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当研究チームでは，休眠器官である種子と側芽に着目し
て，植物が自己の生長を積極的に止めるメカニズムを研究
している。植物は自己の生長をただ止めるわけではなく，休
眠器官は環境に対する適応能力を最大限に発揮することが
できる。さらに，このような器官は様々な植物ホルモンの
活躍の場でもあり，植物ホルモンの協調的作用を理解する
上で格好のターゲットでもある。当研究チームでは，アブ
シジン酸（ABA）の量と感受性の調節メカニズムを軸とし
て，突然変異と分子マーカーとなるプロモーターを網羅的
に収集することによって，休眠の遺伝メカニズムを理解す
ることを目的としている。これら遺伝因子は，種子寿命の
調節や種子における有用物質生産のための有用遺伝子を提
供してくれるであろう。

1. シロイヌナズナ種子の新規 ABA-insensitive mu-

tantの分離（南原，篠田）
ABA は種子休眠を誘導し，発芽を阻害する。シロイヌ
ナズナの野生株種子も同様で ABAを含む培地では発芽す
ることができない。この ABAの発芽阻害作用を指標にこ
れまで，シロイヌナズナで 5つの ABA非感受性（abi）遺
伝子座と 3つの ABA高感受性遺伝子座が分離されている。
しかし，これら遺伝子だけでは ABAの種子での作用を分
子レベルで理解することは困難であり，さらなる ABI遺伝
子の検索を行った。ABI遺伝子座のスクリーニングは（1）
ABAアナログである（-）-ABAを併用すること，（2）基本
培地の条件を検討すること，（3）複数のエコタイプから変
異株を選抜することによってこれまでのスクリーニングと
は違うターゲット集団が得られるように配慮した。さらに，
EMSを変異原としたM2種子を中心にスクリーニングを行
うことによって，遺伝子欠損のみならず特定のドメインの
みに欠損を起こす変異や機能獲得型変異も得られるように
配慮した。スクリーニングの結果，約 50株の独立な abi 変
異を同定し，24株について遺伝解析を終えた。

2. 種子の ABA 応答に関わる新規変異の解析（南原，
山岸，中林，北村，篠田）
現在までに明らかになった変異は 5 つの遺伝子内に存
在し，既知の 3 つの転写因子をコードしている ABI 遺伝
子（ABI3，ABI4，ABI5）と 2つの新規の遺伝子（CHO1，
CHO2）に分けられた。ABI3，ABI4，ABI5 遺伝子内の変
異は，ナンセンス変異とミスセンス変異に分けられ，ミス
センス変異は全て相同遺伝子間で極めて保存されたアミノ
酸残基質に生じていることが明らかとなった。一方，2つの
新規遺伝子（CHO1，CHO2）については，map-based ク
ローニング法によって遺伝子および変異の同定を行った。
CHO1 遺伝子については第 5染色体上の 60 kbの領域に絞

り込み，AP2ドメイン転写因子をコードしていると考えら
れる遺伝子内に独立な 3 allelesからそれぞれ変異を同定し，
全コード領域を含む cDNA を得た。一方，CHO2 遺伝子
については現在第 4 染色体の 100 kb の領域に絞り込んで
いる。
今回，ABI3 遺伝子内に同定した新規ミスセンス変異の
同定から，保存された B1ドメインに生じた変異と，B2お
よび B3に生じた変異とは異なった形質を示したことから，
B1ドメインと B2および B3ドメインは機能上分けられる
ことが示唆された。さらに，DNA結合ドメインである B3

ドメインを失った ABI3の欠損は極めて弱いものであった
ことから，B3ドメインを介さない ABI3タンパク質の機能
があることを遺伝学的に裏付けた。一方，ABI4 遺伝子内
の新規ミスセンス変異は保存された領域であるAP2ドメイ
ン内の保存性の高いアミノ酸残基に限定されたこと，また
独立な変異株が定性的な違いを示した ABI3と異なり，10
以上の独立な abi4 変異の形質が定量的なレベルで説明でき
ることから，ABI4タンパク質を介した種子でのABA感受
性獲得は比較的シンプルな機能によることが示唆された。
また，abi5 変異の 1つはリン酸化される可能性が指摘され
ているスレオニン残基を破壊していることから，このアミ
ノ酸残基が機能獲得の上で重要な役割を担っていることが
示唆された。さらに，これら ABIタンパク質の機能とタン
パク質の量との相関を調べるために，それぞれに対する抗
体を作製し，これら抗体が目的タンパク質を認識できるこ
とを確認した。

3. トマト ABA欠損変異株 sitiens の原因変異の同定
（中林，岡本 ＊）
東京都立大学の小柴教授との共同研究により，ABA生合
成経路の最終段階の abscisic aldehyde（ABAld）からABA

への反応を触媒するトマトのアルデヒド酸化酵素（AO）遺
伝子の同定を試みている。sitiens 遺伝子座はトマトで知ら
れている 4 つの ABA 生合成欠損遺伝子座の 1 つで，AO
の構造遺伝子に変異が生じている可能性が指摘されてい
た。まず，sitiens 変異株ではABAldからABAへの合成ス
テップに欠損があるかを生化学的に証明するために，粗抽
出液を用いた酵素活性の測定を行ったところ，野生型で見
られる ABAld 酸化活性が sitiens では検出されなかった。
次に，様々なアルデヒド化合物を基質に用いた活性染色か
ら，sitiens では ABAldに対する特異性が高い AOに欠損
が生じていることが分かった。さらに，ABAld特異的なシ
ロイヌナズナ AO遺伝子を sitiens に形質転換したところ，
sitiens の顕著な形質全て（萎れ，成長異常，わい化，種子
休眠の低下）が野生型並みに回復した。これらの結果から，
sitiens の欠損は ABAld酸化酵素に極めて限定されること
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が明らかとなった。これまでに，トマトでは 3つのAO遺伝
子（TAO1，TAO2，TAO3）が知られている。これら TAO

遺伝子の発現を調べたところ，TAO3遺伝子の発現のみが
乾燥もしくは ABA投与によって誘導されることが明らか
となった。現在，TAO3が SITIENS原因遺伝子であるか調
べるためにシークエンスを行っている。

4. 側芽休眠に連動して動くプロモーターの同定と解析
（立松，森）
側芽は主茎の芽が生長しているときは，休眠状態にある。
この休眠芽で発現している遺伝子群の発現パターンを網羅
的に理解するために，Affimatrix社の Gene Chipを用いて
芽の休眠に連動した発現パターンを示す遺伝子群を検索し
た。休眠解除によって発現が増える，もしくは，減る遺伝
子群をそれぞれ約 150個得た。これらの中で発現が比較的
強い遺伝子 5つをもとにプロモーター：GUS融合遺伝子の
形質転換植物を作成してその発現パターンを解析し，休眠
芽と主茎の連結部で発現を誘導するプロモーター，休眠芽
を取り巻く包葉で強く発現するプロモーターを得た。さら
に，これら形質転換植物の中のいくつかは乾燥種子でも強
く発現していることが明らかとなり，種子と芽の休眠は少
なくとも部分的に共通する遺伝子発現調節系を有している
ことが示唆された。
また，最小プロモーター：GUS 遺伝子を導入した形質
転換植物集団をスクリーニングして約 10個の側芽で GUS

を強く発現するラインを得た。これらには，休眠芽で強く
GUSを発現しているラインと，休眠解除に伴って強くGUS

を発現しているラインを得た。
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