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〈要 約〉

　モルフォゲンは濃度勾配に依存して位置情報を決定する拡散性の分子であり，そのシグナルを受容する細胞の発生における運命や分化，増殖などを制御する．植物ホルモンのひとつであるオーキシンはモルフォゲンの有力な候補であり，その輸送タンパク質のつくりだす濃度勾配にしたがい花芽原基の位置が決定される．しかし，その位置情報にもとづき花芽原基の運命決定と成長が起こる分子機構は明らかにされていなかった．オーキシンのシグナルに応答した遺伝子発現の制御において重要な役割を担うのが，オーキシン応答性転写因子である．このうちのひとつが欠損したmp変異体では花芽原基が形成されず花茎はピン状になることから，MP遺伝子により制御される標的が花芽原基の位置決定ののち起こる発生の過程を実行しているものと考えられる．筆者らは，MPにより直接的に転写を制御される遺伝子として，花芽分裂組織の性質を決定するLFY遺伝子，花芽原基の成長を促進するANT遺伝子とAIL6遺伝子を同定した．これら3つの遺伝子は花芽形成を開始するため協調してはたらいていることがわかった．さらに，標的のひとつであるLFYはオーキシンの輸送とシグナル伝達を強化する正のフィードバック制御によりオーキシンの濃度勾配を維持しているものと考えられた．以上の結果から，筆者らは，これまで理解されていなかったオーキシンによる花芽形成の開始機構を提唱した．

はじめに

　多細胞生物の細胞はモルフォゲンとよばれる拡散性の分子によりその発生運命が決定されている．モルフォゲンは濃度勾配を形成し，それを受容する細胞はモルフォゲンの濃度を感知することにより自らの位置を知り，分化や増殖などの制御をうけると考えられている．動物においては，核のあいだを自由に拡散してゆるやかな濃度勾配を形成する転写因子がモルフォゲンとして機能することがよく知られている1)．

　一方，植物においては植物ホルモンのひとつであるオーキシンがモルフォゲンとして機能する．オーキシン輸送体により濃度勾配が形成され，オーキシンの濃度の高い部位が花芽原基の形成される位置となる．つぎに，オーキシン応答性転写因子であるAUXIN RESPONSE FACTOR（ARF）ファミリーとそのリプレッサーであるAux/IAAファミリーにより，オーキシンに応答した転写の活性化が起こる2)（図1a）．オーキシンによりAux/IAAファミリーが分解されると，オーキシン応答シス配列に結合したARFが下流の遺伝子の発現を誘導する．しかしながら，ARFにより直接的に転写制御をうけて花芽の運命決定や成長を制御する下流の遺伝子は同定されていなかった．

　筆者らは，オーキシンによる花芽形成の開始過程を明らかにするため，花芽分裂組織の性質を決定するLEAFY（LFY）遺伝子，花芽原基の成長を促進に機能するAINTEGUMENTA（ANT）遺伝子とANT-LIKE 6（AIL6）遺伝子に注目した．LFY遺伝子はヘリックス-ターン-へリックス様ドメインをもつ植物に固有な転写因子をコードしており，異所発現の実験から花芽分裂組織の運命決定に必要かつ十分であることが示されている3,4)．一方，ANT遺伝子およびAIL6遺伝子はAP2型転写因子をコードしており，過剰発現すると細胞数の増加により花芽が大きく成長する5)．これらの発現はオーキシンの濃度の高い花芽原基において限定的であることから6)，オーキシンがこの空間的な発現パターンを生み出している可能性が高いと思われた．そこで，オーキシンによるLFY遺伝子，ANT遺伝子，AIL6遺伝子の転写制御の分子機構を解析した．

1．LFY遺伝子のプロモーター領域にはオーキシン応答シス配列が保存されている

　LFY遺伝子の転写制御配列に注目し，シロイヌナズナとその近縁種のLFY遺伝子のプロモーター領域を用いて系統発生シャドーイング法（phylogenetic shadowing）による解析を行った．その結果，先行研究において同定されていたD領域およびP領域7) が高度に保存されていることがわかった（図1b）．既知のデータベースを用いて転写因子の結合配列を検索したところ，このうちのP領域に4つのオーキシン応答シス配列が含まれていることがわかった．このことはLFY遺伝子の発現がオーキシンにより制御される可能性を強く支持した．そこで，定量RT-PCR法などによる発現解析を行ったところ，オーキシンによる処理によりLFY遺伝子の発現は上昇することがわかった．
2．MPとBDLはLFY遺伝子の発現を直接的に制御する

　LFY遺伝子のプロモーター領域に保存されたオーキシン応答シス配列に結合する特定のARFファミリーを同定するため，既知のarf変異体においてLFY遺伝子の転写産物の蓄積量を調べた．多くのarf変異体ではLFY遺伝子の発現に大きな影響はみられなかったが，花芽を形成しないarf5/mp変異体8) ではLFY遺伝子の発現が劇的に減少していた．一方，ステロイドホルモン誘導系を用いてMPの活性を誘導したところ，LFY遺伝子の発現はすみやかに上昇した．さらに，クロマチン免疫沈降法によりタンパク質-DNA相互作用を調べたところ，MPはLFY遺伝子のプロモーター領域に直接に結合することがわかった．

　MPとともに機能してLFY遺伝子の発現を制御するAux/IAAファミリーとして，胚発生においてMPと相互作用し下流の遺伝子の発現を制御するIAA12/BODENLOS（BDL）に注目した9)．機能獲得型bdl変異体の活性を誘導するとLFY遺伝子の発現は抑制された．さらに，クロマチン免疫沈降法と酵母ワンハイブリッド法により，BDLがMPを介してLFY遺伝子のプロモーター領域に直接に結合することが示された．

　LFY遺伝子のプロモーター領域に存在する4つのオーキシン応答シス配列のMPの結合における重要性を評価した．変異型のプロモーター配列を用いたレポーターアッセイと相補性検定により，オーキシン応答シス配列がLFY遺伝子の発現に必要であることが明らかになった．さらに，クロマチン免疫沈降法によりオーキシン応答シス配列の変異がMPの結合に及ぼす影響を検討した．野生型プロモーターを用いた場合と比較して，変異型プロモーターに対するMPの結合能は劇的に減少することがわかった．これらの結果より，MPはLFY遺伝子のプロモーター領域に高度に保存された4つのオーキシン応答シス配列を介して，LFY遺伝子の転写を制御すると考えられた．以上の解析により，オーキシンが花芽原基の位置決定をしたのち，MPおよびBDLを介してLFY遺伝子の転写を誘導し，花芽分裂組織としての性質を付与すると考えられた．

3．花芽原基の成長を制御するANT遺伝子およびAIL6遺伝子もMPの標的である

　オーキシンによる花芽原基の位置決定と花芽の成長とが協調して起こる分子機構を明らかにするため，花芽原基の成長を制御するAP2型転写因子であるANTとAIL6に注目した5)．ANT遺伝子およびAIL6遺伝子の転写産物の蓄積量は，LFY遺伝子の場合と同様にmp変異体において減少しており，MPの活性を誘導することにより増加した．さらに，クロマチン免疫沈降法によりMPがANT遺伝子のプロモーター領域およびAIL6遺伝子のプロモーター領域に結合することが確認され，ANT遺伝子およびAIL6遺伝子の転写はMPにより直接的に制御されていることが明らかになった．

　MPの下流で機能する3つの遺伝子，LFY遺伝子，ANT遺伝子，AIL6遺伝子の相互関係を明らかにするため，遺伝学的な手法を用いて花芽形成における影響を解析した．どの単一変異体および二重変異体においても花芽形成能は低下しなかったが，lfy ant ail6三重変異体では花芽の数が劇的に減少し，mp変異体と非常によく似た表現型を示した．一方，mp変異体においてLFYとANTの活性を同時に誘導すると花芽の数は有意に増加した．したがって，MPはLFY遺伝子，ANT遺伝子，AIL6遺伝子を制御して花芽形成の開始を促すと考えられた．
4．LFYはオーキシン経路をフィードバック制御する

　以前に筆者らは，シロイヌナズナの全ゲノムにおいてLFYの結合部位を同定した10)．これらのLFYの標的遺伝子のなかにはオーキシンの作用を正に制御する遺伝子が多く含まれていた．実際，定量RT-PCR法やマーカー系統などを用いた発現解析から，LFYはオーキシン排出輸送体をコードする遺伝子や，オーキシンの細胞内局在を制御するキナーゼをコードする遺伝子11) の転写を促進することが明らかになった．さらに，オーキシン応答プロモーターであるDR5 12) を用いてオーキシン応答の変化を可視化した．lfy変異体ではオーキシン応答能が低下したのに対し，LFYの活性を誘導した場合にはオーキシン応答能が上昇することがわかった．これらの解析より，LFYはオーキシンに対するシグナル伝達を強化する正のフィードバックにより，オーキシンの濃度勾配を維持しているのではないかと考えられた．

おわりに

　今回の筆者らの解析から，花芽形成の開始機構の分子的な枠組みとして，オーキシンのシグナルを制御する転写因子MPが直接的に下流のLFY遺伝子，ANT遺伝子，AIL6遺伝子を誘導するという遺伝子カスケードの存在が明らかになった．これにくわえて，花芽においてオーキシンの輸送とシグナル伝達を強化する分子機構として，LFYによる正のフィードバック制御の重要性が示された．このように，花芽形成の開始においては，オーキシンによる花芽原基の位置決定につづき，花芽分裂組織の運命決定および成長が協調して起こることが重要であると思われた（図2）．

　LFY相同遺伝子の機能は花芽形成のみにとどまらない．エンドウでは葉と花の形態形成を，イネでは花序の分枝形成を，ヒメツリガネゴケでは受精卵の細胞分裂を，それぞれ制御することが報告されている13-15)，興味深いことに，機能解析のなされたこれらの形態形成の過程には，いずれもオーキシンの作用が示唆されている16-18)．オーキシンを介した形態形成の過程におけるLFY遺伝子の機能は進化的に起源が古く，これを利用しながら多様な形態の進化した可能性があるだろう．
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〈図説明〉

図1　オーキシンによる遺伝子発現の制御とLFY遺伝子

（a）ARFファミリーとAux/IAAファミリーを介したオーキシンによる遺伝子発現のモデル．

（b）LFY遺伝子のプロモーター領域．D領域およびP領域はシロイヌナズナ近縁種のあいだで高度に保存されている．
AuxRE：オーキシン応答シス配列．

図2　オーキシンによる花芽形成の開始機構

茎頂分裂組織の周縁部にオーキシンが蓄積すると（緑色），MPおよびBDLを介してLFY遺伝子，ANT遺伝子，AIL6遺伝子の発現が誘導される（青色）．これらの3つの遺伝子にコードされる転写因子のはたらきにより，未分化な状態を維持していた細胞は花芽の性質を獲得し活発な細胞分裂が起こるようになる．最終的には，4つの花器官をもつ花が形成される．
