいくつかは，集団における遺伝的な多様性を確保するため，雄と雌の比を制御するフェロモン様の物質を分泌する．このフェロモン様の物質はアンセリジオーゲンとよばれており，雄の個体を誘導するはたらきがある．いくつかのシダのアンセリジオーゲンの構造は植物ホルモンであるジベレリンと類似している．この論文において，筆者らは，シダにおけるアンセリジオーゲンを介した個体のあいだのコミュニケーションについて明らかにした．この個体間コミュニケーション系とは，異なる生育ステージにある個体のあいだでジベレリンの生合成経路を分けて所有することにより成立するもので，アンセリジオーゲンはこの2つの個体をつなぐ架け橋として機能する．すなわち，集団において早く成熟した配偶体はアンセリジオーゲンを周囲に分泌する．アンセリジオーゲンは活性型のジベレリンとは異なる構造をもち生理活性を示さないが，一方で，生体に取り込まれやすいという性質をもつ．遅れて発生した若い個体は分泌されたアンセリジオーゲンを取り込み，生体においてこれを活性型ジベレリンへと変換する．生理活性を示す活性型ジベレリンが産生されることにより雄の個体の形成がはじまる．

はじめに

　シダ植物の生活環は，配偶体世代が主体のコケ植物と，胞子体世代が主体の種子植物の，ちょうど中間をとるような世代交代をする．シダ植物の配偶体世代は，とくに前葉体とよばれる，ハート型の形状をしている．この前葉体の時期に起こる特異的な現象として，フェロモン様の物質を介した雄性配偶体の形成の誘導がある．集団において成長ステージの進んだ個体がフェロモン様の物質を分泌し，遅く成長してきた性の決定していない個体に対し作用して，造精器のみをもつ前葉体へと変えるのである．現在までに，18種のシダ植物において同様の作用をもたらす物質のあることが報告されている1)．そののち，これら造精器の誘導物質はアンセリジオーゲンと名づけられた2)．アンセリジオーゲンの意義は他家受精を促進することにあると考えられている3-5)．雌雄同体種の多いシダ植物において他家受精を行うことは，遺伝的な多様性を確保するために重要だと考えられている．

　この論文で取り扱ったカニクサ（Lygodium japonicum）のアンセリジオーゲンは，種子植物における活性型のジベレリンと類似した構造をもつ1,6)．筆者らは，アンセリジオーゲンによる造精器の形成の誘導がジベレリンと同様の系を使用している，あるいは，まったく別の系を使用している，という2つの可能性のもと検証を行った．

1．アンセリジオーゲンの感受性と生合成

　まず，カニクサにおいてアンセリジオーゲンがどの生育ステージから分泌され，どの生育ステージまで感受性があるのかを調べた．分泌能については，前葉体を横幅0.5 mm，1.0 mm，1.5 mm，2.0 mm，3.5 mm，5.0 mmになるまで生育させ，そののち，同じ培地にアンセリジオーゲンへの感受性の高い原糸体を代わりに移植して指標体とし，造精器の形成される原糸体の個体を計数することにより算出した．一方，感受性については，アンセリジオーゲンを含んだ培地におのおのの生育ステージの個体を植え，造精器が形成される個体を計数することにより算出した．その結果，分泌は横幅1.5 mm以上の個体にてはじまり，横幅3.5 mm以上の個体は造精器の形成を100％誘導するのに十分なアンセリジオーゲンを分泌していることがわかった．一方，感受性については，横幅1.0 mm以下の個体は高い感受性をもつが，そののち徐々に低下し，横幅3.5 mm以上の個体は感受性を完全に失っていることがわかった．これらの結果は，アンセリジオーゲンの合成および分泌と感受性に対する能力が，成熟した個体と小さな若い個体とで逆平行な関係にあることを示唆した．

　カニクサのアンセリジオーゲン（GA9-Me）の構造をみると，活性型のジベレリン（GA4）と同じent-ジベレラン骨格をもっている1,6)．しかし，活性型ジベレリンに必須のC3位の水酸基がなく，C6位のカルボキシル基はメチルエステル化されている7)（図1）．そこで，活性型ジベレリンおよびアンセリジオーゲンによる造精器の形成の誘導活性について調べた．その結果，どちらも造精器の形成の誘導活性をもつが，その活性はアンセリジオーゲンのほうが10倍以上も高いことがわかった．

　ジベレリンの生合成の阻害剤であるウニコナゾール8) を投与することにより造精器の形成が抑制されるかどうかを検討した．その結果，ウニコナゾールの濃度に依存して造精器の形成は抑制されることがわかった．このとき，造卵器の形成は阻害されなかった．活性型ジベレリンあるいはアンセリジオーゲンを同時に添加したところ，造精器の形成の抑制はもとにもどるとともに，造卵器の形成が抑制されることがわかった．このことから，活性型ジベレリンおよびアンセリジオーゲンは造精器の形成の誘導および造卵器の形成の阻害という2つの役割を担うことが示唆された9)．以上の結果，および，以前の報告から1)，アンセリジオーゲンの生合成の少なくとも一部はジベレリンの生合成と同じ経路を使用していることが考えられた．

2．アンセリジオーゲンの受容系
　カニクサからジベレリンの生合成やシグナル伝達に関する遺伝子をクローニングした．カニクサを含むシダ類のゲノムサイズは非常に大きいため，次世代シークエンサーを利用してRNAシークエンスを行うという戦略をとった．その結果，生合成に関与する遺伝子として，CPS遺伝子，KS遺伝子，KO遺伝子，GA20ox遺伝子，GA3ox遺伝子を，シグナル伝達に関与する遺伝子として，GID1遺伝子，DELLA遺伝子，GID2/SLY1遺伝子の配列情報を得ることができ，それらの配列情報をもとにそれぞれの全長cDNAをクローニングした．GA3ox遺伝子，GID1遺伝子，DELLA遺伝子については複数のオルソログがクローニングされたが，前葉体における発現はそれぞれLj_GA3ox1遺伝子，Lj_GID1-1遺伝子，Lj_DELLA1遺伝子がもっとも高かった．

　まず，活性型ジベレリンとアンセリジオーゲンが同じシグナル伝達経路において作用しているのかどうかを調べるため，ジベレリンシグナル伝達系における初期の反応であるDELLAタンパク質の分解10,11) について特異抗体を用いて調べた結果，若い前葉体に活性型ジベレリンあるいはアンセリジオーゲンを投与すると，どちらの場合も1時間でLj_DELLA1タンパク質が分解されることがわかった．つづいて，RNAシークエンスにより得られた冗長性のない遺伝子セットを用いて，同様の処理をした際におけるトランスクリプトームを解析した．この結果，活性型ジベレリンあるいはアンセリジオーゲンの投与により発現の変動した2213個の遺伝子はきわめて相関性が高く，下流にてほぼ同じ遺伝子が発現していることがわかった．これらの結果から，アンセリジオーゲンは活性型ジベレリンと同様に，GID1-DELLA系を介してジベレリンシグナルをオンにしていることが示唆された．

　アンセリジオーゲンがGID1-DELLA系により直接に受容されているのかどうかを調べるため，カニクサから単離したGID1（Lj_GID1-1）およびDELLA（Lj_DELLA1）を用いて酵母ツーハイブリッドアッセイを行った．種子植物やイヌカタヒバなどにおいては活性型ジベレリンと結合したGID1はDELLAと特異的に結合することがわかっている．カニクサにおいて活性型ジベレリンを処理した場合，その濃度に依存的してLj_GID1-1とLj_DELLA1との結合活性がみられた．さらに，活性型ジベレリンの最小反応濃度は種子植物よりも10～100倍ほど低く12,13)，カニクサはわずかな活性型ジベレリンも感知して結合できるよう進化していることが示唆された．一方，アンセリジオーゲンは濃度を上げても結合活性がみられなかった．これは，ほかのGID1オルソログあるいはDELLAオルソログの組合せでも同じであった．このことから，アンセリジオーゲンはそのままではGID1とは結合せず，ジベレリンシグナルもオンにしないことが示唆された．さらに，GID1の競合阻害剤であるTSPC 14) を用いて造精器の形成の誘導が抑制されるかどうかを調べた．すると，TSPCによりアンセリジオーゲンによる造精器の形成の誘導作用が抑制され，活性型ジベレリンによりその抑制はもとにもどることがわかった．このことは，アンセリジオーゲンがGID1を介して造精器の形成を誘導していることを強く示唆した．

3．アンセリジオーゲンが分泌されたあとの動態

　ジベレリンの生合成にはたらく遺伝子について，定量RT-PCR法によりその発現量を調べた．その結果，Lj_CPS/KS遺伝子，Lj_KO遺伝子，Lj_KAO遺伝子，Lj_GA20ox遺伝子は成熟した前葉体ほど高く発現するようになり，とくに，Lj_GA20ox遺伝子は若い前葉体に比べ成熟した横幅3.5 mmの前葉体において10～20倍も発現が上昇していた．反対に，Lj_GA3ox1遺伝子は成熟した個体に比べ若い個体において10～20倍も発現が上昇しており，その傾向はLj_GID1-1遺伝子の発現と類似していた．このようなLj_GA20ox遺伝子とLj_GA3ox1遺伝子との逆平行な発現の関係は，アンセリジオーゲンの合成および分泌と感受性との関係に非常に類似していた．

　アンセリジオーゲンにおけるC3位の水酸基の必要性について，C3位水酸化酵素GA3oxの競合阻害剤であるプロヘキサジオン15) を用いて検証した．ともに約75％の造精器の誘導率を示すよう活性型ジベレリンあるいはアンセリジオーゲンを添加した培地にそれぞれプロヘキサジオンをくわえたところ，C3位の水酸基のないアンセリジオーゲンではプロヘキサジオンの濃度の上昇にしたがい造精器の形成の誘導が阻害された．一方，C3位の水酸基のある活性型ジベレリンとプロヘキサジオンとを共存させた場合には造精器の形成の誘導の阻害はほとんど起こらなかった．これらの結果は，造精器の形成にはC3位の水酸化の存在が必須であり，アンセリジオーゲンが造精器の形成を直接にひき起こす物質の前駆体であることが示唆された．さらに，Lj_GA3ox1遺伝子の発現パターンはアンセリジオーゲンの感受性パターンと類似していた．カニクサのGA3ox（Lj_GA3ox1）およびイネのGA3ox（OsGA3ox1）の組換えタンパク質を作製しその酵素活性を比較した．すると，活性型ジベレリンに対するLj_GA3ox1のKm値は，イネやシロイヌナズナと比較して16)，10倍以上も低いことがわかった．一方，Lj_GA20oxのKm値はLj_GA3ox1に比べ100倍以上も高い値であった．これらの結果は，カニクサのもつLj_GA3ox1は少量の基質に対しても反応できるよう特別に感度の高い構造をもつことを示唆した．

4．アンセリジオーゲンが疎水的な構造をとる理由

　ここまでの結果を統合すると，多くの結果はアンセリジオーゲンが造精器の形成の誘導を直接に起こす物質（すなわち，活性型ジベレリン）の前駆体であることを示唆した．では，なぜ，シダ植物は活性型ジベレリンをアンセリジオーゲンとして用いてこなかったのだろうか．ある前葉体から水環境をわたってその周囲の前葉体へと取り込まれることにより成立する個体間コミュニケーションのため，シダ植物はジベレリンの構造をアンセリジオーゲン様に適応させてきたのではないかと考えた．その可能性を明らかにするため，まず，若い前葉体をGA9，アンセリジオーゲン（GA9-Me），活性型ジベレリン（GA4），GA4-Meを含む培地において生育させた．そののち，前葉体を取り除き，培地に残存するジベレリン類をガスクロマトグラフィー-質量分析法により定量することで取り込まれるジベレリン類の傾向について調べた．その結果，アンセリジオーゲン（GA9-Me）とそれにつづきGA9が優先的に前葉体に取り込まれることが観察された．また，別の実験では，放射性同位体により標識したアンセリジオーゲンおよび活性型ジベレリンを含む培地において若い前葉体を生育させたのち，前葉体を回収しジベレリンの取り込み量を測定した．その結果，アンセリジオーゲンは短時間で濃度に依存して取り込まれたのに対し，活性型ジベレリンは相当な時間が経過してもほとんど取り込まれず，アンセリジオーゲンの取り込み量にはとても及ばなかった．アンセリジオーゲンは，C3位の水酸基を欠きC6位カルボキシル基がメチルエステル化することにより疎水的な物質になっている．そして，その疎水性により，前葉体のおかれた水環境において，より短時間で確実に取り込まれ個体間コミュニケーションを行えるようになったのだろう．さらに，前葉体におけるアンセリジオーゲン（GA9-Me）からGA9への変換量をガスクロマトグラフィー-質量分析法により直接的に定量した．まず，若い前葉体および成熟した前葉体において初期のGA9の量を定量した結果，その量はほぼ同じであった．つぎに，アンセリジオーゲン（GA9-Me）を投与したのちのGA9の量を定量したところ，若い前葉体では約3.5倍に増加していたのに対し，成熟した個体ではほとんど変化していなかった．このことから，アンセリジオーゲン（GA9-Me）の取り込みおよびGA9への変換は，成熟した前葉体では起こらず，若い前葉体のみで起こることが示唆された．

おわりに

　以上の結果から，ジベレリンの生合成経路を分けてもつことにより形成される，カニクサにおけるアンセリジオーゲンの性別の制御機構は以下のようであると結論した（図2）．まず，集団において早く成熟した前葉体にてGA3ox遺伝子を除くジベレリン生合成遺伝子が発現し，発現した酵素によりC3位の水酸基のないGA9が合成される．つぎに，周囲の前葉体にこれを効率よく輸送するため，C6位のカルボキシル基のメチルエステル化という改変が行われアンセリジオーゲン（GA9-Me）となり，分泌型となって水環境に放出される．この輸送の過程では，特異的な輸送タンパク質の介在する可能性もある．つづいて，アンセリジオーゲンは集団において遅く発生した若い個体に取り込まれる．若い個体ではGA3ox遺伝子が強く発現しており，まず，メチルエステラーゼによりC6位のカルボキシル基のメチル基が外されると考えられる．これは，カニクサのGA3oxオルソログであるLj_GA3ox1はC6位にメチル基のついた状態では作用しないことがわかっているためである．そして，メチル基の欠けたアンセリジオーゲン（GA9）はGA3oxの作用によりC3位が水酸化され活性型ジベレリン（GA4）へと変換される．活性型ジベレリンはGID1-DELLA系とそれに付随するGID2により受容される．これによりジベレリンシグナルがオンになり，造精器の形成の誘導および造卵器の形成の抑制が起こる．この一連の系により集団における雌と雄の比が制御され，他家受精が維持される．カニクサではこの系を成立させるため，アンセリジオーゲンを受容する際に鍵となるGA3oxとGID1を進化させてきた．カニクサのGID1オルソログであるLj_GID1-1は活性型ジベレリンに対する親和性が種子植物のGID1に比べ10～100倍ほど高く，同様に，カニクサのGA3oxオルソログであるLj_GA3ox1は基質に対する親和性が非常に高い．これらの事実は，若い前葉体においてこの2つのタンパク質が非常に低い濃度でしか存在しない基質でも応答ができるように適応してきたことを示している．
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〈図説明〉

図1　アンセリジオーゲンおよびジベレリンの構造

アンセリジオーゲン（GA9-Me）はジベレリン（GA4）と非常に似た構造をとっているが，C3位の水酸基を欠き，C6位のカルボキシル基がメチルエステル化されている点が異なる．

図2　カニクサにおけるアンセリジオーゲンによる性別の制御機構
成熟した個体において，ジベレリンの生合成経路の上流にある酵素までを使用したのち，メチルトランスフェラーゼによるメチルエステル化をうけてアンセリジオーゲンは完成する．分泌ののち，若い個体に取り込まれたアンセリジオーゲンはメチルエステラーゼによる脱メチル化をうけ，つづいてGA3oxによる水酸化をうけてジベレリンへと変換される．さらに，GID1により受容されることでジベレリンシグナルがオンになり，造精器の形成が誘導される．
