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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
今回の解析に用いたHd3aについてここで少し述べたいと思います。ここに示しましたようにイネの開花遺伝子Hd3aはイネの出穂にかかわるQTLの一つとして同定されました。このHd3aは先ほどから述べましたようにシロイヌナズナ花成統合因子FTとアミノ酸レベルで高い相同性を示します。また、イネの開花が誘導される短日条件でその発現は特異的に誘導されます。Hd3aを植物体イネにおいて過剰発現させると早咲き表現型を示すことも明らかとなっています。今回の発表ではこのHd3aを用いた解析の結果について報告させていただきます。
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
まず、Hd3aの植物体における組織特異的な発現を解析するためにこちらにしめした生育条件で育てた植物体からHd3aの発現が最も高いと思われる時間帯にサンプリングした茎頂、根、基部、葉鞘、葉身からRNAを用いてリアルタイムPCRを用いて解析を行いました。その結果、こちらのグラフおよび表に示しましたようにHd3aｍRNAは葉身では非常に高い値の検出結果が示されましたが、茎頂ではHd3aｍRNAは検出されませんでした。
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
次にHd3aの発現部位を調べるためにHd3aプロモーターの下流にgusレポーター遺伝子をつなげたコンストラクトを作製し、これを導入した形質転換体植物を作出しました。この形質転換体植物のGUS遺伝子の発現を組織化学染色法を用いて確認しました。その結果、gus遺伝子は葉身の維管束周辺で発現が確認されました。一方茎頂分裂組織およびその直下の組織においてGUS遺伝子の発現は確認されませんでした。
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
次にHd3aタンパク質の植物体における挙動を解析するためにHd3a::GUS形質転換体植物の作出に使用したHd3aのプロモーター領域と同じプロモーターを用い、その下流にHd3a:GFPを連結したコンストラクトを作製しそれを導入した形質転換体植物を作出しました。こちらに示したグラフは短日条件下におけるWTと形質転換体の出穂日、こちらの写真は形質転換体の表現型の写真です。Hd3a::Hd3a:GFPを導入した形質転換体はWTに比べて早咲き表現形をしめしました。
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
つぎにHd3a:Hd3a:GFP植物体の茎頂におけるHd3a:GFP蛍光を分光機能付の共焦点顕微鏡を用いて観察しました。こちらに示した写真は、左が茎頂を含む領域の写真、中央は左の写真の茎頂付近を高倍率で取り込んだものです。右は左二枚とは異なるラインの茎頂分裂組織およびその周辺を示したものです。上の二枚は明視野およびFITCの画像を示したもの、下の二枚は分光処理後機械的に色づけしたものです。右の模式図は、イネの茎頂付近を模式的に示したものです。画像および模式図にしめしましたようにHd3a:GFPの蛍光は茎頂において観察され、またその蛍光は維管束から茎頂分裂組織まで途切れることなく連続した形で観察されました。ました。
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
これまではHd3aプロモーターを用いた解析の話でしたが、次に他の維管束特異的なプロモーターを用いてHd3a:GFPを発現させた場合について述べたいと思います。こちらに示したグラフは、Hd3a:GFPおよびGFPをそれぞれrolC.RPP16という維管束特異的な活性を持つプロモーターにつなげたコンストラクトを導入した植物体の短日条件下における出穂の表現形を示しものです。rolCおよびRPP16ともHd3a:GFPをつなげたものだけが早咲きの表現形を示しました。
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
rolChd3a:GFP形質転換体植物においてHd3a:GFPタンパク質がきちんと発現しているかどうかを確認するために植物体からタンパク質を抽出しGFP抗体を用いてウエスタン解析を行いました。示した写真の左レーンから、WT、rolC::GFP,rolCHd3aGFPからそれぞれ抽出したタンパク質を泳動し上の写真はGFP抗体でウエスタン解析したもので、下の写真は流したゲルをCBBで染色したものです。rolCHd3a:GFP形質転換体植物においてHd3a:GFPはintactなタンパク質として存在していることが示されました。
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プレゼンター
プレゼンテーションのノート
rolCHd3aGFP形質転換体植物の茎頂分裂組織におけるHd3a:GFPの蛍光を観察したところ、茎頂分裂組織においてHd3a:GFPの局在が観察されました。コントロールとして用いたrolC::Kaedeの蛍光は茎頂では観察されませんでした。
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PLANT SCIENCE

Astrocytes
implicated in ALS

Long-Sought Plant Flowering
Signal Unmasked, Again

As elusive as the top quark, the signal that
tells plants to flower has befuddled plant
biologists for more than a century with
many false leads to its identity. Two years
ago, researchers created quite a stir with
data indicating that this signal was messen-
ger RNA (mRNA) that traveled from the
so-called flowering locus T(FT) gene in
plant leaves to the growth tip where flower-
ing takes place. But those authors are now
retracting that finding (p. 367). Instead, two
new reports, published online by Science
this week (www.sciencemag.org/cgi/
content/abstract/1 141752 and www.
sciencemag.org/cgi/content/abstract/
1141753), have fingered the FT protein itself.

“This is something we have been waiting
for a long time,” says J. A. D. Zeevaart, an
emeritus plant physiologist at Michigan
State University in East Lansing. “These
two papers will be classics in the field for
years to come,” adds Philip Wigge, a plant
biologist at the John Innes Centre in Nor-
wich, UK. Others, however, think the evi-
dence is not yet conclusive. “They haven’t
taken the story any further,” says William
Lucas, a plant cell biologist at the Univer-
sity of California, Davis.

This story has its roots in a 1930s study
by Russian plant physiologist Mikhail
Chailakhyan. Based on grafting experi-
ments, Chailakhyan proposed that when
leaves sense the appropriate day length, they
send a mobile signal called florigen to the
plant’s growing tip to initiate flowering. But

Peripatetic protein. In Arabidopsis (top), a leaf
protein moves from a flowering graft into a
nonflowering mutant, causing a stem and blossoms
to form. In rice (bottom), the equivalent protein
(green) shows up in the shoot apical meristem.

Tussle over Irag
death data

Proceedings of the National Academy of
Sciences, Eliezer Lifschitz of Technion
Israel Institute of Technology in Haifa
reported no sign of mRNA from the
FT-equivalent gene in the flowering shoots
of tomatoes. And in their retraction notice,
Huang’s collaborators report that their initial
analysis excluded some data and gave extra
weight to other data. When they redid the
experiments, “we could not detect move-
ment of the transgenic FT mRNA," says
Ove Nillson, in whose lab Huang did this
work. Huang, now at Xiamen University
in China, has not agreed to the retraction.

Turnbull and George Coupland of the
Max Planck Institute for Plant Breeding
Research in Cologne, Germany, working
with Arabidopsis, and another team studying
rice, have now proposed that the mobile sig-
nal is the FT protein itselfrather than mRNA.

In rice, the equivalent of the FT gene is
called Hd3a. Ko Shimamoto of the Nara
Institute of Science and Technology in
Japan, his student Shojiro Tamaki, and their
colleagues first measured Hd3a mRNA in
various tissues. They found that in rice
grown with short days (rice requires short
days to develop flowers), the mRNA
increased in leaves but was present only in
very low amounts in the shoot apical meri-
stem, the growing tip. Next, they made a
transgenic rice strain by joining the gene for
green fluorescent protein ( GFP) with that
for Hd3a, which made any Hd3a protein
visible under a confocal laser scanning
microscope. They saw the protein in the vas-
cular tissue of the leaf and the upper stem as
well as in the core of the growing tip.

They then attached promoters to the
combination GFP/Hd3a gene that caused
the genes to turn on in the leaf but not in the
growing tip. Flowering still occurred, they

ND K. SHIMAMOTD

Downloaded from www.sciencemag.org on September 20, 2007
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