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Abstract

PlantMADSboxgeneswerefirstrecogmzedasfloralhomeoticgenes・ＴｈｅＭＡＤＳｂｏｘｇｅｎｅｓａｒｅ

ｆｂｕｎｄｍｍａｎｙｆｌoweringandanon-floweringseedplantandfbnnalargegenefamilywithseveral

sUbfamilies・MostofthesegenesaleexpressedatflowenngormsimilarorgansConsideringthe

existenceoftheMADSboxmotifmtaxonomicallydistantorganisms,plants，animalsandfimgi,and

itsfilnctionasatranscriptionalfactor,itispossiblethateveryplantlmeageorigmallyhasthismotif

participatmgmfilnctionsotherthanthatofthefbnnationofflowenngorgans・Inthisstudy)we

showtheexistenceofMADSboxgenes(ＣＭADS)mafern,Ｃｅｒａ叩妙iyrjc/zα7．ｃｌｆｊ．Thisisthefirst

reportofMADSboxgenesmanon-seedplant・ThesegenesconservetheMADSbox,theLregion

andtheKboxfromfloweringandnon-floweringseedplantsTheyareexpressedmsporophytes

butnotdetectedmgametophytes・Phylogeneticanalysesindicatedthatthesegenesdonotbelongto

anysubfamiliesfbundmseedplants；someofthemfbrmanewsubfamily・Thissuggeststhata

separationofA,BandCsubfamiliesoffloralhomeoticgenesoccurredaftertheancestorsofferns

andseedplantsdivergedＴｈｅｆＵｎｃｔｉｏｎｓｏｆＣＭＡＤＳｇｅｎｅｓｍｉｇｈｔｂedistmctfiomtheknown

filnctionsmseedplantsbecauseofthestructuraldifferencesbetweenseedplantsandferns，

SequenceanalysesshowedthatthecＤＮＡｆｉＰｏｍｅａｃｈＣＭＡＤＳｇｅｎｅｈａｓｓｅｑｕｅｎcevariations、The

compansonofthesevariantssuggestedthatthesevariationsaregeneratedbyffequentalternative

splicing．
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MADSboxを持つ転写因子（ＭＡＤＳｂｏｘ遺伝子）は生物界全体に広く存在すると考えら

れている。植物では、双子葉植物であるシロイヌナズナとキンギョソウで、花器官形態形

成遺伝子として単離された。その後の研究から典型的な双子葉植物が持つ4種類の花器官

（がく片、花弁、雄蕊、雌蕊）は、ＭＡＤＳｂｏｘ遺伝子を中心とする花器官形態形成遺伝子

群の発現の組合せによって形成が決定されることが確かめられた。この花器官形態形成遺

伝子群は、機能、アミノ酸配列の類似性の両方からABCのサブファミリーにわけられる。

シロイヌナズナとキンギョソウでこれらの遺伝子に関する詳細かつ広範囲な解析が進めら

れて行く一方、上記4種類の花器官を持たない植物で形態形成制御機構の比較やしいては

花型の進化の解明をめざして、相同遺伝子の単離、解析が始められている。しかしこれら

遺伝子群がどのような進化を経て、花器官形成を制御するようになったかについては明か

にされていない。

陸上植物はシダ段階、裸子段階、被子段階と生殖器官を進化させ、被子段階の「花」を

獲得する。ABCのサブフアミリーに属する遺伝子が発現する4つの領域を持つのは「花」

を形成する被子植物のみである。シダ植物に至っては「花」に相当する器官が、胞子体上

の胞子嚢と前葉体という独立して生活をする2つの世代に分離している。生殖器官の進化

を、花器官形態形成遺伝子群の進化という面から検証するため、著者は以下のような仮説

を立てた。

生殖器官の本体は核相nの配偶子を形成する珠心である。シダ植物ではこれは胞子嚢に

相当し、胞子葉に剥き出しで付いている。裸子植物の珠心は一枚の珠皮に保護されている。

被子植物では、珠心は二枚の珠皮に保護された上心皮に包まれており､その外側を(雄蕊､）

花弁、がく片とさらに付加的な器官が取り巻いている。単純化のため珠心以外の器官を全

て珠心の保護器官とみなすと、生殖器官の進化は保護器官の進化と考えることができる。

もっと単純化すると保護器官の増加である（Fig.１）。保護器官の増加は保護器官形成を

制御する遺伝子の増加（重複）によって起こったのではないかと考えることができる。し

たがって花器官形態形成遺伝子群であるMADSbox遺伝子群の数、機能、アミノ酸配列の

類i似性を研究することで、生殖器官の進化を考察することができると考えた。

現在、被子植物以外、すなわち花器官を形成しない植物群での研究は針葉樹での一例し

か発表されていない。それによると「花」を持たない裸子植物には、ABCのサブファミリ

ーのそれぞれに類似したアミノ酸配列を持つMADSbox遺伝子が存在する。このことは、

これらのサブファミリーが被子植物と裸子植物の祖先が分化する以前に出現していたこと

を示唆する。これをふまえて、さらに原始的な段階の体制を持つシダ植物でMADSbox遺

伝子の数、機能、アミノ酸配列の類似性を調べることによって、MADSbox遺伝子群の進

化を推定することができると考えた。
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以上の理由により著者は、シダ植物を材料としてMADSbox遺伝子の単離と解析を行っ

た。シダ植物のなかでミズワラビ（＠ｍ〃〃McAzmi）を用いたのは、１）実験室内で栽

培することが可能である、２）植物体が30cm程度と小さい、３）世代時間（胞子を蒔いて

から次世代の胞子が得られるまで）が約3ケ月と短い、４）系統が管理されている、５）２倍

体で染色体数が､=32と少ない（シダ植物は一般に倍数性が高く染色体数も非常に多い）、

などの利点があるためである。

MADSbox遺伝子の単離は3'RACE法で行った。用いたprimerは､MADSbox内部のSRF(ヒ

ト）やＭＣＭ１（酵母）と植物のMADSbox遺伝子で共通しているアミノ酸配列を基にして

設計したdegenerateprimerと、針葉樹であるPjCeaa6jesのMADSbox遺伝子の配列を基に設計

したdegenerateprimerである。ミズワラビ由来のtotalRNAを鋳型として、これらのうち1種

類とpolyA側primerでPCRを行った後、より３'側に位置するprimerとpolyA側primerで2回目の

PCRを行うというnestedPCR法を用いることによって、効率よくMADSbox配列を持つ

cDNAを単離することができた。さらに、得られた配列をもとに設計した特異的なprimerを

用いて5RACE法を行い、cDNAの5'側を決定した。

上記の方法により3種類のミズワラビMADSbox遺伝子（ＣＭADS）cDNAの全長を決定

することができた。推定されるアミノ酸配列は、MADSbox、LregionKboxという植物

型MADSbox遺伝子の特徴を持っており、その中の二量体形成やDNA結合に関与すると考

えられているアミノ酸残基も保存されていることが明らかになった（Fig.２）。推定され

るアミノ酸配列を用いて行った分子系統学的解析では、ＣＭADSは既存のいずれのサブフ

ァミリーにも属さないとの結果が得られた。このことはＣＭADSがかなり早い時期に分化

したことを示唆する。

さらに今回の実験で、いずれのCMADScDNAにも複数の多型が存在することが確かめ

られた（Fig3A）。これらの多型は、１）特定の範囲の配列が１１挿入Ⅱまたは､欠失IＩするこ

とによって起こっており、数塩基といった短い範囲での違いはみられない、２）’１挿入''ま

たは''欠失''は決まった位置で起こっている、３）’１挿入i'または伽欠失i'の起こる位置には必ず、

イントロンの末端に保存されている配列であるGTLAGが見られる（Fig3B）、４）’１挿入Ⅱ

されている配列にはイントロンの特徴とされるTclusterが多く見られる（Fig3C）、とい

った理由からsplicingvariationであると考えられる。ここで二つの問題が考えられる。すな

わち、

１）これらのvariationはどのくらいの頻度で起こっているのだろうか。

２）これらのvaIiationは何故生じるのであろうか。

である。

ｌ）について確かめるため半定量的PCR法を行った。この方法はサイクル数を変化させ
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てPCRを行い、産物を比較することによって鋳型中のvariationの頻度を推定するものであ

る。さらにこのvariationが時期または組織特異的発現をしている可能性を検討するため、

生殖器官である胞子嚢形成に関して異なった状態を示す3種類（展開後の栄養葉、未展開

の胞子葉、展開後の胞子葉）の生葉全体からtotalRNAを抽出して半定量的PCR法を行い、

パターンを比較した（Ｆｉｇ４Ａ,Ｂ）。その結果、variationはかなりの頻度で存在しているこ

と．しかし材料の種類による違いは見られないことが明かとなった。このことは、これら

の材料での発現に違いがないことを示唆すると考えられるが、葉全体を用いていることに

よる検出限界が影響している可能性もある。

２）については、altemativesplicingの可能性は現段階では否定も肯定もできない。しかし、

CMADS6に見られるような多くの多型はむしろmisssplicingの可能性を示しているように思

われる。misssplicingはイントロン内部の配列（末端配列であるＧＴＡＧやbranchingpomt）

の変異によって引き起こされることが知られているが、ＣＭADSの多型分子を比較する限

り末端配列は保存されており、またどの川挿入Ⅲ配列にもbranchingpomtらしい配列は見られ

ない。植物におけるイントロンの認識に関しては、Ａｒ含量が寄与しているというトウモ

ロコシでの研究がある。そのことをふまえて、全イントロン配列がデータベースに登録さ

れているキンギョソウのMADSbox遺伝子についてイントロンとエクソンのＡｒ含量を調べ

てみたところ、それぞれ70％と60％で明らかに違いが見られた。しかしＣＭADSでは、推

定されるエクソン配列で56％、イントロン配列で58％とほとんど差が見られない。このこ

とから、splicingにおいてＡｒ含量が重要な役割を果たしているとすれば、ＣＭADSではmiss

spjicingが起こりやすいと考えられる。

本研究により、シダ植物であるミズワラビにも複数のMADSbox遺伝子（ＣＭADS）が存

在することが確認された。ただしこれらCMADScDNAは全て核相Ｚｎの胞子体から得られ

たもので、ｎである前葉体からは得ることができなかった。これは、用いた方法による検

出限界を反映しているのかもしれないが、前葉体ではMADSbox遺伝子が発現していない

可能性を示唆している。

．

鯵 露

pteridophyte gymnosperm angIospemrl

Fig.１Comparisonofreproductiveorgansbetweenvascularplants・Hatchednregionsmean
nucelliandcurvedlinesandopencirclesareprotectiveorganslntherightscheme,thelefthalf
showsamaleorganandtherighthalfshowsafemaleorgan．
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学位論文審査結果の要旨

本研究は，酵母から，ヒト，高等植物にわたる転写調節因子の中に，MADSboxと呼ばれる共通の

アミノ酸配列を持つものがあり，高等植物ではそれが，４種類の花器官（がく片，花弁，雄蕊，雌蕊）

形成に主要な役割を果たしていることに注目して，花器官の形成に至らないシダ植物における

MADSbox遺伝子を解析することにより，器官形成の進化を遺伝子レベルで追跡するための第一歩を

踏み出したものである。

実験室内での容易な栽培，短い世代時間などの理由から，ミズワラビ（Ceratopterisrichardii）を

選び，そのMADSbox遺伝子の単離と解析を行い，以下のような成果を得た。

１）RNAからの効率良いMADSbox遺伝子の単離法を確立した。

２）ミズワラビRNAから４種類のMADSbox遺伝子のｃＤＮＡをクローニングし，全塩基配列の決定を

おこなった。その結果，これらの遺伝子は全て，植物型MADSbox遺伝子に特徴的な配列を保持し

ていた。このことは，シダ植物の祖先と種子植物の祖先が分岐する以前に，植物型MADSbox遺伝

子は進化をとげていたことを示唆する。

Ｓ）分子系統学的解析から，ミズワラビMADSbox遺伝子は，被子植物の花器官形成に関与する

MADSbox遺伝子群のいずれとも近縁でないことが明らかとなった。このことは，被子植物の祖先

とシダ植物の祖先が分岐した後に，花器官形成に関与するMADSbox遺伝子は被子植物で進化を遂

げたことを示唆している。

４）核相nの前葉体では，どのMADSbox遺伝子の発現も検出できなかったのに対して，核相2,の胞

子体では，栄養葉，生殖葉いずれからも検出された。

Ｓ）いずれのミズワラビMADSbox遺伝子のcDNAにも，スプライシングパターンの異なる分子種が

数多く検出された。これは植物型MADSbox遺伝子では初めてのことであり，スプライシングが起

きた近傍や，スプライシングで除かれたと考えられるＤＮＡ領域の塩基配列の解析から，ミススプ

ライシングが高頻度で起きている可能性が示唆された。

以上，本研究はシダ植物からのMADSbox遺伝子を解析することにより，多くの新事実を明らかに

し，植物の器官形成に関与する遺伝子の進化に対して示唆に富む結果を得ており，博士論文に値する

と判定した。
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