〈タイトル〉シロイヌナズナの体軸の形成には受精ののちの転写が必要である
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〈要 約〉

　被子植物における頂端-基部軸は受精卵の不等分裂によって形成される．シロイヌナズナでは胚のパターン形成に重要な因子としてホメオボックス型の転写因子WOX8が知られている．WOX8は受精卵で発現し，不等分裂ののちには基部側に生じた細胞とその細胞系譜とで発現をつづける．しかしながら，受精卵が極性化するしくみやWOX8が非対称に発現するしくみ，および，それらが胚のパターン形成に関与するかなど，そのほとんどが不明であった．筆者らは，ジンクフィンガー型の転写因子であるWRKY2が受精卵と基部側の細胞系譜とでWOX8遺伝子の転写を活性化することを見い出した．WRKY2を欠損した株では卵細胞は正常に極性化したものの，受精卵の極性が再構成されず受精卵は等分裂し胚のパターンも損なわれた．WOX8の発現を増加させるとこれらの異常が緩和されたことから，WRKY2はWOX8遺伝子の転写を活性化することで受精卵の極性と胚のパターン形成をともに制御していることが示された．
はじめに

　一般的に，多細胞生物における体軸の形成はすでに卵細胞（未受精卵）あるいは受精卵における非対称性からはじまっている．シロイヌナズナを含むほとんどの被子植物において卵細胞と受精卵は同様の細胞極性をもち，細胞の頂端側に核や細胞質のほとんどが集積する一方，基部側は大きな液胞で占められている1,2)（図1）．しかしながら，卵細胞や受精卵を極性化させるしくみはわかっておらず，それらが同一の分子基盤によるものかどうかも不明であった．受精卵は著しい細胞伸長のあとで不等分裂にいたり，細胞質に富んだ小さな頂端細胞と巨大な液胞をもつ大きな基部細胞を生じる．頂端細胞は活発に増殖して球状の胚体へと分化する一方で，基部細胞は数回の分裂のみをへて柱状の胚柄に分化する．胚体からは葉や茎といった植物体の大部分が生み出され胚柄からは根の先端が生じるので，発生の初期に形成された頂端-基部軸は成熟した植物体の地上部と地下部とを結ぶ軸に相当することになる．
　シロイヌナズナ初期胚のパターン形成を制御するタンパク質としてWOX（WUSCHEL-RELATED HOMEOBOX）ファミリーが知られている3)．このWOXファミリーは植物に特異的なタイプのホメオドメイン型の転写因子であり，その多くは胚の頂端-基部軸にそって非対称に発現する．もっとも初期から発現しはじめるのはWOX2とWOX8であり，両者はともに受精卵で発現し，不等分裂ののちWOX2は頂端細胞のみ，WOX8は基部細胞のみで発現をつづける．そのあともWOX2は胚体の頂端側で発現し，WOX8の発現は胚柄の全体で受け継がれる．また，WOX8ともっとも高い相同性をもつWOX9も基部細胞で発現するが，それ以降は発現の領域が移行し胚体の基部側と胚体の頂端側で発現をつづける．さらに，胚発生の後期には胚体や胚柄の一部からそれぞれ別のWOXファミリーが発現しはじめるので，WOXファミリーは体軸の形成を反映した発現カスケードを示すことになる．筆者らの近年の研究から，基部側ではたらくWOX8は胚柄の発生を担うとともに，なんらかの位置情報を介して頂端側でのWOX2の発現を活性化し，胚体の発達にも寄与することが明らかとなった4)．したがって，WOX8はWOXファミリーによるカスケードの最上位に位置すると目されるが，WOX8が欠損しても受精卵の極性や不等分裂は損なわれないことから，体軸の形成の初期過程を理解するには，WOX8のさらに上流ではたらく機構を知る必要があると考えられた．
1．WOX8遺伝子の転写を活性化する転写因子WRKY2の同定

　筆者らの解析では，既知の胚性の因子のなかからはWOX8の非対称発現を制御する因子を見い出せなかった．そこで，WOX8遺伝子の転写を直接に制御する新規の因子を同定するべく，WOX8遺伝子のシス領域に結合する転写因子を探索することにした．まず，WOX8遺伝子のプロモーター解析を行った結果，胚での発現を担う3つのシス領域を見い出した（シスA領域，シスB領域，シスC領域）．これらはいずれも単独でWOX8遺伝子と同様の非対称な転写を誘導するのに十分であったが，共通した配列モチーフをもたないことからそれぞれ異なる転写因子により制御されているものと推測された．
　実際に，これらのシス配列を用いて酵母ワンハイブリット法によるスクリーニングを行った結果，シスB領域に特異的に結合する転写因子としてWRKY2が得られた．WRKY2は植物に特異的なタイプのジンクフィンガー型の転写因子であり5)，蛍光タンパク質をレポーターとした発現解析の結果，WRKY2がWOX8と同様に受精卵と胚柄で発現していることを見い出した．また，シスB領域に含まれるWRKY2の推定結合配列を塩基置換により破壊すると酵母と植物の両方でWRKY2が作用できなくなり胚での発現能も失われた．さらに，WRKY2遺伝子を欠損したwrky2変異体では受精卵におけるWOX8の発現が減少し一部の胚柄細胞からWOX8の発現が失われた．したがって，WRKY2はシスB領域に特異的に結合することでWOX8遺伝子の転写を活性化する転写因子であることが示唆された．WRKY2が欠損してもWOX8の発現が完全には失われなかったのはシスA領域やシスC領域による制御が残存しているからだと考えられた．
2．WRKY2は受精卵の極性化と胚のパターン形成の両方を制御する

　wrky2変異体の胚柄において，WOX8の発現を失った細胞は頂端側の細胞系譜と同様に活発な細胞増殖を行い，胚柄から2次的な胚体様の組織が形成された．wrky2変異体においてWOX8を過剰発現させたところこの異常増殖が緩和されたことから，WRKY2はWOX8の発現を活性化することで基部側の細胞系譜としての性質を維持するものと考えられた．ただし，この2次的な胚体様の組織でも胚柄のマーカー遺伝子の発現が検出されたことから，WRKY2によるWOX8の発現は基部細胞としてのすべての性質ではなく，細胞増殖の抑制などの特定の性質にのみ重要であることが示唆された（図2）．
　wrky2変異体では受精卵でもWOX8の発現が低下したことから，この時期に形態異常があるかどうかも調べることにした．まず，野生型における受精の前後の細胞形態を詳細に解析した結果，卵細胞ではさきに述べたような明確な細胞極性が観察されたのにくわえ，この細胞極性が受精の直後に崩壊することも見い出された（図2）．つまり，まだ細胞の伸長していない時期の受精卵では，核が細胞の中央領域に位置し液胞は断片化して細胞に点在していたのである．受精卵が伸長すると核は再び頂端側に局在し，液胞は基部側で再集積した．したがって，シロイヌナズナでは卵細胞の極性は受精の直後に一時的に崩壊し受精卵の成熟にともなって再極性化されることが示唆された．一方，wrky2変異体では，卵細胞の極性化や受精の直後の極性の崩壊までは野生型と同様であったものの，成熟した受精卵は再極性化されなかった．wrky2変異体では十分に伸長した受精卵においても核は細胞の中央に存在し，大きな液胞が基部側だけでなく頂端側でも観察された．また，細胞分裂面が野生型よりも基部側で形成され，顕著な場合には等分裂となった．その結果，基部細胞と同じ程度の大きさの頂端細胞が生じ，細胞の内部には基部細胞と同様に巨大な液胞が観察された．これらの結果から，WRKY2は受精卵の再極性化を担い，受精卵の分裂の対称性を打破するタンパク質であることが示された．またこのことから，卵細胞と成熟した受精卵は同様の細胞極性を示すものの，それらは連続したものではなく，極性化の分子基盤も異なることが示唆された．さらに，さきに述べたように，wrky2変異体においてWOX8を過剰発現させると受精卵の極性の異常も緩和されたことから，WRKY2は受精卵においてもWOX8を介してはたらくことが判明した．
3．WRKY2は受精卵でWOX8遺伝子の転写を活性化する

　wrky2変異体では受精卵の再極性化や胚のパターン形成が損なわれたものの，卵細胞の極性は損なわれなかった．したがって，機能的なWRKY2が卵細胞になくとも，受精のあとに存在すればその発生には十分である可能性が考えられた．これを検証するべく，wrky2変異体の卵細胞に野生型の精細胞を掛け合わせたところ，受精卵や胚はどちらも正常に発生した．さらに，野生型の卵細胞とwrky2変異体の精細胞の組合せでも異常はみられなかったことから，母由来か父由来かをとわず，受精卵より以降でWRKY2がはたらけばその発生には十分であることが示唆された．
　この結果と，WRKY2がWOX8遺伝子に対する転写因子であることとから，WRKY2は受精ののちにWOX8遺伝子の転写を活性化することで受精卵よりあとの発生を担うものと推察された．しかし，動物では受精卵での転写は全面的に抑制されており，初期の体軸の形成は卵細胞に貯蔵された転写産物のみに依存することが広く知られている6)．そこで，実際にWRKY2が受精卵においてWOX8遺伝子の転写を活性化するかどうかを検討することにした．精細胞ではWOX8遺伝子のmRNAが検出されないことを確認したうえで，WOX8遺伝子の発現を可視化する蛍光マーカーを父方から掛け合わせたところ，受精卵と胚柄で継続的に強い蛍光が観察された．つまり，WOX8遺伝子は精細胞では転写されないものの，受精ののちに新たに転写されることが示された．さらに，wrky2変異体においても同様の解析を行ったところ弱い蛍光しか検出されなかったことから，受精の直後からのWOX8遺伝子の転写はおもにWRKY2により活性化されていることも判明した．以上の結果から，WRKY2は受精ののちにWOX8遺伝子の転写を活性化することで，受精卵の再極性化と胚のパターン形成を担う転写因子であることが示唆された（図2）．
おわりに

　この研究によって，受精の直後からはじまる転写因子の発現カスケードが植物の体軸の形成に重要な役割をはたしていることが示された．動物において転写は初期胚よりあとにはじまるのが一般的だが，近年，さまざまな植物において受精卵で転写される遺伝子が報告されつつある7,8)．したがって，動物と植物の発生戦略は受精の直後から異なるものと推察される．また，筆者らの以前の解析から，WOX8は頂端側でのWOX2の発現を活性化し，さらに，WOX2は別の体軸制御因子である植物ホルモンの極性輸送を制御することも示唆されたことから，受精ののちにWRKY2からはじまるカスケードはその下流でさまざまな体軸の制御機構につながっている可能性が考えられる4,9)．また，WRKY2が結合するシスB領域以外のシス領域によってもWOX8遺伝子の転写が制御されると予想されることから，WRKY2と並行してはたらく転写因子も多様であると考えられる．今後は，それらを解明することで植物の体軸の形成機構を包括的に理解したい．
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〈図説明〉

図1　シロイヌナズナの胚発生の様式

受精卵の第1分裂後までは核と液胞の配置を示した．点線は頂端細胞と基部細胞との細胞系譜の境界を示す．
図2　体軸の形成におけるWRKY2の役割のモデル

転写因子WRKY2によってWOX8遺伝子の転写が活性化される時期と，それぞれの予想される役割を示す．
