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序文

研究成果シリーズは、農林水産省農林水産技術会議が研究機関に委託して推進した研究の成果を、総合的

かつ体系的にとりまとめ、研究機関及び行政機関等に報告することにより、今後の研究及び行政の効率的な

推進に資することを目的として刊行するものである。

この第511集「新農業展開ゲノムプロジェクトーイネの質的形質遺伝子の単離と機能解明及び遺伝子ネッ

トワークの解明（重要形質領域）－」は、農林水産省農林水産技術会議の委託プロジェクト研究として、

2008年度から 2012年度までの5年間にわたり、独立行政法人農業生物資源研究所及ぴ国立大学法人名古屋

大学を中心に実施した研究成果をとりまとめたものである。

農業上重要な遺伝子の解明、画期的作物の開発等のためのゲノム研究基盤の確立を図ることを目的として、

農林水産省は 1998年に国際コンソーシアムを立ち上げてイネの全ゲノム塩基配列の解読に着手し、 2004年

に完全解読を達成した。その後も、病虫害抵抗性、収量性、環境ストレス耐性等に関する遺伝子約 100個を

単離し機能を解明して特許化を行うなど、我が固はイネゲノム情報を活用した研究分野において世界をリー

ドしてきた。

このような状況の中で、本研究ではイネの突然変異体等を利用して、収量性、低コスト化、環境修復、病

害抵抗性、出穂期、高温登熟耐性等に関わる 52個のイネの重要農業形質遺伝子の単離及ぴ機能解明を実施

した。

本研究の成果は、新品種開発を飛躍的に効率化する DNAマーカー育種へ活用できると期待されることか

ら、農作物の品種改良等を行っている研究機関の関係者が今後の研究計画を、農作物の生産振興に係る行政

機関の関係者の方々等が今後の施策を考える上で有用であると考えている。

最後に、本研究を担当し、推進された方々の労に対し、深く感謝の意を表する。

2014年3月

農林水産省農林水産技術会議事務局長

雨宮宏司
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第 1 編

I 研究年次・予算区分

研究年次： 2008年度～2012年度

予算区分：農林水産省農林水産技術会議新農業

展開ゲノムプロジェクト

II 主任研究者

主査：（独）農業生物資源研究所

理事長

石毛光雄

副主査：（独）農業生物資源研究所

理事

佐々木卓治（2008～2010年度）

贋近洋彦（2011～2012年度）

推進リーダー：

（独）農業生物資源研究所

植物科学研究領域

植物生産生理機能研究ユニット

上級研究員

井i畢毅

m 研究担当機関
独立行政法人農業生物資源研究所

IV 研究目的

イネの成長・代謝遺伝子ネットワークの解明

イネの収量増加を目指して、以下の4つのネット

ワーク解析を行う。

1 栽培環境に応答するイネ出穂期制御遺伝子

ネットワーク

このネットワーク解析では、この 10年間のイネ

ゲノム解析研究で同定された出穂制御に使われた主

な有用遺伝子（アリル）の相互作用等を解析し、イ

ネ出穂期制御ネットワークの更なる理解を進めるD

その成果を基に、短日植物のイネに、長日条件での

花芽誘導能力や初期成育での開花抑制能を付与する

ことで、これまでの品種より栽培適応力の広い系統

の作出を目指す。

2 光による成長制御プログラムネットワーク

このネットワーク解析では、光受容システム解明

研究の要約

として、光（質と量）の変化による葉緑体の発達や

老化のメカニズムをネットワークとして解明を行

う。例えば、葉の老化を抑えて光合成能を長く維持

できれば、バイオマスの増加につながる可能性があ

る。また、光信号によるラミナジョイントの開度の

制御に関しても、収量増加を目指して、その分子メ

カニズムのネットワーク解明を行う。

3 不良環境適応光合成ネットワーク

このネットワーク解析では、低温および貧栄養と

いった不良環境下での光ストレスの下での光合成能

維持を目指して、光合成系全体での不良環境への適

応戦略の分子ネットワークを解明する。また、温暖

化の原因とされている高C02濃度環境下での炭酸

固定能の最適化を図る。

4 複雑形態制御ネットワーク

このネットワーク解析では、イネの収量増加への

貢献が期待できるが、ネットワーク形成が複雑で、

単独での応用利用が考えにくい重要遺伝子に関し

て、その遺伝子間相互作用を含めたネットワークを

解明する。そして、イネ科穀物の形態制御の基盤と

なるメカニズムを明らかにし、将来の応用研究展開

の基盤となる知見を提供する。

v 研究方法
1 栽培環境に応答するイネ出穂期制御遺伝子

ネットワーク

イネ育種では、早咲きで光周性のない系統を選抜

することで、北海道等の栽培が可能になった。この

10年間のイネゲノム解析の成果で、イネ育種上の

主な出穂制御有用遺伝子（アリル）が同定され、マー

カー育種が積極的に他のプロジ、エクトで進められて

いる。しかし、これまでの育種過程は、光周性を失

うことで、栽培地域の適応力の低さにつながってい

る。そこで、これまでになかった応用展開を目指し

て、出穂期制御のネットワーク解析研究をすすめる。

そこで、光による開花抑制（Hdl遺伝子周辺）や

開花促進（Ehdl遺伝子周辺）および概日時計の関

与（OsGI遺伝子周辺）の遺伝子ネットワークの解



明を行う（生物研・井淳毅）。また、日本稲聞の出

穂制御因子を単離解析することで、ネットワークの

更なる理解を進める（生物研・矢野昌裕）。加えて、

短日植物のイネに、ネットワーク解明からの知見を

利用した長日誘導能力の付与や初期成育での開花抑

制能を付与し、より栽培適応力の広い系統の作出を

将来の目標として研究を進める。

2 光による成長制御プログラムネットワーク

出穂期を迎える頃のイネは、光が最もあたる最上

位の葉から下位の葉までの聞に大きな光強度の勾配

が出来ており、葉への窒素分配、すなわち葉緑体の

量もほぼこれに沿ったものとなっている。そこで、

光（質と量）の変化による葉緑体の発達や老化のメ

カニズムを明らかにすることによってその応用につ

なげる。例えば、葉の老化を抑えて光合成能を長く

維持できれば、バイオマスの増加につながる可能性

がある。これまでに単離されたイネ光受容体突然変

異体の解析から、葉緑体の分化や分解にフイトクロ

ムシグナルが関与していることが明らかになってい

るが、そのメカニズムは不明である。そのため、本

ネットワーク解析では、これまでに同定されたフイ

トクロムシグナル因子（生物研・高野 誠）や光に

よる転写促進を起す葉緑体分化因子のひとつである

OsGLK遺伝子周辺（生物研・市川裕章）のネット

ワーク解析から、バイオマスや収量の向上を目指し

て、葉緑体の分化・維持の調節メカニズムの解明を

行う。また、収量へ直結するイネ受光体制に深く関

わる光信号によるラミナジョイントの開度の制御に

関してその分子メカニズ、ムの解明を進める（生物研・

高野誠、九大松下智直）。

3 不良環境適応光合成ネットワーク
光合成改変による物質生産向上の試みは古くか

ら農学の主要テーマのひとつであるD しかしなが

ら、最近の分子生物学的手法を取り入れた研究によ

り、光合成系は複数の反応群による相互制御バラン

スにより成立していて、単一の反応あるいは単一成

分の改変でシステム全体を改良するのは困難である

ことが明らかにされてきた。光合成能の改変に直結

する自然変異がイネで同定できない事実もそのこと

を強く裏付けている。そこで、本研究では、光合成

系を大きなネットワークとして捉え、栄養、温度、

および光等の環境変化に応答して植物が光合成系を

最適化するメカニズムを解析し、光合成系全体での

不良環境への適応戦略の改良の方向性を明らかにす

る。具体的には、 RbcSサブユニットの分子種別の

遺伝子破壊系統の解析から高C02環境への炭酸固

定能の最適化を図る（東北大牧野周）。また、低

温および貧栄養への適応強化を目指して、葉緑体型

PEPC ・ NADPリンゴ酸脱水素酵素によるレドック

ス調節（生物研宮尾光恵）と全容が明らかになり

つつあるサイクリック電子伝達経路を中心としたイ

ネの光合成調節機構の解明（京大 鹿内利治・遠藤

剛）を行い、光合成全体のシステム制御を明らかに

する。

4 複雑形態制御ネットワーク

本ネットワーク解析では、イネの収量増加に直結

する草型や穂サイズの向上に貢献可能な遺伝子の中

で、ネットワーク形成が複雑で、単独での応用利用

が考えにくいケースに関して、その遺伝子間相互作

用を解明する。具体的には、めしべ形成と中肋（葉

の真ん中にある支持器官）形成の両方に必須である

DL遺伝子の周辺のネットワークを解明し、育種に

使える遺伝学的手法で、それぞれの器官を独立に制

御する可能性を模索する（東大－平野博之）。また、

草型を含む植物の形態形成の土台となる頂端分裂組

織の維持機構について まだ未同定の鍵となる幹細

胞形成因子等を同定し，その機構を構成する遺伝的

ネットワークの解明を目指す（東大・平野博之）。
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研究計画表（研究室別年次計画）

研究課題
研究年度 担当研究機関・研究室

08 09 10 11 12 機関 研究室

1 イネの成長・代謝遺伝子ネットワー

クの解明

(1)出穂期の遺伝子ネットワーク解明

1）栽培環境に応答するイネ出穂期 『司 -農業生物資源研究 植物科学研究領域
制御遺伝子ネットワークの解明 所 植物生産生理機能

(GPNOOOl) 研究ユニット

(2）形態制御の遺伝子ネ ットワーク解

明

1）複雑形態制御ネットワークの解明 -東京大学 大学院理学系研究

(GPN0002) 科生物科学専攻

進化遺伝学研究室

(3）葉緑体分化の遺伝子ネットワーク解明

1）イネの光シグナルによる葉緑体発達・ - ．』
農業生物資源研究 植物科学研究領域

草型のネットワークの解明（GPN0003) 所 植物生産生理機能

研究ユニット

2）転写因子GLKを介した葉緑体発達 - ・． 農業生物資源研究 植物科学研究領域

のネットワークの解明（GPN0004) 所 植物生産生理機能

研究ユニット

(4）光信号伝達系の遺伝子ネットワーク解

明

1)イネの伸長を制御する光受容体フィト 司 -九州大学 農学研究院 SSP研

クロムの信号伝達経路に関わる新規 究室

遺伝子の単離・解析ネットワークの解明

(GPN0005) 

(5）光合成の遺伝子ネットワーク解明

1）イネ葉緑体内のレドックス状態と炭素 - ．』
農業生物資源研究 植物科学研究領域

代謝の最適化（GPN0006) 所 植物生産生理機能

研究ユニット

2）光合成炭酸固定酵素Rubisco量の - ・ー 東北大学 大学院農学研究科

適量化（GPN0007) 植物栄養生理学分

野

3）光エネルギー利用効率の最適化：イ
．』
京都大学 理学研究科植物学

ネの戦略（GPN0008) 教室

注）文中の図、表、写真に付した番号は、上記研究課題番号とその中の一連番号を組合せて表示しである。
（例： 1-(1)-1）の課題の l番目の図の場合は、図 111-1と表示）
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羽研究結果

イネの成長・代謝遺伝子ネットワークの解明

小課題［栽培環境に応答するイネ出穂期制御遺伝

子ネットワークの解明］では、

1 これまで、イネ開花抑制因子Ghd7が開花促進

因子Ehdlの転写を抑制することが明らかになって

いたが、 Ehdl遺伝子のプロモーター上で、抑制に

必須な領域をレポーター解析や ChIP解析で明らか

にした。

2 Ghd7抑制因子を過剰発現し、花芽形成を起こ

せないイネ系統（花が咲かないイネ系統）に、市

販されている安全で安価な化学物質処理でHd3aフ

ロリゲン遺伝子の転写が誘導できるようにした人工

Hd3a遺伝子を導入し、それにより、化学物質散布

で花芽形成を誘導できるイネ系統を作成した。これ

により、任意の時期に花芽形成を誘導できるイネ系

統が作成できた。

3 第8染色体の出穂期関連遺伝子日dl8の候補領

域を 25.6Kbpに絞り込み、その原因遺伝子がシロ

イヌナズナの Floweringlocus D (FLD）のオーソ

ログであることを明らかにした。この遺伝子につい

て、ゲノム相補およびRNAiによる形質転換体を作

出した。 Hdl8は開花促進遺伝Ehdlの上流で働き、

Ehdl、RFTlおよびHd3aの発現を調節することで、

出穂期を変化させていることが判明した。

小課題［イネの光シグナルによる葉緑体発達・草

型のネットワークの解明］では、

葉緑体発達の光シグナルネットワークの解明では、

イネの SPA3とCOPlの解析を進め、これらが、

光受容体phyAやphyCと相互作用しながら、葉緑

体の過剰な発達を抑制することで正常な葉緑体発達

を導いている可能性を示した。草型制御の光シグナ

ルネットワークの解明では、イネを疎植で植えた時

に多分げつ化させることができる遺伝子を明らかに

し、その遺伝子を持つ系統が、疎植においては既存

品種より農業生産性が高まっていることを示したD

小課題［転写因子GLKを介した葉緑体発達のネッ

トワークの解明］では、

イネの青色光受容体クリプトクロム CRYla/bの発

現抑制によって葉緑体分化の鍵因子GLKlの転写

及びタンパク量が低下したことから、 GLKlによる

葉緑体発達には CRYlを介した制御系が重要性で

ある。 GLKにより発現が上昇する GICl～3はイ

ネにカロテノイド高蓄積を引き起こす。 GIClは核

に局在し、転写活性化能を示した。 GICl/3-0Xは

色素体のチラコイド膜タンパク質遺伝子群の発現を

誘導することを見出した。細胞増殖能の高い GLK-

oxイネにサイトカイン IL-10のキメラ遺伝子を導
入し、培養液中への IL-10分泌系を開発した。市販

の金粒子よりもさらに小型のナノ金粒子を使ったタ

バコ葉緑体形質転換系を確立した。イネへの適用が

期待できる。

小課題［イネ葉緑体内のレドックス状態と炭素代

謝の最適化］では、

1 イネ属特有の代謝関連酵素、葉緑体型PEPCは、

アンモニアが主要窒素源である水田のような湛水環

境に適応するための酵素で、根から吸収したアンモ

ニアの同化に重要な役割を担っている。イネ緑葉に

おける葉緑体型PEPCの機能の解析を行い、本酵

素が光呼吸にともなう窒素同化のための有機酸供給

系として機能すること、また、葉緑体内に蓄積した

還元力を細胞質に排出し、光合成系を光阻害から守

る役割を担っていることを明らかにした。

2 イネのもつ 5種類の植物型PEPCすべての酵

素特性を決定した。アンモニア同化、初期アミノ酸

合成の産物であるグルタミン酸（Glu）とアスパラ

ギン酸（Asp）は PEPCのフィードパック阻害剤で

あるが、細胞質型PEPCと異なり、葉緑体型PEPC

はこれら阻害剤に対する感受性が低く、活性阻害を

受けにくいことを明らかにした。また、 PEPCタン

パク質のN末端領域がAspとGluに対する感受性

を調節する機能をもっ可能性が示された。

小課題［光エネルギー利用効率の最適化：イネの

戦略］では、

l「日本晴」の光合成電子伝達効率の周日測定を断

続的に行った。その結果、 (1）午前中に比べ、午後

に電子伝達収率が低下する現象が、特に登熟期に顕

著に見られること、（2）成長が盛んな初夏と登熟を

むかえる秋期では、光エネルギーの利用効率が異な

ること等を見出した。また光化学系2の熱放散にか

かわる PsbS抑制株は弱光下で電子伝達活性の向上、

強光下で光阻害を受けやすいという長所と短所を合

わせ持つことを示した。

3 圃場のイネが、成長期では光律速、登熟期では

光過剰の状況にあり、その過程で光エネルギーを安

全に捨てることの意義を明らかにした。サイクリッ
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ク電子伝達と ATPaseの協調によりチラコイドルー

メンの酸性化が維持され、光化学系の光阻害が回避

されていることを明らかにした。またシロイヌナズ

ナ同様、イネにおいてヒメツリガネゴケの Flvが、

光合成始動時に過剰な還元力の受け皿になる可能性

を示唆した。

小課題［イネの伸長を制御する光受容体フィトク

ロムの信号伝達経路に関わる新奇遺伝子の単離・解

析］では、

フィトクロム Bによる選択的スプライシング制御

の標的遺伝子の lつ、グリセリン酸キナーゼ遺伝子

を詳細に解析した結果、フィトクロム Bのシグナ

ルにより、グリセリン酸キナーゼの細胞内局在が

光依存的に変化すること、そしてその結果、光呼

吸C2回路がフィトクロム Bによって制御される可

能性が示唆された。また、イネにおけるフイトクロ

ムの選択的スプライシング制御の標的遺伝子を網羅

的に同定するために、次世代シーケンサーにより

mRNA-seq解析を行った。

小課題［光合成炭酸固定酵素Rubisco量の適量化］

では、

北方冷涼下および高C02環境での C02固定酵素

肌ibisco量の適量化を図り、イネの光合成機能の向

上を目的とした。 Rubisco過剰生産イネは、低温と

低C02環境下でバイオマス増産と吸収窒素の増加

が認められた。 Rubiscoの核遺伝子RECSの4分子

種別個別発現抑制系統はすべて、高C02環境での

光合成の窒素利用効率がすべて上がった。

小課題［複雑形態制御ネットワークの解明］では、

中肋は葉の中央部に存在する強い構造で、イネの葉

の直立性に大きな影響を与える。葉は直立するほど、

光を効率的に受けやすく、栽培面積も少なくてすむ。

本研究では、中肋形成の鍵となる DL遺伝子を中心

とする複雑な遺伝子ネットワークの解明を行うとと

もに、 DL遺伝子の機能を増強し、葉の直立性の強

いイネを作出することを試みた。また、植物の形態

形成に非常に重要である幹細胞の恒常性を維持する

遺伝子の機能を解明した。

四今後の課題

本研究はタイトルに「遺伝子ネットワークの解

明」とあるように、応用的な展開はイメージしてい

るものの基礎研究に終始している小課題が目立つ

た。今後、この分野の研究は、 Analysis研究から、

Synthesis研究にシフトし、研究予算を社会に還元

するための研究に発展させていく必要がある。その

中で、人為的に開花期を制御する技術の開発は、作

物の概念を変える可能性のある応用が見込める成果

であり、 GMO技術の日本社会への浸透を図る努力

とともに推進していく価値があると考える。
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村井耕二，荻原保成，山口貴大，平野博之（2010).

The spatial expression patterns of DROOPING 

LEAF orthologs suggest a conserved function 

in grasses .. GGS prize 2010 (Genes and Genetic 

Systems 誌論文賞）

123）松下智直（2010）.植物の光情報受容体フィト

クロムによる信号伝達機構の研究．科学技術分野

の文部科学大臣表彰若手科学者賞

124）松下智直（2012）.植物の光情報受容体フィト

クロムによる細胞内シグナル伝達機構の解析．日

本光生物学協会奨励賞

医特許取得・申請

1）「植物の生長を制御する遺伝子Hdl6およびそ

の利用」（特願2009-103758）矢野昌裕、堀清純、

松原一樹、山内歌子

x 研究担当者
1 出穂期の遺伝子ネットワーク解明

独立行政法人農業生物資源研究所

井i畢毅＊

2 形態制御の遺伝子ネットワーク解明

国立大学法人東京大学

平野博之＊

3 葉緑体分化の遺伝子ネットワーク解明

独立行政法人農業生物資源研究所

稲垣言要事、市川裕章＊

4 光信号伝達系の遺伝子ネットワーク解明

国立大学法人九州大学

松下智直＊
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5 光合成の遺伝子ネットワーク解明

独立行政法人農業生物資源研究所

徳富（宮尾）光恵＊

国立大学法人東北大学

牧野周＊

国立大学法人京都大学

鹿内利治＊

XI 取りまとめ責任者あとがき

小課題が8個で、年間のプロジ、エクト予算がl億

円前後での、 5年間の成果としては、論文の質・量

ともに、丈科省等の他の関連プロジェクトと比して

も、十分誇れる成果が出たと自負しているが、応用

展開という観点から見れば、もう少し成果が出てほ

しかったというのが本音である。しかしながら、こ

れには、 GMO技術が日本国内で受け入れられるか

どうか、また、関係省庁からのサポートが得られる

かどうかがポイントとなり、研究者の基礎志向マイ

ンドの変える必要性とともに、今後、変えていく必

要があると実感している。

（推進リーダー：井淳毅）
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第 1編 イネの成長・代謝ネットワークの解明

第 1章 出穂期の遺伝子ネットワーク解明

1 栽培環境に応答するイネ出穂期制御遺伝子

ネットワークの解明（GPN0001)

ア研究目的

近代のイネ交配育種の成果の一つに、早咲きで光

周性のない系統を選抜することで、北海道等の早く

寒くなる地域での栽培が可能になったという歴史的

な事実がある。また、この数年のイネゲノム研究の

成果により、イネの主な出穂制御（花芽形成時期制

御）関連遺伝子がいくつも単離され、それに伴い、

育種で利用された有用アリル（変異）も同定され、

その知見を利用したマーカー育種が積極的に進めら

れている。しかしながら、上記に述べたように、こ

れまでの育種は、光周性反応という本来植物に栽培

域の適応力を与える性質を失うことで栽培域の北上

を可能にしていて、個々の品種の栽培域の適応力を

下げた形での品種改良が行われたともいえる。その

結果、本来短日植物であるはずのイネが、夏至のこ

ろに花芽形成を始めるという不自然な作期でのイネ

栽培が日本では当たり前になっている。そこで、本

課題では、これまでの交配育種では行われてこな

かった遺伝子資源の応用展開を目指し、イネ出穂期

制御の遺伝子ネットワーク解析研究を進める。具

体的には、光による開花抑制（Hdl（長日条件）や

Ghd7遺伝子周辺）や開花促進（Hdl（短日条件）

やEhdl遺伝子周辺）および概日時計の関与（OsGI

やOsLHY遺伝子周辺）の遺伝子ネットワークの解

明を行う。また、アジア栽培品種に内在する出穂期

の変異を決定している QTLのうち、効果の大きな

遺伝子座はほぼ解析が進んでいると考えられるが、

対立遺伝子の作用の違いが小さなQTLについては、

その実態は明らかとなっていない。出穂期調節を細

やかに行うためには、効果の小さな QTLの理解は

不可欠である。

イ研究方法

（ア）突然変異系統や准同質置換系統を利用し、

光環境に対する開花遺伝子の発現解析

イネ概日時計突然変異体やイネ光受容体突然変異

体や Ghd7開花抑制遺伝子の準同質置換系統を利用

し、様々な光環境でイネの出穂期制御遺伝子の遺伝

子発現を解析、その遺伝子ネットワークの解明を進

めた。

（イ）開花期制御技術の開発

イネ出穂期制御（花芽形成時期制御）関連遺伝子

と病害抵抗性誘導剤（プラントアクチベーター）を

用いた転写誘導系を利用して、人工的に出穂期制御

可能なイネ植物を作製するために以下の研究を行っ

た。

a Ghd7遺伝子と Hd3a遺伝子の作用を形質転

換イネで確認

Ghd7遺伝子が過剰発現する様に作成した人工遺

伝子と各種プロモーターに結合し制御様式で発現す

るHd3a遺伝子を作成し、共導入形質転換体を作成

し、出穂期への影響を調べた。

b 圃場で、農薬散布で遺伝子発現が誘導される

遺伝子の探索

圃場栽培しているイネに、プラントアクテイベー

タータイプの農薬を散布、その処理の有無後、経時

的にイネの葉をサンプリングし、特定の農薬散布で

発現するイネ遺伝子をマイクロアレイ解析で探索し

た。

c 開花期制御イネの作成と解析

上記の誘導が確認できた遺伝子から 12個の遺伝

子のプロモーター領域を単離し、 Hd3acDNAと結

合し、 Ghd7cDNAを過剰発現する系統と共導入し

た形質転換イネを多数作成し、農薬散布の出穂期へ

の影響を確認した。

（ウ）日本稲出穂期 QTLの同定と開花遺伝子単

離

日印交雑より DNA多型が少ない日本稲聞の交配

後代で QTL解析を行うために、次世代シークエン

サーを利用したコシヒカリのゲノム配列情報とE克知

の日本晴の配列情報等から、 GoldenGate法でゲノ

ムワイドな多型解析を効率的に行い、作成した日

本晴／コシヒカリの CSSL系統等の解析から、新規

出穂期 QTL,Hdl6, Hdl 7, Hdl8を同定し、その後、
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その QTLだけがメンデjレ遺伝で分離する集団を用

い、高精度マッピングを行い、候補領域を含むはや

まさりやコシヒカリ BACクローンを選抜し、ゲノ

ム塩基配列を解析するとともに、比較品種の該当配

列と比較し、候補遺伝子を限定した。候補遺伝子に

ついて、ゲノム断片を利用した形質転換体あるいは

RNAiによる機能抑制形質転換体を作成し、その表

現型を調査した。候補領域の準同質遺伝子系統を利

用し、イネの出穂期制御ネットワークを構成する遺

伝子の転写レベルをこれまでの結果と比較し、ネッ

トワーク上での新規出穂期（開花期）遺伝子の役割

を明らかにした。

ウ研究結果

（ア）イネ出穂期遺伝子ネットワークの解明

5年間の研究期間で、各種イネ出穂期関連の突然

変異体や準同質置換系統を栽培し、各種光条件・日

長条件で栽培し、若い栽培時期のイネ本葉の開花関

連遺伝子の発現を定量RT-PCR法やマイクロアレ

イ解析で、解析を進めた。その結果、多くの知見が

得られ、イネの出穂期制御遺伝子ネットワークの概

要が明らかになった（図 111-1）。

また、その解析の中から、イネの Hd3aフロリゲ

ン遺伝子が30分の日長の変化で、その発現がオン・

オフというトグルスイッチのような変化を起こす機

構が、太陽光内の青色光成分を青色光受容体を介し

て、光信号として伝達され、その信号が概日時計

のGate作用を受け、日々、朝に強く Ehdl花芽形

成促進遺伝子を転写誘導することを明らかにした。

そして、その Ehdl促進作用が、太陽光内の赤色光

成分がフイトクロム光受容体（phyA,B, C）を介し

太陽光

(Red light) 

て伝達される光信号が、日長により変化する概日時

計の Gate作用を受け、日長によって変わる花芽形

成抑制を受けることで、 Ehdlの下流の Hd3aフロ

リゲン遺伝子の発現が正確に転写制御を受けるとい

う、イネの限界日長認識のコアとなる分子機構を明

らかにした。

（イ）イネ開花期（出穂期）制御イネの開発

まず、 Ghd7開花抑制因子を過剰発現する形質転

換イネ系統を作成し、出穂期を調査したところ、 何

年たっても花芽形成を起こさない系統がある頻度で

得られた。そこで、 Ghd7開花抑制遺伝子の過剰発

現かつ Hd3aフロリゲン遺伝子を適度に発現する系

統を作成したところ、 Ghd7が過剰発現にもかかわ

らず、 Hd3a遺伝子の発現量に応じて、出穂する系

統が得られた。つまり、 Hd3a遺伝子の遺伝子産物

の働きは Ghd7タンパク質によって阻害されないこ

とを確認した。

次に、圃場で栽培するイネにプロベナゾール等の

抵抗性誘導剤を散布した時に葉で発現する遺伝子

を探索した。その中で、 RiceXpro等のデータベー

スからの知見でフィルターを掛け、 12個の遺伝子

のプロモーターを Hd3a遺伝子の上流に結合し、

Ghd7の過剰発現遺伝子と同時に導入した。その結

果、導入したコンストラクトの中から、 一個のコン

ストラクトで、薬剤散布時にのみ花芽形成を起こす

系統を得ることができた。この系統は、イネの分げ

つ個体を利用した複数回の連続誘導実験でも、再現

性がよく、薬剤散布時のみだけ、花芽形成を誘導で

きた（図 111-2）。

（ウ）日本稲出穂期QTLのHdl6,Hdl 7, Hdl8出

穂期遺伝子単離

図111-1 イネの出穂期を制御する主たる遺伝子の遺伝子ネットワーク
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Hdl6の単離と機能解析に関しては、 遺伝子近傍

の一塩基多型（SNP）のマーカー化を進めて Hdl6

の候補領域を第3染色体長腕の約 29.4kbに絞り

込んだ（図 lll-3A）。日本晴とコシヒカリの塩基

配列比較により、 Caseinkinase I (CKl）様遺伝

子のコード領域にアミノ酸置換を生じる一塩基変

異が見出され（図 lll-3B）、この候補遺伝子の日

本晴ゲノム断片を導入した T2世代の形質転換体

は、短日（1OhL/l4hD）条件下で出穂が促進し、長

日（14.5hL/9.5hD）条件下で出穂が遅延した（図

lll-3C）。Hdl6と他の出穂期遺伝子の置換系統群に

ついて出穂調査を行い、 Hdl、Ghd7、Hd2および

DTHSが機能欠損型の背景では Hdl6のアリル聞の

効果の差が小さくなり、これらの遺伝子の聞に遺伝

的な相互作用が存在すると考えられた。日本晴の背

景にコシヒカリの Hdl6領域を置換した準同質遺伝

子系統NIL-Hdl6では、日本晴と比較して、 長日条

件下でEhdl、Hd3aおよびRFTlの発現が増加し

ていた。日本晴型の Hdl6遺伝子由来の組換えタン

パク質は Ghd7組換えタンパク質の invitroリン酸

化活性を示し、コシヒカリ型の組換えタンパク質は

4’ 

未出穂の無処理個体

処理後35日目に出穂

ーー・再株分け

in vitroリン酸化活性を示さなかった。以上の結果

から、日dl6は長日条件下での出穂抑制遺伝子であ

るGhd7タンパク質のリン酸化を介して、出穂期を

調節している遺伝子であることが明らかとなった。

Hdl7の単離と機能解析に関して、 詳細な連鎖解

析の結果、 Hdl7は第6染色体短腕の末端に近い約

43.2kbにマッピングされ、コシヒカリの対立遺伝子

が約5日晩生にする効果をもっていることが明らか

となった（図 111-4A）。候補ゲノム領域にはシロ

イヌナズナの概日時計に関与する遺伝子ELF3様の

遺伝子が存在し、日本晴とコシヒカリの両遺伝子の

配列比較により、この候補遺伝子にはアミノ酸置換

を生じる一塩基置換が生じていた（図 lll-4B）。さ

らに日本晴への形質転換によって、コシヒカリの晩

成化作用が確認でき（図 111-4C）、 Hdl7はシロイ

ヌナズナの ELF3のオルソログであることが明らか

となった。日本晴の背景にコシヒカリの Hdl7領域

を置換した準同質遺伝子系統NIL-Hdl7を選抜し、

概日時計および出穂期関連遺伝子の転写レベルを調

査した。その結果、 OsLHY,OsPRRlおよびOsGI

においては日本晴と NIL-Hdl7の聞に発現レベル

処理後38日目に出穂• 合

'f'・ 

無処理 再姐理

図111・2 （左上写真）AGHT0_24系統を分げつ茎を利用して、 2本に株分し、 一報の個体のみ、薬剤処理した

ところ、処理後35日に出穂した。（右上写真）その後、無処理個体を、再度、 2本に株分し、一方の

個体を薬剤処理したところ、その個体のみ、処理後38日で出穂した。
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両方でEhdl、Hd3aおよびRFTlの発現が低下し

ていた。

工考察

（ア）イネ出穂期関連遺伝子ネッ トワークの重要

部分が解明できた。

分子生物学的には、解析が進んでいる長日植物よ

り、イネの様な短日植物の方が、日長の変化に敏感

であることが以前から知られていたが、本研究の遺

伝子ネッ トワーク解析から、日d3aといったフロ リ

ゲン遺伝子の転写が、赤色光に対する遺伝子発現と、

青色光に対する遺伝子発現と、概日時計による遺伝

子発現の複雑な相互作用から成り立っていることを

含めた出穂期制御遺伝子ネットワークの全貌を明ら

かにできたことは、イネの研究にとどまらずに、植

物科学、および、作物科学において、大きな成果と

考えられる。特に、赤色光信号伝達系が、イネが置

かれた時刻に応じて開花抑制を担い、朝の太陽光の

中で、青色成分が開花促進に働くことを見つけた知

見は、今後の応用研究を考えても大きな意義がある。

（イ）人為的開花期を制御できるイネを作成でき

た。

上記のネットワーク解明での知見の比較的単純な

利用として、イネの開花期を農薬処理により誘導で

きる系を開発したことは、このシステムを導入した
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の差は見られなかったが、 Ghd7のレベルがNIL-

Hdl7において増加するとともにその下流の Ehdl,

Hd3aおよびRFTlの発現が低下していた。以上の

結果から、 Hdl7はGhd7の発現調節を介して、出

穂期の変化を引き起こす遺伝子であることが明らか

となった。現時点では、機能欠損型の Hdl7変異が

存在しないことから、日本晴とコシヒカリのどちら

の対立遺伝子がより機能をもっているのかが判断で

きない。

Hdl8に関しては、コシヒカリの遺伝的背景で第

8染色体短腕だけがはやまさりの染色体断片を持つ

置換系統の出穂期は長日条件において約4日異な

り、その置換断片のゲノム位置から DTH8遺伝子

の短腕末端側に晩生にする新規遺伝子の存在が示唆

された。そこで、この領域が分離する 1621個体を

用いた大規模連鎖解析により、 Hdl8の候補ゲノム

領域を約 25.6Kbpに絞り込んだ （図 111-5）。候補

領域内のコシヒカリ ／はやまさり聞の塩基配列を比

較すると、塩基の違いは4箇所の SNPのみであっ

た。そのなかで、アミノ酸の非同義置換を生じる

SNPはlつであり、シロイヌナズナの開花関連遺

伝子FLDのイネオーソログのオキシデースドメイ

ン内に生じていた。はやまさりの Hdl8領域を置換

したコシヒカリ背景の準同質遺伝子系統NIL-Hdl8

コシヒカリと比較して短日条件と長日条件のでは、
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対象品種の遺伝背景を最大限効率的に使った最適栽

培を可能にするという意味で大きな成果と言える。

（ウ）日本稲品種間のゲノム多型を利用して、遺

伝子単離が可能になった。

これまで、日本のイネ品種に見出される出穂期の

微妙な違いの原因となっていた作用の弱いQTLは、

高精度マッピングに必要な DNA多型が少ない日本

稲間では、難しかったが、次世代シークエンサ解析

からの DNA多型データを、 GoldenGateシステム

という高効率多型解析装置と組み合わせて単離でき

た意義は大きい。今後、同定された遺伝子のマーカー

情報は日本におけるイネの育種に大きな貢献をする

ポテンシャルを持っていると考えられる。

オ今後の課題

（ア）赤色応答や青色応答のシス配列やトランス

因子の探索

遺伝子ネットワークの重要部分は解明できたが、

Ghd7遺伝子が赤色光応答するシス配列やトランス

因子の同定、 Ehdl遺伝子が青色光で誘導を受ける

ときに働くシス配列やトランス因子の探索が次の課

題となる。

（イ）開花期制技術のさらなる展開と収量性や収

穫物の品質への効果の検証

本研究課題の後半の成果として、プラントアクチ

ベーター処理により開花期を制御できる系統が作出

でき、開花期制御系の骨格が完成した。また、開花

誘導が確認できた系統の後代を展開し、導入形質の

安定性の確認や固定系統を得ることも推し進めてい

る。しかし一方で、現時点では、遺伝子⑫プロモー

ターの組織特異性の解析や作製した形質転換系統に

おける植物体の形態、収量、バイオマス等の評価が

十分でない。また、これまでは閉鎖系温室や人工気

象室等の屋内環境での結果だが、実験環境下では優

れた成績を示す系統でも、実際環境で同ーの挙動を

示すとは限らないので、野外での実施例が今後必要

となってくる。加えて、野外環境でのスケールメリッ

トを生かした大規模展開スクリーニングを施行し、

より優秀な系統の選抜が今後必要となってくると考

えられる。また、本システムをより有効なものにす

る為に、イネ品種だけでなく、他イネ科植物等への

適用も検討していくことが必要である。

（ウ）開花期制技術のさらなる展開と収量性や収

穫物の品質への効果の検証

本研究で同定された Hdl6、Hdl7等の日本稲間

の出穂期を制御する QTLは、その育種利用を積極

的に進める対応が求められる。

力要約

（ア）イネ出穂期の遺伝子ネットワークの解明

イネ出穂期の遺伝子ネットワークの大筋を解明

した。その中で、 Itohet al. (2010）は、 Nature

Geneticsに発表され、概日時計と光信号伝達系を

複雑に組み合わせた非常に正確な日長認識分子機

構をイネという作物がもっていることを明らかに

した。また、圃場における遺伝子発現に注目し、

RTR0004やRTR0002といった小課題と連携を取り

ながら、Izawaet al. (2011）やNaganoet al. (2012) 

といった論文を発表し、複雑に変化する自然環境で、

圃場での葉の遺伝子発現を扱える手法を開発した。

今後の応用展開が期待される。

（イ）人為的な出穂期を制御できる形質転換体イ

ネの作出

出穂期は日長といった環境の影響を受けるとはい

え、品種と作期（栽培地）が規定されれば、おのず

と、ほぼ確定し、栽培状況に応じて、変えることも

できないし、栽培地でベストな時期に出穂する品種

を選ぶことも簡単ではない。そこで、上記の本課題

で明らかにした知見をフルに活用することで、同じ

遺伝背景で、人為的に任意な時期に出穂、期を調節可

能な遺伝子組み換えイネ系統を作出する技術を開発

した。これにより、栽培地・作期に応じて、ベスト

な条件での出穂期制御を可能にすることができる。

今後、実用化には、実際の圃場等での誘導条件の検

討や収量性への影響を精査した上での実用的な技術

への改良が必要となる。

（ウ）日本稲間出穂期 QTLの単離と利用

出穂期を微調整するためには、 2～5日程度の小

さな変異を作り出す遺伝子の探索が重要である。本

研究においては、出穂期関連遺伝子、 Hd2,Hdl6, 

Hdl7およびHdl8の単離に取り組んだ。 Hdl6は

Casein Kinase Iをコードし、コシヒカリの対立遺

伝子はコード領域に塩基置換が生じ、それによって

アミノ酸置換が生じることで、機能が低下している

ことを明らカ斗こした。 Hdl6は、 Hdl、Hd5、Ghd7、

Hd2との聞に遺伝的な相互作用があり、 Hdl6は
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Ghd7をリン酸化することによって Ghd7の機能を

強化し、その結果として、長日条件下において晩生

化に作用することが判明した。 Hdl7は、シロイヌ

ナズナの開花関連遺伝子ELF3のオルソログである

ことが判明した。 Hdl7はGhd7の発現を増加させ

ることによって下流の遺伝子Ehdlならびに Hd3a

あるいはRFTlの発現を調節し、出穂期を変化さ

せることを明らかにした。日dl8については、候補

遺伝子をシロイヌナズナの開花関連遺伝子FLDの

オーソログであることを突き止め、 Hdl8がEhdl

の上流に位置し、日d3aおよびRFTlの転写を調節

することで出穂期を変化させることが明らかとなっ

た。 Hd2については、従来からその候補遺伝子と

して概日時計に関与する OsPRR37であることが示

唆されてきたが、本研究において、形質転換実験に

よる機能相補実験に成功した。以上のように、出穂

期の微調節に利用できる新たな遺伝子の単離に成功

した。今後は、これらの QTLの対立遺伝子型を国

内あるいは海外の品種で詳細に調べることによっ

て、特定の品種の出穂期を自由に改変できるシステ

ム構築に貢献できると考えられる。
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第2章形態制御の遺伝子ネットワーク解明

1 複雑形態制御ネットワークの解明

(GPN0002) 

ア研究目的

作物の形態は、重要な農業形質と密接に関連して

おり、栽培化や品種改良の過程において、作物の形

態は大きく変化している。本研究では、形態改変に

よってイネの収量を増加することを将来の目標とし

て、イネの葉の中肋形成や幹細胞の維持を制御する

複雑な遺伝的ネットワークを解明し、その成果をイ

ネの分子育種に応用するための基盤的研究を行うこ

とを目的としている。具体的には、イネの葉におい

て、中肋形成の遺伝子ネットワークと頂端分裂組織

における幹細胞の増殖を制御する遺伝子ネットワー

クを明らかにする。

イ研究方法

（ア）中肋形成の鍵遺伝子DROOPINGLEAF (DL) 

の発現制御機構の解析

DL遺伝子の5’上流域、第lおよび第2イントロ

ンなどを、 GUSレポーター遺伝子に連結し、形質

転換体を作製した。葉の発生初期や花期間形成時に

おける GUS活性を組織染色法によって検出した。

（イ） DL遺伝子を利用したイネの葉の直立性促進

技術の開発

強い転写活性を示すウイルス由来の VP16タンパ

ク質の転写活性部位と DLタンパク質との融合タン

パク質を生産するキメラ遺伝子を作製し、これを

DL遺伝子のDGl制御領域を用いて発現させるコン

ストラクトを作製した。これを、野生型イネに導入

し、形質転換体を作製し、その表現型を解析すると

ともに種子収量を調査した。

（ウ） DL遺伝子の下流因子およびDLタンパク質

と物理的相互作用する因子の探索

イネの44kアレイを用いてマイクロアレイ角ヰネ斤

を行い、完全な DL機能を喪失している di引 Jpl変

異体と野生型との発現プロファイルの比較を行っ

た。ターゲット RNAとしては、葉原基を含む茎頂

全体から抽出したものと、中肋予定領域を Laser

Microdissection (LMD）法により切り出した組織か

ら抽出したものの、 2種類を用いた。酵母2ハイブ

リッド系を用いて、 DLタンパク質と物理的に相互

作用する因子のスクリーニングを行った。

（エ）幹細胞の増殖を制御する遺伝子ネットワー

ク

QTL解析により、 fon2変異を抑圧する遺伝子領

域を絞りこんだ後に、分子生物学的手法により、こ

の抑圧遺伝子 （FOSJ)を同定するとともに、発生生

物学的な解析により FOSJの機能を解析した。さら

に、野生イネや栽培イネコレクションの多数のイネ

のFOSJの塩基配列を決定し、イネの進化と FOSJ

内の変異を調べた。トランスに作用する DEX誘導

系コンストラクトを作製し、これを利用したFCPJ

の茎頂分裂組織における機能を解析した。さらに、

FCPJによって発現抑制を受けている遺伝子の中か

ら、幹細胞の正の制御因子の探索を行い、その機能

を解析した。

ウ研究結果

（ア）中肋形成の鍵遺伝子DROOPINGLEAF (DL) 

の発現制御機構の解析

DL遺伝子は、将来中肋が形成される葉原基の中

央部分で発現しており、その機能が完全に喪失する

と、中肋が全く形成されず、垂れ葉となる 1）。 DL

遺伝子が葉の発生初期から中肋予定領域で発現する

ための発現制御領域同定を行った。その結果、中肋

予定領域の発現には第2イントロン内にある E2因

子が、葉原基初期での発現には同じく第2イントロ

ンの E3因子が必須であることが明らかとなった 2）。

また、第lイントロンには発現量を制御するシス因

子が、 5’上流域には維管束などでの異所的発現を抑

えるシス因子が存在することが判明した（図 121-

1）。 5’上流域（約 7.4kb）、第 lイントロン、第2イ

ントロンを併せた領域（DGl）を用いると、 insitu 

hybridizationにより見いだされる DLの時間的空

間的発現パターンをほぼ忠実に再現することができ

た。 DLは、葉原基に加えて、花の発生時に心皮原

基で特異的に発現する。しかし、忠実な発現を反映

する DGl領域を用いても、心皮における GUSの発
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現は全く認められなかった 2）。

さらに、コムギ、オオムギ、 トウモロコシなどの

DL遺伝子オーソログを単離し、その空間的発現パ

ターンを解析した。その結果、これらの遺伝子は、

葉の中肋予定領域および心皮原基で特異的に発現し

ていることが判明し、イネのDLと非常によく似た

発現パターンを示すことから、これらの DLオーソ

ログの機能はイネ科内で保存されていることが示唆

されたに

（イ） DL遺伝子を利用したイネの葉の直立性促進

技術の開発

DLタンパク質を機能増強したDL-VP16融合遺伝

子を、 DGlの制御下で発現させるコンストラクト

を作製し、形質転換体を作出した。この形質転換体

は、通常中肋が形成されない葉の先端領域まで中肋

が形成され、中肋構造が全体的に大きくなるととも

に、葉が強く直立するようになった の（図121-2）。

しかし、花には全く異常は現れず、種子稔性が低下

することはなかった。この DGl: DL-VP16形質転

換体を海外の実験圃場で栽培し、密植および通常の

栽培条件下で収量調査を行った。初年度は、 DGl: 

DL-VP16形質転換体が野生型 （ベクターコントロー

ル）と較べて、密植条件下で種子稔性が低下しない

こと、収量が高いことが示された。しかし、 2年目

に同様の解析を行ったが、野生型との有意な差は認

められなかった。

（ウ） DL遺伝子の下流因子およびDLタンパク質

と物理的相互作用する因子の探索

enhancement presumptive 
suppression in vascular _ midrib 

and蜘附hyma ~ ム
lntron 1 intron 2 

A B C D E 

・7,390 3,330 ・2,215 ・147 +1,194 +2,195 
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／ヲーー哩：...＿initialactivation 
midrib-specific 
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図121・1DL遺伝子の発現制御領域

マイクロアレイ法により、 DLによって発現が制

御される下流因子の探索を行った。茎頂部分全体か

ら抽出したRNAと中肋形成の予定領域を LMD法

により切り出した組織から抽出したRNAの2通り

ターゲットを用いて、野生型と dl-supl変異体とを

比較した。LMD法では、 dl-supl変異体より野生型

において発現が高いものとして、表121-1に示した

ような遺伝子が見いだされた。 このうち、いくつ

かの遺伝子について空間的発現パターンを調べた。

DLと物理的に相互作用するタンパク質の探索を

行った。しかしながら、 DLと強く相互作用してい

るタンパク質を見出すことはできなかった。

（エ）幹細胞の増殖を制御する遺伝子ネッ トワー

ク

花分裂組織における幹細胞の制御には、 FLORAL

ORGAN NUMBERJ (FONJ）とFON2遺伝子が重要

な働きをしていることが示されている ペ5lo fon2変

異を抑圧する遺伝子の解析から、 CLEペプチドを

コードする FON2SPARE I (FOSJ）遺伝子が、 花分

裂組織に加え、茎頂分裂組織や根端分裂組織の幹細

胞アイデンティティーと増殖に関与していることを

明らかにした 6）。また、ジャポニカイネは、 FOSJ

遺伝子に変異があり、その機能が大幅に低下してい

ること、さらに、この変異はジャポニカが栽培化さ

れるごく初期に起こったことを見いだした。茎頂分

裂組織では FON2-LIKECLE PROTEIN I (FCP 1)が

負の制御因子として関与していることが示唆されて

いる 7）。誘導的発現抑制および誘導的過剰発現系を

図121・2 改変DL遺伝子による葉の直立性の促進
ベクターコントロール （左）、DGl: DL-VP16 

形質転換体 （中、右）。



表121-1 di-sup］の中肋予定領域で発現低下している
遺伝子数

カテゴリー スポット数 遺伝子数

1 転写制御 49 34 

2 Cyclin関連 3 2 

3植物ホルモン 9 7 

4ペプチドホルモン 6 3 

5 細胞壁関連 5 2 

6ペプチダーゼ 6 5 

7プロテインカイネース 11 10 

8酵素 50 35 

9 トランスポーター 14 8 

10 DUF 12 11 

11 Hypothetical proteins 23 19 

12 トランスポゾン 5 4 

13 その他 49 35 

合計 242 175 
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図121-3 FCPJによる WOX4の発現抑制

開発し、 FCPJが茎頂分裂組織の幹細胞を負に制御

することを明瞭に示すとともに、正の制御因子とし

て WUSCHEL-LIKEHOMEOBOX4 (WOX4）が重要

な｛動きをしていることを明らカミにした 8)0 さらに、

WOX4の発現がFCPJによって、負に制御されてい

ることも明らかとなった（図 121-3）。

工考察

（ア）中肋形成の鍵遺伝子DROOPINGLEAF (DL) 

の発現制御機構の解析

DL遺伝子が葉の発生初期に葉原基の中央部分で

特異的に発現するためには、 5’上流域だけでなく、

第lおよび第2イントロンが必要であり、このうち

どれが欠けても転写産物の発現パターンを反映した

発現は示さない。したがって、 DLの時間的・空間

的発現の制御機構は非常に複雑であると考えられ

る。一方、葉の発生過程で忠実な発現を反映する

DGl領域を用いても、心皮における GUSの発現は

全く認められなかった。したがって、心皮における

発現には、 5’上流域の非常に遠い領域あるいは、 3’

下流域に、特異的発現を制御するシス因子が存在す

ると考えられる。

（イ） DL遺伝子を利用したイネの葉の直立性促進

技術の開発

DLタンパク質に強い転写活性部位を付加するこ

とにより、転写因子としての DLタンパク質の機能

が増強すること、中肋形成が促進され、葉がより直

立することが判明した。したがって、 DL遺伝子の

改変を通して、葉を直立させ、蜜植条件下でも収量

の低下しないイネを作出することが可能であると考

えられる。2年目の収量調査のときに、 DL-VP16形

質転換体と野生型の収量に有意差がなかったのは、

DGl : DL-VP16形質転換体で葉の直立性が低下して

いたことが原因であると考えられる。これは、エピ

ジ、ェネティックな影響により、外来遺伝子の発現が

低下している可能性が考えられる。これらの点は、

今後の検討課題である。

（ウ） DLの下流因子およびDLとのタンパク質問

相互作用因子の探索

茎頂全体から抽出した RNAを用いたマイクロ

アレイ解析からは、 DL遺伝子の下流で発現する主

要因子を同定することはできなかったが、これは、

DLの発現領域と発現時期が日所に限定されている

ためだと考えられる。そこで、 LMD法により、中

肋予定領域の組織から RNAを抽出して、マイクロ

アレイ解析を行った。

（エ）幹細胞の増殖を制御する遺伝子ネッ トワー

ク

イネにおいては、 CLEペプチドを コードする 3

つの遺伝子 （FON2,FOSJ, FCPJ）が幹細胞の増殖

を負に制御しており、花、花序、茎頂の各分裂組織

のタイプにより、機能分担していると考えられる。

これは、シロイヌナズナにおいては、 CLA四日3遺

伝子が単独で全ての地上部の頂端分裂組織を負に制

御していることと対照的である。また、幹細胞増
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殖の製の制御因子としては、イネでは WOX4遺伝

子が重要な働きをしている。一方、シロイヌナズ

ナでは、この役割は WUSCHEL遺伝子が担ってお

り、 WOX4はメリステムでは全く発現が見られず、

維管束幹細胞の促進に関与しており、種間における

WOX4の機能分化は興味深い。

オ今後の課題

（ア）中肋形成の鍵遺伝子DROOPINGLEAF (DL) 

の発現制御機構の解析

これまで解析してきたDLの発現制御領域には、

心皮での発現に関わる因子は含まれていない、した

がって、 DLの発現制御を深く理解するためには、

心皮原基での発現を誘導するシス領域・因子も同定

する必要がある。

（イ） DL遺伝子を利用したイネの葉の直立性促進

技術の開発

DGl :DL-VP16形質転換体を継代して栽培すると、

その発現が低下するようである。今後は、この外来

遺伝子の発現低下をまねかないようにするなどの工

夫が必要である。たとえば、 DNAメチル化などに

よりこの外来遺伝子の発現が低下するのであれば、

発現パターンに影響しないように、メチル化されや

すい配列を改変することなどが考えられる。

（ウ） DL遺伝子の下流因子およびDLタンパク質

と物理的相互作用する因子の探索

LMD法により切り出された中肋予定領域の組織

から抽出したRNAを用いたマイクロアレイ解析の

結果を参照に、 DLによって発現制御を受け、中肋

形成に関わる因子を同定していく必要がある。

（エ）幹細胞の増殖を制御する遺伝子ネットワー

ク

幹細胞制御のネットワークをさらに理解するた

めには、 FON2の受容体である FONlにくわえて、

FOSlやFCPlの受容体も同定していくことが必須

である。さらに、これら、 3つの因子が関与するシ

グナル伝達経路間のクロストークや統合経路などの

解明も大きな課題である。

力要約

（ア）中肋形成の鍵遺伝子DROOPINGLEAF (DL) 

の発現制御機構の解析

DL遺伝子の発現制御領域を解析し、葉原基初期

に中肋予定領域で特異的に発現するためには、第2

イントロン内にある 200bpの領域が非常に重要で

あることを明らかにした。

（イ） DL遺伝子を利用したイネの葉の直立性促進

技術の開発 DL遺伝子の中肋特異的な発現に関わ

る領域と DLタンパク質の転写因子としての機能増

強とを組み合わせ、中肋構造を増強し葉を直立させ

る技術を開発した。

（ウ） DL遺伝子の下流因子およびDLタンパク質

と物理的相互作用する因子の探索

トランスクリプトーム解析により、 DL遺伝子に

よって発現が制御される一軍の遺伝子を見いだし

た。

（エ）幹細胞の増殖を制御する遺伝子ネットワー

ク

茎頂分裂組織や花分裂組織において、幹細胞のア

イデンティティーと増殖を制御する 3つの遺伝子を

見い出し、その機能解析を行った。
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第3章 葉緑体分化の遺伝子ネットワーク解明

1 イネの光シグナルによる葉緑体発達・草型の

ネットワークの解明（GPN0003)

ア研究目的

光合成は植物の最も基本的な生理機能であり、農

作物においては収量性の根幹をなす。光は、気候、

気象、緯度、日周や季節変動などの地球物理的な偏

りに加え、栽植密度など周囲の環境で大きく変動す

る。その中で光合成を最適化するために、植物は様々

な制御機構を備えている。また、農作物においては、

営農に有利で高収量を与える形質を持った個体が人

為的に選抜されてきており、これにより農作物特有

の制御機構を具備するに至っているものも多いと考

えられる。その分子機構を解明することは、光合成

能力の改善、生産性向上の技術を構築する上で重要

である。本研究ではイネを用い、この作物の光シグ

ナル伝達のネットワークが、葉緑体をいかに発達さ

せて光合成器官を築いているのか、あるいは、どの

ような草型を与え、効率的に光を得ょうとしている

のかを解析する。このために、私たちがすでに単離

してきた各種の光受容体の変異株や、新たに単離し

た抑制変異株、染色体置換系統群、新たに作製した

制御因子候補の過剰発現株を有効に活用した解析を

進め、これにより光シグナルによる葉緑体発達や草

型制御のネットワークの一端を解明し、生産性の向

上につながる技術革新の種となる知的基盤の構築に

資する知見を得ることを目指す。

イ研究方法

（ア）葉緑体発達の光シグナルネットワークの解

明

a phyB変異株が示す薄緑葉表現型の生化学的、

分子生物学的解析

(a) 暗所芽生えへの赤色光照射緑化実験

① 植物の栽培

殺菌したイネ種子を 0.4%(w/v）寒天培地上に

播種し、暗所28℃で8日間栽培した。 8日目に 15μ

mol m-2 s lの赤色光を照射し、 0、3、6、9、12、24

時間後にイネの地上部のサンプリングを行った。

② クロロフィル量の定量

イネ地上部を液体窒素で凍結して機械的に磨砕

後、 80%(v/v）アセトンで光合成色素を抽出した。

抽出した色素液の吸光度を測定し、分子吸光計数か

らクロロフィル量を定量した。

③ 転写産物量の定量

イネ地上部を液体窒素で凍結して機械的に磨砕

後、植物RNA単離キットにより全RNAを単離

した。逆転写酵素によって cDNAを調製し、この

cDNAを鋳型に PCR反応によって転写産物の量を

調べた。定量的測定にはリアルタイム PCR測定装

置を用いた。

④ クロロフィル合成中間産物＊1の定量

イネ地上部を液体窒素で凍結して機械的に磨砕

後、 80%(v/v）アセトンで光合成色素を抽出した。

C9逆相カラムを接続した高速液体クロマトグラフ

に抽出液をかけ、クロロフィル合成中間産物を分離

し、蛍光検出器で各産物を検出して定量した。

b phyBサプレッサー＊2の単離と解析

(a) phyBサプレッサーの単離

イネphyB-3種子に変異原としてy線を照射し、そ

の種子を栽培して M2種子を得た。その M2種子を

赤色光下で 14日間栽培した。通常、 phyB-3変異株

は薄緑葉を示すが、 M2個体のごく一部に濃緑色を

示す個体が得られたD これら濃緑色個体をサプレッ

サー候補として栽培して種を採り、次世代を同様に

赤色光下で育てて濃緑色表現型を安定的に示した個

体をphyBサプレッサーとして単離した。

(b) phyBサプレッサーの原因変異の同定

phyBサプレッサーは遺伝的には農林8号背景で

勺：本研究におけるクロロフィル合成中間産物とは、アミノレプリン酸、プロトポルフィリン IX、マグネシウ
ムプロトポルフィリン IX、マグネシウムプロトポルフィリン IXモノメチルエステルの4分子を指す。
*2: phyBサプレッサーとは、本研究では、 phyB変異株が示す薄緑葉表現型が、新たに導入された変異によって
抑圧され、濃緑色の葉を示すようになった変異株のことを指す。
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ある。これを日本晴背景のphyB-1と交配させF2種

子を単離する。この F2種子を赤色光下で栽培し、

濃緑色を示す個体を選抜し、そこから gDNAを単

離して、日本稲聞の一塩基多型（SNP）を検出する

ことができる SNPタイビングアレイ解析装置にか

け、その結果から原因変異の座乗染色体を調査した。

座乗位置のさらなる絞り込みは遺伝学的な方法によ

り行い、変異の最終確認は gDNAの塩基配列解析

によって行われた。

(c) phyBサプレッサーの解析

①相補実験

pbs-19にはイネSPA3遺伝子を含むgDNA断片を、

pbs-25にはイネ COPI遺伝子の cDNAを導入する

相補実験を行い、原因変異であるかを検討した。

② 局在部位解析

イネのSPA3ならびに COPlをGFP融合タンパ

ク質として発現させるベクタ一系を構築し、イネ幼

葉鞘細胞にパーテイクルガンで導入して蛍光顕微鏡

で細胞内局在部位を観察した。

③相互作用解析

イネのSPA3が、イネのフィトクロムタンパク質

や COPlと直接相互作用できるかを検討するため

に、大腸菌で発現させたタンパク質を用いた共沈実

験を行った。

（イ）草型制御の光シグナルネットワークの解明

a ジベレリンの光制御を介した葉鞘伸長制御機

構の解析

(a) ジベレリンレベルの定量

イネ地上部を液体窒素で凍結して機械的に磨砕

後、ジベレリンを抽出し、液体クロマトグラフ接続

四重極飛行時間型質量分析計によって、ジベレリン

分子種を分離して定量した。

(b) 転写産物量の定量

イネ地上部を液体窒素で凍結して機械的に磨砕

後、植物RNA単離キットにより全RNAを単離

した。逆転写酵素により cDNAを調製し、この

cDNAを鋳型に PCR反応によって転写産物量を調

べた。

(c) クリプトクロム欠損系統の構築

クリプトクロム変異株をレトロトランスポゾン

Tos17挿入変異ライブラリーから選抜した。また、

クリプトクロム遺伝子に関して RNA干渉（RNAi)

効果を活用してクリプトクロム分子種のノックダウ

ンを行った。

b 青色光による葉位角の調節機構の解析

(a) 葉身角度の定量

殺菌したイネ種子を 0.4%(w/v）寒天培地上に

播種し、 lOμmolm-2 s-1の青色光下8日間栽培した。

イネ幼苗のスキャン画像を取り込み、画像解析ソフ

トを用いて第2葉身の角度を測定した。

(b) 遺伝学的染色体領域の絞り込み

台中 65号で戻し交配を行い、後代について表現

型解析と遺伝解析を行って該当する形質を与える染

色体領域の絞り込みを行った。

c 疎植多分げつ系統の解析

(a) 栽培方法と分げつ数の測定

つくは布の農業生物資源研究所圃場において、株

間18cm、36cm、54cmの正条植え 3条件で栽培

を行い、分げつ数の推移と穂数を測定した。

(b) 遺伝学的染色体領域の絞り込み

コシヒカリで戻し交配を行い、後代について表現

型解析と遺伝解析を行って該当する形質を与える染

色体領域の絞り込みを行った。

(c) 農業形質の測定

つくは布の農業生物資源研究所圃場において、株

間54cmの疎植栽培を行い、各種農業形質を測定

した。

ウ研究結果

（ア）葉緑体発達の光シグナルネットワークの解

明

我々は、イネに存在する 3分子種のフィトクロム

(phyA、phyB、phyC）の全てについて変異株を単

離している（Takanoet al.) 1-2）。この内phyB変異

株を赤色光下で発芽させると、葉の色が濃緑色にな

ることができず、これは光合成の主要色素であるク

ロロフィルの含量が低いことが原因であることが示

された（図 131-1）。

フイトクロムは植物の赤色光受容体であることか

ら、イネにおいてはphyBが受容した赤色光情報の

伝達がクロロフィル含量を増加させ、光合成器官で

ある葉緑体を完全に発達させるのに必要であること

を示す。我々は、 phyB変異株が示す薄緑葉表現型

の生化学的、分子生物学的解析を通じて、 phyB変

異株においてどのような機作でクロロフィル合成と

葉緑体発達が抑えられているのかを追及するととも
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図131・2 赤色光照射緑化実験におけるクロロフィル
内在量の推移

赤色光照射時間に応じたクロロフィル内在量の推移を
示す。

図131-1 各種フィトクロム変異株のクロロフィル内

在量

各種フイトクロム変異株を赤色光下栽培した時のクロ
ロフィル内在量

律速となっている可能性が示された。その例外と

は、マグネシウムキラターゼHサブユニット遺伝

子 （Ch!H）、マグネシウムキラターゼの活性化因子

遺伝子 （GUN4）、マグネシウムプロトポルフイリ

ンIXメチルトランスフエラーゼ遺伝子 （Ch!M)

3転写産物で、これらの転写産物は、照射開始3時

間目までは野生株同様の増加を示したが、それ以降、

phyB変異株では転写産物の増加が抑制され、有意

に発現量が少なく推移した（図 131-3）。

このことは、これらの転写産物が関わる酵素（マ

グネシウムキラターゼならびにマグネシウムプロト

ポルフイリン IXメチルトランスフエラーゼ）の発

現が低下し、これによりこれら酵素反応が野生株よ

り低下している可能性が示唆された。それを確認す

るため、クロロフィル合成中間産物の内在量の定量

を千子ったところ、マグネシウムキラターゼならびに

マグネシウムプロトポルフィリン IXメチルトラン

スフエラーゼの産物（マグネシウムプロトボルフイ

リン IXとマグネシウムプロトポルフィリン IXモ

ノメチルエステル）の量が照射開始6時間目以降

phyB変異株で野生株より有意に低い値を示すこと

がわかった（図 131-4）。

この際、マグネシウムキラターゼの基質であるプ

ロトポルフィリン IXは野生株、 phyB変異株間で有

意差はないので、少なくともマグネシウムキラター

の
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に、 phyB変異株の表現型から復帰させる新たな変

異を持つ変異株（以後、この変異株をphyBサプレッ

サーと呼ぶ）の単離と解析を通じて、 phyB情報伝

達経路下流に位置する鍵因子の単離を目指した。

phyB変異株の薄緑葉表現型を解析するにあたっ

て、まず、イネの暗所芽生えに赤色光を照射する緑

化実験系を構築した。この系では、暗所で8日間栽

培したイネ黄化芽生えに赤色光を 0、3、6、9、12、

24時間照身すしたf麦にサンプリングを行い、クロロ

フィル量、クロロフィル合成に関わる遺伝子の転写

産物量、クロロフィル合成中間産物量の定量を行っ

た。その結果、イネ野生株（日本晴）では照射開始

から 6時間かけて徐々にクロロフィル蓄積が進み、

その後、急速にクロロフィル量が増加するのに対し

て、 phyB変異株では、 6時間目までの緩やかなクロ

ロフィル合成は野生株同様であったものの、その後

のクロロフィル合成は穏やかなままで、 9時間目以

降のクロロフィル量は、有意に野生株の値を下回っ

た（図 131-2）。

この赤色光照射初期に見られた現象が薄緑葉表

現型の原因と考え、この時間帯におけるクロロ

フィル合成に関わる遺伝子の転写産物量を定量し

た。その結果、ごく 一部の転写産物をのぞいて野

生株と phyB変異株の間で差が見いだされず、ご

く一部の遺伝子の転写制御がクロロフィル合成の



を赤色光下で発芽させると、大多数の幼苗は薄緑葉

表現型を示したが、ごく 一部で薄緑葉表現型を示さ

ず、濃緑色となった個体が単離された（図 131-5）。

これをサプレッサー候補として単離して採種し、

次世代で表現型の再現性などの確認を行った。その

結果、サプレッサ一変異株を 4系統（pbs-4、pbs-

17、pbs-19、pbs-25）単離することができた。この

サプレッサー 4系統は、それぞれ異なったクロロ

フィルレベルの復帰表現型を示し、変異が草型に

与える影響、変異が暗所芽生えの形態に与える影

響、変異が出穂期に与える影響などが、それぞれに

異なり、これらの結果から 4系統は独立の変異に由

．日本晴

口 phyB・1

赤色光照射緑化実験におけるクロロフィル

合成中間産物量の推移

A）アミノレブリン酸合成量
B）プロトポルフィリン IX(Proto IX）含量
C）マグネシウムプロトポルフィリン IX(Mg Proto 
IX）含量
D）マグネシウムプロトポルフィリン IXモノメチル
エステル（MgProto IX ME）含量

24 3 6 9 12 
赤色光照射時間 （時間）
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ゼ、の活性がphyB変異株で低下していることが示さ

れた。照射開始9時間目に入ると、アミノレプリン

酸合成ならびにプロトポルフィリン IX含量が低下

し、クロロフィル合成経路の前半部分の活性が低下

し始めることも示された（図 131-4）。

phyB-3変異株種子にy線を照射して得た M2種子

図131-3 赤色光照射緑化実験における転写産物量の
推移

A）マグネシウムキラターゼHサブユニット遺伝子
(Ch!H）転写産物量
B）マグネシウムキラターゼ活性化因子遺伝子
(GUN4）転写産物量
C）マグネシウムプロトポルフイリン IXメチルトラ
ンスフエラーゼ遺伝子 （Ch!M）転写産物量
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図131-6 イネSPA3とCOPlの局在部位解析

上から SPA3、COPlとGFPとの融合タンパ
ク質の暗所あるいは明所における局在部位を
示す。
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図131・7 イネ SPA3とCOPlのタンパク質問相互作

用解析

A) SPA3とフイトクロム聞の相互作用解析のための
共沈実験
B) SPA3とCOPl聞の相互作用解析のための共沈実
験

来すると考えられた。変異の同定を遺伝学的手法で

進めた結果、 pbs-19は第 l：染色体上に、 pbs-25は

第2染色体上に原因変異が座乗することが明らかに

なった。その後の詳細な変異座乗位置の解析の結

果、 pbs-19はシロイヌナズナの Suppressorof phyA-

105 3 (SPA3) (Laubinger and Hoed王er)3＞ のイネ

オルソログ遺伝子上に、 pbs-25はシロイヌナズナ

のConstitutiveかphotomorophogenic1 (COP 1) (Deng 

et al.) 4＞ のイネオルソログ遺伝子上に変異が発見さ

れた。この変異が原因であることを検証するための

相補実験として、 pbs-19にはイネ SPA3遺伝子を含

むgDNA断片を、 pbs-25にはイネ COPJ遺伝子の

cDNAを導入した所、サプレッサー表現型が失わ

れたので、両変異が原因変異であることが確認でき

た。pbs-4とpbs-17の変異の座乗位置は明らかに出

来なかったが、この変異の表現型発現にはphyB機

能が必須であることが示された。

イネの SPA3ならびに COPlタンパク 質は核に

局在できることが示された（図 131-6）。

一方、イネのフイトクロムは光照射下で核内に移

行することが知られている（Kircheret al.) 5＞。加

えて、イネのSPA3はイネのフィトクロムや COPl 

と物理的に相互作用できることが共沈実験により明

らかになった（図 131-7）。

シロイヌナズナにおいてはSPA3ならびに COPl 

は、光情報伝達を抑制する機能を持っていること

が報告されているので（Osterlundet al.) 6l、これ

らを考慮すると、イネの SPA3ならびに COPlは、

図131-5
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光照射下の核内でフイトクロムと相互作用し、この

相互作用を介してフィトクロムの情報伝達を抑制す

ることによって機能していることが想定された。

（イ）草型制御の光シグナルネットワークの解明

植物にとって光は光合成のエネルギー源であり、

どのような体制で受容するかは、植物の生存に極め

て重要な因子となっている。イネの体制は草型とも

呼ばれ、草丈、 葉身長、 葉鞘長、分げつ数、 葉身の

傾斜角などの素因子で規定されている。本研究にお

いては、葉の展開高度を規定する「葉鞘長」、植物

体の横への発達を規定する「分げつ数」、個葉の光

受容体制を規定する「葉身の傾斜角」の制御機構に

ついて解ネ斤を行った。

葉鞘長は、葉身を展開させる高さを規定する重要

な因子であり、その長さは光条件による強い制御を

受けていることが知られる。本研究では、新たに構

築したイネクリプトクロム欠損系統群と既に単離さ

れているイネフイ トクロム変異株群を活用し、これ

らの光受容体がどのように葉鞘長を制御しているの

かの検討を行った（Hiroseet al.) 7-s＞。葉鞘長の伸

長制御には植物ホルモンのジベレリンの関与が考え

られたので、まず光照射によりジベレリ ンの内在量

にどのような変化が表れるのかを見た。その結果、

光照射によって、活性型ジベレリン GA1とその直

前の生合成前駆物質である GA20の内在量が低下す

ることが示された（図 131-8）。

活性型ジベレリンの内在量は、その生合成と不活

性化のバランスによって規定されていると考えら

れる。そこで、生合成酵素GA3oxとGA20ox、不活性

化酵素GA2oxそれぞれの遺伝子について光照射前後

での転写産物量を比較した。その結果、 GA2coxの一

部の分子種 （GA20ox2、GA20ox4）の転写産物量が

低下し、 GA2oxの一部の分子種 （GA2ox4、GA2ox5、

GA2ox6、GA2ox7）の発現が上昇していることが明

らかになった。イネクリプトクロム欠損系統群とイ

ネフイトクロム変異株群を活用して、これらの光制

御に関わる光受容体の同定を試みたところ、生合成

酵素遺伝子群は主にフイトクロムの下流情報伝達経

路によって、不活性化酵素遺伝子群は主にク リプト

クロムの下流情報伝達経路によって発現制御を受け

ていることが明らかになった（図 131-9）。

これら二つの光受容体下流情報伝達経路によっ

て、独立に、協調的にジベレリ ンの内在量が制御さ

回制 ~ 
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ヘ Ol
ムε－1
で史3
：λど
-2 

・Dark
Blue 

GA53 GA44 GA19 GA20 GA1 GA29GA8 

図131-8 青色光照射前後のジベレリン内在量の変化
黒）暗所におけるジベレリン内在量
青）青色光照射下におけるジベレリン内在量
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図131-9 活性型ジベレリン量の制御モデル
クリプトクロムは光照射下で不活性化酵素をフィトク
ロムは主に生合成酵素を制御することで活性型ジベレ
リンのレベルを低下させ、これが葉鞘の伸長を抑制す
るというモデル。

れていることが今回の研究で示された（Hiroseet 

al.) 7-s＞。

葉身の傾斜角度も受光能力に大きな影響を与え

る。葉が密に茂っている時は、葉を直立させた方が

受光体制としては優れているが、 葉が疎となってい

る時には、 葉を傾斜させ、光源に対して垂直に近い

角度で受光する方が体制としては優れる。このよう

に、環境条件によって葉の角度を変えることは、受

光には有利に働くと考えられるので、そのような能

力がイネに存在しないか、その能力を活用すること
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図131・11 アール当たり良種子重

コシヒカリと準同質遺伝子系統 （NIL)2系統におけ
る疎植 （54cm間隔）で栽培した際の 1アール当たり
採取できた良種子重。

F
E
J

一Z

図131-10 アール当たり穂数

コシヒカリと準同質遺伝子系統（NIL)2系統におけ
る疎植 （54cm間隔）で栽培した際の 1アール当たり
の穂数。

一般に疎植条件では穂数を大きく増やさないと面

積当たりの収量を維持できない。疎植条件でコシヒ

カリより大きく穂数を増やすこの系統ならば、面積

当たりの収量が十分維持できる穂数となるため、こ

の系統を疎植多分げつ系統と呼び、詳細な解析を

行った。まず、この形質を付与する染色体領域の絞

り込みを行うために戻し交配とその後代の表現型解

析と遺伝解析を行った。その結果、第7染色体の短

腕上に疎植多分げつの形質を付与する領域が存在す

ることが明らかになった。染色体領域の絞り込みに

よって得られた準同質遺伝子系統を用いた疎植栽培

実験によって、疎植条件下ではコシヒカリの 1.2倍

の面積当たりの収量が得られることが示された（図

131-11）。

エ考 察

（ア）葉緑体発達の光シグナルネットワークの解

明

phyB変異株の薄緑葉表現型は、赤色光情報を

phyBが受容できず、下流に伝達されないために生

じているが、その表現型は、赤色光照射後数時間以

内に誘導されており、その誘導にはマグネシウムキ

ラターゼの活性低下が第lの引き金となっているこ

とが示された。しかし、マグネシウムキラターゼの

活性低下は、光傷害の原因となり得るプロトポル

フイリン IXなどの蓄積を生じる可能性が高い、そ

れを回避するために、引き続いてクロロフィル合成

経路の上流の活性低下が誘導されていることがクロ

ロフィル合成中間体の定量結果によって明らかに
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ができないか、それらの可能性を検討する研究を

行った。我々は、台中 65号10η・zaglumaepatula染

色体断片導入系統群を用い、これらの系統群を青色

光下で8日間栽培し、その葉の傾斜角度を指標に各

系統の表現型を比較した。青色光は一般に葉を傾け

る働きがあり、ほとんどの系統はコントロールの台

中65号同様45度程度まで葉を傾けた。しかし、 l

系統だけは、葉を 90度近くまで傾け、光条件によ

る葉身傾斜の制御機構の解析材料として適切である

ことから、その系統を選んで解析を続けた。その系

統を遺伝解析した結果、第4染色体にこの形質を付

与する領域が存在することが明らかになった。本研

究では、その染色体領域を 80kbpの範囲内にまで

狭めることができたが、この形質を付与する具体的

な遺伝子は同定できなかった。

分げつとは、枝に相当する器官で、生殖成長期に

は穂を付ける単位となっていることから、農業的に

きわめて重要な器官として認識されている。分げつ

は、環境に応じて増減し、特に栽植密度には敏感に

反応することが知られている。本研究では、コシヒ

カリ 10η・zarufipogonの染色体断片導入系統群を用

いて、これらの系統群を疎密条件で栽培し、分げつ

出現数をコントロールである コシヒカリと比較し

た。その結果、系統群の中に、密植ではコシヒカリ

と同程度の分げつ数しか示さないが、疎植条件で栽

培すると 1.8倍まで分げつを増やす系統が存在する

ことが明らかとなった。増えた分げつは、ほぼ全て

穂を付けたことから、穂数も コントロールのコシヒ

カリの 1.8倍に増えた（図 131-10）。



なったo

phyBサプレッサーとして単離された4系統の内

pbs-19とpbs-25の原因変異は SPA3とCOPlのイ

ネオルソログであることが明らかとなった。これら

の因子は、イネのphyAやphyCと物理的に相互作

用可能であることに加え、赤色光照射下ではともに

核内に局在していることから、この直接相互作用を

介して phyAやphyCが受容した赤色光の情報の下

流への伝達を抑制しているものと考えられた。サプ

レッサ一変異株では、 SPA3やCOPlに変異が導入

されることにより、この抑制が外れ、赤色光に過敏

に反応してクロロフィルの内在量が高められphyB

変異株が通常示す薄緑葉表現型を見かけ上抑制した

ものと考えられる。

phyBサプレッサーとして単離された残りの2系

統、 pbs-4とpbs-17は、遺伝学的な解析から、表

現型発現に活性型の phyBを必要とする事が示され

た。このことは、これら二つの変異株が真のサプレッ

サ一変異株であることを示唆する。

（イ）草型制御の光シグナルネットワークの解明

本研究では、活性型ジベレリンの生合成酵素遺伝

子と不活性化酵素遺伝子の光による発現制御と、そ

れに伴うジベレリンの内在量を解析した。その結

果、ジベレリンの生合成酵素遺伝子は主にフイトク

ロムの下流情報伝達経路によって光発現制御を受け

ていることを、不活性化酵素遺伝子は主にクリプト

クロムの下流情報伝達経路によって光発現制御を受

けていることが示された。シロイヌナズナでは、こ

れらの二群の酵素の発現制御は両方ともクリプトク

ロム情報伝達経路下流で行われていると考えられて

いる（Zhaoet al.) 9l。イネでは、これら二群の酵

素の発現制御が二つの光受容体下流情報伝達経路に

よって、独立に、しかし協調的に行われていること

は興味深い。このように独立の系で活性型ジベレリ

ンのレベルが制御されている系は、情報伝達の堅牢

性が高いと推定され、イネにおいてこの応答系が生

理的に重要であることを示唆するものと考えられる

(Hirose et al.) 7-sl。

一般に疎植栽培は育苗コストを低下させるが、コ

シヒカリなどの栽培品種では、ある一定限度以上の

疎植は面積当たりの収量を維持できなくし、農業上

の疎植の限界が存在する。しかし、今回見いだした

疎植条件でコシヒカリより大きく穂数を増やす系統

ならば、コシヒカリ以上に疎植しても面積当たりの

収量を維持できるので、育苗コストをより低下させ

る遺伝子資源となりうる。今回のようにさらに農

業コストを低下させることができる遺伝子資源が

Oryza rがrpogonのような野生イネに埋蔵されている

ことを本研究で証明しており、本研究手法の有効性

が示された。

オ今後の課題

（ア）葉緑体発達の光シグナルネットワークの解

明

phyBサプレッサーとして単離された pbs-4と

pbs-17は、真のサプレッサ一変異株である可能性

が高く、その原因変異の座乗位置の特定は、 phyB

情報伝達経路の解明にきわめて重要であるが、本研

究において同定することができなかった。今後、手

法等を変えるなどして原因変異の座乗遺伝子を特定

する必要がある。

（イ）草型制御の光シグナルネットワークの解明

第7染色体の短腕上に疎植多分げつの形質を付与

する領域が存在するが、その原因となる遺伝子につ

いて厳密な同定がなされていない。また、その形質

は粗放的な農法において極めて有効な遺伝資源と考

えられるが、染色体領域の絞り込みが不十分である。

今後、準同質遺伝子系統を構築し、原因遺伝子につ

いて厳密に証明するとともに、実際の農業への適用

を意識した応用研究が必要である。

力要約

（ア）葉緑体発達の光シグナルネットワークの解

明

本研究では、 phyB変異株が示す薄緑葉形質を指

標に生化学的、分子生物学的解析を行うとともに、

phyBサプレッサーという新たな変異株を単離し、

これらを活用して葉緑体発達における phyBの役割

を明らかにすることを試みた。その結果、 COPlや

SPA3という既知の光形態形成関連遺伝子がフイト

クロム情報伝達経路において葉緑体発達にも重要な

作用を持っていることを示した。また、クロロフィ

ル合成の鍵酵素とされるマグネシウムキラターゼに

関連する遺伝子の発現がphyBにより直接的に制御

されている証拠を得るなど、 phyB情報伝達経路に

よる葉緑体発達制御の一端を解明した。
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（イ）草型制御の光シグナルネットワークの解明

本研究では、草丈、分げつ数（穂数）、葉身傾斜

角度の光制御機構について解析を進め、草丈制御に

ついては植物ホルモンのジベレリンが重要な役割を

果たし、さらにその制御には、植物の光受容体フイ

トクロムとクリプトクロムが独立に、しかし協調的

に働いていることを示した。一方、分げつ数（穂数）

制御では、野生イネの第7染色体上には、疎植で多

分げつ化させる能力を持つ遺伝子が存在し、この遺

伝子を活用すれば大きく疎植しでも面積当たりの収

量を落とさないという、低コスト農法に寄与する系

統を構築できる可能性を示すなど、草型の制御機構

について、いくつかの成果をあげた。
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研究担当者（高野誠、稲垣言要つ

2 転写因子GLKを介した葉緑体発達のネット

ワークの解明（GPN0004)

ア研究目的

植物の光合成や各種代謝産物の生合成を司る葉

緑体の発達には、光シグナリング系およびGolden2

様（Golden2-like: GLK）転写因子の働きが重要

な役割を果たすことが知られている（Waters& 

Langdale l））。本研究では、イネ由来のGLK(OsGLKl

とOsGLK2）等の転写因子の機能に焦点を当てつつ、

光照射によるイネ葉緑体発達の分子機構ならびに植

物ホルモンによる葉緑体発達の促進や抑制の機構を

解明する。また、これらの基礎的知見を元に、葉緑

体分化の人為的制御を目指す他、葉緑体の異所的分

化の促進をイネ等の作物の生産力の向上につなげる

糸口を見出すことを目的に研究を進める。

イ研究方法

（ア）各種OsGLKキメラ遺伝子過剰発現イネの

観察と解析

構成的過剰発現を示すトウモロコシ Ubil遺伝

子のプロモーター （PZmUbil) の制御下にある

OsGLKJ cDNA過剰発現 （OsGLKl-OX）イネ系統

の他、 OsGLKJアンチセンス （OsGLKl-AS）イネ系

統、 OsGLK2-0Xイネ系統、 OsGLK2-ASイネ系統、

OsGLKJキメラリプレッサ一発現（OsGLKl-CR）イ

ネ系統（品種：日本晴）を作出し、ポット栽培の

実施により後代種子を取得した。各後代系統からハ

イグロマイシン耐性を有する形質転換個体を鉢上げ

して栽培した。その過程で形態や生育状況の観察、

クロロフィル含量の定量、ガス交換法による光合成

活性の測定を行った。
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（イ）地上部維管束特異的発現プロモーターの制

御下にある OsGLKJ形質転換イネの作出と表現型

観察

地上部維管束特異的発現を司るイネ 74m遺伝子

プロモーター（P74m）の 33下流に OsGLKlcDNA 

を接続した融合遺伝子コンストラクトを、アグロパ

クテリウム経由でイネに導入した。各形質転換イネ

系統（TO世代）を培土に移植して栽培し、後代（Tl)

を採種した。

P74m:: OsGLKJイネ系統（Tl）および野生型の

種子を、栄養無添加の 0.5%寒天で無菌発芽した幼

苗を合成粒状培士（ボンソル2号、住友化学）に移

植し、ガラス温室で生育させた。各系統の出穂直後

に、化学肥料（1.8g ／ポット）の添加（追肥）区

と無追肥区の2種類を設けて栽培を継続した。出穂

から約2か月後、各区に属する個体の草丈、葉およ

び穂の重量、分げつ数を計測し、野生型（日本晴）

およびOsGLKJ過剰発現 （OsGLKI-OX）イネ系統

のデータと比較した。

（ウ） OsGLK2-0Xイネ高是色カルスのトランスク

リプトーム解析

OsGLK2-0Xイネ緑色カルスと野生型イネカルスか

ら全RNA画分を抽出し、イネ 44kオリゴマイクロ

アレイを用いて包括的遺伝子発現解析を実施した。

（エ） GLK遺伝子発現の光誘導性解析

OsGLKJおよび OsGLK2遺伝子発現の光誘導特性

を比較解析するため、暗所で3日開発芽・生育さ

せた野生型イネ幼苗に各 10lmol/m2/secの赤色光

または青色光を照射した。イネ幼古から経時的に抽

出した全RNA画分を試料として半定量的RT-PCR

を行い、 i永動像を数値化した。

（オ）クリプトクロム発現抑制（cη）イネ幼苗の

クロロフィル量の測定

イネには OsCRYla、OsCRYlb、OsCRY2の3種類

の青色光受容体クリプトクロムをコードする遺伝

子が存在する（Hiroseら 2））。野生型（日本晴）、 2

系統の Oscryla・RNAi(Oscηla-R）イネ、 3系統の

Oscηlb変異イネ、2系統の Oscry2・RNAi(Oscη2・R)

イネ、さらに3系統の Oscηla-ROscrylb-1二重抑

制イネの滅菌種子を栄養塩なしの 0.5%(w/v）寒

天に播種し、青色光 (10μmol m・2 sつの連続照射

下で発芽、生育させた。 8日後、各幼百の葉身およ

び葉鞘の中央部から 10x 2 mmの切片を採種し、

(Porraら 3））の方法に従ってクロロフィル量を測

定した。

（カ） OsGLKl-OX緑色培養細胞を用いたタンパ

ク質分泌実験

培養液中に有用タンパク質を分泌させる目的で、

イネαアミラーゼ JD遺伝子由来のプロモーター

(P）、シグナルペプチド（SP）のコード領域、さ

らにターミネーター（T）をコードする DNA断

片 （OsAmy3DP:: SP:: T）を組込んだ植物形質転

換用バイナリーベクターを構築した。このベクター

のOsAmy3DP : : SPとTの聞に、 sGFPレポーター

遺伝子断片（静岡県立大丹羽康夫博士より入手）、

またはヒト由来インターロイキン 10(IL-10）をコー

ドする cDNAとHisタグのコード配列を融合した

DNA断片（農業生物資源研究所高岩文雄博士よ

り入手）を組み込んだ。構築された sGFPおよび

IL-10分泌型バイナリーベクターは、除草剤耐性を

付与する変異型アセト乳酸合成酵素遺伝子 （mALS)

を選抜マーカーとして持ち合わせていることから、

アグロパクテリウム経由で OsGLKl-OXイネ（すで

にハイグロマイシン耐性を有す）に導入し、除草

剤耐性の形質転換イネ系統を作出した。得られた

OsAmy3D P : : SP : : sGFP : : T導入 OsGLKI-OXイ

ネ系統はN6基本培地に2mg/L 2,4-Dおよび3%シヨ

糖を加えた液体培地（N6DSuc）に入れ、白色光連続

照射下で振とう培養を行った。8日後、この培地をシヨ

糖無添加液体培地（N6D）に置き換えて遮光下で培

養し、経時的に 100 Lずつ採取した培養液の蛍光強

度をマイクロプレートリーダーにて測定した。

一方、 OsAmy3DP:: SP: :JL-10: :Hiかtag::Tイ

ネ系統の培養細胞は、 N6DSuc液体培地に入れ、白

色光連続照射下で振とう培養を行った。 8日後、こ

の培地を N6D液体培地に置き換え、遮光下で7日

間振とう培養した。各培養液を採取し、濃縮等の操

作は経ずに、培養液中のタンパク質を SDS-PAGE

で分離し、ナイロンメンブレンに転写後、抗His

タグ抗体を用いたウエスタン解析により、 IL-10:: 

His融合タンパク質を検出した。

（キ）微小金粒子を用いた葉緑体の形質転換

粒径が0.08μm (0.082 0 0.017 μm）、 0.1μm (0.11 

0 0.02 μm）、 0.2μm (0.22 0 0.033 μm）および0.3

μm (0.32 0 0.045 μm）の4種類の微小金粒子、さ

らにコントロールとして市販の 0.6μmの金粒子



の効果

形質転換植物育成用の隔離温室にて約5か月間、

各種 GLKキメラ cDNA導入イネを栽培し、展開

した葉身のクロロフィル量を比較した。その結果、

GLKJあるいは GLK2cDNA過剰発現イネは、野生

型よりも有意に多くのクロロフィルを蓄積してい

たが、 GLKl-CRイネは野生型と同等であった（図

132-1）。成熟した野生型葉身では GLK遺伝子発現

が低下するが、 PZmUbilの制御下にある GLKは発

現が低下することなく機能することから、このよう

な差異が生じたものと考えられる。

さらに温室で施肥を制限しながら栽培した各種

GLK形質転換イネの光合成活性を測定した結果、

OsGLKl-OXおよびOsGLK2-0Xイネで野生型より

もわずかに高活性を示したが、有意差とまでは言え

ない程度の差異だった。また、 GLKl-CRイネの活

性も野生型と同等であった（図 132-2）。

OsGLKl-OXイネでは、少なくとも幼苗期の

(Bio-Rad杜）を、タバコ葉緑体の形質転換に供し

た。葉緑体形質転換ベクタ－ pNtag (Okuzakiら 4))

は、タバコ葉緑体DNAとの相同組換えに必要な相

同配列として trnl-trnAを含む約3.5kbの DNA断片

を有し、trnlとtrnAの聞にスペクチノマイシン（Sp)

耐性遺伝子 aadAとレポーター遺伝子 GFPの発現

カセットを挿入した構造になっている。

各プレートに 50枚（5mm角）のタバコ葉片を

並べ、パーティクルデリパリー装置（PDS-1000/He

system、Bio-Rad）を用いて、 l,100psiのヘリウム

ガス圧でpNtagを塗布した上記金粒子を葉片めが

けて打ち込み、 Sp選抜により葉緑体形質転換体を

得た。なお、 lプレートへの遺伝子導入実験は4固

または6回反復した。

ウ研究結果

（ア） OsGLKlおよびOsGLK2cDNAsの構成的過

剰発現ならびに維管束組織特異的発現
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図132・2 各種GLK形質転換イネの光合成活性

発芽 10日日のイネを土に移植：無肥料培士lリット
ルあたり 1.5mLの8-8-8化成肥料を添加。
A）発芽後、約7.5週間経過時点でガス交換法により、
各個体の最上位最大展開葉の光合成活性をガス交

換法により測定した （C02: 370 ppm、白色光.1,200 
μmol m・2s・1）。

B）同時に、クロロフィル含量の指標となる SPAD値
も測定した。
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図 132-1 キメラ GLKcDNA導入イネ葉身のクロロ

フィル含量

隔離温室にて栽培した各イネ系統（播種後151日経過）
の止葉から lつ下の葉身 (1cm2）を採取し、抽出さ
れたクロロフィル量を測定した。
Error bars : ± SE、＊ : p < 0.05 



維管束の葉緑体が異所的に分化することに加え

(Nakamuraら 5），中村ら 6））、栄養生長期後半（図

132-3）および生殖生長期にある稗基部の葉鞘の緑

化が長期間維持されるという特徴を有していた。そ

の反面、 OsGLKl-OXイネは枯れ上がりの遅れゆえ

か、出穂遅延、種子の小型化や稔実率の低下を招い

た。

地上部の維管東で特異的な発現を示す機能未知

遺伝子 74mのプロモーターの制御下に OsGLKl

cDNAを配置したキメラ遺伝子を導入した（P74m::

OsGLKl) イネ系統の Tl個体をガラス j_fij¥_室で生

育させ、野生型および比較的顕著な表現型を示す

OsGLKl-OXイネ系統との間で生育の違いを比較し

た。まず、 OsGLKl-OXイネに出穂の遅延が見られ

たが、 P74m: : OsGLKlイネは野生型とほぼ同時期

に出穂した。出穂後、各系統を追肥区と無追肥区に

分け、さらに約2か月間栽培を継続し、各個体の地

上部を穂と葉に分けて乾燥重量を計測した。

まず無施肥区では、 P74m: : OsGLKJイネは

OsGLKl-OXイネと同程度の重さで、野生型よりも

高い値を示した（図 132-4）。OsGLKl-OXイネは稔

実率が低く、種子が小型であるため、穂重は低い

値であった。一方、 P74m: : OsGLKlイネの穂重は、

OsGLKl-OXイネよりも有意に高かったが、野生型

のそれを下回る傾向が見られた（図 132-4）。以上

の結果から、 P74m: : OsGLKJイネは OsGLKl-OX

イネの短所を解消しつつ、バイオマスの増加に貢

献可能なことが示唆された。P74m: OsGLKJイネ

が低穂重を示した要因として、肥料不足の可能性

が考えられた。そこで、追肥区のイネの生育特性

を比較した。その結果、無施肥区と同様、 P74m::

OsGLKJイネの葉の重量は野生型に比べて高い値を

示した（図 132-4）。さらに、穂重でも野生型と同等、

あるいはそれ以上の系統があったことから、追肥

はP74m::OsGLKlイネの穂重増に効果的であった。

一方、 OsGLKl-OXイネでは追肥の有無に関わらず、

穂、重は低い値を示した（図 132-4）。

これらの結果から、地上部維管束特異的な

OsGLKl遺伝子の発現をイネに付加することは、イ

ネのバイオマス増大につながるものと期待される。

（イ）光質等の環境要因による OsGLKlと

OsGLK2の遺伝子発現や機能の制御

OsGLKlおよびOsGLK2遺伝子の発現部位を把握

するため、両遺伝子の insituハイブリダイゼーショ

ン（ISH）解析を行った結果、 OsGLKJ転写産物は

展開した葉身の葉肉細胞（図 132-5_A）、栄養成長

期および生殖成長期の茎頂付近の幼葉身、幼穂、開

花前の荷、開花前後の穎花（外穎と内穎の内側）に

おいて比較的明瞭に観察された。一方、 OsGLK2転

写産物は、 OsGLKJと同様、特に展開葉身（図 132-

5_C）と穎花で観察されたが、幼葉身での発現レベ

ルは比較的低レベルで、病での発現は検出されな

自立：lli 迦~ I
Nipponbare #1 ORF16・7・2#4 (T2) CR11-14-1 #3 (T2) 

野生霊 OsGLK1過剰発現体 OsGLK1キメラリプレツサ一発現体

図132・3 OsGLKl-OXイネの梓基部では葉鞘の緑化促進状態が長期間維持された
幼苗を土に移植して69日後に写真撮影した。
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ガラス温室にて自然日長で生育させた P74m::OsGLKJ形質転換
イネ、野生型（WT）および OsGLKl-OXイネの穂と葉の乾燥重
量を測定した。

A 

200 μm 

OsGLK2センス鎖

B OsGLK1アンチセンス鎖

D OsGLK2アンチセンス鎖
問、
h、

、民一一、

図132・5 イネ葉身における OsGLKJ/2遺伝子の発現特性

かった。興味深いことに、葉身や穎花では OsGLKJ

アンチセンス転写産物が検出されたが（図 132-5_

B）、 OsGLK2アンチセンス鎖は検出限界以下であっ

た（図 132-5_D）。OsGLKJアンチセンス鎖はセン

ス鎖が検出されている組織にのみ存在し、未熟な組

織よりも成熟した組織においてより顕著に検出され

る傾向が見られた。なお、 OsGLKJアンチセンス鎖

の存在は、青色光および赤色光を照射したイネ幼苗

から単離した全RNA標品の半定量的RT-PCR解析

からも裏付けられている。

OsGLKJおよびOsGLK2のセンスおよびアンチ

センス RNAプロープを用いた insituハイブリダ

イゼーション解析により、水田圃場で45日間栽

培したイネの完全展開葉（横断切片）に存在する

OsGLKJ/2転写産物を検出した。各パネルには検出

対象の RNA鎖を記載した。

野生型（日本晴）、 OsGLKl-OX系統、 OsGLKl-

AS系統、 OsGLKl-CR系統を、赤色光および青色

光を連続照射しながら 7日間生育させ、各イネ幼苗

のクロロフィル量を調べたところ、赤色光と青色光

とも同様の傾向が見られ、第二葉身と第二葉鞘の何

れにおいても、野生型、 OsGLKl-OXイネ系統およ

-39-



Be - Wild・type

- OsGLK1・OX(#1・7)

「寸 AntisenseOsGLK1 (#1-4) 
- OsGLK1-CR (#11・14-1)

5

4

3

2

1

0

 

（
〉
〉
些
・
0

0

E
）
吉
B
C
O
O
Z
E
a
o』
0
2
0

Re 

RJV

A
司

令

JM

勺
’－

4

，

nu

（
〉
〉
比
F

・
0

0

E）

Z
2
5
0
＝E
a
o』
O王
。

Second leaf sheath 

図132-6 単色光連続照射下で7日間生育させたイネ幼苗の第二葉身および第二葉鞘のクロロフィル量
Re：赤色光連続照射 (10μmol m-2 sec-1）、Be．青色光連続照射 （10μmol m-2 sec-1) 
Error bars : ± SE、・ : P < om 

Second leaf Second leaf sheath Second leaf 

び OsGLKI-AS系統の三者の含量に有意な差異は見

られなかった。一方、 OsGLKI-CR系統は赤色光と

青色光の何れの照射下でも、他の三者に比して有意

にクロロフィル量が低下していた （図132-6）。 以上

より、 OsGLKlとOsGLK2は部分的に重複した機

能を有すること、また 2種の GLK遺伝子の発現は

光照射あるいは生育過程で、野生型でも誘導される

ことから、 OsGLKlの過剰発現やアンチセンス発現

は、イネ幼苗の緑化に顕著な表現型を与えないこと

が判明した。しかし、キメラリプレッサー系を適用

して双方の GLK機能を抑制すると、

の蓄積が阻害されることが明らかになった。

OsGLKJとOsGLK2遺伝子は共に葉緑体分化を正

に制御する。自身の発現制御に関する知見を得るた

め、赤色光および青色光を照射した日本晴幼百にお

ける GLKJとGLK2の発現を調べたところ、前者の

転写は赤色光と青色光の双方で顕著な発現誘導を受

けたが、 GLK2の発現誘導は穏やかでおよそ2倍程

度であった （図132-7）。

青色光下で生育したクリプトクロム （CRY)

子の発現抑制イネ系統の葉鞘および葉身のクロロ

フィル量を測定したところ、特に OsCRYlの二重抑

制系統 （Oscη1a-R Os cry 1 b-1)の葉鞘のクロロフィ

ル量は野生型（日本晴）に比べて顕著に減少して

いた （図132-8）。一方、 OsCRYα、OsCRYbおよ

びOsCRY2の発現を単独で抑制した場合は野生型と

同等レベルのクロロフィルが蓄積していた （図132-

8）。

4 (h) 

図132-7 単色光照射 （10 μmol m-2 sec-1）による

OsGLKlおよびOsGLK2遺伝子の発現誘導
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これらイネ系統を自然光照射の隔離温室で約2か

月間栽培し、葉身と葉鞘のクロロフィル含量を比較

したところ、 Oscry 1 a-R Os cry 1 b-1二重抑制イネでは

特に葉鞘の含量が大きく低下していた（図 132-9）。

また、 OsGLKlの転写は青色光照射によって増大

するが、それは CRYlaとlbによって正に制御さ

れていた。一方、 OsGLK2の発現は光による影響を

受けず、発現量の目立った変動は検出されなかった。

光形態形成の負の制御因子でE3ユピキチンリ

-40-
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（播図132・9 クリプトクロム （cry）発現抑制イネ

種2か月後）のクロロフィル含量

図132・8 クリプトクロム発現抑制イネ幼苗のクロロ

フィル含量

青色光連続照射下 (10μmol m・2 s・1）で8日間生育さ
せたイネ芽生えの葉身および葉鞘の各切片 (lo×2
mm）からクロロフィルを抽出した。各系統のクロロ
フィル量の計測は5検体ずつ実施した。

132-lO_B）。 OsGLK2でも同様の傾向が見られたが、

その発現誘導は OsGLKlに比べて低レベルであっ

た。またこれら遺伝子の発現上昇と緑化誘導には相

関関係が見られた （図132-lO_A,B）。 以上より、 2

つの GLK遺伝子の転写は、高濃度のオーキシンに

よって強く抑制される一方、オーキシンの除去ある

いはオーキシンに対するサイトカイニンの濃度の増

大によって発現が回復し、葉緑体の発達を促してい

ると考えられた。

OsGLKI-OXイネ緑色カルスの内生ホルモン量は、

黄白色の野生型イネカルスに比べ、 活性型および配

糖体型サイトカイニンの内生量が増大し、 ABA量

は逆に減少していた 〔理化学研究所榊原均博士ら

（課題香号 NVR0004）との共同研究〕。

サイトカイニンシグナル伝達因子の一群であるタ

イプA レスポンスレギ、ユレーター （ARR）は、シ

ロイヌナズナのサイトカイニン情報伝達系の負の

制御因子と考えられている。イネの ARRファミ

リーの一員である OsRR5は2,4-Dによって発現誘

導を受け、イネカルスの緑化を回害した。また酵母

two-hybrid法の適用により、 OsRR5はOsGLKlと

相互作用し得ることを明らかにした。

-41-

ガーゼをコードする OsCOPlはOsCRYlbと相互

作用することが知られている（Zhangら 7＞）。 本研

究では、明所から暗所に移したイネ培養細胞ではプ

ロテアソーム系を介して GLKlタンパク質が迅速

に分解すること、さらに酵母two-hybrid系の適用

により、 GLKlタンパク質がOsCOPlと相互作用

することを見出した （農業生物資源研究所稲垣言

要博士ら〔課題香号 GPN0003〕との共同研究）。次に、

上記 Oscηlα－ROscη1 b-1幼百の葉鞘での GLKlタ

ンパク質量を調べた。青色光下で生育した日本晴の

葉鞘では GLKlタンパク質が安定に存在していた

が、cηl二重抑制イネ系統では顕著に減少していた。

以上の知見から、 OsGLKlの発現と機能は、

CRY laとCRYlb、およびCOPlによって転写およ

びポスト翻訳レベルで制御されつつ、緑化を促進す

ると考えられる。

（ウ）植物ホルモンを介した OsGLKlの遺伝子発

現や機能の制御

野生型イネカルスにおける OsGLKl遺伝子の発

現は 2,4-Dにより強く阻害されたが、低オーキシン

かつ高サイトカイニンの培地、あるいは植物ホルモ

ンを含まない培地では、発現阻害が解除された （図
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図132・10 種々のホルモン存在下でのイネカルスの緑化と GLK遺伝子の発現

A）日本晴種子を N6D培地に播種し28℃で2週間培養後、カルスを各種培地
に移し、 28℃で培養した。写真のカルスはすべて同じ種子由来のカルス。
Arrow heads ：緑化したカルス、 Arrow：再分化してきたシュート
B)Aと同じ条件で培養したカルスから全RNAを抽出し、 RT-PCR(28サイ
クル）を行った。
植物ホルモン濃度 2,4-D : 2 mg/L、NAA:（〕02mg/L、Kinetin: 2 mg/L 

（エ） OsGLKl/2によって発現が正に制御される

遺伝子の機能解析

OsGLKlとOsGLK2は重複した機能を持つこと

が判明しつつあるが、この重複性が遺伝子発現レベ

ルでも当てはまるか否かを、 OsGLK2-0Xイネ緑色

カルスを発現マイクロアレイ解析に供することで検

証した。その結果、 OsGLK2-0Xカルスでは野生型

カルスに比して 116種類の遺伝子の発現が有意（3

倍以上）に上鼻しており、うち 85.3%にあたる 99

遺伝子がOsGLKl-OXイネカルスで発現上昇して

いた遺伝子群と共通であった（図 132-ll_A）。これ

ら99遺伝子のうち 48種類（48.5%）が葉緑体機能、

すなわち光化学系IやII、炭素同化、クロロフィル

生合成、電子伝達に関するものであった（図 132-

ll_B）。この知見は、 GLKlとGLK2が葉緑体機能

に関わる共通の遺伝子群の発現を制御することを示

唆する。

上記の OsGLKl/2の過剰発現によって発現上

昇が起こる 8種類のイネ推定転写因子のうち、光

信号伝達への関与が知られる CCT ドメインを有

する CONSTANS様ファミリーに属す 5種類に

着目して機能解析を行った。 5種類の転写因子を

GLK-Induced CCT domain-containing protein 1 

～ 5 (GICl～ 5）と名付け、うち 3種類の cDNA

( GICJ 1-21-3）のイネでの過剰発現やキメラリプレッ

サ一発現が、各形質転換系統の培養細胞等にカロテ

ノイドの高蓄積を引き起こすことを見出した〔産業

技術総合研究所高木優博士、光田展隆博士ら（課

題番号 AMR0004）、農業生物資源研究所市川ら

(AMROOOl)、花き研究所 大宮あけみ博士らとの

共同研究〕。

野生型イネ（日本晴）における 5種の GIC遺伝

子の組織特異的発現特性は、いずれも葉や梓で発現

が高く、根やカルスでの発現は極めて低レベルで、

OsGLKlやOsGLK2の発現パターンと よく似ていた

（図 132-12）。また、 GJCJ転写産物は選択的スプラ

イシングを受けること（Splicingvariantsの存在）

が判明した。

GFPとの融合タンパク質の細胞内局在性観察に

より、 GIClおよびGIC2はいずれも核に存在する

ことを見出した。 GIClが転写因子として機能する

か否かを探るため、転写活性化能または転写抑制能

の有無を、ルシフエラーゼを用いた一過的アッセイ

系により調べたところ、 GIClは転写活性化能を有

するとの知見を得た。

（オ） OsGLKl-OXイネ緑色培養細胞を用いた有

用タンパク質生産系

OsGLKl cDNA過剰発現イネ緑色培養細胞は、

グラナ構造を持つ葉緑体が存在し、光合成能を有

するのみならず、光独立栄養性も獲得している

(Nakamuraら 5），中村ら 6））。また、 OsGLK-OXi夜

体培養細胞は、明条件下ではショ糖濃度に関わらず、
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図132・11 OsGLKJ OXおよび OsGLK2OXイネ緑色カルスで共

通に発現上昇する遺伝子群

野生型カルスの遺伝子発現値に対して3倍以上の発現上昇を示し
た遺伝子群を選択して比較した
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図132・12 野生型イネにおける GJCおよびGLK遺伝

子発現の組織特異性

GAP DHは構成的発現パターンを示す遺伝子として使
用。

野生型よりも旺盛な細胞増殖能を示した（図 132-

13）。

そこで、アミラーゼ 3D遺伝子のプロモーター

とシグナルペプチド （OsAmy3DP:: SP）の下流

にsGFPレポーター遺伝子、インターロイキン 10

(IL-10）等の有用タンパク質の cDNAをつないだ細

胞外分泌型融合遺伝子を、野生型イネ培養細胞や

OsGLKl-OXイネ緑色培養細胞に導入し、各種形質

転換体を得た。

まず、 OsAmy3DP:: SP: :sGFP:: Tを導入した

OsGLKl-OXイネ系統の緑色培養細胞は、供試した

3系統とも遮光下でのショ糖飢餓によって液体培地

への GFP分泌量を増加させ、うち 2系統ではショ

糖飢餓状態が長くなるにつれ、分泌された総GFP

量も上昇した（図 132-14）。 同様に、 OsAmy3DP:: 

SP: :JL-10: :His-tag : T導入 OsGLKl-OXイネ培養

細胞を、遮光下でショ糖飢餓状態にしたところ、そ

の液体培地中に IL-10に相当するタンパク質が分泌

されていることが判明した。

（カ）微小金粒子を用いた葉緑体の形質転換

イネ等の葉緑体形質転換効率の向上のため、従来

使用されている金粒子 （0.6μm）よりも微小なサ

イズの金粒子が葉緑体形質転換に適用可能であるか

を、モデル植物のタバコを材料として検討した。

葉緑体形質転換ベクター pNtagを塗布した 0.6

μmの金粒子をタバコ葉片に打ち込んだところ、 Sp

耐性と GFP活性を示す再分化個体が得られ、 PCR

分析またはサザン解析の結果、それらは葉緑体形質

転換体であることが判明した（図 132-15）。その出

現頻度はプレートあたり平均4.8± 1.9個体であっ

た（図 132-16)0 次に、 0.08μm、0.1μm、0.2μm、

および0.3μmの4種類の微小金粒子を用いた形質

転換実験では、それぞれシャーレあたり平均6.0± 

3.5、7.3± 4.0、7.3± 4.3および9.3± 4.6個体の

葉緑体形質転換タバコが得られた（図 132-15、16）。

何れの微小金粒子を用いた場合も、 獲得した形質転
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質転換タバコの出現頻度

換体数の平均値が0.6μmの金粒子のそれを上回っ

た。この差異は統計学的に有意とまでは言えない

ものの、 0.08～ 0.3μmの微小金粒子は葉緑体形質

転換タバコの獲得効率の向上に寄与した（Okuzaki

ら8））。

工考察

（ア） OsGLKlおよびOsGLK2cDNAsの構成的過

剰発現ならびに維管束組織特異的発現の効果

葉緑体分化の正の制御因子GLKの過剰発現の効

果は葉身等の光合成能の向上と直結はしなかったも

のの、 GLK過剰発現（OX）イネの展開葉身、およ

び稗基部の葉鞘といった部位でクロロフィル量の増

加、すなわちイネの枯れ上がりが抑制され、分げつ

の緑化が長く維持される現象が認められた。一方で、

OsGLK-OXイネは出穂、の遅延、種子の小型化や稔

性低下といったマイナス面を示したことから、 GLK

過剰発現をそのまま分子育種に結び付けるには難が

あると推察した。

一方、イネの地上部維管束で特異的な発現を示す

遺伝子 74mのプロモーターに OsGLKlcDNAを接

続したキメラ遺伝子 （P74m::OsGLKl)導入イネ

系統は、出穂は野生型並みで、 OsGLKl-OXイネよ

りも半月ほと手早かった。また、出穂時の追肥の有無

に関わらず、葉の乾燥重は野生型よりも重く、追肥

を施すことで穂重は野生型並みかそれ以上になった

ことから、地上部維管束特異的に OsGLKl遺伝子

を発現させることで、過剰発現系で生じる短所を克

服し、イネのバイオマスの増大に寄与すると期待さ

オ1る。

（イ）光質等の環境要因に よる OsGLKlと

OsGLK2の遺伝子発現や機能の制御

OsGLKlとOsGLK2は共に過剰発現によってイネ

の培養細胞を緑化する機能を有する点、後述の通り、

それぞれの過剰発現によって発現が誘導される遺伝

子にも共通のものが多く見出される点、発現部位が

共に緑色組織である点などから、両者は機能的に共

通性が高いと考えられる。しかし、 OsGLKlは赤色

光と青色光の照射により、明確に転写が誘導された

が、 OsGLK2では光による発現誘導性は顕著ではな

かった。また、 OsGLKlのアンチセンス転写産物が

検出された一方、 OsGLK2アンチセンス転写産物は

検出されないなど、その発現制御には異なる点がい

くつか見出された。従って、植物の生育環境に応じ、

両者の転写産物やタンパク質の量は、異なる機構で

適切に制御されていると考えられる。

Oscηla-R Oscη1 b-1系統では、 葉身のクロロフィ

ル量が野生型に比べて減少していたが、葉鞘のクロ

ロフィルはさらに顕著に減少していた。このことか

ら、クロロフィル生合成に及ぼすクリプトクロムシ

グナリングの効果（制御）は、葉身よりも葉鞘で影

響が大きいことが示唆された。また、 OsCRYlaお

よびlbは共にイネのクロロフィル蓄積を正に制御

する性質を持つことが判明した。イネの CRYlaと

CRYlbは各C末端領域を介して COPlと直接相互

作用し得ることが知られている（Zhangら 7））。さ

らに、シロイヌナズナではクリプトクロムシグナ

リング系で働く HY5等の転写因子の分解に COPl 

が関与していることが報告されている（Liuら 9））。

一方、我々は GLKlがCOPlと相互作用すること

を以前に見出していることから、クリプトクロムが

CO Plを介して GLKlタンパク質の安定性に関与す

ることで緑化を制御していると考えられた。

以上より、クリプトクロムは転写レベルだけでな

く、タンパク質レベルでも GLKlを制御している

ことが示唆された。

（ウ） OsGLKl-OXイネ緑色培養細胞を用いた有

用タンパク質生産系

サイトカインの一種であるヒト IL-10をイネ匹乳

に蓄積させる系は、プリベンテック社と農業生物資

源研との共同開発による成功例がある。本研究では、

同様の有用タンパク質を培養細胞系で効率的に培養

液に分泌させる実験系の確立を目指している。イネ
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培養細胞系はタバコの系に比べて培地中に分泌され

るプロテアーゼの活性が非常に低いことが知られて

いること（Shinら 10））、 OsGLKl-OXイネ緑色培養

細胞は野生型イネ培養細胞よりも増殖能が高いこと

から、 OsGLKl-OX培養細胞は有用タンパク質の分

泌生産に適した実験材料のーっと考え、研究を進め

た。

（エ）微小金粒子を用いた葉緑体の形質転換

タバコ葉緑体の形質転換に用いた微小金粒子は、

従来用いられてきた0.6μmの金粒子と少なくとも

同等以上のレベルで、効率的な葉緑体形質転換を可

能にすることが明らかになった。そのため、比較的

小型（約 1.5μm）のプロプラスチドを有するイネ

培養細胞を材料とした実験系では、 0.6μmの市販

金粒子と比べ、微小金粒子の使用がより有利である

と期待される。

オ今後の課題

（ア）地上部維管束特異的発現プロモーター

P74m:: OsGLKJ導入イネ系統の T2世代を用いた

栽培試験を研究期間内に終えられなかった。従っ

て2013年度も試験を継続して実施することで、 Tl

世代で行った試験の結果（図 132-4）がT2世代で

も再現されるか否かを見極めたい。それにより、

P74m:: OsGLKJ形質転換イネが窒素源等の肥料の

有効利用やバイオマスの増産という視点で利用価値

があるかどうかを、今後さらに検討する必要がある。

（イ） OsGLKJ発現の光環境や植物ホルモンによ

る制御機構の解析を、転写、転写後調節（アンチセ

ンス鎖の出現）、ポスト翻訳（タンパク質の安定性）

といった視点で進めてきたが、全体像の解明にはま

だまだ道半ばの状態にあると感じる。これまでに得

た成果を整理し直し、その一部を原著論文にまとめ

つつ、植物の生命（生産）活動に必須の葉緑体の構

築の分子機構に迫る努力を継続する必要があるD

（ウ） OsGLKl/2によって発現が正に制御される

遺伝子として、 5種の CONSTANS様ファミリーの

転写因子GICの機能解析に注目している。本研究

期間の後半にこれら因子の分子特性の理解、および

その利用に係る研究について精力的に進めたが、未

完成な状態である。今後も機能解析十分な検討を継

続し、特許出願や原著論文の投稿に向けて努力して

参りたい。

（エ） OsGLKl-OX培養細胞による有用タンパク

質分泌系がおおむね確立されたと判断出来た時点

で、日五乳蓄積系との間で抽出されるタンパク質の量

と質（生物学的活性）、タンパク質の精製にかかる

時間やコスト等を比較することで、我々のタンパク

質生産系の良し悪しを判断する必要がある。

（オ）発達した葉緑体を有する OsGLKI-OXイネ

緑色培養細胞に対し、微小金粒子を介した遺伝子導

入法の適用により、イネ葉緑体への遺伝子導入効率

を向上させることができれば、イネの生産力向上を

目的とした葉緑体機能の改変を行うための有用基盤

技術になると期待される。

力要約

（ア）イネに存在する 2種の Golden2-like(GLK) 

転写因子 OsGLKl/2は、それら遺伝子が発現し

た細胞で葉緑体の分化を誘導する。オーキシンは

OsGLKJ/2遺伝子の転写を強く抑制し、葉緑体の分

化を阻害した。一方、サイトカイニンを添加するこ

とで OsGLKJ/2の転写が活性化され、緑化が誘導

された。赤色光と青色光は OsGLK2の転写をわず

かに誘導するに過ぎなかったが、 OsGLKlの転写を

顕著に誘導したことから、後者の転写は赤色光受容

体フィトクローム（PHY）と青色光受容体クリプ

トクロム（CRY）の制御下にあることが示唆された。

イネには 3干重類の CRY( OsCRYla、OsCRYlb、

OsCRY2）があり、 OsCRYJα／lbの2種の遺伝子発

現を同時に抑制すると OsGLKJの発現レベルは顕

著に低下したことから、青色光による OsGLKJの

発現は OsCRYlaとOsCRYlbが関与することを見

出した。

（イ） OsGLKl転写産物の蓄積が進むにつれ、そ

のアンチセンス差が出現した。このような現象は

OsGLK2では見られなかった。また、 GLKlタンパ

ク質は、光形態形成の抑制因子でE3ユピキチンリ

ガーゼとして機能する COPlと相互作用し、暗所

でプロテアソーム系を介して積極的に分解された。

これらの知見は、 OsGLKlの転写産物やタンパク質

の量が、植物の光環境や細胞のホルモン濃度によっ

て多段階で巧妙に調節されていることを示す。

（ウ） OsGLKJ/2過剰発現条件下で共通して発

現が上昇した8種類の転写因子のうち、 5種類が

CONST ANS様ファミリーに属すことを見出し、
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GI Cl～5と名付けた。これらのうち 3種にはカロ

テノイドを高蓄積する機能があるなど、興味深い知

見を得た。

（エ）イネでの OsGLKI過剰発現の効果は光合成

能の向上と直結はしなかったものの、 GLK過剰発

現（OX）イネの展開葉身、および梓基部の葉鞘と

いった部位でクロロフィル量の増加、すなわちイネ

の枯れ上がりが抑制され、分げつの緑化が長期間

維持された。一方で、 OsGLK-OXイネには出穂の

遅延、種子の小型化や稔性低下といったマイナス

面が見られ、 GLKの過剰発現をそのまま育種に結

び付けることには無理があると考えられた。そこ

で、イネの地上部維管束で特異的な発現を示す遺

伝子 74mのプロモーターに OsGLKIcDNAを接続

したキメラ遺伝子（P74m::OsGLKI) をイネに導

入した。 P74m: : OsGLKIイネの出穂は野生型並み

で、 OsGLKl-oxイネよりも半月ほど早かった。ま

た、出穂時の追肥の有無に関わらず、葉の重量は野

生型よりも高く、追肥を施すことで穂重は野生型と

同等以上になったことから、地上部維管束特異的な

OsGLKI発現系は、同過剰発現系で生じる短所を克

服し、イネのバイオマス増への寄与が期待された。

（オ） OsGLKl-OXイネ緑色培養細胞は光独立栄

養性を示し、黄白色の野生型イネ培養よりも旺盛に

増殖した。そこで、 OsGLKl-OXイネ培養細胞を有

用タンパク質の生産工場ととらえ、糖飢餓で発現が

誘導され、シグナルペプチドによって培地中にタン

パク質を分泌可能なイネアミラーゼ3D遺伝子のプ

ロモーター＋シグナルペプチド配列に GFPレポー

ターやインターロイキン 10(IL-10）をコードする

遺伝子を融合し、 OsGLKl-OXイネに導入した。得

られた形質転換イネ培養細胞を糖飢餓状態にさらし

たところ、液体培地に GFPやIL・10が分泌されて

いることが判明した。

（カ）汎用されている金粒子（0.6μm）よりも微

小なサイズの金粒子が葉緑体形質転換に適用可能で

あるかを、タバコを材料に試験したところ、平均

サイズが0.08、0.1、0.2およぴ0.3μmの4種類の

微小金粒子を用いた実験区では、市販金粒子（0.6

μm）区に比べ、平均獲得形質転換体数が向上した。

0.08～ 0.3 μmの微小金粒子はより小型の色素体を

有するイネの実験系にも効果を発揮することが期待

される。
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第4章光信号伝達系の遺伝子ネットワーク解明

1 イネの伸長を制御する光受容体フィトクロム

の信号伝達経路に関わる新規遺伝子の単離・解

析ネットワークの解明（GPN0005)

ア研究目的

フイトクロムは植物の主要な光受容体であり、発

芽、芽生えの緑化、避陰反応、頂芽優勢、花成な

ど、多岐に渡る生理現象を制御し、その多くが農作

物の収量増加に向けた形質改善の重要なターゲット

となり得る。本研究では、フィトクロムの制御下に

ある様々な重要形質を自由に改変する技術開発の基

礎を築くことを目的として、イネに存在する 3つの

フイトクロム分子種、フイトクロム A～ Cのなか

でも、最も主要な働きを担うフイトクロム Bにつ

いて、シロイヌナズナを用いた解析からの知見を活

かし、イネにおけるそのシグナル伝達機構を解明す

ることで、イネにおいてフイトクロム Bの制御下

にある新たな有用形質や有用遺伝子を同定すること

を目指す。具体的には、イネにおいてフイトクロム

による選択的スプライシング制御が存在することを

確かめ、その標的遺伝子を同定することを目的とす

る。

イ研究方法

（ア） TILLING法を用いた逆遺伝学的解析

TILLING法とは、 l～数bpの塩基置換もしくは

欠損による変異体を、逆遺伝学的に PCRベースで

容易に単離する手法である。シロイヌナズナの研

究で同定された遺伝子の情報を利用して、そのイ

ネオーソログの点変異体を、 TILLINGj去を用いて、

MNU変異原処理系統プールの中から単離したD

（イ）次世代シーケンサーを用いた mRNA-seqに

よるフィトクロム Bの選択的スプライシング制御

の標的遺伝子の網羅的解析

次世代シーケンサー IlluminaGenome Analyzer 

IIを用いて mRNA-seq解析を行い、フイトクロム

Bのシグナルによって選択的スプライシングパター

ンの変化する遺伝子を、シロイヌナズナにおいて網

羅的に解析した。

（ウ）フィトクロム Bの選択的スプライシング制

御のイネにおける標的遺伝子の解析

シロイヌナズナにおいて同定されたフイトクロム

Bによる選択的スプライシング制御の標的遺伝子に

ついて、そのイネオーソログ遺伝子が、イネにおい

ても同様にフイトクロム Bによる選択的スプライ

シング制御を受けるか否かを、 RT-PCR解析により

調べた。

ウ研究結果

（ア） TILLING法を用いた逆遺伝学的解析

シロイヌナズナを用いた変異体スクリーニング

による順遺伝学的解析により、フイトクロム B経

路特異的にはたらくポジティブレギュレーターと

して、選択的スプライシングに働く新奇SR蛋白

質、 RRClを同定した 1)。そのイネオーソログで

ある OsRRClの変異体イネを、様々な栽培品種背

景で作製された MNU変異原処理系統のプールか

ら、 TILLING法により逆遺伝学的に多系統単離し

た。その結果、「金南風」背景の M2約400系統か

らは、 V551I、D555N、S598FおよびR650Kのア

ミノ酸置換をそれぞれ起こすミスセンス変異系統が

4系統、「台中 65号」背景の M2約400系統からは、

Pl51L、V284I、V432I、E585K、S589N、G590D

およびG648Sのアミノ酸置換を引き起こすミスセ

ンス変異系統が7系統、「日本晴」背景の Ml約

1900系統からは、 G24D、E98K、El26K、A304V、

A455V、G487D、A516T、V551I、G605R、S708F

およびD796Nのアミノ酸置換を引き起こすミスセ

ンス変異系統が11系統、合計で22系統のミスセン

ス変異体が得られた。また、「日本晴」背景の Ml

系統からは、 R787が終止コドンとなるナンセンス

変異系統がl系統得られた。

そしてこれらの光応答表現型を観察したところ、

22系統のミスセンス変異体はいずれも表現型を示

さなかった。一方、 l系統のナンセンス変異体は、

基本的に幼苗の段階で生育が止まってしまうとい

う、顕著な発生異常を示した。また、 OsRRClに関

する T-DNAノックアウトイネ系統を韓国から取り

寄せ、解析したが、そのホモ系統は致死であり、ま
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たヘテロ系統は表現型を示さないことが判明した。

さらに、 OsRRClのナンセンス変異体において、

スプライシング異常のマーカー遺伝子である複数

のイネ SR蛋白質遺伝子の選択的スプライシングパ

ターンを調べたところ、いずれの遺伝子についても

野生株と比べてパターンの異常が観察された。

（イ）次世代シーケンサーを用いた mRNA-seqに

よるフイトクロム Bの選択的スプライシング制御

の標的遺伝子の網羅的解析

シロイヌナズナを用いて RRClの解析を進めた

結果、フイトクロム BがRRClを介して選択的ス

プライシング制御に働くことを示唆するデータが得

られた 1）。そこで、その可能性を調べるために、次

世代シーケンサーを用いて mRNA-seq解析を行っ

た。その結果、シロイヌナズナにおいてフィトクロ

ムBが、転写制御とは異なる標的遺伝子に対して、

赤色光依存的に選択的スプライシング制御に働くこ

とが明らかになった。さらに、フイトクロムによる

選択的スプライシングの制御様式を解析するため

に、フイトクロム Aとフイトクロム Bの一重変異

体と二重変異体を用いて、まず、黄化芽生えを連続

赤色光条件に移した後の、標的遺伝子のスプライシ

ングパターン変化を経時的に追った。その結果、フィ

トクロム Aとフイトクロム Bが重複して選択的ス

プライシング制御に働くこと、また連続赤色光の照

射時間の経過に伴い標的遺伝子のスプライシングパ

ターンの変化量も増加していくことなどが明らかと

なった。さらに、様々な光強度の連続赤色光条件に

おいて同様の実験を行った結果、赤色光の照射量に

応じて、標的遺伝子のスプライシングパターンの変

化量がフィトクロム依存的に増加することが確かめ

られた。

（ウ）フイトクロム Bの選択的スプライシング制

御のイネにおける標的遺伝子の解析

シロイヌナズナにおいて同定されたフィトクロム

Bによる選択的スプライシング制御の標的遺伝子の

幾つかについて、そのイネオーソログがイネにお

いて同様の制御を受けるかどうか、 RT-PCR解析に

よって調べた。しかしその結果、いずれもイネでは

フィトクロムによる選択的スプライシング制御を受

けていないことが明らかとなった。

工考察

（ア） TILLING法を用いた逆遺伝学的解析

シロイヌナズナにおいても、 RRClの機能を完全

に失ったノックアウト系統は基本的に雌性配偶体性

致死を示し、まれに生じるホモ個体も顕著な発生

異常を示すことが分かっている。したがって、今

回、 OsRRClのナンセンス変異イネ系統や T-DNA

ノックアウトイネ系統で観察された顕著な発生異常

や致死去現型は、 OsRRClがイネにおいても通常

の発生に不可欠であることを示し、シロイヌナズナ

のRRClと同様の機能を担うことを示唆するもの

だと考えられる。また、ナンセンス変異イネ系統

におけるマーカー遺伝子のスプライシング異常は、

OsRRClカfイネにおいてもスプライシング制御に関

わることを示すものである。

（イ）次世代シーケンサーを用いた mRNA-seqに

よるフイトクロム Bの選択的スプライシング制御

の標的遺伝子の網羅的解析

これまで、強光ストレスにより選択的スプライ

シングパターンが変化するという報告はあったが、

フイトクロム Bの光シグナルにより選択的スプラ

イシングが制御されるという報告は無く、本研究に

より、フイトクロムの光シグナル伝達における全く

新奇な制御機構が、世界に先駆けて明らかにされた。

（ウ）フイトクロム Bの選択的スプライシング制

御のイネにおける標的遺伝子の解析

フイトクロムは調べられている限り全ての高等植

物に存在し、そのシグナル伝達機構は種を超えて高

度に保存されていると考えられるため、イネにおい

てもフィトクロムによる選択的スプライシング制御

は存在するものと考えられる。イネにおいて RRCl 

のオーソログである OsRRClがRRClと同様の機

能を担うことが示されたことは、よ記の内容を支持

するものであるD したがって本研究の結果は、イネ

におけるフイトクロムの選択的スプライシング制御

の標的遺伝子が、シロイヌナズナにおけるそれとは

大きく異なることを示唆する。

オ今後の課題

（ア） TILLING法を用いた逆遺伝学的解析

シロイヌナズナでは、 RRCl蛋白質の C末端に存

在する RSドメインが欠損することにより、フイト

クロム B経路特異的な光応答異常が引き起こされ
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ることが示されている 2）。本研究では、自前で立ち

上げた TILLINGの系で OsRRClに関して数多くの

点変異体を単離することに成功し、しかもその中

のl系統は、ちょうどRSドメインに相当する C末

端部分が欠損すると考えられるナンセンス変異体で

あったが、その系統において光応答特異的な異常は

観察されなかった。今後その点を検証するために、

相同組換えによる遺伝子ターゲテイング技術を用い

て、 RSドメインを欠損した変異型OsRRClを発現

する遺伝子を、イネ野生株に knock-inした形質転

換イネ系統を作製し、光応答を解析する必要がある

だろう。

（イ）次世代シーケンサーを用いた mRNA-seqに

よるフイトクロム Bの選択的スプライシング制御

の標的遺伝子の網羅的解析

本研究により、フイトクロムがRRClを介して

赤色光依存的に選択的スプライシング制御を行うこ

とは示されたが、どのような分子機構により、フイ

トクロムシグナルがRRClに入力されるのか、また、

フイトクロムはなぜ転写制御に加えて選択的スプラ

イシング制御を行うのか、その生理学的意義につい

ては、現時点で不明である。今後はこれら 2点の解

明が待たれる。

（ウ）フイトクロム Bの選択的スプライシング制

御のイネにおける標的遺伝子の解析

イネにおけるフイトクロム Bの選択的スプライ

シング制御の標的遺伝子は、シロイヌナズナとのア

ナロジーからは同定できないことが強く示唆され

たため、今後は、イネのサンプルを用いて mRNA-

seqを行うことで、イネにおけるフイトクロム Bの

選択的スプライシング制御の標的遺伝子を網羅的に

解析する必要があると考えられる。そして、これら

のデータを解析し、フイトクロム Bによる選択的

スプライシング制御が、シロイヌナズナだけではな

くイネにおいても保存された現象であることを確か

めた上で、シロイヌナズナでの標的遺伝子と比較す

ることで、フィトクロム Bによる選択的スプライ

シング制御に関する、高等植物に普遍的な共通原理

を抽出できるのではないかと考えられる。同時に、

両種それぞれに特有の標的遺伝子群を同定・解析す

ることにより、単子葉植物と双子葉植物における光

応答の違いの一端を、これまでに無い全く新たな切

り口により明らかにできるのではないかと考えられ

る。

力要約

（ア） TILLING法を用いた逆遺伝学的解析

CelI酵素の精製も含め、自前で立ち上げた

TILLINGの系を用いて、 RRClのイネオーソログ

である OsRRClの点変異体を、多数単離すること

に成功した。そして、それらを用いた解析を行った

結果、イネにおいて OsRRClが、シロイヌナズナ

のRRClと同様の働きを担っていることが示唆さ

れた。

（イ）次世代シーケンサーを用いたmRNA-seqに

よるフィトクロム Bの選択的スプライシング制御

の標的遺伝子の網羅的解析

世界で初めて、フイトクロムによる選択的スプラ

イシング制御を発見した。

（ウ）フィトクロム Bの選択的スプライシング制

御のイネにおける標的遺伝子の解析

植物種によって、フィトクロムによる選択的スプ

ライシング制御の標的遺伝子が異なることを明らか

にした。
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第5章光合成の遺伝子ネットワーク解明

1 イネ葉緑体内のレドックス状態と炭素代謝の

最適化 (GPN0006) 

ア研究目的

至適生育条件下においても、光合成は常に最大効

率で行われるのではなく、細胞内の代謝バランスに

応じて光合成効率は変動する。葉緑体内においても、

光合成炭酸固定と光呼吸、窒素同化は互いに拾抗的

な関係にあり、これらの反応バランスによって炭酸

固定効率は変動する。本研究では、光合成の制御要

因のひとつである葉緑体ストロマのレドックス状態

の調節機構を明らかにするとともに、還元力排出能

を増強することにより、レドックス状態と光合成を

含む炭素代謝を最適化する方策を探る。葉緑体から

の還元力の排出に関与すると予想されるイネ特有の

酵素、葉緑体型ホスホエノールピルビン酸カルボキ

シラーゼ（PEPC;Osppc4）に着目して角材斤を行う。

イ研究方法

（ア）材料

イネ（日本晴）を材料として用いた。土耕栽培

の場合は、無肥料培土に元肥として化成肥料（N:

P 205 : K20 = 1 : 1 : 1）を添加し、 l/5000aワグネ

ルポットで、湛水条件、ガラス温室で育成した。水

耕栽培の場合は、硝安を窒素源として発芽芽生えを

水耕栽培し、第4葉展開時にアンモニア（NH4Cl)

Maize C. 
Wheat、
園盟盟
国盟圏

C3 type 

Sugarcane 
c, 
Sorghum 
c. 

MaizeC4 

Foxtail Rhodes 
millet C4 grass C4 type 

図151・1 イネ科植物の植物型PEPCの系統図

既知の植物型PEPCはすべて細胞質型であり、C3
型、 C4型、根型に大別される。イネの葉緑体型
PEPC ( Osppc4）はこれらのグループには属さない。
Osppcl、2a、2b、3はイネの細胞質型PEPC。

あるいは硝酸（KN03）を窒素源として含む水耕液

に移植し、ガラス温室で育成した。

（イ）メタボローム解析

液体窒素で凍結した葉身サンプルよりクロロホル

ム・メタノール水溶液（CHCl3: MeOH : H20 = 2 

:5:2、v/v/v）で代謝中間体を抽出し、 GC-TOF/

MS （ガスクロマトグラフー飛行時間型質量分析計）

で代謝物を網羅的に解析した。

（ウ）光合成特性の解析

ポータブル光合成蒸散測定装置（LI-6400、Li-

Cor）を用いたガス交換法により炭酸固定特性を、

変調型クロロフィル蛍光測定装置（PAM2100、

Walz）により葉身のクロロフィル蛍光を測定した。

ウ研究結果

（ア）イネ属特有の酵素、葉緑体型PEPCi) 

PEPCは、ホスホエノールピルビン酸（PEP）と

炭酸水素イオン（HC03－）からオキサロ酢酸（OAA)

と無機リン酸（Pi）を生成する反応を触媒する酵素

で、細菌、緑藻、高等植物に広く存在する。植物で

はC4光合成と CAM型光合成の初期炭酸固定酵素

としての機能がよく知られているが、 PEPCはほぼ

すべての植物細胞に存在し、 TCA回路に基質を補

充する機能（アナプレロティック機能）を担ってい

る。PEPCは長らく細胞質局在性とされていたが、

イネは、細胞質型に加え、葉緑体に局在する PEPC

(Osppc4）をもつことを見いだした（図 151-1）。本

酵素は緑葉・葉肉細胞で高発現しており、イネ緑葉

の全PEPC活性の約 1/3が葉緑体型である。これ

までのところ、活性型酵素をコードする葉緑体型

PEPC遺伝子の存在が確認できたのは、栽培イネ、

野生イネを含むイネ属のみである。

Osppc4発現抑制イネは、アンモニア（NH／）を

窒素源として育成すると顕著な生育阻害を示すが、

窒素源が硝酸（N03－）の場合、生育阻害は認められ

なかった（図 151-2）。イネ属の植物は水田のような

湛水環境に適応していること、湛水環境では土壌中

の無機窒素がアンモニアに還元されることから、葉

緑体型PEPCはアンモニアを主要窒素源とする生
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育環境に適応するための酵素であることが明らかに

された。

（イ）イネ緑葉のアンモニア同化における Osppc4

の役割 1)

アンモニアを窒素源として水耕栽培したイネ葉身

のメタボローム解析を行った［理研PSC・メタボロー

ム解析研究チーム（現、理研CSRS・統合メタボ

ロミクス研究グループ）との共同研究；図 151-3］。

問 2.0 。41・2,NHl= A NT, N03-
急 1.5 企4i・2,N03-

。ー~ 1.0 
官

さ 0.5
cu 
c.. 。。 10 20 30 

Time (day) 

図151・2 生育に対する Osppc4発現抑制の効果

非形質転換イネ （NT）とOsppc4発現抑制イネ （4i-2)
を、アンモニアあるいは硝酸を窒素棟、として水耕栽培
した。横軸は窒素処理開始後の日数を、縦軸は植物体
の乾物重を示す。

Succiny-CoA 

＼～－2’∞一一一－＋2-0G 

Osppc4の発現抑制で、リンゴ酸（malate）からイ

ソクエン酸（isocitrate）にいたる一連の有機酸含

量が低下し、 2－オキソグルタル酸（2-0G）の供給

経路が選択的に抑制されること、その結果、 2-0G

を基質として利用する窒素同化系酵素GOGAT（グ

ルタミン酸合成酵素）の反応が抑制されることが

わかった。また、光呼吸経路の中間体（glycerate,

Gly, Ser）も発現抑制で増大することがわかった。

一般的に、窒素同化・アミノ酸合成の炭素骨格と

して使われる有機酸は、光合成産物から解糖系と

TCA回路を経て合成されるとされており、細胞質

局在性の PEPCが重要な役割を担うと考えられて

いる。Osppc4発現抑制イネの解析から、解糖系に

加え、イネは Osppc4が関与する独自の炭素骨格供

給系をもつこと（図 151-4）、この経路がアンモニア

を主要窒素源とする生育環境では主要な炭素骨格供

給系として機能することが明らかにされた。これは

また、植物の一次代謝の多様性を示す初めての知見

でもある。

リコンビナントタンパク質の酵素特性を調べ、窒

素同化とアミノ酸合成が活発な場所でOsppc4が機

能しうるのか検討した。Osppc4は、基質であるホ

スホエノールピルビン酸（PEP）に対する親和性と

措抗阻害剤であるリンゴ酸（malate）に対する感受

E盟置
Fold 
over NT 

• >1.3 
• 1.1-1.3 
Eコ0.9-1.1
eo.1・0.9．ド0.7

図151-3 葉身の代謝に対する Osppc4発現抑制の効果

1 mM NH4＋で水耕栽培したイネの最上位最大展開葉 （第10葉）葉身を正午に採取し、 GC-TOF/MSで代謝
中間体を網羅的に解析した。枠内は同定・定量できた中間体、四角で囲ったものは発現抑制で増加した中間体、
楕円で、囲ったものは発現抑制で減少した中間体を示す。
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Osppc4の発現を抑制しても、光合成速度（炭酸

固定速度）はまったく変化しなかった。すなわち、

非形質転換イネと発現抑制イネとで、最大光合成速

度、光合成の C02濃度依存性および光強度依存性

に差異は認められなかった。また、光呼吸が抑制さ

れる低酸素条件（2%02）でも光合成の C02濃度依

存性は変わらなかった。このことは、光呼吸速度

(C02放出速度）にほとんど差がないことを示して

いる。

光呼吸は、光合成初期炭酸固定酵素 Rubiscoが

酸素と反応して生成した 2－ホスホグリコール酸を

代謝する経路である。葉緑体内の窒素同化系（GS/

GOGATサイクル）も本経路に含まれ、ミトコンド

リア内で生成したアンモニアを葉緑体内で同化す

る。 Osppc4を経由して合成される有機酸が光呼吸

にともなう窒素同化に利用されるのか検討した。

イネ葉身を異なる C02濃度で処理するシステム

を作製し、葉身に通気する C02濃度を変え、光呼

吸速度を変えたとき、アンモニア同化とアミノ酸合

成がどのように変化するか調べた。炭酸固定速度は、

すべての C02濃度（190,370, 760 ppm）で、非形質

転換イネと Osppc4発現抑制イネとで差は認められ

なかった。蒸散速度にも差は認められず、 Osppc4

の発現を抑制しても C02濃度に対する気孔の応答

はほとんど変わらないことがわかった。PEPCの反

応産物であるオキサロ酢酸は緑葉では速やかにリン

ゴ酸に変換される。葉身のリンゴ酸含量は、光呼吸

がほとんど抑制される高 C02濃度（760ppm) 

は差は認められなかったが、光呼吸が促進される低

性が低いという C4型PEPCに似た特徴を示す（表

151-5）。窒素同化とアミノ酸合成の初期産物である

グルタミン酸（Glu）とアスパラギン酸（Asp）は

PEPCの一般的な阻害剤であるが、イネの細胞質

型PEPC( OsppclとOsppc2a；それぞれ、根と葉

身の主要PEPC）に比べ、 Osppc4はGluとAspに

対する感受性がかなり低いこと、すなわち、 Gluと

Aspで阻害されにくいことがわかった。この結果

は、 Osppc4は窒素同化・アミノ酸合成が活発な環

境、具体的には、 GS/GOGATが活発にアンモニア

を同化している葉緑体内で機能しうることを示して

いる。

（ウ）光合成における Osppc4の機能

光合成・光呼吸における機能の解析
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図151・4 イネ緑葉・葉肉細胞の一次代謝経路
GS/GOGATサイクル，窒素同化系； GS，グルタミン
合成酵素； GOGAT，グルタミン酸合成酵素； OAA,
オキサロ酢酸 ；20G,2オキソグルタル酸； PEP,
ホスホエノールピルビン酸； Pi，リン酸。

イネ PEPCリコンビナントタンパク質の酵素特性

Protein 
lso (malate) I曲ibitionI activation 
at pH 7.3 at pH 7.3 (fold) 
(mM) Asp Glu Glu6P 

0.11 

Km (PEP) (mM) 

pH 7.3 pH 8.0 

0.13 0.04 

Vmax (unit mg勺

pH 7.3 pH 8.0 

32.1 36.9 

表151・5

1.0 

2.51 

1.17 0.71 0.86 0.7 

1.08 0.24 0.04 0.05 28.3 21.8 

Osppcl 

Osppc2a 

Osppc4 

Maize root type* 

Maize C4 typeキ

0.08 

0.07 0.07 

0.01 

0.06 0.04 

1.03 

0.16 

2.00 

21.0 

19.1 

16.9 

18.0 

2.44 

全コード領域を含む細胞質型PEPC(Osppcl, Osppc2a）リコンビナントタンパ
ク質、トランジットペプチド領域を除いた葉緑体型 PEPC( Osppc4）リコンビ
ナントタンパク質を作製し、 PEPC活性を測定した。措抗阻害剤リンゴ酸に対す
るらおよび各種代謝エフェクターの効果は、それぞれのKm(PEP）値の2倍の
PEP濃度で測定した。アスパラギン酸 （Asp）、グルタミン酸 （Glu）、グルコー
ス6－リン酸 （Glu6P）濃度はそれぞれ、 5,5, 10 mM。
市 Donget al. (1998) Plant Cell Physiol. 39 : 865-873. 
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C02濃度（190ppm）では発現抑制で大きく低下し

た。同様に、葉身からのアンモニア揮散速度も低

C02濃度で大きく異なり、発現抑制で増大した。こ

れらの結果は、 Osppc4の発現を抑制すると光呼吸

経路で生成したアンモニアが同化されず気孔から放

出されること、すなわち、 Osppc4が光呼吸にとも

なう窒素同化においても有機酸供給系として機能す

ることを示している。この結果はまた、 Osppc4が

光合成、光呼吸が活発な光照射下で機能することを

示している。

b 葉緑体の還元力排出系としての機能

窒素同化のための有機酸供給以外の Osppc4の機

能として、葉緑体の還元力排出系としての役割が考

えられる。すなわち、 GS/GOGATサイクルの基質

はアンモニアであり、窒素源として硝酸を利用する

ためにはまず硝酸をアンモニアに還元する必要があ

る。この還元には8電子等量（葉緑体内で6電子等

量）の還元力が必要である。アンモニアが窒素源で

あれば還元力は消費されないが、葉緑体内に還元力

が貯まりやすくなる。葉緑体が過還元になると光合

成が阻害されることから（光合成の強光阻害）、葉

緑体は還元力をリンゴ酸として積極的に排出するシ

ステム（リンゴ酸バルブ）を有している。葉緑体内

にPEPCがあれば、過剰な還元力を効率的に排出

できると予想される（図 151-4参照）。クロロフィ

ル蛍光解析により、予想通り、 Osppc4の発現を抑

制すると葉緑体に還元力が貯まりやすいことが明ら

かにされた。

（エ） Osppc4の過剰発現

イネ・アクチンプロモーターあるいはイネ Cab

プロモーターに O伊1JJC4cDNAを連結したキメラ遺

伝子を導入し、 Osppc4を過剰発現させた（それぞ

れ、アクチン系統、 Cab系統）。葉身での Osppc4

発現が高い系統が数多く得られ（図 151-6）、葉身の

PEPC活性は最大約 30倍（Osppc4活性は最大約

100倍）に達した。

ホモ系統の選抜を兼ね、 Tl世代（ヘテロ ＋ホモ

組換え体）を用い生育を比較したところ、アクチン

系統、 Cab系統ともに、高窒素条件で分げつが増え

ることがわかった。3種類の窒素施肥量でアクチン

系統の生育を比較したところ、低窒素条件、中窒素

条件では生育（地上部乾物重）は非形質転換イネと

ほぼ同じだったが、高窒素条件ではすべての系統で

NT Cab promoteに：Osppc4cDNA {TO) 

－．，， 

NT OsRAc1 promoter.:Osppc4 cDNA {TO) 

ーー－－

AntトPEPC

図151-6 Osppc4過剰発現イネ（形質転換当代 ；TO)

葉身のウエスタンプロット解析

矢印は Osppc4バンドの位置を示す。

生育が促進された。PEPC産物から合成されるリン

ゴ酸含量は生育促進にともなってむしろ減少したこ

とから、高窒素条件では、過剰発現させた Osppc4

の働きで合成された有機酸が速やかに生育に使われ

ることカ宝わかった。

エ考察

葉緑体型PEPCは、アンモニアを主要窒素源と

する環境に適応するための酵素であり、窒素同化・

アミノ酸合成のための有機酸（炭素骨格）供給系と

して機能することが明らかにされた。発現抑制で窒

素同化が抑制されることから、本酵素が炭素同化と

窒素同化を結ぶ鍵酵素であるものと考えられる。ま

た、当初の予想通り、本酵素が葉緑体の還元力の過

剰蓄積を抑えることがわかり、葉緑体のレドックス

制御に重要な役割を担うことが明らかにされた。ま

た、光呼吸にともなう窒素同化においても、葉緑体

型PEPCが有機酸供給系として機能することも確

認できた。

予備的実験結果であるが、葉緑体型PEPCを過

剰発現させるとイネの生育が促進されることがわ

かった。高窒素条件で生育促進が見られたことから、

過剰発現で有機酸（炭素化合物）の供給が増え、そ

の結果窒素同化が促進されたと考えられる。過剰発

現イネの解析により、葉緑体型PEPCの機能の理

解がさらに深まるものと期待される。

オ今後の課題

本研究では、葉緑体内に PEPCがあるメリッ

トを充分に理解するには至らなかった。葉緑体型

PEPCをもっイネ属は好アンモニア性であり、硝酸

に比べアンモニア吸収能が高く、アンモニア存在下

で旺盛な生育を示す。本研究ではイネを用いて解析
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したが、葉緑体型PEPCの生理的意義の解明には、

好硝酸性作物との比較解析が必要である。また、発

現量は低いものの、葉緑体型PEPCは根でも発現

している（全PEPC活性の 10%程度）。根における

本酵素の機能も今後の課題である。

一般的に、作物の生産性は炭素同化と窒素同化の

バランスで決まり、いずれか一方を促進させても、

生産性は改良されないと考えられている。本研究で、

葉緑体型PEPCがイネの炭素同化と窒素同化を結

ぶ鍵酵素であることが示された。本酵素の過剰発現

あるいは改変で炭素同化と窒素同化のバランス （Cl

Nバランス）を人為的に変えることにより、イネ

の生育を促進させるとともに、窒素利用効率も高め

られるものと期待される。今後は、葉緑体型PEPC

を用いた生産性改良技術の開発を行う予定である。

力要約

（ア）イネ属特有の酵素、葉緑体型PEPCは、ア

ンモニアが主要窒素源である水田のような湛水環境

に適応するための酵素であることがわかった。

（イ）窒素同化・アミノ酸合成の炭素骨格として

使われる有機酸は、光合成産物から解糖系と TCA

回路を経て合成されるとされており、細胞質局在

性のPEPCが重要な役割を担うと考えられている。

イネは、解糖系に加え、葉緑体型PEPC関与する

独自の炭素骨格供給系をもつこと、この経路がアン

モニアを主要窒素源とする生育環境で主要な炭素骨

格供給系として機能することが明らかにされた。

（ウ）葉緑体型PEPCは葉緑体の還元力の過剰蓄

積を抑えることがわかり、葉緑体のレドックス制御

に重要な役割を担うことが明らかにされた。

（エ）葉緑体型PEPCの過剰発現で、イネの生育

が促進される可能性が示された。
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2 光合成炭酸固定酵素Rubisco量の適量化

(GPN0007) 

ア研究目的

今日までのイネの生産性の向上は、おもに土壌改

良や圃場整備等の環境改善、肥料・農薬の開発に伴

う栽培技術の進歩、また、作物自身への環境ストレ

スや病害虫に対する抵抗性の付加、さらには草型の

改良などによりなされてきた。しかし、個葉の光合

成能力そのものの改善は試みられてはいなしミ。今後、

さらに生産性の向上を計るためには、個葉のポテン

シャルとしての光合成能力の改善が重要である。し

かしながら、高等植物では光合成能力の改善に成功

した例はなく、いまだ具体的な方向性も示されてい

ない。

他方、現在の作物の生産は、窒素の施肥に大きく

依存している背景がある。とりわけ、作物生産の向

上に大きく貢献した草型の改良にその本質をみるこ

とができる。この草型の改良は、受光体制の改善に

よる最適葉面積指数の向上に成功した育種であった

点が評価されがちだが、窒素の多量施肥を可能にし

た点も見逃せない。すなわち、それは、葉の窒素含

量の増加を可能とし、窒素含量の増加によって光合

成能力を増大にさせ、生産の向上に成功をおさめた

点である。葉の窒素含量は光合成能力と高い相関関

係にあり、全葉身窒素含量の80%までが葉緑体構

成窒素に由来する（Makinoand Osmond l））。その

意味において、草型の改良による育種は単位土地面

積あたりの光合成能力の向上により成功した育種で

あると言える。しかし、窒素の多量施肥は、数多く

の問題を生んだ。窒素施肥のためのコストの増大は

もちろん、地下水の汚染や生態系への影響など、環

境への問題は深刻である。

もしポテンシャルとしての個葉光合成能力そのも

のの改善に成功したならば、それは光合成の窒素利

用効率を高めることにつながるので、窒素の施肥に

依存しない新しい方向での作物生産の維持と向上

に結びつく。同一施肥量で個葉光合成の向上がイ

ネの収量増につながった事例としては、（独）東北

農業センターと（独）農業環境研究所が行った開

放系圃場による野外高C02実験（FACE、freeair 

C02 enrichment、約200から 250ppmvのC02添
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加処理を行った）のすぐれた研究成果がある。その

結果によると、イネ品種の違いに関係なく FACE

区では5から 20%の収量増の効果があることが報

告された（Hasegawaet al. z））。収量増の要因は高

C02による光合成速度の増進効果で、 200から 250

ppmvの高C02処理は 30から 50%の光合成速度の

増加につながり、結果として栄養生長期の乾物重増

加とそれに伴う茎数増加が増収に直接結びついたこ

とが証明された。

個葉の光合成能力は集光系、電子伝達系、炭酸

固定系およびショ糖・デンプン合成系の4つの要

因のバランスによって決まり、とくに炭酸固定系

のC02固定酵素Rubisco(ribulose-1,5-bisphosphate 

car boxy lase/ oxygenase, EC 4.Ll.39）に多量の窒

素が投資されている。 Rubiscoタンパクの構成窒

素量は全葉身窒素含量の 25から 30%に相当する

(Makino et al. 3l）。最近の研究成果により、イネの

光合成機能のこれら 4つの因子の機能バランスはア

ジアモンスーンの高温湿潤気候に適応していること

がわかってきた。しかし、人類の活動激化に伴う地

球規模での大気C02分圧の急上昇や品種改良によ

るイネの栽培地の北上は、イネの光合成機能の面に

おいて、必ずしも適したものではなくなってきてい

る。例えば、 Rubisco機能に的をしぼると、高C02

環境では光合成全体のバランスにおいて Rubisco活

性が過剰となり（Nakanoet al. 4l）、北方環境（生

理的な低温下）ではRubisco活性が大きく不足する

(Makino and Sage 5l）。そこで、本研究課題では、

想定される近未来環境や北方環境での光合成機能に

寄与するイネの Rubisco量の最適化を試み、葉身の

光合成速度に対する窒素利用効率が向上させること

で、それら想定された環境下で高い光合成能を発揮

するイネを作製することを目的としたD

イ研究方法

（ア） Rubisco過剰生産イネの作製と光合成およ

びバイオマス解析

Rubiscoの小サブユニット遺伝子RBCS（核コー

ド）をセンス方向で導入し、 Rubisco量を増やした

イネ形質転換体を作製。栽培の窒素供給量を変えて、

低温環境（19/16°C: day/night）、低C02分圧（28

Pa）、および高C02分圧（120Pa）で栽培し、バイ

オマス生産の評価を行い、窒素吸収量を調べた。ま

た、それら各種環境で育てた変異体の Rubiscoの過

剰生産効果を調べた。 Rubisco過剰生産イネでは、

Rubiscoの生体内で部分的な不活性化が見られたの

で、電子伝達系の律速要因であるシトクロム bゲの

過剰生産を試みるべく、その複合体の一つである核

コードサブユニット、リスケ FeSタンパク質の遺

伝子PETCの変異体を作製し、光合成解析を行った。

あわせて、 Rubiscoactivaseの変異体も入手して、

その光合成特性も調べた。

（イ） RBCS遺伝子族の機能解析と分子種別RBCS

発現抑制イネの作製と光合成解析

イネの核ゲノム上に5種ある RBCS遺伝子の器官

別・生育ステージ、別発現量の変動を追って、幼植物

から出穂期まで調べた。第12染色体に存在する4種、

RBCS2から RBCS5までの3’末端の非翻訳領域の配

列を用いて分子種別の RNAi形質転換体の作製を試

みた。

得られたすべての分子種別発現抑制体から、明確

なRubisco量の低下がみられたRNAi系統を選抜し、

それらの変異体の Rubisco量と個葉光合成の解析を

行った。さらに、それら各種分子種別発現抑制体の

2分子種の発現抑制体と 3分子種の発現抑制体を作

製した。

（ウ）北方冷涼環境適応型Rubiscoへの改変

北方の冷涼環境適応型 Rubisco（比活性の高い

Rubisco）の Rubisco大サブユニット遺伝子RbcL（葉

緑体コード）としてポプラ由来のRbcLをモデル植

物（タバコ）への葉緑体形質転換を行った。ホスト

植物には、RbcL欠損タバコを用いた。合わせて、ユー

カリ、イネ、コムギなどのRbcL導入を行った。また、

RBCS (Rubisco小サブユニットタンパク質）に関

しては、コムギRECSのイネへの導入を行い、これ

ら得られた形質転換植物について、 Rubiscoの酵素

j舌↑生解析を行った。

ウ研究結果

本研究課題では、北方冷涼下および高C02環境

での炭酸固定酵素Rubisco量の適量化を図り、イネ

の光合成機能の向上を目的とした。

まず、 Rubiscoタンパク質の量的な調節機構を明

かにすべく、核にコードされる RBCSの5分子種

の器官別、生育ステージ別の mRNA発現パターン

を比較した（図 152・1）。葉身においては、第 12染
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図152-1 生育ステージ・器官別OsRBCSmultigene 

familyの発現

数字は発芽後日数。カッコ内数字は分析に供した最上
位の展開中の葉の葉位。右上図は葉鞘と根の拡大図。

色体にコードされる RBCS2から RBCS5の4分子種

が、ほぼ均等に植物の一生を通して、多量に発現さ

れていることがわかり、第2染色体にコードされる

RBCSJの発現はほとんど認められなかった。 また、

栄養成長期に特に強く発現し、 Rubiscoのタンパク

量と高い相闘が見られた（Suzukiet al. 5＞）。

そこで、 Rubiscoタンパク質の増強に関しては、

第12染色体にコードされる任意のRECSオウンプ

ロモーターと cDNA（ともに RBCS2を使用）の導

入による過剰発現体作製を試みた。一方、 Rubisco

タンパク質の抑制体の作製に関しては、さまざま

な量的な抑制体の作製をすることを目的に第 12染

色体にコードされる 4分子種RECSの分子種別の

RNAi体を作製した。第12染色体に座乗する RECS

の翻訳領域の配列は非常にホモロジーが高いので、

相同性のない3’末端の非翻訳領域の配列を用いて、

分子種別の RNAi体の作製を行った。過剰発現と

発現抑制のどちらの試みも、葉緑体にコードされる

RbcL遺伝子の改変を試みることなく、 Rubisco量

を増減させた変異体の作製に成功した。

RECS過剰発現による Rubisco量増強イネでは、

20から 30%のRubisco量が増えた系統が得られた

(Suzuki et al. 7＞）。それらの系統は、予想通り、低

温（19/16°C: day /night）と低C02環境（28Pa) 

下でバイオマス生産が増産されることがわかった。

図152-2に約63日栽培した個体レベルでのバイオ

マス生産の結果を示した。標準栽培条件（40Pa 

C02）下でも、 Rubisco過剰生産イネのバイオマス

の向上が若干認められ、その効果は、低温条件さ

らには低C02条件で促進されていた。このことは、

Rubisco量の増強が、冷涼な環境でのバイオマス確

保に有力な手段であり、北方適応型高バイオマスイ

ネの一つのモデルになることを強く示す、と同時に、

Rubiscoの律速性の高まる環境上限では Rubiscoタ

ンパク質の増強はバイオマス増産に効果があること

を示した。 一方、 Rubiscoが光合成の律速要因とは

ならない高C02条件ではバイオマス増産の効果は

なかった。この期間の窒素吸収量についても調べた

ところ、結果は概ね図 152-2で示したバイオマス量

と同じ結果を示した。このことは、 Rubiscoが過剰

生産されることで、植物の窒素要求量も増えている

ことを意味した。

Rubiscoの増強は一部にぬ1bisco活性の不活性化

を伴ったが（Suzukiet al. 7＞）、 Rubiscoの活性化酵

素Rubiscoactivaseの過剰生産は光合成の光誘導速

度を高めることがわかった（Yamori et al. s））。さら

に、核コードRECSの過剰発現のみによる Rubisco

タンパク質量増強のメカニズムに関して、翻訳レベ

ルを含め、明らかとした（Suzukiand Makino9>.10＞）。

葉身では、第12染色体にする座乗する4種（RBCS2

から RBCS5）が発現し、第2染色体の RBCSIは

ほとんど発現していなかった（上述）。そして、

全RECSmRNAの発現量、葉緑体コードのRbcL

mRNAの発現量およびRubiscoタンパク質量との

問には非常に高い正の相関関係があった（Suzuki

et al. 6＞）。そこで、 RBCS2から RBCS5の分子種別

の個別 RNAi体を作製したところ、 4分子種のすべ

ての RNAi体において発現抑制を行った分子種の

RECS mRNAの発現低下と Rubiscoタンパク質量

の減少が認められた（Ogawaet al. 11＞）。このことは、

複数種存在する RECSの一つの分子種のノックアウ

トが他の分子種の発現や翻訳レベルでは相補されな

いことを意味した。

これら RECSの4分子種別発現抑制系統におい

て、高C02環境（100Pa）適応型の選抜にも成功

した。一分子種の発現を抑制した RNAiイネの個葉

においては、低C02と高C02下の光合成の窒素利

用効率は互いにトレードオフの関係にあることが明

確となり、 Rubisco量の少ない個体ほど高C02での

光合成の窒素利用効率が高いことがわかった。現在

は、それらの発現抑制体を互いに交配し、 2分子種



成特性を調べた。イネ RbcL遺伝子の導入にも成功

しmRNAの発現は確認できたが、残念ながらイネ

RbcLタンパク質の翻訳はされなかった。現在は、

イネの葉緑体形質転換法について検討を行ってい

考察

イネは元来、アジア熱帯モンスーン気候の低C02

環境（産業革命以前は地球上の C02濃度は 280ppm

で安定していた）に適応した光合成機能を有してお

り、栽培地域の北上や人類の活動激化に伴う大気

のC02濃度の上昇は、いくつかの面で光合成機能

の環境不適応を生じている。そこで、まず、イネ

の光合成機能の特徴を冬作物であるコムギと比較

解析し（Nagaiand Makino 12））、北方冷涼環境下で

のRubiscoの最適化の参考とした。イネ Rubiscoが

C02に対する親和性が高く比活性が低いこと、逆に

コムギRubiscoはC02に対する親和性は低いもの

の比活性が高いなど、それぞれの種起源の気候に

適応した性質を持っていることが明らかになった

(Makino 13））。

次に、 Rubisco、RBCS遺伝子5分子種の mRNA

発現パターンの比較では、葉身において、アミノ酸

配列に変異のなかった第 12染色体コードの 4分子

種が、均等に発現されていた（Suzukiet al. 6））。こ

のことは、葉身に多量に存在する Rubiscoタンパク

は、 4分子種RBCS遺伝子のフル発現によって支え

られている可能性が考えられ、 l分子種の RNAi発

現抑制体でRubiscoタンパク質量の減少が認められ

た。また、他の分子種が相補できないことも明らか

になった。

分子種RBCS2のオウンプロモーター制御による

RBCS2導入による過剰発現によって 20から 30%の

Rubisco量が増えた系統が得られた。また、ここで

もl分子種の過剰発現は他の分子種の発現に影響を

与えず、 RBCSの分子種は互いに相補しないことが

明らかになった。Rubisco過剰生産イネでは、バイ

オマスの向上が若干認められ、その効果は、低温条

件さらには低C02条件で促進された。このことは、

Rubisco量の増強が、冷涼な環境でのバイオマス確

保に有力な手段であり、北方適応型高バイオマスイ

ネの一つのモデルになることを強く示すとともに、

Rubiscoの律速性の高まる環境上限では Rubiscoタ

る。

工
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図152・2 63日間、低温環境（19/16℃）、低C02環境（28

Pa C02）、 および高 C02環境 (120Pa C02) 

で生育させた Rubisco過剰発現体 （Sense-

RBCS、中央カラム）と発現抑制体 （AntiRBCS、

右カラム）イネの個体乾物量。

標準栽培は 25/20℃＆ 40 Pa C02oデータは平均値。
±標準誤差（n = 6）。 同一アルフアベット内では
Turkey-Kramer検定で有意差なし。

の発現抑制体の6種の組合せ系統と 3分子種の発現

抑制体の2種の組合せ系統を作製している。なお、

Rubisco過剰生産イネに関しては、戻し交配を繰り

返し、純化した世代が得られたので、隔離圃場での

野外実験に供すべく、現在は、生物多様性評価書作

成のための実験を進めている。また、 RBCS-RNAi

体についても高C02環境（100Pa）適応選抜系統

に関しては、戻し交配を続け、現在、純化世代を育

成中である。

また、北方の冷涼環境適応型 Rubisco（比活性の

高い Rubisco）種の RbcL遺伝子の導入も試みた。

RbcL遺伝子は葉緑体にコードされ、イネではまだ

葉緑体の形質転換法が確立していないので、葉緑

体形質転換のモデル植物であるタバコ葉緑体への

導入をまず試みた。双子葉植物であるポプラ RbcL

遺伝子の導入には成功し、独立栄養で成長するポ

プラ RbcL遺伝子を有する hybridRubiscoを持つ葉

緑体形質転換体タバコを作製に成功し、その光合
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ンパク質の増強はバイオマス増産に効果があること

を示した。この期間の窒素吸収量も同じ結果を示し

た。このことは、 Rubiscoが過剰生産によって、植

物の窒素要求量も増えていることを意味した。

Rubiscoの増強は一部に Rubisco活性の不活性化

を伴った（Suzukiet al. 7~ 。 Rubisco の活性化酵素

Rubisco activaseの過剰生産は、 Rubiscoの活性化に

は影響を与えず（Yamori et al. sJ）、 Rubiscoの活性

化率低下は電子伝達系からの制御である可能性が考

えられた（Yamori et al. 14) , Nishikawa et al. 15））。

しかしながら、 Rubiscoactivaseの過剰生産は

Rubisco量を減少させる傾向にもあり（Yamoriet 

al. sJ）、 Rubisco過剰生産イネでの Rubiscoactivase 

量を調べる必要がある。

RBCS4分子種の個別発現抑制系統における光合

成解析では、低C02と高C02下の光合成の窒素利

用効率に、互いにトレードオフの関係にあることが

明確となった。このことは、 Rubiscoのわずかな量

的な減少は、現在の C02分圧下の環境に対しては

不利であるが、将来予想される高C02環境におい

ては有利な改変であることを示唆した。また、 l分

子種による発現抑制体では、 Rubisco量の少ない個

体ほど高C02での光合成の窒素利用効率が高いこ

とが示された。今後は2重変異体や3重変異体での

同様の解析が必要となる。

葉緑体コードであるRbcL遺伝子の導入も試みた。

イネではまだ葉緑体の形質転換法が確立していない

ので、モデル植物であるタバコ葉緑体への導入をま

ず試みた。双子葉植物であるポプラやユーカリの

RbcL遺伝子の導入では、 hybridRubiscoを持つ形

質転換体タバコを作製に成功した。しかしながら、

イネやコムギのRbcL遺伝子の導入はでき mRNA

の発現は確認できたが、イネとコムギのRbcLタン

パク質は検出されなかった。単子葉類と双子葉類の

違いによるものかも知れない。

オ今後の課題

（ア） RECS過剰発現イネで、 Rubisco量が実際に

増加した個体では、必ず部分的な Rubiscoの不活

性化を伴っていた。その問題を解消できれば、さ

らなる光合成やバイオマス生産向上が期待される。

Rubisco増強イネにおける Rubiscoの部分的な不活

性化は、 RuBP再生産にかかわる他の光合成の律速

要因とのアンバランスのため生じるものであると考

えられるため、今後は、 RuBP再生産にかかわる候

補の増強が必要であり、現在は Rubiscoactivaseの

増強、電子伝達系シトクロム b6f複合体の増強、お

よびカルピン回路酵素SBPaseとTransketolaseの

増強に着手している。 Rubisco増強イネとのそれら

の変異体の交配育種を考えている。

（イ）高C02環境適応型として選抜されたRBCS4

とRBCS5のRNAiの2系統について、 Wild-typeの

パッククロスを進め、純化進行中である。これら

の高 C02環境でのバイオマス生産や収量向上につ

いて検討したい。また、必要に応じて、上記RuBP

再生産増強イネとの交配育種も考えている。

（ウ）北方の冷涼環境適応型Rubisco（比活性の

高い Rubisco）のイネへの完全導入を考えている。

核コードRBCS-RNAi体の交配により 4分子種す

べての発現を抑制した変異体に、冷涼環境適応型

Rubisco （比活性の高い Rubisco）の RECS遺伝子

を導入して救済し、 RBCL遺伝子を葉緑体形質転換

によって導入させた変異体と組み合わせる案を考え

ている。現在、コムギのRBCSの導入置換体イネ作

製をめざして進めている。最大の問題点はイネの葉

緑体形質転換技術の確立である。

力要約

本研究課題では、北方冷涼下および高C02環境

での C02固定酵素Rubisco量の適量化を図り、イ

ネの光合成機能の向上を目的とした。

まず、 Rubiscoタンパク質の量的な調節機構を明

かにすべく、核にコードされる RBCS、5分子種の

mRNA発現を詳細に調べたところ、葉身において

は、第 12染色体にコードされる 4分子種をほぼ均

等に植物の一生を通して発現されていた。また、各

葉位の出葉展開期に多量に発現していることがわか

り、 Rubiscoタンパク量とは非常に高い相闘が見ら

れたD

そこで、 Rubiscoタンパク質の増強を計るために、

第四染色体にコードされる RBCSオウンプロモー

ターと cDNA（ともに OsRBCS2を使用）の導入に

よる過剰発現体作製を試みた。一方、 Rubisco発現

抑制体の作製に関しては、さまざまな量的な抑制体

の作製をすることを目的に第 12染色体にコードさ

れる 4分子種RECSの3’末端の非翻訳領域の配列を
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用いて分子種別のRNAi体を作製した。どちらの試

みも、葉緑体にコードされる RbcL遺伝子の改変を

試みることなく、 Rubisco量を増減させた変異体の

作製に成功した。

RBCS過剰発現による Rubisco量増強イネで

は、低温と低C02環境下でバイオマス生産が増産

されることがわかった。 Rubiscoの増強は一部に

Rubisco活性の不活性化を伴ったが、その要因を

解明することはできなかった。一方、 Rubiscoの

RBCSの4分子種別発現抑制系統から高C02環境

(100 Pa）適応型の選抜にも成功した。一分子種の

発現を抑制したイネ個葉においては、低C02と高

C02下の光合成の窒素利用効率は互いにトレードオ

フの関係にあることが明確となり、 Rubisco量の少

ない個体ほど高C02での光合成の窒素利用効率が

高いことがわかった。

北方の冷涼環境適応型Rubisco（比活性の高い

Rubisco）種のRbcL遺伝子の導入も試みた。 RbcL

遺伝子は葉緑体にコードされ、イネではまだ葉緑体

の形質転換法が確立していないので、葉緑体形質転

換のモデル植物であるタバコ葉緑体への導入をまず

試みた。双子葉植物であるポプラ RbcL遺伝子の導

入には成功し、独立栄養で成長するポプラ RbcL遺

伝子を有する hybridRubiscoを持つ葉緑体形質転

換体タバコを作製に成功し、その光合成特性を調べ

た。イネ RbcL遺伝子の導入にも成功し mRNAの

発現は確認できたが、残念ながらイネ RbcLタンパ

ク質の翻訳はされなかった。イネの葉緑体形質転換

法については、研究期間内には成功しなかった。
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研究担当者（牧野周ヘ鈴木雄二）

3 光エネルギー利用効率の最適化：イネの戦略

(GPN0008) 

ア研究目的

光は先合成に必須であるが、過剰な光エネルギー

の受容は活性酸素の生成を介し、光合成装置を破壊

する。この光傷害を回避するため、植物は光合成で

の光利用効率を調整している。しかし過度の光合成

の制御は、弱光下での光合成を下げることになる。

複雑なのは、光強度は、秒～分のオーダーで大きく

変動し、また同一個体内でも葉の位置により、光の

過剰と不足が同時におきることである。光合成の基

本装置は長い進化の末に獲得されたものであり、作

物の光合成効率を上げることは不可能ではないが、

難しい問題であろう。しかし、光合成調節のメカニ

ズムは種によって違いが見られ、改変により変動す

る光環境下で光合成効率を高いまま維持する技術の

開発は現実的な課題である。本研究では、圃場での

イネの光環境適応戦略を明らかにするとともに、そ

れを強化する遺伝子の探索と光ストレスに強い光合

成装置のモデル化を目的とした。

イ研究方法

（ア）圃場で生育するイネの光合成解析

Monitoring-PAMシステムを用いて、京都大学の

実験圃場で生育するイネの光合成の周日変動、季節

変動を測定した。

（イ）イネにおける PGR5タンパク質依存サイク

リック電子伝達の機能解析

日本晴を用いてイネ PGR5遺伝子のノックダウン

株を作製した。ウエスタン解析でPGR5タンパク

質の蓄積量の低下した3ラインを選抜した。クロ

ロフィル蛍光解析、 P700解析、 ECS解析は Dual-

PAMシステムを用いて行なった。三酸化炭素固定

速度は LI-6400を用いて測定した。

（ウ） Flvの光合成に対する影響の評価

ヒメツリガネゴケ FlvA、FlvB遺伝子をクローン

化し、 35Sプロモーターの支配下で発現するコンス

トラクトを作製した。この遺伝子をシロイヌナズナ

pgr5変異株及び野生株に導入し、抗体により Flv

を高蓄積するラインを選抜した。クロロフィル蛍光

解析は Mini-PAMシステムを用いて行なった。

（エ） Flvによるイネ光環境ストレス耐性強化

ヒメツリガネゴケ FlvA、FlvB遺伝子をクローン

化し、ユピキチンおよび、petCプロモーターの支配

下で発現するコンストラクトを作製した。この遺伝

子をイネ野生株（日本晴）に導入し、抗体により

Flvを高蓄積するラインを選抜した。クロロフィル

蛍光解析は Mini-PAMシステムを用いて行った。

ウ研究結果

（ア）圃場で生育するイネの光合成解析

圃場で生育するイネ野生株について、光化学系E

の光阻害を周日測定した。その結果、比較的光を好

むとされるイネにおいても、日中に 10-13%の最大

量子収率の低下が観察された。同様に電子伝達速度

を測定すると、午後に顕著な電子伝達速度の低下が

見られた（図 153-1）。これは、いわゆる「光合成の
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昼寝現象」を電子伝達速度で捉えたものである。電

子伝達速度の低下は、光傷害の進行より遅れてみら

れ、昼寝現象は光傷害により直接もたらされるので

はなく、光化学系Eの下流の電子伝達律速に起因す

ることが明らかになった。また光利用の季節変動を

調べると、光の照射角度の高い生育期には垂直葉で

の受光量は低いが、登熟期では高くなり光阻害も顕

著になることが明らかになった。

熱散逸はクロロフィルの励起エネルギーを熱に換

えて捨てるメカニズムであり、クロロフィル蛍光解

析でNPQのqE成分として測定される。qEはチラ

コイドルーメンの酸性化をモニターして誘導され

る。その際、 pHの感受に関わるのが、 PsbSタンパ

ク質である。イネ PsbS遺伝子のノックダウン株は、

qE誘導能を欠く（1）。この植物を特定網室で栽培

し、圃場に近い条件で、光エネルギーの利用を調べ

た（図 153-2）。その結果、晴天時には、ノックダ

ウン株では光傷害により失われるエネルギーが増加

するが、曇天時には、逆に電子伝達に利用される光

エネルギーは増えた。野外の環境では qEの必要性

に疑問の余地はないが、 qE誘導には最大光合成活

性維持とのトレードオフが存在することが明らかに

なった。

（イ）イネにおける PGR5タンパク質依存サイク

リック電子伝達の機能解析

サイクリック電子伝達は光化学系 Iのみで駆動

され、酸素発生、 NADPHの生成無しに、 llpHを

形成する（2)a llpHはATPの合成だけではなく、

qEの誘導にも必要である。したがってサイクリッ

弱光条件の日（9/13)

（日光積算値：小）
100% 

90% 

80% 

70% • ~PSll 
60% 電子伝達

‘－‘ 一司‘．

~~E 勲放散50% 

40% 26.41%一一一一一一－9.17% 10 43%一一一
30% よ三与~ 6.18%一一一一ー一一一一6.72%一一 ~q光｜阻害
20% 

5.94% ・H,D

ク電子伝達は、光合成の光環境適応の鍵を握る。本

プロジェクトでは、 PGR5タンパク質の欠損によっ

て生じる光傷害を軽減する遺伝子の探索とその遺伝

子を用いたイネの改変を目標とした。そこでまず、

イネにおける PGR5欠損の影響を詳細に解析した。

イネ PGR5遺伝子ノックダウン株は、グロース

チャンパーでの総バイオマス量に若干の減少が見

られた（図 153-3）。シロイヌナズナpgr5変異株同

様に NPQの誘導に大きな減少が見られた。被子植

物においては、 NPQの大部分は qE成分から成る。

また光化学系 Iの反応中心である P700が光照射下

で強く還元した（図 153-4）。このことは、サイクリッ

ク電子伝達の欠損により ATPが二酸化炭素固定を

律速することで、ストロマに NADPHが高蓄積し、

光化学系 Iからの電子受容能力が低下していること

を示している。
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図153・1 晴天時における光化学系E量子収率の

午前／午後の比較
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強光条件の日（10/3)
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図153・2 曇天時（9/13）と晴天時 (10/3）の光利用効率の比較
野生株と PsbSノックダウン株（llpsbS）について周日測定を行なった積算値の分配比を示す。IPSII、
電子伝達に利用。IqE、qE成分として散逸。Iql、光阻害で、失った。エf,D、その他。
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さらにイネ PGR5ノックダウン株の二酸化炭素固

定速度を測定した。すべての二酸化炭素濃度にお

いて若干の固定速度の低下が見られ、このことは

穏やかな総バイオマス量の低下と矛盾しない。イ

ネのPGR5ノックダウン株の表現型の原因をさら

に調べるため、 ECSシグナルの測定を行なった。

Electrochromic shift (ECS）は、 protonmotif force 

(pmf.企pHと膜電位の総和）形成によるカロチノイ

ドの吸収変化をモニターするものであり、サイク

リック電子伝達の直接の産物であるpmfを反映す

る。イネのPGR5ノックダウウン株では、特に強光

領域で、pmfの低下が顕著で、あった。一方、 gH＋は

野生株 PGRSノックダウンイネ

図153-3 グロースチャンパーで生育させたPGR5

ノックダインイネ

わずかであるが統計的に有為なバイオマスの
減少を示す。
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明所から暗所に移した際の ECS解消のキネティク

スから求められ、主に ATPaseによるpmfの解消

を反映する。イネの PGR5ノックダウウン株では、

gH＋の上昇が観察された（図 153-5)(3）。

（ウ） Flvによる光環境ストレス耐性強化

Flavodiiron protein (Flv）はシアノバクテリアで

見つかり、光化学系Eの光傷害回避にはたらくもの

と、 NADPHによる酸素の二電子還元を触媒するも

のとがあると考えられている。Flvはヒメツリガネ

ゴケでは保存されているが、シロイヌナズナやイネ

などの被子植物には存在しない。ヒメツリガネゴケ

Flv遺伝子のシロイヌナズナpgr5変異株への導入

は、変異株の表現型を劇的に軽減した。したがって、

Flv遺伝子は、本プロジェク トで我々が求めていた

ものであった。

シロイヌナズナpgr5変異株は、イネのPGR5ノッ

クダウン株同様、 NPQの減少と P700の還元を示す

(4）。また光化学系Eでの電子伝達速度（ETR）の

減少においては、イネより強い表現型が見られた。

いずれの表現型においても Flv遺伝子の導入によ

り、大幅な表現型の改善が見られた（図 153-6）。

Flv遺伝子の導入は、シロイヌナズナpgr5変異株

の表現型を軽減した。それでは、シロイヌナズナ野

生株の光合成のどのような影響を与えるだろうか？

このことを明らかにする為に、 Flv遺伝子をシロイ

ヌナズナ野生株に導入した。Flvタンパク質蓄積シ
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図153-4 イネ PGR5ノックダウン株の電子伝達解析

A) NPQの光強度依存性
B）光化学系Eでの電子伝達速度 （ETR）の光強度依存性
C) P700酸化の度合い（企Al企Amax）の光強度依存性
85、236、391はイネPGR5ノックダウン株。236は微量の PGR5を蓄積する。
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500 μmol photons m・2 sec・1の光照射下で、暗黒パルスを与え、 ECSの解消をモニターした。
イネPGR5ノックダウン株 （8-5、23-6、39-1）では、解消が速い。ECStは、 pmfに相当する。
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図153-6 Flvを導入したpgr5に見られる電子伝達異

常の緩和

ETRの光強度依存性を評価。 Flvの導入によ
りpgr5のETRが野生株レベルまで回復

ロイヌナズナでは、定常状態の光合成に影響は見ら

れなかった。Flvはおそらく NADPHを基質とする

が、 二酸化炭素固定とは大きく競合しないことが明

らかになった。一方、 Flv蓄積シロイヌナズナは、

光照射直後に高い電子伝達速度を示した。光合成が

立ち上がる際には、カルピンサイクルの活性化に時

間を要し、還元力が過剰となる。このとき、 Flvが

NADPHを酸化して電子の受容体を供給していると

考えられる。

（エ） Flvによるイネ光環境ス トレス耐性強化

Flv遺伝子の導入がイネの光合成に与える影響を

調べる目的で、同遺伝子をイネ野生株に導入した。

シロイヌナズナの野生株同様に定常状態の光合成に

。色Z

曜60・30 0 30 60 90 120 150 180 210 240 

Time after Al on (S) 

図153-7 Flv導入イネ見られた速いNPQの誘導

暗所馴化した植物に光照射し、 NPQ誘導の
経時変化を見た。実線がイネ野生株。点線が
Flv導入イネ。照射後90秒程度まではFlv導
入イネの NPQが高く、 Flvが電子シンクと
なっていることを示している。

影響は見られなかった。しかしながら、光合成の誘

導時に、光化学系Eの電子伝達速度の増加と速い

NPQ誘導を観察した（図 153-7）。

エ考察

（ア）聞場で生育するイネの光合成解析

圃場はイネにとってある程度望ましい生育環境で

あるが、それでも光傷害が観察された。実際多くの

光エネルギーは熱（qE成分）として捨てられ、光

合成に利用されない。この傾向は、垂直葉に対して

照射量が増大する登熟期に顕著になる。光傷害は、

弱光下で光合成の低下を直接引き起こすので、光傷

害の緩和により、圃場で生育するイネの光合成速度
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を増加させる可能性が示唆された。垂直葉での葉面

積あたりの受光量が生育期に低いのは不思議に思え

るが、群落での生育を考えたとき、亜飽和光を広い

葉面積で受けるイネの戦略と考えられる。光合成の

昼寝現象の原因を特定することはできなかったが、

この現象が電子伝達速度の低下を伴うことを明確に

示すことができたことは、今後の研究に重要な情報

となる。

NPQは変動する光環境下で光傷害の回避に必須

である。しかしながら、曇天下では、むしろ光利用

効率を低下させてしまうことが明らかになった。し

たがって、 NPQのサイズは、光環境ストレスの強

さと最大光合成活性の間のトレードオフにより最適

化される必要があるだろう。

（イ）イネにおける PGR5タンパク質依存サイク

リック電子伝達の機能解析

我々はすでに、シロイヌナズナにおいて PGR5タ

ンパク質に依存するサイクリック電子伝達の生理機

能を明らかにしている。しかしながら、シロイヌナ

ズナは必ずしも光合成の生理学解析に適した植物で

はなく、イネを材料として、さらなる重要な知見を

得た。イネのPGR5ノックダウン株では電子伝達速

度と三酸化炭素固定に対する影響はわずかであっ

た。このことは、イネにおいて waterwaterサイ

クルなど別の alternativeelectron transportの活性

が高いことが考えられる。しかしながら、 NPQや

P700の酸化には強い表現型が観察され、 PGR5依

存のサイクリック電子伝達が、光合成より葉緑体内

のレドックスバランスの維持に重要なことが示唆さ

れた。 PGR5ノックダウン株では、 pmfの減少とと

もに、 gH＋としてモニターできるプロトンの流出速

度の増大が観察された。このことは、サイクリック

電子伝達の欠損にともなう ATP不足の補正を示し

ている可能性があるが、今後の解析が必要である。

ATPaseの活性化は.1pHの解消を伴い、葉緑体内

レドックスバランスの崩壊を引き起こすのかもしれ

ない。

（ウ） Flvによる光環境ストレス耐性強化

Flvは、 NADPHから電子を受け取り酸素を水ま

で還元する。したがって、一種の waterwaterサ

イクルを触媒するが、活性酸素を作ることはない。

Flvの導入が、シロイヌナズナpgr5変異株の表現

型を劇的に軽減したことから、 Flvへの電子伝達速

度がPGR5依存サイクリック電子伝達に匹敵するも

のであると考えられる。 FlvはNADPHを基質とす

る反応を触媒するが、野生株で定常状態での光合成

の低下はみられなかった。そのため、野生株におい

てカルピンサイクルと競合する可能性は低いと考え

られる。このことは、 Flvの育種利用を考えると重

要である。

シロイヌナズナ野生株へのFlv遺伝子の導入は、

光合成の始動時に電子伝達速度を増加させる働きが

あった。このことは、カルピンサイクルカ宝NADPH

を消費しきれない際に、 FlvがNADPHを酸化し、

電子シンクとして機能しうることを示唆している。

このような状況は、光合成の始動時のみならず、弱

光から強光への光強度の急激な変動によっても起こ

りうる。光強度の変動は植物には大きなストレスに

なるが、野外では頻繁に起きる。 Flvの導入が野外

環境での植物のストレス緩和に機能しうる可能性を

示唆している。

Flvの導入はストロマに還元力が過剰蓄積する状

況 (pgr5変異株背景および光合成始動時）に大き

な機能を果たす。それではなぜ被子植物はFlvを進

化の過程で、失ったのであろう？被子植物では PGR5

依存のサイクリック電子伝達が大きな機能を果た

す（3、4）。また陸上植物の進化の過程で植物はも

う一つのサイクリック電子伝達装置である NDHの

構造と機能を大きく変えた（5、6）。どちらのサイ

クリック電子伝達もフォレドキシンから電子を受け

取る（7）。被子植物は葉緑体レドックス調節のより

効率的な装置として2つのサイクリック電子伝達系

を進化させ、その過程でFlvを失ったことになる。

リニア電子伝達を含め電子分配の制御をフェレドキ

シンに集中させることが重要だったのかもしれない

（函 153-8）。ブエレドキシンからの電子分配に強い

制御をかけることにより、弱光下で無駄に NADPH

を失う危険を避けることができる。しかしながら、

Flvが還元力が過剰な際にのみ働くように制御でき

れば、有力なストレス緩和装置に成り得るであろう。

（エ） Flvによるイネ光環境ストレス耐性強化

イネ野生株への Flvの導入により、本質的にシロ

イヌナズナ野生株への導入の場合と同様の表現型が

観察された。しかし表現型は、イネでは比較的弱い

ものであった。このことは、前述のように、イネが

本来高い waterwaterサイクル活性を有する為か
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図153-8 光化学系 I以降の電子分配

フェレドキシンから受け取った電子はFNRを介し
てNADP＋の還元に使われる（主に C02固定に使われ
る）他、 2つのサイクリック電子伝達経路、酸素還元
(water water cycle）、窒素固定等にも使われる。Flv
はNADPHから電子を受け取ると考えられ、二酸化
炭素固定と競合する危険性がある。

もしれない。本研究で観察された表現型が、いかに

イネの光環境ストレス耐性強化に寄与するかは、今

後の研究が必要である。

オ今後の課題

（ア）圃場で生育するイネの光合成解析

光合成の昼寝現象の原因を明らかにするには、光

化学系E以外に、光化学系Iや二酸化炭素の固定な

ど、光合成を複数の点でモニターする必要がある。

しかしながら、野外の測定には限界がある。実験室

で昼寝現象を再現するか、あるいは野外でのメタボ

ローム解析など異なる技術を組み合わせる必要があ

る。また本プロジ、エク トでは、葉緑体での還元力の

過剰蓄積に焦点を絞り、 Flvの貢献を明らかにした。

このタイプの光傷害がどの程度圃場のイネの光合成

を下げているのか、解析が必要である。

（イ）イネにおける PGR5タンパク質依存サイク

リック電子伝達の機能解析

イネ、シロイヌナズナに共通して PGR5欠損によ

る表現型解析の残された問題は、 gH＋の増加の理由

である。これは ATPaseの活性化なのか、あるい

は光傷害の一種で不可逆的なプロトン漏れであるの

か？前者であれば、そのメカニズムはいかなるもの

なのか？充分なサイクリック電子伝達活性が保証さ

れていれば、 ATPaseのさらなる活性化は光合成活

性を上げる要因に成りうる。今後の極めて重要な研

究課題である。

（ウ） Flvによる光環境ストレス耐性強化

Flvによりシロイヌナズナpgr5の劇的な表現型

の回復が明らかになった。このメカニズムとして、

NADPHによる酸素の二電子還元が考えられる。残

された課題は、この電子伝達の直接的な証明であり、

非放射性同位体酸素を用いた酸素還元速度の直接測

定が有効である。

（エ） Flvによるイネ光環境ストレス耐性強化

野生型での Flvの効果は、シロイヌナズナほど顕

著ではないが、イネでも見られた。変動する光環境

での光合成について実験室での詳細な解析が必要で

ある。最終的には、野外での表現型の評価が必須で

あろう。

力要約

（ア）圃場で生育するイネの光合成解析

圃場のイネの先合成、光傷害の進行を周目、季節

変動レベルでモニターする系を確立した。

（イ）イネにおける PGR5タンパク質依存サイク

リック電子伝達の機能解析

イネにおいて PGR5タンパク質依存のサイクリッ

ク電子伝達は、葉緑体レドックス恒常性維持に重要

な働きを果たしていることを明らかにした。その制

御には、チラコイド膜を介したプロトン移動の制御

が絡んでいる。

（ウ） Flvによる光環境ストレス耐性強化

シロイヌナズナpgr5変異株背景で、 Flvの大き

な貢献を示した。また Flvが野生株背景で、光合成

始動時に大きな電子シンクになることを明らかにし

た。

（エ） Flvによるイネ光環境ストレス耐性強化

シロイヌナズナほど顕著ではないが、イネ野生株

においても Flvが光合成始動時に電子シンクと成る

ことを明らかにした。
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IV 研究目的

1 イネと微生物の遺伝子ネットワークの解明

菌根共生過程全般における CSPの関与を解明す

るとともにマメ科植物において存在が予想されてい

る菌根共生特異的経路の分子的実体を解明する。ま

た、 CSPとは独立または上位で菌根共生を支配す

る新規遺伝子の単離を試み菌根共生における養分効

率利用に関わるイネ遺伝子ネットワークを解明す

る。 CSPにより着生・増殖が制御されるエンドファ

イト等を単離することにより、エンドファイト共生

における CSPの関与を明らかにする。また、イネ

に成長促進等の有用形質を付与するエンドファイト

研究の要約

についてその定着・増殖に関わる遺伝子をイネとエ

ンドファイト両方で単離・同定し、エンドファイト

の働きによる養分効率利用に関わるイネ遺伝子ネッ

トワークの全体像を、エンドファイトの知見とあわ

せて解明する。

2 イネと病原微生物の遺伝子ネットワークの解

明

イネいもち病菌による MAMPs提示回避機構の

解析、いもち病菌エフェクターがイネの抵抗性を抑

制する機構の解析を実施し、これらのいもち病菌の

感染戦略に応答するイネの遺伝子ネットワークをイ

ネいもち病菌の視点も加味して明らかにする。圃場

抵抗性遺伝子の性状と作用機構の解析、誘導抵抗性

の中核を担う転写因子の機能発現機構の解析、エン

ドファイト共生による誘導抵抗性機構の解析、いも

ち病菌の MAMPsのシグナル伝達機構を通じて非

特異的ないもち病抵抗性に関わる遺伝子ネットワー

クを解明する。遺伝学的手法による耐病性関連遺伝

子群の同定と機能解析、シグナル伝達因子を是がか

りとした耐病性に関わるタンパク質複合体の生化

学、細胞学的解析により真性抵抗性遺伝子の起動か

ら抵抗性発動に至る経路の全体像を解明する。

v 研究方法
1 イネと微生物の遺伝子ネットワークの解明

マメ科植物で菌根共生と根粒共生の両方に関わる

遺伝子のイネオルソログ候補について、対応するマ

メ変異系統での相補試験を行う。菌根共生の効率を

よ位で支配する遺伝子の同定をめざしてイネコアコ

レクション等における菌根共生の品種間差異の検出

法を検討する。イネ根圏エンドファイトの群集構造

解析を行い、エンドファイト共生に関わるイネ遺伝

子の同定をめざすとともに、栽培条件等によってポ

ピュレーションが変化するエンドファイトの同定を

行う。農業上有用なエンドファイトについて植物体

着生後の形質発現機構を分子生物学的に明らかにす

る。
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2 イネと病原微生物の遺伝子ネットワークの解

明

ミュータントパネル等を利用した逆遺伝学的手法

によりいもち病抵抗性に関わる新規遺伝子を単離・

同定する。いもち病圃場抵抗性遺伝子の作用機構を

明らかにして実用化の可能性を検討する。低分子量

Gタンパク質をコアとするイネの抵抗性シグナル伝

達機構をタンパク質問相互作用やタンパク活性化の

可視化技術の開発等により明らかにする。イネの誘

導抵抗性の中核因子の作用機構を明らかにし、実用

面でのさらなる性能向上への適用を検討する。いも

ち病菌の初期感染過程における細胞表層の変化や遺

伝子発現の解析から、イネの抵抗性回避に関わるい

もち病菌の戦略を通じてイネの防御機構の欠陥を明

らかにし、新規抵抗性付与戦略の基盤的知識を得る。

研究計画表（研究室別年次計画）

研究課題
研究年度 担当研究機関・研究室

08 09 10 11 12 機関 研究室

2 イネと微生物の遺伝子ネットワーク

の解明

(1) イネと微生物の遺伝子ネットワー

クの解明

1) イネ・菌根菌共生系の感染応答過 司 農業生物資源研究 植物共生機構研究

程を制御する遺伝子ネットワークの解明 所 ユニット

(PMIOOOl) 

2) エンドファイトイネの共生相互作用の 東北大学 生命科学研究科・

解明（PMI0002) 地圏共生遺伝生体

分野

3) イネにおける菌根共生品種間差とそ - ．ー 名古屋大学 生命農学研究科・

の分子的基盤（PMI0003) 作物科学研究分野

4) イネー細菌エンドファイト相互作用 可 東京農業大学 生物応用化学科・

に働くイネ遺伝子の同定と機能解明 生物制御化学

(PMI0004) 

2 イネと病原微生物の遺伝子ネットワークの

解明

1) 病害抵抗性関連遺伝子の単離と遺 司 -農業生物資源研究 耐病性作物研究開
伝子間ネットワークの解明（PMI0005) 所 発ユニット

2) いもち病菌感染初期の菌糸伸長を -司 -・． 三重大学 生命科学研究支援

抑制するイネ圃場抵抗性遺伝子の単 センター・植物機

離と機能解明（PMI0006) 能ゲノミクス部門
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3) 耐病性シグナル伝達に関わるタンパ -奈良先端科学技術 バイオサイエンス
ク質複合体の機能解明（PMI0007) 大学院大学 研究科・植物分子

遺伝学講座

4) イネの誘導抵抗性におけるシグナル・ - ・ー 農業生物資源研究 耐病性作物研究開

ネットワーク解明（PMI0008) 所 発ユニット

5) 感染初期におけるイネとしもち病菌
．』
農業生物資源研究 植物・微生物間相

相互作用の解明（PMI0009) 所 互作用研究ユニット

6) いもち病菌エフェクタータンパク質に 『． -岩手生物工学研究 生命科学研究部・
よるイネ耐病性発現調節機構の解明 センター 遺伝学ゲノム学研

(PMIOOlO) 究分野

注）文中の図、表、写真に付した番号は、上記研究課題番号とその中の一連番号を組合せて表示しである。
（例： 2-(1)-1)の課題の l番目の図の場合は、図211-1と表示）

羽研究結果

1 イネと微生物の遺伝子ネットワークの解明

マメ科の菌根共生および根粒共生に必須な CSP

遺伝子群のイネオルソログ候補がモデルマメ科であ

るミヤコグサの変異体においても機能すること、イ

ネの菌根着生およびそれによる生育効果に品種間差

異が認められること、イネ CSP経路がイネ根エン

ドファイトの群集構造制御に深くかかわる可能性等

が示された。また栽培条件に対応するイネ根圏のエ

ンドファイト群集構造変化をメタゲノム手法で解析

し、水田からのメタン産生制御等に関わるエンド

ファイトの同定に向けての重要な知見を得ることが

できた。

2 イネと病原微生物の遺伝子ネットワークの解

明

イネいもち病抵抗性に関わる遺伝子単離・同定

を既知の鍵因子を手掛かりとして展開し、 OsPtila、

OsRacl、OsWRKY45を中心とする遺伝子ネットワー

クの解明を推進し、当該分野において新しい知見を

もたらすとともに、強力な抵抗性付与能力を持つ遺

伝子を多数同定した。また、イネといもち病菌の相

互作用を菌側からの視点で解析することによってイ

ネの防御システムの弱点を明らかにするという幸庁し

いアプローチも試み、いもち病菌がイネ侵入時に

イネが分解できないα－1,3－グルカンで表層を被覆し、

イネのキチナーゼやFグルカナーゼによる攻撃を回

避することを見出した。これらの成果は、微生物の

力を利用した作物の成長促進や病害防除、またバイ

オテクノロジーによる強力かつ安定した耐病性付与

戦略の基盤的知見をもたらすものと期待される。

四今後の課題

イネと土壌微生物との相互作用研究は本研究にお

いて本格的に分子的アプローチが始まったものであ

り、微生物との共生的相互作用に関わるイネ遺伝子

の利用技術の開発や、新たに見出された農業上有用

な可能性がある微生物の生態学的特性の解析などは

引き続き研究を続行する必要がある。また、イネい

もち病の研究から得られた、抵抗性に関わるイネの

遺伝子ネットワーク解明からは複数の抵抗性付与遺

伝子が同定されたが、今後はそれらを遺伝子組換え

技術等を利用した抵抗性育種にどのように応用して

いくかについての検討が必要である。
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X I 取りまとめ責任者あとがき

作物は野外での栽培環境下において様々な微生物

と相互作用している。作物の生育に影響するものは

そのうちごく限られた種類と考えられるが、それで

もなおその全貌の解明にはほど遠い状況にある。そ

ういう背景のもと、イネをモデルとしてそれと共生

的または病理的に相互作用する微生物に対する応答

に関わるネットワーク解明をめざす本中課題が5年

前に立ち上げられたことは、わが国における当該分

野の研究の歴史の中で画期的なことであった。本中

課題では共生微生物として菌根共生が、さらにその

一般系としてエンドファイト共生が取り上げられ

た。菌根共生はイネでも観察され、それに関わる遺

伝子群がイネでも保存されていることを手掛かり

に、それらの遺伝子が他の根圏エンドファイト共生

にも重要であることを強く示唆する結果や、マメ科

植物における共生窒素固定においても機能を補完す

る能力をもっという結果を得た。またこれらとは別

に農業上有用なエンドファイトの単離に向けた手法

が整備され、それを用いて有用微生物候補の同定に

向けた手掛かりを得ることができた点は特筆すべき

成果である。一方病理的相互作用の実験系として用

いたイネいもち病とイネとの相互作用研究において

は、局所的な抵抗性、全身的な抵抗性に関わるネッ

トワークの解明が進捗し、これら両者をつなぐ因子

が同定されるとともに、その過程で強い抵抗性を付

与できる遺伝子の単離・同定に成功してきた。さら
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には病原菌側からのアプローチによってイネがもっ

生体防御システムの欠点を明らかにするとともにそ

の補完方法についても重要な示唆を得ることができ

た。これらの知見はいもち病防除のみならず、ごま

葉枯病、白葉枯病など様々な病害に対する抵抗性を

付与する上で重要な基礎的知見を与えるものであ

る。またこの5年間で得られた知見は世界的なレベ

ルの学術雑誌に数多く掲載され、当該分野における

我が国の研究レベルのさらなる向上にも大きく貢献

したことも併せて申し述べたい。最後にこの5年間

の課題担当者各位の多大なるご努力と本中課題への

ご貢献に深甚の謝意を表する。

（推進リーダー：南栄一）
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第2編 イネと微生物の遺伝子ネットワークの解明

第 1章イネと微生物の遺伝子ネットワークの解明

1 イネ・菌根菌共生系の感染応答過程を制御す

る遺伝子ネットワークの解明（PMI0001)

ア研究目的

菌根菌は植物との共生によって植物の生育を促進

し、農業上の有効利用が見込まれる。アーパスキュ

ラー菌根共生を制御する宿主遺伝子研究は、マメ科

植物において、根粒菌・菌根菌の感染受容化を制御

する共通シグナル伝達経路（CSP）の機能解析を基

盤として発展してきたが、 CSP下流の菌根共生遺

伝子研究は、菌根共生変異体の単離など順遺伝学的

アプローチの困難さ故、進んでいない。

そこで、逆遺伝学的アプローチにより、新奇菌根

共生遺伝子を同定することで、菌根共生遺伝子ネッ

トワークの全貌を明らかにする。さらに、ミヤコグ

サ共生遺伝子のイネオルソログ遺伝子の根粒共生制

御能の解析から、イネへの根粒共生能付与において、

利用可能なイネオルソログ遺伝子を明らかにする。

さらに、ミヤコグサ根粒共生特異的遺伝子をイネに

導入することで、イネにおける根粒共生遺伝子ネッ

トワークの構築を目指す。

イ研究方法

（ア）ミヤコグサ共生遺伝子のイネオルソログ遺

伝子の Tosl7挿入系統の菌根共生能を評価解析し、

菌根共生を直接制御するイネオルソログ遺伝子を明

らかにする。さらに、イネオルソログ遺伝子による

ミヤコグサ共生変異体の相補機能解析から、共生遺

伝子のミヤコグサ・イネ聞の機能的保存関係を明ら

かにする。

（イ）共生制御の中枢因子である CCaMK（カル

シウム・カルモデュリン依存型キナーゼ）について、

複数種の機能獲得型CCaMKを構築し、共生成立

過程における CCaMKの機能を明らかにするとと

もに、共生マーカー遺伝子の発現誘導能の評価解析

を行う。

（ウ）共生マーカー遺伝子の発現誘導能を示す機

能獲得型CCaMKをデキサメタゾン（DEX）依存

的に発現させることにより、 CCaMK下流で菌根共

生制御に関与する新奇因子候補を選抜する。

ウ研究結果

（ア）ミヤコグサ共生遺伝子CASTOR、POLLUX、

CCaMK、CYCLOPSのイネオルソログ遺伝子が菌

根共生を制御していることを明らかにした（Banba

ら1）、Gutjahrら2）、Yanoら3））。さらに、上記の

4遺伝子に加え、 NSPl、NPS2のイネオルソログ遺

伝子が、ミヤコグサ遺伝子と同様に、ミヤコグサ

の根粒共生過程を制御しうることを明らかにした

(Yokotaら4）、図211-1）。

矢印で示したイネ遺伝子はミヤコグサ

CCaMKl-314T265D : NLS （黒棒グラフ）が最も変異

体の根粒共生不全表現型を相補する。 強い誘導活

性を示した。

（イ）機能獲得型CCaMKT2E5Dを用いた解析から、

根粒菌感染受容過程を制御する遺伝子経路を明ら

かにした。この中で、根粒菌の感染シグナル分子

Nod factorsの受容体である NFRl、NFR5、及び、

CCaMKの下流因子である NSPl、NSP2、NINが

根粒菌感染に必須であることを示した。（Hayashi

ら5））。さらに、核局在シグナル（NLS）を付加した、

機能獲得型CCaMKl-314T265D:NLSが共生マーカー

遺伝子の強い発現誘導能を示すことを明らかにした

三笠ヨ!i_j土 壬杢

根粒菌 菌根菌 ！菌根菌

~~~：~ / ： ↓ ~~~~k~~~：~tor 
LβYMRK I I I I OsSYMRK 
LjCASTOR L. I I I rOsCASTOR* 副固守船、引
LjPOLLUX ＋司＋ ; ~＇－ Os POLLUX* … 一一，，

カルシウムスバイキング ’ カルシウムスバイキング
LjCC司MK I~ I ! I OsCCa VIK* 引用文献1),2) 

.1 LOPS＊引用文献3)

.j .－ ’ i t 
~j~~：7· ~ l ↓ g：~~~~NSP2＊吋4)
根粒共生 菌根共生E菌根共生

図211・1 イネ・ミヤコグサ遺伝子
オルソログ間の機能的代替性
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(Takedaら6）、図211-2）。

（ウ） DEX処理による機能獲得型 CCaMKl-

314T265Dの発現系により、 CCaMK下流で菌根共生

成立過程に発現誘導される 24個の遺伝子を選抜し

た。

エ考察

（ア）イネ・ミヤコグサ間で、機能的に保存され

ている共生遺伝子として、 CASTOR、POLLUX、

CCaMK、CYCLOPS、NSPl、NSP2を明らかにし、

イネへの根粒共生能の付与において、これらのイネ

オルソログ遺伝子を分子基盤として利用しうる戦略

を示した。

（イ） CCaMKT26sDの解析から、共生菌感染受容

過程における CCaMKの中枢的機能を明らかにす

るとともに、根粒菌感染過程への NFRl、NFR5、

NSPl、NSP2及びNINの必須性を示した。（ア）の

機能代替性の解析結果と合わせ、イネへの根粒共生

能付与には、 NFRl、NFR5及びNIN遺伝子のイネ

への導入が必要であることを示した。

（ウ）菌根菌感染は同調的に進行せず、感染最初

期を制御する遺伝子の動態解析はこれまで困難で

あった。 DEX依存的な CCaMKl-314T265D: NLS発

現系により、菌根菌非感染条件下で発現誘導された

24個の遺伝子は、菌根菌感染過程においてもその

発現が誘導され、 DEX-CCaMKl-314T265D: NLS誘

導系の有効性を示す結果を得た。

CCaMK (Ca2', CaM-dependent protein kinase) 

Kinase domain 

CCaMK"日D

Kinase domain 

'12650 

CCaMKl-314 

I K同日domain I 

CCaMKl-314・NLS
I Kinase dam制 ｜｜山

CCaMKl・・314ロ‘皿

引用文献S)

機能獲得型αaMKによるマーカー遺伝子の発現誘導 ｜

SbtMl SbtM4 SbtS PT4 NIN 

ロCCaMKTO
ロCCaMK314

・CCaMK314NlS
• CC.MK314TD ・CCaMK314TDNLS 

引用文献6)

図211・2 機能獲得型CCaMKの共生マーカー

遺伝子の発現誘導能

オ今後の課題

（ア） DEX誘導による機能獲得型CCaMK発現系

より同定した 24の遺伝子について、菌根共生成立

過程への関与を明らかにする。

（イ）本研究課題の成果をもとに、ミヤコグサ共

生遺伝子との機能代替性を示したイネ遺伝子を分子

基盤として、ミヤコグサの根粒共生特異的遺伝子を

イネ導入していくことにより、イネへの根粒共生能

力の付与を目標とした研究を継続する。

力要約

（ア）ミヤコグサ共生遺伝子のイネオルソログ

遺伝子の機能解析から、 CASTOR、POLLUX、

CCaMK、CYCLOPSがイネ・菌根共生を制御して

いることを解明した。さらに、これら 4遺伝子に加

え、 NSPl及びNSP2のイネオルソログ遺伝子が、

ミヤコグサの根粒共生を制御しうることを明らかに

した。

（イ）共生菌感染受容過程の中枢因子である

CCaMKについて、その機能獲得型CCaMKT265Dを

用いた解析から、根粒菌感染過程における NFRl、

NFR5、NSPl、NSP2及びNIN遺伝子の必須性

を明らかにした。さらに、菌根菌感染非依存的に

菌根共生マーカー遺伝子を誘導しうる機能獲得型

CCaMKl-314T265D : NLSを構築し、 DEX依存的発

現系により、 24個の新奇菌根共生関連遺伝子を選

抜した。
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研究担当者（今泉（安楽）温子ヘ下回宜司）

2 エンドファイトーイネの共生相互作用の解明

(PMI0002) 

ア研究目的

近年、根粒菌・菌根菌などの微生物共生の受

容の植物側の分子遺伝学研究が進展し、 Common

Symbiosis Pathway (CSP）信号伝達系などの微生

物共生における役割が解明されつつある。陸上植物

は進化の途上で多様なエンドファイトや根圃微生物

を宿し、その一部は生育促進・窒素固定などの有

用形質を植物に付与してきた。本研究では、微生物

群集構造を捉えられる環境微生物学の新手法を切り

口として、イネ遺伝子とエンドファイト等の微生物

の相互作用を包括的に解明することを目的とする。

特に根粒共生系を有しているマメ科と有していな

いイネ科の相違点と共通点を明らかにする。 また、

既に圃場レベルで増収効果のあるイネエンドファイ

トについて、イネの成長や形態変化を指標としてそ

の相互作用メカニズ、ムを微生物とイネの両面から研

究し、接種効果の学術的な基盤を明らかにする。

イ研究方法

（ア）微生物との相互作用に関与するイネ遺伝子

の解析

a CSP変異体の微生物群集構造解析

CSP遺伝子の Caオシレーションデコーダーで

ある OsCCaMKのイネ変異体集団を水田と畑で栽

培し、イネ根に共生している細菌群集構造につい

て16SrRNA遺伝子を標的としたクローンライブラ

リー法で解析を行った。

b 異なる窒素レベルにおける CSP変異体の生

育特性と微生物群集構造変化

慣行施肥区と窒素無施肥区の圃場に日本晴およ

びその OsCCaMK変異体NE1115を水稲条件で栽培

し、イネ根の共生細菌の群集構造解析を行った。

c 鍵となるイネ根共生微生物の分離

窒素無施肥区のイネ根に特異的に増加している細

菌の分離を選択培地等で行い、分離菌の系統解析と

イネ根メタゲノム解析から示唆された機能の特性解

析を行った。

d 日本晴および CSP変異体のメタンフラック

スへの影響解析

慣行施肥区と窒素無施肥区の圃場に日本晴および

NE1115を水稲条件で栽培し、メタンフラックス等

の解キ斤を行い、さらにイネネ艮のエンドファイトなど

の共生細菌の群集構造解析を行った。

（イ） Azo平irillumsp. B510株のイネ生育促進機構

の解明

a B510株圃場接種イネの微生物群集構造解析

圃場レベルで分けつ数が増加し接種効果が見られ

たイネ植物体のエンドファイトなどの細菌群集構造

解析を 16SrRNA遺伝子をターゲットとしてその

微生物群集構造変化の解析を行った。

b B510株接種効果の QTL解析

B510接種による成長や形態変化を指標として

QTL解析系統および染色体置換系統（CSSL）用い

てQTL解析を行った。

ウ研究結果

（ア）微生物との相互作用に関与するイネ遺伝子

の解析

a CSP変異体の微生物群集構造解析
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イネ発現データベースで CSP遺伝子 OsCCaMK

(AK070533）の解析を行ったところ、栄養成長期お

よび生殖成長期のイネ根のみで恒常的に高い発現が

観察された。そこで、 OsCCaMKのイネ変異体集団

を水田と畑で栽培し、イネ根に共生している細菌群

集構造を 16SrRNA遺伝子を標的としたクローン

ライブラリー法で解析を行った。 OsCCaMK劣勢ホ

モの水稲および陸稲の根で、 Alphaproteobacteriaの

存在比が優勢ホモに比較していずれも有意に低下し

ていた。一方、水稲根においてActinobacteriaおよ

びFirmicutesの存在比がOsCCαMK劣勢ホモで、上昇

していた（Ikedaet al. ) u o 

b 異なる窒素レベルにおける CSP変異体の生

育特性と微生物群集構造変化

共生細菌群集構造解析より、 OsCCaMKは菌

根菌の受容のみではなく、 Alphaproteopacteriaの

Rhizobiales目細菌の受容にも関与していることが示

唆された。一方、窒素無施肥圃場のイネ根では、特

定の OTU(Operational Taxonomic Unit）に属す

る細菌の存在で顕著な変化が見られた。

さらに、 5年間窒素施肥のみ行っていない水田圃

場（低窒素区）と慣行施肥水田圃場（慣行区）のイ

ネ根共生細菌の群集構造解析およびメタゲノム解

析により、生物地球化学的な物質変換とイネとの

相互作用に関連する機能遺伝子群と系統の比較を

行った（Sasakiet al. 2l , Ikeda et al. 3l）。低窒素区

のイネ根では、 Alphaproteobacteriaに属する細菌、

Betaprobacteriaに属する細菌の増加が観察された。

これらの事実から、低窒素環境では OsCCaMK変

異によるイネ根の細菌群集に対する親和性が変化

し、その結果として生育が変化する可能性が高いと

推定した。そこで、慣行区と低窒素区の日本晴と

NE1115の生育調査を行った。移植後53日目と 84

日目の結果では、低窒素区の OsCCaMK変異体の

NE1115の草丈と分げつ数ともに日本晴より統計的

に有意な減少が観察された。一方、慣行施肥区では

そのような生育指標の低下は見られなかった。

c 鍵となるイネ根共生微生物の分離

共生細菌群集構造解析より、低窒素区のイ

ネ根では、細菌群集構造（Sasakiet al.) 4l や

Alphaproteobacteriaおよび、Betaprobacteriaに属

する特定の OTUに属する細菌の相対存在量の顕著

な変化が見られた。これらの細菌が窒素・メタン代

謝、植物ホルモンなどの機能を保持している鍵微生

物である可能性が期待された。そこで、これらの細

菌の分離を試み、当該細菌の分離に成功した。

d 日本晴および CSP変異体のメタンフラック

スへの影響解析

日本晴およびNE1115を低窒素条件の水田圃場

で栽培したところ、日本晴に比較して NE1115の

方がメタンフラックスが高く推移した。水田条件に

おけるメタンは、土壌中のメタン生成古細菌が発生

したメタンが水稲根から侵入し、イネの通気組織を

経由して大気中に放出される。その過程で、イネ根

と共生しているメタン酸化細菌によりその一部が二

酸化炭素に酸化される。そこで、イネの通気組織を

調べたところ、日本晴と NE1115で相違は見られな

かった。一方、メタン代謝機能遺伝子のコピー数が

NE1115で有意に減少した。

（イ） Azospirillum sp. B510株のイネ生育促進機構

の解明

a B510株圃場接種イネの微生物群集構造解析

圃場レベルでB510株接種により分けつ数が増加

した移植2か月目のイネ植物体の細菌群集構造を

16S rRNA遺伝子の配列比較解析で、行った。その結

果、 Azospirillumsp. B510は接種区においても検出

されなかった。 B510株接種区および無接種区にお

いて細菌群集構造全体では相違は認められなかった

が、植物共生が知られている Aurantimonas属細菌

などのマイナーな微生物の相対存在量の変化が認め

られた。イネへの接種効果が見られた際に B510が

検出されないので、イネ植物体シグナル系やマイ

ナーな微生物を介する間接的な接種効果の可能性が

考えられる。

b B510株接種効果の QTL解析

寒天培地に水耕液を添加した生育条件下では、日

本晴ではAzospirillumsp. B510株接種によって種子

根長が極端に短くなることが分かつた。一方、イン

ド型イネのカサラスでは接種による種子根長への抑

制効果が小さく、接種応答反応が日本晴やコシヒカ

リと異なると推察された。これらの観察結果に基づ

き、 QTL解析集団を評価した結果、 B510接種の効

果を表している RRLに関わる QTLが、ある染色

体の長腕上に検出された。 QTLを含む染色体置換

系統に接種試験したところ、種子根長の抑制程度が

カサラスと同等であった。これらの結果から、この
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染色体領域にAzospirillumsp. B510接種応答に関わ

るQTLが存在することが確認された。染色体部分

置換系統のB510株接種圃場評価を行ったところ、

草丈および分げつ数は有意に増加した。

工考察

低窒素環境において OsCCaMK変異体のメタンフ

ラックスが、日本晴と比較して有意に高いことが明

らかとなり、イネ根に共生しているメタン酸化細菌

や根圏土壌中のメタン酸化細菌のレベルや機能性に

起因している可能性が示唆された。さらに、低窒素

条件の日本晴イネ根で優占化する細菌の分離に成功

した。 B510接種イネ根の形態変化を起こす QTL

の解析も F2集団からこの領域で組換えが認められ

た植物体を約 300の選抜は完了しているので、早

急な絞り込みが期待される。

5年間全体の研究成果より、 OsCCaMKなどの

CSP系は栄養レベル（特に窒素レベル）が低い時

に重要な役割を果たしていると考えられる。しかし、

イネ根共生微生物およびその群集構造に与える影響

やその仕組みについては単純には説明できない結果

が得られている。鍵となる細菌のイネ生育促進効

果、メタン代謝関連微生物の挙動を、適切な実験系

で詳細に調べる必要がある。また、微生物コンソー

シアムとしての挙動や機能性が隠れている可能性も

ある。

現在のところ最も効果のある B510株は、圃場レ

ベルでは2か月経ると残存しておらず、幼百時のプ

ライミング効果の可能性がある。一方、上記の鍵細

菌は、圃場レベルのイネ根に高いレベル生息してい

た。したがって、これらの微生物共生を促進する環

境条件をさらに明らかにし、イネ遺伝型や環境条件

を整えるなど微生物接種以外の方法で、それらの有

効菌候補を増やし、機能を発現させる方法が今後追

求すべき一つの方向性と考えられる。

オ今後の課題

イネ OsCCαMKの機能やその微生物共生に果た

す役割について、窒素レベルが重要な要因であるこ

とか明らかとなった。しかし、最終的な鍵細菌の分

離株の接種実験には至っていない。 OsCCaMK遺伝

子はミヤコグサにおいて防御応答関連遺伝子を誘導

することが知られており、窒素条件や分離菌株によ

る撤密な接種実験により、 OsCCaMKの微生物感染

に関して複雑なレスポンスの解明か進むことが期待

される。

力要約

（ア）微生物との相互作用に関与するイネ遺伝子

の解析

OsCCaMK劣勢ホモのイネ根で、

Alphαproteobacteriαの存在比が優勢ホモに比較し
ていずれも有意に低下していた。一方、水稲根に

おいてActinobacteriaおよびFirmicutesの存在比が

Os CCαMK劣勢ホモで、上昇していた。低窒素区のイ

ネ根では、特定の細菌の相対存在量の増加が観察さ

れ、窒素・メタン代謝、植物ホルモン撹乱などの機

能を保持している鍵微生物の出現が示唆された。し

たがって、低窒素環境では OsCCaMKによるイネ根

の細菌群集に対する親和性が変化し、変化した共生

微生物相によりイネの生育が変化する可能性が高

＼ハ。

（イ） Azo平irillumsp. B510株のイネ生育促進機構

の解明

B510株接種および無接種区において大きな細菌

群集構造の相違は認められなかったが、植物共生が

知られている Aurantimonas属細菌などのマイナー

な微生物の相対存在量の変化が認められた。イネ接

種効果が見られた際にB510が検出されなかったの

で、イネ植物体シグナル系やマイナーな微生物を介

する間接的接種効果が考えられる。日本晴とカサラ

スの QTL解析集団を評価した結果、 B510接種の

効果を表している RRLに関わる QTLが検出され

た。 QTLを含む染色体置換系統の B510株接種圃

場評価により、草丈および分げつ数を有意に増加さ

せていることが明らかとなったD
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研究担当者 （南津究＼佐藤雅志）

3 イネにおける菌根共生品種間差とその分子的

基盤（PMI0003)

ア研究目的

本研究は、分子レベルの解析リソースが整ったイ

ネにおける菌根共生能の品種間差を手がかりとし

て、共生に重要な量的形質遺伝子座（QTL）解析

もしくは QTLクローニングをめざすものである。

そのため、まず苗段階における菌根菌による生育促

地上部乾物重で評価した接種効果

進の系統間差を調べ、次いで閏場におけるモミ収量

に及ぼす菌根菌の効果を調査した。

イ研究方法

（ア）苗の生育実験

世界のイネコアコレクシ ョンの種子を発芽させ、

鹿沼土：赤玉土：クレハ園芸培土（7: 2 : 1）に 0.1

mMリン酸を含む 1/2ホーグラン ド培地をしみこ

ませた土壌に移植し、育苗用セルトレイを用いて全

土壌の 3%(w/w）の菌根菌資材（Glomus mosseae) 

接種あるいは非接種のもとに、屋外ガラス温室もし

くは室内栽培棚において4週間栽培した。

（イ）圃場試験

イネ（0ηmsativa）ジャポニカ系統Nipponbare、

Koshihikariならびにインディカ型系統＃34の種子

を発芽させ、上記と同様に室内で4週間、前栽培し

た。2011年度と 2012年度において、名大東山キャ

ンパス内の圃場（5m ×5 m）を耕転し、元肥 （N,

55 g; P, 43 g; K, 38 g）を施して 4本の畝を作り、

雑草よけのマルチをかけて上記の百を 2条に移植し

た。自然日長、自然温度下で収穫まで育て、 l反復

あたり 5個体を 3反復調査した。

ウ研究結果

（ア） 苗の生育実験

苗段階においては、屋外ガラス温室においても室

内栽培棚においても再現性がよく、インデイカ型系

統＃34が最も著しく生育促進され、逆にジャポニ

カ型系統Nipponbareは殆ど生育に影響を受けず、

Koshihikariはその中間的な応答を示した（図 213-1）。

・：0.sativa 
・：wildrice 
c 

図213・1 世界のイネコアコレクションの菌根菌による生育促進
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図213・2 圃場試験の結果［2011収穫時］ Two way ANOV A test 

表213・1 菌根菌感染率［2011収穫時］ （平均 ＋SD;Myc ＋は接種個体、 Mycーは非接種対照）

系統

処理 菌糸

Nipponbare Myc- 43.1 + 8.5 

Myc + 58.0 + 5.3 

Koshihikari Myc- 48.0 + 2.0 

Myc + 59.3 + 3.1 

#34 Myc- 66.7 + 6.1 

Myc + 76.7 + 7.0 

（イ）圃場試験

2011年度においては、インディカ型系統＃34の

収量が菌根菌前接種により上鼻したのに対し、 2つ

のジャポニカ型系統は共に菌根菌により収量が低下

した （図213-2）。ただし、この試験においては、非

接種対照にも土着の菌根菌が相当感染していた（表

213-1)。そこで、 2012年度においては圃場の条件を

変更し、 土着の菌根菌が感染していないことを確認

したうえ（図213-3）、収量に及ぼす菌根菌前接種の

効果を調べた。株あたりの穂数を比較したところ、

インデイカ型系統＃34は菌根菌により穂数が増加

したが、 2つのジャポニカ型系統は共に殆ど変化を

示さなかった（図213-4）。

工考察

（ア）苗の生育実験

（事也） 金感量産率
（%） 

樹枝状体 嚢状体

3.4 + 3.1 0.7 + 1.2 46.8 + 7.9 

1.3 + 1.2 6.0 + 5.3 64.6 + 0.7 

2.7 + 1.6 0.7 + 1.2 51.4 + 3.0 

2.0 + 0.1 3.3 + 2.3 64.0 + 1.2 

4.7 + 4.6 2.7 + 1.2 73.3 + 2.1 

1.3 + 1.6 。 78.0 + 6.0 

菌根菌に対する生育応答は植物によって異なるこ

とが知られており、たとえば同じくイネ科に属する

作物でも、ソルガムは著しい生育促進を示す一方、

ムギ類は生育抑圧を受けた（Sisaphaithongら1））。

本研究により、同一種のイネ（0ηmsativα）にお

いても系統ごとに菌根菌に対する応答が異なること

が明らかになった。

（イ）圃場試験

20日年度においては、非接種対照においても有

意な菌根菌感染が見られた。これは、 苗を圃場に移

植したのちに土着の菌根菌が感染したためであると

思われた。それでも系統間でモミ収量の変化に違い

が見られたのは、前接種した菌根菌（G. mosseae) 

のプライオリティー効果（Verbruggenら2））があっ

たためかもしれない。2012年度においては、この

問題をクリアした結果、やはりインデイカ型系統
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図213-4 株あたりの穂数［2012収穫時］（平均＋ SD;Myc ＋は接種個体、 Myc は非接種対照）

#34のみが菌根菌前接種によって収量が増加すると

見込まれた。これらの知見は、 菌根菌前接種により

収量増加に貢献する QTL解析に道を拓くものと考

える。

オ今後の課題

本研究では、苗の段階においても圃場で収穫まで

育てても、インデイカ型系統＃34が菌根菌に対し

て良好な応答を示した。しかし今のところ、これは

偶然の結果かも知れないという可能性を完全には排

除できない。実際、たとえばKoshihikariにおいて

は、苗と圃場とでは異なる応答を示した。そのため、

今後は調査対象系統をさらに広げたうえ、 特に圃場

における試験結果の再現性を確かめる必要があると

思われる。

力要約

イネにおける種々の系統を用い、 苗の段階および

閏場で収穫まで育てた段階において、菌根菌による

生育促進系統間差を確認した。
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研究担当者（畑信吾つ

4 イネ－細菌エンドファイ卜相互作用に働くイ

ネ遺伝子の同定と機能解明（PMI0004)

ア研究目的

イネは、病原菌以外にも様々な微生物と相互作用

しているが、体内に共生する細菌エンドファイトの

中にはイネに病虫害抵抗性や生育促進などの有用形

質を付与するものがある。これら生物間相互作用に

よる有用形質の利用技術開発は、減農薬による環境

保全及びコメの高付加価値化、寒冷地での栽培期間

の短縮や収量増加、省力化による低コスト化に寄与

しうる。本研究では細菌エンドファイト共生関係の

利用技術への分子基盤構築を目指し、細菌エンド

ファイト Azospirillumsp. B510株の共生によりイ

ネに付与される病虫害抵抗性や生育促進について、

それらの形質の誘導に働くイネー細菌エンドファイ

ト相互作用ネットワークを分子レベルで明らかにす

る。さらに、これらの遺伝子について、欠失変異体

及び形質転換体を用いて細菌エンドファイト共生関

係及び有用形質発現の解析を通して、イネー細菌エ

ンドファイト相互作用における遺伝子ネットワーク

の分子機構の解明と応用利用を図る。

イ研究方法

（ア）細菌エンドファイトとの相互作用ネット

ワークに関わるシグナルの角材斤

根粒菌、菌根菌等の共生微生物と植物の相互作用

に共通と考えられているシグナル伝達経路CSP経

路が細菌エンドファイトとの相互作用に関与するか

を解明するために、関連遺伝子の発現誘導解析およ

びシグナル欠損イネを用いた解析を行う。

（イ）相互作用ネットワークに関わる細菌エンド

ファイト遺伝子の解析

Azospirillum変異株ライブラリーを作製し、イネ

に対する有用形質誘導能を欠失した変異株を探索

し、その原因遺伝子の単離を行う。

（ウ） 相互作用ネットワークに関わるイネ遺伝子

の解析

Azospirillum変異株と野生株をイネに定着させた

際のイネ遺伝子の発現をマイクロアレイを用いて解

析することにより、 Azospirillum変異株の原因遺伝

子とイネ遺伝子を含む相互作用ネットワークを明ら

かにする。

ウ研究結果

（ア）細菌エンドファイトとの相互作用ネット

ワークに関わるシグナルの解析

Azospirillum sp.B510株との相互作用機構を解析

するために、まず、有用形質である病害抵抗性およ

び生育促進作用の検定系の構築を行った。病害抵抗

性についてはイネいもち病を用いた誘導抵抗性検

定系が適用できることを明らかにし、生育促進に

ついては、ポット栽培で3葉期のイネに B510株を

処理することにより、湛水状態の有無にかかわら

ず、第5葉、第6葉に有意な生育促進が見られる実

験系を確立した（Yasuda1）、Isawa2）、Ikeda3））。こ

の生育促進効果は日本晴の他にカサラス、コシヒカ

リ、ナナツボシ等の複数のイネ品種で見られ、栄養

成長期では地上部のバイオマスが増大することを明

らかにした（図 214-1）。これらの検定系を用いて

CSP経路について解析を行ったが、 Azospirillum

sp.B510株の定着によりイネに有用形質が誘導され

る条件において、 CSP経路に関わる OsCASTORl、

OsPOLLUXl、OsCCaMKの発現には変動が認め

られなかった。CSP経路の OsPOLLUX遺伝子

を欠損した TOS17株について、 Azospirillumsp. 

B510株の定着による有用形質誘導効果を検討した

結果、本遺伝子の欠失による影響は認められず、

Azospirillum sp.B510株とイネの相互作用には CSP

経路は関与しない可能性が示唆された（図 214-2）。

（イ）相互作用ネットワークに関わる細菌エンド

ファイト遺伝子の解析

トランスポゾン Tn5に由来するミニトランスポ

25 

20 

1 5 

10 

5 

。

Nipponbare 

c。ntrol 510a 

図214-1 第5葉長の変化



リーを作製した。これらの変異株ライブラリーから、

NTG処理株5株、トランスポゾン挿入株8株のイ

ネへの有用形質誘導能欠失変異株を見出した（図

214-3）。 トランスポゾン挿入株7株についてトラン

スポゾン挿入位置を決定した（図214-4）。

相互作用ネットワークに関わるイネ遺伝子

Azospirillum sp.B510株の野生株及び2種の変

異株（CRP /FNR transcriptional regulatorおよび

hypothetical protein）それぞれを 3葉期イネ幼百に

接種し、葉鞘部分から RNAを抽出してマイクロア

レイ解析を行った。その結果、 Azospirillumの定着

や有用形質誘導シグナルに関与する可能性がある遺

伝子が、野生株でのみ誘導される遺伝子として見出

された（表214-1）。ここには、エチレン生合成遺

伝子ACCoxidase、エチレン応答性遺伝子ERFが

含まれたいたことから、エチレンシグナルの関与が

推定された。そこで、エチレンシグナルの重要因子

である EIN2の関与を解析するために、 RNAi法に

より EIN2の発現を抑制した形質転換体EIN2kd株

を作出した。形質転換体EIN2kd株に Azospirillum

（ウ）

の解析

ゾン pCAM120を用いて Azospirillumsp.B510株

の変異株ライブラリー（2400株）の作製を行っ

た。並行して化学変異原であるニトロソグアニジン

(NTG）処理による変異株の作製も進めたが、イネ

への定着性を確実にすることも念頭にしたため、約

200コロニーの変異株を無菌栽培のイネ幼苗に感染

させた後に地上部に定着した Azospirillumsp.B510 

変異株l株を取得する方法によって、最終的にイネ

への定着能を確認した計600株の変異株ライブラ

Control Azosplrlllum 
2 weeks after inoculation 

図214-2 OsPollux変異体でのイネいもち病抵抗性誘

導
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表214-1 Azospirillum野生株で誘導される遺伝子

野性菌株 変異菌株

コrobeName 6510 vs c H5 vs C G2vs C 

陥01凶5805001 2.3 1.4 1.2 1-aminocvcl。orooane-1-ca巾0附 late(ACC) oxidase 
’s02凶6547001 2.5 1.2 -13 Eth、1lene-resoonsiveelement bindin度orotein(ERF). 
凶12.0138000 4.3 1.4 ー11 balcium-bindin• EF-hand domain c。ntainin度orotein.
凶11.01414001 2.3 1.3 1.1 k:alcium-bindin• EF-hand domain containin• orotein 

’s03凶3193001 2.1 1.1 -10 k:almo山linTaCaMl-1 (Calm。dulinT aCaM 1-2) 
』s01g0783700 3.2 1.2 1.4 F-hand Ca2←binding protein CCD 1 
同03凶689判。 2.0 1.1 1.1 Disease resistance orotein familv orotein. 

凶07.0132500 2.2 1.1 -21 ectin-like receot。rkinase 7:2 
陥03.0183800 2.1 1.3 1.1 eucine-rich reoeat transmembrane orotein kinase 1. 

’s04.0218400 2.2 1.4 ー10 RD3 D間同in
同11"0440200 2.3 -10 1.2 Nod fact。rbind1n• lectin-nucleotde 曲。sohohvdrol田＠
凶09"°455300 2.0 -13 一13 昆vmbioticammonium transoo仕er.
凶08"°498400 2.0 1.3 -10 k:a仔eovトCoA0-methvltransferase (EC 2.1.1.104XCCoAOMT) 

凶01.08633001 2.6 -1 6 ー16 Mvb DNA-bmdm• d。maincon旬lnlnltDrO国間
’sOB.0112700 2.0 1.3 1.2 Mvb DNA bindin• d。mainc。ntainin• orotein 

sp.B510株を感染させたところ、有用形質は誘導さ

れず、 Azospirillumsp.B510株による有用形質付与

には EIN2を介したエチレンシグナルが重要である

ことが示された（図 214-5）。

工考察

細菌エンドファイトによるイネへの有用形質付与

は圃場試験から示唆されていたが、実験室での検定

系を構築することにより、細菌エンドファイトとの

相互作用の意義を確認することができたと共に、分

子メカニズムの研究を展開することができた。根粒

菌や菌根菌との相互作用に働く CSP経路が関与し

ないことが示されたことから、細菌エンドファイト

と植物の相互作用にはこれまで知られていない新し

いメカニズムが機能している可能性が考えられた。

この相互作用により誘導される有用形質は強くはな

いが、細菌エンドファイトの変異株を探索して解析

に用いることにより、イネ側の生理的変化について

も分子レベルで解析することが可能になり、その結

果、細菌エンドファイト側の因子とイネ側の因子を

結びつけることができ、この相互作用における遺伝

子ネットワークの一端を解明できた。イネ側の因子

であるエチレンについては、今後は他の抵抗性シグ

ナルとの関連からも詳細な解析が可能であるが、細

菌エンドファイト側の因子については、細菌エンド

ファイトにおける機能を解明することにより，相互

作用における役割も明らかにすることができると考

えられる。

オ今後の課題

細菌エンドファイトとの相互作用はイネの生長と

ストレス応答の活性化に影響を及ぼしていることが
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図214-5 EIN2kdで病害抵抗性誘導

分子レベルで明らかとなった。本課題では、それら

の形質を正に制御する細菌エンドファイトを選んで

研究を行ってきたが、細菌エンドファイトとの相互

作用研究は新しい研究分野であるため、特に微生物

側について、実験的手法が未成熟な状況であり、研

究展開の加速化が困難な状況にある。また、 実際に

は植物体内には様々な微生物がいることから、植物

に負の影響を与える相互作用関係も存在すると考え

られ、本課題で用いたモデル系だけでは細菌エンド

ファイトとの相互作用の解明と実用化研究には十分

とは言えない。イネに与える形質は、基礎・応用の

両面で重要であることから、微生物側の研究者との

連携を含めて精力的な研究を行うべきと思われる。

力要約

細菌エンドファイト Azospirillumsp. B510株が

定着することによりイネに付与される病虫害抵抗性

や生育促進について、遺伝子発現および変異株解析

を行った結果、菌根菌との共生に働くシグナルであ

るCSP経路は関与していないことが示された。有

用形質の誘導を欠失した Azospirillumsp. B510変

異株を探索して、その原因遺伝子を明らかにした。

これらの変異株と野生株をイネに処理した際のイネ

の遺伝子発現を解析することによりエチレンシグナ

ルの関与を見出し、エチレンシグナルの重要因子

EIN2の発現抑制株を用いた解析によってエチレン

シグナルの関与を確認した。以上の結果から、特定

された細菌エンドファイト遺伝子とイネ側のエチレ

ンシグナルを含む遺伝子からなる遺伝子ネットワー

クが、有用形質付与に関わる相互作用に重要である

ことを明らかにした。



キ引用文献

1) Yasuda, M., Isawa, T., Shinozaki, S., 

Minamisawa, K. and Nakashita，日，（2009).

Effects of colonization of a bacterial endophyte, 

Azospirillum sp. B510 on disease resistance in 

rice. Bioscience, Biotechnology, and Biochemistry. 

73 : 2595-2599. 

2) Isawa,T., Yasuda, M., Awazaki, H., Minamis-

awa, K., Shinozaki, S. and Nakashita, H. (2010). 

Azospirillum sp. strain B510 enhances rice 

growth and yield. Microbes and Environments. 

-91-

25 : 58-61. 

3) Ikeda S, Okubo T, Anda M, Nakashita H. Ya-

suda M, Sato S, Kaneko T, Tabata S, Eda S, Mo-

miyama A Terasawa K. Mitsui H. Minamisawa 

K. (2010). Community-and genome-based views 

of plant-associated bacteria : plant-bacterial in-

teractions in soybean and rice. Plant Cell Physiol. 

51 : 1398-1410. 

研究担当者（仲下英雄＼島周平）



第2章 イネと病原微生物の遺伝子ネットワークの解明

1 病害抵抗性関連遺伝子の単離と遺伝子間ネツ

卜ワークの解明（PMI0005)

ア研究目的

植物の病害抵抗性応答において、抵抗性遺伝子（R

遺伝子）によって誘導される真性抵抗性は圃場抵抗

性に比べ非常に強力であり、作物へのR遺伝子に

よる抵抗性の付与は有効な手段の一つである。これ

までイネにおいて、 R遺伝子を育種的に導入する試

みがなされてきたが、その特異性の高さから長期的

かっ広範な病害抵抗性の付与には至っていなし•o こ

のためR遺伝子の導入にのみ依存した抵抗性の付

与ではなく、植物の持つ潜在的な抵抗性の発動機構

やその制御シグナルネットワークを包括的に理解

し、それを応用し利用することによる抵抗性の付与

が有効と考えられる。しかしながら、病害抵抗性応

答の誘起に至るシグナル伝達経路はほとんど解明さ

れておらず、遺伝学的な解析もほとんど行われてい

ない。そこで、本研究では大規模なイネミュータン

トリソースを利用し、イネ耐病性変異体の解析によ

り耐病性に関わる新規遺伝子を単離するとともに、

同定したシグナル因子との相互作用を分子遺伝学的

手法を取り入れつつ解析し、抵抗性の起動から応答

反応の発動に至るシグナル伝達経路を解明する。

イ研究方法

（ア） OsPtilaを介した病害抵抗性を負に制御す

るシグナルネットワーク

a OsOxilの発現解析では約 l.8kbのプロモー

ターと GUS遺伝子を連結したコンストラクトを導

入した形質転換体を作製し、いもち病菌感染7日

後に GUS遺伝子発現を解析した。タンパク質リン

酸化の検出は、 phos・tagアクリルアミドゲル、あ

るいは組み換えタンパク質を用いた invitro kinase 

assayにより行った。

b OsPtilaの細抱内局在は培養細胞を用いた細

胞分画法、およぴGFP融合タンパク質によるイネ

プロトプラストへのエレクトロポレーション法に

より行った。 OsPtila複合体形成の解析は、 Native

PAGEおよびゲル浦過法により行なった。

c 培養細胞は、 N6D液体培地で継代した野生

型日本晴種子、 0平tilα変異型ホモ種子由来カルス

を用いた。エリシター処理は、キチンエリシターを

最終濃度 lOuMになるように、 Mock処理は等量の

純水を加えた。処理後経時的に培養液をサンプリン

グし、活性酸素種の生成ならびにpHを解析した。

（イ）病害抵抗性における MAPKの機能とその

制御下にある防御反応に至るネットワークの解析

a 活性型OsMKK4(OsMKK4DD）およびMYB

の発現誘導は、 DEX誘導が可能なベクターを用い

て導入した日本晴種子由来カルスおよび植物体を用

い、最終濃度 lOuMになるように DEX処理を行っ

た。コントロール処理はエタノールを使用した。植

物体への DEX処理は最終濃度 lOuMになるように

濯水処理した。

b 恒常的活性型OsMKK4DDによるリグニン蓄

積の測定は、 DEX処理あるいはエタノール処理2

日後に thioglycolicacid (TGA）法により行った。

c 網羅的な遺伝子発現解析は 44Kx4イネ

オリゴマイクロアレイを用いた。共発現解析は

RiceXProのデータベースを用いた。

（ウ）新規シグナル因子の単離

a 変異体の遺伝解析ではコシヒカリと交配して

得た F2後代を用いて、タイビングアレイにより染

色体領域を絞り込んだ後、その領域をカサラスに置

換した日本晴／カサラス染色体置換系統を交配親に

使用し、得られた F2、F3個体を用いた。

ウ研究結果

イネの持つ抵抗性発動およびその制御シグナル

ネットワークの理解のため、負の制御因子OsPtila

（ア）および正の制御因子MAPK（イ）を中心とし

たシグナルネットワークを解析し、また新規シグナ

ル因子の単離（ウ）を進めた。

（ア） OsPtilaを介した病害抵抗性を負に制御す

るシグナルネットワーク

OsPtilaは抵抗性反応の負の制御因子として単離

された（1）。そこで、 OsPtilaによる病害抵抗性

シグナルの制御機構を明らかとするため、 OsPtila



の相互作用因子として同定していたPip2( OsPtila 

interacting protein 2）、 OsOxil(AGCキナーゼ）、

さらに OsOxilの上流キナーゼの OsPdklの解析を

進めた。

OsOxilとOsPtilaの相互作用について詳細な解

析を行い、 OsOxilによる OsPtilaのリン酸化部位

を決定し、そのリン酸化が親和性白葉枯病菌に対す

る基礎的抵抗性の誘導に重要であることを示した。

プロモーター解析から、 OsOx iiはいもち病菌感染

細胞とその周辺でのみ強くその発現が誘導され、さ

らに OsOx iiは発現誘導だけでなく、活性酸素処理

およびエリシター処理によりリン酸化を受けること

が明らかとなった。このことから、 OsOxilは感染

部位局所的に誘導および活性化されることにより抵

抗性シグナルの制御に関与していることが示唆され

た（2）。一方、 OsPdklはエリシター処理により速

やかにリン酸化を受けるが、活性酸素による明瞭

なリン酸化は見られなかった。OsPdklはOsOxil

の上流キナーゼであることから、 OsOxilはエリシ

ターシグナルの下流ではOsPdklを介して、 活性酸

素シグナルによって活性化される場合はOsPdklに

非依存的にリン酸化されると考えられ、二つのシ

グナルが協調的あるいは独立に OsOxil活性を制御

していると予想された（3）。Pip2はOsOxilおよび

OsPtilaの両者の存在時にのみリン酸化されたこと

から、 OsOxil-OsPtilaの標的因子のーっと考えら

れた。以上の解析から、病害抵抗性シグナルにおい

て、 OsPdkl依存的および非依存的な2つの新奇な

リン酸化カスケードの存在が示唆され、病害抵抗性

の制御に関与すると考えられた（図221-1)。

OsPtilaの細胞内での局在について解析を行い、

OsPtilaは細胞膜上に局在していることを示した。

さらに、 OsPtilaは複合体を形成しており、細胞膜

への局在ならびに複合体形成には、 N末端の脂質

修飾が必須であった。細胞膜に局在できない変異型

OsPtilaでは、抵抗性シグナルの制御機能が消失し

たことから、 OsPtilaは細胞膜上で複合体を形成し

病害抵抗性シグナルを制御していると推測された。

また、 0平tila変異体の培養細胞にエリシター処理

すると、初期反応は野生型と比べ差異は認められな

いが、反応の減衰すなわち定常状態への復帰が変異

体では遅延することが明らかとなった。この結果は、

OsPtilaはエリシターにより誘導される初期応答の

起動には関わらず、それらの反応の減衰を制御して

いることを示している（図221-1）。

（イ）病害抵抗性における MAPKの機能とその

制御下にある防御反応に至るネットワークの解析

病原体の初期認識から防御応答反応に至るシグナ

ル伝達おいて、 MAPKの活性化により引き起こさ

れる反応は未解明であった。本研究では、 MAPK

キナーゼである OsMKK4の恒常的活性型タンパク

質（0sMKK4DD）の誘導的な発現により、 OsMPK3

およびOsMPK6が選択的に活性化され、 PR遺伝子

群の発現誘導、細胞死誘導を引き起こすこと、ジテ

ルペン型ファイトアレキシン合成系遺伝子群、フェ

ニルフ。ロパノイド合成系遺伝子群の発現誘導および

これらのファイトアレキシン産生を確認した。そこ

で、 OsMKK4によって制御されるシグナル経路を

明らかとするため、 OsMKK4の下流で制御される

防御応答についてさらに解析を行った。

OsMKK4が病原体侵入シグナルにより活性化

され、 OsMPK3およびOsMPK6を活性化するこ

｜真性抵抗性｜ ｜基礎的抵抗性｜

担E抗性遺伝子 エリシター

防御応答

新奇なリン酸化

カスケード

図221-1 OsPtilaの病害抵抗性シグナル制御モデル
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MAPKカスケードによる病害抵抗性発動制御モデル図221・3

写因子の中から、フェニルプロパノイド合成酵素遺

伝子と共発現する MYB遺伝子を特定した。フェニ

ルプロパノイド類の蓄積は病害応答反応時に多くの

植物で見られる現象であるが、その誘導による異な

る病原体に対する抵抗性付与はこれまでに報告がな

く、今後の発展が期待される。さらに、 MAPKカ

スケードと MYB遺伝子の転写誘導をつなぐ転写因

子として、 OsGATA遺伝子も見出した。OsGATA

はこれらの MYB遺伝子のプロモーターを活性化し、

さらにこの活性は OsMKK4,OsMPK6により尤進

されることを見出した。以上の解析から、病原体

シグナルによって起動する MAPKカスケードと、

「OsGAT A-OsMYB－フェニルプロパノイド合成系

遺伝子のシグナルカスケード」がつながるシグナル

経路を明らかにすることが出来た（図221-3）。

（ウ）新規シグナル因子の単離

真性抵抗性の誘導シグナルにおける新規なシグ

ナル因子の同定を目的として、レトロトランスポ

ゾン Tos17挿入系統を材料に、日本晴の持つ2種類

のいもち病R遺伝子PishおよびPi19のシグナル伝

達に変異を生じたと考えられる ttm(tissue-culture 

triggered mutation）変異体の選抜を行った。Pish

およびPi19による抵抗性に影響がみられる変異系

統を、それぞれ14系統12系統単離同定すること
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とを明らかとした。さらに、 OsMKK4-0sMPK3/ 

OsMPK6カスケードにより誘導される防御反応と

して、新たにリグニンの蓄積が誘導されることも

見出した（図221-2）。一方、この MAPKカスケー

ドの活性化に伴う活性酸素の生成は検出されず、

シロイヌナズナ、タバコにおける相同遺伝子によ

るMAPKカスケードとは機能分化していること

が確認された（4）。OsMKK4を一過的に発現する

形質転換体では抵抗性が増加するが、著しい生育

阻害（葉鞘、葉身の生育停止）が見られた。これ

は、 OsMKK4による OsMPK3/0sMPK6の活性イじ

が、多岐に渡る防御応答反応を誘導することによ

り生育に必要な代謝経路が抑制される、あるいは

防御応答反応以外の生育制御に関与するためと推

測された。そこで、 MAPKカスケードに制御され

る防御応答反応に関わる転写因子を特定し、その

発動によるイネへの抵抗性付与を目指した。ジテ

ルペノイドファイトアレキシン合成を制御する既

知の転写因子 OsTGAPlは、 OsMKK4による発現

誘導も、 MAPKによるリン酸化も受けないことか

ら、 OsMKK4によるジテルペノイドファイトアレ

キシン合成には異なる転写因子が関わると予想され

た（5）。一方、リグニンを含むフェニルプロパノイ

ド合成に関しては、 OsMKK4により制御される転



に成功した（6）。これらの変異系統は、 Tosl7の挿

入と表現型に連鎖が見られなかったため、マップ

ベースクローニングによる原因遺伝子の同定を目指

した。得られた ttm変異体系統群のうち表現型の強

い2系統 （ttm2, ttm12）について領域の絞り込み

を進めた。刀m2遺伝子は約460kbの領域にまで絞

り込まれ、 F3解析を進めている。また、 Ttml2遺

伝子は約34kbの範囲に絞り込まれ、この領域に予

測された2つの遺伝子のうち、その一つに変異が生

じていることが確認された。また、 ttml2とは独立

の変異を持つ ttml7変異体がttml2と同一遺伝子座

に変異を生じていることが確認され、 ttm17におい

ても ttml2と同一遺伝子内に独立の欠損変異が生じ

ていたことから、この遺伝子がTtml2/17(t）と考

えられた。現在Tl植物での解析を進めると共に、

Ttml2遺伝子領域を含むゲノム断片を用いた相補試

験を行う準備を進めている。

エ考察

（ア） OsPtilaを介した病害抵抗性を負に制御す

るシグナルネットワーク

これまでの変異体ならびに形質転換体を用いた遺

伝解析から、 OsPtilaはイネにおいて真性抵抗性だ

けでなく基礎的抵抗性の発動を負に制御する因子で

あり、その機能欠損変異により一連の病害抵抗性応

答が誘導され、抵抗性が増強されることを見いだし

ている。しかしながら、 osptilα変異体は抵抗性の

獲得の代償として、抵抗性反応の過剰な発動による

生育阻害を引き起こすことから、病害抵抗性シグナ

ルの誘導には適切な制御が必須であり、 OsPtilaは

病害抵抗性を負に制御する重要な機能を担っている

と言える。

OsPtilaを制御すると考えられるよ流のプロテイ

ンキナーゼOsOxilとOsPdklは、ともに過剰発現

により親和性病原菌に対して抵抗性が増強されるこ

とから（2,3）、 OsPtilaを抑制することにより抵

抗性反応を正に制御している因子と考えられる。本

解析から、これらのキナーゼを活性化するシグナル

が異なることが明らかとなった。このことは、抵抗

性反応を誘導するシグナルの時間的・空間的な制御

を反映していると考えられた。

これまで遺伝学的に OsPtilaが抵抗性の負の制

御因子であることは明らかにされていたが、細胞

内での機能や役割については不明であった。今回、

OsPtilaは細胞膜で複合体を形成し病害抵抗性シグ

ナルを制御していることが示唆され、さらに生化学

的な解析から、抵抗性の初期応答反応の減衰を制御

していることが明らかにされた。今後OsPtilaの相

互作用因子の探索、解析が進むことにより抵抗性シ

グナルの制御機構が明らかとなると期待される。

（イ）病害抵抗性における MAPKの機能とその

制御下にある防御反応に至るネットワークの解析

病害抵抗性の発動を制御するシグナルにおいて、

MAPKカスケードが重要な機能を果たしているこ

とはイネに限らず様々な植物で報告されている。し

かしながら、 MAPKカスケードは様々なストレス

に対する応答のみならず、生長・発達をも制御する

ことから、 MAPKカスケードの制御による耐病性

増強は困難であると予想された。一方、実際の防御

反応に関わる三次代謝産物は植物種により様々であ

り、イネにおいてこれらの二次代謝産物合成に関わ

るシグナル系はほとんど明らかにされていなかっ

た。我々は、 OsMKK4-0sMPK3/0sMPK6により

制御され、リグニンを含むフェニルフ。ロパノイド合

成を制御する MYB型転写因子を同定し、さらにそ

の発現制御を MAPK直下で担う GATA型転写因

子を同定することに成功した。今後、これらのシグ

ナル系を詳細に解析することにより、フェニルプロ

パノイド類の防御反応への寄与を解明し、耐病性の

付与へつなげていけると期待される。

（ウ）新規シグナル因子の単離

Pおh依存的な抵抗性を喪失した 14系統では、こ

れまでに我々が単離したPish遺伝子について配列

解析を行い、 Pおh遺伝子内に変異が生じていないこ

とを確認しているため、 R遺伝子以外の因子に変異

が生じていることが期待される。一方、 Pi19によ

る抵抗性を喪失した2系統では、 Pil9の発動に必

須な特異的因子、あるいはPil9そのものに変異を

生じている可能性が考えられる。

オ今後の課題

（ア） OsPtilaを介した病害抵抗性を負に制御す

るシグナルネットワーク

OsPtilaは、細胞膜上で複合体を形成し病害抵

抗性シグナルを制御していると推測されるため、

OsPtilaを含む細胞膜複合体の単離とその構成因子
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の解析を進める必要がある。これらの相互作用因子

の解析により、 OsPtilaの細胞内機能を明らかに出

来ると考えられる。また、OsPtilaによるエリシター

初期応答への関与について、分子レベルで明らかに

し、病害抵抗性反応を負に制御するメカニズ、ムを解

明することにより、病害抵抗性の付与だけでなく、

抵抗性反応の過剰な発動を抑制するシステムの開発

も進められると期待される。

（イ）病害抵抗性における MAPKの機能とその

制御下にある防御反応に至るネットワークの解析

MAPKの下流でリグニン合成を制御する転写因

子として同定されたMYB型転写因子の病害抵抗性

への関与について詳細に解析し、リグニンを含む

フェニルプロパノイド類合成が、イネの抵抗性に寄

与するか明らかにする必要がある。

（ウ）新規シグナル因子の単離

マッピングを進めた変異体の原因遺伝子の単離お

よび相補試験による確認を進め、新規な因子が単離

された場合、その機能について詳細に解析を行う必

要がある。

力要約

（ア） OsPtilaを介した病害抵抗性を負に制御す

るシグナルネットワーク

病害抵抗性を負に制御する OsPtilaの相互作用因

子 OsOxilおよびOsPdklを活性化するシグナルが

異なっていることを明らかとし、 2つの新奇なリン

酸化カスケードの存在を示唆した。また、 OsPtila

の機能にはN末端修飾を介した細胞膜上での複合

体の形成が必須であることが示された。さらに、

OsPtilaの機能として抵抗性初期応答の減衰を制御

していることが示唆された。

（イ）病害抵抗性における MAPKの機能とその

制御下にある防御反応に至るネットワークの解析

イネの OsMKK4-0sMPK3/0sMPK6からなる

MAPKカスケードが病原体侵入シグナルを感知し、

抵抗性反応として知られる細胞死の誘導、および

フェニルプロパノイド類とジテルペノイド類という

多種類の二次代謝産物合成を制御することを明らか

にした。さらに、 MAPKカスケードからフェニル

プロパノイド類合成に至るシグナル経路を明らかと

した。

（ウ）新規シグナル因子の単離

真性抵抗性のシグナル伝達に変異を生じたと考え

られる変異体の原因遺伝子の同定を目指した。 2系

統について領域の絞り込みを進め、そのうち l系統

について候補遺伝子の単離に成功した。
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2 いもち病菌感染初期の菌糸伸長を抑制す

るイネ固場抵抗性遺伝子の単離と機能解明

(PMI0006) 

ア研究目的

近年のいもち病抵抗性育種では、抵抗性崩壊が起

こりにくい圃場抵抗性遺伝子の重要性が増してい

る。一般に lつの圃場抵抗性遺伝子による耐病性効

果は大きくないが、植物に複数の遺伝子を導入する

ことにより強力な耐病性を付与できると考えられて

いる。したがって、多数の圃場抵抗性遺伝子を同定

および単離することは今後のイネいもち病耐病性育

種にとって極めて重要な意味を持つ。しかし、イネ

いもち病抵抗性遺伝子の探索では、作用の強い真正

抵抗性遺伝子の陰に隠れ、単独では作用の小さい圃

場抵抗性遺伝子の多くが見落とされてきたと考えら

れる。また、圃場抵抗性遺伝子の単離やその機能解

明もほとんど進んでおらず、その分子基盤は全く明

らかになっていない。最近我々は、ササニシキ／ハ

パタキ戻し交雑白殖系統群を用いた研究により、い

もち病菌の感染菌糸伸長を抑制する未知の圃場抵抗

性様遺伝子の存在をハパタキの第 12染色体上に明

らかにし、その候補遺伝子の座乗領域を特定するこ

とに成功した。

本研究では、ハバタキに見出された圃場抵抗性遺

伝子を精密遺伝子連鎖地図を作成することにより単

離することを目指した。さらに、リコンビナントタ

ンパク質を用いた生化学的解析によって単離した遺

伝子の機能を明らかにするとともに、いもち病抵抗

性における圃場抵抗性遺伝子の有用性を実際の圃場

において検証することを目的とした。

イ研究方法

（ア） 供試植物および形質転換体の作製

本研究を通して、供試植物および形質転換親とし

てイネ品種目本晴を用いた。また、候補遺伝子のノッ

クアウト変異体として、 Tos17ミュータントパネル

から探索された ossklを用いた。遺伝子を過剰発現

する形質転換体はAgrobacterium法によって作製し、

形質転換にはp2k-l＋ベクター（Takahashiet al.) l) 

を用いた。

（イ） イネ葉鞘を用いたいもち病抵抗性の評価

イネのいもち病抵抗性を迅速に評価するため、

葉鞘内腔に GFP発現いもち病菌（レース 137）を

接種し、接種48時間後の菌糸伸長を蛍光顕微鏡

(Axioskop2、Zeiss）を用いて観察し、デジタルカ

メラ（AxioCamHRc、Zeiss）により写真撮影した。

デジタル写真をコンビューター上で解析し、菌糸伸

長量を測定した。

（ウ） 糖キナーゼ活性の測定

候補遺伝子がコードする酵素タンパク質の活性を

測定するため、 pColdProS2ベクターに cDNAを

連結し、大腸菌BL21(DE3) pLysに形質転換し、

リコンビナントタンパク質を作製した。作成した

タンパク質の糖キナーゼ活性は、 ADP-Glokinase 

assay kit （プロメガ、 USA）を用いて測定した。

（エ） 圃場におけるイネいもち病抵抗性の評価

圃場抵抗性遺伝子を有するイネのいもち病抵抗性

の程度を検討するため、イネをいもち病多発圃場に

おいて栽培し、移植3.5か月後の止葉における病斑

面積（1葉あたり相対値）および病斑数（1葉あた

り病斑数）を測定した。

ウ研究結果

（ア）候補遺伝子 OsS一 l過剰発現形質転換体のい

もち病抵抗性

ササニシキ／ノ1ノtタキ染色体部分置換系統である

SL439とササニシキとの戻し交雑系統の F3および

F4約2000個体を用いたマッピングの結果、ハバタ

キに見出された圃場抵抗性候補遺伝子は糖キナー

ゼの一種をコードする OsSKJであることが明らか

になった。さらに、国内タトのイネ 55品干重において

OsSKJのCDS配列を検討した結果、祖先型（コシ

ヒカリ型）に比べ、 382番目のグリシンがアルギニ

ンに変異した対立遺伝子（ササニシキ型）および

445番目のヒスチジンがグルタミンに変異した対立

遺伝子（ハパタキ型）の3型存在することが明らか

になった。そこで、これらの対立遺伝子をイネで過

剰発現させ、いもち病抵抗性が高まるか否かを検討

した（図222-1)。

この結果、ハパタキ型およびコシヒカリ型 OsSKJ

を過剰発現した形質転換体においてはいもち病菌の

感染菌糸伸長が有意に抑制されたのに対して、ササ

ニシキ型を過剰発現しても抑制は認められなかっ

た。以上の結果から、 382GlyがArgに置換される

変異によってササニシキの圃場抵抗性が低下してい

ることが明らかになった。
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た。この結果から、 OsSKlの酵素活性といもち病

圃場抵抗性とは負に相関する可能性が示された。そ

こで、 Tos17挿入による OsSKI遺伝子破壊株のいも

ち病抵抗性を調べた結果（図 222-2B）、いもち病

菌の感染菌糸伸長が抑制され、抵抗性を示すことが

明らかになった。さらに、ノックアウト変異体に野

生型のササニシキ型 OsSKIを形質転換したところ、

抵抗性は完全に消失した。

（イ） OsSKlタンパク質の酵素活性とノックアウ

ト変異体のいもち病抵抗性

いもち病抵抗性とタンパク質の機能との相関を明

らかにするため、 OsSKlタンパク質を大腸菌で合

成して SKl活性を測定した（図222-2A）。

この結果、予想外なことに、抵抗性を示すササニ

シキ型OsSKlの活性が最も高く、ハパタキ型およ

びコシヒカリ型の活性は弱いことが明らかになっ
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（ウ）圃場における OsSKIノックアウト変異体の

いもち病抵抗性

Os SKIノックアウト変異体の圃場におけるいも

ち病抵抗性を検討するため、いもち病多発圃場での

栽培試験を行った。この結果、野生型の日本晴に比

べて OsSKI変異体では病斑面積が69%、病斑数が

52%抑制され、圃場においても有意ないもち病抵抗

性が確認された。

エ考察

（ア）本研究の結果、ハパタキ由来のいもち病圃

場抵抗性遺伝子は糖キナーゼをコードする OsSKI 

であることが明らかになった。これまでにイネ

の圃場抵抗性遺伝子として単離されたのは、 pi21

(Fukuoka et al. 2009) 2lおよびPhi(Hayashi et al. 

2010) S）のみであり、 OsSKIの構造と推定される機

能はこれらのいずれとも全く異なる新規の遺伝子で

あった。

（イ） OsSKlの酵素活性と抵抗性との相関を検討

した結果、両者に負の相関が認められたことから、

糖キナーゼ活性の低下によっていもち病圃場抵抗性

が付与されると考えられた。この結果はおs17挿入

ノックアウト変異体が抵抗性を示すことからも支持

された。

（ウ）本研究で単離された遺伝子をノックアウト

した変異体は圃場においても有意ないもち病抵抗性

を示したことから、いもち病抵抗性育種への有用性

が期待される。

オ今後の課題

本研究の結果、ハパタキ由来の圃場抵抗性遺伝子

は機能低下型の糖キナーゼであることが明らかに

なった。これまで糖キナーゼが病害抵抗性に関与す

ることが明らかになった例は無く、この遺伝子が関

与する未知の抵抗性機構の存在が推定される。今後

は糖キナーゼの活性が低下することによりどのよう

な機構でイネがいもち病抵抗性となるかを詳細に検

討し、未知の抵抗性機構を明らかにする必要がある。

力要約

ハパタキに見出された圃場抵抗性の原因遺伝子は

糖キナーゼをコードする OsSKIであることが明ら

かになった。対立遺伝子由来のリコンピナントタン

パク質を用いた酵素活性の測定から、この遺伝子が

コードする糖キナーゼ活性と圃場抵抗性が負に相関

することが明らかになった。さらに、 Tos17挿入に

よるノックアウト変異体がいもち病抵抗性を示すこ

と、およびササニシキ型OsSKIを形質転換したノッ

クアウト変異体は抵抗性を示さなくなることから、

原因遺伝子の産物である糖キナーゼの機能低下によ

りイネがいもち病圃場抵抗性を獲得することが明ら

かになった。さらに、ノックアウト変異体をいもち

病多発圃場で栽培したところ、圃場においてもいも

ち病抵抗性を示したことからこの遺伝子は育種材料

として有用であることが明確に示された。
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研究担当者（小林一成つ

3 耐病性シグナル伝達に関わるタンパク質複合

体の機能解明（PMI0007)

ア研究目的

作物の収量は糸状菌、細菌、ウイルスなどによる

病害により大きな影響を受けている。ところが、病

害の軽減のため、農薬の使用が現在は中心であり、

将来は作物が本来持っている耐病性機能を強化して

ゆくことが期待されている。そのために本研究にお

いては、現在までに分子レベルで明らかになってい

ない、耐病性シグナル伝達の分子機構を理解し、耐

病性の付与に必要な遺伝子及びタンパク質を分子遺

伝学やプロテオミクスの方法を利用して同定する。

同定した遺伝子及びタンパク質問の相互作用を in

vitro及びinvivoでさまざまな方法を用いて解析し、
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耐病性シグナル伝達における遺伝子（タンパク質）

のネットワークを明らかにする。さらに、ネットワー

クの動態をイメージング等の新規な方法を用いて解

析する。こうした研究により得られた情報を用い、

作物の耐病性強化のための分子育種の戦略を構築す

る。以上の研究より既存の方法では得ることのでき

ない優れた耐病性を持った作物の作出を図る。

イ研究方法

（ア） Rタンパク質の機能に関する新規な発見

タバコの葉を用いた過剰発現により、 OsRaclゃ

いもち病抵抗性タンパク質 Pitの機能解析を行っ

た。OsRaclのドミナントネガテイブ型の過剰発現

イネや OsRaelのRNAiイネをイ乍出し、 OsRaclが

Pitを介した耐病性経路に関与するか検討した。

（イ）OsRaclとPAMP受容体に関する新規な発

見

これまでの知見から、 PAMPを認識したレセプ

ター型キナーゼがOsRaelの活性化タンパク質であ

るGEFをリン酸化して、 OsRaclを活性化するこ

とが示唆されている。OsRacGEFlとさまざまなレ

セプター型キナーゼの相互作用と OsRaclの活性化

の分子機構を明らかにする。

（ウ）細胞膜貫通型免疫レセプターの成熟と細胞

内輸送に関する新規な発見

各種の変異体や細胞内輸送の阻害剤を用いて、細

胞膜貫通型免疫レセプターの成熟と細胞内輸送機構

の解明を行った。

（エ） OsRaclによる防御関連遺伝子の制御機構

の解明

basic helix-loop-helix型転写因子である Rice

immunity 1 (RIMl）のアクテイベーションタグラ

インを用いて、耐病性への関与を検討した。PALl

やOsWRKY19等の防御関連遺伝子の転写調節

にRIMlが関与するか否かを遺伝子発現解析やゲ

ルシフトア ッセイを用いて才食討した。MAPK3、

MAPK6による RIMlの活性調節機構を検討した。

（オ）イネの免疫反応を制御する Defensomeモデ

ルの構築

Defensome構成タンパク質の相互作用タンパク

質を Affinitychromatography，酵母twohybrid法、

共免疫沈降、 invitro結合実験を用いて同定する。

ウ研究結果

（ア） Rタンパク質の機能に関する新規な発見

抵抗性（R）タンパク質は、病原体の侵入を感知

する細胞内レセプターとして働き、植物の自然免疫

において極めて重要な分子である。しかしながら、

Rタンパク質がどのようなシグナル分子を介して植

物の免疫を誘導するかは不明であった。我々は、こ

れまでに、低分子量Gタンパク質 OsRaclがイネ

の免疫において、主要なスイッチタンパク質である

ことを明らかにしている（l,2. 3）。イネのいもち

病菌の Rタンパク質PitがGタンパク質 OsRaelに

直接結合し、 OsRaclを活性化することを見出した

(4）。また、Pitは、OsRaelを活性化することにより、

活性酸素や過敏感細胞死を制御して、いもち病に対

する抵抗性を制御することを明らかにした（図 223-

1）。

（イ） OsRaclとPAMP受容体に関する新規な発

見

植物の細胞膜には病原菌の感染を認識するため

の多数の受容体型キナーゼが存在する。受容体型

キナーゼである OsCERKlと、真菌の細胞壁を構

成するキチンと結合するタンパク質 OsCEBiPは，

細胞膜において複合体を形成しキチンを認識する。

しかしながら，認識した後細胞内において起こる

シグナル伝達機構は明らかにされていない。我々

は、イネにおいて、キチンにより細胞膜にて低分

子量Gタンパク質である OsRaclが非常にすばや

く活性化されることを時空間的な解析から見い出

した（5）。 また、 この OsRaclの活性イヒは GEF

である OsRacGEFlによることを明らかにした。

いもち病菌

要説三量
図223-1 Rタンパク質 （Pit）による OsRaclの

活性化



OsRacGEFl はOsCERKlの細胞内ドメインと相互

作用しており、キチンの刺激に依存してその 549番

目のセリン残基がリン酸化された。OsRacGEFlは

このリン酸化により活性化され， OsRaclの活性化

を｛足すことが明らかになった。さらに、 OsCERKl

とOsRacGEFlを含むタンパク質複合体が小胞体

から細胞膜まで小胞輸送されていることが示さ

れ、細胞膜において OsRaclをくわえた OsCERKl-

OsRacGEFl-OsRacl複合体が形成されていること

が示唆された（図223-2）。

（ウ）細胞膜貫通型免疫レセプターの成熟と細胞

内輸送に関する新規な発見

これまでにイネの低分子量GTP結合タンパク質

OsRaclがイネの自然免疫において重要な役割を果

たすことを明らかにしている。我々は OsRaclにコ

シヤペロンの Hop/Stilが直接結合することを見出

した（6）。さらに、抵抗性タンパク質の安定性に関

与するシャペロンタンパク質複合体の構成タンパク

細胞膜

膜輸送

Chitin 

質である日sp90,SGTl, RARlとHop/Stilが直接結

合することも見出した。また、 Hop/StilのRNAi

植物体は、いもち病菌の増殖が増大し、耐病性に関

与する遺伝子の発現が減少する。反対に Hop/Stil

過剰発現体は、いもち病に対して強くなることか

ら、 Hop/Stilを含むタンパク質複合体が、植物の

免疫に関して重要な役割を果たしていることが明ら

かになった。日op/StilとHsp90カfキチンレセプター

である OsCERKlに直接結合することを見出した。

COP II依存的な小胞体ーゴルジ聞の輸送を制御する

GTP結合タンパク質である Sarlの変異体や小胞輸

送の間害剤であるブレフェルデイン Aを用いた解

析から、 Hop/Stil、Hsp90とOsRaclは、 CERKl

と小胞体内で、複合体を形成することが示唆された。

さらに、 OsCERKlは、 COPII小胞を介してゴルジ

に輸送され、ゴルジから細胞膜に輸送されることを

見出した（図223-3）。

（エ） OsRaclによる防御関連遺伝子の制御機構

図223-2 OsCERKl-OsRacGEFl-OsRaclモジュール

Os Raelタンパク質を活性化し耐病性を誘導

キチン • C 

膿貫通型レセプターの成熟 エンドソーム

キチンレセプター
(CERK1) 

キチンにより

誘導される免疫

<:E立〉

図223-3 Hop/Stilシヤベロン複合体がレセプターの成熟と細胞内輸送に重要
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核

⑥ 

図223-4 OsRaclによる防御関連遺伝子の制御機構

の解明

OsRaclによる防御関連遺伝子の制御機構を明ら

かにする目的で、恒常的活性型の OsRaclにより発

現誘導がされる転写因子を検索したところ、 basic

helix-loop-helix型転写因子である RaeImmunityl 

(RAil）を得た。 RAilが耐病性に関与するか否か

を感染実験により検討した。RAilのアクテイベー

ションタグラインは、顕著に耐病性が向上しており、

RAilが耐病性に関与する分子であることが明らか

になった（7）。RAilにより発現が調節される遺伝

子をマイクロアレイを用いて単離を試み、 PALlと

OsWRKY19を同定した。RAilのアクティベーショ

ンタグラインでは、 PALlとOsWRKY19の発現が

上昇し、反対に、 RAilRNAi個体では発現が減少

した。さらに、ゲルシフトアッセイにより、 RAil

がPALlとOsWRKY19のプロモータ一部位に直接

結合することも見出した。以上の結果から、 RAil

はPALlとWRKY19のプロモータ一部位に直接

結合して、それらの遺伝子発現調節をしているこ

とが明らかになった。MAPK3とMAPK6による

basic helix-loop-helix型転写因子SPEECHLESSの

リン酸化が気孔形成に重要であることが知られてい

る。SPEECHLESSと同様に、 RAilがMAPK3と

MAPK6に直接相互作用することを明らかにした。

さらに、 OsRaelとMAPK3及びMAPK6も複合体

を形成することを見出した。PALlとOsWRKY19

のプロモーターを用いたレポーターアッセイによ

図223-5 イネの免疫反応を制御する Defensomeモ

デル

り、 MAPK3あるいは MAPK6依存的に、 PALlと

OsWRKY19の発現が誘導されることを明らかにし

た（図 223-4）。また、 異なる転写因子OsRap2.6が

同様のメカニズムで防御関連遺伝子を制御すること

も明らかにしている（8）。

（オ）イネの免疫反応を制御する Defensomeモデ

ルの構築

プロテオーム解析により、 OsRacl複合体

Defensomeを構成する因子と して、 RARl,Hsp90、

RACKl, Hop/Stilを同定し、それらのタンパ

ク質が耐病性において重要な役割を果たすこと

を明らかにした（6,9）。バイオイメージングを駆

使した結果、 OsRaclが細胞膜貫通型レセプター

(OsCERKl)やRタンパク質（Pit）などの病原体

レセプターと結合することを見出した （図 224-5）。

さらに、 Defensomeは、細胞膜貫通型レセプター

(OsCERKl）と Rタンパク質（Pit）では、異なる

プールで免疫タンパク質複合体を作製すること見出

した。

上記以外にも、トリプタミンが耐病性に関与する

こと (10）や OsRaelファミリーの局在解析 (11)

なども行った。

工考察

（ア） Rタンパク質の機能に関する新規な発見

Pitは、 OsRaclを活性イじすることにより、活性

酸素や過敏感細胞死を制御して、いもち病に対する
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抵抗性を制御することを明らかにした。本研究成果

は、世界に先駆けて Rタンパク質による耐病性誘

導の分子メカニズムを明らかにしたものである。

（イ） OsRaclとPAMP受容体に関する新規な発

見

容体からの指令は、 OsRacGEFlを介して

Os Raelまで伝えられていることが明らかとなった。

つまり、イネの細胞膜上では普段から OsCERKl-

OsRacGEFl-OsRaclタンパク質が待機しており、

病原菌を感知後、即座に OsRaelタンパク質のス

イッチを ONにすることができると考えられる。

（ウ）細胞膜貫通型免疫レセプターの成熟と細胞

内輸送に関する新規な発見

Hop/Stilがキチンレセプター OsCERKlに直接

結合し、 ERから細胞膜への輸送あるいは、 ERで

の成熟に関与することが示唆された。 Hop/Stilが

現在不明である植物の病原体レセプターの輸送機構

や成熟機構の解明の分子基盤となる可能性が高い。

（エ） OsRaclによる防御関連遺伝子の制御機構

の解明

Os RaelはMAPK3あるいは MAPK6によるリ

ン酸化を介して転写因子RAHの活性を調節し、

PALlとOsWRKY19の発現を調節することが示唆

された。

（オ）イネの免疫反応を制御する Defensomeモデ

ルの構築

生化学的な解析の結果、 OsRaelは自身の活性化

に依存して高分子の複合体を形成することが明らか

になった。この結果から、直接的に OsRaclがタン

パク質複合体を形成することが証明できた。本研究

のスタート時点では、不明瞭であった OsRaclを含

むタンパク質複合体Defensomeの分子実体を明ら

かにしつつある。タンパク質複合体レベルで、植物

免疫の解析を行った例は、ほとんどなく、重要な知

見を得た。

オ今後の課題

（ア） Rタンパク質の機能に関する新規な発見

Rタンパク質による OsRaclの活性化機構やエ

フェクターの認識機構を解明する必要がある。また、

Rタンパク質の活性化機構を生化学的に解明する必

要がある。

（イ） OsRaclとPAMP受容体に関する新規な発

見

PAMP受容体によるシグナル伝達経路の全貌を

ほぼ明らかにしており、今後の課題はない。

（ウ）細胞膜貫通型免疫レセプターの成熟と細胞

内輸送に関する新規な発見

細胞膜貫通型免疫レセプター OsCERKlがゴルジ

から直接細胞膜へ輸送されるのか、それともエンド

ソーム等を介して細胞膜に輸送されるのかは不明で

あり、今後の課題である。

（エ） OsRaclによる防御関連遺伝子の制御機構

の解明

OsRaclによる防御関連遺伝子の制御機構の全貌

をほぼ明らかにしており、今後の課題はない。

（オ）イネの免疫反応を制御する Defensomeモデ

ルの構築

Defensomeの全貌は、ほぼ明らかにしつつある

が、 Defensomeモデルで最も重要な論文がまだ

ジャーナルに受理されていないので、論文を通さな

ければならない。

力要約

（ア） Rタンパク質の機能に関する新規な発見

Rタンパク質 Pitが免疫スイッチタンパク質

OsRaclを介して耐病性を誘導する。

（イ） OsRaclとPAMP受容体に関する新規な発

見

OsCERKl-OsRacGEFl-OsRaclモジュールが病

原菌を感知後、 OsRaelを活性化し耐病性を誘導す

る。

（ウ）細胞膜貫通型免疫レセプターの成熟と細胞

内輸送に関する新規な発見

日op/Stilがキチンレセプター OsCERKlに直接

結合し、 ERから細胞膜への輸送あるいは、 ERで

の成熟に関与する。

（エ） OsRaclによる防御関連遺伝子の制御機構

の解明

OsRaclはMAPK3あるいは MAPK6によるリン

酸化を介して転写因子RAHの活性を調節し、防御

関連遺伝子を制御する。

（オ）イネの免疫反応を制御する Defensomeモデ

ルの構築

Defensomeは、細胞膜貫通型レセプター

(OsCERKl）と Rタンパク質（Pit）では、異なるプー
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ルで免疫タンパク質複合体を形成する。
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研究担当者（島本功つ

4 イネの誘導抵抗性におけるシグナル・ネット

ワーク解明（PMI0008)

ア研究目的

イネのサリチル酸防御応答シグナル伝達経路中の

転写因子WRKY45は、抵抗性誘導剤による誘導抵

抗性において中心的な役割を果たし、 WRKY45過剰

発現イネはいもち病、白葉枯病、ごま葉枯病に強い

抵抗性を示す（l-3）。しかしながら、 WRKY45に

制御されている抵抗性反応は不明であり、環境要

因などにより誘導される抵抗性反応に起因する生

育遅延がWRKY45の実用化を妨げている。本研究

は、 WRKY45に制御されている抵抗性反応および

WRKY45の活性発現制御機構を解明し、 WRKY45

の実用化研究にフィードパックできる知見を得るこ

とを目的とした。
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イ研究方法

（ア）いもち病菌の感染過程を解析するには、イ

ネをシードリングケース中で6.5葉期まで育成し、

非切断葉鞘裏面接種法を用いてイネいもち病菌

（レース 007.0）の胞子懸濁液（2× 105/ml）を接種

した。経時的にサンプリングして光顕観察を行い、

感染型を 3型（A：付着器のみで侵入も宿主反応も

見られない、 B：被侵入表皮細胞が壊死し、侵入菌

糸伸展停止、 C：侵入菌糸が生きた宿主細胞内で伸

展）に類別し、それぞれの感染型の出現率を調べた。

また、過酸化水素の集積を調べるため、 DAB染色

(lmg/ml）をサンプリング前8時間暗所で、行った。

（イ）転写因子による標的プロモーターの活性

化を解析するには、標的プロモーターの下流にル

シフエラーゼ遺伝子を接続したレポーター遺伝

子およびエフェクター遺伝子（WRKY45および

WRKY62）をパーティクルガンでイネ葉鞘に共導

入して一過的に遺伝子発現させ、プロモーターの活

性化によるルシフエラーゼ活性を計測した。

（ウ）遺伝子発現の BTH応答性発現が特定の転

写因子に制御されているか否かを調べるには、各転

写因子のノックダウンイネを用い、 BTH等の処理

後に qRT-PCRで発現解析した。 BTH処理は、イ

ネ実生に根から吸収させる方法で行った。また、

DEX誘導性発現系で各転写因子を発現させる系を

用い、遺伝子発現がその転写因子に依存しているか

否かを調査した。

ウ研究結果

（ア） WRKY45過剰発現イネにおけるいもち病菌

の葉鞘裏面接種後の顕微鏡観察から、 WRKY45に

制御されている抵抗性反応により、発芽したいもち

病菌の95%以ょがイネ細胞への侵入段階で阻止さ

れ、さらに過敏感細胞死をともなう反応によって侵

入した菌糸の進展が阻止されることがわかった。ま

た、電子顕微鏡観察により、いもち病菌が WRKY45

過剰発現イネの細胞に侵入する時、イネの細胞壁内

に活性酸素の発生が認められた（1）。

（イ） WRKY45をデキサメタゾン誘導的に発現さ

せた結果、 WRKY45の転写の自己制御および転写因

子WRKY62,OsN AC4, OsHSFlの遺伝子の早期誘

導が観察された。これらの結果から、 PR遺伝子や

ジテルベン型ファイトアレキシン（DP）合成およ

び細胞死に関わる遺伝子の転写が、転写因子のカス

ケードにより制御されていることがわかった。

（ウ） DP合成遺伝子群は、 BTH処理のみでは転

写誘導されず、 BTH処理したイネにいもち病を接

種した後にはじめて転写誘導されることから、 DP

合成遺伝子群は BTHによってサリチル酸経路を介

してプライミングされることがわかった（図224-

1）。また、 WRKY45-kdイネでは DP合成遺伝子群

のプライミングは観察されず、 WRKY45-oxイネで

は、いもち病菌感染後の転写誘導が顕著に早まる

ことから、 DP合成遺伝子の発現のプライミングは

WRKY45に依存していると考えられる。さらに、

サリチル酸経路とサイトカイニン経路との相乗作用

がプライミングに関わっていることが示唆された

（図224-1) (4）。

（エ） WRKY62-kdイネの解析により、 DP合成遺

伝子群の転写誘導にはWRKY62も関わっているこ

とが明らかになった。また、 WRKY62-kdイネはい

もち病抵抗性が弱くなっていた。一方、 WRKY62-ox

イネは一定の条件下でいもち病抵抗性を示した。こ

れらの結果は、 WRKY62がいもち病抵抗性反応を

正に制御していることを示しており、サリチル酸経

路中の転写制御カスケード中の役割と矛盾しない。

一方、 WRKY62による抵抗性反応は環境の影響を

受けて変化することがわかり、防御応答と環境応答

との相互作用に関わるキー因子としての役割が示唆

された（図224-1）。

（オ） WRKY45は、細胞核内のユピキチンープロ

テアソーム系によって恒常的に分解されていること

がわかった。これは病原体非存在下の不要な防御

応答を抑制する仕組みと推測される。一方、サリ

チル酸経路の活性化時には、 WRKY45のユピキチ

ン．プロテアソーム分解により WRKY45の転写活

性が上昇することが示唆された。これらの結果か

らWRKY45は、ユピキチンープロテアソームによ

り状況によって異なる二面的な制御を受けているこ

とが明らかになった（5）。同様の二面的制御はシロ

イヌナズナの NPRlでも報告されている。イネの

OsNPRl (6）はユピキチン．プロテアソーム分解を

受けないことがわかり、イネとシロイヌナズナのサ

リチル酸経路の違いが明らかになった（図224-2）。

（カ） WRKY45はイネ細胞内で数カ所にリン酸

化を受けていることがわかった。また MPK6は
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いもち病菌
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、

ジテルペン型ファイトア
レキシン合成遺伝子

図224-1 ジテルベン型ファイトアレキシン合成遺伝子の発現制御のモデル

SA経路によるジテルペン型ファイ トアレキシン合成遺伝子発現のプライミングには、
WRKY45→WRKY62→DPFの転写制御カスケードが関与している。いもち病菌によるトリガーの
過程にはサイトカイニン・シグナル伝達が関与している。

シロイヌナズナ

病源体感染

↓ 
SA 

プロテアソーム I 
分解 .. 

（：~~~i，~＇， ←d亙D
8J>e~~；2e~o~）↓ 

抵抗性反応

イネ

染一
向
↓
凶

源

5

病

〆、
信亙診

↓ 

プロテアソーム
分解

唖亙きり→吋砂

抵抗性反応

図224・2 イネとシロイにナズナにおける防御応答制御因子のプロテアソーム分解制御。シロイヌナズナでは

NPRlが、イネではWRKY45がプロテアソーム分解を受け、これにより非感染時の防御応答の抑制お

よびSA経路活性化時の防御応答の促進という二面的な制御が行われている。
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サリチル酸によって活性化する。 WRKY45は、

MKK10-l-MPK6およびMKK6-MPK6の組み合わ

せによって invitroでリン酸化されることがわかっ

た（7）。また、 MKKl0-1およびMKK6の恒常的活

性型を誘導的に発現させると、 WRKY45の自己制

御によって WRKY45の転写量が増大した。これら

の結果はサリチル酸経路特異的MAPKカスケード

によって WRKY45のリン酸化が制御されているこ

とを示唆している。

（キ） ABAがサリチル酸経路に対して抑制的に

作用し、 WRKY45およびOsNPRlによる病害抵抗

性を抑制することを明らかにした（8,9）。これによ

り、低温や乾燥によってサリチル酸経路による病害

抵抗性が抑制されることが説明される。

（ク） CC-NB-LRR型の穂いもち病抵抗性タン

パク質PblはWRKY45とタンパク質問相互作用

することがわかった。また、 Pbl系統における

WRKY45抑制実験などから、 Pblによる病害抵抗性

がWRKY45に依存していることがわかった。

エ考察

WRKY45のプロテアソーム分解制御やプライミ

ング効果の機構、サリチル酸経路に対する環境の

影響など、 WRKY45の利用に際して問題となる生

育・収量への悪影響との関わりが推測される重要な

知見を得た。これらの知見は、サリチル酸経路やそ

れと相互作用する環境因子の作用を媒介するシグ

ナル伝達の改変、 WRKY45のタンパク質の改変な

どを通じて、さらに高度なサリチル酸経路および

WRKY45の利用につながることが期待される。

オ今後の課題

WRKY45の翻訳後制御やその制御に関わる因子

を用いてさらに高度な複合病害抵抗性の改良を行う

には、 WRKY45の活性制御に関わるアミノ酸の特

定やシグナル伝達聞の相互作用に関わる実行因子に

関する知見が不足している。特に ABAがサリチル

酸経路に対して抑制的に作用する際の作用点が同定

できれば、その制御により冷害時のいもち病の抑制

につながると期待される。

力要約

（ア） WRKY45は、侵入阻止および菌糸進展阻止

の2段階の抵抗性反応でイネいもち病菌に対する抵

抗性を与えることがわかった。

（イ） WRKY45は、 WRKY62やDPFを介してジ

テルペン型ファイトアレキシンを制御していること

が明らかになった。

（ウ） WRKY45は、プロテアソーム分解により、

非感染時の防御応答の抑制と感染時の防御応答の促

進の三面的制御を受けていることがわかった。

（エ） SA経路に対し、 ABAは抑制的に、サイト

カイニンは促進的に、それぞれ作用して WRKY45

依存的病害抵抗性に影響することがわかり、

WRKY45による病害抵抗性に対する環境因子の影

響との関連が推測された。
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5 感染初期におけるイネといもち病菌相互作用

の解明（PMI0009)

ア研究目的

植物は病原菌の感染を認識すると生体防御反応を

引き起こし、病原菌の感染を妨害する。動・植物に

おける病原糸状菌（カピ）の初期認識には、グルカ

ン、キチン、マンナンといった菌の細胞壁成分が病

原体関連分子パターン（PAMPs）として関与する

ことが知られており、それに対応して病原菌は宿主

による認識を回避する方法を進化させてきた。例え

ば、炭そ病菌では感染時において、植物がきわめて

鋭敏に認識・攻撃できる細胞壁のキチンを認識能力

がより低いキトサンに変換することが知られてい

る。いもち病菌は主にイネ科穀類に感染する病原糸

状菌であり、イネに対してはキチンオリゴマーがエ

リシターとして作用することが知られているにもか

かわらず、いもち病菌の感染時の細胞壁構成成分の

動態に関する知見はほとんどない。提案者はこれま

でにいもち病菌の感染時に、菌の細胞壁の構成がダ

イナミックに変化し、イネが認識できないようにし

ていることを示唆する結果を得てきている。そこで

本研究では、いもち病菌細胞壁成分の機能について

分子生物学、生化学、組織学手法を用いて解析を行

うとともに、この現象をこれまでに明らかになって

いないイネいもち病菌における植物の細胞壁認識の

回避メカニズムととらえ、イネの耐病性遺伝子ネッ

トワークにおける“抜け穴”を見出すという新規な

視点で病害防除への応用を図る。

イ研究方法

（ア）イネーいもち病菌相互作用におけるα－1,3,-

グルカンの感染時の機能

いもち病菌は感染時に特異的に細胞表層にα－1,3，ー

グルカンホlを蓄積することを見出した。そこで、

イネーいもち病菌相互作用におけるα－l,3，－グルカン

の感染時の機能について分子生物学、細胞化学、生

化学手法により解析する。イネいもち病菌における

α－1,3，ーグルカンの機能を解析すると共に、いもち病

菌のα－1,3，－グルカン生合成酵素遺伝子変異株を接種

した感染時のイネ細胞における遺伝子発現や細胞状

態の変化を解析する。また、菌の細胞壁から精製

したα－1,3，ーグルカンを用いて、 α－1,3，ーグルカンのイ

ネに対するエリシター活性を遺伝子発現などを指標

に確認する。 α－1,3，ーグルカンが感染時のイネによる

認識回避に関わっていることが明らかになれば、 α

-1ぷーグルカナーゼ導入イネの作出を行い、抵抗性

付与に関わるかどうか確認を行う。

（イ）宿主植物の防御応答を制御する新規いもち

病菌因子の解析

植物を認識したいもち病菌ではヘテロ 3量体G

タンパク質が活性化されて感染器官の分化が誘導さ

れることが知られている。ヘテロ 3量体Gタンパ

ク質が恒常的に活性化したいもち病菌変異株がイネ

やオオムギに防御応答を誘導したことから、ヘテロ

3量体Gタンパク質シグナルにより宿主植物の防御

応答に働きかけるいもち病菌因子の発現が制御され

ていることが推測される。そこで、マイクロアレイ

解析によりこの因子の特定を行い、さらに遺伝子破

壊などによりその機能の詳細な解析を行う。

ウ研究結果

（ア）イネ病原性糸状菌における感染時特異的な

α－l,3－グルカンによる表層への蓄積

イネいもち病菌、イネごま葉枯病菌、紋枯病菌は

世界的に問題となっているイネ3大病害の原因菌で

あるD イネごま葉枯病菌（子嚢菌）と紋枯病菌（担

子菌）はイネいもち病菌（子嚢菌）と進化上非常に

遠い関係にあり、この3菌の感染機構は全く異なっ

ているにかかわらず、イネいもち病菌と同様に感染

時にα－1,3・グルカンで菌体を覆うことを見出した（藤

川ら 1），藤川ら 2））。

（イ） α－1,3・グルカンを利用したイネ防御応答の遅

延

α－1,3・グルカンを欠損したイネいもち病菌は感染

能を失った。また、この欠損株を接種したイネでは、
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防御関連遺伝子の発現が菌の植物体内への侵入前に

既に誘導されていた。この誘導のタイミングが野生

型のいもち病菌を接種した場合より明らかに早かっ

たことから、イネいもち病菌はα－l,3－グルカンを利

用してイネの抵抗性応答を遅延させていることが明

らカ斗こなった。

（ウ）イネ病原性糸状菌に共通の宿主自然免疫回

避機構の解明

細菌由来のα－1,3－グルカン分解酵素を発現させた

イネは、イネいもち病菌、イネごま葉枯病菌、紋枯

病菌に同時に耐性を示した（図225-1）。また、これ

らの病原性糸状菌を接種したα－1,3－グルカン分解酵

素発現イネでは防御関連遺伝子の発現が迅速に誘導

された。つまり菌体表面のα－1,3－グルカンの分解に

より植物の自然免疫が活性化されたことを示す。以

上の結果から、イネ病原’性糸状菌はα－1,3－グルカン

を利用して宿主植物の自然免疫を回避して感染して

いることカf明らかになった。

（イ）ムギ類の防御応答を抑制するエフェクタ－

2因子の特定

感染シグナル活性化時に特異的に発現が誘導され

る遺伝子の中から、分泌シグナルを持つタンパク質

遺伝子の機能解析を行った。これらの遺伝子の欠損

イネいもち病

NT AGL-rice 

株や分泌シグナル欠損株はイネには感染できるがム

ギ類（オオムギ、コムギ、イタリアンライグラス）

には感染できず、さらにオオムギの防御応答を強く

引き起こすことが分かつた。このことから、これら

の遺伝子にはムギ類の防御応答を抑制していもち病

菌の感染を促進するエフェクター機能があることが

明らかになった。

エ考察

（ア） α－1,3－グルカンを利用した植物免疫からのス

テルス化

本研究から、イネの3大病原性糸状菌（いもち

病菌、ゴマ葉枯病菌、紋枯病菌）は感染時に菌糸

表層へα－1,3－グルカンを蓄積することにより細胞壁

PAMPsの露出を防ぎ、植物のPAMPs認識を遅延

させていることが明らかになった。すなわち、 α

-1,3－グルカンはこれらの糸状菌において植物免疫か

らステルス化して感染するための因子であるといえ

る。

（イ） α－1,3－グルカナーゼの病害防除への利用

αα－1,3－グルカナーゼ遺伝子導入イネはイネ病原性

糸状菌（いもち病菌、ゴマ葉枯病菌、紋枯病菌）に

対して同時に耐病性を示した。これらの病原菌は進

イネごま葉枯病 イネ紋枯病

NT AGL-rice NT AGL-rice 

図225・1 α－1,3－グルカナーゼ遺伝子導入によるイネへの病害抵抗性付与
1）細菌由来のα－1,3－グルカン分解酵素遺伝子を導入したイネは、イネの3大病原性糸状菌 （いもち病菌、ごま
葉枯病菌、紋枯病菌）に対して抵抗性を示す。病原菌が侵入した部位は褐色に変化するが、 AGL-riceでは感
染が広がらなかったため葉の殆どは緑色に保たれている。NT：非組換えイネ； AGL-rice：α－1,3－グルカン分
解酵素遺伝子導入イネ

・1：α－1,3－グルカンとは糖 （グルコース）からなる多糖の lつ。カピの細胞壁 （細胞の外側を囲む構造）を構成
する成分0
・2：エフェクターとは病原菌の分泌するタンパク質などで植物の免疫などに作用する物質の総称。
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化上非常に遠い関係にあることから、他の多くの病

原性糸状菌でもα－l,3－グルカンがステルス因子とし

て機能していることが推測される。本研究成果は植

物へのα－l,3－グルカナーゼ遺伝子導入以外にも、 α

-l,3－グルカナーゼ酵素自体やα－1,3－グルカナーゼ生

産菌の利用などの方法による植物の自然免疫の活性

化による「普遍的なカピ病害防除法」に応用できる

可能性がある。

（ウ）ムギ類に対するエフェクターの同定

いもち病菌が分泌するムギ類に対するエフェク

タータンパク質のホモログは多くの糸状菌が持って

いるものの、その機能は殆ど解析されていない。本

研究からこのエフェクタータンパク質がムギ類の防

御応答を抑制することが明らかになった。この遺伝

子のホモログが特に病原菌ゲノム中に多く見られた

ことから、他の病原性糸状菌でも同様な機能を持っ

ている可能性がある。

オ今後の課題

（ア）糸状菌ステルス因子としてのα－l,3－グルカン

の普遍的

イネの3大病原性糸状菌（いもち病菌、ゴマ葉枯

病菌、紋枯病菌）で、はα－1,3－グルカンがステルス因

子として利用して宿主植物の免疫をナーゼ遺伝子の

導入によりイネに糸状菌病害抵抗性を付与すること

に成功したが、他の植物と病原菌の組み合わせでも

同様の効果が見られることを確認する必要性があ

る。

（イ）ムギ類のエフェクターの作用機構

ムギ類の防御応答を抑制するエフェクターを発見

したがその作用機構は全く明らかになっておらず、

今後解析をする必要性がある。

力要約

（ア） α・1,3－グルカナーゼを利用したイネ 3大糸状

菌病害の同時防除

イネ病原性糸状菌（イネいもち病菌、イネ紋枯

病菌、イネゴマ葉枯病菌）ではイネが分解できない

α－1,3・グルカンでPAMPsを覆い隠すことにより、

イネの自然免疫の発動を遅延させることが明らかに

なった。

（イ）いもち病菌が分泌するムギ類の自然免疫を

抑制するエフェクターの解明

植物認識シグナルにより発現が誘導される新規エ

フェクターを見出した。このエフェクターの分泌に

よりムギ類の防御応答が抑制され、結果としてイネ

いもち病菌のムギ類への感染が促進されることが明

らかになった。
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6 いもち病菌エフェクタータンパク質によるイ

ネ耐病性発現調節機構の解明（PMI0010)

ア研究目的

いもち病菌のイネ感染機構、イネのいもち病抵抗

性機構を解明することは、イネの安定栽培に大きく

貢献する。従来、イネーいもち病菌相互作用に関す

る研究は、イネ抵抗性遺伝子といもち病菌の非病原

性遺伝子の相互作用に集中してなされてきた。近年

になって、病原微生物の病原性遺伝子「エフェク

ター」に関心が集まっている。病原菌エフェクター

は、宿主の耐病性機構を操作することにより、感染

に貢献していると考えられる。本研究課題では、新

規いもち病菌エフェクターを多数同定することによ

り、いもち病菌感染機構、イネの新規耐病性機構を

明らかにし、得られた新知見に基づいて、最終的に

イネ抵抗性育種に貢献することを目的とする。

イ研究方法

現在までに同定済みの、 AVR-Pia、AVR-Pii,

AVR-Pikの3種類の非病原力因子（Yoshidaet al. 

2009）のエフェクター機能解明を進める。さらに4



種類の新規エフェクター候補因子、 MC69,RU528、

GAS2、MAS3について機能解明を進める。主な研

究内容は、（1）エフェクターが標的としているイネ

タンパク質を同定する、（2）エフェクターのイネ細

胞内への移行機構について解析する、ことからなる。

エフェクターの標的因子の探索には、酵母2－ハイ

ブリッド法および、共免疫沈降法を活用する。さら

にエフェクターと相互作用する植物抵抗性タンパク

質を酵母2－ハイブリッド法により同定する。大規

模イネ突然変異系統群および次世代シーケンサーを

利用して、イネ全ゲノム解析により、新規抵抗性遺

伝子Piiを単離同定する。

ウ研究結果

（ア）いもち病菌非病原力因子の相互作用因子の

同定

いもち病菌非病原力因子、 AVR-Pia、AVR-Pii、

AVR-Pikと相互作用するイネ因子を同定する目的

で、これらのタンパク質を過剰発現するイネ細胞を

利用し、共免疫沈降実験を実施した。 AVR-Piiと相

互作用するイネ因子として、細胞外分泌に関わる新

規Exo70タンパク質を同定した。 AVR-Piiを過剰

発現するイネでは、耐病性に関わるタンパク質の

細胞外分泌が阻害されている可能性が示唆された。

AVR-PiaおよびAVR-Pikは、主に膜局在性のタン

パク質であることが示された。

（イ）いもち病菌非病原力因子AVR-Pikと抵抗性

タンパク質Pikの相互作用

AVR-PikとPikの認識相互作用は、 Pik-1の

coiled coil (CC) ドメインを介した物理的結合に

よって決定されていることが示された（Kanzakiet 

al. 2012）。さらに、いもち病菌非病原力因子AVR-

PikとPik-1遺伝子の聞に、直接結合を介した共進

化が生じている可能性が示された（Kanzakiet al. 

2012）。

（ウ）いもち病菌分泌タンパク質MC69の機能

いもち病菌分泌タンパク質 MC69がいもち病菌

の病原性に必要であることが明らかになった。さら

に、 MC69のホモログタンパク質が、ウリ類炭症病

菌の病原性にも必要であることが示された（Saitoh

et al. 2012）。

（エ）イネ全ゲノム解析手法の確立

イネ全ゲノム解析により、 QTL領域を迅速に同

定する技術「QTL-seq法」（Takagiet al. 2013）を

開発した。 QTL-seq法により、イネ品種「Nortai」

の圃場抵抗性遺伝子領域を同定した。さらに、突

然変異体の原因遺伝子を同定する技術MutMap法

を開発した（Abeet al. 2012）。 MutMap法により、

イネ品種「ひとめぼれ」の真正抵抗性遺伝子Piiを

同定した。さらに、 MutMapj去を改良して、交配

を必要とせず、突然変異体の原因遺伝子を同定する

技術MutMap＋法を開発した。

工考察

（ア）いもち病菌非病原力因子の相互作用因子の

同定

いもち病菌非病原力因子AVR-Piiは、イネの細

胞外分泌機構に作用している可能性が示唆された。

（イ）いもち病菌非病原力因子AVR-Pikと抵抗性

タンパク質Pikの相互作用

いもち病菌AVR-Pikとイネ Pik遺伝子が共進化し

ている可能性が示唆された。このことは、 Pik遺伝

子に多様な対立遺伝子が存在する原因であると考察

される。

（ウ）いもち病菌分泌タンパク質MC69の機能

MC69タンパク質は、植物病原糸状菌に広く保存

されていることから、 MC69を標的とした防除方法

の可能性が示唆される。

（エ）イネ全ゲノム解析手法の確立

イネ全ゲノム解析により QTLや突然変異遺伝子

を迅速に同定する技術基盤を確立した。本技術は、

今後イネ有用遺伝子同定に広く活用されるものと推

察される。さらに、有用な圃場抵抗性QTLと真性

抵抗性遺伝子Piiの同定にも至ったので、今後の解

析が待たれる。

オ今後の課題

（ア）いもち病菌非病原力因子の相互作用因子の

同定

AVR-PiaおよびAVR-Pikのイネ側相互作用因子

の同定が急務である。

（イ）いもち病菌非病原力因子AVR-Pikと抵抗性

タンパク質Pikの相互作用

AVR-PikとPikタンパク質の相互作用の構造解

析が必要となる。

（ウ）いもち病菌分泌タンパク質MC69の機能



MC69のイネ側因子との相互作用解明が必要であ

る。

（エ）イネ全ゲノム解析手法の確立

イネ以外の作物への応用について検討する必要が

ある。

力要約

（ア）いもち病菌非病原力因子の相互作用因子の

同定

いもち病菌非病原力因子 AVR-Piiがイネの細胞

外分泌に関わるタンパク質 Exo70と相互作用する

ことを明らかにした。

（イ）いもち病菌非病原力因子AVR-Pikと抵抗性

タンパク質Pikの相互作用

AVR-PikとPikタンパク質が直接物理的相互作

用することを明らかにした。

（ウ）いもち病菌分泌タンパク質MC69の機能

MC69がいもち病菌の病原性に必要であることを

明らかにした。

（エ）イネ全ゲノム解析手法の確立

QTL-seq法、 MutMap法の開発に成功し、圃場

抵抗性遺伝子領域と真性抵抗性遺伝子Piiを同定し

た。
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I 研究年次・予算区分

研究年次： 2008年度～2012年度

予算区分：農林水産省農林水産技術会議新農業

展開ゲノムプロジェクト

II 主任研究者

主査：国立大学法人名古屋大学

推進リーダー：国立大学法人名古屋大学

生物機能開発利用研究センター

教授

松岡信（2008～2012年度）

サブリーダー（酸化還元ストレス、カドミウム、栄

養不足等の環境ストレス耐性に係わる

主要な質的形質遺伝子に関する研究）：

国立大学法人東京大学大学院農学生命

科学研究科

教授

藤原徹（2008～2012年度）

サブリーダー（イネ種子の登熟や高温下での品質

に係わる主要な質的形質遺伝子に関す

る研究）：

国立大学法人東北大学大学院生命科学

研究科

教授

渡辺正夫（2008～2012年度）

m 研究担当機関
国立大学法人名古屋大学

（委託先）公立大学法人福井県立大学

（委託先）国立大学法人東京大学

（委託先）国立大学法人名古屋大学

（委託先）国立大学法人岡山大学

（委託先）国立大学法人京都大学

（委託先）国立大学法人東北大学

（委託先）独立行政法人農業生物資源研究所

（委託先）国立大学法人埼玉大学

（委託先）大学共同利用機関法人情報・システム

研究機構国立遺伝学研究所

（委託先）国立大学法人奈良先端科学技術大学院

大学

研究の要約

（委託先）独立行政法人農業・食品産業技術総合

研究機構作物研究所

（委託先）独立行政法人農業・食品産業技術総合

研究機構中央農業総合研究センター

北陸研究センター

（委託先）国立大学法人新潟大学

（委託先）学校法人東京理科大学

N 研究目的

1 穂や草型など収量の決定に係わる主要な質的

形質遺伝子に関する研究

穂や草型など収量の決定に係わる主要な質的形質

遺伝子について、イネ穂の形と粒数、種子の形、及

び耐倒伏性に関与する遺伝子の単離と機能解析を目

的とする。

2 酸化還元ストレス、カドミウム、栄養不足等

の環境ストレス耐性に係わる主要な質的形質

遺伝子に関する研究

酸化還元ストレス、カドミウム、栄養不足等の環

境ストレス耐性に係わる主要な質的形質遺伝子につ

いて、ホウ素、ヒ素、カドミウム、ケイ酸輸送とア

ルミニウム耐性に関わる遺伝子、窒素・アンモニア

と土壌固定リンの吸収能力に関わる遺伝子、穂発芽

耐性や耐湿性に関わる遺伝子の単離と機能解析を目

的とする。

3 イネ種子の登熟や高温下での品質に係わる主

要な質的形質遺伝子に関する研究

イネ種子の堂熟や高温下での品質に係わる主要な

質的形質遺伝子について、開花期低温ストレス耐性

に関連する遺伝子、伍乳の初期発生とゲノムインプ

リンテイング、登熟期高温で発生する乳白粒を低減

し高温登熟性を改善する遺伝子発現特性解析と高温

耐性関連遺伝子の単離と機能解析を目的とする。

v 研究方法
1 穂や草型など収量の決定に係わる主要な質的

形質遺伝子に関する研究

イネ穂の形と粒数、種子の形、及び耐倒伏性等に



関して、それらを制御する遺伝子群を分子遺伝学

的、分子生物学的手法により単離し、それら遺伝子

がコードするタンパク質を生化学的手法により機能

解析を行い、機能の改変により形質を改変し、イネ

の分子育種を行った。

2 酸化還元ストレス、カドミウム、栄養不足等

の環境ストレス耐性に係わる主要な質的形質

遺伝子に関する研究

ホウ素、ヒ素、カドミウム、ケイ酸輸送やアルミ

ニウム耐性、窒素・アンモニアと土壌固定リンの吸

収能力、穂発芽耐性や耐湿性に関して、それらを制

御する遺伝子群を分子遺伝学的、分子生物学的手法

により単離し、それら遺伝子がコードするタンパク

質を生化学的手法により機能解析を行い、機能の改

変により形質を改変し、イネの分子育種を行った。

3 イネ種子の登熟や高温下での品質に係わる主

要な質的形質遺伝子に関する研究

開花期低温ストレス耐性、目玉乳の初期発生とゲノ

ムインプリンティング、登熟期高温で発生する乳白

粒や高温登熟性、及び高温耐性に関して、それらを

制御する遺伝子群を分子遺伝学的、分子生物学的手

法により単離し、それら遺伝子がコードするタンパ

ク質を生化学的手法により機能解析を行い、機能の

改変により形質を改変し、イネの分子育種を行った。

研究計画表（研究室別年次計画）

研究課題
研究年度 担当研究機関・研究室

08 09 10 11 12 機関 研究室

3 イネの質的形質遺伝子の単離と機能解明

(1) おもな個別研究課題の成果

1) 穂や草型など収量の決定に係わ

る主要な質的形質遺伝子に関する

研究

①イネ穂の形と粒数に関与する遺 - ．』
東京大学 栽培学研究室

伝子の単離と機能解析（IPGOOOl) 農業生命科学研究

科

②イネの種子形に関与する遺伝子 - ・． 福井県立大学 分子生物学研究領

の単離と機能解析（IPG0002) 生物資源学部 域

③イネの耐倒伏性に関与する遺伝 司 -名古屋大学 植物分子育種分野

子の単離と機能解析（IPG0003) 生物機能開発利用

研究センター

2) 酸化還元ストレス、カドミウム、

栄養不足等の環境ストレス耐性に

係わる主要な質的形質遺伝子に関

する研究

①ホウ素・ヒ素およびカドミウム 司 ， 東京大学 植物栄養・肥料学

の輸送機構の解明（IPG0005) 大学院農学生命科 研究室

学研究科

②イネのケイ酸輸送とアルミニウ 司 -岡山大学 植物ストレス学グ

ム耐性に関与する遺伝子の単離 資源植物科学研究 ループ

と機能解析（IPG0006) 所



③地力窒素と土壌固定リンの吸収 -京都大学 植物栄養学分野

能力に優れたイネの選抜と育種 農学研究科応用生

(IPG0007) 命科学専攻

④低アンモニウムイオン吸収利用 『． -東北大学 植物細胞生物学分

能力に関わる遺伝子の単離と窒 大学院農学研究科・ 野

素利用機構の解析（IPG0008) 附属先端農学研究

センター

⑤穂発芽耐性遺伝子の単離と機能 農業生物資源研究 イネゲノム育種研

解析（IPGOOlO) 所 究ユニット

農業生物先端ゲノ

ム研究センター

⑥イネの耐湿性に寄与する遺伝子 - ．』
名古屋大学 植物遺伝育種学研

の同定と機能解析（IPG0012) 大学院生命農学研 究室

究科

3) イネ種子の登熟や高温下での品

質に係わる主要な質的形質遺伝子

に関する研究

①イネ目玉乳の初期発生とゲノム 司 -奈良先端科学技術 GCOE植物生殖遺
インプリンテイングの解析 大学院大学 伝学

(IPG0017) 

②開花期低温ストレス耐性関 『． -バイオサイエンス 植物生殖遺伝分野
連遺伝子の単離と機能解析 研究科

(IPG0019) 東北大学

大学院生命科学研

究科

③登熟期高温で発生する乳白粒を - -農業・食品産業技 作物開発研究領域
低減する遺伝子の単離・解析 術総合研究機構

(IPG0020) 中央農業総合研究

センター

④高温登熟性優良品種の遺伝子発 -
．』
新潟大学 応用生物科学科

現特性解析と高温耐性関連遺伝 農学部4

子の単離・解析（IPG0021)

(2) 各個別研究課題の概要

1) 穏や草型など収量の決定に係

わる主要な質的形質遺伝子に関す

る研究

①イネの直立葉形質に関与する遺 - 名古屋大学

伝子の単離と機能解析（IPG0004) 高等研究院

2) 酸化還元ストレス、カドミウム、

栄養不足等の環境ストレス耐性に

係わる主要な質的形質遺伝子に関

する研究



①放射性核種を用いたカドミウム 東京大学 放射線植物生理学

及びミネラル養分のイメージン 大学院農学生命科

グ・トレーサー解析（IPG0009) 学研究科

②種子の休眠性と乾燥耐性に関与 - 』 名古屋大学 植物細胞機能研究

する遺伝子の単離と機能解析 生物機能開発利用 分野

(IPGOOll) 研究センター

③イネの細胞死関連遺伝子の単離 - 』 農業生物資源研究 植物・微生物間相

と機能解析（IPG0013) 所 互作用研究ユニッ

植物科学研究領域 ト

④イネの酸化ストレス応答の分子 - 』

埼玉大学

基盤研究（IPG0014) 環境科学研究セン

ター

3) イネ種子の登熟や高温下での品

質に係わる主要な質的形質遺伝子

に関する研究

①イネの花粉不稔突然変異体の解 司 - 名古屋大学 植物生産化学第二

析（IPG0015) 大学院生命農学研

究科

②イネ生殖細胞分化関連遺伝子の 司 -国立遺伝学研究所
単離と機能解析（IPG0016) 実験圃場

③開花期高温ストレス耐性関連遺 - ．』
農業・食品産業技 稲研究領域

伝子の単離・解析（IPG0018) 術総合研究機構

作物研究所

④脹乳の特性を決める転写制御因 東京理科大学 植物分子生物学研

子の単離と機能解明 （IPG0022) 基礎工学部生物工 究室

学科

⑤目玉乳貯蔵物質の合成 ・蓄積を制 一司 -農業生物資源研究 植物生産生理機能
御するシヤペロンタンパク質の 所 研究ユニット

解析（IPG0023) 植物科学研究研究

領域

注） 文中の図、 表、写真に付した番号は、上記研究課題番号とその中の一連番号を組合せて表示しである。
（例 ：3-(1)-1）一①の課題の l番目の図の場合は、図3111-1と表示）

羽研究結果

1 穂や草型など収量の決定に係わる主要な質的

形質遺伝子に関する研究

イネの一穂粒数、種子の大きさや稗を太くする遺

伝子を単離し、それらの機能を解析すると共に、こ

れら遺伝子を利用することにより、イネの一穂粒数、

種子サイズ、稗形質を改善することで、分子育種に

貢献可能なことを示した。

2 酸化還元ストレス、カドミウム、栄養不足等

の環境ストレス耐性に係わる主要な質的形質

遺伝子に関する研究

カドミウムやアルミニウム耐性に関わる遺伝子を

複数単離し、それらの機能を明らかにすると共に、

これらを用いて育種に利用できることを示した。イ

ネの根を長くし、窒素の吸収を促進する遺伝子を単

離し、バイオマス量を増加させることを示した。イ

ネの穂発芽耐性QTLを単離し、作用機作を明らか



にすると共に、コシヒカリを背景とした準同質遺伝

子系統を育成した。イネの根の酸素漏出バリア形成

に関与するスペリン生合成関連転写因子を単離し、

過剰発現によりイネのROLバリアの機能が向上す

ることを示した。

3 イネ種子の登熟や高温下での品質に係わる主

要な質的形質遺伝子に関する研究

イネの耐冷性に寄与する遺伝子を同定し、耐冷性

に利用できることを示した。高温登熟玄米の外観品

質維持に関わる遺伝子を単離し、高温登熟性向上に

利用できることを示すとともに、デンプン分解酵素

αーアミラーゼ遺伝子の働きを抑えることで、登熟

期高温で発生する乳白粒を低減できることを明らか

にした。さらに、イネの匹乳成分を統御する制御因

子を単離し機能解析を行った。

四今後の課題

着粒数を増加させる遺伝子、種子形決定遺伝子太

稗遺伝子を利用した有用品種の生産現場における実

証試験。カドミウムやアルミニウム耐性遺伝子利用

による重金属低減イネ育種を実現すること。根の伸

長性遺伝子導入有用系統の開発と圃場で、のバイオマ

ス増加の検証。イネ穂発芽耐性遺伝子やスペリン生

合成関連転写因子を用いた、コムギ改良に向けた応

用展開。コシヒカリの品質改善に向けて、 αーアミ

ラーゼや高温登熟性関連遺伝子を利用した乳白粒低

減イネの開発。
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第3編 イネの質的形質遺伝子の単離と機能解明

第 1章おもな個別研究課題の成果

1 穂や草型など収量の決定に係わる主要な質的

形質遺伝子に関する研究

( 1 ) イネ穂の形と粒数に関与する遺伝子の単離と

機能解析 (IPG0001)

ア研究目的

穂の形態（枝梗数、穎花数、穎花着生パターン）

は収量に直結する。本課題では、穂の形態を改変す

ることにより収量を増加させることを最終目的とし

て、そのために必要な基礎的知見を得ることを目的

とする。具体的には、穂の形態に関する変異体およ

び原因遺伝子を単離・解析することにより、イネ穂

の形態を決める遺伝子のネットワークを明らかにす

る。さらに得られた遺伝子の育種への応用可能性を

検討する。

イ研究方法

（ア）イネの粒数を決定する遺伝子の分子遺伝学

的解析

穂の形態（枝梗数、穎花数、穎花着生パターン）

に異常が認められる変異体をスクリーニングする。

得られた変異体の表現型を詳細に解析し、原因遺伝

子の機能を推測する。原因遺伝子を特定し、その機

能を解析する。

（イ）イネの穂形成にかかわる遺伝子の網羅的解

析

レーザ一マイクロダイセクション法を用いて分

化初期の穂を限定的にサンプリングする。このサ

ンプルから単離したRNAを使ってマイクロアレイ

解析を行い、穂の発生初期の遺伝子発現に関するゲ

ノムワイドな知見を得る。穂の形態を決定するうえ

で重要な機能を果たすことが予想される遺伝子につ

いては、ミュータントパネルやテイリング集団など

を利用して入手する。変異体が得られない場合は、

RNAi法により発現抑制体を作成し表現型を解析す

る。また、必要ならば過剰発現体を作成し表現型を

解析する。

ウ研究結果

（ア）イネの粒数を決定する遺伝子の分子遺伝学

的解析

内在性トランスポゾン nDartが高頻度で転移する

ことが知られている集団（文献1) をスクリーニン

グすることにより、 4種類の突然変異体を得た。こ

れらの変異体を用いて研究を開始した。これらの変

異体では、栄養成長期には顕著な表現型が認められ

なかったが、穂に着生する頴花数が増加しており、

またそのパターンにも異常が見られた。遺伝学的解

析から、 2つの変異体は一つの遺伝子に生じた独立

の突然変異であることが明らかになった。また、一

つの変異体が既報のAPOI遺伝子に起こった変異体

であることが明らかになった。そこで、本報告書で

は最終的な遺伝子名と表記を統一し、これら 4つの

変異体を （tawawal(tawl)-DI、tawl-D2、αberrantpani-

cle organization] （αrpol)-D4、pancilephytomer2 (pap2)) 

と表す。

遺伝解析の結果、 tawl-DI、tawl-D2は半優性の

変異体であることが明らかになった。これらの変

異体では、頴花形成へのプログラム切換えが遅れ

るために分枝形成が増加する。その結果、二次枝

梗や三次枝梗が増加した。 tawl-D2／＋ 、tawl-D2、

tawl-DI!＋、tawl・DIの順に穂の分枝が増加すると

いう表現型が強くなった。 tawl-DIをホモに持つ個

体では、頴花形成プログラムへの切換えが起こらず

分枝が無限に形成された結果、穂はメリステムの塊

状となった。弱いアリルである tawl-D2では穂の分

枝の増加により、最終的に一穂穎花数が野生型の約

1.7倍に増加した。これらの表現型から、 TAWlは、

穂形成過程において枝梗形成から頴花形成へのプロ

グラム転換を抑制する機能を持つ遺伝子であること

がわかった（文献2）。

TAWIは内在性のトランスポゾン （nDart）が

活性化した集団から発見された変異体であるた

め、トランスポゾンディスプレイ法によって遺伝

子を単離した。まず、表現型と完全な連鎖を示す

nDartlを特定した。この挿入領域（Os10g0477800
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とOsl0g0478000の間）はラフマッピングで特定

した TAWI座上領域と重なっていた。 nDartlの挿

入領域が二つの遺伝子の間であったため、変異体

における発現を比較したところ、 Osl0g0478000の

発現は tawl・DI、tαwl・D2の両方で顕著に増加して

いたが、 Osl0g0477800の発現には差が認められな

かった。さらに、 Osl0g0478000のゲノム領域を野

生型イネに導入すると tawl-D様の表現型が観察さ

れたことから Osl0g0478000がTAWIであると結論

した。テイリング法によりこの遺伝子の機能欠損

（抑帝リ）変異体 （tawl・3、tawl-4）を得、その表現

型を解析したところ、優性変異体とは逆に穂の分

枝が減少した。また、 RNAiにより目WIの発現を

抑制した植物でも枝梗が減少し小さな穂が形成され

た。これらは日WIの発現量が増加している優性変

異体 （tawl-DI、tawl-D2）とは逆の表現型であり、

日WI遺伝子の活性に依存して枝梗が形成され穂が

大型化すると結論した。

TAWIは205アミノ酸からなる機能未知のタン

パク質をコードする。イネでもシロイヌナズナで

も約 10の遺伝子からなる小さな遺伝子族を形成す

る。これらのタンパク質は核移行配列を持っており、

GFPを利用した解析から TAWlが核に局在するこ

とが示された。 TAWIのmRNA発現パターンを in

situハイブリダイゼーション法を用いて調べたとこ

ろ、 TAWIは茎頂分裂組織、花序分裂組織、枝梗分

裂組織、穎花分裂組織、根端分列組織など、イネの

すべての頂端分裂組織で発現していた。 TAWIをア

クチンプロモーターや 35Sプロモーターで発現さ

せると植物体の根や葉が異常に旺盛に成長し、植物

体はすぐに枯死した。したがって、収量増加には

日WI遺伝子の本来の発現調節パターンが重要であ

ると結論した。

TAWlの機能を明らかにするために、 tawl-D変

異体の幼穂での遺伝子発現をマイクロアレイで解

析した。その結果、 SVPグループの MADSボック

ス遺伝子（Os凶 DS22,0sMADS47,OsMADS55）の発

現が顕著に増加していた。 TAWIの発現を誘導する

とこれらの SVP遺伝子の mRNA発現が誘導される

ことを示した。また、これらの MADSボックス遺

伝子を CaMV35Sプロモーターで発現すると、 tawl

優性変異体のように穂の分枝（枝梗）が増加した。

これらの結果から、 TAWIがSVP遺伝子の発現を

促進することにより穂形態を制御することが証明さ

れた。

tawl-D2変異を交配によりコシヒカリに導入した

ところ、枝梗の増加により粒数が増加し、収量が増

加した。また、遺伝子組換えにより野生型イネに

TAWIゲノム領域を導入することによっても、穂、の

粒数を増加させることができた。

APOI遺伝子の解析：プロジェクト開始時に見

出した4つの変異体のひとつでは、 ABERRANT

PANICLE ORGANIZA口ONI(APOI)遺伝子（文献3、

4）の制御領域に nDartlが挿入していた。この挿入

と表現型との完全な連鎖が確認されたこと、 nDartl

のこの領域からの転移（離脱）により表現型が正

常に戻ったことから、 APOIがこの変異体の原因

遺伝子であると結論した。 APOIはシロイヌナズ

ナUFOの相同遺伝子である。シロイヌナズナでは

UFOはLFYとともに花芽の分化を促進する。本研

究で見出した変異体は優性変異であり、 APOIのプ

ロモーター領域にトランスポゾンが挿入したことに

より APOIの発現が増加していた。さらに 35Sプロ

モーターを使って発現させたところ、穂、の分枝が劇

的に増加した。したがって、 APOI遺伝子の発現量

に依存して分枝が増加することが明らかになったo

APOIは粒数を決定する QTLおよび穂軸の太さを

決定する QTLとしても報告された。

PAP2遺伝子の解析： 4つの変異体のひとつは劣

性に遺伝する変異であり、 paniclephytomer2 (pap2) 

と命名した（丈献5)o pap2・1変異体では一穂に形

成される一次枝梗が増加した。また、一次枝梗上に

は二次枝梗と頴花が形成されるが、 pap2・l変異体で

は、二次枝梗の割合が高くなり、また、野生型では

ほとんど形成されない3次枝梗が高頻度で形成され

た。 PAP2機能が損なわれると小穂形成が阻害され、

その結果、穂の分枝が増加したと解釈できる。した

がって、 PAP2はTAWIやAPOIとは逆に枝梗形成

を抑え小穂を形成する遺伝子である。マップベー

スクローニング法により PAP2遺伝子を単離した0

PAP2はMADS34として登録されているタンパク質

をコードする遺伝子であった。 MADS34は、イネ

にゲノムの約 100存在する MADSボックス遺伝子

ファミリーのうち、 SEPサブグループに分類され

るタンパク質をコードする。イネでは PAP2を含

めて 5つのタンパク質がSEPサブグループに分類



されるが、 PAP2はSEPサブファミリーの中でも

さらにイネ科植物にだけ存在するグループであるこ

とがわかった。 PAP2を35Sプロモーターで発現さ

せると小穂への転換が促進され、小さな穂が形成さ

れた。 PAP2以外のイネ SEPサブグループの遺伝子

のうち、 PAP2と同様にイネ科特異的な OsMADSJ

とOsMADS5は花メリステムの有限性を制御するこ

とを明らかにした。

（イ）イネの穂形成にかかわる遺伝子の網羅的解

析

レーザ一マイクロダイセクション（LMD）法に

より分化中の穂をサンプルし RNAを単離した。こ

れらの RNAを使ってマイクロアレイ解析を行い、

メリステム（穂）での遺伝子発現情報を得た。本解

析により、花成により茎頂分裂組織が花序分裂組織

に転換する際の遺伝子発現の変化について興味深い

結果を得た。茎頂分裂組織から花序分裂組織への相

転換は植物の成長において非常に重要な相転換で

ある。 LMDマイクロアレイからこの相転換時に 4

つの MADSボックス遺伝子 （PAP2とOsMADS14、

OsMADS15、OsMADS18）の発現が顕著に増加す

ることが明らかになった。 PAP2以外の3遺伝子は

FRUITFUL (FUL）サブグループに分類される。こ

れら 4つの遺伝子のメリステムの相転換における

機能を明らかにするために、 RNAi法により機能不

明の3つのFUL遺伝子の発現を抑制した。 3つの

FULタイプMADSボックス遺伝子の機能を抑えた

だけでは花成が若干遅れた以外はほぼ正常の穂が形

成された。ところが、トリプルノックダウンにさ

らにpap2-1変異を加えた4重変異体を作成すると、

メリステムの相転換が起こらず、穂が作られず葉が

形成され続けるという顕著な異常が起こった（丈

献6）。また、 pap2-l背景ではイネブロリゲン遺伝

子Hd3αの過剰発現による超早咲き表現型が緩和さ

れたことから、 PAP2および3つのFUL様MADS

ボックス遺伝子がフロリゲンの情報を受けてメリス

テムの成長相を転換させることがわかったD PAP2 

を35Sプロモーターで発現させることにより、小穂

への転換が早まり小さな穂が形成されることを示し

た。

遺伝学的解析から一穂粒数に関わる 3つの遺伝子

を単離した。これらのうち、 TAWJ遺伝子は穂の成

長ステージの進行を抑える新規な遺伝子であると考

えられた。また、弱い変異体は粒数増加に利用でき

る可能性が示唆された。 APOJは他の QTL解析か

らも単離されている重要遺伝子である。 PAP2はこ

れまでに知られている唯一の小穂分化運命遺伝子で

ある。さらに、小穂だけではなく花成によるメリ

ステムの相転換にも重要な遺伝子であることがわ

かった。 PAP2はイネ科だけに存在する遺伝子であ

ることから、イネ科に特徴的な小穂器官の進化に貢

献したのではないかと考えられる。さらに、 TAWJ

やAPOJはイネの収量増加に利用できる可能性があ

る。

工考察

（ア）イネの粒数を決定する遺伝子の分子遺伝学

的解析

イネ穂形成過程には新たなメリステムが次々に分

化する。穂形成の初期には、これらのメリステムが

枝梗メリステムに分化し、その後、メリステムが頴

花に分化する時期に移行する。枝梗メリステムはさ

らにメリステムを生み出すことができる「無限」メ

リステムであり、頴花メリステムはそれ以上のメリ

ステムを生み出さない「有限」メリステムである。

したがって、枝梗メリステム形成から頴花メリステ

ム形成へのプログラムの切り換えは「無限」成長か

ら「有限」成長へのプログラムの切り換えでもある。

この切り換えが起こるタイミングがイネ穂の形態を

決定する。枝梗メリステムをつくる「無限」成長の

時期が長く続けば穂の枝分かれが増え、最終的には

多数の頴花が形成される。逆に、頴花形成へのプロ

グラム転換が早まれば、分枝が少なく粒数が減少し

た穂が形成される。本研究では、粒数決定に関わる

3つの遺伝子、 TAWJ、APOJ、PAP2を単離するこ

とができたD これらのうち、 TAWJとAPOJは枝梗

形成から穎花形成へとプログラムが切り換わる際の

ブレーキとして働き、 PAP2はアクセルとして働く。

穂の形成にいては、これらのアクセルとブレーキの

微妙なバランスにより穂の大きさ、すなわち粒数が

決定される。

tawl・D変異遺伝子をコシヒカリに導入したとこ

ろ、予想通り、一穂粒数が増加し、個体あたりの

収量が増加した。さらに、 tawl-D2変異体では稗長

がわずかに減少すること、他の大型穂変異体では

一般的に穂数が減少するが、 tawl-D変異体では穂
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数には影響がないことも利点である。しかしなが

ら、種子がやや小型化するために千粒重が減少するo

tawl-D変異を実際の栽培に利用するにはこの点を

改良する必要がある。

（イ）イネの穂形成にかかわる遺伝子の網羅的解

析

本研究により、イネの穂形成時に働く遺伝子に関

する詳細な情報を得ることができた。発生・分化の

過程では、それぞれの遺伝子は限定的なタイミング

において限られた組織や細胞でのみ発現すると考え

られる。イネ穂形成では、短時間に発生がどんどん

進行する。この過程において働く遺伝子に関して情

報を得るには、できる限り限定的な組織・タイミン

グにおける遺伝子発現を調べることが望ましい。本

実験で、行った、穂の成長段階ごとのレーザーマイク

ロダイセクション・マイクロアレイにより、個イ本カt

栄養成長から生殖成長に転換する際にメリステムの

相転換を決定する遺伝子を単離することができたこ

とから、アプローチの有効性が示されたと考えてい

る。本研究では、 MADSボックス遺伝子に着目し

たが、データの分析を続けることにより、さらに有

用な情報が得られると思われる。

オ今後の課題

（ア）イネの粒数を決定する遺伝子の分子遺伝学

的解析

tawl・D2変異を導入したコシヒカリの収量につい

てさらに解析を続ける必要がある。 tawlコシヒカ

リの収量を安定して増加させるための栽培法の検討

や、他の品種への導入なども試みる。

（イ）イネの穂形成にかかわる遺伝子の網羅的解

析

得られたデータをさらに分析し、穂形成に関する

重要遺伝子の発掘を継続する必要があるD

力要約

（ア）イネの粒数を決定する遺伝子の分子遺伝学

的解析

イネ穂の形態に異常が見られる変異体の解析か

ら、粒数決定に関わる 3つの遺伝子、 TAWJとPAP2

を単離した。また、既に報告されていたAPOJ遺伝

子も一穂粒数の決定に関わることを明らかにした。

TAWJとAPOJは頴花形成を抑制する機能をもち、

PAP2は頴花形成を促進する。 TAWlの優性変異遺

伝子をコシヒカリに導入したところ、一穂粒数が増

加し、個体あたりの収量が増加した。

（イ）イネの穂形成にかかわる遺伝子の網羅的解

析

イネ穂分化初期にメリステムで特異的に働く遺伝

子群をレーザーマイクロダイセクション法により単

離した。特に、生殖成長への転換期のメリステムに

おいて PAP2を含む4つの MADSボックス遺伝子

の発現が顕著に発現上弄することを見出した。これ

ら4つの MADS遺伝子の発現を抑制したところ、

メリステムの相転換が抑えられた。この解析から、

イネでは、フロリゲンがメリステムに輸送されたの

ちに、 PAP2、MADS14、MADS15、MADS18が

協調してメリステムの成長相の転換に働くことを明

らカ斗こした。
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研究担当者（経塚淳子つ

(2) イネの種子形に関与する遺伝子の単離と機能

解析 (IPG0002)

ア研究目的

収量の増大は、重要な育種目標の lつである。収

量は、種子の大きさ、穂に結実する種子数、分げつ数、

草型に適した栽培法など、多様な要因の総和として

規定される。この意味で、種子形は収量増加を目指

す上での重要な育種目標となる形質である。我々 は、

種子形に関与する遺伝子群を同定し、それら遺伝子

の機能を研究するとともにその育種的利用を図る。

種子形を制御する遺伝子群の中には、背丈、穂に結

実する種子数、草形、耐病性と連動しているものが

存在する。よって、これらの遺伝子が、収量性に関

わる多数の重要形質にどの程度関与しているかにつ

いて留意しつつ、種子の形に関与する遺伝子の評価

を行い、多収に向けての育種素材を供給する。

短粒

イ研究方法

（ア）種子形の制御に関与する 6系統の新奇変

異体を見出している （srsl、srs2、srs3、srs4、Srs5、

srs6）。これらの変異体を用いて、マップベースク

ローニング法により、種子形の制御に関与する原因

遺伝子の単離を行う。

（イ）大粒・長粒の種子を結実する 4系統（Cytoto、

Choukoutou、Mutashali、BG23）に着目し、 QTL

解析により、大粒・長粒を可能にする新奇遺伝子座

を探索する。遺伝子座が同定されたものから、ファ

インマッピングに着手し、遺伝子の単離を目指す。

（ウ）コシヒカリ背景変異体コレクションより、

大粒変異体を選抜する。この後、収量性を調査し、

これらの変異体の有用性を評価する。有用なものは、

遺伝解析用の雑種集団を育成し、遺伝子単離を目指

す。

（エ）種子を大きくする遺伝子と他の有用な遺伝

子を集積し、両者の性質を併せ持つ品種の有用性を

評価する。

ウ研究結果

（ア）種子形の制御に関与する新規遺伝子の解析

本申請課題で用いた多様なイネ種子形変異体と品

種を示す。（図3112-1)

研究期間内に、 SRSJ、SRS3、SRS5の遺伝子を同

定した。（図3112-2)

SRSJは、 1365個のアミノ酸残基からなる新奇タ

ンパク質をコードしていた。このタンパク質には、

既知の機能ドメインは存在しなかった。この遺伝子

は、外頴の細胞長を制御した。（図3112-2 上段）
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(Abeら、 1))

SRS3は、キネシン 13タンパク質をコードし、翻

訳産物は819個のアミノ酸残基からなる。この遺伝

子は、外頴の細胞長を制御した。（図3112-2中段）

(Kitagawaら、 2))

SRS5は、 αチュープリンをコードし、 451個のア

ミノ酸残基からなる。この遺伝子は、外頴の細胞長

を制御した。（図3112-2下段） (Segamiら、 3))

外頴の内表皮細胞に着目し、走査型電子顕微鏡

(SEM）により細胞長を測定後、種子長を細胞長で

除することで、大まかな細胞数が算出できる。こ

の解析により、本申請期間中に同定できた SRSJ、

SRS3、SRS5は、いずれも外頴の細胞長を制御する

遺伝子であった。 SRS2、SRS6は、原因遺伝子を単

離できていないが、細胞数を制御する遺伝子であっ

た。（図3112-3)

イネ 3量体Gタンパク質αサブユニット遺伝子

(DJ)は細胞数を制御し、ブラシノステロイド関連

遺伝子 （D2、Dll、D61)は細胞長を制御する。こ

れらの結果より、イネの種子形は、概ね、細胞数を

制御する仕組みと細胞長を制御する仕組みの2つが

重要であることが明らかになった。（図3112-4)

（イ）大粒・長粒を可能にする新奇な候補遺伝子

座の決定

大粒・長粒の種子を結実する 4系統（Cytoto、

Choukoutou、Mutashali、BG23）は全てjaponica型

イネであったので、 indi ca型イネのカサラスと交配

後、後代のF2および、F3世代の集団を用いて、種子長・

種子幅に関する QTL解析により、大粒・長粒を可

能にする新奇な遺伝子座の検索を行った。（図3112-

5) 

この内、 GW2とGS3はすでに単離された既知遺

伝子である。研究期間内に同定できた新奇QTLは、

種子長に関して6遺伝子座、種子幅に関して l遺伝

子座であった。

上記の内、 Cytoto由来の qGL4に着目し、遺伝子

単離を試みた。その結果、第4染色体上の PCRマー

カー ，RM5586-RM3524に挟まれる 3Mb内に qGL4

が座上することを明らかにし、この間に染色体組換

えが生じている 250個体を得た。（Katoら、 4))

（ウ） コシヒカリ背景大粒変異体

コシヒカリに変異原処理した集団より、 7系統の

大粒変異体を選抜した。この大粒変異体の有用性を

確認するため、福井県農業試験場と共同研究を行い、

6系統（系統番号： 346,347, 349, 348, 350, 353）に

関して、収量性及び、生産特性の評価を行った。その
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図3112-3 細胞数変異体と細胞長変異体
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種子（もみ）の伸長

結果、全ての大粒系統で玄米 1000粒重は増加して

いた。l.9mmの簡で選別した精玄米収量では、 6系

統中5系統は収量性が低下したが、 l系統（系統番

号348）は 10%の増加がみられた。（図3112-6)

（エ）種子を大きくする遺伝子と、他の有用な遺

伝子の集積

コシヒカリ背景の大粒系統（KSM307）に、耐倒

伏性を付与する sdl、種子数を増加する Gnlを集積

した。（図3112-7)

sdl背景でも、 KSM307による大粒化が観察で

きた （sdlvs sdl KSM307）。また、 Gnl背景でも、

KSM307による大粒化が観察できた （Gnlvs Gnl 

KSM307）。sdlとGnlの両方の遺伝子を有する背

景でも、 KSM307による大粒化が観察できた （sdl

Gnl vs sdl Gnl KSM307）。これらの結果は、種子

を大きくする遺伝子は、他の有用な遺伝子と併せて、

利用できる可能性が示唆された。

工考察

（ア）種子形の制御に関与する新奇変異原因遺伝

子の解析

外頴の細胞長を制御する新奇な3遺伝子を単離し

た。これらの解析を進める中で、 SEMを用いた外

函
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叫
晶、、、

、
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圃
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‘ 

頴内表皮の細胞長の測定が、細胞数の見積もりに有

効であった。この解析により、 srs2とsrs6は細胞

数が減少している変異体であることを明らかにし

た。現在イネにおいて外頴の細胞数を制御する遺

伝子は、 3量体Gタンパク質αサブユニット遺伝子

だけが知られており、 srs2とsrs6遺伝子の単離は、

種子形制御を理解する上で重要であろう。

（イ）大粒・長粒を可能にする新奇な候補遺伝子

座の決定

種子長に関する新奇QTL座を 6遺伝子座、種子

幅に関する新奇QTL座を l遺伝子座、種子長に関

する既知 QTLをl遺伝子座（GSJ）、種子幅に関す

る既知 QTLをl遺伝子座 （GW2）検出した。本研

究により、種子形に関わる未同定な遺伝子がまだ数

多く存在することが明らかになったと同時に、解析

した全ての大粒系統に GS3が使われており、この

遺伝子が品種育成で選択されてきたことが示され

た。

（ウ）コシヒカリ背景大粒変異体

変異原処理をしたコシヒカリ集団から大粒変異体

を選抜した。この小課題においては、遺伝子単離に

先立ち、これらの変異体が生産レベルで使えるもの

か否かの評価を優先した。種子自体が大きく、且つ、

IBRシグナル｜ BRとは独立した’ ｜細胞伸長経路
！（ぷ判
;1 ~~3 
’i ! lα・チュープリン
’J〆

図3112-4 種子形制御機構のモデル図
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図3112-5 イネ種子を大きくする QTL
1）種子長を制御する QTL
Cytoto : GS3、qGL4、qGL7
Mutashari : qGL2、GS3、qGL4
Choukoutou : qGL2、GS3、qGL4、qGL8
BG23 : qGLl、qGL2、GS3、qGL4、qGL7、qGLJO
2）種子幅を制御する QTL
BG23 . qGWJ、GW2

失型変異なら機能付与を行う試み、あるいは、機能

付与型変異なら機能喪失を行う試みから、有用な遺

伝子型（変異型）を見出せる可能性があり、継続し

て進める価値のある研究課題と考えている。

（イ）大粒 ・長粒を可能にする新奇遺伝子座の決

定

この小課題では、種子長に関する新奇QTLを6

遺伝子座と種子幅に関する新奇QTLをl遺伝子

座、同定できたが、同時に、既知遺伝子座 （GS3と

GW2）に比べて、 種子を大きくする効果が小さい

ことも判明した。効果は小さいが、集積することで

大きな効果を示すことから、継続して有用遺伝子の

単離を進める必要がある。

（ウ） コシヒカリ背景大粒変異体

変異原処理をしたコシヒカ リ集団から大粒変異体

が選抜でき、その中から、単位面積当たりの収量も

増大している変異体（系統番号348）を見出せたこ

とは、今後の育種素材の開発のあり方として、大き

単位面積当たりの収量も増大している変異体（系統

番号348）を見出すことができた。この系統を解析

し、粒を大きくしている遺伝子の単離が重要である。

（エ）種子を大き くする遺伝子と、他の有用な遺

伝子の集積

コシヒカリ背景の大粒系統 （KSM307）に、耐倒

伏性を付与する sdl、種子数を増加する Gnlを集積

した結果、 KSM307が保持する種子を大きくする遺

伝子の機能は、 sdlや Gnlの影響を受けなかった。

このことは、今後の遺伝子集積実験の有用性を示し

た。

オ今後の課題

（ア）種子形の制御に関与する新奇変異体の解析

この小課題で取り扱っているイネ変異体は、短粒・

小粒であるので、単離された変異型アリルが、 直接

育種利用される可能性は低い。しかしながら、原因

遺伝子の機能解析を行い、仮に原因遺伝子が機能喪
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図3112-6 コシヒカ リ背景の大粒変異体
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図3112-7 有用形質遺伝子の集積
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な希望を示した。この方法は、戻し交配を必要とし

ない点が大きな魅力である。スクリーニング集団を

大きくし、有用な変異体を見つけ出す試みは、今後

も継続して進める価値があると考えている。次世代

シーケンサーを用いて、原因遺伝子の単離を急ぐ必

要がある。

（エ）種子を大きくする遺伝子と、有用遺伝子の

集積

本申請課題の期間では、最も早くスクリーニング

されたコシヒカリ背景の大粒系統（KSM307）を用

いて、これに、耐倒伏性を付与する sdl、種子数を

増加する Gnlを集積した。その結果、種子を大き

くする遺伝子の機能は、sdlやGnlの影響を受けず、

遺伝子集積の有効性が示唆された。今後、種子が大

きくかっ収量性の高い系統番号348に、耐倒伏性を

付与する sdl、種子数を増加する Gnlを集積し、そ

の収量調査をすることが重要である。

力要約

（ア）新奇種子形制御遺伝子として SRSJ、SRS3、

SRS5の遺伝子を同定した。 SRSJは新奇なタンパク

質を、 SRS3はキネシン 13タンパク質を、 SRS5はα

チューブリンをコードしていた。

（イ）大粒・長粒の種子を結実する 4品種（Cytoto、

Choukoutou、Mutashali、BG23）より、種子を大

きくする QTLを探索した結果、種子長を伸ばす

遺伝子座として、 qGLl、qGL2、GS3、qGL4、qGL7、

qGL8、qGLJOを見出した。また、種子幅を制御す

るQTLとして qGWJ、GW2を見出した。この内、

GS3とGW2は既知遺伝子であるため、新奇QTLは、

種子長に関して6遺伝子座 （qGLl、qGL2、qGL4、

qGL7、qGL8、qGLJO）、種子幅に関して l遺伝子座

(qGWl)であった。

（ウ）コシヒカリに変異原処理した集団より、大

粒かつ単位面積当たりの収量性が高い系統（系統番

号348）を選抜した。この系統は、今後、遺伝子集

積の母本として使用する。

（エ）コシヒカリ背景の大粒変異体（KSM307）に、

耐倒伏性を付与する sdlや種子数を増加する Gnl

を集積した（sdlKSM307、GnlKSM307）。その結果、

sdlやGnlに結実する種子と比べて、遺伝子集積を

したイネは、 KSM307の効果により、大きな種子を

結実した。これらの結果は、種子を大きくする遺伝

子は、他の有用な遺伝子と併せて利用できる可能性

が示された。
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(3) イネの耐倒伏性に関与する遺伝子の単離と機

能解析（IPG0003)

ア研究目的

現在、全世界でエネルギ一生産と食糧生産の競

争、気候温暖化による天候不順、先進国への食料輸

入の集中等、複合的要因により食料価格高騰が顕著

となっており、社会不安を引き起こす大きな原因と

なっている。また、この食糧危機を引き起こす社会

的要因は容易に解決できる状況にはなく、たとえ直

近の食料価格暴騰の状況は収まっても、食料価格は

高いレベルで推移される予想されている。このよう

な状況下において、ゲノム情報の利用による超多収

作物の作出の要請はにわかに高まっている。

我々は、これまでイネの収量決定に関与する遺伝

子やそのメカニズムを研究してきた。イネの収量は、

様々な機構が複合的に関与して決定される複雑形質
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である。この決定機構を要素に分解して考えると、

大きく 3つに分けることが出来る。すなわち、穂の

構造（穂のサイズ、着粒構造、粒数の増大、粒の大

きさ等）、植物体全体の構造（強稗、耐倒伏性、厚葉、

短葉身、株数、穂数、分枝性等）、栽培特性に関連

する形質（直播特性、直立葉、施肥特性等）である

(Krishnan, A. et al. il, Sakamoto T, Matsuoka M. 2), 

Xing Y, Zhang Q, 3l , Miura K, et al. 4l）。

このうち、本プロジェクトで主に対象とする形

質は「植物体全体の構造」、特に耐倒伏性に関わる

形質である。登熟期におけるイネの倒伏は収量や

品質の劇的な低下をもたらす。これまでの近代育

種、特に 20世紀後半の育種は、この耐倒伏性を主

幹品種に付与することを最大のターゲットとして来

たと言って過言ではない。実際、 sdl遺伝子が導入

された IRSに代表される一連の半壊性イネ品種や、

RHTJ遺伝子が導入された半壊性コムギは、それま

での収量を画期的に増大させることに成功し、いわ

ゆる「緑の草命」をもたらした。その後、このイネ

のSDIやコムギの RHTJは、どちらも植物ホルモ

ンであるジベレリン（GA）に関わる遺伝子である

ことが明らかにされるに至り（Hedden,P. s) , Peng, 

J. Gl , Sasaki, A. 7l）、 GAをターゲットに分子育種を

行う戦略の有効性が明らかになった。我々は、平成

15年度から 19年度に行われた「重要形質プロジェ

クト」おいて、この GAを標的に、 GAの合成や受

容に関わる遺伝子を多く単離し、これらを用いた分

子育種の戦略をいくつか提案してきた（Sakamoto,

T. et al. sl , Sakamoto, T. et al. 9l , Ikeda et al. 10l）。

一方、本新農業ゲノムプロジェクトにおいては、

イネの稗の太さや強さをターゲットとした耐倒伏性

育種を試みた。上述したように、これまでの育種は、

もっぱら GAを対象として、すなわち草丈を震化さ

せることにより耐倒伏性を獲得させてきたDしかし、

イネのサイズを媛化させることは、バイオマスや収

量の観点からすると、央委化させたことにより不可避

的にそれらを減少させることになり、必ずしも好ま

しい戦略とは言えない。従って、壊化させることな

くイネの耐倒伏性を強化することは、今後の高バイ

オマスイネの育種にとっては必須な要件となる。さ

らに、イネの着粒数とも密接な関係がある。すなわ

ち、稗または穂首の太さが太くなると、ほとんどの

場合、その中の維管東数も増加する傾向を持つ。こ

の穂首の維管束数と一次枝梗数は密接な関係がある

ことが知られていることから、結果として、太稗形

質を獲得することはとりもなおさず、一次枝梗数す

なわち着粒数の増加に結びつくことが期待できる。

従って、本研究では、太梓形質と一次枝梗数との関

連についても研究を行い、着粒数の増加についても

研究の対象とした。具体的には、イネの太稗突然変

異体の原因遺伝子を単離しその機能解析及び太梓化

のメカニズムを探ると共に、高子実収量や高バイオ

マス品種の太稗化に貢献した QTL遺伝子の解析を

行い、 QTL遺伝子の分子生物学的研究を行うと共

に、それらの遺伝子を用いた分子育種を試みた。

イ研究方法

（ア）耐倒伏性の評価方法（Ookawa, T. & 

Ishihara, K. iu、Ookawaet al. 12)) 

倒伏抵抗性の計測については出穂後30日から 40

日の聞に梓経やテンシロンにより基部の伸長節間で

ある第IV節間の梓の挫折時モーメントを測定した。

測定後、第IV節間の挫折部の梓横断面の短・長半径，

梓の中空楕円の短・長半径を測定し、断面係数を求

めた。曲げ応力は梓の挫折時モーメント＝断面係数

×曲げ応力の式より算出した。

（イ）遺伝子単離

稗形質に関わる突然変異体の探索、評価。原因遺

伝子の単離をマップベースクローニングにより行

うため日印交雑した F2集団を用いて常法に従って

マッピングを行った。

（ウ） QTL解析

ササニシキ／ハハタキ染色体断片置換系統群

(CSSLs) 18系統とその両親のササニシキ・ハハタ

キ及びQTL解析用のSL420／ササニシキ F2集団

195個体を供試し、良工大農学部附属広域都市圏

フィールトサイエンス教育研究センターにて 22.2

株／m2(30×15cm）、 l本／株の栽植密度でBILs

と両親を移植した。 l系統1.8m2を3反復とした。

基肥として堆肥3,000kg/lOa、N,P205, K20の各成

分で3kg/10a、追肥として各成分で2kg/10a施用

した。 F2集団は CTAB法により DNAを抽出し、

10個の SSRマーカーから成る連鎖地図を作成し

た。 QTL解析には QTLCartographer ver.2.0を用

い、 LODの闘値を 2.5として QTLを検出した。



た。この結果は、 sdl変異に代表される GA欠乏に

よる半震性育種は、草丈を下げることで耐倒伏性を

上昇させるものの、稗自体の強度は低める結果を導

くことを示しており、将来の耐倒伏性育種はこれま

でとは全く異なった戦略で取り組む必要があること

を示している。

（イ）太稗 ・多収品種、ハパタキと中国 117号の

持つ太稗遺伝子の育種的利用

インデイカの太稗・多収品種であるハパタキと

中国 117号の持つ太稗遺伝子（それぞれSTRONG

C日M2(SCM2） とSTRONGCULM3 (SCM3）） に

ついて QTL解析を行い、原因遺伝子を単離し、そ

の機能について解析を行った。その結果、 SCM2

はその機能欠失型変異体が穂の形状に異常を来す

として既に報告されていたABERRANTPANICLE 

ORGANIZA刀ON1 (APOJ)の機能獲得型のア リル

であり（Ookawa et al. 13））、 SCM3はその機能欠

失型変異体が震性で分葉数が異常に増加する FINE

CULM 1 (FCJ)の機能獲得型アリルであることが

ウ研究結果

（ア） GAと耐倒伏性との関係

GA欠乏による半壊性化により倒伏抵抗性が向上

することはよく知られているが（イネの緑の革命の

sdl変異体がその代表例）、 GA欠乏半壊性変異が実

際に稗の性質にどのような効果を与えるかは調べら

れていない。本プロジェクトの我々の研究により、

GA欠乏や非感受により震性化したイネ変異体の稗

は稗経が小さくなり軟弱になることが解明された。

そこで、 GA関連変異体全6種類、すなわち GA不

感受性変異体2種、 GA欠乏である短銀坊主，d35,

とsdl変異を導入したコシヒカリ、さらに 2種の

GA多量蓄積型変異体（図 3113-1）の耐倒伏性評価

を行った。それらのバイオマス収量を比較したとこ

ろ、震化の程度に応じてバイオマスは減少すること

が確かめられた（図3113-2）一方、 GA欠乏型及び

不感受型変異体は、安委性化に伴いなびき型倒伏に対

しては抵抗性を示したが、稗経（図3113-3）や挫折

抵抗値（図3113-4）は低下することが明らかになっ
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コンヒガJSllSCMl号
品瞳量録出銀中

NIL SCM3 l;tSCM3/FCli1直子を吉む163kbの町片をINILSCMZl訂CMZJ肘01を吉む484kbの断片［コシヒ
ガJ：富農SCMl号として品種畳持出Illを吉むさらにこれらを集積したN比SCM1+51白羽を育成した

図3113-5 SCM2及びSCM3を導入したNIL-SCM2,
NIL-SCM3及び親系統の草型と梓型の比較

明らかになった。SCM2とSCM3の強稗性質を育種

的に利用する目的でそれぞれをコシヒカリに戻し交

配により導入し、 NIL(SCM2については挿入断片

が 500kb程度、 SCM3については挿入断片が150kb

程度） を作成した。 さらに、 NIL-SCM2とNIL-

SCM3を交配し、ピラミデイングライン NIL-SCM2

+ SCM3を育成した（図3113-5）。 次にこれらの出

穂期の株の全体像と主稗の横断面をそれぞれの親系

統であるコシヒカリ、中国 117号、およびハパタキ

のそれと並べて比較した。図から明らかのように、

それぞれのNILはオリジナルのコシヒカリに比し

て草丈に関してはほとんど差異がない一方で、稗の

太さは有意に大きくなっていることが分かる。次に、

第5節聞の曲げ応力 （稗材質の強さを反映するパラ

メーター）と断面係数 （稗の太さ・梓壁の厚さなど

稗の構造的強度を反映するパラメーター）について、

これらのイネ個体について測定した （図3113-6）。

まず親品種のジヤボニカのコシヒカリとインデイカ

のハパタキ・中国 117号についてこれらのパラメー

ターを比較すると、断面係数に関しては、コシヒカ

リに比してハパタキ・中国 117号は2倍から 3倍と

構造的強度は極めて頑強であることが分かる。一方

で、稗材質については、コシヒカリがハパタキ・中

国117号に対して2倍程度であり、これらを統合し

た梓の強さは、ハパタキ・中国 117号はコシヒカリ

に比して、 20 50%程度の強度を持つことが分か

る。一方、 一つの強稗遺伝子を導入したNIL-SCM2

やNIL-SCMJはハバタキの稗強度と 同程度であり、

ピラピディングライン NIL-SCM2+ SCMヨは中国

117号とほぼ同程度の梓強度にまで補強されること

稗の挫折時モーメント（g・cm）樗の強さ
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図3113-6 第V節聞の断面係数と曲げ応力との関係

が明らかとなった。

（ウ）ハバタキと中国 117号の持つ太稗遺伝子の

穂構造に及ぼす効果

次に、 SCM2、SCM3及びSCM2+ SCM3の穂構

造にもたらす効果について検討した。その結果、

SCM2導入は枝梗数の増加をもたらし、結果として

一穂穎花数を増加させた。一方、 SCM3の導入でも

l次枝梗数は僅かに、 2次枝梗数については有意に

増加することが分かった。さらに、 SCM2+ SCM3 

の導入では、 l次枝梗数・ 2次枝梗数ともに有意

に増加することが分かった（図3113-7）。SCM2や

SCM3はAPOlや FClをコードする。これまでの

研究より、 APOlや FClは分葉数に大きな影響を

与えることが知られている。そこで、 NIL-SCM2、

NIL-SCMJ、NIL-SCM2+ SCM3の l株穂数、精玄

米収量、およびバイオマス収量について測定した

（図3113-8）。 その結果、想定されたように SCM2

や SCM3の導入により l株穂数は2本から 3本程度

減少した。一方、 l次枝梗数 ・2次枝梗数の増加に

伴い一穂穎花数は全てのNILで増加するため、精

玄米収量については、 SCM3はコシヒカリとほぼ同

程度、SCM2はコシヒカリよりも増加し、 SCM2+ 

SCM3については20%程度の増加となった。この結

果は、 SCM2+ SCM3の導入により強稗の性質だけ

でなく、収量増加についても期待できることを示し

ている。

（エ）稗の太さ・ 一穂粒数と分葉数はトレードオ

フの関係

イネの多収を考える際、 一穂にたくさんのタネを

付け、 一株にたくさんの穂を形成されることができ
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図3113-9 一穂粒数と一株穂数はトレードオフの関係にある

。.7 0 • ' l. r------T": 3 

l 線総滋／l50  岡h山大量土彦岡本より引開

れば、一株の収量が飛躍的に増加させられる。しか

し、これまでのイネ多収研究の結果は、一穂粒数と

一株穂数はトレードオフの関係にあり、一穂にたく

さんの粒を形成させる穂重型の穂を作らせると一株

に形成される穂数は減少し、 一株にたくさんの穂を

形成させる穂数型のイネは一穂当たりの着粒数は

減少するとされている（図 3113-9）。この現象は、

SCM2や SCM3がコードするタンパク質がAPOlや

FClであることを考えると納得できる。すなわち、

APOlや FClの機能を増強すると、手早は太くなり

枝梗数が増加し一穂粒数も増える一方、機構は未解

明だが、他面発現の効果により分葉の発達が阻害さ

れ穂数が減少する。しかしながら、今回、我々が育

成した NIL-SCM2、NIL-SCM3、NIL-SCM2+ SCM3 

においては分葉数の減少は顕著ではなく、太稗で

一穂粒数の増加を達成しつつ、 l株穂数はさほど減

少していなかった。この機構について検討するた

め、イネの生育に伴い分葉数がどのように推移した

かを調べた（図 3113-10）その結果、 NIL-SCM2に

ついてはコシヒカリとほぼ同様な変動を示すもの

の、最高分襲期の茎数に対して出穂期穂数の比率

はNIL-SCM2が高く、結果として出穂期穂数は同程

度となっていた。一方、 NIL-SCM3や NIL-SCM2+ 

SCM3においては、最高分葉期の茎数はコシヒカリ

に比して 4-4.5本減少したが、出穂期穂数が最高

分葉期の茎数とほぼ同程度であり（それぞれ97%

と92%）、コシヒカリの 83%に比して有効分葉歩合

が非常に高いことが分かつた。
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の茎数、出穂期の穂数、有効分葉歩合の比較

エ考察

（ア）作物の多収化を目標としたとき耐倒伏性を

向上させることは重要であり、これまでの育種は主

に半壊性化により耐倒伏性を向上させてきた。しか

しさらなるイネの多収化を目標とする場合、半震性

化のみではなく稗の強度を強化することは必須であ

る。本研究では稗の太さや強さに関与する遺伝子の

単離と機能解析を行い、一穂当たりの種子数が増加

しても倒れにくいイネの作出を目的とした。本年度

は耐倒伏性の研究を行っていく上で必要不可欠な耐

倒伏性の評価方法を用いて、 GAと耐倒伏性の関係、

ハパタキから太稗遺伝子の単離とその育種的利用、

さらに、新規変異体からの強稗性遺伝子の探索・単

離を行った。その結果、これまで盛んに用いられて

きた、 GAの欠乏や不感受による半壊性形質を用い

た耐倒伏性の改善は限界があり、これからの超多収

を考えると、全く異なった耐倒伏性を目指す必要が

あることが判明した。

（イ）上の議論を踏まえて、これまでの半壊性で

はなく、稗形質に直接関与する遺伝子の単離解析を

行った。利用した材料は、インデイカ多収品種のハ

パタキとインデイカ強稗品種の中国 117号の2系統

である。これら 2つの系統について、それぞれゲノ

ムマーカーを作出し、 QTL解析を行った結果、こ

れらの系統の強稗性はいずれも QTLにより制御さ

れていることが判明した。この結果は、 GA欠乏や

不感受と言ったこれまで育種に用いられてきた遺伝

子と比較して、手早形質を制御する遺伝子の取り扱い

はNILを作成し導入する必要があることが分かっ

た。

（ウ）太稗QTL遺伝子の育種的利用を目指して

中国 117号の太稗QTL-SCM3とノ＼ノTタキの太稗

QTL SCM2をそれぞれ導入したコシヒカリ （NIL-

SCM2、NIL-SCM3）およびそれらをピラミデイン

グした系統（NIL-SCM2+SCM3）を作出した。これ

らの中で最も強稗性を示したNIL-SCM2+SCM3は、

ハパタキ並みに強稗となり、収量も 20%程度増加

することが確認された。SCM2は穂の形態形成に関

わることが報告されていた Apolであり、 SCM3は

ストリゴラクトンの受容に関与すると考えられてい

るTCPドメインを持つ転写因子である。これらの

結果は、穂構造やストリゴラクトン信号に関わる遺

伝子がイネの稗構造の決定にも重要な役割を担って

いることを示している。

（エ）従来、一穂粒数と一株穂数は トレードオフ

の関係にあり、一穂にたくさんの粒を形成させる穂

重型の穂を作らせると一株に形成される穂数は減少

し、一株にたくさんの穂を形成させる穂数型のイネ

は一穂当たりの着粒数は減少するとされている （図

3113-9）。今回の SCM2・SCM3がコードするタンパ

ク質がAPOl・ FClであったことは、このトレー

ドオフを良く説明する結果となっている。また今回

用いた SCM2やSCM3といったアリルが適度な強度

を持つものであり、太梓で一穂粒数の増加を達成す

るも分葉数の減少を最小限に抑えた結果と考察でき

る。また、育種には、以上のケースのように、最適

な機能を持つアリルを探索し利用することが重要で

あると考えられた。

オ今後の課題

本研究において単離された、 SCM2およびSCM3

は本研究でも明らかにされたように、コシヒカリの
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耐倒伏性を劇的に向上させる。さらに、穂構造の変

化ももたらし、その結果、収量も約20%程度向上

をもたらす。このように改良された NILについて

は、富山県農試に於いて育種母本として利用するべ

く品種登録を進めている。

力要約

（ア）耐倒伏性の評価方法の確立

なびき型倒伏、挫折型倒伏、ころぴ型倒伏の3つ

のタイプについて耐倒伏性評価方法を確立した。

（イ）ハパタキ強梓遺伝子の単離と育種的利用

多収インド型ハパタキの梓径を太くする QTL遺

伝子SCM2は既に穂の異常形態の原因遺伝子として

単離されていた APOlと同ーであった。ハバタキ

SCM2アリルをコシヒカリに導入したNILは耐倒伏

性がsdl導入コシヒカリ並みに向上するとともに、

一穂粒数がコシヒカリに対して20%程度増加した。

（ウ）中国 117号の強稗遺伝子の単離と育種的利

用

極強稗品種中国 117号の稗は非常に頑強な構造

を有する。中国 117号の強梓遺伝子の解析を行

い、 Chr.3に座乗する SCM3の単離を行った結果、

SCM3は多分葉・震性変異体fineculm lの原因遺伝

子である TCPドメインを持つ転写因子FCIコード

した。また、 NIL-SCM3はコシヒカリ及ぴSCM2

を導入したコシヒカリ NILより梓径が太くなり、

SCM2/SCM3を集積したNILはさらに梓経が太く曲

げ応力も高くなった。
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2 酸化還元ストレス、カドミウム、栄養不足等

の環境ストレス耐性に関わる主要な質的形質

遺伝子に関する研究

( 1 ) ホウ素、ヒ素およびカドミウムの輸送機構の

解明 (IPG0005)

ア 研究目的

ホウ素・ヒ素およびカドミウムはいずれも高濃度

で植物の生育障害を引き起こし、また植物の生育に

影響を及ぼさない程度の濃度であっても、可食部に

蓄積することによって、短期的、長期的に人畜の健

康を害する。本研究では、これら元素の分子機構を

明らかにし、植物に耐性を付与したり可食部の含量

を低下させることを目的とした。

イ研究方法

取り上げる 3つの元素について、輸送に関与する

と思われる分子の活性や発現、発現の制御機構など

を通じてその輸送機構や制御機構を明らかにするこ

とを目標としている。さらに、得られた遺伝子や解

析結果を基に植物生育の改善の可能性についても追

求したいと考え、分子遺伝学、分子生物学、生理学

等を駆使して研究を進めてきた。

ウ研究結果

（ア）ホウ素の輸送機構

ホウ素については、これまでに同定していた

BORlに加えて、BOR2.BOR3, BOR4の発現パター

ンを明らかにした。生理機能としては特に BOR4

の研究を行い、 BOR4は花粉で特に強く発現するこ

と、 BOR4のTosl7挿入系統では、分離の異常が

見られること、 BOR4に変異を持つ花粉は発芽や花

粉管伸長に異常がみられることを明らかにした。コ

ムギの BORlを同定し、活性や発現の特徴を調査

した（Leaungthitikanchanaら、印刷中）

また、 BORを過剰発現することによって、 ホウ

素欠乏やホウ素過剰耐性をイネに付与できるかどう

かを試した。BORlの過剰発現によりホウ素欠乏耐

性を、 BOR4の過剰発現によりホウ素過剰耐性を示

す系統が得られることを見出した。

（イ）ヒ素の輸送機構

ヒ素については、ヒ酸輸送に関与する遺伝子の同

定を進めた。イネのヒ酸に対する感受性はリン酸欠

乏で高くなることを明らかにした。イネのリン酸ト

ランスポーター 13個のうち、比較的発現量の多い

4つの遺伝子についてのヒ素応答性やリン酸欠乏誘

導性を調べたところ、組織特異性やリン酸に対する

応答性が異なっていた。このうち最も発現の高い遺

伝子の T-DNA挿入系統では植物体のヒ素濃度が低

下していた。この遺伝子を形質転換を用いてイネで

の発現を抑制してもヒ素濃度低下傾向が見られた。

これらの結果から、リン酸トランスポーターの一つ

がイネでのヒ素の吸収や地上部への蓄積に関与して

いることを明らかにすると共に、ヒ素の蓄積を低下

する方法を提示することができた。（Kamiyaet al 

2013) 

また、酵母の持つ排出型のヒ素トランスボーター

を発現させることで、イネの玄米のヒ素濃度を低

下させることができることを示した。（図 3121-1

Duan et al 2012) 

（ウ）カドミウムの輸送機構

カドミウムについては、 LCTl遺伝子の機能解析

を中心に研究を進めてきた。LCTlはコムギで見出

された遺伝子でイネには lコピー存在する。LCTl

cDNAを発現すると酵母のカドミウム濃度が発現

1.0 
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図3121-1 酵母の排出型ヒ素トランスポーターの発

現による玄米ヒ素濃度の低下

酵母の排出型ヒ素トランスポーターを発現する植物を
3系統 （Line2,6, 7）玄米のヒ素濃度を野生型 （WT)
と比較したもの。
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しない対照に比べて低下した。LCTl遺伝子の発現

を抑制した形質転換体では玄米のカドミウム濃度が

低下する傾向が見られた（図3121-2）。発現抑制体

では、カドミウムの根から葉への輸送は影響されて

おらず、玄米のカドミウム濃度が低下することから、

カドミウムが吸収され地上部に輸送された後に玄米

に送られる過程でLCTlが機能している可能性が

考えられた。発現を調べると、維管東の木部と師部

の中間に発現しており、同位体カドミウムを用いた

トレーサ一実験を行ったところ、発現抑制体ではカ

ドミウムの吸収や葉への蓄積でなく、玄米への輸送

が影響を受けていることが明らかになった。これら

のことから、 LCTlはイネの節においてカドミウム

を導管から簡管へ積み替える役割を担っていると考

えられた（Uraguchiet al 2011）。

さらに、 LCTlに変異を持つ系統を Tilling法を

用いて選び出した。得られた変異を持つ系統を水田

で栽培し、玄米のカドミウム濃度を測定したところ、

変異を持たない系統に比べて、低下している傾向が

認められた。

工考察

（ア）ホウ素の輸送機構

ホウ素については、イネの欠乏症の報告例が世界

的にはあり、ホウ素欠乏やホウ素過剰耐性を付与す

ることは、ホウ素欠乏やホウ素過剰地域でのコメの

生産に重要である。本研究でイネのホウ素輸送機構

の一端を明らかにし、遺伝子導入によってイネのホ

ウ素欠乏耐性やホウ素過剰耐性を付与する技術を開

発したことは意義があると考えている。

また、 BOR4が花粉管の発芽や伸長に関わること

を明らかにした。ホウ素は花粉管の伸長に重要であ

るといわれてきたが、どのような仕組みでホウ素が

花粉管伸長に関与しているのかは明らかでなかっ

た。ホウ素の輸送体が関与しているという発見は、

花粉管伸長におけるホウ素の役割の一端を明らかに

したものであると考えている。

（イ）ヒ素の輸送機構

イネのヒ酸輸送に関与する遺伝子を同定しその発

現抑制によってヒ素の蓄積を低下させることができ

ることを示した。また、外来遺伝子の発現によって

もヒ素蓄積を低下させることができることを示し

た。

コントロール株 OsLCT1発現抑制株

図3121・2 LCTlの発現低下による玄米カドミウム

濃度の低下

LC Tlの発現抑制株と対照のコントロール株を同じ土
壌で栽培し、得られた玄米のカ ドミウムを染色試薬を
用いて染色したもの。

（ウ）カ ドミウムの輸送機構

カドミウムの節における導管から簡管への積み込

みに関与する新たな遺伝子LCTlを見出し、この

遺伝子の変異によって、イネのカドミウム蓄積を低

下させることができることを明らかにした。カドミ

ウムは栄養成長期に吸収されたカドミウムが玄米に

蓄積する傾向があることが知られていたが、根から

導管を通じて地上部へ運ばれたカ ドミウムがどのよ

うにして、簡管に積み替えられるのかについては分

子レベルでの理解はされていなかったが、本研究に

よって積み替え機構を明らかにすることができたと

考えている。

オ今後の課題

（ア）ホウ素の輸送機構

輸送機構の一端を明らかにすることができたが、

形質転換を使わずにホウ素欠乏や過剰特性を付与す

ることが課題である。これまでに知られているホウ

素欠乏耐性に違いのあるイネ品種でのホウ素輸送体

の発現には差異があることを見出してきており、輸

送機構の理解を基にした品種の選抜や育種に用いる

ことのできる遺伝子座を見出すことが今後の課題で

あると考えている。

（イ）ヒ素の輸送機構

ヒ素の輸送機構の研究は進展してきており、 遺伝

子導入による発現抑制でヒ素を低下させることがで

きつつある。その一方で、これらの知見を利用して、

実際の育種に使うことのできる遺伝子座を見出すこ

とが重要な課題である。

（ウ）カ ドミウムの輸送機構

カドミウムについては、 LCTl遺伝子に変異を持
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つ系統の玄米でのカドミウム蓄積が低下しているこ

とを見出した。今後の課題としては、見出した変異

型LCTlを導入した品種を確立することであると

考えている。

力要約

3つの元素について、イネにおける輸送機構の一

端を明らかにするとともに、これら元素の蓄積を制

御する手法を開発した。カドミウムについては変異

によって毒物蓄積を低下させることが明らかになっ

た。このような遺伝子座を将来の育種に用いること

ができる。
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(2) イネのケイ酸輸送とアルミニウム耐性に関与

する遺伝子の単離と機能解析 (IPG0006)

ア研究目的

ケイ素はイネの倒伏や病虫害などのストレスを軽

減し、その高集積はイネの安定多収に必要不可欠で

ある。しかし、イネにおけるケイ素の輸送分子機構

の全貌はまだ明らかにされていない。本研究では、

根によるケイ酸の吸収から地上部での沈積までの過

程に関与する遺伝子を同定し、それらの遺伝子の機

能を明らかにすることを目的とする。一方、アルミ

ニウムイオン毒性は酸性土壌における主な作物生育

阻害因子である。本研究では、アルミニウム感受性

突然変異体を用いて、アルミニウム耐性に関与する

遺伝子を単離し、その機能をも明らかにする。

イ研究方法

（ア）イネケイ酸輸送体に関する研究

遺伝子の発現量は定量RT-PCRで調べた。また

組織局在は抗体染色で観察した。イネの各部位（節

問、節、止葉、穂軸、籾殻）に分けて、ケイ素の定

量を発色法で行った。

シロイヌナズナの根で特異的に発現する NIP5;1

のプロモーターあるいは35Sプロモーターに Lsil

を繋いだコンストラクトを作成し、シロイヌナズナ

に形質転換した。形質転換体をケイ酸を含む培養液

で栽培し、その生育を野生型と比較した。また地上

部のケイ酸濃度の測定は発色法で行った。

Lsilをアフリカツメガエル卵母細胞あるいは酵

母に発現させて、亜ヒ酸、ヒ酸、亜セレン酸、メチ

ルヒ素に対する輸送活性を ICP-MSで測定した。ま

たケイ酸吸収欠損変異体lsilとlsi2を用いて、短期

間のヒ素の吸収と圃場における植物体内の集積量を

測定したD

（イ）アルミニウム耐性遺伝子に関する研究

アルミニウム耐性は根の伸長阻害で評価した。ク

エン酸の分泌量は根を Al溶液に 24時間曝した後、

酵素法で測定した。 ARTlの転写活性化能は酵母

one-hybridを用いて調べた。 ARTlタンパク質の細

胞内局在を明らかにするため GFP融合遺伝子を作

成しイネカルスプロトプラストに PEG法を用いて

一過的に導入して、蛍光顕微鏡で観察した。 ARTl

の結合cis配列を同定するために、酵母one-hybrid

やゲルシフトを用いた。



アルミニウムイオンや他の金属に対する輸送活性

を測るために、遺伝子を酵母に発現させて、原子

吸光法で測定した。また遺伝子の発現を定量的RT-

PCRで、組織・細胞局在性を抗体染色法かGFPと

の融合遺伝子の形質転換植物を作成して観察した。

さらに細胞内局在性は、 GFPとの融合遺伝子を作

成し、タマネギの表皮細胞に打ち込んで、蛍光顕微

鏡で観察した。

新規アルミニウム耐性遺伝子の単離は基本的に

map-based cloningの手法を用いた。アルミニウ

ム感受性突然変異体（c68）とカサラス、あるいは

93-11との交配から得た F2集団を用いて、まずは

InDeLマーカーで、バルク法により目的遺伝子の

ラフマッピングを行った。次に、新たな InDelや

CAPSマーカーを設計し、ファインマッピングを

行った。新規アルミニウム耐性遺伝子 C68の相補

性試験を行うために、 2.8kbのプロモーターと C68

遺伝子とつないだコンストラクトを作成し、変異体

に導入した。

ウ研究結果

（ア）イネケイ素集積に関与する輸送体の解析

イネの外向きケイ酸輸送体OsLsi2の機能をさら

に解析した結果、 OsLsi2はOsLsilと同様、側根と

主根に発現し、根毛には発現しなかった（Yamaji

and Ma) iJ。また側根では、主根同様、外皮と内皮

の向心側に偏在していた。OsLsi2の発現パターン

を調べたところ、出穂の前後に一過的な高発現を示

した。またOsLsi2の発現は乾燥やABA処理によっ

て低下された。さらに OsLsi2の発現量は野生型で

は、ケイ酸添加によって低下したが、変異体ではほ

とんど低下しなかった。このことは地上部に沈積し

たケイ素がOsLsi2の発現調節を行っている可能性

を示唆している。

Lsi6はイ ネケイ酸内向き トランスボーター

OsLsil遺伝子のゲノム上唯一の相同遺伝子である

(Yamajiら） 2）。この遺伝子は栄養成長期において

主に葉鞘と葉身に発現し、ケイ酸の導管からのアン

ローデイングに関与している（Yamajiら） 2）。生殖

生長期において Lsi6は出穂期以降の上位の節で著

しく発現が増大し、特に肥大維管束の周縁部の木部

柔組織において導管に面した極性局在が見られた

（図3122-1）。Lsi6のT-DNA挿入変異株では穂（籾、

穂軸、穂首）のケイ素蓄積量が約 1/3に低下し、逆

に止め葉の葉身には2倍の蓄積が見られた（Yamaji

and Ma) 3＞。また切除した未熟穂について水分の蒸

散量を測定したところ、 T-DNA挿入株では蒸散速

度が有意に増大し、「白穂」が容易に再現された。

これらの結果から、蒸散流に伴って根から地上部へ

と吸い上げられたケイ酸は、節において穂の維管束

図3122-1 イネの節における Lsi6の局在
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へと積み替えられ、その過程のうち Lsi6は下位の

導管からのケイ酸の積み降ろしを担うと考えられ

た。

ケイ素非集積植物にケイ素の集積性を付与するこ

とを目的に、イネ由来の内向きケイ酸輸送体Lsil

をシロイヌナズナに導入した。 35Sプロモーター制

御下でGFPとLsilの融合遺伝子をシロイヌナズナ

で過剰発現させたところ、 GFPの蛍光は根全体に

観察された。 mRNAの発現が確認された独立した

2ラインについて、 l.OmMのケイ酸を含む培養液で

2週間栽培したところ、地上部のケイ素含量は野生

型と比較して4倍から 5倍高くなった。この時リン

の含量には有意な差は見られなかった。形質転換体

の表現型を観察すると、ケイ素無添加の条件下では

野生型と同じ生育を示したが、 2.0mMのケイ酸処

理条件下では、約 10日間で葉の壊化が見られ、地

上部の乾物重が野生型の約半分程度に低下した。ま

た葉の周縁部に白変した箇所が見られ、果実の成熟

にも異常を呈した。 SEM-EDXを用いて葉のケイ素

の分布を観察したところ、葉の周縁部の白変した部

位に一致してケイ素の集積が見られた。以上の結果

から Lsilを過剰発現させることによって細胞内へ

取り込まれたケイ酸が蒸散流の末端部に無秩序に沈

着してしまったため、生育に異常を呈したことを示

唆している。しかし、根特異的発現遺伝子のプロモー

ターを用いてシロイヌナズナへのイネ Lsilの導入

を試みた結果、地上部のケイ素の集積量は4-5倍に

増加し、ケイ素供給による生育の低下も見られな

かった（Montpetitら） 4）。

そのほかに、イネのケイ酸トランスポーター

LsilとLsi2が亜ヒ酸を輸送することを明らかにし

た（Maら） 5l o Lsilを発現させた酵母とアフリカ

ツメガエル卵母細抱は亜ヒ酸の輸送活性を示した

が、ヒ酸の輸送活性は認められなかった。水耕栽培

による短期間のEヒ酸吸収実験では、 lsil、lsi2変

異株ともに地上部へのヒ素蓄積量が野生型の半分程

度に低下した。またケイ酸の添加によって野生型の

ヒ素集積量は減少したが、変異体は影響を受けな

かった。導管液中のヒ素形態を同定したところ、主

に亜ヒ酸として存在していた。さらに圃場で栽培し

た種子中のヒ素濃度を比較したところ、ゐi2は野生

型の半分であったが、 lsilはあまり変わらなかった。

これらの結果はイネでは亜ヒ酸がケイ酸の輸送シス

テムを使って、体内に取り込まれていることを示し

ている。さらに、最近、ケイ酸内向きトランスポー

ター Lsilはメチル化ヒ素、亜ヒ酸の細胞外への排

出や亜セレン酸の吸収にも関与していることを明ら

かにした（Zhaoら） 6）、（Zhaoら） 7）、（Liら）針。

（イ）イネアルミニウム耐性遺伝子の解析

アルミニウム感受性変異体αrtlを単離した。こ

の変異体はアルミニウム害のないパーミキューライ

トで野生型と同じ生育を示すが、酸性土壌では根

の伸長が著しく阻害される（写真3122-1)。その原

因遺伝子をマッピングした結果、新規の zincfinger 

型の転写因子であった（Yamajiら） 9l o ARTl遺

伝子は根において構成的に発現し、 Al処理によっ

て変動しなかった。 GFP融合タンパク質と免疫組

織染色によって細胞／組織局在性を調査したとこ

ろ、成熟した表皮を除く根のすべての細胞において

AR Tlは核に検出され、 Alによってその局在は変

化しなかった。 GAL4DNA結合ドメイン ARTl 

融合タンパク質を酵母に発現させたところ、 GAL

プロモーター下流の遺伝子発現が誘導され、 ARTl 

に転写活性化能があることがわかった。

マイクロアレイを用いて野生型と ARTJ変異体の

遺伝子発現応答を比較したところ、野生型において

はAlに応答して発現が増加するが、 ARTJ変異体

では応答がみられなくなった遺伝子が約30種類見

いだされた。

AR Tl制御下にある 4つの遺伝子 （Nratl.

OsALSl. OsFRDL4. OsMGTl)の機能について解析を

行った。 Nratl(Nramp Aluminum Transporter 1) 

はNrampファミリーに属している。 Nratlは根で

発現しており、地上部には発現がなかった（Xiaら）

10）。また根での発現はアルミニウムによって誘導さ

れた。さらに根においては、根の先端より基部での

発現が多かったD Nratlの発現はpHや他の金属に

応答せず、 Alのみに応答した。 Nratlの局在性を

抗体染色で調べた結果、根の先端ではすべての細胞、

基部では表皮以外のすべての細胞に局在していた。

また細胞膜に局在していた。

OsNratlを酵母に発現すると、アルミニウム耐性

が弱くなった（図3122-2）。しかし、同じファミリー

に属する AtNramp4を発現しでもアルミニウム耐

性は変わらなかった。また酵母へのアルミニウムの

取り込みがNratlの発現によって増加した。しかし、



写真3122-1 アルミニウム感受性変異体αrt］及びstar］の酸性土壌での生育

他の2価金属（マンガン、鉄、カドミウム）に対し

て輸送活性を示さなかった。さらにアルミニウムー

クエン酸やアルミニウムーシュウ酸複合体に対する

輸送活性も示さなかった。

Nratlが破壊されたイネでは、アルミニウム耐性

が野生型に比べ弱くなった。しかし、他の金属（Cd

とLa）に対する耐性は変わらなかった。また細胞

内のアルミニウム濃度を比較すると、 Nratl破壊株

では、いずれの根の部位においてもアルミニウム濃

度が野生型に比べ低くなっていたが、細胞壁に結合

したアルミニウムは根の先端では逆に多くなってい

た。一方でNratlをイネで過剰発現した結果、ア

ルミニウム耐性が弱くなり、根のアルミニウム濃度

も高くなっていた。

これらの結果は Nratlがアルミニウムイオンを

特異的に輸送するトランスポーターであることを示

している。

一方、 OsALSlはハーフサイズの ABCトランス

ポーターをコードし、根と地上部で発現していた。

しかし、根での発現量は短時間のアルミニウム処理

で誘導されたのに対し、地上部での発現は影響さ

れなかった（Huangら） 11)。OsALSlとGFPを連

結させたコンストラクトをタマネギの表皮細胞に発

現させて観察した結果、 OsALSlは液胞膜に局在し

ていた。また OsALSlフロモーターに OsALSlと

GFPを連結させた融合遺伝子をイネに形質転換し、

細胞局在性を調べた結果、 OsALSlは根のすべての

細胞に発現していた。OsALSlを破壊した株を用い

て、アルミニウム耐性を野生型と比べた。その結果、

アルミニウムによる根の伸長阻害は OsALSl破壊

株が野生型より顕著であった。しかし、他の金属に

対する耐性は同程度であった。Morin染色で根の先

端の細胞でのアルミニウムの分布を調べた結果、破

壊株の細胞質に高濃度のアルミニウムが観察され

た。さらに、酵母を用いて OsALSlのアルミニウ

ム輸送活性を調べたところ、 OsALSJを発現させた

酵母はおそらく植物とは細胞内局在が異なるため、

アルミニウム耐性が弱くなった。これらの結果から、
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図3122・2 酵母でのNratlの発現が生育に対する影響

OsALSJは液胞膜に局在するアルミニウムトランス

ポーターをコードし、細胞内に入ってくるアルミニ

ウムを液胞に輸送することによって、アルミニウム

の無毒化に機能していると考えられる。

OsFRDL4はMATEファミリー属し、細胞

膜に局在するクエン酸トランスポーターである

(Yokoshoら） 12）。 OsFRDL4は主に根で発現し、

その発現量はアルミニウムによって数時間で 100倍

程度に増加していた。この遺伝子の Tos-17挿入破

壊株（NF）においてはアルミニウムに誘導される

根圏へのクエン酸の分泌量がWTに比べて著しく

低下していた。また破壊株のアルミニウム耐性は野

生型と比べ、少し低下していた。これらのことは

OsFRDL4がアルミニウムによって誘導される根圏

へのクエン酸の分泌に機能していることを示してい

る。

さらにアルミニウム耐性の異なるイネ品種を用い

て、 OsFRDL4の発現量とクエン酸の分泌量、アル

ミニウム耐性との関係を調べた結果、 OsFRDL4の

発現量とクエン酸の分泌量、 OsFRDL4の発現量と

アルミニウム耐性との聞に正の相闘が見られた。各

品種のプロモーター領域を比較すると、 OsFRDL4

の発現量の少ない品種では、 lkb近くの欠損があっ

た。その欠損領域配列に ARTlが結合するアルミ

ニウム応答シス因子が多数含まれていた。

OsMGTlはマグネシウムトランスポーターを

コードしている（Chenら） 13）。 OsMGTlは細胞膜

に局在し、アルミニウム処理で OsMGTJの発現が

素早く誘導され、その結果、細胞内へのマグネシウ

ム吸収が増加した。一方、この遺伝子を破壊すると、

マグネシウムの吸収が減少し、アルミニウム耐性が

弱くなった。しかし、マグネシウムの添加で市村生カま

回復した。これらのことは細胞内のマグネシウム濃

度の増加がイネのアルミニウム耐性に寄与すること

を示している

アルミニウム耐性転写調節因子ARTl結合cis因

子を同定するために、 Yeastone hybrid assayと

Gel shift assayを行った。その結果、 ARTlが特異

的に認識しているコアのシス配列は GGNVSNで、

ARTl下流のほとんどの遺伝子のプロモーター領域

に共通なコア配列を有していることを明らかにした

(Tsutsuiら） 14）。

新規アルミニウム感受性突然変異体を単離するた

めに、 y線で照射したコシヒカリの M3種子から根

の伸長阻害を指標に選抜を行った。その結果、新規

アルミニウム感受性突然変異体c68を単離すること

-153-



ができた（Huangら） 15l o c68はアルミニウムだけ

ではなく、他の金属（カドミウムとランタン）にも

感受性を示した。また根の形態を観察したところ、

変異体では、 1.根毛と表皮細胞が萎縮していた； 2.

外皮細胞の一部が厚壁細胞に変わっていた； 3.根

の先端ではlateralroot capが剥がれにくくなって

いた； 4.分裂組織では表皮と下皮の層序が一部不

規則に変化していた。 Morin染色の結果、アルミニ

ウムの浸入は野生型では外皮で止まっていたのに対

して、変異体では皮層まで浸入していた。

map-basedクローニング法で原因遺伝子を単離

した結果、 receptor-likekinaseをコードしている

遺伝子を突き止めた（Huangら） 16）。この遺伝子

(DOCSI)は、根の表皮細胞および根毛で発現して

いた。またタンパク質は細胞膜に局在していた。こ

れらの結果から、この遺伝子はイネ根の外周細胞（表

皮、外皮と厚壁細胞）の分化に必要であること、ま

た表皮及び外皮細胞が有害金属の進入に対して重要

な役割を果していることを示している。

工考察

（ア）イネケイ素沈積に関与する遺伝子

ケイ素はイネの生物的ストレス及ぴ非生物的スト

レスを軽減し、その高集積はイネの安定多収に不可

欠である。これまでに根によるケイ酸の吸収には内

向きケイ酸トランスポーター Lsilと外向きケイ酸

トランスポーター Lsi2が関わっていることを明ら

かにしてきた（Maら） 17 18）。本研究では、 Lsi2

について更なる解析を行った結果、 Lsi2はLsilと

同じ発現パターンを示すことが明らかとなった。

Lsilは根の外皮と内皮細胞の遠心側に、 Lsi2は同

じ細胞の向心側に偏在していることから、 Lsi2は

Lsilと協同してケイ酸の吸収を効卒よく行ってい

ることが考えられる。

生殖成長期において籾殻へのケイ素の沈積は穂か

らの過蒸散や病原菌の感染を防ぎ、稔実歩合を左右

する重要な因子である。しかし、籾へのケイ素の沈

積に関与するトランスポーターはこれまでに同定

されていなかった。本研究では、 Lsilの相同遺伝

子である Lsi6がもみ殻へのケイ素の分配に関与し

ていることを明らかにした。生殖成長期では、 Lsi6

は上位の節の木部転送細抱に局在し、肥大維管束か

ら穂へと繋がる分散維管東へのケイ酸の輸送（維管

束間輸送）に必要である。

Lsilの輸送基質を詳しく調べた結果、ケイ酸以

外に、亜ヒ酸、亜セレン酸、メチルヒ素も輸送する

ことが分かつた。これらの分子は電荷を持たない中

性分子という点で共通している。しかし、土壌中に

ケイ素は他のミネラルより圧倒的に多いので、 Lsil

は主にケイ酸トランスポーターとして働くことが考

えられる。

高等植物の中でケイ素を積極的に集積する植物は

イネ科とカヤツリ科だけで、ほとんどの植物はケイ

素をあまり集積することができず、ケイ素の有益効

果を受けることができない。集積できない植物にケ

イ酸集積能を付与する目的で、シロイヌナズナにイ

ネのケイ酸輸送体Lsilを導入した。 35Sプロモー

ター制御下でLsilを発現させると、ケイ素の集積

能量が高まったが、地上部でのケイ素の沈積が無秩

序になり、かえてケイ素が生育を阻害した。これら

のことはケイ素の地上部での分配も重要であること

を示している。根特異的な発現プロモーター制御

下でLsilを発現させると、生育阻害することなく、

ケイ酸の吸収能力を高めることができた。

（イ）イネのアルミニウム耐性機構

アルミニウム毒性は酸性土壌での主な作物生育阻

害因子であるが、植物の種類によってアルミニウム

耐性が大きく異なる。イネは最もアルミニウム耐性

の高い穀物の一つであるが、その耐性機構はほと

んど解明されていなかった。本研究で同定したア

ルミニウム耐性転写因子ARTlの解析から、イネ

の高いアルミニウム耐性は複数の耐性遺伝子が共

同で機能して達成されることが分かつた。例えば、

OsFRDL4は根圏へクエン酸を分泌して、アルミニ

ウムを無毒化する。 Nratlはアルミニウムを細胞内

へ輸送し、 OsALSlによって液胞へ隔離して無毒化

する。また OsMGTlの発現がアルミニウムによっ

て増加し、マグネシウムの吸収を促進することに

よって細胞内のアルミニウム毒性を軽減する。ほか

のイネ科作物、例えばオオムギの場合、根圏へのク

エン酸の分泌という耐性機構しか持つてないので、

イネと比べると、アルミニウム耐性が非常に弱い。

イネの中でも日本型イネとインド型イネはアルミ

ニウム耐性が異なる。一般的に、日本型イネのほう

のアルミニウム耐性が強い。そのアルミニウム耐性

の品種間差について多数の QTLが報告されている
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が、いまだ遺伝子の同定には至っていない。最近、

ARTl下流の遺伝子Nratlがイネのアルミニウム

耐性の品種間差に関与していることが報告されてい

る。

オ今後の課題

ケイ素に関しては、本研究で、 Lsi6が穂へのケ

イ素の分配に重要であることを明らかにしたが、穂

へ効率よくケイ素を高集積するためには、他の輸送

体の関与も必要で、今後同定していく必要がある。

また LsilとLsi2は特徴的な極性分布を示すが、

その極性分布を制御する機構が明らかではない。

LsilとLsi2の発現制御機構も合わせて明らかにし

ていく必要がある。さらに、地上部では、ケイ素が

特定の細胞に秩序よく沈積するが、その沈積に関与

する輸送体を今後同定する必要がある。

ケイ酸輸送体、特に Lsilは他のメタロイドに対

しても輸送活性を示すことから、今後、これらの輸

送体の基質選択性を変化させて、ケイ酸のみを輸送

するように改変すれば、有害ミネラル吸収が抑えら

れる。またイネのケイ酸輸送体遺伝子を重要な作物

に導入すれば、各種ストレスに対して耐性の高い作

物の作出が考えられる。

アルミニウムに関しては、アルミニウムシグナル

の受容機構、転写因子ARTlの活性化機構、 ARTl 

下流遺伝子の機能を明らかにしていくことは今後の

課題となる。またアルミニウム耐性に関する QTL

遺伝子の同定、アルミニウム感受性品種への耐性遺

伝子の導入なども重要である。

力要約

ケイ素輸送体Lsi2の更なる解析を行い、発現パ

ターンや組織・細抱局在を明らかにすることができ

た。また穂へのケイ素の分配に上位節で発現する

Lsi6が関与することを突き止めた。さらにイネの

ケイ酸輸送体をシロイヌナズナに導入して、ケイ酸

吸収能力の強化に成功した。そのほか、 LsilはE

ヒ酸、メチルヒ素、 Eセレン酸をも輸送できること

を明らかにした。

イネの高いアルミニウム耐性に関わる転写因子

ARTlを同定した。 ARTl制御下の4つの遺伝子の

機能を明らかにした。 Nratl、OsFRDL4、OsMGTl

はともに細胞膜に局在する輸送体で、 Nratlはアル

ミニウムイオン、 OsFRDL4はクエン酸、 OsMGTl

はマグネシウムを輸送する。一方、 OsALSlは液胞

膜に局在するアルミニウム輸送体であり、これらの

輸送体はイネのアルミニウム耐性に貢献することを

明らかにした。さらに ARTlのシス因子を同定し

た。

新規のアルミニウム耐性に関わる遺伝子DOCSl

を同定し、この遺伝子はイネの根の外周細胞の分化

に関与し、アルミニウムなどの金属イオンの侵入を

防ぐことに働くことが明らかとなった。
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(3) 地力窒素と土壌固定リンの吸収能力に優れた

イネの選抜と育種 (IPG0007)

ア研究目的

［カリ］食料需要の増加とともにカリウム肥料も

増加の一途をたどり、カリウム肥料価格は高騰して

いる。ナトリウムは植物の必須元素ではないが、カ

リウムの供給が制限された環境では、ナトリウム塩

の施用によってカリウム欠乏による生育障害が軽減

される。土壌溶液中にはカリウムイオンよりもナト

リウムイオンの方が多く含まれているので、イネが

土壌からナトリウムを多く吸収するようになり、ナ

トリウムイオンをカリウムイオンの代替として利用

できるようになれば、カリウム施肥の低減すること

ができる。本研究では、カリウム施肥量の低減を目

的とし、イネのカリウム代替イオンとしてのナトリ

ウム吸収遺伝子、ナトリウム吸収能力を高める遺伝

子の同定を試みた。

［リンjリン肥料はすべてリン鉱石から製造され、

わが国ではすべて輸入に依存している。昨今の化石

エネルギ一価格の上昇や肥料需要量の増加によって

輸入価格は高騰しており、さらに地球上の資源賦存

量にも限りが見えてきた。リン鉱石は地球上に偏在

し国際的な戦略物資の lっとしても利用されるた

め、作物栽培におけるリン肥料の効率的な利用は農

業上の長年の重要課題となっている。わが国の水田

土壌には不可給態のリンが多く存在しているため、

これを吸収利用できれば、新規輸入リン鉱石への依

存度を低下させることができる。作物のリン利用効

率の上昇は環境汚染を緩和策にもなるだろう。その

ため、特にインデイカ品種カサラスのもつ低リン耐

性機構と関与遺伝子の解明を目指す。具体的にはカ

サラスに由来するリン欠乏ストレス誘導性の、根の

伸長遺伝子および下位葉葉身の酸性ホスファターゼ

活性上昇を制御する遺伝子の単離を行う。

（カドミウム］タイ国ターク県メーソット郡には

タイ国最大の亜鉛鉱山が存在し、この鉱山を流れる
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メータオ川の下流には、鉱山から流出したカドミウ

ムに汚染された水団地帯が広がっている。本研究で

は、現地生産者のカドミウム摂取リスクの軽減する

ため、コメ中のカドミウム蓄積量が少なく、かつ現

地での栽培に適したタイ国品種の圃場栽培選抜試験

を行った。

イ研究方法

（ア）ナトリウム吸収能力に優れたイネの選抜と

ナトリウム吸収遺伝子の同定

a 低カリウム環境イネのナトリウム吸収品種間

差の検討

ジヤボニカ品種3品種（コシヒカリ、ササニシキ、

日本晴）、インデイカ品種3品種（カサラス、 IR36、

IR64）をカリウム充分条件及ぴ低カリウム条件で

播種後10日間水耕栽培し、地上部ナトリウム含有

率を測定した。

b ナトリウム吸収遺伝子座乗領域の同定

コシヒカリとカサラスに由来する染色体部分置換

系統群について、低カリウム条件での地上部ナトリ

ウム含有率を測定し、遺伝子型との対応から、品

種間差の原因遺伝子座乗領域を同定した。さらに

IR64を遺伝的背景とし、 6番染色体長腕末端にコ

シヒカリ由来領域をもっ染色体部分置換系統をもち

いて遺伝子座乗候補領域の絞り込みをすすめた。

（イ）土壌固定リンの吸収能力に優れたイネの選

抜と育種

a 低リンで誘導される根の伸長（REP）を制御

する遺伝子qREP-6の、精密マッピングと、マイク

ロアレイ解析による低リン誘導遺伝子の探索、およ

び遺伝子組換えイネを用いた候補遺伝子の機能確認

リン欠乏区と対照区の 2水準の吉田の水耕液

で5週間育てたイネ苗 62品種のスクリーニング

結果から、イネには低リンで根が伸びる品種群と

伸びない品種群およびその中聞があることが分か

り、低リンで根が伸びるカサラスと伸びない銀坊

主の RecombinantInbred Linesを用いた量的形質

遺伝子座（QTL）解析では、低リン誘導性の根伸

長（RootElongation under Phosphorus-deficiency、

以下REP）形質をもたらすカサラス由来の遺伝子

座は、染色体6長腕に検出された（Shimizuet al. 

2004）。また、日本晴を遺伝的背景とする置換系統

群を用いた形質マッピングにおいても、染色体6長

腕がカサラスに置換した SL29はREP形質を示し

たことから、SL29と日本晴の交雑後代を用いたフア

インマッピングにより、イネ染色体6長腕に検出さ

れた低リン応答性QTL、qREP-6の単離を目指した。

また、カサラスの REP形質は 0.5～ l.36mg/Lの闘

値以下の低リン濃度で発現し、 1週間ごとのリン欠

乏区および対照区との移行実験により、水耕栽培

3-4週間目のリン欠乏処理がREP形質の発現に重

要であることが分かつた。そこで、リン欠乏および

対照区で4週間水耕栽培したカサラスおよび日本晴

の根から抽出した RNA（各4個体反復）を用いて

Agilent社の44K発現遺伝子マイクロアレイ解析を

行い、この時期の低リンで誘導される転写産物の探

索を行った。以上のqREP-6のマップベース・クロー

ニングおよび低リン誘導発現遺伝子のマイクロアレ

イ解析より絞り込んだ候補遺伝子については、遺伝

子組換えイネを用いた相補性検定を行った。より

具体的には qREP-6領域中の低リン誘導性転写因子

PiTF-6について、新農業展開ゲノムプロジェクト

のARMOOOlおよびARM0004で作成された過剰発

現（OX）系統およびキメラリプレッサーを発現さ

せた機能抑制（OR）系統を分譲していただき、水

耕栽培による生育調査と、マイクロアレイおよびリ

アルタイム PCRによる発現遺伝子解析を行った。

b 低リン誘導性の下位葉葉身酸性ホスファター

ゼ活性を制御する遺伝子のマッピングと、マイクロ

アレイ解析による低リン応答性酸性ホスファターゼ

遺伝子の探索、およびT-DNAタギング系統による

候補遺伝子の機能確認

ホスファターゼは不可給態リンの一つである有

機態リンを加水分解し無機リン酸つまり可給態リ

ンにする酵素である。特に最適pHを7以下に持つ

酸性ホスファターゼは基質特異性が低く、植物体内

中で不要になったリンの再利用を促し利用効率を高

める可能性がある。リンが欠乏したイネは下位葉葉

身が黄化しやがて脱落するが、下位葉葉身の酸性ホ

スファターゼは、リン欠乏条件に移行1週間後には

上昇することがわかり、リン利用効率向上への寄

与が考えられる。この活性の上昇程度は日本晴に

比ベカサラスで有意に高く、これら F2集団を用い

たQTL解析では染色体8に有意な染色体領域が検

出でき qACP-8と名付けた（Shimizuet al. 2008a）。

そこでこの形質についても染色体断片置換系統を用
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たナトリウム濃度は同じであるにもかかわらず、カ

リウム十分条件に比べて低カリウム条件で増加し

た。このときの地上部ナトリウム含有率は、コシヒ

カリなどのジャポニカ品種で、インディカ品種より

も大きく、低カリウム条件でのイネのナトリウム吸

収能力に大きな品種間差があることが示された（図

3123-1）。低カリウム条件で水耕栽培した場合、ナ

トリウム吸収量の大きいコシヒカリでは培養液への

ナトリウム塩の添加によって有意な生育の改善が見

られた一方、ナトリウム吸収量の小さい IR64では

ナトリウム塩添加による生育の改善は認められな

かった。このことは、ナトリウム吸収能力は低カリ

ウム環境でのイネの生育を実際に有利にすることを

示している。

そこで、コシヒカリとナトリウム吸収量の小さい

カサラスに由来する染色体部分置換系統39系統に

ついて地上部のナトリウム含有率を測定したとこ

ろ、ほとんどの系統では遺伝的背景であるコシヒカ

リと同程度のナトリウム含有率を示したが、系統

SL215とSL218ではコシヒカリに比べて著しく低

い値を示した（図3123-2）。この結果から、低カリ

ウム条件におけるイネのナトリウム吸収品種間差の

原因遺伝子が6番染色体長腕末端の領域に存在する

ことが示された（Miyamotoet al 2012）。

さらに、コシヒカリと IR64に由来する染色体部

分置換系統を用いて候補染色体領域の絞り込みをす

すめ、これを約 120kbの領域に狭めた。

いた、有意なカサラス染色体断片の探索と、マッ

ピングを行った。また、日本晴とカサラスの4週

齢シュートから抽出した RNA（各3個体反復）を

用いたマイクロアレイ解析も行い、低リン誘導性

酸性ホスファターゼ発現遺伝子の絞り込みを行っ

た。その結果とマッピングの暫定結果により絞り込

んだ低リンで誘導される酸性ホスファターゼ遺伝子

PiACP-8については、 5’UTR上端またはイントロ

ンに T-DNAが挿入したタギング系統 (Jeonet al. 

2000）を KyungHee大学より入手して、表現型へ

の影響を調査した。

qREP-6およびqACP-8のコシヒカリへの集
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イネゲノムリソースセンターが提供するカサラス

染色体断片をコシヒカリ遺伝的背景にもつ置換系統

群のうち、 SL218はqREP-6の、 SL224はqACP-8

のカサラス対立遺伝子を染色体断片に持つ系統に相

当する。そこでSL224とSL218のF2192個体を用

いて、リン欠乏条件で5週栽培し、最大根長と第

四葉葉身の酸性ホスファターゼ活性および最上位

完全展開葉のリン含量を計測し、染色体6および8

の置換領域それぞれ83.3cMと101.0cMについて 9

種および6種の SSRマーカーを用いて調査した遺

伝子型を用いて QTL解析を行った。単一遺伝子座

ごとの QTL解析には WinQTLCartver 2.5のコン

ポジット・インターパルマッピングを使用し、遺

伝子座間の交互作用の検出にはR/qtlver 2.15.1の

TwoQTLscanを利用し、それぞれの闘値の計算に

は1000回の並べ替え検定を用いた。

（ウ）低カドミウム蓄積タイ国イネ品種の選抜

タイ国北西部のターク県メーソット郡のカドミウ

ム汚染圃場においてタイ国近代品種42品種を 3年

間に渡って栽培し、穀実中のカドミウム含有率を測

定し、現地人気品種の KDM105号に比べて穀実カ

ドミウム含有率の低い品種を選抜した。さらに、選

抜された品種の中で現地で生産者に受け入れられや

すい農業特性をもっ5品種について試験圃場数を8

圃場に増やして栽培試験を行った。

図3123-1 カリウム充分条件及び低カリウム条件で

栽培した播種後10日齢イネの地上部ナトリ

ウム含有率

1)培養液添加ナトリウム濃度はどちらも 0.38mmol 
L-1である。

ウ研究結果

（ア）低カリウム環境イネのナトリウム吸収品種

間差の原因遺伝子の同定

イネ地上部ナトリウム含有率は、培養液に添加し



対するリン欠乏区の遺伝子発現量をみると、低リン

誘導性の発現量に品種間差を持つ転写因子PiTF-6

が検出できた（図3123-3）。この qREP-6の候補遺

伝子PiTF-6について、新農業展開ゲノムプロジェ

クト AMROOOlおよびAMR0004より作出された過

剰発現（OX）系統およびキメラリプレッサ一発現

(OR）系統を用いた水耕栽培実験を行った。その結

果より、 5週齢の根長は、対照区（P＋）および低

リン区（P－）において、 OR＜日本晴＜OXの順で有

意となり、相補性が確認できた（図3123-4）。また

PiTF-6は低リン区の最上位完全展開葉のリン含量

にも影響を持ち、ORは日本晴やoxよりも低くなっ
た（図3123-5）。

b 低リン誘導性の下位葉葉身酸性ホスファター

ゼ活性を制御する qACP-8のマッピングと、｛民リン

応答性酸性ホスファターゼ遺伝子の探索、および

T-DNAタギング系統による候補遺伝子PiACP-8の

機能確認

低リン条件で5週間水耕栽培した染色体断片置換

系統群の第四葉（下位葉）葉身の酸性ホスファター

ゼ活性を調査した結果、染色体8がカサラスに置換

した SL223やSL224は背景親のコシヒカリに比べ

有意に活性が高くなることが分かつた。またSL224

×コシヒカリの F2集団を用いた QTL解析でも、

（イ）低リン誘導性の、根伸長形質を制御する遺

伝子qREP-6および下位葉酸性ホスファターゼ活性

を上昇させる qACP-8の候補遺伝子の絞り込みと、

両遺伝子座の集積

a qREP-6のファインマッピングと、低リン応

答遺伝子の探索および候補遺伝子PiTF-6組換えイ

ネを用いた相補性検定

染色体6長腕がカサラスに置換したSL29と背景

親である日本晴との F2集団を用いたファインマッ

ピングにより、 qREP-6の座乗位置は染色体6長腕

の28.3～31.lMbpの領域にまで絞り込めた（Shimizu

et al. 2008b）。更なる絞り込みを進めるためには、

近傍で単離された根のバイオマスを増加させるカ

サラス由来の対立遺伝子qRL6.l（小原ら、新農業

展開ゲノムプロジェクト IPG0008）の影響を取り

除く必要があった。qRL6.lがホモ接合体に固定し、

qREP-6染色体領域がヘテロ接合体である交雑後代

を用いたファインマッピングより、 qREP-6の推定

座乗領域は、 SSRマーカー RM439とRM5814の間

の最大260kbpに絞り込むことができた。また、マ

イクロアレイ解析の結果より、低リンで誘導される

多くの遺伝子を検出することができ、その発現量に

は品種間差を持つものも多く見られた。qREP-6の

座乗推定領域の聞の遺伝子座についてリン充分区に

同 F
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1）コシヒカリに対する相対値を示した。
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l)SSRマーカー RM439から RM5814聞に座乗する 38遺伝子座のうち、 Agilent杜44Kマイクロア
レイでは36遺伝子座の発現量が調査できた。
2）同一遺伝子座内の複数の転写産物データは、平均値で示した。
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図3123-4 PiTF-6過剰発現（OX）および機能抑制 （OR）によるリン充分 （P＋）およびリン欠乏 （P－）区に

おける最大根長の差

1）リン充分（P＋）区およびリン欠乏区 （P）のそれぞれの根長平均についてTukeyの多重比較を行い、
異なるアルフアベットで有意差を示した（p<0.01）。

ox 日本晴OIR ox 

または Kasala thの少なくともどちらか一方で、リ

ン充分区に比ペリン欠乏区における発現量が2倍以

上に増加する低リン誘導性の酸性ホスファターゼ遺

伝子は 40種であった。この値は全遺伝子中の低リ

ン誘導性遺伝子の割合 13.5%よりも 4倍弱高い結果

となった。そのうちリン欠乏区のシュートにおい

て日本晴に対するカサラスの発現量比が最も高い

酸性ホスファターゼ遺伝子は染色体8に座乗して

おり、 PiACP-8と呼ぶことにした。PiACP-8のゲノ

ム上の位置は、 QTL解析で検出された qACP-8領

域内に含まれる。そこでPiACP・8近傍への T-DNA

-160-

qACP-8領域に LODスコア 3.2の有意な LODピー

クが検出できた。また、イネゲノムのアノテーショ

ン・データベース（RAP-DB）に登録される 44、

514種類の転写産物のうち、酸性ホスファターゼ遺

伝子の分子機能オントロジー GO:0003993を持つ

ものまたは遺伝子注釈に acidphosphataseという

記述を持つものは81種類（63遺伝子座）見つかっ

た。これらのうち 76種類（58遺伝子座）の転写産

物は、 Agilent杜の44Kマイクロアレイによって発

現量を調査することができた。4週齢のシュートお

よび根のマイクロアレイ解析の結果より、 日本晴
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図3123・5 PiTF-6過剰発現 （OX）および機能抑制 （OR）によるリン充分 （P＋）およびリン欠乏 （P－）区に

おける最上位展開葉のリン含量の差

1）リン充分 （P＋）区およびリン欠乏区 （P－）のそれぞれのリン含量（乾燥重量あたり）の平均につ
いてTukeyの多重比較を行い、異なるアルフアベットで有意差を示した （p<0.05）。
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図3123・6 TDNA挿入変異体遺伝子型別の下位葉葉身の酸性ホスファターゼ活性の比較

1）リン充分 （P＋）区およびリン欠乏区（P）のそれぞれの酵素活性 （単位時間あたり可溶性タンパ
ク量あたりのpNP生成量）の平均について Tukeyの多重比較を行い、異なるアルフアベットで有
意差を示した （p<0.05）。
2)T/T、Tl、／はそれぞれTDNA挿入のホモ、ヘテロおよび挿入なしを示す。

挿入変異体2種類を調べたところ、 5’UTR上端に

T-DNAが挿入した系統は、 PiACP-8の持つ低リン

誘導性が保持・強化されることが分かり（図3123-

6）、 T-DNA挿入変異は最上位完全展開葉のリン含

量にも影響を及ぼした（図 3123-7）。

c SL224×SL218のFz集団を用いた qREP-6

およびqACP-8の効果の確認と相互作用

5週間のリン欠乏条件での水耕栽培後に調査した

最大根長、第四葉葉身の酸性ホスファターゼ活性お

よび最上位完全展開葉のリン含量の各形質について

QTL解析を行った。最大根長および第四葉葉身の

酸性ホスファターゼ活性は、それぞれの候補遺伝子

PiTF-6およびPiACP-8近傍でLODピークが検出

された（図3123-8）。リン含量については単一 QTL

解析では有意な LODピークは検出さなかったが、

座間の相互作用を探索すると PiTF-6とPiACP-8そ

れぞれの近傍マーカ一間で有意な相互作用が検出さ

れた（図3123-9）。

（ウ）低カドミウム蓄積タイ国イネ品種の選抜

2009年から 2011年にタイ国のカドミウム汚染圃

場において、延べ42品種を栽培し、籾カドミウム

含有率を測定した。現地人気品種である KDM105

号の籾カドミウム含有率は 0.49mgkg-1であった。

試験した42品種のカドミウム含有率はKDM105号

を100として、 2から 196の範囲に分布し、日長非

感受性の品種で穀実カドミウム含有率が低い傾向が
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SL218置換領域（染色体6、83.3cM)

図3123・8 SL224×SL218F2を用いた QTL解析

1）最大根長および酸性ホスファターゼ活性のLODピークの位置はそれぞれの候補遺伝子PiTF-6お
よびPiACP-8の極近傍SSRマーカー付近で検出された （解析にはWinQTLCartver 2.5のコンポ
ジット ・インターパルマッピングを使用した）。

2) 1000回の並べ替え検定により計算した QTLの闘値はそれぞれ2.5と2.6であった。

考察

（ア）高ナ トリウム吸収遺伝子の同定

ナトリウムをカリウムの代替イオンとして利用す

る能力は、作物のカリウム利用効率を決定する因子

の一つである。植物細胞内においてナトリウムがカ

リウムの代替として機能するためには、まず、ナト

リウムが植物によって吸収される必要がある。本研

究からも、ナトリウム吸収能力の高いイネ品種では、

低カリウム環境での生育が有利になる可能性が示さ

れた。低カリウム条件でのナトリウム吸収にはイネ

品種間で大きな差があった一方、これらの品種のカ

リウム吸収にはほとんど差がなく、カリウム利用効

工
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あった（図 3123-10,Sriprachote et al. 2013a、b）。

しかし、日長非感受性品種は雨期中に収穫期を迎え

ることや、肥料コストがかさむことから、現地での

栽培品種としては不適である。そこで、日長感受

性品種の中でKDMに比べて、穀実中のカドミウム

含有率が小さかった RDS号、 RD15号、 SangYod、

Khao’Niaw Ubonl、Khao’NiawUbon2の5品干重に

ついて、 2012年には圃場数を 8圃場に増やして栽

培試験を行い、穀実カドミウム含有率がKDM105

号よりも低いことを確認した。
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図3123-9 最上位完全展開葉のリン含量に関する座間交互作用のカラーマップ

1）横軸および縦軸に示す連鎖地図位置聞における交互作用 QTLのLODスコア分布図で、上三角は
相互作用モデルのみ、下三角は各座単一の効果と相互作用を合計したフルQTLモデルの場合を示
す （解析には RIqtl ver 2.15.1のTwoQTL scanを使用した）。
2) LODスコアのピーク （カラーマップ中の赤色）の有意確率は図中のpで表し、それぞれ1000回
の並べ替え検定より計算した。有意な LODピークは両モデルとも、 2つの候補遺伝子PiTF-6およ
びPiACP-8同士の交互作用位置に検出された。

率を高めるための育種においてナトリウム吸収能力

は有用な形質であると考えられた。

ナトリウム吸収量の大きいコシヒカリと、ナトリ

ウム吸収量の小さい IR64の組み合わせにおいて、

ナトリウム吸収遺伝子が6香染色体長腕末端に存

在することが示されたが、これまでに絞り込んだ

120kbの領域内にはナ トリウムトランスポーター遺

伝子 OsHKT2;1が存在する。機能的にこの遺伝子が

品種間差の原因である可能性が高いが、コシヒカリ

とIR64では OsHKT2・1の予測アミノ酸配列に違い

はない。OsHKT2;1の発現量は低カリウム条件で誘

導され、発現量は IR64に比べてコシヒカリで大き

い。従って、 OsHKT2;1発現量の多寡が、ナトリウ

ム吸収の品種間差に寄与すると考えて検討を進めて

いる。

（イ）低リン応答性遺伝子の絞り込みと候補遺伝

子による機能確認およびコシヒカリへの集積

a qREP-6の単離と候補遺伝子PiTF-6による

相補性検定

qREP-6のマップベース・クローニングでは、低

リン条件下で栽培した分離集団の最大根長の形質値

に影響を及ぼすノイズの除去に時間がかかってし

まった。具体的には約 500kb長腕側に位置し恒常

的に根のバイオマスを増加させる qRL6.l(IPG0008 

小原ら）のカサラス対立遺伝子は、低リンでの最大

根長にも影響を及ぼすため、精密マッピングを困難

にした。この状況の打開は、 qRL6.l遺伝子型がホ

モ接合体になった交雑後代の大規模マッピングに

よって可能になるため準備を進めているところであ

る。一方で、マップベース・クローニングによって

絞り込んだ領域内の発現遺伝子の解析結果から、低

リン誘導性転写因子PiTF-6が検出できた。この遺

伝子の過剰発現（OX）および機能抑制 （OR）組換

えイネを用いた実験より、最大根長に対する相補性

とリン含量に対する影響を明らかにすることができ

た。PiTF-6はGARPファ ミリーに属する転写因子

で、リン酸トランスポーターの制御が報告されリン

酸ホメオスタシス維持機能を持つと推察されるナズ

ナのPHRJ(Rubio et al. 2001)およびイネホモログ

である OsPHR2(Zhou et al. 2008）も同じGARPフア

-163-



てコ
υ 

200 

ロ150
司..... 
OJ) 

<!) 

〉

号100
~ 

50 

late-ripening early-ripening 

non-glutinous glutinous non-glutinous glutinous 

図3123-10 タイ国品種の籾カドミウム含有率
1)現地人気品種KDM105号の籾カドミウム含有率 （0必 mgkg-1）に対する相対値として示した。
2）圃場栽培試験は2009-2011の三年間に渡って行った。
3）鳥獣害によって充分な種子が得られなかった4品種についてはカドミウム含有率を測定してい
ない。

ミリーである。PHRJや OsPHR2自身はリン欠乏ス

トレスによって発現が誘導されず、低リン耐性育種

に利用されていない。本研究で発見されたPiTF・6

は低リン誘導性を示すため、この転写因子の機能解

明は、複数の低リン誘導性遺伝子発現を調節した耐

性イネの開発に寄与するだろう。

b qACP-8のマッピングと候補遺伝子PiACP-8

染色体断片置換系統群のスクリーニングおよび置

換領域の分離集団を用いた QTL解析結果より、染

色体8に検出された qACP-8のカサラス対立遺伝子

は、日本晴およびコシヒカリの遺伝背景の両方で効

果を示すと考えられた。また、低リン誘導性の酸性

ホスファターゼ遺伝子の探索結果より検出された

PiACP-8は、 qACP-8領域内に座乗する有力な候補

遺伝子であるといえた。更にPiACP-8の5’UTR上

端に、 CaMVエンハンサーを 4縦列で持つアクチ

ベーションタギング系統を用いた実験でも、低リン

誘導性の下位葉葉身の酸性ホスファターゼ活性上昇

への関与が確認され、最上位完全展開葉のリン含量

増加（下位葉から上位葉へのリン転流）の可能性も

示唆された。

c qREP-6およびqACP-8のコシヒカリへの集

積

qREP-6およびqACP-8のカサラス染色体領域を

置換断片に持つ SL218とSL224との交配Fz集団

を用いた QTL解析より、各形質に対する QTLの

作用はそれぞれ独立であり、両者の効果はコシヒ

カリの遺伝的背景で集積できることが確かめられ

た。また、座間の相互作用では、通常の単一 QTL

解析では有意な領域が検出できなかった最上位完全

展開葉のリン含量について、 qREP-6の候補遺伝子

PiTF-6近傍と qACP-8の候補遺伝子PiACP-8近傍

との聞に有意な相互作用が検出できた。このことは、

qREP-6およびqACP-8の集積によりコシヒカリの

リン欠乏ストレス耐性の改善と交配用母本育成の可

能性を示唆している。

（ウ）タイ固品種の穀実カドミウム含有率

本栽培試験では、タイ国近代品種42品種を現地
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汚染圃場において栽培した。籾カドミウム含有率は

品種によって異なっており、低カドミウム蓄積品種

への作付け転換を進めることによって、現地生産者

のカドミウム摂取リスクを低減できる可能性が示さ

れた。

一方で、同ーの品種（KDM105号）内でも、籾

カドミウム含有率は年度や圃場によって大きく異

なっていた。このことは、穀実へのカドミウムの集

積において、品種による違いだけではなく、土壌条

件が大きく関与することを示唆している。これまで

に、 KDM105のポット栽培試験によって、登熟期

に湛水状態を維持することで、籾のカドミウム含有

率が低下することを示しており、水管理技術の向上

と低カドミウム蓄積品種を組み合わせることが有効

だと考えられる。

オ今後の課題

（ア）カリウム施肥のいらないイネの育種に向け

て

コシヒカリとインデイカ品種の品種組み合わせに

おいて見いだされた6番染色体上の遺伝子に関して

はファインマッピングを続けている。この領域内に

はナトリウムトランスポーター遺伝子 OsHKT2;1が

存在しており、候補遺伝子のーっとしてこの遺伝子

についての解析もすすめている。

この遺伝子はインデイカ品種のナトリウム吸収能

力を高めていく上で有用であり、我々はファイン

マッピングと同時に、 IR64にコシヒカリの持つ高

ナトリウム吸収遺伝子を導入した準同質遺伝子系統

の作出を進めている。

コシヒカリなどのジヤボニカ品種のナトリウム吸

4又能力をさらに高めるためにはコシヒカリよりも多

くナトリウムを吸収する品種を見いだし、その遺伝

子を導入していく必要がある。現在までに、約 100

品種のイネについて、低カリウム条件下でのナトリ

ウム吸収能力を検討し、ベトナム在来イネの Khau

Tan Chiemはコシヒカリよりも有意に高い地上部

ナトリウム含有率を示すことを明らかにしているD

今後さらに、この遺伝子についても検討していく予

定である。

（イ）土壌固定リンの吸収能力に優れたイネの選

抜と育種に向けて

a qREP・6の更なる絞り込みと候補遺伝子

PiTF-6の機能解析

qREP-6の更なる絞り込みについては、 PiTF-6を

標的とした近傍マーカー組換え個体を用いたファイ

ンマッピングを進めており、日本晴およびコシヒカ

リとカサラスとの品種間に見られる PiTF-6の遺伝

子発現量の差を説明できる塩基多型の探索を行う必

要がある。また、 ox系統およびOR系統を用いた
発現遺伝子解析により、特にリン欠乏条件において

酸性ホスファターゼやリン酸トランスポーターなど

のリン代謝に関わりうる複数の低リン応答遺伝子の

発現量がOR系統よりも ox系統で有意に高くなる
ことがわかっている。このことの分子生物学的な証

拠を得るために、今後PiTF-6の転写因子機能の解

析を行う必要がある。 PiTF-6組換えタンパクの発

現系を得たので、これを用いて低リン応答遺伝子の

発現調節への関与について調査を進める予定であ

る。

b qACP-8の精密マッピングとリン再利用への

影響評価

現在、 SL224×コシヒカリの F3集団を用いた大

規模な精密マッピングを進めており、現時点での候

補遺伝子PiACP-8の関与の有無を調べる予定であ

る。また、 PiACP-8のアクチベーションにより下

位葉葉身酸性ホスファターゼの上昇は確認できたた

め、この形質がリンの再利用に与える影響について、

有機態リンの葉面塗布実験なとマを現在行っている。

また PiACP-8はイネの根でも強く発現しているた

め、土壌中の有機態リン獲得への関与についても調

査を進める予定である。

c 低リン耐性コシヒカリの作出に向けて

SL224×SL218の白殖後代を用いた準同質遺伝

子系統化を進めることで、 qREP-6およびqACP-8

の効呆についてのより綴密な実験ができるととも

に、低リン耐性育種母本の作出を可能にすることが

できるだろう。またF2世代で検出された座間相互

作用については、後代検定による再現性確認を行う

必要性と、土耕試験による評価が課題といえる。座

間相互作用の分子生物学的な証明はPiTF-6の機能

解析で用いる組換えタンパクを用いた実験により明

らかにできる可能性がある。

（ウ）タイ国カドミウム汚染地帯での生産者のカ

ドミウム摂取リスク低減に向けて

現地生産者に低カドミウム蓄積品種への作付け転
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換をすすめていくうえでは、品種のもつ他の農業

上の特性、日長感受性であることや鳥獣害の少な

さ、食味などが重要となる。選抜された品種の中で

RD15号は KDM105号よりも穀実カドミウム含有

率が70%低い。この品種はKDM105号のガンマ線

照射ミュータントに由来し、比較的現地生産者に受

け入れられやすい品種だと考えられる。そこで、今

後RD15を現地で大規模に作付けし、そのパフォー

マンスを評価していく予定である。

また、 RD15号は KDM105号に比べて出穂が10

日早く、このことは、鳥獣害リスクをもたらすO

RD15号と KDM105号の交配によって、カドミウ

ム含有率が低く、出穂期は KDM105号並である系

統を選抜していくことも計画している。

力要約

（ア）ナトリウム吸収能力に優れたイネの選抜と

ナトリウム吸収遺伝子の同定

ナトリウムイオンにはカリウムの供給が制限され

た環境下での作物の生育を改善する効果がある。土

壌溶液中にはナトリウムイオンはカリウムイオンよ

りも多く含まれているので、イネが土壌からナトリ

ウムを多く吸収できるようになれば、ナトリウムイ

オンをカリウムの代替イオンとして利用することが

でき、カリウム施肥量の低減につながる。

本研究では、低カリウム環境でのイネのナトリウ

ム吸収能力に大きな品種間差があり、コシヒカリな

どのジヤボニカ品種ではナトリウム吸収量が大き

く、 IR64などのインデイカ品種では小さいことを

見いだした。さらに低カリウム環境でのナトリウム

吸収品種間差の原因遺伝子について検討を行い、 6

番染色体長腕末端に原因遺伝子が存在することを示

した。

（イ）土壌固定リンの吸収能力に優れたイネの選

抜と育種

a 低リンで誘導される根の伸長を制御する遺伝

子qREP-6の絞り込みと候補遺伝子PiTF・6組換え

イネによる機能確認

低リンで誘導される根の伸長形質は土壌からのリ

ン吸収能力向上に寄与しうる形質であり、これを

制御する QTLとして中食出された qREP・6について、

精密マッピングと発現遺伝子解析による候補遺伝子

の絞り込みを行った。その結果により候補遺伝子と

して選抜された低リン誘導性の転写因子PiTF-6に

ついて、過剰発現系統および機能抑制系統を用いた

水耕栽培実験を行ったところ、根伸長形質に対する

相補性が確認できた。

b 低リン誘導性の下位葉葉身酸性ホスファター

ゼ活性を制御する qACP-8のマッピングと発現遺伝

子解析およびT-DNAタギング系統による候補遺伝

子PiACP-8の機能確認

低リンによって誘導される下位葉葉身酸性ホス

ファターゼ活性は、イネ地上部のリン利用効率向

上に寄与しうる形質であり、この形質を制御する

QTLとして検出された qACP-8について、染色体

断片置換系統群を利用したゲノム領域の確認と発現

遺伝子解析による候補遺伝子の絞り込みを行った。

候補遺伝子PiACP-8のアクチベーションタギング

系統を用いた水耕栽培実験の結果より、低リン誘導

性の下位葉葉身酸性ホスファターゼ活性への関与を

示すことができた。

c qREP-6およびqACP-8のコシヒカリへの集

積

土壌からのリン吸収能力向上および植物体内のリ

ン利用効率向上に寄与しうる QTL、qREP-6および

qACP-8のカサラス対立遺伝子のコシヒカリへの集

積効果を検証するため、それぞれを染色体断片とし

て持つ置換系統同士の交配F2集団を用いた低リン

水耕栽培による形質評価と QTL解析を行った。そ

の結果、 qREP・6およびqACP-8の効果は集積でき

ることが分かり、一方で葉身リン含量形質について

は両者の有意な交互作用が検出された。

（ウ）低カドミウム蓄積タイ国イネ品種の選抜

タイ国北西部のターク県メーソット郡の亜鉛鉱山

下流に広がるカドミウム汚染水田において、タイ国

品種42品種の栽培試験を 3年間行い、穀実にカド

ミウムを蓄積しにくい5品種を選抜した。さらにこ

れら 5品種について、 8カ所の圃場で栽培し穀実カ

ドミウム含有率が現地人気品種の KDM105号に比

べて低いことを確認した。
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(4) 低アンモニウムイオン吸収利用能力に

関わる遺伝子の単離と窒素利用機構の解析

(IPGOOOB) 

ア研究目的

イネの個体生育は、主に吸収した窒素量によって

制限されている。また、イネは施肥された窒素量に

応じて、その表現型を個体レベルで変えることに

よって、効率的に拡大生産を行っていることが知ら

れている。そのために、特に低アンモニウム濃度域

における、窒素利用及び生産性の向上には、根系の

改良によって、窒素の吸収を促進させることが有効

な方法の一つである。これまでに、根系の改良候補

遺伝子として、低窒素において根を伸長させる遺伝

子qRL6.lを単離してきた。本研究においては、窒

素利用及び生産性への qRL6.lの機能を明らかにす

るとともに、低アンモニウム濃度域において窒素の

利用を制御している遺伝子群の機能解析を行う。ま

た、窒素の初期間化に関わる遺伝子を欠損した突然

変異体を用いて、炭素やエネルギ一代謝の連携機構

の解明を目的とする。これらの研究から、低アンモ

ニウム濃度域においても、高い窒素利用及び乾物生

産イネイ乍出の基盤を構築する。

イ研究方法

（ア）低窒素において根を伸長させる遺伝子の単

離

a コシヒカリとカサラスの染色体断片置換系

統である SL-208とコシヒカリの交配自殖後代から、

組み換え系統群、準同質遺伝子系統を選抜した。こ

れを用いて、窒素利用に関する生理学的解析を行っ

た。

b 台中 65号と Orアwglaberrima IRGC 104038 

に由来する戻し交配自殖系統群、染色体断片挿入系

統群と台中 65号との交配自殖後代Fz系統群を養成

した。

c イネは屋外型人工気象室で、 0、5、50、500

μM NH4Clを与え、 8日間栽培した。

（イ） 窒素と炭素やエネルギ一代謝の連携機構の

解明

a Tosl7挿入による遺伝子破壊株のスクリーニ

ングを以下の遺伝子について行った。イネサイト

ゾル型グルタミン合成酵素 l;l(OsGSJ;l)、イネサ

イトゾル型グルタミン合成酵素 1;2(OsGS1;2）、イ
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ネサイトゾル型グルタミン合成酵素 1;3(OsGS1;3）、

イネ NADH依存性グルタミン酸合成酵素 l

( OsNADH-GOGATI) およびイネ NADH依存性グ

ルタミン酸合成酵素2(OsNADιGOGAT2）。
b 遺伝子破壊株を用いた、メタボローム解析を

行った。

ウ研究結果

（ア） 低窒素において根を伸長させる遺伝子の単

離

低窒素濃度において、根の伸長に関わる qRL6.1

の根の伸長における効果を広い窒素濃度域で調査し

た。その結果、 qRL6.Iの領域がカサラスの染色体

に置換された準同質遺伝子系統は、コシヒカリに比

較して、 5、50、500μMアンモニウム濃度下での

根長が13.5-21.1%有意に長いことが判明した（Obara

et al. il）。また、 qRL6.Iを高精度にマッピングした

ところ、第6染色体の長腕側 336kbの領域に存在

することが明らかとなった（Obara et al. l））。

台中 65号と 0ηmglaberrima IRGC 104038に由

来する戻し交配自殖系統を用いて、低から十分なア

ンモニウム濃度域における、根長を支配している遺

伝子座（QTL)をマッピングした（Obaraet al. 2l)o 

5μMのアンモニウム濃度で栽培された台中 65号

とIRGC104038の根長の聞には、有意な差は認め

られなかった。台中 65号においては、 5μMのア

ンモニウム濃度における根長に比較して、 50μM 

アンモニウム濃度では 12%、500μM濃度では 30%

低く、外来のアンモニウム濃度の上昇による、根長

の有意な低下が認められた。一方、 IRGC104038に

おいては、 5μMのアンモニウム濃度における根長

に比較して、 50μMアンモニウム濃度では 2%高

く、 500μMアンモニウム濃度では 1%低く、外来

のアンモニウム濃度の上昇による、根長の低下が認

められなかった。交配自殖系統群を用いて、それぞ

れのアンモニウム濃度における、根長を支配してい

るQTL解析を行った所、 5μMアンモニウム濃度

において 4QTL、50、500μMアンモニウム濃度に

おいては、それぞれ5QTLが検出された。そのうち、

3QTLに関しては、低いアンモニウム濃度において

効果があることが判明した。さらに、 qRLl.1を詳

細にマッピングしたところ、アスパラギン酸アミノ

トランスフエラーゼ遺伝子2がqRLl.1の原因遺伝

子であることが推察された。

（イ）窒素と炭素やエネルギ一代謝の連携機構の

解明

OsNADH-GOGAT I欠損変異体を単離し、圃場

栽培および生理解析を行った（Tamuraet al 3l）。

OsNADH-GOGATI欠損変異体を圃場で栽培したと

ころ、有効分げつ数や穂数が顕著に減少していた。

また、幼植物期では、欠損変異体の根におけるアン

モニウムイオンの初期間化の抑制が認められた。植

物ホルモンの網羅的解析を行ったところ、欠損変異

体の幼植物の根では、オーキシン関連分子のみが有

意に増減していることが判明した。この欠損変異体

は、他の Fd-GOGATや此4DH二GOGAT2の遺伝子は

正常に発現していることも判明した。

OsNADH二GOGAT2欠損変異体を単離し、圃場

栽培および生理解析を行った（Tamuraet al 4l）。

OsNADH-GOGAT2欠損変異体の収量構成要素につ

いて野生型と比較したところ、変異体の穂、数は野生

型と有意な差が見られないものの、欠損変異体の一

つの穂につく小穂の数は、野生型と比較して顕著に

減少することが判明した。プロモーター解析などの

発現解析から、 NADH-GOGAT2は成熟ないし老化

した葉の維管束に多く分布することが判明した。

OsGS1;2欠損変異体を単離し、圃場栽培および

生理解析を行った（Funayamaet al 5l）。変異体

は、 OsNADH・GOGAT I欠損変異体と同様に有効分

げつ数や穂数が顕著に減少していた。幼植物の根お

よび導管液ではグルタミンをはじめとするアミノ

酸の減少と遊離アンモニウムイオンの増加が認め

られ、これらの表現型はGSl:2プロモーター：

GS1;2cDNAの導入で完全に相補された。

OsGSl;I欠損変異体を単離し、メタボローム解析

を行った（Kusanoet al勺。欠損変異体にアンモニ

ウムを供与し、根の代謝産物を比較した。その結果、

変異体は、糖、アミノ酸およびクエン酸回路の代謝

物が大きく変化すると同時に、二次代謝化合物が蓄

積していた。相関解析の結果、変異体の根はトリプ

タミンと他の一次代謝との聞に新規のネットワーク

が形成されたことが明らかとなった。

工考察

（ア）低窒素において根を伸長させる遺伝子の単

離



低窒素において根を伸長させる遺伝子をインド

型の在来品種カサラスから単離した。また、 Oryza

glaberrimaの対立遺伝子が低窒素において根を伸長

させる遺伝子領域を見出した。緑の革命以来、イネ

育種は多くの窒素肥料を与えて、高収量を得るとい

う戦略がとられてきた。しかしながら、施肥された

窒素のうち約30%はイネに吸収されるものの、残

りの 70%は環境へと放出されている。このことか

ら、施肥された窒素の肥料の吸収効率が高いイネの

開発が望まれている。単離したカサラス qRL6.l遺

伝子は低から十分な濃度の窒素濃度域において、窒

素の吸収が高いことが認めらており、この遺伝子は、

窒素の吸収効率が高いイネの開発に寄与することが

大いに期待される。イネが栽培されている土壌は多

様である。その多様な土壌条件において、カサラス

qRL6.l遺伝子が窒素の吸収に寄与するか否かを検

討することが重要である。また、低窒素において根

を伸長させる遺伝子を新たに単離すること、 qRL6.l

遺伝子の機能変換をもたらすアリルの探索も重要と

考えられる。これらを用いて、土壌に対応したテー

ラーメードイネ育種へと発展させる必要がある。

（イ）窒素と炭素やエネルギ一代謝の連携機構の

解明

イネの存在している 2種類のNADH-GOGATは、

それぞれに異なる機能を分担していることが、かな

り明らかとなった。 GSl・2とNADH-GOGATlは根ー

におけるアンモニウムの初期同化で、またGSl;lと

NADH-GOGAT2は老化組織における窒素転流の送

りだしで、それぞれ機能を担っていることが強く示

唆された。また、 OsGSH欠損変異体の代謝産物を

詳細に解干斤したことで、 OsGSl;lは、アンモニウム

を窒素源として生育するイネの代謝において、広範

な役割を有することが強く示唆されたD

オ今後の課題

（ア）低窒素において根を伸長させる遺伝子の単

離

品種聞に存在する自然変異に基づいて、低窒素に

おいて根を伸長させる遺伝子を新たに単離するとと

もに、 qRL6.l遺伝子の機能変換をもたらすアリル

の探索を進める。同時に、人為的に誘発された突然

変異も利用し、新たな遺伝子の単離とアリルの探索

を進める。

（イ）窒素と炭素やエネルギー代謝の連携機構の

解明

OsGSJ;lでの研究のように、機能欠損変異体の代

謝産物などを詳細に解析し、窒素と炭素やエネル

ギ一代謝の連携機構の解明を進める。

力要約

（ア）低窒素において根を伸長させる遺伝子の単

離

低窒素において根を伸長させるカサラスのqRL6.l

遺伝子が、低アンモニウムイオンの吸収を促進する

ことを明らかにした。また、 0η1zaglaberrimaの文ナ

立遺伝子が低窒素において根を伸長させる遺伝子領

域を見出した。

（イ）窒素と炭素やエネルギ一代謝の連携機構の

解明

遺伝子破壊変異体を用いた解析から、 2つの

NADH-GOGATの窒素代謝における機能分担を

ほぼ明らかにできた。また、 OsGSJ;lを介した、根

での窒素と糖、アミノ酸およびクエン酸回路の連携

ネットワークを見出した。
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研究担当者（山谷知行、小原実広＼小島創ー）

(5) 穂発芽耐性遺伝子の単離と機能解析

(IPG0010) 

ア研究目的

植物種子は発芽能力を獲得した後、温度や水、光

など適当な環境が得られるまで、自らの発芽を抑制

するとともに乾燥などの環境ストレスに対する耐性

を獲得して休眠状態に移行する（種子休眠）。種子

休眠は、作物が栽培化されるにしたがってその程度

が小さくなり、最近の品種・系統では、斉一に発芽

させるために種子休眠性が弱くなったものが多い。

一方、種子休眠性が弱くなると、収穫前の種子で

も、発芽に好ましい温度や水分が与えられることに

より、収穫前の発芽、穂発芽が発生する。穂発芽の

発生により玄米品質の低下が引き起こされることか

ら、穂発芽耐性の付与は育種上重要な目標となって

いる。また、同じイネ科に属し、本来乾燥した気候

を好むムギ類にとって、穂発芽はさらに重要な課題

となっている。本課題においては穂発芽性に関わる

遺伝子を単離・機能解析することにより、種子休眠

メカニズムを研究するとともに、育種への利用を図

る。

イ研究方法

（ア）穂発芽耐性遺伝子Sdr4の単離と機能解析

日本晴／ Kasalat戻し交雑白殖系統群（BILs)

を用いた解析により見出された穂発芽耐性遺伝子

Sdr4の候補領域を遺伝地図法により絞り込む。候

補領域の配列を解読し、候補遺伝子を絞り込み、相

補性試験、発現抑制などにより候補遺伝子がSdr4

であることを示す。遺伝子が特定された後に発現解

析や塩基配列の品種間差違などを解析する事によ

り、 Sdr4の機能を明らかにする。

（イ）穂発芽耐性遺伝子Sdr7の単離と機能解析

ササニシキ／ハパタキ戻し交雑自殖系統群

(BILs）および染色体断片置換系統（CSSLs）を用

いた解析により見出された穂発芽耐性遺伝子Sdr7

の候補領域を遺伝地図法によりしぼりこむ。候補領

域の配列を解読し、候補遺伝子を絞り込み、相補性

試験、発現抑制などにより候補遺伝子がSdr7であ

ることを示す。

（ウ）新規穂発芽耐性遺伝子の検出とマッピング

コシヒカリ／NonaBokra染色体断片置換系統群

(CSSLs）を用いた解析により見出された穂発芽耐

性遺伝子候補をマッピングし、その存在を証明する。

ウ研究結果

（ア）穂発芽耐性遺伝子Sdr4の単離と機能解析

インド型品種Kasala thは強い穂発芽耐性を示す。

穂発芽耐性遺伝子Sdr4は第7染色体長腕に座乗す

る（図3125-1)。遺伝地図法により Sdr4候補遺伝子

が絞り込まれ、 Os07g0585700を含む断片を穂発芽

耐性の弱い日本晴に導入した結果、発芽を抑制する

ことが出来た（図 3125-2）。インド型品種は発芽抑

制効果の高い Kasala th型（以降Sdr4・k）と効果の

低い日本晴型（以降Sdr4・n）をもっ品種に分かれる

が、日本稲はすべて Sd1牛nを持っていた。野生イ

ネの Sdr4の塩基配列を解析し、 Sdr4・kは存在を認

められたが、Sdr4・nを見いだすことができなかった。

（引用文献1)

（イ）穂発芽耐性遺伝子Sdr7の単離と機能解析

ササニシキ／ハパタキの CSSL系統を用いた遺

伝解析により見出された4つの遺伝子のうち、 3つ

がF2解析によって確認された。その内の一つは第

3染色体短腕、 Sdrlと見られ、第l染色体から見出
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存在が確認された。これら遺伝子を Sdr6、Sdr9、

SdrlOと命名し、単離に取り組んでいる。また、

CSSLを用いた生理実験から、 Sdr6はABAの蓄

積レベル、そして、生合成の鍵酵素である NCED3

の発現に差が見られたこと、 Sdr9とSdrlOを持つ

CSSLはABAに対する感受性が高いことを明らか

にした（引用文献2）。

考察

（ア）穂発芽耐性遺伝子Sdr4の単離と機能解析

日本晴型アリルである Sdr4-nは、 二本鎖切断と

修復の際のスリップによる l回の突然変異で生じた

と推測された。イネの栽培地域と Sdr4の塩基配列

を比較すると、 Sdr4-nを持つ品種の割合が東に行く

ほど高く、周辺配列の情報も踏まえると Sdr4-nが

その良好な発芽性からインド型品種に伝播したと推

察された（図3125-4)

（イ）穂発芽耐性遺伝子Sdr7の単離と機能解析

シロイヌナズナでは種子休眠性を司るとされる

DOGJの同祖体で有ったことから、穂発芽耐性と休

眠性を、あるいは、単子葉植物であるイネと双子葉

エ

された残る二つは新規の遺伝子である可能性が高

い。第l染色体に座乗するより作用の大きい遺伝子

をSdr7と命名し、そのマッピングに集中すること

とした。高精度連鎖解析（n= 4600）によるマッ

ピングに取り組んだところ、日本晴ゲノム配列にし

て24kbまで候補領域を狭めることに成功した。こ

の領域に相当する BACのクローン化と配列決定の

結果、ハパタキではトランスポゾンの挿入などによ

り46kbであることが明らかとなった。ハパタキの

みに存在する領域にシロイヌナズナから単離された

休眠性を制御する遺伝子である Deleyof Germination 

1 (DOGJ)に類似した配列が見出された（図3125-3

左）。このDOGI-likeをササニシキに導入する、あ

るいは、 cDNAをユピキチン（Ubi）プロモーター

で過剰発現することにより、発芽を抑制することが

示された。これにより、 Sdr7がDOGI-likeである

ことが示された（図3125-3中、右）。

（ウ）新規穂発芽耐性遺伝子の検出とマッピング

コシヒカリ／NonaBokraのCSSLsの解析から、

第1染色体短腕と第6染色体に作用の大きい QTL

が検出され、 F2世代を用いた遺伝解析によりその
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「℃二二二二F

(Kよ~：：·~険協）
Sdr4-k 

図3125・4 イネの栽培化のモデルと栽培イネにおけ

るSdr4の遺伝子型の地理的分布

植物であるシロイヌナズナの比較を行うことが可能

となり、植物の穂発芽耐性／種子休眠性の理解が深

まると考えられる。

（ウ）新規穂発芽耐性遺伝子の検出とマッピング

穂発芽耐性遺伝子Sdr4や Sdr7は種子の発芽を抑

制するアブシジン酸との関連は見出されなかった

が、 Sdr6や Sdr9とSdrlOをもっ染色体断片置換系

統がそれぞれ、 ABA合成量、 ABA感受性に差が

見られたことから、新たな切り口からイネの穂発芽

耐性の理解につながることが期待される。

オ今後の課題

（ア）穂発芽耐性遺伝子Sdr4の単離と機能解析

Sdr4は機能未知のタンパク質をコードしており、

今回分子機構に関する知見が得られなかった。今後

は相互作用因子の特定などにより、 Sdr4が係わる

穂発芽耐性ネットワークの解明に取り組む必要が有

るだろう。比較的穂発芽耐性の強いコシヒカリ（ヲ｜

用文献3）を背景とした準同質遺伝子系統NIL[Sdr4]

では、さらに穂発芽耐性が増大したことから、さま

ざまな品種への穂発芽耐性の付与が期待される（図

3125-5）。育種への利用を促進するために、この様

な成果を広く提供する事が必要であろう。また、穂

発芽耐性がより重要なコムギへの利用が期待される

ことから、 Sdr4のコムギ同祖体の解析に取り組む

必要が有る。

（イ）穂発芽耐性遺伝子Sdr7の単離と機能解析

Sdr7とSdr4の相互作用を調べることにより、イ

ネ穂発芽耐性の機構の理解が進むと考えられること

から、これに取り組む必要が有る。また、シロイヌ
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図3125・5 コシヒカリ NIL[Sdr4］のグラフ遺伝子

型と穂発芽耐性

ナズナ DOGlタンパク質の分解が種子休眠からの

覚醒であるとする報告があることから、 Sdr7に関

してもタンパク質の分析が必要であろう。穂、発芽耐

性と種子休眠性の接点と成る因子であることから、

これまで、明確で、はなかった両者の関係が明らかにな

るものと期待される。

（ウ）新規穂発芽耐性遺伝子の検出とマッピング

イネ Sdr6、Sdr9、Sゆ－JO等の単離に取り組み、イ

ネ穂発芽耐性ネットワークの理解が進むものと期待

される。

力要約

（ア）穂発芽耐性遺伝子Sdr4の単離と機能解析

遺伝地図法によりインド稲である Kasalathに由

来する穂発芽耐性遺伝子Sdr4を単離した。様々な

品種の Sdr4の遺伝子型を調べた結果、Kasala th型

を持つ品種は穂発芽耐性が強く、イネの中でも重要

な役割を果たしていることが示された。

（イ）穂発芽耐性遺伝子Sdr7の単離と機能解析

遺伝地図法によりインド稲であるハパタキに由

来する穂発芽耐性遺伝子 Sdr7を単離した。Sdr7

はシロイヌナズナの休眠性を制御する Deleyof 

Germination 1 (DOG 1)同祖体で有り、シロイヌナ

ズナとイネで共通の仕組みが存在することが示され

た。

（ウ）新規穂発芽耐性遺伝子の検出とマッピング

インド稲である NonaBokraから 3つの穂発芽耐

性遺伝子、 Sdr6、Sdr9、SdrlOの検出と確認に成功

した。Sdr6をもっ染色体断片置換系統はアブシジ

ン酸（ABA）の蓄積レベルが高く、残る 2つをも
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つ染色体断片置換系統は ABAに対して高感受性を

示した。

キ引用文献

1) Sugimoto K, Takeuchi Y, Ebana K, Miyao 

A, Hirochika H, N aho Hara N, Ishiyama K, 

Kobayashi M, Ban Y, Hattori T, Y ano M (2010). 

Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 107 (13) : 5792-5797. 

2) Marzougui S, Sugimoto K, Y amanouchi U, 

Shimono M, Hoshino T, Hori K, Kobayashi M, 

Ishiyama K, Yano M. (2012). Mapping and 

characterization of seed dormancy QTLs using 

chromosome segment substitution lines in rice. 

Theor Appl Genet. 124 : 893-902. 

3) Hori K, Sugimoto K, Nonoue Y, Ono N, 

Matsubara K, Y amanouchi U, Abe A Takeuchi 

Y, Y ano M (2010). Detection of quantitative trait 

loci controlling pre-harvest sprouting resistance 

by using backcrossed populations of japonica 

rice cu 1 ti vars Theoretical and Applied Genetics. 

120 : 154 7-1557. 

研究担当者（杉本和彦＼山内歌子、矢野昌裕）

(6) イネの耐湿性に寄与する遺伝子の同定と機能

解析 (IPG0012)

ア研究目的

近年、我が固においては、減反政策の推進によっ

て生じた休耕田や耕作放棄田を有効利用するため

に、水田を畑へ転用することが推奨されている。し

かし、本来水田として利用していた圃場は排水性が

低いため、転換作物として栽培の拡大が見込まれる

コムギ、オオムギ、ダイズなどの湿害がしばしば問

題になる。畑作物の耐湿性はいずれも低いうえに、

育種に利用できる耐湿性の高い遺伝資源がないため

に耐湿性品種の作出は困難な状況にあるD

畑作物が過湿環境で障害をうける最大の原因は、

根端に酸素が効率よく供給されないために根の活力

が落ちることである。一般的に、コムギなどの畑作

物は、イネと同様に根に通気組織を形成することが

できるが、酸素が通気組織を介して根端へ移動す

る過程で、その大部分が通気組織をとり囲む表皮・

外皮から土壌へ漏出してしまう（この酸素漏出は

Radial Oxygen Loss (ROL）と呼ばれる）。その結果、

成長点のある根端部へ供給される酸素量が極端に減

少するため、根の伸長が停止し、障害が生じる。一方、

耐湿性の高いイネは、根の基部の通気組織の外側に、

過湿環境に誘導的に ROLバリアを形成することに

よって、根端まで効率よく酸素を供給し、過湿土壌

で根を伸長させることができる。このように植物の

耐湿性には根端への酸素運搬が必須であるが、これ

には通気組織の形成だけでは十分でなく、 ROLバ

リアを形成して根端まで効率的に酸素を供給するこ

とが重要である。

本研究では、円筒型酸素電極計を用いた ROL測

定法や LaserMicrodissection (LM）法などを用い

て、 ROLバリア形成に関わる遺伝子を同定し、イ

ネの耐湿性獲得のメカニズムを明らかにする。さら

にROLバリア形成の制御遺伝子をコムギに形質転

換して、コムギに ROLバリアが形成させるかどう

かを検証することを目的とする。

イ研究方法

（ア） Laser Microdissection (LM）ーマイクロア

レイ法による ROLバリア形成に関わる候補遺伝子

の同定

ROLバリアの形成過程において根の外皮付近の

組織特異的に発現する遺伝子を同定するため、以下

の実験を実施した。数種の ROLバリアの誘導され

る条件と誘導されない条件で生育させたイネの根を

用いて、 ROLバリアが形成される根の外皮付近の

組織のみを LM法で単離した。それぞれの組織か

らRNAをf由出f麦、イネ 44KオリゴDNAマイクロ

アレイスライド（AgilentTechnologies）を用いて

網羅的な発現解析を行った。

（イ） ROLバリア形成過程におけるイネ転写因子

遺伝子とスペリン生合成関連遺伝子の発現解析とス

ペリンの蓄積の確認

LM－マイクロアレイ解析によって、 ROLバリア

形成過程で発現誘導するイネ転写因子遺伝子として

複数の候補遺伝子を同定した。野生型（品種目本晴）

を用い、これまでに見出した ROLバリア形成過程

で発現誘導する候補遺伝子について、嫌気条件のイ

ネの根における詳細な発現と ROLバリアの形成の

パターンを比較することで、候補遺伝子の ROLバ

リアへの関与を検証した。さらに、 ROLバリアの
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形成過程において根の外皮周辺組織で発現が誘導さ

れるこ との確認されたスペリン生合成関連遺伝子の

発現についても ROLバリア形成パターンとの比較

を行った。

（ウ）外皮におけるスペリン沈着量が低下した変

異体を用いたROLバリ ア形成能の評価

円筒型酸素電極計を用いて、 OsABCG5遺伝子内

に点突然変異が起きた reducedculm number-I (rcnl) 

変異体 1）と野生型（品種しおかり）の根からの酸

素漏出量（ROL量）を測定した。また、この変異

体の根におけるスペリンの含量および蓄積パターン

を調査した。

rcnl変異体と野生型の根を、 periodicacidとシッ

フ試薬を用いた細胞外輸送能に依存する染色法 2)

で観察して、外皮へのスペリンの蓄積が水溶性物質

に対するアポプラストバリアとして機能するかどう

かを検証した。さらに、透過型電子顕微鏡を用いて、

野生型と rcnl変異体の外皮の細胞の細胞壁周辺の

構造（スベリンの蓄積パターン）に変化があるかど

うかを観察した。

（エ） OsNAC34過剰発現イネ系統の ROLバリ ア

形成能の評価とスペリン蓄積の観察

ROLバリ ア形成過程で発現誘導するイネ転写因

子遺伝子と して単離された候補遺伝子が、ROLバ

リアの形成関連遺伝子として機能しているかどう

かを判断するために、新農業展開ゲノムプロジェ

クト「人為的変異を利用したイネ実験系統群の作

出（AMR）」の研究課題「転写因子cDNA等を過

剰発現するトランスジ、エニックイネ系統の作出・評

価及び利用 （AMROOOl）」、「イネ転写因子キメラリ

プレッサーを用いた変異体の作出・評価及び利用

(AMR0004）」と連携して、これら候補遺伝子の過

剰発現系統と CRES-T法 3）によるキメラリプレツ

サ一発現系統の作出と評価を行った。これらのうち、

得られた OsNAC34の過剰発現系統（T2世代）を用

いて、円筒型酸素電極計を用いて根からのROLを

測定し、 ROLバリア形成の調査を行った。その後、

根からのROLの測定とスペリンの蓄積について比

較を行った。

（オ） OsNAC34遺伝子のコムギへの導入および形

質転換コムギ系統の ROLバリ アの形成能の評価と

スペリン蓄積の観察

新農業展開ゲノムプロジェクト「イネ以外の

作物の遺伝子導入技術の開発（GMZ）」の研究課

題「効率的で安定した コムギ形質転換技術の開

発（GMZlOOl)」と連携し、イネの ROLバリ ア形

成能に関連すると考えられる候補遺伝子 OsNAC34

を含むゲノム断片を、アグロパクテリウム法に

よってコムギ （品種 Fielder）に導入した。得られ

たOsNAC34導入コムギ系統（T1世代）の植物体

を好気処理もしくは嫌気処理して、導入遺伝子の

mRNA量を qRT-PCRで調査した。OsNAC34導入

コムギ系統と非形質転換体の植物体の根を嫌気処理

して、スベリン染色を行った。さらに、円筒型酸素

電極計を用いて根からのROLを測定し、 ROLバリ

ア形成の調査を行った。その後、根からのROLの

測定とスペリンの蓄積について比較を行った。

ウ研究結果

（ア） LM－マイ クロア レイ法による ROLバリ ア

形成候補遺伝子の同定

LM－マイクロア レイ解析の結果から p-value豆

0.05、foldchange孟 2.0または豆 0.5に該当する遺

伝子を選抜した。その結果、 ROLバリア形成中の

部位で発現量が増加する遺伝子が98種類、減少す

る遺伝子が30種類選抜された（図3126-1）。そして

これらの遺伝子の中にはスペリン生合成に関与する

と考えられる遺伝子 4）が24種類含まれていた（図

3126-1）。

（イ） ROLバリ ア形成過程におけるイネ転写因子

遺伝子とスペリン生合成関連遺伝子の発現解析とス

ペリンの蓄積の確認

Laser M1crodissec針。n

Rep.ヨ，P<0.05,Fold Change>2 

E盃~11至If;重量藍幽lfJ・ A副lent44K。lig。microarray，..，・
スベ＇）ン代謝関連遺伝子

圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃 喧 RNA抽出

24遺伝子（19%)

Ill!駐車B沼里重量Ifill悶・

図3126-1 LM－マイクロアレイによるROLバリ ア形
成部位での網羅的な発現解析

ROLバリアの形成部位である根の外皮付近の組織を
LM法によって単離し、 RNAを抽出後、マイクロア
レイ解キ斤を行った。
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離れた部位の横断切片から確認され、そこより基部

側ではスベリンの染色が観察された （図3126-4）。

アポプラストバリアを構成するスペリンラメラの

発達がROLの減少と関連することが示唆されてお

り、本研究のスベリンの染色と生合成関連遺伝子の

発現パターンの解析は、スペリンと ROLバリアの

関係を裏付ける結果となった。野生型を嫌気条件で

栽培した場合、根では根端から 10-30mmの部位で

ROLバリアが形成され、 30mmより基部側では完

成した ROLバリアが酸素の漏出を防いでいること

が示唆された。複数の候補遺伝子の発現のピークも、

スペリン生合成遺伝子と同じ 10-30mmの部位で見

られたことから、候補遺伝子がスペリン生合成経路

の調節に関与する可能性が考えられた。

（ウ）外皮におけるスペリン沈着量が低下した変

異体を用いた ROLバリア形成能の評価

ROLバリアの形成過程で発現が誘導される遺伝

子の中に、 OsABCG5遺伝子（Os03g0281900）が存

在していた。OsABCG5はABCトランスポーター

のGサブファミリーに属するタンパク質で、その

変異体は reducedculm number-I (rcnl) と呼ばれ、

分げつ数が減少する形質を示すことが報告されてい

水耕液を嫌気状態にして野生型を栽培し、その

根における ROLの測定と候補転写因子遺伝子の空

間的発現解析を行った。その結果、根からの ROL

は嫌気状態の根の先端から 10-30mmの区間で有

意に減少し、それより基部側では ROLはほとんど

見られなかった。したがって、根端から 30mmよ

りも基部側では ROLバリアが形成されることが

明らかになった。候補転写因子遺伝子 OsNAC34、

OsNAC92および OsWRKY23が嫌気状態の根で、

ROLバリア形成中のステージである根端から 10-30

mmの部位で最も高い発現を示すことを確認した

（図3126-2）。

LM－マイクロアレイ法によ って同定された、

ROLバリアの形成過程において根の外皮周辺組織

で発現が誘導されるスペリン生合成関連遺伝子につ

いても、同様に根の部位別の発現解析を行った。そ

の結果、ほとんどのスペリン生合成関連遺伝子が、

根端から 5-30mmの範囲で最も高い発現を示すこ

とが明らかになった （図3126-3）。

この条件で根の横断切片を作成し、 Fluorol

Yellow 088によるスペリン染色を行ったところ、

嫌気状態では、スペリンの染色が根端から 20mm  
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図3126・2 野生型 （日本晴）のROL測定と候補遺伝子の根における空間的発現解析

1）野生型を好気条件で9日間栽培した後、 ROLバリアの形成されない好気条件、およびROLパリ
ア形成条件である嫌気条件でそれぞれ2週間栽培した植物体の根 （100-130mm）からのROLの測
定を、円筒型酸素電極計を用いて行った （n=3-4）。
2) ROLバリア形成に関与するイネ転写因子の候補遺伝子 （OsNAC34、OsNAC92、OsWRKY23）に
ついて、特異的なプライマーを用いて定量RT-PCRを行った。供試したサンプルは、前述の根を
部位別にサンプリングし、抽出した RNAを逆転写したものである。リファレンス遺伝子として
TF-2E遺伝子を用い、好気条件の5mm部位の発現量を lとしたときの相対値を示しである。
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図3126-3 野生型 （日本晴）のスペリン生合成関連遺伝子の根における空間的発現解析

これまでに同定された ROLバリアの形成過程で根の外皮周辺組織で発現が誘導されるスペリン生合
成関連遺伝子 （CUTl、RCNl、PGAT、CYP86Al、SAP15、SLTP、GPAT5）と、どの組織でも恒
常的発現をする TIP41遺伝子 （コントロール）について、特異的なプライマーを用いて定量RT-PCR
を行った。供試したサンプルは、野生型を好気条件で9日間栽培した後、好気、嫌気条件でそれぞれ
2週間栽培し、根を部位別にサンプリングして抽出した RNAを逆転写したものである。リファレン
ス遺伝子としてTF-2E遺伝子を用い、好気条件の5mm部位の発現量を lとしたときの相対値を示し
である。

ぽ
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図3126-4 野生型（日本晴）の根のスペリン染色

好気と嫌気条件で栽培した野生型の根の横断切片を作製し、スペリン染色を行った （露光 50msec）。
好気条件では外度にスペリンの染色が確認されないが、嫌気条件の根では根端から 20mmの切片か
ら弱いスペリンの蓄積が確認された。

10 20 

た l)。水耕液を嫌気状態にして、イネ rcnl変異体

の根の形質を調査したところ、野生型と比較してこ

の変異体では顕著に根の伸長が抑制されていた。こ

の変異体では嫌気条件下での根の伸長阻害および根

の形態異常が観察されたことから、根の ROLバリ

ア形成能が低下している可能性が考えられたので、

円筒型酸素電極計を用いて根からの ROLを測定し

た。その結果、 rcnl変異体では ROLバリア形成能

が低下していることが明らかになった （図3126-5）。

野生型と rcnl変異体を用いて、根の横断切片を

作製しスベリン染色を行ったところ、野生型では外

皮と内皮の両方でスペリンの染色が観察されるのに

60 70 80 

対して、変異体では内皮では染色されるものの外皮

でのスペリンの沈着は観察されなかった（図3126-

6）。

透過型電子顕微鏡を用い、野生型と rcnl変異体

の外皮細胞の細胞壁周辺を観察した結果、水耕i夜を

嫌気状態にした場合に野生型でみられる細胞外の層

状の構造がrcnl変異体では発達していないことが

わかった（図 3126-7）。この層状の構造は内皮細胞

でも観察され、導管への物質輸送を担う特定の部位

の内皮細胞（passagecell）ではあまり発達してい

ないことから、スペリンラメラであると判断された。

水耕液を嫌気状態にして、野生型と rcnl変異体
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図3126・5 rcnl変異体と野生型における根の基部と先端部の酸素漏出 （ROL）量の測定
野生型では根の基部でROLバリアが形成されるために ROLが減少しているのに対して、 rcnl変異
体ではROLバリア形成能が低下しており、 ROL量が大きい。

野生型

rcn1変異体

］スペリンカt染色
されている

］スペリンカt染色
されている

1スペリンが染色
されていない

］スペリンが染色
されている

図3126-6 rcnl変異体と野生型における根の外皮および内皮のスペリン染色
野生型では根の外皮、内皮ともにスペリン染色が観察されるが、 rcnl変異体では内皮のスペリンは
染色されるものの、外皮のスペリンはほとんど染色されなかった。

をperiodicacidとシッフ試薬を用いた細胞外輸送

能に依存する染色法 2）で観察したところ、野生型

では外皮のカスパリー親が存在すると考えられる部

位で水溶性物質の侵入を阻止できているのに対し

て、 rcnl変異体では皮層まで水溶性物質の透過が

みられることが明らかとなった（図3126-8）。

（エ） OsNAC34過剰発現イネ系統の ROLバリア

形成能の評価とスペリン蓄積の観察

OsNAC34過剰発現イネ系統の Tz世代の種子を用

いて、円筒型酸素電極計を用いた根からの ROLの

測定を行ったところ、好気条件で栽培した場合、野

生型と比べ、根端から 60-SOmmの基部側では酸素

の漏出量が少なく、嫌気条件では根端から 5-lOmm

の根端側で酸素の漏出量が少ないことが明らかと

なった（図3126-9）。野生型では外皮にスペリンの

蓄積しない好気状態で、 OsNAC34過剰発現系統の

スペリンの蓄積を観察したところ、根端から 80mm

の部位の外皮で、弱いスベリンの蛍光が観察された

（図3126-9）。

OsNAC34過剰発現イネ系統と非形質転換体を用

い、空間的な発現解析の結果からスベリン生合成

関連遺伝子の発現が上がりはじめる部位の、不定

根の根端から 5-15mm離れた部位に着目し、経時

的な遺伝子発現解析を行った（図3126-10）。その
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図3126-7 rcnl変異体と野生型の根の外皮組織の透過型電子顕微鏡観察像

透過型電子顕微鏡を用い、 rcnl変異体と野生型の外皮細胞周辺を観察した。水耕液を嫌気状態にし
た場合に野生型でみられる細胞外の層状の構造が、 rcnl変異体では発達していないことが明らかに
なった。

好気条件

野生型

rcnf変異体

図3126-8 Periodic acidを使った rcnl変異体と野生型における根の透過性試験

嫌気条件では、野生型の外皮までがperiodicacidにより染色されるが、 rcnl変異体では皮層部分ま
で染色が進んでおり、 rcnl変異体の根の透過性が野生型に比べて高いことが明らかになった。

結果、非形質転換体では 1日間の嫌気処理により

OsNAC34の発現が最大 1.4倍に増加し、スペリン生

合成関連遺伝子 （CUTI、RCNJ、CYP86B3、GPAT)

の発現が上昇することが明らかになった。そして、

OsNAC34過剰発現系統では、好気条件下における

スペリン生合成関連遺伝子の発現は非形質転換体に

比べ、最大25%程度の増加が確認されたが、嫌気

条件下ではスペリン生合成関連遺伝子の発現が非形

質転換体に比べ顕著に増加することが明らかとなっ

た（図3126-10）。このことは、 OsNAC34以外にも

スペリン生合成関連遺伝子の発現を制御する転写因

子が存在することを強く示唆する結果となった。

（オ） OsNAC34遺伝子のコムギへの導入および形

質転換コムギ系統の ROLバリアの形成能の評価と

スペリン蓄積の観察

OsNAC34のプロモーター領域と遺伝子コード領

域を含むゲノム断片をコムギ品種Fielderに導入し

た形質転換体を作出し、 OsNAC34発現系統として

用いた。66ラインの OsNAC34発現系統から導入遺

伝子が低コピーの系統を選抜し、以降の研究に用い

た。

導入した OsNAC34遺伝子の発現の確認を qRT-

PCRによって行った。その結果、嫌気条件下で生

育させた形質転換コムギだけでなく、好気条件下で

生育させた形質転換コムギにおいても導入された

OsNAC34の発現が確認された（図 3126-11）。また、

非形質転換体と OsNAC34導入系統の間では生育条

件に関わらず生育期間を長くした場合でも、地上部
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図3126-9 OsNAC34過剰発現系統の ROL測定とスペリン染色

1）野生型 （非形質転換体）とOsNAC34過剰発現系統＃3を、それぞれ好気条件で9日間栽培した
後、 ROLバリアの形成されない好気条件、およびROLバリア形成条件である嫌気条件でそれぞれ
2週間栽培した植物体の根 (100-130mm）からのROLの測定を、円筒型酸素電極計を用いて行っ
た （n=3-4）。各処理の野生型と過剰発現系統間で、有意性検定を行った （T-test*・ P<0.05）。
2）好気と嫌気条件で栽培した OsNAC34過剰発現系統の根の横断切片を作製し、スペリン染色を行っ
た （露光 50msec）。好気条件の根端から 80mmの部位では外皮に弱いスペリンの染色が確認され
た （赤矢印）。
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図3126-10 OsNAC34過剰発現イネ系統におけるスペリン生合成関連遺伝子の発現解析

野生型 （非形質転換体.WT）とOsNAC34過剰発現イネ系統 （OX-#3）を好気条件下で23日間生育
させ、 一定期間嫌気条件下で処理した。処理後、処理開始時の根端から 5-15mm上部に相当する部
位を切り出してサンプリングを行い、 RNAを抽出後、 qRT-PCRによるスベリン生合成関連遺伝子
の発現解析を行った。リファレンス遺伝子としてTF-2Eを用いた相対発現量を示しである。（n= 3) 

l 2 3 4 

嫌気処理日数（d)

は有意な差が認められなかったが、嫌気条件下で生

育させた場合には非形質転換体に比べ OsNAC34発

現系統は根端から 30-60mmの領域でROL量が低

くなる傾向が観察された（図3126-12）。 その際の通

気組織形成率を比較したと ころ、 OsNAC34発現系

統において、不定根の根端から 30-60mmの部位の

通気組織形成率は非形質転換体と有意な差が認めら
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の表現型に大きな違いは見られなかった（図 3126-

11）。

次に、 OsNAC34の発現が認められた個体を選抜

し、さらに好気条件下および嫌気条件下で7日間生

育させた後、円筒型酸素電極計を用いて根の ROL

の測定を行った。その結果、好気条件下で生育させ

た場合、非形質転換体と OsNAC34発現系統の聞に
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図3126-11 形質転換コムギにおける導入遺伝子の発現解析と地上部の表現型
野生型 （非形質転換体 ：WT）、OsNAC34発現コムギ系統 （OX-#10、＃21、＃54、＃56）を好気条件
で9日間水耕栽培した後、好気条件、もしくは嫌気条件で栽培し導入遺伝子の発現解析と地上部の
表現型の評価を行った。
1）好気条件、もしくは嫌気条件で 14日間生育させ、不定根 （50-80mm）のサンプリングを行った。
qRT-PCRを用いて導入遺伝子 OsNAC34の発現解析を行った。
2）好気条件、もしくは嫌気条件で 28日間生育させ、地上部の測定を行った。写真のスケールパーは
lOOmmである。
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図3126・12 形質転換コムギの ROL測定と通気組織形成率
1）円筒型酸素電極計を用いて ROL測定を行った。（n= 2-3) 
2）根の切片を作成し、 Image］を用いて根の通気組織と断面積を測定し、通気組織／断面積 （%）
を通気組織形成率として求めた。（n= 6) 
各処理の非形質転換体と OsNAC34発現系統問で、有意差検定を行った（t -test・p< 0.05; **: p < 0.01) 

60mm 

スペリン蓄積が確認されたが、外皮にはスペリン

の蓄積は観察されなかった（図3126-13）。一方、

OsNAC34発現系統では、内皮へのスペリンの蓄積

に加え、外皮へのスペリン蓄積が観察された。この

外皮へのスペリンの蓄積は、イネの根の外皮におけ

るスペリン蓄積と比べると非常に少ないが、コムギ

れなかった（図3126-12）。

また、非形質転換体と OsNAC34発現系統につい

て、それぞれ好気条件下もしくは嫌気条件下で生

育させた植物体の根の横断切片を作製し、 Fluorol

Yellow 088によるスペリン染色を行った。その結

果、非形質転換体では生育条件によらず内皮への
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図3126-13 形質転換コムギのスペリン染色

野生型 （非形質転換体 WT）、OsNAC34発現系統を好気条件で9日間水耕栽培した後、好気条件、
もしくは嫌気条件で21日間栽培し、不定根 （6080 mm）の根端から 50mmの部位の横断切片を作
成し、スペリン染色を行った

の非形質転換体と比べて有意な増加であった（図

3126-13）。この傾向は複数の OsNAC34発現系統で

観察された。

工考察

ROLバリアの形成は植物への耐湿性付与に重要

な形質であるにも関わらず、この研究を開始した時

点で、 ROLバリア形成に関与する遺伝子は不明で

あった。本研究では、 LMおよびマイクロアレイに

よって、 ROLバリアが形成される根の外皮・厚壁

組織付近で特異的に発現する遺伝子の網羅的解析を

行い、 ROLバリア形成に関わる遺伝子候補の絞り

込みを行った。これにより、 ROLバリアの形成過

程において外皮付近の組織特異的に発現が上昇する

98遺伝子、発現が低下する 30遺伝子を同定した。

発現が上昇した遺伝子の 19%にあたる 24遺伝子が

スペリン（およびリグニン）の生合成に関わる遺伝

子であった。これらの結果より、特にスペリンが

ROLバリアの構成成分である可能性が考えられた。

野生型（品種日本晴）を用い、嫌気条件下のイ

ネの根におけるスペリン関連候補遺伝子の詳細な発

現と ROLバリアの形成のパターンを比較すること

で、候補遺伝子の ROLバリアへの関与を検証した。

水耕液を嫌気状態にして野生型を栽培し、その根に

おける ROLの測定を行ったところ、根からの ROL

は嫌気状態の根の先端から 10-30mmの区間で有意

に減少し、それより基部側では ROLはほとんど見

られないことが明らかとなった。さらに、スベリン

生合成関連遺伝子は、根端から 5-30mmの範囲で

最も高い発現を示すことが明らかになった。そして、

同じ条件で根の横断切片を作製し、 FluorolYellow 

088によるスベリン染色を行ったところ、嫌気状態

では、根端から 20mmの部位から基部側の横断切

片においてスペリンの染色が観察された。これらの

結果から、候補遺伝子がスペリン生合成経路の調節

に関与し、根端に近い組織でスベリンの生合成が活

性化することにより、 ROLバリアが形成されると

いう可能性が示唆された。

ROLバリアの形成過程で発現が誘導される遺伝

子の中に、 OsABCG5遺伝子（Os03g0281900）が存

在しており、その変異体は rcnlと呼ばれていた 1）。

我々はこの rcnl変異体の水田で生育低下はスペリ

ンの蓄積量の減少およびROLバリアの形成能の低

下にあるのではないかと予想した。その可能性を

確かめるために、 rcnl変異体の根を嫌気処理して、

根のスベリンの染色を行ったところ、野生型の根で

は外皮でスペリンの染色が観察されたのに対して、

rcnl変異体では外皮におけるスペリンの蓄積がみら



れなかった。さらに ROLバリア形成能を調査した

結果、 rcnl変異体の根の基部ではROLバリアが部

分的にしか形成されていないことが分かつた。透過

型電子顕微鏡を用い、野生型と rcnl変異体の外皮

細胞の細胞壁周辺を観察した結果、嫌気状態にした

場合に野生型でみられる細胞外の層状の構造（スペ

リンラメラ）がrcnl変異体では発達していないこ

とが分かった。これらの結果より、 rcnl変異体で

は、外皮のアポプラストバリアを構成するスペリン

ラメラが未発達なため、外皮細胞の物質透過性が上

昇し、通気組織から外部への酸素の漏出も増加した

と考えられた。 rcnl変異体の原因遺伝子はABCト

ランスボーター OsABCG5をコードしているので、

RCNlはスペリン前駆体の輸送体として働くと考え

られた。さらに RCNlがROLバリアの形成に関与

することが示され、世界で初めて ROLバリア形成

関連遺伝子を同定できた。

ROLバリア形成過程で発現誘導するイネ転写

因子遺伝子として単離された OsNAC34遺伝子が、

ROLバリア形成過程で機能しているかどうかを確

認するために、 OsNAC34遺伝子の過剰発現系統の

評価を行った。得られた Os児4C34の過剰発現系統

(T2世代）を用いて、 ROLバリア形成の有無を確

認したところ、好気条件下で生育させた場合、非形

質転換体と比べ、根端から 60-80mmの基部側では

酸素の漏出量が少なく、さらに嫌気条件下では根端

から 5-10mmの部位で酸素の漏出量が少ないこと

が明らかとなり、弱いROLバリア形成が誘導され

ていることが明らかとなった。好気条件下で生育さ

せた OsNAC34過剰発現系統の根において、根端か

ら80mmの部位の外皮で弱いスペリンの染色が観

察された。さらに、 LM－マイクロアレイ解析によっ

て同定されたスペリン生合成関連遺伝子の発現につ

いて、根に沿って発現を確認したところ、 OsNAC34

過剰発現系統では CYP86AI遺伝子と RCNI遺伝子

の発現が栽培条件によらず上昇していることが明ら

かになった。これらのことから、 OsNAC34は一部

のスペリン生合成関連遺伝子の発現を正に制御し、

その過剰発現系統ではスペリンの生合成が活性化さ

れた結果、根の外皮組織周辺に蓄積したスペリンが

基部側でROLバリアとして機能したことが示唆さ

れた。また、 OsNAC34過剰発現系統を嫌気処理し

た際には、非形質転換体に比べてスペリン生合成関

連遺伝子 （CUTI、RCNI、CYP86B3、GPAT）の発

現の誘導がより顕著になることが明らかになった。

このことから、 OsNAC34のほかにもスペリンの生

合成関連遺伝子の発現を調節する転写因子が存在す

ることが示唆された。今後、他の転写因子遺伝子の

過剰発現系統、キメラリプレッサ一発現系統を用い

て同様の解析を行い、それらの転写因子が外皮での

スペリン合成・蓄積およびROLバリアの形成に関

与するかどうかの検証を行う必要がある。

さらに、コムギ（品種 Fielder）に OsNAC34の

ゲノム断片を導入した形質転換体の作出を行った。

イネで OsNAC34プロモーターは嫌気処理に応答

して活性を示すが、 OsNAC34プロモーター領域と

遺伝子コード領域を含むゲノム断片をコムギ品種

Fielderに導入した OsNAC34発現コムギ系統では、

その嫌気応答性が観察されず、好気条件、嫌気条件

下の両方で導入した OsNAC34の発現が確認された。

このことはイネとコムギでは嫌気応答性に関与する

転写因子の認識配列、もしくは活性化能が異なるこ

とを示した。また、根で恒常的に OsNAC34が発現

した場合でも、 OsNAC34発現コムギ系統は非形質

転換体と比べ目立った表現型を示さなかった。

OsNAC34発現コムギ系統と非形質転換体を好気

条件下で9日間生育させた後、好気条件下または嫌

気条件下で21日間生育させ、 ROL測定を行ったと

ころ、嫌気条件下で生育させた OsNAC34発現コム

ギ系統において非形質転換体に比べROL量の減少

が認められた。 ROL量の減少が認められた部位で

は、地上部から根への酸素の供給経路で、ある通気組

織の形成率には非形質転換体と OsNAC34発現コム

ギ系統の間で有意差が認められなかったことから、

ROLの減少は通気組織を介した酸素の供給量の減

少に起因するものではなく、弱いROLバリアが形

成されたためだと考えられる。 FluorolYellow 088 

を用いた根の横断切片のスペリン染色結果から、

OsNAC34発現コムギ系統が外皮にスペリンを蓄積

することが明らかになった。これは非形質転換体で

は観察されないことから、導入した OsNAC34遺伝

子による影響だと考えられる。

本研究ではスペリンの蓄積によってROLバリア

が形成されると仮説を立てており、弱いROLバリ

アの形成が示唆された部位で外皮へのスペリンの蓄

積が見られたことは、この仮説を強く裏付けるもの
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である。また、 OsNAC34発現コムギ系統において

スペリンの蓄積が観察されたこと、 ROLバリア形

成が確認されたことより、 OsNAC34遺伝子はコム

ギにおいてもスペリンの生合成を正に調節し、 ROL

バリア形成に関与する転写因子として機能すること

が示唆された。

オ今後の課題

本研究によって、スペリンがROLバリアの構成

成分の一つであることが示唆された。しかし、スペ

リンの他にリグニンなどの二次代謝産物も ROLバ

リアに関与している可能性が考えられるので、今後

はそれらの物質と ROLバリアとの関連を詳細に調

査する必要がある。

LM－マイクロアレイ解析により、合計 128個の

ROLバリア形成過程で発現が変動する遺伝子を同

定したが、本研究ではその中の一部しか詳細な解析

ができなかった。したがって、 ROLバリア形成機

構の一層の理解のためには、今後引き続き、有望な

候補遺伝子の機能解析を進めていく必要がある。

本研究では、コムギに OsNAC34遺伝子を形質転

換することによって、根の外皮へのスペリンの蓄積

量を若干増やすことに成功した。さらに ROLバリ

アが部分的に形成されることを確認した。しかし、

ROLバリアの形成が不十分なために根端での酸素

漏出量が増加しておらず、コムギの耐湿性の向上に

は至らなかった。その理由として、スペリン生合成

関連遺伝子の制御に関与する因子が他にも存在して

おり、 OsλTAC34の導入だけではコムギにタイトな

ROLバリアを形成させるのに不十分であったこと

が考えられた。 LM－マイクロアレイ解析では他に

も転写因子をコードする遺伝子が見出されており、

それらの遺伝子もコムギに導入することで、タイト

なROLバリアを形成でき、その結果としてコムギ

の耐湿性が向上する可能性がある。したがって、そ

れらの転写因子遺伝子の選抜、機能解析が今後の課

題となる。

力要約

近年我が国で問題になっているコムギなどの畑作

物の湿害の低減を目指し、イネの耐湿性に関する遺

伝子の単離と機能解析を進めた。特に耐湿性獲得に

重要な根端への酸素供給に関わる ROLバリアに焦

点を当てて研究を行った。

LMおよびマイクロアレイによって、 ROLバリ

アが形成される根の外皮付近で特異的に発現する遺

伝子の網羅的解析を行い、 ROLバリア形成に関わ

る候補遺伝子を同定した。それらの中で、スペリン

生合成に関わる遺伝子、スペリン前駆体の輸送に関

与すると考えられる遺伝子〔OsABCG5(RCNI)〕、

スペリン生合成遺伝子の発現制御に関与すると考

えられる転写因子遺伝子 （OsNAC34）に着目して、

詳細な解析を行った。その結果、これらの遺伝子は

イネの根の外皮におけるスペリンの蓄積に関与する

ことが示唆され、外皮でのスペリンラメラの蓄積と

ROLバリア形成の関連性について確認することが

できた。

さらに OsNAC34遺伝子をコムギに形質転換して

形質評価を行った。 OsNAC34発現コムギ系統では、

スペリン生合成遺伝子の発現が誘導され、根の外皮

にスペリンが蓄積しており、部分的に ROLバリア

が形成されていた。 OsNAC34はコムギにおいても

部分的に ROLバリア形成を誘導できることが示唆

された。

本研究によって、当初の ROLバリア形成関連遺

伝子を少なくとも 2個同定するという目標は達成で

きた。また、世界に先駆けて植物の耐湿性付与に重

要な ROLバリアの形成機構の一端を解明できた。
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3 イネ種子の登熟や高温下での品質に係わる主

要な質的形質遺伝子に関する研究

( 1 ) イネ匪乳の初期発生とゲノムインプリンティ

ングの解析 (IPG0017)

ア研究目的

イネ匹乳は人類が食料として利用している組織で

あり、その品質・収量は重要な育種形質である。し

かしながら、その初期発生は最終的な米の品質・収

量に大きく影響するにも関わらず、十分な解析がな

されてこなかった。我々の解析により、匹乳の初期

発生には、ゲノムインプリンティングが関与してお

り、そのエピジェネティックなプログラムに従って

最終的な匹乳のサイズが決定されることがわかりつ

つあった。本研究では、インプリント遺伝子を含む

匹乳発生・サイズを決定しうる遺伝子候補を多数単

離し、 ~f乳サイズに着目した解析と選抜を行った。

得られた遺伝子情報は飼料米などの脹乳サイズの改

良を通じて、収量の増大に寄与することを目的とし

た。

また、異常高温下における登熟では、様々な知見

から目玉乳発生のプログラムが変化することが示唆さ

れており、その初期発生制御機構が関与している可

能性が高い。本研究では、 2つ目の課題として、高

温時の伍乳初期発生を詳細に解析することで、手L白

米、胴割れ米の遺伝的要因を解明し育種に資するこ

とを目的とした。

イ研究方法

（ア）腔乳サイズ制御に関わる遺伝子の同定

栽培イネと野生イネの種間交雑、ならびに栽培イ

ネを用いて倍数体間交雑を行った。マイクロアレイ

解析や、包括的解析から、 OsFJEJポリコーム遺伝

子ならびにその標的遺伝子候補の OsMADS87遺伝

子に着目し、その詳細を解析した。

（イ）高性能人工気象器を用いた、屋内イネ育成

系の開発

人工気象器（日本医科； NC-350HC）を用い、シ

ロイヌナズナ栽培用の小さなポットを使い、イネを

単稗で育てること、 Hf救済すること、三酸化炭素を

制御することなどを試みた（0 hnishi et al, u ）。

（ウ）屋内イネ育成系を用いた匹乳の高温登熟異

常の解析

人工気象器を用い、光量 350μmol photons m-2 

s-1、日長（明期 11hr／暗期 13hr）、湿度 70%、

C02濃度475ppm、粒状土140mlの条件で日本晴

ならびにコシヒカリを栽培した。ヒートパルス実験

では、対照区（昼温27度／夜温22度）と処理区（昼

温32度／夜温27度）の2台の人工気象器を用いて、

受粉後に24時間もしくは72時間のヒートパルスを

経時的に与えた。

ウ研究結果

（ア）匹乳サイズ制御に関わる遺伝子の同定

多くの植物では、匹乳のサイズは母由来ゲノムと

父由来ゲノムのせめぎ合いにより決まることが知ら

れている（大西と木下，2); Ishikawa and Kinoshita, 3う。

そこで、ゲノムの配列が異なる種聞を組み合わせて

交雑し、詳細に伍乳の発生を解析した上でマイクロ

アレイ解析により鍵遺伝子を探索できると考えた。

日本晴を母本として、野生イネ 0.longistaminata, 0. 

punctata, 0. austrariensisを組み合わせて、佐乳の発

生を解析した結果、目玉乳サイズが大小するにも関わ

らず初期目玉乳の分裂頻度に変化が認められないこと

が明らかとなった。一方で、店乳発生の進行は匹手し

が小さくなる組み合わせでは允進し、大きくなる組

み合わせでは遅延することが明らかとなった。これ

らの表現型と相関して、ポリコーム複合体の標的遺

伝子と考えられる OsMADS87転写因子遺伝子の発

現が増大、または減少することが明らかとなった。

また、 Hf乳サイズのせめぎ合いはインプリント遺伝

子九が行っていると予測されているが、これらの

九：インプリント遺伝子とは、対立遺伝子の遺伝子発現がその遺伝子の父・母の由来の違いにもとづいて遺伝
子発現のオンオフが制御されるタイプの遺伝子を言う。
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OsFJEJとOsMADS87遺伝子はインプリントされて

いることカf明らかとなった（Ishikawaet al, 4)) （図

3131-1）。

（イ）高性能人工気象器を用いた、屋内イネ育成

系の開発

人工気象器を用いたイネの育成は、稔実率の低さ

などの問題で特に生殖過程の研究には不向きであっ

た。人工気象器による環境制御を野外環境に可能な

限り近づけることと、イネの育成条件を人工気象器

の性能に合わせることの両面を考えた。まず、光環

境に関しては、野外環境にまで光量を増やすことは

技術的には可能であるが、設備コスト等で現実的で

はないため、葉の単位面積あたりで十分に光量があ

たる単稗で育成する方法を取り入れた。次に、人工

気象器内は密閉環境であり、二酸化炭素量が大気レ

ベルと比較すると著しく下がることを考慮し、三酸

化炭素を人工気象器に供給することを考えた。この

2つの方法の導入と従来から知られている人工気象

器でのイネ育成の最適温度、日長、湿度のパラメー

ターと組み合わせることで、健全な育成が可能に

，，ぃ，~ ·~ ' ~ ＜！…＂ ＇…＂＂＇ 

：~＇＇＇＇ ~ ，，，＿.＿一←一

: I l .~ f j 
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なった。この方法では、稔実率も飛躍的に向上し、

人工交配も再現性よく行える。加えて、匹救済法に

より登熟期間を回避することにより、年6世代の戻

し交配も可能となった（0 hnishi et al, l））。

（ウ）屋内イネ育成系を用いた佐乳の高温登熟異

常の解析

近年の地球温暖化の問題で、乳白米や胴割れ米の

発生が問題となっている。イネの匪乳発生のどのス

テージが高温に脆弱であるかを詳細に検討する必要

性があった。上記人工気象器を用いた育成系を用い

て、匹乳発生の様々なステージにおいてヒートパル

ス（一過的な高温処理）をあたえ、乳白ならびに胴

割れ米の発生率を解析した。その結果、乳白米の発

生率は匹乳発生初期の多核体期にあたるステージと

デンプン合成期にあたるステージに脆弱性のピーク

が認められるが、全体としてどのステージの高温に

おいても対照区と比較して乳白米の発生率は高かっ

た。一方で、胴割れ米の発生率は、受粉後4-7日目

から開始される 3日間のヒートパルスに対して明瞭

なピークを示した（図3131-2）。
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図3131-1 種間交雑による脹乳サイズ変化と鍵因子のインプリンテイング
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工考察

（ア）目玉乳サイズ制御に関わる遺伝子の同定

種間交雑等の解析から、 Os刀'Elポリコーム遺伝

子とその標的遺伝子と考えられる OsMADS87を同

定した。両者ともに匹乳特異的に発現するインプリ

ント遺伝子であった。 OsMADS87は種の組み合わせ

に応じて、細胞化のタイミングが変わること、種子

のサイズが変わることとその遺伝子発現を始め様々

な相関関係が見られるため、 ~f乳のサイズ制御にお

いて鍵を握る遺伝子と考えられた。

（イ）高性能人工気象器を用いた、屋内イネ育成

系の開発

これまでのイネ研究においては、屋内での優れた

育成系がなく、そのため特に生殖過程の研究に関し

ては夏の季節を待たねばならなかった。本課題にて

再現性の良い育成系を確立できたため、我々が示し

た匹乳発生解析以外にも、実験室内の多くの実験に

展開することが可能である。例えば、圃場展開が困

難な組み換えイネの詳細な解析にも有効であろう。

加えて、人工気象器の設定を変えるだけで、何時で

もどのような地域でも容易に人工交配が出来る点は

大きい。従来は、 2童、 3重変異体の作成等には年

月を要していたが、モデル植物のシロイヌナズナと

比較できる迅速さでこれらを作成することが可能と

なった。

（ウ）屋内イネ育成系を用いた伍乳の高温登熟異

常の解析

乳白米の温度感受期は発生初期から後期まで幅広

いため、その原因は多くの発生ステージに複合的に

存在するか、細胞の恒常性を維持するような基本的

な因子に脆弱性があると考えられた。一方、胴割れ

米は、受粉後4-7日目に胴割れ米発生の顕著な感受

期を示す。従って、このステージに特異的なイベン

トに高温の脆弱性があり、胴割れ米が引き起こされ

ている可能性が高い。

オ今後の課題

（ア）腔乳サイズ制御に関わる遺伝子の同定

Os刀'ElとOsMADS87の機能の詳細な実証実験が

必要である。 ~f乳発生の分子機構にどのように作用

するか、詳細に解析する必要がある。

（イ）高性能人工気象器を用いた、屋内でイネ育

成系の開発

現在、日本晴等の感光性のある品種において、プ

ロトコールを確立している。感光性のない品種や野

生イネに関して育成条件を検討する必要がある。

（ウ）屋内でのイネ育成系を用いた匹乳の高温登

熟異常の解析

受粉後4-7日目に胴割れ米発生の顕著な感受期を

示すことができた。今後は原因となる分子機構、及

び関与する遺伝子を同定する必要がある。

力要約

（ア）伍乳サイズ制御に関わる遺伝子の同定

OsFIElとOsMADS87遺伝子を単離し、両者とも

に距乳において母親から特異的に発現するインプリ

ント遺伝子であることを示すとともに、 ~f乳サイズ

との相関を多くの種間交雑から示した。

（イ）高性能人工気象器を用いた、屋内でイネ育

成系の開発

年6世代の戻し交配と安定した屋内でのイネ育成

系を確立した。

（ウ）屋内でのイネ育成系を用いた匹乳の高温登

熟異常の解析

胴割れ米に関して、受粉後4-7日目が最も高温に

脆弱であることを詳細な解析から示した。
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4) Ishikawa R., Ohnishi T., Kinoshita Y., 

Eiguchi M., Kurata N., Kinoshita T. (2011) .Rice 

interspecies hybrids show precocious or delayed 

developmental transitions in the endosperm 

without change to the rate of syncytial nuclear 

division. Plant J. 65 : 798-806. 

研究担当者（木下哲り



(2) 開花期低温ストレス耐性関連遺伝子の単離と

機能解析 (IPG0019)

ア研究目的

受粉の前後に受ける温度ストレスは受粉反応を妨

げ、不稔を生じさせ、大幅な収量低下となる。特に、

東北、北海道では 10年に一度は冷害が起きると言

われており、収量安定化にとって耐冷性は必須な形

質であるが、分子レベルでの実態は明らかにされて

おらず、「経験と勘」による品種改良しかなされて

いない。本課題においては、 19℃という低温でも稔

実可能な品種が有する耐冷性遺伝子を探索し、その

機能解明を図る。また、高温ストレス耐性プロジ、エ

クト（IPG0018）と連携することで、高温不稔制御

遺伝子とのクロストークを考察した。この遺伝子を

逆に用いれば、人工的に不稔を誘発することも可能

となる。こうした、稔性制御機構のメカニズムを研

究するとともに、中間母本の育成を目ざし、その育

種的利用を試みた。また、植物ホルモンなど生理活

性物質を利用した非遺伝子組換えによる稔性回復効

果についても検討した。さらに、バイオマス増強の

観点から多収性の形質が最も重要視されるが、それ

ら多収性の形質における環境変動による不稔増強リ

スクについても評価した。

さらに、オオムギ・シロイヌナズナの実思食系をイ

ネなど重要作物のモデル系とし、雄性生殖成長過程

とその障害時のカギとなる重要遺伝子群を同定し

た。これらの研究を統合し、最終的に環境ストレス

耐性作物種創出への応用研究を究極の目的とした。

イ研究方法

（ア）地球規模での温暖化での植物ホルモン利活

用により作物の安定供給を目指す

シロイヌナズナ・オオムギ・イネ組換え体の研究

は人工気象器（日本医化器機）を用いて、その他の

イネの研究はバイオクライトロン（小糸工業： 27℃

/22℃、 12時間日長）と野外温室で栽培した。低温

処理は播種後30日目から出穂期まで、 200Lのコン

テナを用い、植物体の成長にあわせて水位を調節し、

最終的に地上部の 25～ 30cmが水没する深水条件

で、バイオクライトロン内21.5℃、野外温室20.5℃

の水温が保たれるように、循環コイルで冷却と撹持

を行った。対照区では水没する深水条件のみ同ーと

し、水温は外気温の変化のままにした。花粉数・種

子稔性調査は主茎のみにサンプリングし、出穂期と

登熟後に行った。

（イ）低温栽培時のイネ雄性生殖器官発達に関す

るマイクロアレイ解析と RILを利用した耐冷性に

関する QTL解析の統合

マイクロアレイ dataについて、ノすイオインフォ

マティックス解析（階層的クラスタリング、 CA解

析等）を行い、低温耐性遺伝子群および低温感受性

遺伝子群を選抜した。これら遺伝子群について、イ

ネゲノムデータベースを用いてゲノム中の座乗位置

を特定した。常温育成下で花粉稔性・稔実率に差異

がないことを確認したひとめぼれ xササニシキの

RIL (F8、186個体）について、 19℃低温ストレス

下での各系統の耐冷性程度について評価した。選抜

した遺伝子群について、現在までに同定されている

耐冷性QTL(Ctbl, qFRT6、qCT7等）との座乗

位置を比較し、その関連性を調査した。 QTLと関

連のある遺伝子あるいは新規耐冷性候補遺伝子につ

いては、品種間・ステージ間・処理区間での詳細な

発現解析や既存の遺伝子発現プロファイルとの比較

を行い、耐冷性遺伝子の候補を絞った。

ウ研究結果

（ア）地球規模での温暖化での植物ホルモン利活

用により作物の安定供給を目指す

IPG0019では、はじめに、オオムギを用いて高温

障害研究を展開した。花粉始原細胞の増殖過程が最

も高温に脆弱で、また、病特異的にオーキシン量、

そのシグナル活性が低下すること、さらに、蔚発現

オーキシン生合成遺伝子 YUCCAが高温で発現抑制

されることを見出した（Sakataet al. l) , Oshino et 

al. 2））。一方、イネ低温障害時には蔚ジベレリン応

答が活性化し、ジベレリン生合成酵素SDlの低下

型（半壊性型）イネ品種では低温に弱く、インド型

カサラス SDI置換系統では低温耐性を獲得するこ

とを証明した。

オオムギ・シロイヌナズナ高温障害時にはオーキ

シンを、イネ冷害時にはジベレリンを、それぞれ

外から与えることで花粉形成回復を見出した（図

3132-1）。ジベレリンと糖の添加が最も効果的にイ

ネ低温障害の克服が可能であることを示した（図

3132-2）。これらは、遺伝子組換え技術を用いるこ

となく、気温変動時に、適切なステージで、オーキ
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図3132・2 ササニシキの低温障害におけるジベレ

リンや糖の添加による種子稔性の回復

効果

シン、ジベレリン、糖散布により、温度ストレスに

最も脆弱な花粉形成過程を無事通過させ、最終的に

種子を結実させ、作物の安定供給に資する新たな技

術を確立することができた。

（イ）低温栽培時のイネ雄性生殖器官発達に関す

るマイクロアレイ解析と RILを利用した耐冷性に

関する QTL解析の統合

初切片観察から、穂苧み期の低温処理で不稔とな

るササニシキでは、 l細胞性花粉期の蔚内でタペー

ト組織の異常肥大を確認した（Odaet al. 3））。

この事実をもとに、低温栽培したササニシキ、ひ

とめぼれの l細胞性花粉期蔚のマイクロアレイ発

現解析、バイオインフォマティックス解析による評

価を行った（Watanabe4) , Suwabe et al. 5) , Hobo 

et al. 6) , Endo et al. ?) , Hamada et al. s) , Aya et al. 

9））。マイクロアレイデータから RAP-DBをもとに

遺伝子をクラスタリングし、発現パターンに特異

的な変動がみられる遺伝子を 3グループ（Group

l：ひとめlまれでのみ発現が上昇（耐冷性に関与）、

Group2：ササニシキでのみ発現が減少（低温不稔

に関与）、 Group3：ササニシキでのみ発現が上昇）

に分類した。Group1 (56遺伝子）、 Group2 (47遺

伝子）、 Group3 (25遺伝子）、あわせて 128遺伝子

が特異的に発現していること、うち Grouplの3

遺伝子、 Group2のl遺伝子、 Group3の3遺伝子

は既知の耐冷性QTL上に座乗することを明らかに

した（図3132-3）。RILを利用した耐冷性に関する

QTL解析のため、ササニシキ、ひとめぼれ間で確

認した各Indel、SNP情報をもとにプライマーを作

成した。307Indelプライマーと 68SNPプライマー

の計375プライマーにおいて品種識別ができ、これ

らがQTL解析マーカーとして適用できることを確

認した。

なお、本プロジ、エクトと関連したイネ、生殖とい

う観点で 100件以上のアウトリーチ活動を行い、イ

ネの多様性 ・生殖分野の理解につながったなど、好

評を得た。

工考察

（ア）地球規模での温暖化での植物ホルモン利活

用により作物の安定供給を目指す

高温・低温ストレス時における花粉稔性の低下の

原因が、オーキシン、ジベレリンの生合成低下であ

り、これらの植物ホルモン添加有効であることを証

明できたのは、画期的技術開発であると考えられた。

（イ）低温栽培時のイネ雄性生殖器官発達に関す

るマイクロアレイ解析と RILを利用した耐冷性に

関する QTL解析の統合

アレイによる発現・ QTL解析と RILを組合せる
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遺伝子組換え技術では、変動する環境条件に可塑

的に対応する作物の作出は現状では困難で、ある。一

方、本プロジ、エクトで明らかにした、高温・低温ス

トレスという変動温度ストレスを克服し、稔性のあ

る作物を栽培するために、適切な植物ホルモンなど

の処理が有効であることを証明し、数種の作物種で

有効性があることも示した。

（イ）低温栽培時のイネ雄性生殖器官発達に関す

るマイクロアレイ解析と RILを利用した耐冷性に

関する QTL解析の統合

ひとめぼれが有する耐冷性遺伝子候補を同定し、

アレイによる発現 ・QTL解析と RILを組合せる手

法が耐冷性だけでなく、複雑な形質の遺伝解析に有

効であると考えられた。なお、本プロジ、エクトと関

連したイネ、生殖という観点で 100件以上のアウト

リーチ活動を行い、イネの多様性 ・生殖分野の理解

につながったなど、好評を得た。

低温栽培個体の l細胞性花粉期荷において発現の特異的変動がみられた遺伝子の座上位置

ことによって、ひとめぼれが有する耐冷性遺伝子の

実態解明が可能と考えられる。この手法は、耐冷性

だけでなく、複雑な形質の遺伝解析に有効であると

考えられた。

図3132-3
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関する QTL解析の統合
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冷性を持つ系統も存在した。こうした系統を利用す

ることで、脱コシヒカリ品種育成と耐冷性をリンク

させることも可能になると考えられる。
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（ア）地球規模での温暖化での植物ホルモン利活

用により作物の安定供給を目指す
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(3) 登熟期高温で発生する乳白粒を低減する遺伝

子の単離・解析 (IPG0020)

ア研究目的

近年の温暖化によって、イネの登熟期が高温と

なっており、乳白粒の発生による米品質の低下が問

題となっている。高温登熟性は大規模かつ再現性の

高い検定が困難であるため、品種育成において改良

が難関な形質である。乳白粒の白濁部位では、デン

プン粒の充実が不足し、残った空隙が光を乱反射し

て白濁してみえることが報告されているため、高温

によるデンプン蓄積の阻害が乳白粒発生の原因と考

えられる。本課題では、登熟期の高温が種子登熟代

謝、特にデンプン代謝に及ぼす影響を遺伝子・代謝

物質レベルで解析し、乳白粒が発生する分子メカニ

ズム解明を試みた。特に、高温によるデンプン分解

酵素αーアミラーゼの活性化に着眼し、同酵素の抑制

による乳白粒発生の低減効果について検証した。

イ研究方法

（ア）マイクロアレイ／メタボローム解析による

高温登熟代謝の解明

登熟前期の穂が26℃以上の高温に遭遇すると、

乳白粒が多発することが知られている。そこで、人

工光型インキュベーターを用いて、高温感受性の時

期に相当する開花後5-20日目（DAF）のイネ「日

本晴」に 33℃128℃（昼温／夜温）の高温処理およ

び25℃120℃（同）の対照処理を施した。登熟速度

の違いを考慮してそれぞれ開花後10日目および12

日目に登熟途中種子を採取し、マイクロアレイ解析、

メタボローム分析、植物ホルモン一斉定量分析に供

試した。マイクロアレイ解析は、登熟途中穎花試料

より RNAを抽出し、アジレント社製44Kマイクロ

アレイを用い、 KEGGおよびRiceCycデータベー

スを参照し、一次代謝関連遺伝子群の発現プロファ

イルを整理した。メタボローム分析は、キャピラリー

電気泳動ー質量分析（CE-MS）によってアミノ酸、

糖リン酸、有機酸および糖を定量した。また、植物

科学最先端研究拠点ネットワーク（理化学研究所植

物科学研究センター榊原均グループディレクター、

小嶋美紀子博士）の支援を受けて、 LC-MS/MSを

用いて主要な植物ホルモンのジベレリン（GA）、ア

ブシジン酸（ABA）、オーキシン、サイトカイニン、

サリチル酸、ジャスモン酸について一斉定量した。

（イ）登熟期高温で誘導される αーアミラーゼの遺

伝子発現解析および酵素活性

インキュベーターを用いて、開花後5・20日目

(DAF）のイネ「日本晴」に 33℃128℃（昼温／夜

温）の高温処理および25℃120℃（同）の対照処理

を施し、登熟途中の種子を採取し、遺伝子発現解析

およびアミラーゼ活性測定に供試した。遺伝子発現

はアジレント社製44Kマイクロアレイおよび定量

的RT-PCR法によって解析し、アミラーゼ活性は

可溶性デンプンを基質としたヨウ素呈色法によって

測定した。また、各αーアミラーゼ遺伝子の組織別（登

熟途中種子の伍および伍乳、発芽種子）の発現局在

特性について、 RiceXProおよびMSUデータベー
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図3133-1 トランスクリプトーム／メタボローム解析によって明らかとなった

高温が登熟代謝に及ぼす影響

矢印は代謝物質および遺伝子発現の増減を示す。

スを参照し整理した。

（ウ） αーアミラーゼ遺伝子の抑制による乳白粒低

減イネの開発

イネゲノム配列においてαーアミラーゼ遺伝子は8

個存在し、遺伝子ファミリーを形成している。でき

るだけ多くのαーアミラーゼ遺伝子群の発現を同時に

抑制することをねらい、 8個のαーアミラーゼ遺伝子

間で保存された領域 129bpを用いて RNAi系統を

作出し、登熟途中種子で、大部分のαーアミラーゼが

ノックダウンされた系統を選抜した。複数の独立し

た系統について、3世代にわたり、インキュベーター

高温登熟システムを用いて登熟期に 31℃／26℃の高

温処理を施し、玄米外観品質および粒重を評価した。

同時に、登熟途中の種子を採取し、各αーアミラーゼ

遺伝子の発現抑制程度を解析した。

ウ研究結果

（ア）マイクロアレイ／メタボローム解析による

高温登熟代謝の解明

これまでの我々の解析から、登熟期の高温によっ

て、登熟期種子においてデンプン合成遺伝子の発現

低下およびデンプン分解遺伝子の発現上昇が示唆

されており（Yamakawaら1））、 また、それらの遺

伝子のいくつかは既報の乳白粒発生程度を制御す

るQTLの近傍に存在することが明らかとなってい

た（Yamakawaら2））。高温が登熟代謝に及ぼす影

響を代謝物質レベルで解明し、デンプン蓄積阻害を

引き起こす代謝ステップをより詳細に解明するため

に、メタボローム分析を行った。その結果、登熟期

の高温によって、スクロースの含量が増加し、解糖

系およびTCA回路を構成する糖リン酸および有機

酸が減少した（図 3133-1)(Yamakawaら3））。こ

のことから、高温条件において、登熟途中種子への

スクロースの流入と単糖への分解の低下、デンプン

合成酵素の低下、 αーアミラーゼ誘導によるデンプ

ンの消化、解糖反応の促進、チトクローム呼吸鎖阻

害における ATP生産効率の低下がデンプン蓄積を

低下させる要因と考えられた（図3133-1）。

（イ）登熟期高温で誘導される αーアミラーゼの遺

伝子発現解析および酵素活性

高温で発生した乳白粒の佐乳白濁部位において、

充実不良なデンプン粒の表面に分解痕の小孔が報告

されている。このことから、高温による匹乳デンプ

ンの分解が示唆される。そこで、登熟温度がαーア

ミラーゼの遺伝子発現解析および酵素活性に及ぼす

影響を解析した。登熟期の種子におけるアミラーゼ

活性を測定したところ、 一般的に用いられる反応条

件の 37℃、登熟温度を反映した条件の対照区22℃
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図3133・2 登熟期の高温によるαアミラーゼの活性化

A）高温によって登熟期種子中のαアミラーゼ酵素活性が上昇した。
B）高温によってαアミラーゼ遺伝子の発現が上昇した。
C）αアミラーゼを抑制する植物ホルモンのアブシジン酸は高温によって減少した。

昇のみならず、 ABAによる抑制が解除されること

によっても、活性化されていることが示唆された。

（ウ） αーアミラーゼ遺伝子の抑制による乳白粒低

減イネの開発

高温によるデンプン分解酵素αーアミラーゼの活

性化が明らかとなったので、 αーアミラーゼの抑制

によって乳白粒の発生が低減するか検証した。αー

アミラーゼ遺伝子間で保存された活性制御領域周辺

の129bpを用いて、 RNAi によるαーアミラーゼ遺伝

子群発現抑制組換えイネを作出したところ、複数の

独立した系統において、世代を渡り、高温登熟条件

(31℃／26℃）において乳白粒が低減し、透明な整

粒が多く含まれた（図 3133-3) (Hakataら4））。稔

実率や粒重の低下はみられなかった。 抑制系統の登

熟途中種子におけるαーアミラーゼ遺伝子の発現を解

析したところ、コントロール系統と比較して、ほと

んとマのαーアミラーゼ遺伝子について発現抑制が確認

されたが、 AmylA、AmyIC、Amy3AおよびAmy3B

の発現レベルが乳白粒の低減程度と高い相聞を示し

／高温区30℃のいずれにおいても、 登熟前半期（5-

20 DAF）の高温処理によってαーアミラーゼ活性が

2倍程度上昇した（図 3133-2A) (Hakataら4））。 ま

た、 αーアミラーゼ遺伝子のうち、 AmylA、AmyIC、

Amy3A、Amy3DおよびAmy3Eは高温によって発現

量が増加した （図3133-2B) (Hakataら4））。 このう

ちAmy3EとAmy3Aは発現レベルが相対的に大きい

が、 RiceXProデータベースを参照すると、 Amy3E

は佐で、 Amy3Aは脹乳で発現するタイフ。のαーアミ

ラーゼ遺伝子であった。また、 MSUデータベース

によると、 Amy3Aは発芽種子で発現が弱く、登熟

途中種子のデンプン性佐乳特異的な発現が示されて

考察

（ア）マイクロア レイ／メタボローム解析による

高温登熟代謝の解明

マイクロアレイ解析による代謝関連遺伝子の発現
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さらに、高温によって登熟途中種子のαーアミラー

ゼ遺伝子発現および酵素活性が増加したので、 αー

アミラーゼ発現および活性調節に密接に関与する

GAやABA等の植物ホルモンの登熟期種子中含量

を定量した。登熟温度の上昇にともなって、 GA7お

よびGA19はわずかに減少したが、活性型 GA量の

増加はみられなかった。 一方、登熟期の高温によっ

てABA含量は対照区の半分以下に低下した（図

3133-2C) (Hakataら4））。 また、 ABA合成遺伝子

NCEDとABA不活化遺伝子ABA8oxの発現もそれ

ぞれ減少および増加した。このことから、 αーアミ

ラーゼは、登熟期の高温によって、遺伝子発現の上
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図3133-3 αーアミラーゼ遺伝子の発現抑制による高

温登熟障害の軽減

A）αーアミラーゼを抑制することによって高温で発生
する乳白粒を低減できた。
B）αーアミラーゼの抑制によって透明な健全粒が増加
した。

プロファイルとメタボローム解析による代謝物質

量の変動を統合解析する ことによ って、登熟期種

子において高温によるデンプン合成能力の低下お

よびデンプン分解の充進が示唆された （図3133-1)

(Yamal王awaら3））。

高温で発現が低下する遺伝子のうち、スクロー

ストランスポーター （SUTI）、ADP－グルコース合

成酵素 （AGPS2）、デンプン合成関連酵素 （SSJJJa、

BEJJb, PHOL）、糖新生関連酵素 （PPDKB）は、変

異体が乳白粒あるいはデンプン蓄積不良となること

が知られている。一方、デンプン分解酵素αーアミラー

ゼ遺伝子は高温によって発現が誘導され、脹乳強発

現によって乳白粒を生じることが知られている。こ

れらのことから、前者の強発現あるいは後者の発現

抑制によって、高温による乳白粒発生あるいは粒重

低下の抑制が可能と考えられる。本課題では、比較

的単純に制御可能なデンプン分解に着眼して、 αー

アミラーゼについて高温の影響を解析することとし

た。

（イ）登熟期高温で誘導される αーアミラーゼの遺

伝子発現解析および酵素活性

高温によって登熟期種子のαーアミラーゼの酵素活

性が上昇し、複数のαーアミラーゼ遺伝子の発現が誘

導された（Hakataら4））。遺伝子発現プロファイル

データベース RiceXProを参照すると、デンプン粒

の分解痕が認められる佐乳組織においては、 Amy3A

が主働遺伝子と考えられるが、佐乳の周辺部分で発

現が誘導される他のαーアミラーゼ遺伝子由来の酵

素タンパク質が匹乳に輸送されてデンプン粒を分解

する可能性も否定できない。また、 αーアミラーゼ

は、高温による遺伝子発現の上昇のみならず、植物

ホルモン ABAによる抑制が解除されることによっ

ても、活性化されていることが示唆された。

（ウ） αーアミラーゼ遺伝子の抑制によ る乳白粒低

減イネの開発

（ア）の登熟代謝解析から、デンプン蓄積を向上

させ乳白粒の発生を低減させるためには、デンプン

合成能力の向上とデンプン分解の抑制の2つの方法

が考えられる。デンプン合成は、多数の酵素・遺伝

子が関与し複雑に制御されていると予想される。一

方、高温によるデンプン分解はαーアミラーゼ活性

化のみが関与する単純な制御と考えられる。予想通

り、登熟期特異的なαーアミラーゼの抑制によって乳

白粒の発生が低減した（図3133-3)(Hakataら4))0 

Amyl A、AmyIC、Amy3Aおよび、Amy3Bの発現低下が、

乳白粒の低減程度と高い相関を示したことから、こ

れらの遺伝子産物が乳白粒の発生に関与する可能性

が高い。しかしながら、本課題ではデンプン合成能

力を強化するアプローチについては充分に検討して

いないため、今後の解析が必要である。

通常は、種子の中にデンプンが蓄積し、透明な健

全粒となる。ところが、登熟期に猛暑に遭遇すると、

葉の光合成で作られた糖からデンプンを合成する能

力が低下するとともに、せっかく作ったデンプンを

分解するαーアミラーゼの働きが強まる。このことが、

匹乳におけるデンプンの蓄積を低下させ、乳白粒が

発生する原因である。αーアミラーゼ遺伝子群の発

現を抑制し、登熟途中段階で働くことができなくす

ると、高温で発生する乳白粒を低減することができ

た。

オ今後の課題

αーアミラーゼ遺伝子の抑制によって乳白粒を低減

できることを明示することができたが、今後は、組

換え技術を利用せずに、 αーアミラーゼ機能欠失変

異を探索し、 コシヒカリ等の主力品種へ導入するこ

とが求められている。近年、TILLING法等によって、
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図3133-4 登熟期高温で乳白粒が発生するメカニズムとαーアミラーゼの抑制による乳白粒発生の軽減

任意の遺伝子の変異アリルを探索することが可能と

なっている。同法を適用し、予備的にαーアミラーゼ

遺伝子変異系統のスクリーニングを行っており、 一

部のαーアミラーゼ遺伝子領域に変異を有する系統を

取得している。現在国内には、九州大学遺伝子資源

開発研究センターの金南風 ・日本晴・台中 65号や

岩手生物工学研究センターのひとめぼれの変異集団

ライブラリーが存在するが、まだまだ機能欠失型変

異を確実に取得するためには充分とは言い難い。主

力品種のコシヒカリ等の背景での変異集団の充実が

必要である。

力要約

（ア）マイクロア レイ／メタボローム解析による

高温登熟代謝の解明

登熟期の高温によって乳白粒が発生する分子メカ

ニズムを解明するために、登熟期のイネ種子に高温

処理を施し、 遺伝子発現（トランスクリプトーム）、

代謝物質（メタボローム）、植物ホルモン（ホルモ

ノーム）等の種々の網羅的分析を行い、高温条件で

の登熟代謝の全容解明を試みた。これらの分析結果

を統合すると、高温によって種子匹乳へのデンプン

の蓄積が阻害されることが示唆された。すなわち、

登熟期の高温によって、デンプン合成関連遺伝子（デ

ンプン合成酵素、 ADP－グルコース合成酵素等）の

発現が低下するとともに、デンプン分解関連遺伝子

（αーアミラーゼ）の発現が上昇し、デンプンの蓄積

が阻害されることが見出された。特に、デンプン分

解酵素αーアミラーゼについては、高温下で、その抑

制ホルモンであるアブシジン酸が減少し、登熟期種

子中のαーアミラーゼ酵素活性の上昇も認められた。

高温によるデンプン合成の抑制とデンプン分解の促

進の両方が、乳白粒が発生する原因であることが推

察された（図 3133-4）。以上のように、これまで形

態観察から予想されていた、高温登熟で発生する乳

白粒においてデンプン粒の発達が不充分であるとい

うことを、遺伝子および代謝物質レベルで科学的に

解明することができた。

（イ） αーアミラーゼ遺伝子の抑制による乳白粒低

減イネの開発

次に、乳白粒の発生が低減したイネを開発するた

めに、デンプン分解酵素 αーアミラーゼ遺伝子群を

抑制したイネを作出した。同系統は乳白粒の発生が

少なく、高温登熟耐性組換えイネとなった。このこ

とから、 高温によるαーアミラーゼの活性化が、デ

ンプンの蓄積を阻害し、乳白粒を引き起こす原因で

あることが強く示唆された（図 3133-4）。本研究に

よって、デンプン分解酵素αーアミラーゼの抑制とい

う科学的知見に裏付けされた方法で、乳白粒の発生

が低減したイネの開発法を提示できた（三ツ井ら 5)• 

Yamakawa 5＞，山J11ら7) 山）｜｜ ら8），山J11 9l，山川

ら10），山J11 nl）。

さらに、実用的な高温登熟耐性イネを開発するた

め、 αーアミラーゼ遺伝子群の機能欠失変異系統を

探索するための TILLINGスクリーニング条件も構

築し、育種素材創出に向けて準備を整えた。

キ引用文献

1）日iromotoYamakawa, Tatsuro Hirose. 

Masaharu Kuroda. Takeshi Yamaguchi (2007). 

Comprehensive expression profiling of rice grain 

filling-related genes under high temperature 

using DNA microarray. Plant Physiology. 144 : 

258-277. 

2) Hiromoto Yamakawa, Takeshi Ebitani, Tomio 

Terao (2008). Comparison between locations of 

-194-



QTLs for grain chalkiness and genes responsive 

to high temperature during grain五llingon the 

rice chromosome map. Breeding Science. 58 : 337-

343. 

3) Hiromoto Yamakawa, Makoto Hakata (2010). 

Atlas of rice grain filling-related metabolism 

under high temperature : I oint analysis of 

metabolome and transcriptome demonstrated 

inhibition of starch accumulation and induction 

of amino acid accumulation. Plant and Cell 

Physiology. 51 : 795-809. 

4) Makoto Hakata, Masaharu Kuroda, Tomomi 

Miyashita, Takeshi Yamaguchi, Mikiko Kojima, 

Hitoshi Sakakibara, Toshiaki Mitsui, Hiromoto 

Yamakawa (2012). Suppression ofα －amylase 

genes improves quality of rice grain ripened 

under high temperature. Plant Biotechnology 

Journal. 10 : 1110-1117. 

5）三ツ井敏明・山川博幹（2009）.イネの高温登熟

障害と熱ショック．農林水産技術研究ジャーナル．

32 : 20-25. 

6) Hiromoto Yamakawa (2011). Omics-based 

approach for cereal starch biosynthesis: Toward 

a determination of key factors for quality of rice 

grain affected by high temperature. Journal of 

Applied Glycoscience. 58 : 35-38. 

7）山川博幹・羽方誠（2011）イネも夏パテをする？

／遺伝子レベルで明らかとなった猛暑が米の品質

に及ぼす影響．化学と生物.49 : 624-629. 

8）山川博幹・羽方誠（2011）.米の外観品質・食味

研究の最前線［8]－登熟期の高温が種子遺伝子発

現および登熟代謝に及ぼす影響．農業および園芸．

86 : 562-569. 

9）山川博幹（2011）シリーズ解説：米の話（第8回）

米の品質（1）玄米品質登熟期の高温が玄米の品

質に及ぼす影響．食品と容器52: 201-205. 

10）山川博幹・羽方誠・黒田昌治・宮下朋美・山口

武志・小嶋美紀子・榊原均・三ツ井敏明（2013)

高温で乳白粒が発生する原因を遺伝子レベルで解

明一高温登熟耐性品種の開発に期待一.JATAFF 

ジャーナル. 1 (4) : 24-27. 

11）山川博幹（2013）.遺伝子情報を活用して暑さに

強いイネを開発する～デンプンの分解を抑制し、

乳白粒の発生を低減する～．全農グリーンレポー

ト.528: 16-17. 

研究担当者（山川博幹つ

(4) 高温登熟性優良品種の遺伝子発現特性解析と

高温耐性関連遺伝子の単離・解析 (IPG0021)

ア研究目的

地球温暖化に伴うイネ登熟期の異常高温による白

濁粒発生が新潟県などの良質米生産地域でも多発し

ている。今後もより深刻な高温被害が懸念されてお

り、高温ストレスに強く、高温登熟性の良いイネの

開発が求められている。本研究課題においては、高

温登熟性優良品種の遺伝子発現特性の解析から高温

登熟で生じる白濁粒発生の分子メカニズムを明らか

にし、高温ストレス耐性に関連する遺伝子並びに高

温登熟による品質低下に関わる遺伝子を同定、単離

する。さらに、単離遺伝子のコメ品質維持に対する

有効性について形質転換体や突然変異体を用いて評

価し、得られた知見に基づいてこれらの分子育種的

利用を目的とする口

イ研究方法

（ア）高温登熟性優良品種の遺伝子発現特性の解

析

高温登熟性優良品種「ゆきん子舞」、その親品種

「ゆきの精」と「どまんなか」並びに高温登熟性の

悪い「トドロキワセ」を用いて、 35℃の温水を水

深15cm、水量80L/minで掛け流すことによって

高温ストレス処理（石崎 1））し、登熟種子における

mRNA、酵素および蛋白質の発現変動を調べる。

（イ）玄米白濁部位の澱粉分子構造解析

整粒と白濁粒の各部位を冷0.2%NaOHに浸漬

後、粉砕し、さらに水洗中和、 DMSO／エタノール

による脱脂を行う。脱脂澱粉は、イソアミラーゼに

よる枝切り後、 2－アミノピリジン（AP）蛍光標識

と分子ふるいクロマトグラフィーに供する。澱粉

単位鎖は蛍光検出器と示差屈折計により検出する

（花城ら 2））。また、イソアミラーゼによる枝切り

後、 8・アミノピレン－1,3,6・トリスルホン酸（APTS)

蛍光標識とキャピラリー電気泳動により解析する

(Morellら3））。加えて、整粒と白濁粒の各部位の

遊離グルコース量を酵素法により定量する。
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（ウ）玄米白濁部位の局所プロテオーム解析

高温登熟（昼／夜： 33℃ 12h/ 28℃ 12h）に

より生じたコシヒカリ白濁粒の白濁部位と整粒の同

じ部位を調製する。それぞれの佐乳サンプルからタ

ンパク質を抽出し、トリプシンで消化後、 iTRAQ

試薬による標識を行う。陽イオン交換カラムによ

る分画およびCl8カラムによる脱塩処理を行っ

た標識ペプチドサンプルについて nanoLC-LTQ-

Orbitrap XLを用いた質量分析を行い、 Proteome

Discovererソフトウエアによるタンパク質定量解

析、および同定を行う。（三ツ井ら 4))

（エ）高温登熟耐性遺伝子の解析

a Mn型スーパーオキシドジスムターゼ遺伝子

を強発現および登熟目玉乳特異的に発現抑制させた形

質転換イネ（日本晴およびゆきん子舞）をグロース

チャンパー（昼／夜： 30℃ 12h/ 23℃ 12hまた

は33℃ 12h/ 28℃ 12h）で育て、収穫した種子

(T2）の玄米形質を調査する。

b ゆきん子舞、トドロキワセ、日本晴並びに

Mn型スーパーオキシドジスムターゼ遺伝子高発現

体（日本晴）をグロースチャンパーにおいて高温条

件（昼／夜： 33℃ 12h/ 28℃ 12h）とコントロー

ル条件（昼／夜 ：28℃ 12h/ 23℃ 12h）で処理し、

出穂後4日目の登熟種子から全RNAおよび蛋白質

を抽出し、 AmyII-3mRNAの発現解析およびタン

パク質発現解析を行う。

（オ）高温登熟によるコメ品質低下に関わる澱粉

分解酵素遺伝子の解析

αーアミラーゼ遺伝子のおsl7挿入変異体イネ

（αmyl-1およびamyl-C）を実験温室で登熟 （平均温

度： 29.77± 1.52）させ、穂数、不稔率、千粒重並

びに穀粒判別器を用いて玄米の正常粒率を調査す

る。

（カ）コシヒカリ培養変異系統の解析

コシヒカリのカルス化、懸濁培養、そして再分化

を行い、コシヒカリ培養変異系統を作出する。得ら

れたコシヒカリ培養変異系統を実験温室で登熟 （平

均温度： 29.77± 1.52）させ、高温登熟玄米の形質

調査を行う。

ウ研究結果

（ア）高温登熟性優良品種の遺伝子発現特性の解

析

登熟温度を 1.4～1.9℃上昇させることができる

温水掛け流し閏場（新潟県農業総合研究所）を用い

て、ゆきん子舞、ゆきの精、どまんなか並びにトド

ロキワセの高温登熟性の調査を行ったところ、ゆき

の精とどまんなかの両親品種ともにゆきん子舞のよ

うな高温登熟耐性は見られなかった。ゆきん子舞と

トドロキワセの開花後4日目の登熟種子の遺伝子発

現特性をマイクロアレイ解析により調べたが、高温

登熟耐性に関わる候補遺伝子を見いだすことはでき

なかった。ゆきん子舞、ゆきの精とトドロキワセの

高温登熟種子におけるタンパク質発現を 2次元ゲル

電気泳動法によるプロテオーム解析を行ったとこ

ろ、ゆきん子舞において特徴的に Mn型スーパーオ

キシドジスムターゼが恒常的に強く発現しているこ

とが見いだされた。また、高温登熟性の悪いトドロ

キワセにおいては、高温登熟によってアミラーゼ活

性が顕著に高まることが分かつた （図3134-1）。

（イ）玄米白濁部位の澱粉分子構造解析

高温登熟によって生じた玄米白濁部位の澱粉頼粒

構造の観察については以前から研究が行われてお

り、整粒のそれとは大きく異なることが示されてい

る（田代ら 5））。2009年（登熟平均気温： 24.4℃）

と2010年（登熟平均気温 ：28.0℃）の新潟産コシ

ヒカリの白濁粒の白濁部位と透明部位並びに整粒の

澱粉鎖長分布を AP蛍光標識／分子ふるいクロマト

グラフィーによって調べたところ、明確な鎖長分布

の違いは見られなかった（図3134-2）。

さらに、同じサンプルを APTS蛍光標識／キャ

ピラリー電気泳動法により解析した場合において

も、澱粉鎖長分布の差異は整粒と白濁粒（透明部位

および白濁部位）問で認められなかった。また、異

なる収穫年でも差異は見られなかった。しかし、白

ゆきん子舞 ゆきの精 トドロキワセ
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図3134・1 高温登熟匹乳のアミラーゼ活性変化
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と整粒の対照部位のタンパク質組成を比較解析した

ところ、白濁／対照部位の比が2以上に上昇した

タンパク質は熱ショックタンパク質やリボソームタ

ンパク質をはじめ 89種類あり、 0.5以下に減少し

たものはプロラミン等 12種類あった。スターチシ

ンターゼIや枝付け酵素（BE-I、BE-IIb）等の澱粉

合成系酵素についてはその発現変動（0.8～ 1.2倍）

は殆ど見られなかったが、興味深いことに、澱粉分

解酵素 AmyII-3(Amy3E）については白濁／対照

部位の比が約 2.6となり、乳白部位で特徴的に増加

することが見いだされた（図3134-3）。

（エ）高温登熟耐性遺伝子の解析

a 高温登熟優良品種であるゆきん子舞において

恒常的に強く発現していた Mn型スーパーオキシド

ジスムターゼを高温登熟耐性候補遺伝子として解析

した。Mn型スーパーオキシドジスムターゼ遺伝子

を強発現させた形質転換イネを高温登熟させ、玄米

形質を調査したところ、野生型（日本晴）に比べ整

粒率の向上が認められた。一方、 Mn型スーパーオ

キシドジスムターゼ遺伝子を登熟目玉乳特異的に発現

抑制させた形質転換ゆきん子舞においては野生型と

比較して整粒率の低下が見られた。

濁部位と透明部位（整粒）の遊離グルコースを定量

したところ、 白濁部位の遊離グルコース量は整粒に

比べ2.4倍増加していた。（表3134-1：筒井ら 6))

（ウ）玄米白濁部位の局所プロテオーム解析

高温登熟により生じたコシヒカリ玄米の白濁部位

A 
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図3134・2 玄米白濁部位の澱粉鎖長分布

青点線、整粒；ピンク実線、白濁粒透明部位；黒実線、
白濁粒白濁部位
A.B) 2009年度産コシヒカリ、 C.D)2010年度産コシ
ヒカリ
A.C）蛍光による単位鎖検出、 B.D）屈折率による単
位鎖検出
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図3134-4 Tosi 7挿入αアミラーゼ遺伝子変異体の高温登熟性

A）αmyl-1およびamyl-Cの高温登熟米の外観
B) amyl-Iおよびamyl-Cの高温登熟米の整粒率
C) amyl-Iおよびamyl-Cの高温登熟米の千粒重

b ゆきん子舞、トドロキワセ、日本晴並びに

Mn型スーパーオキシドジスムターゼ遺伝子高発現

体（日本晴）の高温登熟種子の AmyII-3mRNAの

発現をリアルタイム PCR法により調べた。日本晴

野生型の登熟初期の AmyII-3mRNA発現は高温条

件下で著しく上昇するが、 Mn型スーパーオキシド

ジスムターゼ遺伝子高発現体では AmyII-3mRNA 

の発現が野生型と比較して約5分の lに低下し

た。また、ゆきん子舞とトドロキワセの登熟初期

のAmyII-3mRNA発現を見ると、 Mn型スーパー

オキシドジスムターゼを構成的に発現しているゆき

ん子舞では高温処理による AmyII-3mRNAの発現

変動は少ないが、一方、トドロキワセでは高温によ

るAmyII-3mRNAの発現誘導が見られた。続いて、

Mn型スーパーオキシドジスムターゼ遺伝子高発現

イネの高温登熟種子の定量的ショットガンプロテ

オーム解析を行ったところ、野生型と比較して活性

酸素消去系および分子シヤペロン／クオリティーコ

ントロール系のタンパク質発現が著しく増加するこ

とが分かつた。しかし、コントロール条件において

は大きな発現変動は見られなかった。さらに興味深

いことに、 Mn型スーパーオキシドジスムターゼ遺

伝子高発現イネにおいては AmyII-3(Amy3E）の

著しい発現抑制が見いだされた。

（オ）高温登熟によるコメ品質低下に関わる澱粉

分解酵素遺伝子の解析

上述のように、高温登熟で生じた玄米白濁部位に

おいてかアミラーゼの発現が高まること、そしてαー

アミラーゼ遺伝子強発現イネにおいて玄米白濁化が

より顕著になること（浅妻ら 7））から、高温登熟に

よるαーアミラーゼの異常発現がコメ品質低下の要因

のlっと推察される。そこで、 αーアミラーゼ遺伝

子の おs17挿入変異体イネ （αmyl-1およびαmyl-C)

を高温登熟させ、穂数、不稔率、玄米千粒重並びに

正常粒率を調査した。本実験条件では、野生型日本

晴の不稔率および玄米正常率はそれぞれ60%、3.6%

であったが、 amyl-C変異体では若干の改善傾向を

示した。玄米千粒重と穂数についてはαーアミラーゼ

遺伝子の欠損によって特に影響は見られなかった。

（図3134-4)

（カ） コシヒカリ培養変異系統の解析

現在、 2,000のコシヒカリ培養変異系統を保持し

ており、さらにコシヒカリ培養変異系統の拡充のた

めカルス懸濁培養、再分化、種子採取を進めている。

コシヒカリ培養変異系統を高温登熟させ玄米品質の

調査をしたところ、比較的高頻度 （約 1%）にコシ

ヒカリ原種に比べて高温登熟性の改善された系統が

出現することが分かつた（図 3134-5）。高温登熟性

の向上したコシヒカリ培養変異系統（NNK306）に

ついては、高 C02環境による品質低下についても

耐性を示すことが見いだされた。

工考察

（ア）玄米白濁部位の澱粉グライコミクスおよび
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図3134-5 コシヒカリ培養変異系統の玄米形質

WT、原種コシヒカリ， DK、培養変異系統

プロテオミクス

高温登熟による白濁粒の発生の要因として、高夜

温による呼吸量の増加による光合成産物の減少、穂

への輸送機能の低下、高温下での穂における同化産

物受入れ能力の低下、穂における貯蔵組織の細胞成

長やデンプン集積プログラムの乱れなどが考えられ

ている。これらの要因が複雑に絡み合って白濁化が

起こるものと思われるが、明快な答えは未だ明らか

になっていないのが現状である。しかし、玄米の白

濁化は澱粉頼粒の異常形態が主要原因であることは

間違いない。高温登熟による米粒澱粉鎖長分布の変

化が多くの研究グループによって観察されている。

そして、澱粉鎖長の変化は澱粉枝付け酵素（BEIIb)

の機能低下によるものであることが報告されてい

る（西ら 8））。これらの報告から、澱粉生合成能の

低下によって丸みを帯びた澱粉頼粒が形成され、米

粒の白濁化を引き起こすものと考えられている。私

達は、新潟県で2009年度（登熟平均温度 ：24.4°C) 

と2010年度（28.0°C）に収穫されたコシヒカリを

用いて玄米白濁部位の澱粉微細構造の解析を行っ

た。玄米白濁部位とそれと同じ整粒の部位の澱粉鎖

長分布を調べたところ、アミロペクチンの鎖長分布

には殆ど違いが見られなかった。 一方、整粒と白濁

部位の遊離グルコース量を定量したところ、白濁部

位において遊離グルコースの顕著な蓄積が見られた

（筒井ら 6））。これらの結果と米粒局所プロテオミク

スの解析データから、 j殿粉合成よりはむしろ澱粉分

解酵素が玄米白濁化のメカニズムに強く関与してい

るものと推察された。

（イ）高温登熟耐性遺伝子

高温登熟優良品種「ゆきん子舞」の登熟種子にお

いて特徴的に強く発現する Mn型スーパーオキシド

ジスムターゼを見いだした。 Mn型スーパーオキシ

ドジスムターゼ遺伝子を強発現させると高温登熟性

が向上し、発現を抑制すると低下することが分かつ

た。ゆきん子舞およびMn型スーパーオキシドジス

ムターゼ遺伝子強発現体の登熟種子の AmyII-3の

発現を mRNAおよびタンパク質レベルで調べてみ

たところ、高温ストレスによる発現上昇が著しく抑

制されていることが分かった。これらの結果は Mn

型スーパーオキシ ドジスムターゼ遺伝子が高温登熟

性に関わる重要な因子の lつであることを示してい

る（図3134-4）。

（ウ）高温登熟による米品質低下に関わる澱粉分

解酵素遺伝子

高温登熟性の悪いトドロキワセにおいては高温登

熟によってアミラーゼ活性が顕著に高まるが、ゆき

ん子舞ではそれほど大きな変化はないことが分かつ

た。また、ルアミラーゼ遺伝子の強発現によって

玄米の白濁化が起こり （浅妻ら 7））、発現抑制によっ

て高温登熟による品質低下が軽減されることが明ら

かになった（羽方ら 9））。これらの結果から、高温

登熟によるαーアミラーゼの異常発現、 i殿粉合成 ・分

解のバランス異常がコメ品質低下の要因の lつであ



ると考えられた。

オ今後の課題

（ア）玄米白濁部位の澱粉グライコミクスおよび

プロテオミクス

玄米の白濁化は高温ストレスのみならず日照不

足や高C02濃度など他の環境要因でも助長される。

様々な環境要因で生じた白濁部位の澱粉グライコー

ムおよびプロテオームを比較解析し、白濁化メカニ

ズムを理解する必要がある。

（イ）高温登熟耐性遺伝子

Mn型スーパーオキシドジスムターゼの機能を強

化すると高温登熟性の向上をもたらす。 Mn型スー

パーオキシドジスムターゼ遺伝子強発現体の特徴的

な性質として高温登熟によるαーアミラーゼ発現の異

常な上昇を抑えることが明らかになってきたが、そ

のαーアミラーゼ発現制御メカニズムの詳細を明らか

にする必要がある。

（ウ）高温登熟によるコメ品質低下に関わる澱粉

分解酵素遺伝子

登熟期におけるかアミラーゼ遺伝子の異常発現が

コメ品質低下に関わる lつの重要な因子であること

が分かつてきた。一方、 αーアミラーゼの発現はイ

ネ種子の発芽には必須である。従って、発芽時にお

けるαーアミラーゼの働きを維持し、登熟期のαーア

ミラーゼ発現を抑える技術を開発することが今後の

課題である。

力要約

高温登熟性優良品種の遺伝子発現特性の解析並び

に玄米白濁部位の澱粉グライコームおよび局所プロ

テオーム解析から高温登熟耐性遺伝子として Mn型

スーパーオキシドジスムターゼを見いだし、また、

玄米の外観品質の低下を引き起こすα・アミラーゼを

見いだした。これらの遺伝子の発現を調節すること

によって高温登熟性を改善できることを示したD 今

後は、コシヒカリの品質改善における高温登熟性関

連遺伝子の有効性の検証を進める必要がある。
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研究担当者（三ツ井敏明り
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第2章各個別研究課題の概要

1 穂や草型など収量の決定に係わる主要な質的

形質遺伝子に関する研究

( 1 ) イネの直立葉形質に関与する遺伝子の単離と

機能解析 (IPG0004)

ア研究目的

理想的な直立葉の実現を目指して、ブラシノステ

ロイド（BR）生合成酵素遺伝子 CYP90D2/D2に生

じた変異（d2）について、その応用効果を検証する。

前年度までに単離したBR不活性化酵素遺伝子を利

用して、直立葉形質を有する遺伝子組換えイネを作

出する。

イ研究方法

（ア）直立葉を示すd2変異体弱アリルについて

その効果を検証するため圃場栽培試験を行った。

（イ） BR生合成酵素遺伝子のプロモーターを用

いてBR不活性化酵素遺伝子を発現させた形質転換

イネについて形質評価を行った。

（ウ）オーキシン処理がイネのBR感受性を高め

るメカニズムについて、 BR受容体遺伝子 OsBRil

の発現調節を介していることを明らかにした。

ウ研究結果

（ア） d2弱変異の効果を正確に検証するため、昨

年度単離した台中 65号由来の TCM885とTCM886

について圃場栽培試験を行った（表3211-1）。その

結果、 d2弱変異（TCM885,TCM886）は穂数（有

効分げつ数； 73,63%）、草丈（78,74%）、稗長（68,

67%）を減少させたが、穂軸長（122,114%）、枝

梗数 (119,126%）、枝梗長（116,121%）を増加さ

せたほか、 l枝梗あたりの稔実種子数（126,143%) 

を増やし、株あたりの稔実種子数（113,114%）の

増加に結びついた。

（イ） d2弱変異体は棲性を示すと同時に稗が太く

なる傾向が認められたことから、本年度圃場栽培し

た個体を用いて稗強度の測定を行った（表3211-2）。

第4節聞を用いて大川・石原（1992）の方法を用い

たところ、 d2弱変異（TCM885,TCM886）は外長

径 (112,111%）、内長径（114,114%）が増加し、

挫折時モーメント（152,140%）も著しく増加して

いた。一方、曲げ応力は両変異体で有意に変化して

いなかったことから、 d2弱変異は稗質に影響を与

表3211-1 圃場栽培したd2変異体の草型および穂形質

(n = 5) 穂数 草丈（cm) 得長（cm) 穂輸長（cm) 枝梗数 枝梗長（cm)

台中65号 8.2 119.46 85.81 17.04 11.6 6.35 
± 0.6 ± 1.99 土2.21 土1.15 土0.8 ± 0.30 

TCM885 6.0 92.9 58.55 20.80 13.8 7.39 
± 0.4 ± 1.2 ± 1.60 ± 1.22 ± 0.3 ± 0.27 

TCM886 5.2 88.20 57.66 19.50 14.6 7.69 
± 0.6 ± 1.16 ± 1.24 土0.55 ± 0.6 ± 0.39 

(n= 5) 稔実種子／株 稔実種子／穂 稔実種子／枝梗 不稔種子／株 不稔種子／穂 不稔種子／枝梗

台中65号 657.6 81. l 6.9 273.8 33.8 2.9 
± 78.l ± 11.8 土0.6 土33.4 ± 5.1 ± 0.4 

TCM885 739.8 123.6 8.7 235.8 39.3 2.9 
±42.6 ± 2.9 土0.3 土29.8 ± 3.2 ± 0.2 

TCM886 746.6 144.3 9.9 252.0 47.9 3.3 
± 28.9 ± 16.5 士1.2 士72.0 士8.4 ± 0.6 
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えるのではなく、稗を太くすることによって稗強度

を高めていることが明らかとなった。

（ウ）上記の結果から、 d2弱変異体はNewPlant 

Type型の多収品種とよく似た形質を示しているこ

とが明らかとなった。実際にハバタキ、タカナリ、

ホシアオパ、クサホナミなどの多収品種には共通し

たd2弱変異（V725M）が見っかり、同変異はそれ

らの品種に共通した交配親である IRSにまで起源

を遡ることができた。この結果から、 d2弱変異が

New Plant Type型の多収性品種育成に利用されて

きた可能性が考えられた。

（エ）前年度作出した BR不活性化酵素遺伝子発

現イネの後代を用いて形質評価を行った。d2弱変

異体の表現型を再現することを目的として、 D2遺

伝子のプロモーター制御下でBR不活性化酵素遺伝

子CYP734A6を発現させた形質転換体のうち、草

丈の減少が認められなかった2系統の後代について

隔離温室内でポット栽培試験を行った（表3211-3）。

その結果、穂軸長、枝梗数、枝梗長の増加傾向が認

められ、その効果は穂数（有効分げつ数）が減少し

た系統でより顕著であった。

（オ） d2変異体の表現型が品種の遺伝的背景に影

響される現象について、トランスポゾン mPingの

挿入による BR受容体遺伝子 OsBRilの発現抑制が

原因である可能性を前年度までに示した。この研究

過程で見出した、 OsBRilの発現がオーキシン処理

により一過的に上昇する現象（図 3211-1）について

解析を行った。

その結果、 OsBRilのプロモーター領域にはオー

キシン応答配列（AuxRE）が存在し、イネのオー

キシン情報伝達因子 OsARF24が同配列に結合する

こと（図 3211-2）、 osarf24変異体では OsBRilの発

表3211・2 圃場栽培した d2変異体の稗形質および強度

(n = 25) 外長径 外短径 内長径 内短径 挫折時モーメント 断面係数 曲げ応力
(mm) (mm) (mm) (mm) (g cm) (mm3) (g/mm2) 

台中65号 5.73 5.38 4.42 3.82 1536.4 11.96 129.94 
±0.42 ± 0.35 ± 0.35 ±0.26 土250.4 土2.29 ± 11.22 

TCM885 6.43 6.12 4.90 4.26 2333.2 17.58 132.89 
± 0.18 ± 0.14 ±0.24 ± 0.16 ± 255.6 ± 1.55 ± 10.14 

TCM886 6.37 6.12 4.91 4.33 2149.2 17.04 125.96 
± 0.29 ± 0.26 ± 0.29 ±0.28 ± 374.4 ± 2.36 ± 12.10 

表3211-3 ポット栽培した形質転換体の草型および穂形質

(n = 5) 穂数 草丈（cm) 稗長（cm) 穂軸長（cm) 枝梗数 枝梗長（cm)

Control 8.6 119.80 82.10 17.02 11.5 6.02 
± 0.6 土2.12 土2.93 ± 0.52 ± 0.6 ± 0.16 

TD2 #2-2 7.3 119.78 84.15 19.56 12.3 7.44 

± 0.9 土4.43 ± 5.62 ± 0.63 土0.5 土0.47

TD2 #4-2 10.8 111.70 82.44 17.72 12.9 6.46 
± 1.3 ± 3.30 ± 1.09 ± 1.11 ± 0.2 ± 0.29 

(n = 5) 稔実種子／株 捻実種子／穂 稔実種子／枝梗 不稔種子／株 不稔種子／穂 不稔種子／枝梗

Control 564.8 65.5 5.8 315.8 36.8 3.2 

± 91.4 ± 7.9 ± 0.4 ± 51.7 ± 6.2 ± 0.5 

TD2#2・2 579.3 80.9 6.5 265.8 37.2 3.1 

±44.3 土6.8 ± 0.3 ± 26.6 ±4.3 土0.5

TD2#4・2 724.3 67.0 5.3 436.3 40.5 3.2 
± 112.3 ± 4.2 ± 0.3 ± 62.8 土2.2 土0.3
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図3211-1 オーキシン処理による OsBRJJ遺伝子発現の一過的誘導
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Ml: ••••• a七七c七七acAGTCTCaggtcat••••• 
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OsARF1 - + + + + + + + + 
WT probe + + + + + + + + + 
WT comp.一一刈刈0x100 
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M2 comp.一一一一一一一刈Ox100 

．砂

図3211・2 OsBRJJプロモーターにはオーキシン応答配列がある
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OsARF24はOsBRil遺伝子の転写調節に関わっている図3211-3

た交配親である IRSにまで起源を遡ることがと言

うことは、これまでの育種過程でd2弱変異がNew

Plant Type型の多収性品種育成に利用されてきた

可能性が考えられた。さらに、図3211-5で示した

ように、オーキシン存在下でBRの濃度依存的な

BUlの発現誘導が100倍程度高まることが明らか

になった。この結果から、オーキシン処理がBR受

容体OsBRilの発現量を増やすことにより BR感受

性を高めている事が想定出来る。さらにこれらの結

果は、植物生長調節剤として BRを利用する上で有

効に利用できると考えられた。
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オ今後の課題

（ア）本年度の圃場栽培試験結果は猛暑の影響を

強く受けていると考えられる。引き続き d2変異の

弱アリルおよび形質転換イネについて検証する必要

がある。

（イ） d2遺伝子座に隣接して別の多収形質関連遺

伝子Gnlaが存在する。両者の関係について明らか

にする。

図3211-4 BUlはオーキシン処理によって一過的に

発現誘導される

現が低下していること（図3211-3）、オーキシン処

理によって BR応答性遺伝子BUlの発現が一過的

に上昇すること（図 3211-4）などを明らかにした。

オーキシン存在下ではBRの濃度依存的な BUl

の発現誘導が100倍程度高まることが明らかになっ

た（図3211-5）。

力要約

イネの草型を制御する因子として、ブラシノステ

ロイドに着目して研究を行った。内生ブラシノステ

ロイド含量を人為的に制御するために、ブラシノス

テロイド不活性化に関与すると考えられた C-26水

酸化酵素に着目し、過剰発現イネを作出したところ、

実際にイネ内でブラシノステロイド含量を低下され

ることを示した。さらに、酵素学的特性について解
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New Plant Type型の多収品種は 20世紀後半に

IRRIが展開した多収育種の結果開発された小分葉

多粒穂を持つイネを中心とした試みである。今回明

らかとなった d2弱変異体（V725M）がハパタキ、

タカナリ、ホシアオパ、クサホナミなどの多収品種

に共通して維持されており、それらの品種に共通し
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図3211・5 オーキシン処理はBR応答性を高める

析し、シロイヌナズナやトマトのそれとは異なる形

質を有することを明らかにした。さらに、ブラシノ

ステロイド非感受性変異体の原因遺伝子としてユピ

キチンE3リガーゼを単離しその機能解析を行った。

これらの結果は、イネの草型改良に向けての分子的

基盤を提供しうる。

キ引用文献

1) Tomoaki Sakamoto and Makoto Matsuoka 

(2008). Identifying and exploiting grain yield 

genes in rice, Current Opinion in Plant Biology. 

11 (2) : 209-214. 

研究担当者（坂本知昭つ

2 酸化還元ストレス、カドミウム、栄養不足等

の環境ストレス耐性に係わる主要な質的形質

遺伝子に関する研究

( 1 ) 放射性核種を用いたカドミウム及びミ

ネラル養分のイメージング・トレーサー解析

(IPG0009) 

ア研究目的

放射性核種を用いたカドミウム（Cd）やミネラ

ル養分（マグネシウム）のイメージング・トレーサー

解析技術を開発し、 Cd動態を把握することにより

有用な表現型を探索することを目的とした。Cdイ

メージングについては、個体レベルから組織レベル

に至る広範囲の対象において解析できるための技術

開発を目的とした。

イ研究方法

（ア）カドミウムー109によるトレーサ一実馬食とイ

メージング

イネにおいてカドミウム動態を広範囲な対象にお

いて解析した。すなわち、生産上重要な穂を含めた

地上部全体から玄米内分布および節における導管・

師管付近に至る微細空間に至る範囲まで解析した。

（図3221-1)

a 地上部全体のカドミウムトレーサーイメージ

ング

経根でCd-109を72h吸収させたイネにおいて、

イメージング・プレートでCd-109を検：出した後、

Cd-109強度をヒートマップ図で表した画像を、光

学スキャナー図と重ね合わせた。また、葉身におい

て約25μmの凍結切片を作成後、イメージング・プ

レートでCd-109を検：出した。

b 各器官におけるカドミウムトレーサーイメー

ジング

(a) 凍結切片法とイメージング・プレートを用

いたカドミウム分布の可視化

切片画像の検出効率および高解像度のための条件

を、シミュレーションを用いて＋食言すした。Cd-109

が発する放射線の強度や量を調べ、それらの透過力

や相互作用のパラメーターを基にモンテカルロシ

ミュレーション計算コードEGS5にて検出の検証を

行った。次に、最適と思われる条件を選択して実

際の Cdイメージングを行った。自然光バイオトロ

ンで生育させたイネについて、 Cd-109を24時間吸

収させたのち、サンプリングを行い、凍結切片を作

成した。凍結切片はあらかじめ冷した BAS-TRに

コンタクトさせ、パックグラウンド低減のための

lmm鉛で、覆って－80℃で5日間感光させた。感光さ

れた BAS-TRは、 FLA-5000でlOμmをlドットと

して読み取りを行った。
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図3221-1 本研究で取り扱った Cd109イメージング

(b) 地上部におけるカドミウム分配解析

①根から吸収された Cdの移行を調べるため、

日本晴（第6本葉抽出時期）の幼植物に Cd-109を

15分間吸収させ、 直後、 1時間後、 3時間後に葉位

ごと葉身（Blade）、葉鞘（Sheath）に分けて移行量

を求めた。

② Cd＋等の溶質を分配していると考えられる茎

部について、切片を作成しイメージングを行った。

(c) CT像の構築

播種後約 1.5か月に最初の開花を確認し、 5、10、

15、20日目に lMBqのCd-109を水耕液に添加し

24時間吸収させた。その後開花後26日目に達した

玄米をサンプリングした。尚、この時既に登熟して

いた。サンプリングした玄米は凍結させ、 5μmの

切片を lOOμmごとに川本法で取得し、イメージン

グ・プレート（TR）にコンタクトさせた。5日後

にFLA-5000で画像化した。背腹軸、左右軸、上下

軸の3軸それぞれに直交する面を観察可能なよう

に、 3粒の玄米を同時に包埋・切片採取・撮像した。

得られた連続切片の画像は、 ImageJで3D構築を
行った。

c 各組織レベルの解像度を目指したミクロオー

トラジオグラフィーの植物組織内溶質解析への応用

Cdが水溶性画分にも存在している状況で可視

化するために、全ての行程は凍結環境下で実施し

た。すなわち、凍結切片を作成し、前適用法（分離

法）において、 Cd-109の検出を実施した。撮像し

た試料植物組織は、 Cd-109添加水耕液を吸収させ

たイネ（日本晴）の止め葉節とした。原子核乳剤に

は、日fordnuclear research emulsion K5 (Harman 

technology）を用いた。感光時間である 10～ 20日

聞の後、現像した。現像液として D-19(Kodak) ( 40g/ 

L）、停止液としてイオン交換水、定着液としてチ

オ硫酸ナトリウム溶液（300g/L)を用いた。現像・

停止 ・定着処理時間はそれぞれ3・1. 4分とした。

（イ）マグネシウム 28の製造・精製とトレー

サ一実験

マグネシウムの放射性同位体である Mg-28は半

減期が約21時間と大変短いため、市販されておら

ず、自ら製造し直ちに実験に供する必要がある。そ

こで、本課題では、 Mg-28を製造・精製の後、イネ

のMg欠乏実験に供した。

a マグネシウム－28の製造・精製

純アルミニウム箔（99.999%、ニラコ：厚さ 0.1

mm、直径 10mm) 20枚に対して、 AVFサイクロ

トロン（CYRIC、東北大学）で発生させた 50MeV 

アルファ一線ビーム（約3μA）を約6時間照射し、

幻Al（α，3p) 28Mgの核反応で Mg-28を製造した。

塩酸で溶解後、 Sep-PakPlus tC18カートリッジ

(Waters）を通した後シュウ酸を添加し、陽イオン

交換樹脂AG50W-X4(H＋・ 100-200mesh）を通す

ことでアルミニウムやナトリウムを除去した。最後

に、塩酸でMg-28を溶出した。蒸発乾固を 2回繰

り返して純水に溶解して Mg-28溶液とした。

b マグネシウム－ 28を用いたイネにおける

Mg欠乏応答試験

播種後2週間のイネをマグネシウムを含まない水

耕液に移植した8日後において、 Mg-28( 400 kBq/ 

L）を供与し、30分後の Mg-28分布をイメージング・

プレートによるオートラジオグラフィで検：出した。

ウ研究結果

（ア）カドミウム ー109によるトレーサ一実験とイ

メージング

イメージング・プレートで、出穂したイネ全体の

Cdイメージングを日本晴で、行った。その結果、節

において強いシグナルが確認できた（図 3221-2）。

尚、解像度を調べるために葉鞘を拡大して調べたと

ころ、葉脈を確認できる程度の解像度であった。

続いてより詳細を観察するため、イメージング・

プレートに接する部位の平滑化等の目的で凍結切片

を作成し、 EGS5によるシミュレーションの＋食討結

果を基にイネ切片を lOμmで作成してイメージング

を行った（図 3221-3）。その結果、成熟初期の玄米
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縦断面において、 Cd-109の分布を明確に示すこと

ができた。また、節の横断面においては、維管束へ

のCd-109の集積を、不伸長節聞の縦断面図では、

節や維管束への Cd-109の集積を検出することがで

きた。

Cdについて実施したところ、吸収直後は、 下位

葉が最も多く新しい葉には少ないことが示された

（図3221-4）。その後1時間、 3時間と時間が進むに

従い、 最新葉に多く移行していた 1）。

仮に Cdが最新葉に茎から直接移行しているとす

ると、吸収直後の時点で葉の根元で検出されるはず

である。そこで、葉の根元および茎部の切片を作成

してイメージングを行った。その結果、 Cdは中心

の最新葉と茎の接続部位に多く分布しており、成熟

葉の維管束部にも分布していた（図3221-5)1)。

凍結切片法を用いて、玄米中のカドミウム分布を

様々な角度から観察できるよう、 CT像の構築を目

指した。玄米はサンプリング後直ちに凍結させ、凍

結状態のまま連続切片を作成し、 トリチウム専用の

イメージング－プレートである TR型を利用して可

視化した。その概要を図3221-6に示す。この技術

を用いて様々な時期に Cd-109をパルス投与したイ

ネを用いて、玄米中のCd-109分布の3D化（CT像）

図3221・2 開花後約2週間のイネにおける 109Cd分
布。経根で、109Cdを72時間吸収させた。イ

メージング・プレートで109Cdを検：出した
後、 109Cd強度をヒートマップ図で表した画

像を、光学スキャナー図と重ね合わせた

を行ったところ、登熟していない種子ではCdが種

子全体に広がるのに対し、登熟した種子では、周囲

の組織の留まっていることがわかった（図3221-7）。

さらに、より詳細な Cd分布を知るために、ミク

ロオートラジオグラフィ一法の植物への適用を試み

た。Cdは水溶性画分にも存在している可能性が高

いため、感光操作が終了するまで水溶性物質が移動・

拡散しない手法であることが求められた。そこで、

凍結切片試料に適用可能である技術開発を実施し

た。条件検討の結果、 3つのプロト コル （図3221-

8）まで候補を絞り、実際の植物試料を用いて試験を

実施した。尚、乳剤薄膜と切片の関係から「分離法」

「非分離法」と呼称する。さらに、分離法については、

原子核乳剤薄膜の形成手法として、デイッピング法

とワイヤーループ法（図3221-9）の検討を、また、

スライドグラスの表面処理として、剥離防止シラン

コート処理を試行した。その結果、シランコート処

理済スライドグラスにワイヤーループ法で乳剤膜を

形成する方法が最も成績が良かった。つまり、現像

中にスライドグラスから乳剤膜が剥離してしまうこ

ともなく、膜厚にムラも少なかった。次に分離法の

結果を図3221-10に示す。試料は止め葉節の横断切

片で、比較のため光学像およびIP像を並べて示し

た。分離法ではIP像と比較して高精細な像が得ら

れており、今回の結果からは直径 lOOμm前後の維

管束における飾部と木部を識別できた。

（イ）マグネシウム 28の製造・精製とトレー

サ一実験

Mg-28は半減期約21時間と短いことから市販さ

れていない核種である。よって、植物でMg-28の

トレーサー実験をしたい場合は、その直前に自ら製

造する必要がある。今回実施した方法で製造 ・精製

した Mg-28は純度が高く、他の放射性物質は存在

しなかった（図3221-11)Z）、3）。直ちに東京大学へ

輸送し農学部で実験を実施した。

播種後2週間後のイネにおいて、 Mg欠乏処理を

行うと最初に第5葉（LS）でネクロシスが表れ、 8

日後のMg欠乏処理後に Mgを再投与しても数日後

にLSは枯死した 4）。この条件において、 Mg欠乏

処理後8日目のイネにおいて、 Mg-28を利用して移

行分布を観察したところ、 LSにおいて極端に Mg

移行量が少なかった（図3221-12)4l。
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工考察

（ア）カドミウムー109によるトレーサ一実験とイ

メージング

出穂したイネにおいて節に Cd-109の局在が見ら

れたこと（図3221-2）から、節がカドミウムの分

配に大きな役割を果たすことが示された。さらに、

凍結切片による詳細な可視化を節で実施したとこ

ろ、 Cdは中心の最新葉と茎の接続部位に多く分布

しており、成熟葉の維管束部にも分布していた（図

3221-5）。新しい葉でCdが比較的早い時間に検出さ

れること（図3221-4）を合わせて考えると、根から

吸収された Cdは茎部で最新葉へ移行することが示

された 1)。

本研究では、解像度を最大限高めるための検討を

重ねた。また、対象が溶質であることを考慮し、全

ての行程を凍結のまま進める方法にこだわった。そ

の結果、凍結切片を作成し、イメージング・プレー

トで検出する方法が確立された。この方法の最大の

利点は、 高い定量性である。切片にすることで、サ

ンプルの厚さが一定となり、イメージング・プレー

トへ密着させることができるようになった。この高

い定量性を応用することで、比較的簡易な画像デー

タ処理から、サンプルの立体視 （3D）やCT像を

構築するに至った。

物質動態を解析するにあたっては、長距離輸送の

要である導管や飾管といった組織が観察できるレベ

ルの解像度が求められることが多い。そこで、さ

らなる高解像度を目指しミクロオートラジオグラ

フィーを行った。ここでも、凍結下で全ての作業を

するべく検討した結果、節において維管束レベルを

分けられる程度の解像度で可視化が可能となった。

植物サンプルにおいて、凍結下で溶質の分布を詳細

図3221-3 節、玄米において作成した凍結切片を用いたCd-109の可視化。凍結切片をイメージング・プレー
トで検出した

Cd・15min(y-counter) Cd・lh(IP) Cd・3h(IP)

3.S 

~~IT 由血 ~~ rbt円圃1
1.S 

.. lade 

1トI・ E胃 冒E.Sheath 

o.s 

。1－.－.－，日，－.ー
L2 l3 l4 LS L6 LI L2 L3 l4 LS L6 ll L2 L3 l4 LS 

図3221-4 15分間カドミウム 109を経根吸収させた後の地上部分配
a：ガンマーカウンターで各葉を測定し相対計数値で表した

L6 

b, c：葉をイメージング・プレートで可視化した後、シグナル強度を相対値で表した
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図3221-5 茎の凍結切片のCd-109の可視化

切片一括画像
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図3221-6 連続凍結切片のオートラジオグラムに基づく 3次元画像構築の概略図

1oscdの添加時期が遅い条件

では、玄米中央部腹側寄りに

1oscdを含まない領域が生じ

ることが可視化された。
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Cdが入った時の
玄米の断面

登熟後
のCd分布
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図3221・7 カドミウム 109をパルス投与した玄米の登熟後のカドミウム 109分布
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1・スライドグラスを 2・裏面に付着した乳剤をふさ
乳卸jにディップする． 取り、立てた状態で箆燥．

40'・Cに保温した
原子被乳~J

-
1：ビニール彼複ワイヤーで作製したルー

プを乳剤容器にディ、yプし、ループ内に乳

膏jの薄践を形成する．

2：約1分程度で薄膜が生乾きになる
ので、スライドグラスに被せる．

3：舵燥させる．

2 

3 

し一一J
4o・c1こ保温した
原子綾乳剤

図3221-9 原子核乳剤薄膜の形成手法 （デイッピング法とワイヤーループ法）

a b c 

図3221・10 分離法で取得したミクロオートラジオグラフィー像の例。a：分離法による感光銀粒子像 （RI分

布像） b：同じ切片の光学像 c：同じ切片のイメージング・プレート像

にトレーサー解析できるこの手法は、多くのニーズ

に応えられる解像度を有する。

（イ）マグネシウム－28の製造・精製とトレー

サ一実験

マグネシウムの輸送機構を調べるにあたっては、

安定同位体が存在するものの、放射性同位体はその

半減期の短さから、実験に用いることが困難であっ

た。そこで、本研究では製造して実験に供する系を

確立した 3）。現況、世界中で Mg-28を製造・精製

してトレーサーとして利用しているのは、本研究グ

ループのみである。

マグネシウム欠乏症状として最初に現れる形質に

ついては既報があり、シロイヌナズナにおいては葉

に糖が蓄積することが初期症状であった。イネで調

べたところ、マグネシウム欠乏によりすべての葉が

枯れ始めるわけではなく、ある特定の葉から順番に

枯れることがわかった 4）。さらに Mg欠乏下の Mg

輸送を Mg-28で解析したところ、 Mg欠乏処理後8

日目の植物体において、特定の葉（L5）の Mg-28

移行量が激減していることがわかった。さらに解析
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図3221-12 マグネシウム欠乏イネにおけるマグネシ

ウム 28を経根吸収後の地上部分布

5 。

のガ図3221・11 精製したマグネシウム 28(Mg-28) 

ンマースペクトル

にて Cd-109のイメージング技術を開発した。その

結果、器官レベルの可視化においては CT像を得る

ことができるようになった。さらに高解像度での撮

像としてミクロオートラジオグラフイーが凍結切片

下で検討され、組織レベルでの可視化が可能となっ

た。

（イ）

サ一実験

半減期約 21時間のため市販されていないマグネ

シウム 28をイネにおいてトレーサ一実験をするた

めの実験系を確立した。この Mg-28をイネのマグ

ネシウム欠乏時の吸収実験に用いたところ、特定

の葉（L5）へMg-28が移行しないことがわかった。

この葉は、 Mg欠乏を続けると最初に枯れる葉で

あった。さらに解析を進めたところ、この葉のみ蒸

散速度が低下していたことから、イネにおいて Mg

欠乏時に葉が枯れる症状は、その葉の物質全体の輸

送が止まることが原因であることが示唆された。

マグネシウム－28の製造・精製とトレー

を進めたところ、 L5において欠乏6日目では光合

成活性に変化がないものの、蒸散速度はやや減少し

た。さらに8日目では、 L5の光合成活性がやや減

少し、蒸散速度は大きく減少した。これらのことか

ら、 Mg欠乏が生じる順として、葉の蒸散速度低下

による養分元素の供給不足がまずおこり、その後光

合成活性が減少することが分かつた 4)o Mg欠乏症

状や応答においては未知な部分が多いが、葉ごとに

明確に分けて試験できるイネで本実験を実施するこ

とは大きなメリットがある。

その他、 Mg-28が製造できたことにより、 pHに

よる Mg吸収への影響 5）、アルミニウムによる Mg

吸収への影響 6）、根の Mg吸収部位の解析 7）といっ

た解析が可能となった。今後も、多くのトレーサー

実験に用いられることが期待される。
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節での RIイメージングが高解像度で可能となっ

た。この技術を様々な元素・溶質の動態に適用して

いく努力が必要であろう。

（イ）マグネシウム 28の製造・精製とトレー

サ一実験

確立された実験系を、変異体解析等実際の実験に

適用していくことが必要である。

約

カドミウム ー109によるトレーサー実験とイ

イネの様々な組織、様々な大きさ、様々な解像度

つ山

力要

（ア）

メージング



広瀬農．小林奈通子．岩田錬．中西友子（2011).

2sMgの製造とイネにおける Mg吸収解析への利

用. RADIOISOTOPES 60 : 299-304. 

4) Kobayashi, N.I., Saito, T., Iwata, N., Ohmae, Y., 

Iwata, R., Tanoi, K., and Nakanishi, T.M. (2013). 

Leaf senescence in rice due to magnesium de-

ficiency mediated defect in transpiration rate 

before sugar accumulation and chlorosis. Physiol 

Plant. 148 : 490-501. 

5) Kobayashi, N.I., Iwata, N., Saito, T., Suzuki, 

H. Iwata R. Tanoi K. and Nakanishi T.M. 

(2013). Application of 28Mg for characterization 

of Mg uptake in rice seedling under different pH 

conditions. J Radioanal Nucl Ch. 296 : 531-534 . 

6）田野井慶太朗．小林奈通子．斉藤貴之．岩田直

子．大前芳美．広瀬農．岩田錬．中西友子（2011).

アルミニウム及び阻害剤で処理されたイネ根に

おける Mg吸収様式の 2sMgイメージング解析．

RADIOISOTOPES. 60 : 497-503. 

7) Kobayashi, N.I., Iwata, N., Saito, T., Suzuki, H., 

Iwata, R., Tanoi, K., and Nakanishi, T.M. (2013). 

Different magnesium uptake and transport ac-

tivity along the rice root axis revealed by 28Mg 

tracer experiments. Soil Sci Plant Nutr. 59 : 149-

155. 

研究担当者（田野井慶太朗ヘ中西友子、広瀬農、

小林奈通子）

(2) 種子の休眠性と乾燥耐性に関与する遺伝子の

単離と機能解析 (IPG0011)

ア研究目的

収穫期の穀類の種子が長雨にさらされたり、台風

によって倒伏、冠水したりすることが原因となり、

穂についたまま発芽してしまうことがあるD この現

象を穂発芽という。このように穂発芽した種子は、

発芽時に活性化する貯蔵タンパク質やデンプンを加

水分解する酵素により粒質が劣化し、商品価値が著

しく下がる。この経済的打撃は大きく、特に日本に

おけるコムギ栽培では収穫期と高温多雨の時期が重

なることもあり、年間 100億円もの被害があるとい

われている。コムギ栽培ほどではないものの、稲作

においても収穫期の台風による冠水は穂発芽を引き

起こすことから収穫期の懸念事項であり、その損害

は少なくない。穂発芽を回避するために、適切な休

眠性を作物に与えることが必要であるが、一方で深

すぎる休眠は均一な発芽が難しくなるため望ましく

ない。したがって、収穫時期には深い休眠を、播種

期には休眠が十分解除されることが理想的である。

このような背景のもと本研究では、遺伝子導入によ

り収穫期において適切な休眠性を人為的に付与する

ことにより穂発芽耐性を持つイネの作出することを

目的とした。また、マイクロアレイ解析によりこの

時期における種子の休眠・発芽メカニズ、ムについて

新たな知見を得ることも試みた。

イ研究方法

（ア）導入遺伝子コンストラクトの作製

コンストラクト作製には GATEWAY法を

用いた。すべてのエントリークローンは PCR

Directional TOPOクローニング（pENTR/

D-TOPO Cloning kits; Invitrogen）によって構築す

るため、フォワードプライマーの5’末端には CACC

を付加したプライマーを用いた。導入遺伝子を農業

生物資源研究所イネゲノムリソースセンターより

分与された導入遺伝子の cDNAクローンをテンプ

レートとした PCRにより増幅をした。クローニン

グしたエントリーベクター pENTR－“遺伝子名”を

LR反応により、プラスミドベクターに組み込んだ。

プラスミドベクターには、 pIG12lpEMGW dHAHis 

プラスミドベクター、 pIG12lpEMGWdeltatagプラ

スミドベクター、 pIG12lpCpeptGWdHAHisプラ

スミドベクター、 pIG12lpGrichGW dHAHisプラス

ミドベクターの4種類を使用した。このプラスミ

ドをそれぞれ、 pIG12lpEM“遺伝子名” dHAHis、

pIG12lpEM“遺伝子名” deltatag、pIG12lpCpept 

“遺伝子名” dHAHis、pIG12lpGrich“遺伝子名”

dHAHis、とした。これらを導入した形質転換植

物を pEm－“遺伝子名”、 pCpept－“遺伝子名”、

pGrich－“遺伝子名”と記した。

（イ）形質転換イネの作製

目的遺伝子を組み込んだ、バイナリーベクターを

用いて、エレクトロポレーション法によるアグロ

パクテリウム（EHAlOl）の形質転換を行った。イ

ネの腔由来のカルスを用いた形質転換は基本的に

Terada et al. l）の方法に従った。



（ウ）マイクロアレイデータの取得とトランスク

リプトーム解析

佐由来全 RNAを用い、農業生物資源研究所ゲノ

ムリソースセンターにてマイクロアレイハイブリダ

イゼーションおよびデータ取得を行った。マイクロ

アレイにはイネオリゴDNAマイクロアレイ 4X

44K RAP-DB (Agilent Technorogies, USA）を用い、

サンプルの標識は Cy3による l色ラベリング法を

用いた。データの標準化にはRパッケージ（http: 

I /www.r-project.org／）を用いた VSN法により行っ

た。データ解析には TIGRMe V (http : I /www. 

tm4.org/ mev ／）を用いた。

（エ）形質転換イネ種子の発芽特性の評価

出穂日に穂をマーキングし 6週間後に種子を収穫

した。この種子を2枚のろ紙を敷いたプラスチック

シャーレ上に置き、水を加えて 28℃明所にて吸水・

発芽処理を行い、 7日間にわたって 24時間おきに

発芽をカウントした。TO個体についた Tl種子で

行う実験を TO-Tl、Tl個体についた T2種子で行

う実験を Tl-T2と表記した。Tl-T2を用いた実験

では、兄弟個体2個体以上についてそれぞれ3反復

の発芽処理行い評価を行った。T2-T3およびT3-T4

を用いた実験では、兄弟4個体以上について l発芽

処理30粒以上で反復を行った。

ウ研究結果

（ア）遺伝子工学的手法による穂発芽性の操作

休眠や発芽抑制を正に制御する因子の発現増強コ

ンストラクト、あるいは発芽を正に制御する因子の

発現抑制コンストラクトをイネに形質転換し、イネ

の穂発芽性を遺伝子工学的に抑制することを試み

た。発現抑制には、簡便であることに加えて様々な

レベルの発現抑制が起こるアンチセンス法用いた。

導入する遺伝子は、文献情報や公開マイクロアレイ

デー夕、および独自に行ったマイクロアレイ解析に

基づき選択した。これらの遺伝子について、その機

能とともに表3222-1にまとめた。

a プロモーターの選択

イネ種子の穂発芽性が問題になる時期は種子成熟

後期、およびそれ以降水分が急速に失われていく時

期（ここでは完熟期と定義する）にあたる。完熟期

における遺伝子発現に関してはほとんど知見がない

ため、他の成長段階には影響を与えずに、穂、発芽特

性を操作しうるプロモーターとして、種子成熟後期

に種子粧で特異的かつ強力に発現する以下の3つプ

ロモーターを選択し、導入遺伝子の発現に用いた。

(a) OsEMプロモーター

OsEMはVPlとABAによって制御され、種子成

熟後期特異的に強い発現を示す。プロモーター：

GUSを導入した形質転換体においてその挙動が明

らかにされている（Hattoriet al. 2＞、Hattoriet al. 

3））。このプロモーターを以下pEmと表記した。

(b) Grichならびに Cpeptプロモーター

農業生物資源研究所によるマイクロアレイ公

表3222-1 作製した形質転換系統と評価

コンストラクト4 遺伝手~＂ 遺伝チ ID セE質なr i宣伝チ機能 州λ）j向 TO・Tl紡＊埼 Tl・Tl給月E* 
plGpEM・ZmVPI ZmVPI M曲214 Viviparous I 崎チriaaq)マスターレギュレークー Sense 。 。
plGpEM・AtABB A凶BB At3g24650 シロイヌナズナVPI 崎千成熟のマスターレギaレークー Sense 。 。
plGpE恥1・NCED9 NCED9 Os07g0154100 9・-CIS-C凹xycorotcnoid ABA生什成制静止； sen cc 。 。

d1oxv20nosc 
plGpEM・MYBSl(AS) 白MYBSI 。sUlg0524500 Myb u:mscripti。nfactor 0・amylase松平沼世i化 Anti・S<I時f 。 ＠ 
pl Gp EM・MYBS2(AS) C治MYBS2 Osl0g0562100 Myb uanscriptionfoctor o-amvla時転写話f.tiヒ Anti・senso 。 。
p!GpCpcpt-GA20ox I (AS) GA20oxl Os0lg08567帥 Gibbc問llin20 oxidasc I ジベレリン生合成制併説 Anu-sensc ョι
pIGpGrieh GA2白川（AS) GA20oxl 。s0lg08567曲 Gibbcrellin 20 o引dascI ジベレリン生合1占拠昨ぷ Anti-sense × 
p!GpCpept-K02(ASJ K02 Os師g05699帥 Ent·k•urene oxidm I ジベレリン生合成併説 Anti-sense × 
plGpGrieh K02(AS) K02 Os師g05699曲 Ent・burene oxidm I ジベレリン生合成鎚静丑； Anti-sense 。 。
pIGpCpcpt 0sAC07(AS) OsAC07 Os01g05805曲 ACCoxid>Se エチレン生合1＆榊指 Anti-sense C:. 
plGpGric.b OsAC07(AS) OsAC07 OsOI起0580500 ACCoxida田 エチレン止合成鍵榊ぷ Anti-sense × 
plGpCpcpt OSACS6(AS) OsACS6 。s05g01493曲 ACC oxid•sc エチレン生01直鍵蝉,t Anti-sense 色

plGp(jrich OSACS＜~AS) OsACS6 Os05g0149300 ACC。xidasc エチレン生合成制榊来 Anti-sense 。 × 
pIGpCpcpt OsDW午7(AS) OsD、VF7 OsOI起0134500 Dcha-7・stcrol-C5(6)-dc日tu回目 プラユ／ノステロイド生合成静止2 Anti-sense 。 t:;. 

plGpGrich OsDWF7(AS) OsD、WF7 OsO I g0134500 Delta-7・sterol-C5(6)-d四 tur.isc プラγノステロイ l"I“合成蝉＃ Anti-sense 。 。
plGpCpcpt・OsDWARF(AS) OsD、.VARF OsOlg肘023帥 Cytoch<Qmc P4SO 85A I プラγノステロイド生介成神井； Anti-sense 

plGpGrieh OsDWARF(AS) Os口、:VARF Os03g師023帥 Cytochrome P450 85A I プラγノステロイ ド’t作成騨＃ Anti-sense 。 C:. 
pIGpCp叩トOs口、，VARF4(AS) Os口、:VARF Os03g回277帥 。同hromcP450 908 プラyノステロイド生合f州制J Anti-sense 。 。
pIGpGrieh OsD、，VARF4(AS OsDWARF4 Os03忌02277伺 。t田 hromeP450 908 プラγノステロイド土合成僻＃ Anti-sense 。 。
plGpCpcpt-OsRR6(AS) OsRR6 Os04~師73300 A-type陀sponscrcgulotor サイトカイエンシグナル転写肉千 Anti-sense 

plGp(jrich OsRR6(AS) OsRR6 Os04g06733帥 A・typc response <egulator サイ 1・l）イニンシグサル伝達転写肉チ Anti・sc『ISe
plGpCpcpt-OsTAAl:l(AS) 仇TAAl・I Os0lg01698仰 trnnsfcr司SC オキシン＇1'1¥・r£僻Jl Anti-sense 。 。
plGpGrich OsTAA I: l(AS) OsTAAl:I Os0lg01698冊 tra『>Sferase オーキシンイl合成蝉＃ Anti-sense 。 × 
plGpCpcpt-OsTAA I :l(AS) OsTAAl;l OsO I g07 17700 aminasc domain p『otcin オーキシン生合成田与謝 Anti-sense × 
plGpGrich OsTAA I :l(AS) OsTAAl:l OsO I g0717700 olliinasc do1岡山protein オーキンンlj：合成静掛 Antトsense × 

pIGpCpcpt・YUCCA7(AS OsYUCCA7 Os04g0128900 FAD-dcpcndcnt monooxydasc オキyンlj：什r£蝉,ll Anti-sense 。 。
pIGpGrieh-YUCCA7(AS) OsYUCCA7 Os制g0128鎖国 FAD-dependent monooxydase オーキyン生合成紳指 Anti-sense 。 。

＊発芽抑制効果：強い （＠）、やや強い（0）、認められる（ム）、認められない（×）、評価出来ず（一）

-214-



開データ（RiceXpro;http : //ricexpro.dna.affrc. 

go.jp／）をもとに、種子成熟後期に種子佐で強力に

発現し、他の成長段階では殆ど発現しない遺伝子

をまず選び出した。さらに、吸水後もしばらく発

現が持続するプロモーターが穂発芽抑制にはより

適当であると考え、本研究で行ったマイクロアレ

イデータを用いてさらに絞り込んだ結果、これら

2つの遺伝子、Glycinerich proteinをコードする

Os02g0587000とCysteineendopeptidaseをコード

する Os0lg0907600を選んだ。ここれらのプロモー

ターをそれぞれ、 pGrich、pCpeptと表記した。こ

れらのプロモーターはホルモン合成系遺伝子の発現

抑制に主に用いた。

（イ）閉鎖系温室における形質転換体種子の発芽

特性の評価

16遺伝子26コンストラクト 227系統の形質転換

イネにおける種子の発芽特性の調査を行った。 TO

世代イネを閉鎖系温室で育成し、出穂後6週間の穂

から Tl種子を採取し、 7日間にわたって 24時間お

きに発芽をカウントした。得られる Tl種子の数は

限られていており、ある基準を設けて導入遺伝子の

有効性を判定することは困難であった。このため、

発芽抑制の傾向は状況に応じて判断し、次世代での

評価を行うべきコンストラクトおよび系統を選抜し

た（表3222-1）。TO-Tlのスクリーニングでは、 16

コンストラクト (12遺伝子）、 45系統について、発

芽抑制傾向が見られため、これらの系統を次世代で

評価した。Tl-T2世代の評価には複数の兄弟個体に

ついて3反復の評価を行った。その結果、 12個の

コンストラクト（10遺伝子）について、明確な発

芽抑制が確認できた（表3222-1）。

（ウ）隔離圃場で育成させた T2-T3およびT3-T4

世代での発芽特性の評価

2011年度には、Tl-T2種子で発芽抑制の効果が

高かった pEm-ABI3系統A3S001およびA3S002、

pEm-MYBSl (AS）系統MlAOOlおよびMlA002

を韓国晋州市の隔離閏場で育成させ評価した。その

結果どの系統についても、明確な発芽抑制が確認さ

れた（図 3222-1）。両導入遺伝子の効果は、閉鎖系

温室での評価よりもはるかに明確であった。ただ、

pEm 

うち効果が強かつた A3S002については、収量の低

下がみられた。収量低下は、有効分げつ数の減少に

よるもので、初期生育の問題であると考えられた。

その原因にはハイグロマイシン選抜後の移植におけ

る技術的な問題も含まれている可能性が考えられ

た。そこで、 2012年度には、 A3S-001およびMlA-

002のT3-T4世代、およびpEm-MYBSl(AS）の

別系統MlA-003T2-T3世代の圃場テストを行った。

この年は非形質転換体コントロール（日本晴）の休

眠の程度が前年より高く、導入遺伝子の見かけ上の

効果は前年に比べて弱かったが、十分な発芽抑制効

果が確認され、収量にも前年ほどの大きな影響は見

られなかった。したがって 2011年度にみられた収

量低下の大きな要因は移植の失敗にあったと思われ

る。

2012年度には、トウモロコシ ZmVPJ導入植

物（pEm-ZmVPl) 2系統（ZVS-001および ZVS-

002）、およびABA合成系遺伝子 OsNCED9導入植

物（pEmOsNCED9)2系統（N9S-001およびN9S-

002）の T2-T3世代の圃場テストも行い、いずれに

ついても明瞭な発芽抑制効果が観察された。

以上の結果から、pEm-ABI3、pEm-MYBSl(AS）、

pEm-ZmVPlおよびpEmOsNCED9は、実用的に

pEM-ABl3 

0.8 

4a 0.6 
一← 日本晴

0.8 

制＝包
－・－A3S-001

40 0.6 

Ill¥ 0.4 

総 0.2

漏

A3S-002 Ilk 0.4 

総 0.2

。
、ぜ。 可』圃圃圃圃圃圃圃， ‘ 

。
2吸3水後4日数5 

6 7 。

pEM-MYBS1 (AS) 

6 7 

図3222-1 隔離圃場で生育・収穫（出穂後6週間）したpEm-ABI3（左） およびpEM-MYBSl(AS) （右）形

質転換体の種子の発芽特性

それぞれ2系統についてその代表個体のデータを示した。

つム



も有望なコンストラクトと考えられた。

（エ）休眠程度の異なる種子の比較トランスク リ

プトーム解キ斤

種子の休眠性は品種などの遺伝的な差異、および

種子のステージや保存期間などの生理的要因によっ

て大きく異なる。そこで、このような遺伝的およ

び生理的要因によって休眠状態が異なる種子およ

びその吸水過程でのトランスクリプトーム比較を

行った。穂発芽性（開花後5週目における発芽プロ

ファイル）が異なる 5品種・系統［日本晴－SDR4K

(SDR5W）、日本晴（NPB5W）、キヌヒカリ（KIN5W）、

こがねもち（KOG5W）］に加え、開花後6週間

(NPB6W）および後熟6か月（NPB6-AR）の種子

について、吸水0、12および24時間の匹から RNA

を抽出しマイクロアレイデータを得た。易発芽性の

）｜慎序は NPB-AR> KOG5W > NPB6W > KIN5W 
> NPB5W > SDR5Wであった。日本晴だけでみ
ると NPB-ARとNPB6Wでは50%発芽に至る時間

は12時間以上、 NPB6WとNPB5Wでは72時間以

SDR4 5 wk 

上（発芽開始のタイミングでは24時間）異なって

いた。

(a) 吸水に応答する遺伝子の多くは休眠程度に

関わらず共通して発現を変動する

いずれかの種子サンプルで吸水24時間以内に 10

倍以上の顕著な発現誘導を受ける遺伝子は約 1,800

あったが、これらのほとんどが品種・系統聞のみな

らず、同一品種内の異なる休眠状態における比較に

おいても易発芽性とは無関係に、吸水によって同じ

ように顕著な誘導を受け、易発芽性と相関する遺伝

子の数は少数であった （図3222-2）。このことは、

吸水24時間までで、発芽の実行に関わっていると

考えられる遺伝子の数は決して多くないことを示唆

している。

(b) イネ種子匪は吸水によって嫌気的な応答を

示す

開花後5週間の日本晴で吸水後24時間の間で誘

導レベル高い順に並べたリストを概観したところ、

嫌気的エネルギ一代謝、アルコール発酵に関わる、

Kin 5 wk Nip 6 wk Iくog6 wk Nip AR 
0 h 12 h 24 h 0 h 12 h 24 h 0 h 12 h 24 h 0 h 12 h 24 h 

図3222-2 発芽速度の異なる種子の吸水発芽初期（0,12, 24 h）における遺伝子応答

いずれかの種子サンプルで吸水24時間以内に 10倍以上の顕著な発現誘導を受ける遺伝をマイクロ
アレイデータより抽出し、クラスター解析を行った。 日本晴－SDR4NIL(SDR5W）、日本晴（NPB5W）、
キヌヒカリ （KIN5W）、こがねもち （KOG5W）、開花後6週間 （NPB6W）および後熟6か月 （NPB-AR)
の易発芽性は、 NPB-AR> KOG5W > NPB6W > KIN5W > NPB5W > SDR5W。
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pyruvate decarboxylase遺伝子PDCJ(Os05g0469600) 

が3000倍以上の誘導をうけ4位に位置づけられて

いた。そこで、嫌気的条件で誘導される遺伝子が吸

水によっても誘導されている可能性を疑った。実

際、このリストのトップ30に入る遺伝子（プロー

ブ）を好気的および嫌気的条件で生育させたイネ芽

生え子葉鞘を比較した公開マイクロアレイデータに

照らし合わせてみると、これらはほぼ全て嫌気条

件に応答して活性化される遺伝子であることが明

らかとなった。また、 PDCJの発現が吸水に応答し

て著しく上昇していたことから、同酵素の次のス

テップの酵素すなわち、 alcoholdehydrogenase遺伝

子、およびピルビン酸の生産に至る解糖系酵素遺伝

子を抽出し、発現挙動を調べた。その結果、開花後

5週間の日本晴のみならずすべての種子サンプルの

吸水において、 αlcoholdehydrogenase遺伝子ADH2

( Osllg0210500）の他、解糖系のいくつかのステッ

プを担う遺伝子が高いレベルの誘導を受けているこ

と、および他の解糖系のステップの遺伝子や嫌気的

Nip 6wk (0 h) I Nip 5 wk (0 h) >3 (60 genes) 

エネルギー代謝を担う遺伝子も穏やかな誘導を受け

ていることがわかったO これらの結果から、休眠の

程度に関わらず、イネ種子は吸水に応答して嫌気応

答シグナル経路を活性化していることが示唆され

た。

(c) 吸水前の α－amylase遺伝子発現と発芽し易

さは関連する

NPB6WとNPB5Wではその発芽開始までにかか

る時聞が大きく 異なることから、両者の吸水0時間

の種子において発現が顕著に異なる遺伝子に着目し

た。NPB6WのNPB5Wに対する発現比が3倍以上

の遺伝子を抽出したところ 60遺伝子のみであった。

これらを階層クラスタリングで分類したところ、 7

つの種子サンプル間でその発現レベルと易発芽性の

関連が予想される遺伝子はわずかであり、その中に

は2つの α－amylase遺伝子族メンバ－ RamyA3およ

びRamy3Dが含まれていた（図3222-3）。このよう

な易発芽性と 2つの α－amylase遺伝子の発現レベル

との相関は、日本晴より休眠性の高いコシヒカリ

-3.。 。．。
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や休眠が増加した pEm-ABI3およびpEm-MYBSl

(AS）トランスジ、エニック系統を含めた独立サンプ

ルによる定量PCR解析によっても確認された。こ

れらの結果から、吸水前における α－amylase遺伝子

の発現レベルが種子の発芽性にとって重要な制限要

因になっていることが強く示唆された。

工考察

（ア）遺伝工学的手法によるイネの穂発芽性の制

御

本研究では、丈献情報や公開および独自のマク

ロアレイデータをもとに、その種子での発現を増

強あるいは抑制することによりイネの穂発芽を抑

制しうる可能性のある遺伝子選抜し、形質転換に

より評価した。その結果有効な遺伝子がいくつか

同定された。その中でもかαmylase遺伝子の活性化

転写因子MYBSlの発現抑制体、種子成熟マスター

レギュレーター VP1/ABI3およびABA合成系酵

素NCED9の発現増強体については、 T2-T3および

T3-T4世代を用いた圃場テストにおいてもその有効

性が実証され、応用可能なコンストラクトであるこ

とがわかった。 2011年度に行った MYBSlの発現

抑制体およびABI3発現増強体の圃場テストでは、

閉鎖系温室における評価よりも格段に強い穂発芽抑

制効果がみられた点は注目に値する。種子形成・成

熟過程における環境の休眠に対する影響は古くから

知られているが、このような形質に関する組換え体

については野外環境における早い段階での評価が重

要であることが改めて認識された。

（イ）イネ種子の休眠・発芽制御における

α－amylase遺伝子の役割

トランスクリプトーム解析およびMYBSlの発

現抑制体の解析からは、収穫期の休眠・発芽性に

おける α－amylase遺伝子の重要性がクローズアッ

プされた。この α－amylase遺伝子の役割は、発芽

時にジベレリン誘導を受け実生の生育を支えるα

-amylaseの従来から知られている働きとは全く異

なるものである。 MYBSlは、 DNA結合ドメイン

をl箇所のみ持つ MYB型タンパク質で、糟によ

りフィードパック抑制を受ける α－amylase遺伝子で

ある RAmy3DやRAmy3Eのプロモーター配列に存

在する Sugarresponse complexes (SRCs）に結合

するタンパク質として酵母one-hybrid法により単

離された転写因子である（Luet alア）。 SRCsには

GC box、Gbox、TAboxの3つのモチーフが含ま

れているが、 MYBSlはこのうち、 TAboxに結合

する。また、 TAboxはジベレリン（GA）誘導性

のα－amylase遺伝子プロモーター中の GAresponse 

complex (GARC）にも含まれる。トランジエント

発現実験において MYBSlは、 SRCやGARCをも

っプロモーターからの転写を TAboxを介して活性

化することから、複数のα－amylase遺伝子の転写活

性化因子として働くと考えられている（Huanget 

al. sl、Chenet al. 6））。ただし、植物体での過剰発現

や発現抑制、あるいは機能喪失変異による機能解析

は行われていなかった。本研究における MYBSlの

発現抑制は当初、吸水発芽時に働く α－amylaseの発

現抑制を期待したものであったが、トランスクリプ

トーム解析から、吸水前のRAmy3Aおよび、RAmy3D

の発現レベルが発芽ポテンシャルとよく相関する

こと、また、これら遺伝子の発現レベルがpEm-

MYBSl (AS）の吸水前種子において顕著に抑制さ

れていたことから、種子成熟および完熟過程におけ

るこれら α－amylase遺伝子の発現低下が発芽性の抑

制に寄与した可能性が高い。このことは、発芽ポテ

ンシャルの高低に関わらず、吸水過程において速や

かに嫌気的代謝経路の遺伝子が活性化されること関

係するのではないかと推察される。

イネ種子の吸水前の伍のミトコンドリアはクリス

テが発達しておらずその呼吸は低いと考えられて

いる。吸水に伴いミトコンドリアが十分発達する

には、 12から 24時間かかる（Howellet al. 7l）。一

方、呼吸による酸素消費は吸水直後一旦急速に増

大するが、その後は 48時間にわたって漸増してい

く。したがって、吸水からしばらくの聞は呼吸によ

るエネルギ一生産能は低い可能性があり、吸水初期

においてはエネルギ一生産を発酵に依存して行って

いる可能性が考えられる。 Yuら8）は、吸水O～12

時間の聞に圧のデンプン分解が進むにもかかわらず

グルコース量が1/3以下になることを示している。

このような点を考慮すると、初期のエネルギ一生産

のためにアルコール発酵遺伝子が迅速に誘導される

と考えることは妥当であろう。 Yuet al.8）の報告で

は、吸水 12時間以内に伍の中のデンプンも 1/3以

下に減少する。これは、 12時間以前に存在している

α・アミラーゼによる分解であることを意味してい



る。後熟した日本晴や開花後5週間のこがねもちの

種子など休眠の浅い種子では、成熟期・完熟期ある

いは後熟期間にRAmy3DやRAmy3Aコードされるαー

アミラーゼが働き、グルコースを他より高いレベル

で蓄積することにより、より迅速な発芽が可能な状

態になっているのではないかと推察される。すなわ

ち、 MYBSIのアンチセンス発現抑制によって発芽

が抑制されたのは、成熟・完熟期における発現抑制

によるものと推察される。

オ今後の課題

本研究では、遺伝子工学的手法によりイネの収穫

期における発芽特性を操作することにより、圃場レ

ベルで穂発芽耐性を付与することができることを明

らかにした。しかし、形質転換体系統によっては収

量低下の兆候がみられるものもあった。種子成熟期

に特異性の高いプロモーターを用いたが、植物体生

育への影響が若干ある可能性は残った。したがって、

さらに特異性の高いプロモーターを探索するなり、

デザインすることが重要であろう。本研究の成果を

コムギ等、穂発芽がより深刻な穀類へと応用してい

くことが今後の課題である。

力要約

コムギをはじめ、穀類の穂発芽被害は甚大であ

る。本研究は、遺伝子工学的手法により穀類に穂発

芽耐性を付与することを目的とし、イネを用いて

利用可能な遺伝子の探索を行った。プロモーター

には種子成熟過程特異的な Osemプロモーター（既

知）を主に用いた。これに加え、公開マイクロア

レイデータをもとに新たに選択した CEPTIおよび

Grich Iプロモーターも用い、遺伝子の性質により

センスあるいはアンチセンス過剰発現コンストラク

トを作成した。文献情報および独自のマイクロアレ

イ解析より選択した 16遺伝子26コンストラクトに

ついて合計227系統のトランジ、ェニックイネを作成

し、 TO-TlおよびTl-T2世代でその出穂後6週の

種子の発芽性を評価した。その結果、 Tl-T2での

評価で12個のコンストラクト（10遺伝子）につい

て発芽抑制が確認できた。そのうち、センス発現の

NCED9 (N9S ; ABA合成系遺伝子）、 ABI3(A3S; 

シロイヌナズナ種子成熟マスターレギュレーター）、

ZmVPI (ZVS；トウモロコシ成熟マスターレギユ

レーター）、アンチセンス発現の MYBSI(MlA; 

α！amylase 遺伝子のポジテイブレギュレーター）、

OsDWARF4 （ブラシノステロイド合成系遺伝子）、

OsYUCCA7 （オーキシン合成系遺伝子）が安定して

有効であった。これらのうち、 A3S2系統、 MlA3

系統、 N9S2系統およびZVS2系統は、その T2-T3

世代について韓国隔離圃場での屋外栽培も行い、閉

鎖系温室での試験に比べてさらに良好な発芽抑制効

果を確認した。また、 A3SおよびMlAそれぞれl

系統については、次世代（T3-T4）世代でも圃場テ

ストを行い良好な結果を得た。

これらのトランスジ、ェニックイネの評価と平行し

て、様々な遺伝的背景（品種ならびにトランスジー

ン）や生理条件（屋外・閉鎖系温室、開花後日数、

あるいは年の違い）により発芽特性が違う種子サン

プルを用いたトランスクリプトーム比較を行った。

この解析により次のことを明らかにした。（i）通常

の日本の品種で見るかぎり、吸水初期における遺伝

子発現変動は、発芽開始の時期とは無関係に、同

じタイミングでほとんど同じ遺伝子セットについ

て起こること、 (ii）これらの中で最も変動が多い

グループには解糖系遺伝子群が含まれていること、

(iii）吸水時に誘導を受けかつ発芽のタイミングと

相関がある遺伝子は多くなく、そこにはGAおよ

びBR合成系遺伝子が含まれていること、 (iv）発

芽性と吸水前種子での発現が相関する遺伝子も多く

はなく、そこにはα芽αmylase遺伝子 （Ramy3Dお

よびRamy3A）が含まれていること、（v）このαの

amylase遺伝子発現と発芽性とが相関相関するとい

う結果は、そのポジテイブレギュレータ MYBSJの

アンチセンス発現による発芽抑制効果の結果とも合

致すること、などである。吸水前のαアαmylase遺

伝子発現と発芽性の相関、ならびに吸水初期におけ

る解糖系遺伝子の誘導から、発芽初期のエネルギー

供給は、すでに蓄積している遊離糖に依存し、その

蓄積レベルが発芽開始の早遅に強く影響する可能性

が考えられた。
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(3) イネの細胞死関連遺伝子の単離と機能解析

(IPG0013) 

ア研究目的

植物は水、栄養、光、塩、感染、傷害など様々な

ストレスに対し、細胞内の酸化還元状態を保持する

機構で対処しながら生育する。酸化還元状態の不均

衡すなわち酸化ストレスが続くと細抱は生理活性を

失い、生育不良ひいては枯死に至る。一方で、この

保持機構の自発的崩壊であるプログラム細胞死は病

害抵抗性反応や導管、通気組織等の形態形成におい

ては必須の生体反応である。このように植物の細胞

死は二面性を持つため、その主要因となる活性酸

素／窒素種（ROS）の作用機構を明らかにし、生死

を適正に制御することが収量増加に貢献する複合ス

トレス耐性イネを分子育種する上で重要であるが、

ROSの作用機構や細胞死制御に関する知見は極め

て少ないのが現状である。そこで本研究では、主に

イネの根形成における ROSの作用機構と細胞死制

御機構を明らかにし、細胞の生死をコントロールす

る方法を見いだすことを目的とした。

イ研究方法

（ア）根形成における硝酸態窒素と細胞死誘導の

関係

イネの EL5遺伝子は、 RING-H2フインガードメ

イン（RFD）を含む膜局在性のユピキチンリガーゼ

(E3）をコードしている。 RFD内のアミノ酸置換

によって E3活性を低下させた各種EL5を発現する

各種優性阻害変異イネのうち、 EL5Wl65A遺伝子

(E3活性欠損型）を発現するイネ（mEL5-3）は冠

根原基が壊死するために無根になるが、 EL5Vl62A

遺伝子（E3活性低下型）を発現するイネ（mEL5-5)

は硝酸態窒素やカルシウムイオンを含まない培地で

は発根することがわかっていた。そこで、硝酸態窒

素非含有水耕液で冠根を伸長させた mEL5-5を亜硝

酸で処理することによって側根原基の細胞死を一斉

に誘導する系を確立し、非形質転換体（NT；品種：

日本晴）と mEL5-5間で、硝酸態窒素を与える前

後の根における i）形態、 ii）細胞死誘導部位、 iii)

ROS生成量と生成部位を比較解析した。また、 NO

消去剤PTIOや硝酸還元酵素阻害剤であるタングス

テン酸ナトリウムなどの影響を解析した。

（イ）イネ細胞内でEL5と相互作用するタンパク

質の探索

mEL5-3カルスとベクターコントロールカルスを

NO発生剤（SodiumNitroprusside : SNP）で24時

間処理すると、 mEL5・3カルスではコントロール

カルスよりも細胞死が有意に誘導される。そこで、

Flag-tagイ寸きの mEL5・3を発現させたイネ培養細胞

(mEL5・3CFlag）を SNP処理してからミクロソー

ム画分を調製し、 1% TritonX-100で可溶化後、抗
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Flag抗体ーアガロースを用いて免疫沈降させた。免

疫沈降によって得られたサンプルを Trypsinで消

化した後、質量分析装置（MALDI-TOF/TOF）に

より peptideの質量を同定し、 MASCOTによりタ

ンパク質の同定を行った。次に、同定されたタンパ

ク質の抗体を用いて、免疫共沈物のウエスタン分析

を行い、 ELSとの相互作用を確認した。

（ウ）活性窒素で修飾されるイネ培養細胞タンパ

ク質の検出

NOは主にシステイン残基のチオール基に結合

し、 S－ニトロソチオールを形成することが知られ

ている。最近、このタンパク質のSNO化を介して

活性窒素シグナルが伝達されることが明らかになっ

てきた。そこで、このタンパク質のSNOイむをイネ

で検出する方法を検討した。すなわち、 SNPで処

理したmEL5-3カルスとベクターコントロールカル

スの可溶性画分に対し、 Biotinswitch法を試みた。

ウ研究結果

（ア）根形成における硝酸態窒素と細胞死誘導の

関係

a mEL5-5の窒素欠乏時の表現型

~f乳および根を取り除いた播種後 7 日目の NT

シュー トを窒素源非合有水耕液（3%スクロース含

有）で 1週間培養しても側根はほとんど発達しない

（冠根 lcm当たりの側根数は、 3.95± 0.33本／cm）。

一方、 MS培地で継代培養している無根の mEL5-5

シュートを窒素源非含有水耕液（3%スクロース含

有）で培養すると、 NTと同程度の長さの冠根が

伸長し、さらに、 NTの約4倍の側根原基が分化し

(16.35 ± 1.11本／cm）、伸長することが明らかに

6 
冠根長（cm) 25 側根数（本／cm)

‘’＊  

5 20 

4 
15 

3 

10 
2 

1 5 

。 。
NT mELS-5 NT mELS・5

なった（図 3223-1）。窒素存在下では mEL5-5の側

根は褐変化したが、 NTの側根は伸長した。

b mEL5-5の亜硝酸処理時の表現型

mEL5-5は、窒素源含有培地では発根直後の冠根

端の壊死によって根が伸長しないことがわかってい

たが、それを直接観察することは困難であった。そ

こで、側根形成部における細胞死を直接観察でき

る系（窒素源非合有培地（3%スクロース含有）で

4日開発根させた後、最終濃度 lmMの亜硝酸で24

時間処理）を確立し、褐変化する部位を解析した。

その結果、褐変化細胞は側根そのものだけではなく、

側根形成部に隣接した冠根の皮層細胞であることが

わかった。さらに、 PI染色や DAPI染色によって

褐変化細胞が壊死していることを確認した。

c 亜硝酸処理による ROS生成と細胞死

DAF2蛍光法によって lmM亜硝酸、 24時間処

理前後の NO産生量を測定したところ、根におけ

るNO量は亜硝酸処理によって増加したが、 NTと

mEL5-5との間で有意な差は認められなかった。ま

た、 DAF2蛍光局在は褐変化細胞と同じ位置であっ

たが、この局在性にも NTとmEL5-5問で差が見ら

れなかった。しかし、 PTIOやタングステン酸ナト

リウム添加により NO量を減少させたところ、亜硝

酸で誘導される mEL5-5の褐変化が抑制された。一

方、 NBT染色法でスーパーオキシドの局在を調べ

た結果、 NT、mEL5-5いずれにおいても亜硝酸で

スーパーオキシドの蓄積が増加したが、 mEL5-5で

より顕著に増加することがわかった。また、 DPI同

時処理によってスーパーオキシド生成を阻害した結

果、亜硝酸で誘導される mEL5-5の褐変化が抑制さ

れた。

NT m EL5-5 

図3223・1 窒素非合有水耕液栽培で形成された最長冠根の平均長、側根形成数、および根の様子
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（イ）イネ細胞内でEL5と相互作用するタンパク

質の探索と同定

mEL5-3CFlagカルスからミクロソーム画分を調

製し、 mEL5-3タンパク質を可溶化した後、 BN-

PAGEを行い、抗FLAG抗体でウエスタン分析し

た。その結果、約250kDaの位置にバンドが検出さ

れた。抗FLAG抗体を用いて mEL5-3を免疫沈降

した後BN-PAGEした実験でも同様の結果が得ら

れ、 SNP処理の有無でそのパターンは変化しなかっ

た。 SDS-PAGEではEL5-3は約45kDaのところに

検出された。また、 BN-PAGEでは、抗FLAG抗

体に反応するシグナルがスメア状に検出された。さ

らに、 mEL5-3と共沈降してくるサンプルを銀染色

すると、 mEL5-3CFlag発現カルス特異的なバンド

が検出され、これを二次元電気泳動したところ、塩

基性側に複数のスポットが確認された。

mEL5-3CFlagカルスの膜画分について抗FLAG

抗体を用いて免疫沈降を行った後、得られたサンプ

ルを SDS-PAGEし、コントロールカルス由来のノf

ンドと比較して mEL5-3CFlagに特異的に見られる

バンド（lOOkDa,60kDa, 40kDaH, 40kDaL）を切り

出し、質量分析を行った。その結果、糖代謝酵素群、

タンパク質翻訳関連酵素群、アクチンなどが同定さ

れた。同定されたタンパク質のうち入手可能な抗体

（抗ADH,PDC, GAPDH）を用いて、免疫沈降サン

プルについてウエスタン分析を行った。その結果、

ADHとPDCはコントロールと mEL5-3CFlagカル

ス双方から同程度に検出された。

（ウ）活性窒素で修飾されるイネ培養細胞タンパ

ク質の検出法の確立

S－ニトロソチオール形成は可逆的で、還元剤処

理によってフリーのチオール基が生じる。 Biotin

switch法は、これをマレイミド－biotinにより標識

後、 avi din結合試薬により検出する方法であるが、

還元剤処理の条件によってはジスルフィド結合も切

断されてフリーのチオール基が生じてしまうため、

還元剤の最適濃度の検討が必要であった。これまで

に、アスコルビン酸処理でイネ培養細胞から biotin

標識されたタンパク質を濃縮し、二次元電気泳動で

検出することが可能になった。

エ考察

（ア）イネの根形成における EL5遺伝子の機能

EL5の機能を抑制すると側根数が増加したこと

から、 EL5は冠根において、窒素欠乏時に側根原

基の分化や側根伸長を抑制する機能を持つことが強

く示唆された。また、 mEL5-5における亜硝酸によ

る細胞死誘導は、活性酸素の局所的な増加に起因す

ることが示唆された。以上をまとめると、 EL5は、

窒素シグナル下流の活性酸素生成を制御することで

硝酸吸収にともなう酸化ストレスから根細胞を保護

し、根系発達に寄与していることが示唆された。

（イ） EL5の作用機構

カルスのミクロソーム画分の非変性条件と還元

条件下で、の電気泳動におけるバンドの位置の差か

ら、 EL5は細胞膜上で約250kDaの複合体を形成し

ていることが強く示唆された。また、その泳動像は

スメア状であったが、この様な高分子側のシグナル

はSDS-PAGEなどの還元条件下では確認されない

ことから、 EL5と複合体を形成しているタンパク

質がユピキチン化などの修飾を受けている可能性が

考えられた。免疫共沈法によって新たに同定された

ADHとPDCはコントロールと mEL5-3CFlagカル

ス双方から同程度に検出されたことから、抗Flag

抗体アガロースに非特異的に吸着していたタンパク

質であると考えられた。

オ今後の課題

本研究課題は 2年間で終了したが、 EL5と

GAPDHの相互作用の生物学的意義については今後

の課題である。また、イネのストレス耐性を高める

ためには、今回解析した高濃度窒素による根形成阻

害だけでなく、乾燥、低温、高塩濃度など各種スト

レス下での根端分裂組織の保護に関わる分子メカニ

ズムを明らかにする必要がある。

力要約

活性酸素の作用機構と細胞死制御機構を明らかに

するために、根端分裂組織の細胞死に関与すること

がわかっていたイネのユピキチンリガーゼEL5の

機能を解析した。その結果、イネには窒素シグナル

下流の活性酸素生成を制御することで硝酸吸収にと

もなう酸化ストレスから根細胞を保護し、冠根およ

び側楳を発達させるメカニズムがあることが明らか

になった。
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研究担当者（西津洋子＼梶原英之）

(4) イネの酸化ストレス応答の分子基盤研究

(IPG0014) 

ア研究目的

自然界では、多様な環境変動が複合的なストレス

を植物にもたらしている。このため、我々が得る穀

物の収量は、最適環境下で作物を生育させた場合の

半分程度になっていると考えられている。多くの環

境ストレスは、植物細胞内で光合成や呼吸鎖の電子

伝達系に影響を与え、細胞内酸化還元（レドックス）

制御の破たんによる酸化ストレスを植物にもたら

し、これが生育阻害や収量低下の要因となる。した

がって、個々のストレスに特異的な耐性機構の付与

を考えると共に、多くの環境ストレスに共通して引

き起こされる酸化ストレス耐性を考える事は、多様

な環境変動に強い、複合ストレス耐性を付与する事

につながる。このため、本研究では、酸化還元反応

の電子伝達因子であるニコチンアミド補酵素（NAD

(P) (H））の代謝改変、および細胞膜の改変により、

環境変化の影響を受けにくい高収量性イネの分子育

種につながる基盤研究を試みた。

イ研究方法

（ア） NAD代謝改変イネの作出と表現型の解析

生物の細胞内には数百の酸化還元反応が存在し、

その補酵素として機能するのがニコチンアミド補酵

素NAD(P)(H）である。これらの物質は、古く より、

その存在量比が代謝の方向性や効率に影響を与える

事が知られており、その生合成系の改変は、細胞全

体の代謝に大きな影響を与える事が期待できる。そ

こで、イネの NAD類の生合成に関わる酵素である

NAD合成酵素（NADS）、葉緑体型NADリン酸化

酵素（NADK2）、ニコチン酸／ニコチンアミドモ

ノヌクレオチドアデニル基転移酵素（NMNAT）を

トウモロコシ由来ユビキチンプロモーターの制御の

下で高発現したイネ系統（日本晴）を作出した（図

3224-1）。得られた形質転換体について、導入遺伝

子の発現量、酵素活性の比較、 NAD代謝物の定量

比較を行った。さらに、主要一次代謝産物を、キャ

ピラリー電気泳動質量分析計（CE-MS）を用いた

メタボローム解析により詳細に比較し、それぞれの

系統における代謝変動の全体像をつかんだ、。加えて、

Chi or。plasts Cytosol 

A~p: as~~rtate 

O•q"ieolio.oiO 
Na:Ni.r.tinate 

Nam: Nicol n~midA 
NeM枇N回附emononucl副 M
NaAD;dAaminc判 AO

図3224・1 植物におけるニコチンアミ ド補酵素生合
成経路

植物では、ニコチンアミド補酵素類は葉緑体と細胞
質をまたぐ形で合成される。 NADS,NAD合成酵素，
NMNAT，ニコチン酸／ニコチンアミドモノヌクレオ
チドアデニル基転移酵素； NADK,NADリン酸化酵素。

作出系統の表現解析として、光合成能力、成長デー

タの比較を行う事によって、それぞれの代謝改変が

イネの成長や光合成能力に及ぼした影響の評価をお

こなった。

（イ）細胞膜の改変による植物の酸化還元能力の

改変

酸化ストレスは植物細胞にストレス誘導性の細胞

死を引き起こす事が知られている。この細胞死を

抑制する機能を持つ因子として BaxInhibitor l遺伝

子（BI-1）がシロイヌナズナやイネから単離されて

いた（Kawaiら1）、Kawai-Yamadaら2））。そこで、

機能に関する研究が進んでいたシロイヌナズナの

AtBI-1を、カリフラワーモザイクウイルスの35Sプ

ロモーターの制御下で高発現するイネ系統（日本晴）

を作出した。この形質転換イネ系統における膜組成

がどのように変化したか、ガスクロマトグラフィー

質量分析計（GC-MS）を用いて解析するとともに、

酸化ストレス耐性能力の評価をおこなった。さら

に、シグナル受容体やイオンチャネルタンパク質が

局在し、細胞のス トレス応答性の決定に重要な役割

を果たしていると考えられている細胞膜マイクロド

メインに含まれるスフィンゴ脂質とタンパク質のプ

ロフイアリングをおこない、イネの酸化ストレス応

答性を決定する因子の同定を試みた。

ウ研究結果

（ア） NAD代謝改変イネにける代謝・生育解析

3種類の NAD(P) (H）代謝酵素 （NADS,
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NADK2. NMNAT）をユピキチンプロモーター下

で高発現するイネ系統（日本晴）の作出をおこな

い、得られた植物体における遺伝子発現、酵素活性

測定をおこない、発現量が約 1.2-1.8倍になった形

質転換植物系統を得た。キャピラ リ 電気泳動質

量分析計（CE-MS）により代謝物を定量した結果、

NADK2高発現系統では、NADP(H）量の増加が

検出された。 また、 この時、全ピリジンヌク レオチ

ド量（TotalNAD (P) (H））は変化していないが、

NADP/NAD比が上昇しており、NADP（日）プー

ルが増大していることが明らかとなった（図3224-

2）。

これらの植物体に酸化ス トレスとして過酸化水

素、メチルピオロゲン処理をおこない、細胞外への

イオンの漏出を指標として感受性評価をおこなった

結果、形質転換体ではイオン漏出量が低く抑えられ

ており、酸化ストレスに対する感受性が低下してい

so 

~ 
Bむ 25、、、。
E 
c 

Total NADP(H) 

。
c 1 2 15 

NK2 

ることが明らかとなった（Takaharaら3））。

（イ） NAD代謝改変イネにおける代謝 ・生育解

析

NADK2高発現イネ系統について、光合成パラ

メータを指標に NADP(H）プールの増加が光合

成電子伝達系に与える影響を評価した。その結果、

NADK2高発現イネでは生育光強度である 300ネで

は生育光2/sで光化学系IIを通る電子伝達の量子

収量であるの通るがコントロール個体より高い値を

示した。そこで、光強度を変えて電子伝達速度を

測定した結果、形質転換イネは300値を示した。21

s 以上の強光下で電子伝達速度が優位に増加してい

た（図3224-3）。さらに NADK2高発現イネでは、

炭酸同化速度、およびATP/ADP比が増加してい

たことから、NADP(H）量が増加することで還元

力の供給が増し、下流の代謝系が促進していること

が示唆された。さらに NADK2高発現イネ系統に

NK2 
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図3224・2 NADキナーゼ高発現イネの作出と代謝特性

葉緑体局在性NADキナーゼ2の高発現系統では、 NADP(H）量が増加していた。C，コン トロール ，
NK2, NADK2高発現系統。赤色がコン トロールよりも減少、緑色が増加を示す。
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図3224-3 NADキナーゼ高発現イネにおける光合成電子伝達と炭酸同化の解析

葉緑体局在性NADキナーゼ2の高発現系統における電子伝達速度（左）と炭酸同化速度（右）を調
べた結果、高い光強度の条件下でコン トロール個体より高い値が示された。
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図3224・4 NADキナーゼ高発現イネにおける内生

Nadk2遺伝子 （OsNadk2）と外来Nadk2遺伝

子 （AtNadk2）の発現解析

内生の OsNadk2は暗条件下で発現量が上昇し、一方、
導入したAtNadk2遺伝子は明期に発現が上昇すること
カfわかった。

が多い。明らかに OsNadk2遺伝子の発現パターン

はこれらとは異なることが示された。OsNadk2と類

似の発現パターンを持つ因子を検索したところ、光

化学中心に存在する D2タンパク質などの翻訳に関

与するシグマ因子の一つが、同様に夜間に発現量が

増加し、日中に発現量が減少するパターンを示す事

が明らかとなった。この因子は、夜間に、葉緑体内

の環境を整え、光合成を行う為の準備をしていると

考えられている。イネの内生のNadk2も本来この

ような役割を担っているとも考えられた。一方、形

質転換体では、導入したAtNadk2は、日中に高い

mRNAの蓄積を示し、夜間に発現量が減少してい

た（図 3224-4）。本遺伝子は、ストレス応答性の発

現をすることが知られているトウモロコシのユピキ

チンプロモーターにより発現制御されている。光合

成の開始に伴い発生する活性酸素などに応答して、

導入遺伝子が日中に高発現を示した可能性が考えら

れる。これらの結果を総合すると、 NADK2高発現

体では、本来、内生の OsNadk2の発現量が低い昼

間に NADK2を高発現させることにより、光合成

や一次代謝を促進することができたのではないかと

ついて、生育調査を人工気象室内 (14時間明期／10

時間暗期、光強度300-400μ00-402/s）で、行った結果、

草丈、穂長、籾数などにおいて、コントロール系統

に対し、 1.1-1.3倍の増加が観察された。これらの結

果から、葉緑体局在性NADK2の過剰発現による

NADP (H）プールの増加が、イネの光合成能力の

増強や酸化ストレス耐性の付与に有効であることが

示された。

一方、 NAD量のさらなる増進を目的として

NMNAT及びNADS高発現イネを選抜・確立した

が、 NADの分解産物である NicotinamideとADP-

riboseの蓄積が観察され、 NAD分解の促進が示唆

された。NADプールの増大が代謝に及ぼす影響を

明らかにするために、 CE-MSにより代謝物を定量

した結果、有機酸含量が約20%増加していた。また、

NADプールサイズと Adenylateenergy charge 

(AEC）が相関関係にあり、 NADS系統において

高い AECを示した。さらに NADS系統において、

暗所における二酸化炭素放出量が有意に高かった。

これらの結果から、 NADS高発現系統では、増加

した NADプールの NAD/NADH比を一定に保つ

ために、呼吸を促進することでNADH産出量を増

加させ、その結果、共役している ATP合成が増大

しているのではないかと考えられた。

（ウ） NADK2高発現系統における代謝克進の分

子メカニズム

これまでの研究から、葉緑体内のNADP(H）量

を増やすことがイネの光合成活性や物質生産能力の

増大に正の効果を持つ事が示された。この分子メカ

ニズムを解明するため、内生のNADキナーゼ遺伝

子の発現パターンと外的に導入した遺伝子の発現

パターンを調べた。イネゲノムは、細胞質局在性

の酵素をコードする NadklおよびNadk3と、葉緑

体局在性のNadk2を持つ。これらの遺伝子の発現

をリアルタイム PCRによって調べた結果、 Nadkl、

およびNadk3は一日を通して大きな発現量の増減

を示さなかったが、 Nadk2のみは、明るくなると

mRNAの蓄積量が減少を始め、暗くなると蓄積量

が増加するという概日リズムを示す事が明らかと

なった（図3224-4）。従って、夜明け前の段階に最

もmRNAが蓄積していることとなる。これまでの

知見では、光合成に直接関わる遺伝子は、光によっ

て発現誘導を受け、日中に発現量が最大となるもの
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考えられた。

（エ）細胞膜の改変による植物の酸化還元能力の

改変

シロイヌナズナのBJ・1遺伝子をカリフラワーモ

ザイクウイルスの35Sプロモーター下に連結したコ

ンストラクションをイネ（日本晴）に導入し、形質

転換個体を得た。発現解析をおこない、本遺伝子の

高発現を確認した。イオンの漏出による電気伝導度

の変化を指標としてストレス感受性を調べた結果、

これらの形質転換系統では、酸化ストレス薬剤であ

るメナジオンに対する耐性が上鼻していることが明

らかとなった（Ishikawaら4））。本因子は近年、複

数の脂質代謝酵素と複合体を作り、その代謝を制御

すると予測されている（NaganoらへNaganoら6）、

Naganoら7））。そこで、酸化ストレス下で過酸化さ

れたり、シグナルとして作用することが知られてい

る細胞膜脂質の組成が変化することが予測された。

そこで、ガスクロマトグラフイー質量分析計により

脂質分析をおこなった結果、本形質転換系統では、

スフインゴ脂質が増加していることが明らかとなっ

た。さらに、スフィンゴ脂質が細胞膜上に存在する

マイクロドメインの構成要素であることから、 BI-1

の高発現により、酸化ストレス耐性能が上昇した細

胞と、コントロールイネ細胞より細胞膜マイクロド

メイン画分を精製し、含まれているタンパク質の比

較をおこなった。マイクロドメインには、様々なシ

グナル受容体やイオンチャネル、キナーゼなどのタ

ンパク質が局在している事が知られている。プロテ

オーム解析の結果、複数のタンパク質の存在量が、

BI-1の高発現によって変化している事が明らかと

なった。

工考察

（ア） NAD代謝改変イネにおける代謝允進のメ

カニズム

NADP (H）の増大が酸化ストレス耐性の付与や

代謝の允進につながる事は、動物や菌類では良く知

られている。動物細胞の系では、 NADKによって

産生された NADPは、種々のデヒドロゲナーゼに

よって NADPHに還元され、これが還元酵素によっ

て使われ、再びNADPに戻るというリサイクルシ

ステムが成り立っていると考えられている。本植物

系統においても、葉緑体内でNADK2により産生

された NADPが光合成電子伝達により還元力を受

け取って NADPHが生成し、これがグルタチオン

レダクターゼやチオレドキシンレダクターゼによっ

て酸化型にリサイクルされる系が動いていることが

推測される。実際に、この植物体は、 NADKを高

発現した動物細胞と同様に、酸化薬剤ストレスに対

する耐性を示した（Takaharaら3））。近年、光合成

関連酵素の活性がチオレドキシンやグルタチオンを

介したレドックス制御を受けるという知見が報告さ

れている。 NADK2高発現系統においても、 mRNA

の蓄積量の変化を伴わない、 RubisCOやGAPDH、

FBPase活性の上昇が検出されていることから、

NADPH/NADのリサイクリング系を介したレドッ

クス制御系が機能している可能性が考えられる（図

3224-5）。

また、イネとモデル植物であるシロイヌナズナの

NAD代謝改変の影響を光合成電子伝達能力の観点

から比較すると、同様に葉緑体局在型NADキナー

ゼを高発現体させた個体でも、光強度に対する応答

がイネとシロイヌナズナで異なっていることが示さ

れている（Takahashiら8）、 Takaharaら3））。すな

わち、シロイヌナズナではその生育光強度（60ち、

シロイヌ z/s）では顕著な光合成パラメータの変化

を示さなかった。この現象は、シロイヌナズナに比

べ、イネの方がより強い光強度に適応して光合成を

おこなう能力に優れていることを示しており、葉緑

体内還元力プールの改変の影響がイネでより顕著に

現れた原因であると考えられる。

（イ）細胞膜の改変による植物の酸化還元能力の

改変の可能性

酸化ストレス誘導性細胞死を抑制する機能を有す

るBI-1を高発現した形質転換イネでは、その細胞

膜組成が変化し、細胞膜マイクロドメイン上に存在

する複数のタンパク質の存在量が変化していること

が明らかとなった。量が減少していた因子の中には、

病原抵抗性反応の際にみられる過敏感細胞死におい

て発現量が増加することが報告されているもの等が

含まれており、これらの因子の量を減らす事により、

酸化ストレスに対する耐性を獲得している可能性が

示された。新たに単離されたこれらの因子は、イネ

の酸化ストレス応答性を決定する役割を担っている

可能性があり、今後、イネのストレス応答分子育種

のターゲットとして注目される。
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オ今後の課題

（ア）さらなる代謝改変によるイネの成長制御の

可能性

本研究では、複数のNAD代謝改変イネ系統の代

謝解析をおこない、葉緑体内の NADP（日）プール

を増大させる事がイネの成長や物質生産能力を高め

る方向に作用することを明らかにした。これまでの

研究では、モデル品種として日本晴を用いて形質転

換系統の作出を行ってきたが、他品種での再現性、

及び、より実用に近い品種でのデータ取得が今後必

要となる。また、NADK2単独での NADP(H）プー

ルの増加は l1-1.3倍という測定値を示しているが、

これは NADK2の基質の生合成経路がサイトゾル

に存在するため、葉緑体への輸送の部分が律速と

なっている可能性が考えられる。実際に、 NAD合

成系を高めた形質転換イネ（NMNAT,NADSの高

発現体）では、 NAD分解系が活性化しており、サ

イトゾルにおける NADの最大量が制限されている

と考えられた。葉緑体内の NAD類の量をさらに増

加させる試みとして、葉緑体への NAD輸送体の機

能を強化したり、 NADキナーゼの酵素タンパク質

自身の活性抑制制御を解除するといった手法を考案

する必要がある。また、本研究では厳密に制御さ

れた室内人工気象室を用いた生育調査をおこない、

NADK高発現形質転換系統では、可食部、非食部

双方のバイオマス増大を検出した。このような形質

が、実際の野外で生育させた際にもみられるか、今

後、網室での生育調査などを含め、検討していく必

要がある。

力要約

（ア） NAD代謝改変による酸化ストレス耐性の

付与

酸化還元反応の電子伝達因子であるニコチンアミ

ド補酵素（NAD (P) (H））の代謝改変により、環

境変化の影響を受けにくい高収量性イネの分子育

種を目指して研究を行った。作出した複数の NAD

代謝改変イネ系統のうち、葉緑体局在性の NAD

キナーゼ遺伝子を高発現する系統では、細胞内の

NADP (H）量が増加し、カルピンサイクルや硝酸

同化を含めた基礎代謝能力の増加が検出された。ク

ロロフィル蛍光を用いた光合成電子伝達系の解析か

ら、本系統では、利用できる光エネルギーの割合が

増加しており、 これにより、 NADPHとATP量が

増加していることが明らかとなった。さらにこの系

統は、酸化ストレス薬剤に対する感受性が低くなっ

ていることも示され、葉緑体内の NADP(H）を増

加させる代謝改変が、イネの成長や物質生産能力に

対して正の効果を有する事を明らかにした。

（イ）細胞膜の改変による酸化ストレス耐性の付

与

酸化ス トレス誘導性細胞死の抑制因子としてシロ

イヌナズナで研究が進んでいる BI-1遺伝子を高発

現させたイネ系統を作出した。本形質転換細胞は、

酸化ストレス薬剤であるメナジオンに対して抵抗性

を示した。BI-1は、小胞体膜上で脂質代謝酵素の制
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図3224・5 NADキナーゼ高発現イネにおける代謝変動

葉緑体内のNADP量が増加する事により、光合成電子伝達に利用できる光エネルギー量が増加して
いることが示された。光合成電子伝達系により生産された ATPとNADPHはC/N双方の代謝に
正に働き、一次代謝全体が向上したと考えられる。赤字はNADK高発現系統で増加していた代謝物。
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御をおこなっていると考えられていることから、脂

質分析を行った結果、スフインゴ脂質量が増加して

いることが明らかとなった。スフィンゴ脂質は、細

胞膜上のマイクロドメインを構成する成分である。

そこで、細胞膜マイクロドメインタンパク質のプロ

テオーム解析をおこなった結果、複数のタンパク質

の存在プロファイルが変化しており、こうした量的

変動がイネの酸化ストレス応答性を制御しているこ

とが示唆された。
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研究担当者（内宮博文＼川合真紀）

3 イネ種子の登熟や高温下での品質に係わる主

要な質的形質遺伝子に関する研究

( 1 ) イネの花粉不稔突然変異体の解析

(IPG0015) 

ア研究目的

イネの遠縁交雑においては、雑種不稔が頻繁に観

察される。また、低温や高温などのストレスによっ

ても不稔がヲ｜き起こされる。これらの不稔現象は、

主に花粉が異常となることにより起こる。不稔は収

量の低下に直接つながるだけでなく、野生イネ由来

の有用遺伝子の利用、遠縁交雑ハイブリッド品種の

育成を困難にするなど、様々な場面で重要な問題と

なっている。

花粉形成に関わる遺伝子群は、これまで主に組織

特異的な cDNAのスクリーニングにより同定され

てきたD しかしながら、個々の遺伝子の機能を詳細

に解析した例はまだ多くない。すなわち、イネの花

粉形成に関与する遺伝子やそれらの機能に関する基

礎的知見は、不十分であると考えられる。

これらの解析には、突然変異体を用いた手法が有

用であると考えられるため、イネにおける花粉不稔

突然変異系統の作出を行ってきた。本研究では、こ

れらの花粉不稔系統に関して細胞学的解析を行うと



共に、原因遺伝子の単離と機能解析を行った。

イ研究方法

（ア）花粉不稔系統の細胞学的解析

四分子変異体の原因遺伝子 （SPOROPHY刀C

POLLEN STERILITY 12 , sps 12）および配偶体型

変異体の代表として、 GAMETOPHYTICPOLLEN 

STERILITY 4 (gps4）および、gps6の詳細な形態観察

を行った。

（イ）花粉不稔突然変異遺伝子の単離

spsl2の候補遺伝子アプローチによる単離を、お

よびgps4およびgps6のマップベースクローニング

による単離を試みた。

ウ研究結果

（ア）花粉不稔系統の細胞学的解析

spsl2は花粉稔性や種子稔性が低下するほか、 一

部の花粉が花粉四分子のまま成熟する表現型を示

す。また、イネの染色体7にマップされていた。

spsl2変異体の成熟期花粉をアニリンブルー染色し

て蛍光顕微鏡により観察した結果、四分子花粉の接

着面に明るい部分が見られ、カロース様の物質の存

在が示唆された（図3231-1）。

gps4およびgps6変異体のヘテロ個体においては

変異alleleを持つ花粉が異常となるため、花粉稔性

が約 50%に低下し、変異alleleを持つ花粉は後代

に伝達しない。DNAマーカー選抜によりヘテロ個

体を選抜し、サンプリングと観察を行ったo gps4 

ヘテロ個体では、約半数の花粉でデンプン粒の蓄積

が不十分となり、それらの異常花粉は2細胞期また

は成熟していない3細胞期で開花を迎えていた（図

3231-2) o gps6ヘテロ個体では、成熟期においては、

正常花粉、異常花粉ともに3細胞期まで到達し、デ

ンプンの蓄積も観察された（図 3231-3）。また、そ

れよりも若い、正常花粉が2細胞期前半の時期（デ

ンプン蓄積が始まっていない）を観察したところ、

l細胞の花粉と 2細胞の花粉がほぼ半数ずつ観察さ

れた（図3231-3）。これは、既にこの時期において、

変異 alleleを持つ花粉に異常が生じている事を示唆

した。異常花粉においては液胞が未発達、核が花粉

の中心部分に存在するなどの成育遅延、および正常

花粉には観察されない繊維状に染色されるものが観

察されるなどの特徴が見られた（図3231-2D）。

（イ）花粉不稔突然変異遺伝子の単離

spsl2の特徴はシロイヌナズナの qrt変異体と類

似しているためイネオーソログの探索を行った結

果、 qrtlのイネオーソログが、 spsl2がマップさ

れている領域に存在した。このため、当該遺伝子

( Os07 g0607 400）の塩基配列を解析した。cDNA配

列の翻訳領域およびイントロン領域を解析したが、

塩基配列変異は見つからなかった。spsl2変異体は、

qrtl変異体とは 1)花粉稔性が低下する、 2）四分子

花粉の割合が少ない、という点で異なることから、

イネの qrtl変異体ではない可能性がある。

gps4およびgps6遺伝子に関しては、高精度連鎖

図3231・1 spsl2個体の四分子花粉 （A、B）および

正常個体の花粉 （C、D)

アニリンブルー染色 （A、C）、および同視野の明視野
像 （B、D)

ヨウ棄デンプン反応染色ヘマトキシリン染色

血、
-.JI 

2細胞 3細胞（未成熟）

図3231・2 gps4ヘテロ個体の花粉
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A 

D 

図3231-3 gps6ヘテロ個体の花粉

成熟期花粉のヨウ素デンプン反応染色 （A）、
成熟期花粉のヘマトキシリン染色 （B、C）、
二細胞期花粉のヘマトキシリン染色 （D、E）。
BおよびDは異常花粉、 CおよびEは正常花粉。

解析による原因遺伝子単離を試みた。gps4に関し

ては、減数分裂時の組換え頻度が低い領域に存在し

たため、 3.6Mbまでにしか、存在領域を絞り込めな

かった。gps6に関しては座乗領域をイネゲノム上

の約50kbの領域に絞り込んだ。

工考察

（ア）花粉不稔の細胞学的観察による特徴付け

花粉不稔の突然変異体の解析においては、細胞学

的観察による特徴とその原因遺伝子を関連付ける情

報が不足していた。本研究では、原因遺伝子が異な

れば、異常の形態も異なっていることが示された。

（イ）花粉不稔遺伝子の単離

通常の突然変異と同様のマップベース法による遺

伝子単離を試みたが、遺伝子単離には至らなかった。

候補遺伝子を絞り込む情報の少なさや、多型親に野

生イネイントログレッション系統を用いた事による

組換え頻度の低さ・マーカー作成の困難さなどが原

因であった。

オ今後の課題

（ア）花粉不稔現象の理解に向けて

遠縁交雑やストレスによるイネの不稔には、花粉

不稔が大きく関わっている。今後、研究を進めて、

花粉不稔の形態と原因遺伝子の関係を明らかに出来

れば、不稔現象克服に向け、有益な情報となるであ

ろう。ただ、花粉不稔を引き起こす遺伝子は非常に

多いと考えられており、更に多くの花粉形成関連遺

伝子の解析および、より詳細な花粉不稔の特徴付け

のための手法開発が望まれる。

力要約

（ア）花粉不稔系統の細胞学的解析

花粉不稔突然変異系統spsl2、gps4、gps6の花粉

の形態を明らかにした。

（イ）花粉不稔突然変異遺伝子の単離

gps4、gps6の候補領域を、それぞれ3.5Mb、

50kbに絞り込んだ。

研究担当者（土井一行つ

(2) イネ生殖細胞分化関連遺伝子の単離と機能解

析 (IPG0016)

ア研究目的

生殖細胞の分化初期から減数分裂に至る過程は、

遺伝学および育種学の根幹をなす重要な生命現象で

あるが、イネを含む植物ではこの過程に関わる遺伝

子の単離・解析が、動物と比較して遅れている。発

達段階の生殖組織は、高温や低温などの環境スト

レスに脆弱であることが知られる（文献1)。また、

栽培イネ品種と遠縁野生イネとの種間雑種で生じる

減数分裂異常は、野生イネ有用遺伝子の育種利用を

困難にする直接的な原因である（文献2）。生殖細

胞分化の初期過程で働く遺伝子の機能を解析するこ

とで、植物の生殖細胞分化・発生のメカニズムを理

解するための基礎科学的な知見が得られるだけでな
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く、生殖器官の環境ストレスに対する脆弱性を克服

し、安定的な種子生産を可能にする分子育種学的手

法の開発に対する重要なヒントが得られると期待で

きる。

本課題では、生殖器官の発生過程で、生殖細胞が

体細胞分裂から減数分裂へと移行するタイミングを

制御するイネ遺伝子 MEL2を同定し、その機能を

解析した。またマイクロアレイ技術と、減数分裂や

生殖組織の発生に関与する突然変異体を組み合わせ

たトランスクリプトーム解析により、新規の生殖細

胞分化関連遺伝子の単離に成功したので報告する。

イ研究方法

（ア）突然変異遺伝子の同定

農業生物資源研究所ゲノムリソースセンターで管

理・提供されるおsl7挿入変異系統から、種子稔性

に異常をきたす600系統を入手し、種子不稔個体の

減数分裂染色体の挙動を光学顕微鏡で観察した。一

方、各系統の M3分離集団 20個体の成葉から DNA

を抽出し、 Tosl7のDNA固己列をプローブとしてサ

ザンブロット解析を行った。種子不稔形質と遺伝的

に完全連鎖するバンドが得られた系統は、翌年に集

団数を約 100個体に増やして、同様に連鎖解析を行

い、 Tosl7隣接ゲノム配列の解読により原因候補遺

伝子を絞り込んだ。

（イ）正常型ゲノム配列を用いた突然変異表現型

の相補性試験

絞り込んだ遺伝子領域のゲノム配列について、上

流2～ 3kbp領域を含む蛋白質コード領域をバイナ

リーベクター pPZP2H-lacにクローニングし、突然

変異イネ個体の形質転換を行い、種子稔性の回復程

度を調査した。

（ウ）減数分裂染色体の挙動観察と MEL2蛋白質

の細胞内局在解析

以下の蛋白質に対する抗体を用いて減数分裂染

色体の挙動を共焦点レーザー走査顕微鏡（CLSM)

で観察した；動原体蛋白質CenH3、テロメア結合

蛋白質 OsPOTl、相同染色体対合に必須の蛋白質

PAIR2とOsZYPlである。 MEL2の細胞内局在は、

上流2kbpを含むMEL2遺伝子ゲノム配列について、

その MEL2翻訳産物の N－末端あるいは C－末端に

T7タグ（MASMTGGQQMG）を付加するような

配列を挿入し、 pPZP2H-lacベクターを用いて mel2

突然変異ホモ個体に導入し、 T7抗体の蛍光染色に

よる細胞内局在を CLSMで観察した。

（エ）前減数分裂期DNA複製の検出

約3～ 4cm長の幼穂を lOOμMブロモデオキシウ

リジン（BrdU）溶i夜に4時間浸した後、4%パラフオ

ルムアルデヒド溶液で固定し、抗BrdU抗体により

減数分裂細胞への BrdUの新規取り込み程度を観察

した。細胞周期マーカーである CDKB2;1、Histone 

H4, MELI遺伝子の時空間的発現について、正常型

イネと mel2突然変異体の間で比較した。

（オ） トランスクリプトーム解析

正常型イネおよび種子不稔性を示すイネ突然変異

体から、前減数分裂間期あるいは減数分裂第一前期

の雄性生殖細胞を含む荷（0.4-0.5mmあるいは0.6-0.7

mm）から RNA抽出し、イネ 44Kマイクロアレイ

を用いた解析に供した。正常型と変異体型とで発現

程度が有意に異なる遺伝子を選抜し、 Tosl7ミュー

タントパネルから変異系統を選抜した。

ウ研究結果

（ア）体細胞分裂から減数分裂への移行に必要な

イネ遺伝子MEL2の解析

本成果は、 PLoSGenetics誌上で発表した（文献

3）。

a MEL2遺伝子の同定

Tosl7挿入突然変異系統のなかで種子不稔性を示

す個体を対象として光学顕微鏡による減数分裂染色

体の挙動観察を行い、減数分裂への移行が正常に

行われない変異系統を見いだした。連鎖解析の結

果、この変異表現型はおsl7の挿入と完全連鎖して

おり、 Tosl7配列を利用して原因遺伝子を同定し、

MEL2と命名した。 Tosl7による MEL2遺伝子破壊

個体は、減数分裂初期段階において生殖母細胞（減

数分裂細胞）およびタペート細胞がアポトーシスに

よる肥大化を起こし、雌雄ともに配偶子が全く出来

ない。

b. MEL2は雌雄の生殖細胞およびタペート細胞

で発現

イネ遺伝子発現データベース RiceXPro(http : 

I I ricexpro.dna.affrc.go.jp）で検索したところ、

MEL2転写産物は、減数分裂前の若い穂および生殖

器官で高発現していた。組織insituハイブリダイ

ゼーションの結果から、雌雄の始原生殖細胞の発生
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口

図3232-1 MEL2 mRNAは雌雄の生殖母細胞およびタペート細胞を含む菊壁内皮で発現する

A 2s 

B 
class 1 

#13 舜21 鉱31
(n=26) (n=61) (n=36) 

class 2 class3 

保8 #15 #16 
(n＝田） (n=52) (n=75) 

t；三
Merge 

r:;:.'. I I 

図3232・2 mel2突然変異体の荊では減数分裂前DNA複製が同調的に起こらない

A) 0.4mm荷内での前減数分裂DNA複製期の同調性。クラス 1; BrdUが取り込みが全く見られな
い穎花、クラス 2;BrdUを取り込んだ生殖細胞の割合が50%未満の穎花、クラス 3;BrdUを取
り込んだ生殖細胞の割合が50%以上の穎花。
B）クラス 2と3の穎花を 3つずつ調べたところ、正常型では同一穎花内で約80%の生殖細胞が
BrdUシグナルを示すが、 me/2変異体では約20%だ、った。
C）抗BrdU抗体を用いた間接蛍光抗体法の実際。矢印はBrdUシグナル。Bar= lOμm。

後まもなく増加し、減数分裂前の生殖母細胞で徐々

に減少することが確認された。MEL2遺伝子は、雌

雄の胞子母細胞（減数分裂細胞）に加えて、小胞子

に栄養や物質を供給するタペート細胞など、雄性生

殖細胞を包む保育細胞でも発現する（図3232-1）。

c MEL2は減数分裂前DNA複製開始の同調性

の確立に必要

me/2突然変異体では、多くの生殖母細胞が減数

分裂に入れず、細胞および核の大きさも正常型と比

較して明らかに不均一だった。また低頻度ではある

が、体細胞様の細胞分裂をするものも観察された。

これらの結果から me/2変異体では、同一蔚内での

雄性減数分裂細胞の発生の同調性が失われている可

能性が示唆された。同一蔚内での減数分裂の同調

性は、減数分裂前DNA複製の同調的な開始により

確立することが知られる。同時期における me/2変

異体の DNA複製を観察するため、 BrdU取り込み

実験を行った。正常型では同一荷内の 80%以上の

花粉母細胞が同調的に BrdUを取り込んでおり （図

3232-2）、減数分裂前の DNA複製開始が同調的に

行われていた。一方me/2変異体では同調性が失わ

れていた。

次に、細胞周期マーカーとして、 G2/M期およ

びS期でそれぞれ転写が活性化される CDKB2;1お

よびHistoneH4遺伝子による insituハイブリダイ

ゼーションを行った。その結果me/2突然変異体で

は、本来は蔚内で同調的に進行するはずの前減数分

裂DNA複製がほとんど開始されず、依然として非

同調的な細胞周期を継続していることがわかった

（図3232-3）。また減数分裂前のイネ生殖細胞で特異

的に発現する Argonaute遺伝子 MELIの発現をみた

ところ、正常型では MELI発現が低下し減数分裂に

移行している時期でも、 me/2突然変異体ではMELI

発現が継続し、減数分裂にほとんど移行していない

ことが明らかとなった（図 3232-3）。 これらの結果

を総合して考えると、 MEL2遺伝子は、減数分裂直
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CDKB2;1 (G2/M) MELl (premeiosis) Histone H4 (S) 

premeiotic 
mitosis 

premeiotic 
interphase 

premeiotic 
mitosis 

meiosis 

図3232-3 mel2突然変異体の菊では減数分裂直前DNA複製の同調性が確立されない

左）G2/M期マーカー CDKB2:1遺伝子の発現。変異体の生殖細胞では、前減数分裂DNA複製期でも、
体細胞分裂期と同様にパッチ状のシグナルが観察される。
中）s期マーカーHistoneH4遺伝子の発現。正常型の生殖細胞では、前減数分裂DNA複製が同調的
に起こるが、変異体で、はバラバラにS期に入っている。
右）MELI遺伝子の発現。正常型の生殖細胞では、減数分裂に移行すると MELlmRNA量が著しく
低下するが、 mel2変異体ではmRNA量の低下が起こらない。
以上の結果は、 mel2生殖細胞の減数分裂移行が異常であることを示す。Bars= 20μm。

e釘1yzygotene 

wild type me/2 

late zygotene 

wild type me/2 me/2 

so町la

N
Z一《仏

Fa〉
Nω

。
図3232-4 mel2変異では減数分裂移行が阻害あるいは遅延する

PAIR2はレプトテン期、 OsZYPlはザイゴテンからパキテン期にかけて染色体上にひも上のシグナル
を示すが （A、C）、体細胞では全く発現しない （F)o mel2変異体の減数分裂細胞の多く （80%）では
PAIR2およびOsZYPlのひも上のシグナルが全く見えない （B、D）。 約20%の細胞は PAIR2シグナ
ルを示すが （E）、ステージ進行は遅れている。

前の Gl期から S期の移行に必要であると結論でき

る。

d MEL2は減数分裂の正常な進行にも必要

相同染色体の対合に必須の蛋白質PAIR2および

OsZYPlの蛍光抗体染色を行った。両遺伝子は、変

異体でも正常に転写されていた。正常型の花粉母細

胞では、ザイゴテン前期から後期にかけて、 PAIR2

シグナルが徐々に ZYPlと入れ替わっており（図

3232-4A、C）、相同染色体のシナプシス進行は正常

だった。一方mel2変異体のザイゴテン前期では、

両シグナルとも全く検出されなかった（図 3232-

4B）。後期になると、 80%程度の mel2花粉母細胞で

PAIR2の核への蓄積が観察されたが、その局在は

異常であり、 ZYPlの局在は認められなかった（図

3232-4D）。しかし残りの 20%では PAIR2シグナル

が検出できたが、ステージ進行は明らかに遅延して

いた（図 3232-4E）。この結果は、 MEL2機能は減

数分裂そのものを進行させるメカニズムには含ま

れないことを意味する。しかし mel2変異体では減

数分裂の進行が遅れていたことから、 mel2変異は、

減数分裂前DNA複製の開始だけでなく、正常な進

行にも影響を及ぼすと考えられた。

e MEL2蛋白質は生殖母細胞およびタペート細

胞の核膜周辺の細胞質に局在
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図3232・5 MEL2蛋白質は減数分裂前間期において細胞質側の生殖細胞核周辺に局在する

A -C) MEL2-T7n蛋白質の細胞内局在。
A）減数分裂前体細胞分裂期。MEL2は細胞質全体に散在する形で発現を開始する。
B）減数分裂前間期。MEL2蛋白質は細胞質側の核周辺に局在するようになる。
C）減数分裂レプトテン期。MEL2は細胞質に分散。タペートにも局在 （矢印）。
D）減数分裂前間期。MEL2-T7cでは、 T7n(B）と異なりシグナルが細胞質に散在。
E）免疫前血清を用いた陰性コントロール。Bar= lOμmo 
F) MEL2蛋白質の局在をまとめた模式図。生殖細胞の細胞質における MEL2の局在性の変
化を、灰色および灰色のグラデーションで示す。

MEL2のC－末端側（MEL2-T7c）あるいは N－末

端側（MEL2-T7n）に T7ペプチドを付加した 2種

類の融合蛋白質を、 MEL2プロモーターにより発

現させた形質転換植物を作成した。2種類の融合蛋

白質の発現はともに mel2変異による種子不稔性を

一部回復したため、抗T7抗体を用いた以下の細胞

抗体染色を行った。減数分裂前の花粉母細胞におい

て、それまで細胞質全体に分布していた MEL2-T7c

が、細胞質側の核膜周辺に局在する傾向が認められ

た（図 3232-SA、B）。減数分裂に移行後は、花粉

母細胞での核膜周辺への局在性は失われ、代わりに

タペート細胞で核膜周辺への局在が認められた（図

3232-SC）。一方MEL2-T7nでは、細胞質全体に均

ーな T7シグナルが検出され（図 3232-SD）、 N－末

端側は、 C－末端側とは異なる何らかの翻訳後制御

（切断等）を受ける可能性が示唆された。

（イ）突然変異体を用いたトランスクリプトーム

解析と新規遺伝子の同定

生殖細胞、とくに減数分裂前の細胞は、それ以外

の生殖器官の体細胞と切り離して収集、解析するこ

とが難しく、それゆえ生殖細胞特異的な遺伝子発現

解析や生化学的解析などを行うのが極めて困難であ

る。そこで本課題では、前項で概説した遺伝子も含

め、本課題あるいはそれ以前の課題で同定・解析を

行った減数分裂への移行に必須の働きをもっ3つの

イネ遺伝子MELI、MEL2、MSPJについて（文献3、4、

5）、その突然変異体を利用して、減数分裂期の穎花

のマイクロアレイ解析を行った。これら 3遺伝子が

機能欠損した突然変異体は、いずれも減数分裂細胞

の発達、あるいは周辺の保育細胞の発達など、生殖

器官のなかの特定の組織・細胞でのみ観察される。

そのため、正常型と変異体型で得られた結果を比較

することで、生殖細胞での事象に起因する結果のみ

を抽出することが可能になると思われる。

a 3つの突然変異体を利用したマイクロアレイ

解析

イネ遺伝子MELJ、MEL2、MSPJの機能が欠損し

た突然変異体は、いずれも減数分裂進行、あるいは

生殖細胞周辺保育細胞の発生が異常となり、種子稔

性がほぼ完全に欠損する（文献3、4、5）。正常型お

よび変異体型の若い穂から全RNAを抽出し、イネ

44Kマイクロアレイを用いたトランスクリプトーム

解析を行った。その結果、正常型と比較して有意に

発現の変動がみられる遺伝子を、それぞれ368個、
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TTM 

図3232-6 イネ遺伝子 TTMおよびMTMは荷壁内層で特異的に発現する

イネの減数分裂期における荷の縦切り切片を作成し、 TTMおよびMTMのcDNA配列の一部をプロー
ブとした insituハイブリダイゼーションO TTMのmRNA（左）は、病壁4層のうち最内層であるタベー
ト組織で特異的に発現していた。一方 MTM（右）は、内側から2番目の中間層で特異的に発現していた。

944個および847個見いだした。

b 新規生殖細胞分化関連遺伝子の絞り込み

これら 3遺伝子の突然変異体では、減数分裂前の

生殖細胞あるいはその周辺細胞のみで特異的に変異

表現型が観察されることから、同マイクロアレイで

抽出される遺伝子は、それらの細胞で何らかの役

割を果たしている可能性が充分期待できる。更に、

Tang et al. （文献6）が報告した前減数分裂期で特

異的に発現する 365個を加え、合計2,524遺伝子（重

複を含む）を変異体選抜の対象遺伝子とした。

上記で選抜した遺伝子について、 RiceXProで発

現の特異性を確認すると共に、 Tos17ミュータント

パネルその他のリソース DBにアクセスして、突然

変異体の有無を確認した。その結果、以降に示す5

つの候補遺伝子が得られた。

c 蔚壁内層組織で機能するイネ遺伝子 TTMと

MTMの解析

mspl突然変異体を利用したマイクロアレイ解析

から、タベートなど蔚壁内層組織での発現が示唆さ

れた 2つのイネ遺伝子 TTMとMTMの解析を行っ

た（文献7）。TTMとMTMは真核生物に広く存在

する転写因子をコードし、植物の機能未知の同一サ

ブファミ リーに属するパラログである。両転写産物

は4層の蔚壁が形成される前減数分裂期以降で発現

し、前者はタペートで、後者は中間層でそれぞれ特

異的な発現を示した（図3232-6）。ttm変異体では、

小胞子期のタベート崩壊が起こらない。一方 mtm

変異体では荷壁細胞が異常に肥大していた。両変異

体ともに、パキテン後期周辺の減数分裂細胞で染色

体断片などの異常が観察された。現在、正常型ゲノ

ム配列を用いた変異表現型の相補性試験を実施して

おり、 TTMについては原因遺伝子であると確定す

図3232・7 isd突然変異体では生殖成長期の節間伸長

および種子休眠性が異常になる

A-B）正常型の植物体 （A）および成熟穂 （B）。
C-D) isd変異体の植物体 （C）および成熟穂 （D）。
E）正常型 （左）およびisd変異体 （右）の成熟穂。
矢頭は穂発芽した種子を示す。
F）穂発芽したおd変異体の種子の拡大図。

ることができた。

d 節間伸長、種子稔性および穂発芽性に関与す

るイネ遺伝子！SDの同定

mell突然変異体を利用したマイクロアレイ解析

から、生殖細胞の初期発生への関与が予想されるイ

ネ遺伝子！SDの解析を行った。！SD遺伝子は、メタ

ロペプチダーゼM20ファミリーに属する機能未知

の蛋白質をコードしていた。！SD遺伝子はイネ生活

環で全般的に発現しているが、特に佐乳で高い発現

を示した。isd変異体では、生殖成長期における節

間伸長に異常が見られ、特に上から数えて第一、第

二節聞が正常型と比較して有意に短かった。また、

種子稔性が低下するとともに、稔実種子では休眠性

の低下が起こり、降雨後にほとんどで穂発芽する傾

向が認められた（図3232-7）。
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図3232-8 ヨード染色したイネ花粉

+/cap］ヘテロ接合体では、約半数の花粉でデンプンが
蓄積せず、染色されない （右）。 左は正常型イネ （＋／＋）
の花粉。

e 種子稔性に寄与するイネ遺伝子RCPの解析

種子不稔性を示す Tosl7突然変異体の解析から、

種子稔性に寄与するイネ遺伝子RCPを同定したO

RCP遺伝子は、水酸化酵素ファミリーであるシト

クロム P450蛋白質をコードしていた。同じくシト

クロム P450をコードするイネ遺伝子CY0704B2は、

タペート組織で機能することが既に報告されている

が、本課題で同定したRCPとは異なる遺伝子であっ

た。現在、rep変異体では生殖器官のどの発生ステー

ジが異常になっているのかを詳細に解析していると

ころである。

f 花粉形成過程で重要な役割を果たすイネ遺伝

子 CAPJの解析

本遺伝子の同定は、上記4遺伝子とは異なる経緯

で同定した。本課題遂行のために栽培、遺伝解析を

していたおsl7ミュータントパネル系統のなかで、

配偶体型遺伝様式（花粉からの突然変異遺伝子の伝

達が抑制される遺伝様式）を示す Tosl7挿入変異を

含む l系統を見いだし、秋田県立大学の上田健治博

士らとの共同研究で原因遺伝子の単離と機能解析を

行った。

イネ CAPJ遺伝子は、精細胞が分裂する前の二細

胞花粉期の蔚で強く発現する。cap］突然変異を保

有する花粉は、ほとんどの細胞成分が失われて花粉

外壁（エキシン）だけの構造になり、花粉管伸長能

が失われる（図3232-8）。しかし、受精能力をもっ

極めて少数の cap］変異花粉が生産されるため、低

い頻度ながら caplホモ接合体が得られる。ホモ接

合体では花粉形成以外のイネの成長は全く正常であ

ることから、 CAPJの花粉特異的な機能が明らかと

なった。CAPlタンパク質は、植物の L－アラピノ

キナーゼと高い相向性を示し、細胞壁代謝の過程で

生じる L－アラピノースを再利用のためリン酸化し

ている可能性が示唆される。遺伝子発現パターンが

シロイヌナズナのアラピノキナーゼ様遺伝子の lっ

と酷似することから、 CAPJ機能が被子植物で広く

保存されており、花粉形成過程において非常に重要

な役割を果たすことが示唆された。本研究の成果は、

Plant Physiology誌上で発表した（文献8）。

エ 考察

（ア）体細胞分裂から減数分裂への移行に必要な

イネ遺伝子MEL2の解析

本課題では、 MEL2遺伝子について以下のことを

明らかにした；

(A) RNA認識モチーフ（RRM）を持つ新規のイ

ネ蛋白質をコードする、

(B）突然変異体では、雌雄の生殖器官で減数分裂

への移行が阻害される、

(C）突然変異体の蔚では、前減数分裂DNA複製

の同調的な進行が阻害される、

(D）前減数分裂DNA複製期において生殖細胞の

細胞質側核周縁部に局在し、その前後では細胞質に

分散する。

以上の結果からイネ MEL2遺伝子は、イネの生

殖器官における生殖細胞の体細胞分裂から減数分

裂への移行に必須の役割を担う RNA結合蛋白質を

コードしていると結論した。MEL2蛋白質が保存

する RRMおよびその周辺のアミノ酸配列は、ヒ

トの無精子症との関連性が報告される DAZAPl遺

伝子と高い相向性を示す（文献3）。ヒト DAZAPl

は、無精子症の原因蛋白質である DAZと結合する

蛋白質である。DAZを含む蛋白質複合体は、生殖

細胞で発現するメッセンジャー RNAの3＇－側非翻
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訳領域の AUリッチ配列に結合子し、ポリ A結合

蛋白質（PABP）と協調して、ターゲットである

mRNAの翻訳制御に関わっているとの報告がある

（丈献9）。最近、本課題とは異なる私たちの研究成

果として、イネ MEL2蛋白質が保存する RRMは、

Uリッチなコンセンサス配列に結合する傾向がある

ことを invitroの実験から見いだした（Miyazakiet 

al.投稿中）。本課題は、減数分裂移行が植物と動物

で共通したメカニズムで制御される可能性を、世界

で初めて明らかにした。

以上の結果について、 MEL2蛋白質がDNA複製

期の減数分裂細胞の細胞質側の核膜周辺に一過的に

局在するという観察結果（図3232-SF）と考え合わ

せると、以下のようなモデルが考えられた。すなわ

ち、生殖細胞の核膜周辺の小胞体上には、減数分裂

期に発現する遺伝子の mRNAを含むポリソームが

多数存在しており、そのうち 3＇－側非翻訳領域に U

リッチな配列を保存する mRNAにMEL2が結合す

ることで、同遺伝子のコードする蛋白質の翻訳が促

進あるいは抑制され、その結果、減数分裂への移行

が進行するというモデルである。細胞質側核膜への

MEL2局在が一過的であることを考えると、 MEL2

は減数分裂移行に抑制的に働き、 MEL2核膜局在が

一斉に失われることで同調的な減数分裂移行が開始

されるモデルが考えやすい。今後はこのモデルを作

業仮説として検証を進める予定である。 MEL2の

核膜周辺への一過的な局在がどのように制御され

ているかは不明であるが、ターゲット mRNAの発

現・局在に依存する可能性や、 MEL2の細胞内局在

を規定する未知の蛋白質の存在などが考えられる。

MEL2のN末端には、生体膜の細胞質側に蛋白質

をアンカーする役割を持つミリスチル基の付加サイ

ト（ミリストイル化モチーフ）があるD ミリストイ

ル化酵素は、標的蛋白質の翻訳と協調して第一メチ

オニンを切り離し、露出した2番目のグリシンにミ

リストイル基を付加する（文献10）。 MEL2・T7nで

は、 MEL2-T7cでみられた細胞質側核膜周辺への局

在性が失われることから（図 3232-SE）、 MEL2の

核膜周辺への局在にミリストイル化が関与する可

能性も考えられる。イネ MEL2のホモログである

マウス DAZAPlは、核と細抱質を行き来するシャ

トル蛋白質であり、核から細抱質へのターゲット

mRNAの移行を担うと考えられている（文献 11）。

一方、イネ MEL2は核内への局在性は認められな

かったことから、核に局在して MEL2と相互作用

する未知の RRM蛋白質がイネ減数分裂細胞で機能

する可能性も考えられ、今後の研究の進展次第では、

生殖細胞における植物固有の翻訳制御システムの解

明につながると十分に期待できる。

形質転換イネを用いた細胞内局在解析から、減数

分裂前期にタペート細胞核の周辺にも現れることが

わかった（図3232-1）。シロイヌナズナでは、相同

染色体の対合が完了する減数分裂第一前期（レプト

テン期）の前後で、タペート細胞が同調的に二核化

することから（丈献12）、イネ MEL2遺伝子は、生

殖細胞の減数分裂への移行の制御だけでなく、タ

ペート細胞の同調的二核化にも関わっている可能性

が充分考えられる。

（イ）突然変異体を用いたトランスクリプトーム

解析と新規遺伝子の同定

これまでの研究から、主に小胞子期において雄性

生殖細胞とタペート細胞の発生には相互依存関係が

あることが知られている。しかし減数分裂への移行

から初期減数分裂期にかけての両者の関係について

は、ほとんど知見がない。イネmspl突然変異体では、

タベート組織の欠損が原因で、減数分裂の進行がパ

キテン期から第一分裂中期あたりで停止することか

ら、タペート組織と減数分裂進行との相闘が示され

た（丈献4）。また、イネ mill突然変異体では、タペー

ト組織でのMILl蛋白質の発現が欠損することによ

り、生殖細胞が減数分裂に移行せず、体細胞分裂を

続けてしまうことが示された（丈献13）。

本課題の成果により、転写因子TTMとMTMが、

蔚壁のうち、それぞれタペート層と中間層で発現す

ることが、正常なイネの雄性減数分裂の進行に必要

であることが示された（文献7)o特に ttm突然変

異体では、減数分裂後のタペート層の崩壊が起こら

ない変異表現型がみられたが、減数分裂期のタペー

トの形態は正常に近いにも関わらず、減数分裂の進

行に異常が認められた。この結果は、過去の報告と

同様に、蔚における減数分裂細胞とタペート細胞と

の聞に何らかのシグナル伝達経路が存在することを

強く示唆する。減数分裂前まで、タペート細胞と雄

性生殖細胞とは原形質連絡（プラズモデスマータ）

で細抱質問士が繋がっており、細胞周期を細胞聞で

互いにモニターするシグナル伝達系が存在する可能
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性は古くより議論されている（丈献14）。 TTMあ

るいは MTM転写因子が、細胞質問を移動して相

互作用し、弱壁内層組織の発生および減数分裂の進

行に寄与する可能性は十分に考えられる。前項で述

べたイネ RRM蛋白質 MEL2は、減数分裂細胞に

加えてタベート層での発現がみられた（図3232-1）。

本課題で同定した花粉形成に必須の遺伝子 CAPJの

発現は、三細胞期の花粉に加えて荷壁の内皮でも認

められた（データ示さず）。減数分裂後の花粉発生

段階で、特に花粉外壁の形成に必要な蛋白質の多く

がタペート組織から分泌されることが知られている

（文献15）。 CAPJに関する本課題の成果は、減数分

裂後の雄性生殖細胞と周辺体細胞との相互作用を新

たに示した事例といえる。

CAPJを除く上記の4遺伝子 （TTM,MTM, !SD、

RCP）は、 mspl、mellあるいは me/2突然変異体を

用いたマイクロアレイ解析を通じて選抜されたもの

である。従って、これら 4遺伝子は、減数分裂前で

の機能が報告されている MSPJやMELI、あるいは

MEL2の下流で機能している可能性が考えられる。

!SDに関しては、 mell変異体で発現が上昇していた

（データ示さず）。節間伸長や種子休眠性など多面的

な機能が示唆される ！SD遺伝子が、減数分裂前の

生殖細胞の維持に機能する MELIの制御を受けてい

る可能性が示されたことは、植物の生殖細胞発生の

観点から非常に興味深い。

（ウ）総合考察

本課題の成果から、特に減数分裂期のイネ荷にお

いて、減数分裂細胞とタペート細胞の聞の相互作用

が、生殖細胞の維持や減数分裂の進行に極めて重要

な役割を果たすことが明らかとなった。 Satakeand 

Hayaseは、穂苧み期のイネに低温処理を施し、最

も低温に弱い時期は減数分裂直後の小胞子期である

ことを示したが、二番目に弱い時期が減数分裂期初

期であることも併せて報告している（文献 1）。穂

平み期に低温に晒された穂では、しばしばタペート

組織の肥大化に伴う減数分裂細胞の損傷・崩壊が認

められる。本課題で同定した MEL2およびMTM遺

伝子の突然変異体では、低温障害とよく似たタベー

ト組織の肥大化と減数分裂進行の異常が観察された

ことから、少なくともこれら 2つの遺伝子は低温障

害時にタペート組織で起こる現象に、何らかの関わ

りがある可能性が考えられる。今後、本課題で同定

された遺伝子を含め、イネ生殖細胞分化関連遺伝子

の発現・制御の機序を明らかにし、低温や高温など

のストレス障害の研究に有用な情報を提供していく

ことが望まれる。

オ今後の課題

今後は、環境ストレスの影響を受けやすい穂苧み

期における問題の解消と安定した収量を得られる品

種育成への応用に向けて、本課題で得られた知見を

いかに活用していくかが課題である。具体的には過

剰発現体の作成、突然変異体を用いた環境ストレス

応答の解析、などが考えられる。

同定した5つの遺伝子のっち ！SD遺伝子につい

ては、図らずも穂発芽性という農業上極めて重要な

形質への関与が示唆された。穂発芽による米粒品質

の低下の解消に向けた重要な知見となることが期待

されるため、今後は同形質に詳しい研究者と連携し

て進めていく予定である。

力要約

（ア）体細胞分裂から減数分裂への移行に必要な

イネ遺伝子MEL2の解析

植物では、短い季節に効率的に受粉・受精するた

め、花粉が同調的に生産され、それに合わせて匹嚢

（雌性配偶体）も成熟する。この同調性の確立は、

減数分裂直前の DNA複製の同調性に起因する。本

課題では、生殖細胞の減数分裂への移行を促進し、

上記同調性の確立に寄与する植物遺伝子MEL2を、

世界に先駆けてイネで発見した。植物の生殖研究へ

の貢献に加え、将来的には環境ストレスによる種子

稔性の低下を克服する糸口となる成果が期待でき

る。

（イ）突然変異体を用いたトランスクリプトーム

解析と新規遺伝子の同定

イネの生殖細胞での機能が明らかなイネ遺伝子

MELI、MEL2、MSPJの突然変異体をマイクロア

レイ解析と組み合わせることで、新たな生殖細胞

分化関連遺伝子の同定を試みた。その結果、 TTM、

MTMよ！SD、RCP、CAPJの5つの遺伝子を同定し

た。 TTMおよびMTMは、ともに転写因子をコード

し、荷壁内層組織（タペートおよび中間層）で発現し、

減数分裂の進行に必須の働きを持つことを明らか

にした。 ！SDは機能未知のメタロペプチダーゼM20

-238-



ファミリー蛋白質をコードし、節問伸長や種子稔

実性、そして穂発芽性への関与が示唆された。 RCP

はシトクロム P450蛋白質をコードし、種子稔実性

への関与が示唆された。 CAPIはL－アラピノキナー

ゼ様蛋白質をコードし、花粉形成に重要な役割を果

たすことを明らかにした。
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研究担当者（野々村賢一＼宮崎さおり）

(3) 開花期高温ストレス耐性関連遺伝子の単離・

解析 (IPG0018)

ア研究目的

気象条件が原因となって引き起こされる農作物の

収量の低下は世界中で問題となっている。作物の稔

実率を低下させるさまざまな気象要因のなかでも、

高温ストレスに関しては、近年地球規模での温暖化

が進んでいることから、その被害が広まってきてい

るとされる。 2007年8月の関東以西の地域で平年

に比べて非常に高い気温が観測され、水田でも稔実

率の低下が報告されている。農作物の収量のロスを

防ぐ方策を探ることを最終的な目標におきながら、

本研究では、生殖過程における高温ストレス応答と

稔実率低下の分子基盤を明らかにすることを目的と

する。イネの高温ストレスによる稔実率低下の要因

を構成する遺伝子を単離して、その発現様式、コー

ドするタンパク質の生化学的性質などを解析するこ

とによって、その遺伝子の生殖反応における生理的

機能を明らかにすることを目指す。また、低温スト

レス耐性に関する研究（IPG0019）と共同して、温

度ストレスに関する応答の仕組みを考察する。

イ研究方法

（ア）高温が蔚や花粉の発達に与える影響

これまでの研究から 2日間の高温処理（昼39℃

／夜30℃）で不稔が誘導されることがわかってい

る。そこでこの高温処理が蔚や花粉の発達に与える

影響を調べる目的で、高温による蔚長の変化を調べ

た。無処理と高温処理との出穂始期の穂について、

荷長を測定し比較した。また、それぞれの開花期の

花粉の培地上での発芽能を調べた。花粉の形態や花

粉に含まれるタンパク質の変化などについても解析

した。

（イ）高温不稔におけるジベレリンの関与

これまでの結果から、高温処理によって、ジベレ

リンの合成や伝達にかかわる遺伝子群や GAMYB

の制御下にある遺伝子の一部の発現が低下すること

がわかっている（Endoet al. l) , Tsuji et al.2））。そ

こで、高温処理開始時にジベレリン（GA3lOμM) 

を与えて、蔚長や種子稔性に与える影響を調べた。

また、高温で発現が低下し、かつ、 GAMYBの制

御を受けると考えられる遺伝子を同定し、 GUSレ

ポーター構築を用いて制御領域の解析を行った。さ

らに、高温応答とジベレリンの関係を解析すること、

および蔚内のジベレリン濃度をコントロールするこ

とを目指して、ジベレリン合成に関わる遺伝子のう

ち、荷特異的な発現を示す GA20ox3遺伝子のノッ

クダウンや高発現系統を作出した。同様にして、お

もに茎葉で発現する類似遺伝子 GA20ox2遺伝子に

ついても実験を行い比較解析した。

ウ研究結果

（ア）高温が荷や花粉の発達に与える影響

2日間の高温処理後に常温で育てたイネの出穂期

の荷長と穎花長を測定した。高温処理によって、穎

花長は変化しないのに対し、荷長は無処理の約9割

程度に短くなることが確認された。花粉のヨード染

色では、高温処理花粉も無処理花粉と同様にヨード

染色されるが、花粉発芽培地上での発芽を観察した

ところ、無処理花粉に比べて高温処理花粉の発芽が

低下していること、また、病から花粉培地上に飛び

散る花粉粒の数が高温処理により減少すること、が

わかった（図3233-1）。

開花直前の荷からタンパク質の粗抽出液を調製

し、 SDS-PAGEにより分析した。無処理と高温処

理で差の見られたバンドを切り出し、含まれるタン

パク質を質量分析法によって同定した。これまでに、

糖代謝やエネルギー代謝に関わる酵素類やシヤベロ

ンタンパク質などが高温により減少すると考えられ

る結果が得られている。

（イ）高温不稔におけるジベレリンの関与

高温処理開始時、あるいはその2週間前からジベ

レリンを与えても、荷長や種子稔性に有意な改善は

みられなかったD

GAMYBのターゲットである CYP703とKAR

遺伝子について、レポーター構築を用いた解析に

おいて、高温で発現が低下することが観察され

た。また、高温応答性遺伝子の制御領域のレポー

ター解析を行い、欠失や点変異の構築と解析から

共通の新規モチーフを同定した（図3233-2）。高温

応答性かつ GAMYBの制御を受けると考えられる

YY2 (Osl0g0484800）と ABCトランスポーター

( Os06g0607700）の2つの遺伝子についても、同様

-240-



， ・・－.－. ・・．・・．．、；. ・・・’．－－・ーl・・．・・．．’・』．．．・－．．- . ．・句 、．．“、．．、－．．・．．－． ．
 
．
 

．
 
．
 
．
 
．
 

． ． 
・－・・t・－．’

~... I ' 
~~ ·－ · ‘・－－，.,.._ ~ 、’＂＇
旬 、司F
t 事・

． 
ー電 ． ． 

． 花粉粒の大きさの分布の比較

－ 

． 無処理 93.8 

68.5 

0 20 40 60 80 l 00 
｛%） 

口：正常（＞35μm) 口：小（28～35μm)

． ：極小（＜28μm) ．：変形

－ 

a且』

開花時の花粉飛散程度と発芽の様子

図3233-1 高温処理後の花粉の特性

-728 

・638

・569

・369

遺伝子発現の強度

日： GTGA配夢lj <]: AGAAA配列 ．：新規GCAモチーフ

図3233・2 高1lil¥.J芯答性遺伝子の制御領域の解析例

なレポータ一実験を行い、発現制御に必要な領域を

同定した。また、これらの遺伝子の機能解析を行い、

正常花粉の発達に必須の役割を果たすことを明らか

にした。

イネのもつ 4つの GA20ox遺伝子のうち、

GA20ox3は蔚特異的に高く発現する（Suwabeet 

al. 3) , Hobo et al. 4））。 GA20ox3遺伝子を 35Sプロ

モータの下流につないで過剰発現させると草丈が

伸び、その効果は GA20ox2の場合と同様であっ

た。GA20ox2,3とも高発現系統は種子稔性が低下

した。GA20ox2の発現抑制は草丈を小さくするが、

GA20ox3では予想通り顕著な変化はなかった。また、

これまでに調べた範囲では、荷での GA20ox3の発

現レベルが原品種の 0.3倍程度に低下している系統

でも稔実し、逆に発現レベルが高いと不稔になるこ

とがわかった（図 3233-3）。さらに、高温に応答せ

ず発現を保つプロモータの候補として、荷特異的転

写因子 TDRのプロモータに GA20ox3をつないで
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図3233-3 GA20ox2,3遺伝子の過剰発現 ・発現抑制の効果

導入した系統も作出した。現在、これらの系統の蔚

長や蔚や花粉の形態、種子稔性などを調査している。

工考察

小胞子期の2日間の高温処理で種子稔性が低下す

るが、その直接的な要因と考えられることとして、

以下のことが観察された。1）開花期の蔚長が無処

理の場合に比べて9割程度に短くなる。2）花粉の

総数は変化しないが、径の小さい花粉が増える傾向

がみとめられる。3）開花時に蔚から飛び散る花粉

数が減少するとともに、花粉の発芽能も低下する。

また、高温処理花粉では、糖代謝やエネルギー代謝

などに関わるタンパク質量が低下していると考えら

れ、花粉の発芽能が低下する一因である可能性が考

えられた。高温処理の直後に著しく発現の低下する

遺伝子群の一部は、 GAMYB転写因子の制御下に

あると考えられ、高温応答とジベレリンの制御の関

係性を解き明かすことが重要と考えられる。高温処

理時にジベレリンを添加しても、蔚長や種子稔性の

有意な回復は認められなかったことから、荷内のジ

ベレリン量を精密にコントロールする必要があると

考えられる。GA20ox3を高発現すると草丈が高くな

ることから、この遺伝子産物がジベレリンを合成す

る活性をもつことがわかる。しかし、高発現では種

子稔性は低下するので、発現レベルの精密な調節が

必要である。現在、高温の影響を受けない TDR遺

伝子のプロモータに GA20ox3をつないだ構築を用

いて形質転換体を作出し、その解析を行っている。

オ今後の課題

高温により花粉の発達が阻害をうけ、径が小さく

発芽能の低下した花粉が生ずることがわかり、他方

では花粉に含まれるタンパク質成分の変動の一部が

明らかとなった。今後、これらの事象の因果関係を

明らかにする必要がある。また、外部からジベレリ

ンを添加しても回復効果がみとめられないことか

ら、罰内のジベレリンの動態を把握する必要があ

ると考えられる。その一端として、現在進行中の

GA20ox3イネについて、高温による遺伝子発現の変

化と蔚長や花粉の形態、種子稔性への影響を詳細に

解析し、その結果を踏まえて高温耐性を高める方策

を考察する。

力要約

高温による種子稔性の低下においては、蔚長が短

くなり、開花期に弱から飛び散る花粉数が減少する

とともに、花粉の発芽能も低下することが明らかと

なった。 高温応答性遺伝子群の一部は、 GAMYB
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転写因子の制御下にあると考えられ、高温応答への

ジベレリン関与が示唆される。外からのジベレリン

供与は、蔚長や種子稔性の有意な回復につながらな

かったが、 GA20oxの遺伝子工学的利用による蔚内

ジベレリン濃度の制御に期待がもたれる。
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研究担当者（川岸万紀子つ

(4) 匪乳の特性を決める転写制御因子の単離と機

能解明 (IPG0022)

ア研究目的

jlo2変異体ではデンプン生合成系遺伝子群や貯蔵

タンパク質遺伝子などの種子貯蔵物質生合成に関わ

る多くの遺伝子の発現が大きく低下する九また、

ATP合成酵素群の遺伝子発現量も低下するD この

ことからこの変異の原因遺伝子はこれらの遺伝子発

現の制御に関わることが予想される。また、この形

質は高温登熟種子の形態と共通点が多いため、 jlo2

変異体は高温登熟障害イネのモデル系となる。すな

わち、登熟期に高温ストレスを被ったイネ種子では

貯蔵デンプン生合成が阻害され、著しい品質低下が

起こる。そのため、この変異体を用いて伍乳の特性

に関する制御システムを解キ斤し、高j昆障害イネとの

比較を行うことで障害回避の方策が明らかになると

考えられる。まず、 jlo2変異の原因遺伝子 （FL02)

の同定とこの下流で働く因子を探索し、これらの遺

伝子の高温登熟による遺伝子発現の変化を調べる。

次に高温ストレス耐性に関わる因子を探索する。ま

た、 FL02遺伝子と高温ストレスの関係を詳しく解

析する。このような未熟種子では ATP含量の減少

が認められたため、登熟中の種子の ATP合成に焦

点をあて、 ATP合成酵素遺伝子群と高温ストレス

との関連を明らかにする。これにより、高温登熟障

害を回避するための方策を調べる。

イ研究方法

（ア）戸o2変異体における遺伝子発現の変化の網

羅的解析

戸o2変異体の匹乳での遺伝子発現および匹乳デン

プンの構造変化を詳細に解析した。また匹乳におけ

る遺伝子発現量の変化をマイクロアレイにより網羅

的に解析した。さらに貯蔵デンプンや貯蔵タンパク

質の生合成に関わる遺伝子群について、これらの遺

伝子発現量の変化をリアルタイム RT-PCRにより

解析した。

（イ） jlo2変異体の原因遺伝子の同定と機能解析

jlo2変異体の原因遺伝子をマッピングし、マップ

ベースクローニング法により原因遺伝子を同定し

た。この遺伝子 （FL02）と相互作用するタンパク

質を酵母two-hybridシステムを用いて探索した。

FL02のホモログ遺伝子を探索した。 FL02および

そのホモログ遺伝子の発現を詳細に解析した。

（ウ）高温登熟とflo2変異との関連の解析

代表的なイネ品種に関して、高温登熟ストレス（昼

温： 33℃、夜温： 28℃）による FL02の発現への影

響を調べた。高温登熟種子とjlo2変異体のどちら

においても ATP合成酵素遺伝子の発現量が低下し

ていることが示唆されたため、種子の盈熟期での

ATP含量の変化を調べた。また、 ATP含量が戸o2

変異体や高温登熟種子の登熟過程でどのように変化

しているかを継時的に解析した。また、高温ストレ

スによる耐性の度合いの品種間差違を調べた。

（エ） FL02遺伝子の過剰発現形質転換体の作製

と表現型の解析

全長のFL02遺伝子の下流にタグとなるタンパク

質を結合したものを作製し、これを導入した形質転

換体を作成した。これらの形質転換体の表現型を解

析した。
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ウ研究結果

（ア）戸o2変異体における遺伝子発現の変化の網

羅的解析

戸o2変異体の脹乳では目玉乳デンプンに大きな構造

変化が生じていた。また、アミロース含量にも変化

が生じていた。未熟種子における遺伝子発現量を網

羅的に解析したところ、貯蔵デンプンおよび貯蔵タ

ンパク質の生合成に関わる遺伝子の発現量に減少が

認められた。そこで、これらの個別の遺伝子に関し

て、発現量の変化をリアルタイム RT-PCRにより

解析したところ、 jlo2変異体では、貯蔵デンプン生

合成に関わる遺伝子のうち、登熟期特異的な発現を

することが報告されている GBSSI,SSI. SSIIa. SSIIa. 

SSIVb. BEL BEIIb. AGPL2. AGLS2b遺伝子の発現

量に顕著な低下が認められた。一方、継続的に発現

をする遺伝子に関しては大きな変化が認められな

かった。また、貯蔵タンパク質遺伝子や ATP合成

酵素をコードする遺伝子の発現量の低下が認められ

た。貯蔵タンパク質遺伝子群は、遺伝子により発現

量の変化に差異が認められた（図 3234-1、2）。

（イ）戸o2変異体の原因遺伝子の同定と機能解析

戸o2変異体の原因遺伝子をマッピングしたとこ

Amount of value to a町1ountof actin1 transcript 

Gene Name ACC. NO. 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 

AGPL AK071497 

AGPS AK071826 

Amy3D AK119761 

Amy3E AK064300 

BE1 AK119436 

GBSSI AK070431 

GBSSll AK067654 

PGl-A AK068061 

PGl-B AK068236 

RBE3 AK108535 

SSI AK109458 

SSlla AK101978 

SSllc AK072339 

SSIVb AK067577 

Susy1 AK100546 

Susy2 AK100334 

Susy3 AK289078 

1 Ok Pro AK108254 

11sGlobulin AK121775 

13kPro AK242306 

17kPro AK242322 

19kGlobulin AK287940 

Globulin1 AK105347 

Globulin2 AK121667 

GluA2 AK107314 

GluA3 AK107271 

GluB1 AK107343 

GluType1 AK107285 

RA 16 AK242298 

RA 17 AK242340 

RASB AK242333 

RAG2 AK107328 

RG21 AK243000 

AlaAT2 AK102488 

CBF-B/NF-YA AK065163 

Myb1 AK242017 

OsNAC6 AK107283 

RPS3 AK288604 

RPS9C AK104761 

WRKY35 AK287985 

YT521-B AK062076 

OsPPDKB AK103898 

FP AK243360 

GLP16 AK062862 

PDI AK068268 

PK AK073557 

Ac tin AK 100267 

口WT

•tlo2 

図3234・1flo2変異体における腔乳で機能する遺伝子群の発現量の変化

リアルタイム RT-PCRによりそれぞれの遺伝子からの転写産物の量を定量した。アクチン （actinl)
の転写産物量に対する相対値を用いて野生型の値と比較した比を示している。
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flo2遺伝子座の同定

72.4 

Chr. 4 
70 80 90 100 cM 

Eコ 変異により終止コドンになった
Eコ アミノ酸残基が変わる変異
Eコスプライス部位の変異

EM36.EM37.EM280 EM554 

TPR motif 

図3234・2 FL02遺伝子の単離

戸o2遺伝子座のマッピング （上段）およびFL02遺伝子の構造（下段）を示す。また、それぞれの
戸o2変異体系統で検出された変異部位と塩基配列の変化を四角内に示す。

ろ、第4染色体の lつの遺伝子であることがわかっ

たojlo2変異体では、この遺伝子 （FL02遺伝子）

に点変異が生じて新たな終止コドンが生じていたた

め、これによる機能喪失変異であることが示唆され

た（図 3234-2）。また、戸o2変異体に FL02遺伝子

を導入することで、野生型よりも高いFL02の発現

量を示す形質転換体が得られた（過剰発現形質転

換体）。これらの形質転換体を栽培し、後代種子を

採取した。得られた種子を観察したところ、野生

型イネよりも 10%程度大きな種子が得られた。ま

た、この植物の未熟種子では、野生型に比べて貯蔵

物質の生合成に関わる遺伝子の発現量が高いことが

わかった（図3234-3）。これらのことから FL02は、

種子貯蔵物質の生産性を決定づける重要な制御因子

であることが強く示唆された 2）。

FL02遺伝子にコードされるタンパク質は、中央

部にタンパク質ータンパク質相互作用に関与する

TPRモチーフを有していた。そこで、 FL02タン

パク質を前半部、 TPRモチーフを含む中央部、後

半部の3つの部分にわけで、酵母two-hybridシス

テムを用いて、これと相互作用するタンパク質を

検索した。その結果、 TPRドメインよりも上流部

分と相互作用するタンパク質として、新規な LEA

タンパク質が、下流部分と相互作用するタンパク

質として、新規な bHLHタンパク質が検出された。

TPRドメインとの結合を示唆するタンパク質は確

認できなかった。bHLHタンパク質は DNAと結合

し、転写制御因子として機能すると予想されるこ

とから、 FL02はbHLHやLEAと相互作用をし、

TPRモチーフを介して種子貯蔵物質の生合成系を

協調的に制御している上位の制御因子である可能性

が示唆された 2）。

イネゲノムには 2種類のFL02ホモログ遺伝子

が存在した。これらを FLLJ(FL02-like 1)および

FLL2 (FL02-like 2）と命名した。FL02は未熟種子

で強く発現していたが、緑葉でも発現が認められた。

一方、 FLLJとFLL2は緑葉のみで発現が認められ

た（図3234-4）。FL02、FLLJ、FLL2の遺伝子に由

来するタンパク質は高等植物で広く保存されてお

り、それぞれの相向性は高かった。一方、酵母や動

-245-



：通

'.[lJ!iJ,, 
はepjjI l 

川山
一一似
肺・・EEα川・・・EE
M

l Relative value of FL02 tc;> 
amount of Actin I transcript 

A 

；~~ 

flo2 

OX2 

CL WT 

WT 
B 

山一以
伽
圃
・

E
U

叫
山
由
・
E

－－
附

～ω

豊
似

『十
L
Eト
ト
ト
ト
t
宅

E
－

n
n引
初
日間
句
作
情

。G 

t~.圃 I ：：』自，， . ~：~自，， 1
Relative gene expression to WT 

図3234・3 FL02過剰発現形質転換体の形質
(a）形質転換体イネの未熟種子における FL02遺伝子の発現量。
WT：野生型、 CL：ベクターコントロール、 ox：形質転換体 (1～ 3)
(b）形質転換体イネの種子の形態
(c）ー（£）種子の長さ、幅、 厚み、 重量の比較
(g）未熟種子におけるデンプン枝つけ酵素（BEl）、頼粒結合型デンプン合成酵素（GBSS）、
グルテリン Al(GluAl）、16kDaアレルゲンタンパク質（RA16）遺伝子の発現量の比較

c 
Relative value of FLL 1 to amount of 10 

Actin I transcript 8 
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Actin I transcript 

•Kinmaze 

口flo2
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。
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『 ・ 16

25 ~ ・r ・・Kinmaze 
20 

15 

10 

5 
0 

12 

8 

4 

。
R DS 

図3234-4 FL02、FLLJ、FLL2遺伝子の発現部位
FL02 (A）、FLLJ(B）、FLL2(C）遺伝子の発現パターンを示す。
S: stem、LB: leaf blade、FL・ flag leaf、P・ panicle、DS: developing seed、R:root 
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図3234・5 FL02およびそのホモログの系統樹

系統樹解析は ClustalXプログラム （http: I /www. 
clustal.org／） を用いて行った。

B 
0.6 

害E::1. 0.5 
0.4 

0.2 

0.1 

トq°= 。。
5 10 15 20 25 

c 0.30 
DAF 

著E::1. 0.25 
0.20 

0.10 

0.05 
Eトq':: 。。

5 10 15 20 25 
DAF 

図3234-6 高温登熟させた未熟種子における ATP量

の変動

日本晴 （A：強い高温登熟障害が現れた）、
台中65号（B）、金南風（C）の未熟種子
における ATP量の経時的解析結果を示す。
DAF : days after flowering. 

物には相当するタンパク質は見つからなかった（図

3234-5）。このことから FL02ファミリーは植物特

有の制御因子であることが強く示唆された 2）。

（ウ）高温登熟と戸o2変異との関連の解析。

FL02遺伝子は登熟中期に発現量の極大が認め

られた。高温ストレス条件の日本晴未熟種子では

FL02遺伝子の発現量が顕著に減少した。一方、同

条件で育てた金南風では常温条件との間でFL02の

発現量に差は認められなかった。このことから、高

温ストレスにより FL02の発現が阻害され、このこ

とによって、 FL02により発現制御されている貯蔵

デンプン等の生合成に関与する遺伝子群の発現量の

低下を招いている可能性が示唆された。

flo2変異体では ATP合成酵素遺伝子の発現量

が顕著に低下した。そこで、戸o2変異体における

ATP量を測定し、野生型イネ（通常条件および高

温条件）と比較した。その結果、 flo2変異体では

ATP含量の変動に顕著な差が認められた。また、

高温障害が生じたイネでも同様に ATP含量が低下

していた。一方、金南風では高温ストレスを与え

た場合でも通常栽培と同等の量の ATP含量が検出

され、あまり変化が生じないことがわかった（図

3234-6）。これらの結果から、 flo2変異体および高

温障害イネで生じた白化米の発生と未熟種子に含ま

れる ATP量の減少は強く連鎖していることが示唆

された。未熟種子における ATP量が登熟に与える

影響を探るため、ユピキチン・プロモーターの下流

にミト コンドリア Fl-ATPaseの複合体を構成する

遺伝子に対する RNAi遺伝子を導入した発現抑制形

質転換体を作製した。その結果、この形質転換体は、

常温で登熟させた種子でも白濁するなどの障害が生

じた。

日本晴、台中 65号、金南風それぞれの品種の高

温登熟による障害の度合いを比較した。出穂後、昼

間33℃、夜間 28℃の条件で栽培した結果、日本晴

では 76%の割合で白化米が生じた。台中 65号では

由化米の割合は 6%程度上昇したが、 l粒あたりの

重量（体積）が7%低下した。一方、金南風は高温

登熟による障害はほとんど認められなかった 3）。

そこで、これらの品種に加えて、主要な8種の品

種（神力、愛知旭、農林l号、にこまる、農林8号、

フクマサリ、銀坊主、農林22号）についても同様

の解析を試みた。これらのイネの未熟種子を常温で
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表3234・1 常温登熟および高温登熟における不良種子の割合

Shinriki Aichi-asahi Norin-1 Nikomaru 

Grain feature Normal High Normal High Normal High Normal High 

Perfect grain 96.0 76.0 96.0 45.5 96.2 40.0 91.3 38.1 

Basal white 。 12.0 4.0 。 。 28.0 。 28.6 
White back 。 12.0 。 40.9 。 32.0 4.3 14.3 
White belly 4.0 4.0 。 31.8 3.8 16.0 。 4.8 

White core 。 8.0 。 13.6 。 12.0 4.3 9.5 

Milky white 。 。 。 。 。 。 。 14.3 

Norin-8 Fukumasari Ginbozu Norin-22 

Grain feature Normal High Normal High Normal High Normal High 

Perfect grain 95.8 30.4 82.6 22.7 100 21.7 92.3 4.2 

Basal white 。 17.4 13.0 36.4 。 。 7.7 25.0 

White back 4.2 34.8 。 50.0 。 30.4 。 50.0 

White belly 。 4.3 。 9.1 。 4.3 。 8.3 

White core 。 26.1 4.3 13.6 。 26.1 。 41.7 
Milky white 。 。 。 4.5 。 30.4 。 25.0 
それぞれの種子の割合 （%）を示している。25粒について検定した結果を示すが、複数の形態
を示すものは重複して数えているため、合計で 100%を超える場合がある。なお、 Normalは常
温登熟種子、 Highは高温登熟種子であることを示す。

登熟（昼温： 28℃、夜温： 25℃）、および高温で登

熟（昼温： 33℃、夜温： 28℃）させ、これらの未熟

種子でのATP量の変動を調べた。また、高温登熟

障害の度合いを比較した。その結果、神力が非常

によい結果を示すことが明らかになった（表3234-

1)。一方、農林22号は高温ストレスに非常に弱いこ

とが明らかになった。さらに、にこまるは登熟期の

ATP含量が非常に高く保たれることがわかった（図

3234-7）。ATP含量と完全種子の割合との相関を調

べたところ有意な相闘が認められた（図 3234-8)4）。

神力、愛知旭、農林l号、にこまる、農林8号、

フクマサリ、銀坊主、農林22号の未熟種子におけ

るATP量の経時的解析結果を示す。DAF:days 

after flowering. 

これと並行して、日本晴ゲノムの一部がカサラス

に置換された染色体断片置換系統（CSSL系統） 54 

系統を栽培し、同様の実験を行って、高温ストレス

に対する影響を調べた。その結果、高温障害の度合

いは系統間で非常に大きいことがわかった。また、

いくつかの系統は高温ストレスに対して強い耐性を

示した。この結果を解析することで、カサラスゲノ

ムにある高温ストレス耐性に関わる QTLを調べた。

その結果、第3染色体などに QTLが存在すること

が示唆された。

（エ） FL02遺伝子の過剰発現形質転換体の作製

と表現型の解析

グルテリン B4プロモーターの下流に全長の

FL02遺伝子を結合し、これを日本晴および、戸o2変

異体に導入して形質転換体を作製した。得られた組

換え体における FL02遺伝子の発現量の定量と、高

温ストレスに対する発現量の変動を調べたところ、

これらの形質転換体ではFL02遺伝子は登熟期の未

熟種子で高い発現をしていることがわかった。また、

完熟種子の形態を調べたところ高温登熟障害の改善

が認められた（図 3234-9）。
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高温登熟させた未熟種子における ATP量の変動図3234-7

glucose pyrophosphorylaseをコードするほとんど

の遺伝子がこの遺伝子の下流で制御されており、

の遺伝子が匹乳デンプンの品質を決める鍵となる因

子の lつであることが明らかである。

FL02の欠損した戸o2変異体ではデンプンに大き

な構造変化が生じていた。また、多くの貯蔵タンパ

ク質の生合成にも変化が生じており、貯蔵デンプン

のみならず貯蔵タンパク質の生合成にも関与してい

る制御因子であることが明らかとなった。この遺伝

子を過剰発現させた形質転換体イネでは、これらの

遺伝子発現量が顕著に増加し、かつ、種子重量も増

加していることが観察された。この結果は、 FL02

の発現量を有効的にコントロールすることで、

種子のバイオマスを増加させることが可能であるこ

とを強く示唆する。
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図3234-8 障害を受けていない種子の割合と登熟中
期の ATP含量の関係

横軸は ATP含量の比 （高温登熟／常温登熟）を示す。
縦軸は完全な種子が得られた割合を示す。

flo2変異体の原因遺伝子は第4染色体に座乗する

新規な TPRタンパク質をコードする遺伝子であっ

たoflo2変異は、この遺伝子 （FL02遺伝子）の機

能喪失変異であることがわかった。FL02には2種

類のホモログ遺伝子 （FLLJ、FLL2）が見つかっ

た。FL02は未熟種子と緑葉でも発現が認められた
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考察

FL02遺伝子は脹乳における貯蔵物質の生合成に

かかわる多くの遺伝子発現を制御している上位の制

御遺伝子であることが明らかになった。デンプン合

成酵素、デンプン枝つけ酵素、枝きり酵素、

工



図3234-9 高温登熟した日本晴（左）およびFL02過剰発現形質転換体 （右）の種子

透過光により玄米を撮影した。白濁した種子は黒く映る。

が、 FLLJとFLL2は緑葉のみで発現していた。こ

れらは互いに相補できると考えられるため、緑葉で

のFL02の機能欠損はFLLJやFLL2により補われ

ているものと考えられる。FL02、FLLJ、FLL2の

遺伝子に由来するタンパク質は高等植物で広く保存

されていたことから、これらは植物界において重要

な機能を有する遺伝子群であることが示唆される。

FL02タンパク質は、新規な LEAタンパク質と

新規な bHLHタンパク質との相互作用が示唆され

た。bHLHタンパク質は DNAと結合し、転写制御

因子として機能すると予想されることから、 FL02

はbHLHやLEAと相互作用をし、 TPRモチーフ

を介して種子貯蔵物質の生合成系を協調的に制御し

ている上位の制御因子である可能性が示唆される。

しかしながら、この作用機作は不明である。

FL02遺伝子は登熟中期に発現量の極大が認めら

れた。また、高温ストレス条件で登熟した未熟種子

ではFL02遺伝子の発現量が顕著に減少したことか

ら、このことでFL02により発現制御されている貯

蔵デンプン等の生合成に関与する遺伝子群の発現

量の低下を招いている可能性が示唆される。また、

jlo2変異体では ATP合成酵素遺伝子の発現量が顕

著に低下していることから、 FL02はATP合成酵

素遺伝子の発現制御にも関与していると思われた。

このことから高温登熟障害と ATP合成との関係が

示唆される。実際に、 flo2変異体では ATP含量が

大きく減少していた。また、高温登熟障害が生じや

すいイネ品種の未熟種子でも同様に ATP含量の低

下が認められた。

代表的なイネ品種について、高温登熟障害の度合

いと登熟中の未熟種子に含まれる ATP量の減少と

の関連を調べたところ、両者の聞に有意な相関が認

められた。すなわち、高温条件で登熟した未熟種子

でも登熟期を通じて比較的高い ATP含量を保持で

きるものは高温登熟障害が現れにくいことが明らか

となった。この結果から、未熟種子の ATPを高く

保つことが高温登熟障害を緩和するための重要な因

子であることが強く示唆された。

オ今後の課題

FL02は匹乳の貯蔵物質生合成を統御する上位の

制御因子であることがわかった。また、 FL02はバ

イオマス生産性に大きく寄与することがわかった。

この後の育種材料として利用可能であると考えられ

る。しかしながらFL02の作用機構は明らかでなく、

これを明らかにすることが今後の課題である。これ

により匹乳における貯蔵物質生合成の制御ネット

ワークの全体像が明らかになり、 ~f乳成分の品質向

上につながるものと期待される。

FL02はFLLJとFLL2とともに大きな遺伝子群

を形成することが明らかとなった。この遺伝子は植

物界に広く保存されているが、動物や原核生物には

認められないことから、植物の進化の過程で獲得

された植物特有の形質であると考えられる。また、

FLLJ、FLL2については、塩基配列の情報のみしか

得られておらず、これらの機能は全く未知である。

おそらくはこれらも FL02と同様に遺伝子発現制御

に関わる因子であると思われることから、この機能

解明が待たれる。

高温登熟障害に関しては、 FL02の下流因子の l

つである ATP合成が重要なファクターであること

が明らかとなった。この研究課題において、 登熟中

に高温ストレスを受けることで未熟種子中の ATP

量が減少すること、この度合いが強いほど高温登熟

障害が強くなることを明らかにした。代表的なイネ

品種に関して登熟中の未熟種子の ATP量を調べた

ところ、在来品種の中に非常によい特性を示すもの

が存在することがわかった。これらは高温登熟障害
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を受けにくいことがわかったことから、登熟中の未

熟種子の ATP量の高さが、高温登熟障害を起こし

にくい品種の選抜における有用な指標となるものと

考えられる。

力要約

FL02は新規な TPRタンパク質をコードする遺

伝子であった。 jlo2変異体では未熟種子特異的に機

能する貯蔵デンプンや貯蔵タンパク質の遺伝子の発

現量が大きく低下していた。また、 FL02の過剰発

現により貯蔵物質の生合成が促進され、種子サイズ

が大きくなった。これらのことから、この遺伝子は

佐乳の貯蔵物質生合成を統御する上位の制御因子で

あることが明らかとなった。 FL02と相互作用する

因子として、新規な LEAタンパク質と bHLHタン

パク質が示唆されたことから、 FL02はこれらと協

調的に作用して貯蔵物質生合成系の発現制御をして

いるものと考えられた。

FL02は未熟種子の登熟期で発現が認められた。

また、高温登熟により FL02遺伝子の発現量が減少

した。特に、下流の因子の lっと考えられる ATP

合成が抑制されることがわかった。高温登熟させた

イネ未熟種子ではATP含量が減少した。代表的な

イネ品種に関して高温登熟と ATP含量の変動との

相関を調べたところ、高温ストレスにより ATP量

の減少が認められ、この減少量の多寡と高温登熟障

害との間で強い相関が認められた。このことから

ATP生産性の高い未熟種子は高温登熟障害を受け

にくいことが強く示唆された。
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(5) 匪乳貯蔵物質の合成・蓄積を制御するシャベ

口ン蛋白質の解析 (IPG0023)

ア研究目的

近年、米粉を使用したパン、麺、菓子等の普及を

通して米の消費拡大が期待されている。米の加工特

性は澱粉、蛋白質、脂質、細胞壁多糖などの生体高

分子の特性が複雑にからみあって決定される。加え

て、これらの生体高分子の合成及び蓄積は環境要因

の影響を受け易い。米の加工特性を従来の交配育種

や遺伝子組換え技術を用いて意図通りに改変するこ

とは現時点では困難である。しかしながら、ゲノム

情報を効果的に活用して製粉性や米粉の加工適性を

決定する遺伝子群を同定し、それらの遺伝子を育種

的に利用することは重要であり、かつ可能である。

蛋白質のジスルフィド架橋が米の加工特性を決定

する大きな因子であることをこれまでに明らかにし

た。蛋白質のジスルフイド架橋は蛋白質ジスルフイ

ドイソメラーゼ（proteindisulfide isomerase, PDI) 

によって形成される。イネゲノムには典型的なPDI

を含めて、 19のPDI-like遺伝子 （PDIL）が同定さ

れている。伍乳での各PDIL遺伝子の機能の詳細は

不明であるD 本研究の一つめの研究目的は、蛋白質

ジスルフィド架橋形成を触媒する PDIL遺伝子ファ

ミリーに着目し、各PDIL酵素の貯蔵蛋白質の輸送・

集積、及びアミロプラストや澱粉粒の発達における

機能を解明することである。二つめの研究目的は、
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各PDIL酵素の発現制御によって米の品質や加工特

性を改善する方法論及び技術を確立することであ

る。加えて、 esp2の米粉は優れた製パン特性を示

すので＇，esp2遺伝子を利用した品種開発を目指して、

交配・選抜を行い、選抜系統の生育特性、及び収量

の調査を行う。

イ研究方法

（ア） PDILl-1、PDILl-4、PDIL2-3の匹乳での機

能の解析

PDILl-1、PDIL2-3と蛍光蛋白質との融合蛋白

質を作製して、小胞体内腔での局在を比較観察し

た。小胞体内腔での特徴的な局在が酵素活性に依存

するかどうかを明らかにする目的で、 PDIL2-3のa

とa’のチオレドキシン（Trx) ドメインの活性部位

(CGHC）を AGHAに片方、又は両方置換して、触

媒活性部位の有無と小胞体内腔での酵素蛋白質の局

在との相関を解析した。

PDILl-1とPDIL2-3の基質特異性を比較解析す

るために、各酵素の2つの活性部位を置換した変

異体と野生型酵素の GST融合蛋白質を大腸菌で発

現させた。各組換え蛋白質を精製し、還元型変性

RNaseの巻き戻し活性を比較した。イネ種子貯蔵

蛋白質αグロブリンの野生型と C79F変異体を変性

条件で精製し、 PDILl-1とPDIL2-3によるインピ

トロ巻き戻し実験の基質蛋白質として用いた。

αグロプリンはA、B、C領域を含み、 GFPと全

長αグロプリンの融合蛋白質（GFP-ABC）は蛋白質

貯蔵液胞PB-IIに輸送される。これに対し、 C領域

を除いた GFP-ABはプロラミンが集積する PB-Iに

効率的に集積する。そこで、 PDIL2-3の発現抑制が

GFP-ABの局在に及ぼす影響を調査して、目玉乳細胞

の蛋白質輸送・集積における PDIL2・3の機能を解

析した。

PDIL2-3のaドメインと a’ドメインの活性部位の

CGHCをそれぞれCGHAに置換して、 GFPとの融

合蛋白質を作製し、組換えイネを作製した。完熟種

子から非還元条件下で種子蛋白質を抽出し、ウェス

ターンブロット法で解析した。

PDILl-1と似たドメイン構造を持つ PDILl-4の抗

体を作製し、野生型及びesp2変異体での発現レベ

ルを比較解析した。次に、 PDILl-4とGFPとの融

合蛋白質を作製し、登熟種子での局在を共焦点レー

ザー顕微鏡を用いて観察した。 PDILl-4の組換え蛋

白質を精製し、常法に従って、 PDILl-4とPDILl-1

の還元型変性RNaseの巻き戻し活性を比較した。

（イ） PDIL2-3のX線結晶構造解析

PDIL2-3の酵素特性を構造的特徴から明らかにす

るために、農業生物資源研究所生体分子研究ユニッ

ト藤本瑞主任研究員、門間充上級研究員との共同研

究でX線結晶構造解析を行った。 PDIL2-3はアミ

ノ酸配列から 3つの Trxドメインを含むと推察さ

れ、活性部位（CGHC）を有する a及びa’ドメイン

と活性部位を含まないbドメインがa-a'-bの順序で

繋がっている。 GST-aa’b、GST-a及びGST-a’bの

融合蛋白質を作製し、大腸菌で発現した。精製蛋白

質をゲル鴻過精製し、結晶化条件のスクリーニング

を行った。

（ウ） PDILl-1がアミロプラストの発達に及ぼす

影響の解析

PDILl-1の機能欠損変異体esp2のアミロプラス

ト及びデンプン粒を、アミロプラストに局在する

GFPを利用して観察を行った。また、精製澱粉粒

を走査型電子顕微鏡で比較観察した。

（エ）プロラミンの蛋白質頼粒への集積機構と分

子進化の解析

PDIL2-3の活性を RNAi法を使って匹乳特異的

に抑制し、貯蔵蛋白質のプロラミンの蛋白質頼粒

PB-Iへの集積の影響を解析した。システイン残基

を多く含んだ lOkDプロラミン crPlOとシステイ

ン残基を含まないプロラミン cpP13の両蛋白質の

PB-I内での分布を、蛍光蛋白質との融合蛋白質を

作製し、それぞれの PB-I内での局在を、野生型と

PDIL2-3-KDの間で比較した。

イネゲノム（日本晴）の遺伝子アノテーションで

同定された Cys-richプロラミン（Os03g0766100、

Os03g0766250、Os06g0507200、Os07g0206400、

Os07g0206500、Osllg0535100、Os12g0269101、

Os12g0269200）、Cys-poorプロラミン（Os05g0328800、

Os05g0329100、Os05g0329300、Os05g0329400、

Os05g0329700、Os05g0330600、Os05g0331800、

Os05g0331550、Os05g0332000、Os07g0219300、

Os07g0219400、Os07g0220050）のアミノ酸

配列を、米に含まれる主要なアレルゲン RA16

( Os07 g0214600）と RA17(Os07g0214100）を含め

てCLUSTALWで比較し、 MEGA(version 4）を
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用いて系統樹を作製して解析した。

（オ）白;p2米粉の実用化に向けた取り組みと製パ

ンメカニズ、ムの解析

esp2は弱勢、不稔の増加、開花の遅れの表現型

が顕著である。 esp2遺伝子の育種利用を目指して

コシヒカリと esp2（台中 65号）を単交配し、農業

生物資源研究所イネゲノム育種研究ユニット山本敏

央ユニット長が後代の選抜を行った。 F5の9系統

を農業生物資源研究所圃場で栽培し、収量及び生育

特性などの調査を行った。

小麦グルテンを必要としない米粉100%の製パ

ン法として、グルタチオンを添加する方法が開発

された（Yano, 2010, J Agric Food Chem, 58, 7949-
7954）。米の貯蔵蛋白質グルテリンの含量が低下した

ゆめかなえ（LGClxひとめぼれ、千葉県育成品種）、

αグロプリンが欠損し、グルテリン含量がさらに

低下したLGC潤（農業生物資源研究所育成品種）、

コシヒカリの各精米を材料とした。精米310gを水

洗し、脱イオン水と合わせて 600gを三洋GOPAN 

のミル機能でベースト状に粉砕した。この粉砕液

560gを小麦パンケースに移し換え、グルタチオン

0.75gを添加・撹枠し室温で5時間放置した。その後、

砂糖15g、ドライイースト6gを加えて通常の方法（小

麦おいそぎコース）で製パンした。焼成の前後で、生

地の中央部での高さを計測して、貯蔵蛋白質含量が

製パン性に及ぼす影響とグルタチオン添加の効果を

検証した。

ウ研究結果

（ア） PDILl-1、PDILl-4、PDIL2-3の伍乳での機

能の解析

恩田ら 1）は PDILl-1 と PDIL2-3 の ~f乳細胞の小

胞体内腔での局在を明らかにした。 DsRed-PDILl-1

はER内腔に均一に分散して存在するのに対し、

GFP-PDIL2-3はプロラミンが集積する PB-I蛋白質

頼粒の表面に主に局在した。次に、活性部位（CGHC)

をAGHAに置換した変異型PDIL2-3の局在を観察

した。 aとa’の、活性部位を両方置換すると、融合蛋

白質はERの内腔に均一に分散した。 aの活性部位

を単独で置換した場合には、 PB-I表面での局在が

減少した。これらの結果はPDIL2-3のPB-I表面で

の局在は、 aドメインの活性部位に依存したもので

あることを示すと共に、プロラミンがPDIL2-3の

基質蛋白質であることを示す。

思田ら 1）は、 PDILl-1のaとa’の活’性部位を

AGHAに置換して、それぞれの活性部位がグルテ

リンの酸化的フォールデイングに及ぼす影響を調

査した。各酵素を spGFPのC末端に連結し、自;p2

に遺伝子導入して、種子蛋白質の蓄積量を調査し

た。野生型のPDILI-1を導入した形質転換体では、

グルテリン前駆体が減少し、 lOkDプロラミンが野

生型のレベルに増加した。これに対し、 2つの活性

部位を置換した変異体を導入すると、グルテリン

前駆体の蓄積量に変化が認められなかった。 a又

はa’を置換した PDILl-1を導入した形質転換体で

は、グルテリン前駆体が減少し、 crPlOの発現量が

増加した。これに対し、 PDIL2-3を過剰発現する

esp2ではグルテリン前駆体の蓄積量に変化が認め

られなかった。 Hf乳細胞の蛋白質頼粒を観察したと

ころ、野生型の PDILl-1を発現する形質転換体で

は、野生型と同様に典型的な PB-IとPB-IIが発達

した。これに対し、 PDIL2-3を発現する形質転換体

の距乳細胞では、 esp2と同様に、蛋白質頼粒が小

さく、 PB-IとPB-IIの明確な区別が認められなかっ

た。これらの結果から、グルテリンの酸化的フォー

ルデイングにPDILl-1が関与すること、 PDIL2-3は

PDILl-1の機能を補完できないことが明らかになっ

た。

次に思田ら 1）は、 PDILl-1とPDIL2-3の組換

え蛋白質の酸化還元活性を比較した。 PDIL2-3の

RNaseの巻き戻し活性はPDILl-1よりも低いこと

を明らかにした。酸化還元活性の違いを更に詳しく

比較するために、 αグロプリンの野生型と C79F変

異の組換え蛋白質を基質にして巻き戻し活性を比較

した。その結果、 PDILl-1はαグ、ロプリンの巻き戻

しを促進することを明らかにした。興味深いことに、

PDIL2-3はGlb(C79F）の分子間ジスルフィド結合

形成を促進したD PDIL2-3は分子聞の酸化反応を促

進することが示唆された。

PDIL2・3の機能解析実験で、思田、川越 2）はイ

ネ種子貯蔵蛋白質αグロプリンの細胞内輸送を詳細

に解析した。 GFPとαグロプリン全長の融合蛋白質

spGFP-ABCは蛋白質貯蔵液胞PB-IIに輸送される

が、 C領域を除いた融合蛋白質spGFP・ABはプロ

ラミンが集積する PB-Iに輸送される。 PDIL2-3の

発現を抑制した伍乳細胞での spGFP・ABの局在を
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観察したところ、 GFP-ABはPB-Iに加えて、 PB-II

にも輸送されていた。この結果から、 PDIL2-3は

dilated ERの内腔でGFP-ABのPB-Iへの集積を促

進することが示された。福田ら 3）は、貯蔵蛋白質

のPB-IIへの輸送に smallGTPase Rab5aが関与す

ることを明らかにした。

PDIL2-3の酸化酵素は不明である。PDIL2-3活性

部位の CGHCのN末側のシステイン残基は、酸化

型の酸化酵素の分子内ジスルフイド架橋を求核攻撃

し、一過的に酸化酵素と PDIL2-3との間で分子間

ジスルフイド架橋が形成されると推察される。この

ような反応中間体の形成後、 C末側のシステイン残

基がN末側のシステイン残基を求核攻撃して、分

子間ジスルフイド架橋が解消されると推察される。

一方、活性部位の C末側のシステイン残基がアラ

ニン残基に置換された CGHAでは、アラニン残基

が反応中間体の分子間ジルスフイド架橋を解消でき

ない。その結果、反応中間体が形成されても、その

逆反応のみが可能になるため、酸化酵素と PDIL2-3

が比較的安定な複合体を形成すると推察される。そ

こで、 aドメインと a’ドメインの活性部位をそれぞ

れCGHAに置換した変異体と GFPの融合蛋白質を

発現する組換え体を作製し、高発現する系統を選

抜した。蛋白質を非還元条件で抽出し、抗PDIL2-3

抗体でウェスターンブロットを行ったところ、高分

子量の複合体が検出された。これらの複合体は還元

剤を加えると検出されないことから、酸化酵素を含

む未同定蛋白質との間で分子間ジルスフイド架橋が

形成されたと推察される（図 3235-1）。

次に、 PDILl-4の機能解析を行った。先ず、

GFP-PDILl-4を野生型（品種ユキヒカリ）と esp2

（品種台中 65号）に遺伝子導入した。野生型の登熟

種子で、 GFP-PDILl-4は小胞体のルーメンに局在

したo e，伊 2（品種台中 65号）で目玉乳特異的に GFP-

PDILl-4を発現させると、多くの細胞で、野生型の

佐乳に特徴的な 2種類の蛋白質頼粒PB-IとPB-II

が明確に分かれて形成された。このことから、導

入した GFP-PDILl-4はPDILl-1の機能を部分的に

補完することが明らかになった。次に、 PDILl-1と

PDILl-4のイソメラーゼ活性を比較するために、両

酵素の組換え蛋白質を精製し、還元型変性RNase

の巻き戻しを比較した。PDILl-4はPDILl-1と比

較すると、巻き戻し活性が著しく低いことが明らか

になった（図3235-2）。

（イ） PDIL2-3のX線結晶構造解析

PDIL2-3の組換え蛋白質を大腸菌で発現・精製し

た恩田ら 1）の研究で、ゲルろ過での蛋白質の挙動

が単量体の分子量と大きく異なることが明らかに

なった。分子量マーカー蛋白質と比較したところ、

GST融合蛋白質、及びGST切断後の PDIL2-3は共

に4量体であることが示唆された。

次に、PDIL2-3のX線結晶構造解析を目的にして、

組換え蛋白質を精製し、結晶化条件のスクリーニン

グを行った。N末がSl9、L24、G28、F34から開

始する融合蛋白質を作製してスクリーニングを行っ

たが結晶は得られなかった。ところが、 aのTrxド

メインを除いたa’b蛋白質は結晶が安定的に得られ

た。X線結晶構造解析の結果、結晶構造は両ドメイ

ンとも Trxドメインを含み、 bドメインは a’ドメ

インより少し大きいことが判明した。

次に、 aドメインを単独でSuperdex75でゲルろ

過して精製した。結晶が得られ、 X線結晶構造解析

の結果、典型的な Trxドメイン構造を含むことが

確認された。

（ウ） PDILl-1がアミロプラストの発達に及ぼす

影響の解析

川越 4）は登熟種子のアミロプラストの観察に不

可欠な技術（蛍光蛋白質の利用法、形質転換イネの

作製法、共焦点レーザー顕微鏡の使用法）を概説す

るとともに、イネに特徴的な複粒形成の分子機構に

ついて詳しく解説した。ユンら 5）は、澱粉の枝切

250-
150-

100-
75-

50-
37-

PDIL2-3 PDIL2-3 
{ama’b) (aa’mb) 

-GFP-PDIL2-3 

-PDIL2-3 

123  456  

図3235-1 PDIL2 3の酸化酵素の同定に向けて

全蛋白質を完熟種子から 3粒別々に非還元条件下で抽
出し、抗PDIL2-3抗体でウェスターンブロット。レー
ン3と6のサンプルは、分離で導入遺伝子を含まない。
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図3235・2 変性RNaseの巻き戻し比較

PDILl-1とPDILl-4のイソメラーゼ活性を比較するた
めに、変性RNaseの巻き戻しを常法によって比較し
た。酸化型と還元型のグルタチオンを含む溶液で比較
し、組換え蛋白質を含まないものをコントロールとし
た（control)o 

り酵素の ISA3がアミロプラストの分裂と複粒形成

に関与することを明らかにした。

GFPの蛍光シグナルを利用して esp2変異体のア

ミロプラストを観察したところ、分裂が阻害された

アミロプラスト、及び複粒型澱粉粒の合成が阻害さ

れたものが観察された。すなわち、 esp2変異体は

貯蔵蛋白質の蓄積異常のみならず、澱粉合成にも異

常をもたらすことが明らかになった（図3235-3）。

（エ）プロラミンの蛋白質頼粒への集積機構と分

子進化の解析

恩田ら 1）は、 crPlOとcpP13は、野生型の PB-I

内でそれぞれ、中心部、周辺部に分離して集積す

ること、 PDIL2・3・KDでは crPlOはPB-I頼粒全体

に分布することを明らかにした。これらの結果は、

PDIL2-3がPB-I頼粒内でcrPlOとcpP13の分離に

関与することを示唆する。次に、 crPlOの発現を抑

制して、 spGFP-PDIL2-3の局在を調査した。crPlO

の発現を抑制させた個体crPIO-KDでは、 spGFP-

PDIL2-3はPB-Iの表面ではなく、小胞体のルーメ

ンに均一に分布して観察された。この結果から、

crPlOとPDIL2-3の小胞体での局在は相互依存的

であることが明らかになった。関連して、長嶺ら 6)

はcrPlOの発現を抑制すると、楕円形の頼粒が形

成されることを明らかにした。

恩田ら 1）は、 esp2での crPlO-GFPとcpP13-

DsRedの局在を観察したところ、野生型と異なり、

cpP13-DsRedは小胞体に均一に分散し、頼粒での

集積は認められなかった。一方、 esp2パックグラ

ウンドでPDIL2-3を発現抑制させた組換え体では、

図3235-3 白1J2の登熟種子のアミロプラスト

野生型のアミロプラストを tpGFPで観察すると複
粒澱粉が容易に観察できる。しかし、 esp2を同じ
tpGFPで観察すると、典型的な複粒が観察される細
胞と、この細胞のように全く観察されないものに分か
れる。

cpP13-DsRedは頼粒を形成した。しかしながら、

crPlO-GFPの頼粒中心での集積は観察されなかっ

た。これらの結果から、 crPlOとcpP13のPB-Iへ

の集積には、 PDILl-1とPDIL2-3の両酵素が大き

く関与することが明らかになった。

プロラミンは分子間ジスルフィド架橋を形成し蓄

積する。一方、米に含まれる主要なアレルゲン蛋白

質 RA16(Os07g0214600）、 RA17(Os07g0214100) 

は、分子内ジスルフイド架橋を形成し、単量体であ

る。思田、川越 7）は、ジスルフイド架橋形成様式

の異なるこれら 2つの遺伝子ファミリーについて系

統樹を作製した。興味深いことに、プロラミン遺伝

子ファミリーは RA16/17を含むアレルゲン蛋白質

を起源とすること、またその分子進化は比較的最

近であることが示唆された。システイン残基を含

まない Cys-poorプロラミンは第5染色体に 9遺伝

子、第7染色体に 3遺伝子が確認された。これら

の12個の Cys-poorプロラミンは、 4個のシステイ

ン残基を含む Cys-richプロラミン（Os07g0206400、

Os07 g0206500）と最も近い系統関係が認められ

た。系統樹から Cys-poorプロラミン遺伝子群は、

Os07 g0206400, Os07 g0206500のようなシステイン

残基を 4個含んだCys-richプロラミンを起源とす

ることが示唆された。Cys-poorプロラミンの遺伝

子進化の過程で、システイン残基を選択的に減少さ

せる強い選択圧が働いた可能性が示唆された。

（オ） esp2米粉の実用化に向けた取り組みと製パ

ンメカニズムの解析

esp2変異体（台中 65号由来） とコシヒカリの交
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表3235-1 選抜系統の生育特性 （出穂期、稗長、穂長）と収量

系統 コシヒカリ 台中65 esp2 F5-1 F5-2 F5-4 F5-6 F5-7 F5-8 

出穂期 7/30 8/5 8/25 8/2 8/4 8/2 8/6 8/3 8/3 

稗長
95(2) 1 00(2) 92(3) 82(2) 79(2) 78(4) 92(8) 89(4) 85(3) 

(cm) 

穂長
18(2) 25 (2) 22(1) 20(2) 20(1) 23(1) 23(2) 25(2) 23(2) 

(cm) 

収量 978 979 615 728 757 752 807 803 783 

(g) ( 109) (50) (10) (50) (87) (44) (35) ( 1 6) (36) 

収量
100 100 63 74 77 77 82 82 80 

（%） 

1）梓長と穂長は5個体の平均 （標準偏差）を示す。
2）収量は30株の籾重量で、 2区画の平均 （標準偏差） を示す。
3）収量 （%）は台中65号を 100%としたときの相対的な収量を示す。
4) F5-3、F5-5は不稔株が分離したため調査を中止した。F5-9は出穂期が遅いため調査を中止した。

配後代（F5）の9系統について、農業生物資源研

究所圃場で、収量及び生育調査を行った（表3235-1)0 

esp2の出穂期は8月25日と最も遅い。コシヒカリ

は7月30日、台中 65号は8月5日であった。選抜

系統は8月2日から 6日となり、 esp2の出穂期か

ら3週間程度早まった。稗長についてはバラつきが

大きく、どれも親系統よりも短くなった。穂長はど

れも コシヒカリよりも長くなった。収量について

はesp2と比較すると 18%から 31%の収量の増加が

あった。しかしながら、台中 65号、コシヒカリと

比較すると最も収量の高い F5-6においても 18%程

度収量が低かった。

次に、米粉100%の米粉パンの製パンにおけるイ

ネ種子貯蔵蛋白質の機能を解析した。米の貯蔵蛋白

質グルテリンの含量が低下したゆめかなえの精米に

脱イオン水を加え、 GOPAN（三洋電機）を使って

ペースト状に粉砕した。グルタチオンを添加した実

験区（＋）、添加しない対照区（－）について、経時

的に生地をサンプリングして、非還元条件下で蛋白

質を抽出し、抗グルテリン抗体でウェスターンブ

ロットを千子った。グルタチオンを添加すると 1時間

後にはほとんどすべてのグルテリン多量体が単量体

に還元された。しかしながら、その後、酸性及び塩

基性サブユニッ トは検出されなかった。この結果

から、グルタチオンはグルテリンの分子内ジスル

フイド架橋は還元しないことが明らかになった（図

3235-4）。同様に還元型のαグロプリンも検出されな

かった。

コシヒカリ（KH）とゆめかなえ（YK）では、グ

ルタチオン添加の有無で、発酵での生地の膨らみに

大きな違いは無かった。しかし、グルタチオンを添

加しない生地では、膨らんだ生地は焼成が始まると

直ぐに底まで陥没した。これに対し、グルタチオン

を添加したコシヒカリの焼成では生地の陥没はな

かった。一方、 LGC潤（LJ）では、グルタチオン

添加の有無にかかわらず、発酵による生地の膨らみ

はコシヒカリの半分以下であった（図 3235-5）。

LGC潤の発酵過程を詳細に観察したところ、生

地の内部から気泡が表面に上昇し、活発に湧き出る

様子が観察された。更に、発酵及び焼成過程で生地

内部に生じた気泡は、融合して大きくなると湧き出

やすいことが示唆された。これらの結果から、グル

タチオンで単量体に還元されたグルテリンは、発酵

及び焼成過程で、隣接する気泡の融合を阻害し、生

地中の細かな気泡を安定化する作用があることが示

唆された。グルテリン単量体は、製パン特性を向上

させる機能性蛋白質であることが示唆された。

工考察

（ア） PDILl-1、PDILl-4、PDIL2-3の脹乳での機

能の解析

イネの主要な種子貯蔵蛋白質グルテリン、 αグロ

プリン、プロラミンは分子内又は分子間ジスルフイ

ド架橋を含む。ジスルフイド架橋の形成はこれらの

貯蔵蛋白質の局在に大きな影響を及ぼすことを明ら

かにした。驚 くことに、 PDILl-1とPDIL2-3は同

- 256-



＋ ＋ 

GSH GSH 

前処理 I 発酵l 前処理 l発醇
（時間） ｜（分）｜ （時間） ｜（分）

0 1 3 5 140 801 0 1 3 5 140 80 

前処理 l発酵 ｜ 前処理 l発酵
（時間） ｜（分）｜ （時間） ｜（分）

0 1 3 5 1408010 1 3 514080 

、‘，，n
u
n
u
n
u
n
U
R
J
v
n
U
7

’
E
d
n
U
E
d
n
u
 

L
K
E
U

民
d
n
U
ヲ
F

R

U
司

J

内
正
門

t
d
t
4

，

（

2

1

1

 

体

体

量

量

h
説向

r

n，G

単量体

αグロプリン

プロラミン

CBB antiトglutelin

図3235-4 グルタチオンはグルテリン多量体を単量体に還元

-GSH uH 
S
 
G
 
＋
 

円

ζ

前
後
成
成
焼
焼
口口

12 

高さ
(cm) 8 8 

4 

O KH YK LJ 

4 

。
KH YK LJ 

図3235・5 グルテリン単量体が膨らんだ生地の陥没

を防ぐ

じ目玉乳細胞の同じ小胞体の内腔で、局在が異なる

ことを発見した。局在の違いは、 2つの PDIの機

能が異なることを示唆する。PDILl-1はグルテリン

のフォールデイングを促進し、 PDIL2-3はプロラミ

ンのPB-Iへの集積を促進すると考えられる。一方、

PDILl-4の機能の解明は今後の解析が必要である。

PDILl-1の機能欠損変異体回:p2では、 PDIL2-3の

発現量が上昇する。esp2ではグルテリン前駆体と

プロラミンが分子間ジスルフイド架橋を形成して蓄

積することから、 PDIL2-3の酸化活性が大きな要因

であると推察される。PDIL2-3は種子貯蔵蛋白質の

酸化、及びプロラミンの集積にきわめて重量な機能

カ宝あることカま明らかになった。

（イ） PDIL2-3のX線結晶構造解析

PDIL2-3を含む PSファミリーは Trxドメインが

a-a’－bの特徴的な構造を持っている。本研究で3つ

全ての Trxドメイン構造が明らかになったことで、

各ドメインの機能について、構造を基にした機能解

析が可能になった。多くの条件でのスクリーニング

にも関わらず、全長の結晶は得られなかったことか

ら、 aとa’を繋ぐリンカーは長く、自由度が大きい

と推察される。

（ウ） PDILl-1がアミロプラストの発達に及ぼす

影響の解析

PDILl-1 は小胞体内腔で機能する。その機能の欠

損で、アミロプラストの発達に異常が起きることは

意外な結果である。しかしながら、葉組織では、小

胞体から葉緑体にゴルジ経由でアミラーゼが小胞輸

送される。佐乳細胞のアミロプラストにもゴルジ体

経由の小胞輸送がある可能性は高い。すなわち、小

胞体でPDILl-1によって酸化的フォールデイング

が促進される何らかの分泌蛋白質が、アミロプラス

トにターゲットされストロマで機能することが複粒

形成に必須であると考えられる。

（エ）プロラミンの蛋白質頼粒への集積機構と分

子進化の解析

プロラミンが集積する PB-Iの頼粒内部ではシス

テインを多く含むプロラミンが中心部に、含まない

プロラミンが周辺部に分離することは、頼粒での集

積の時間的な順序だけでは説明できない。つまり、

頼粒内は蛋白質が移動可能なゲル状であることが示

唆された。
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プロラミンファミリーの系統樹から、プロラミ

ンファミリーは 2Sアルブミンファミリーに属する

RA16/17などの遺伝子から比較的近年派生してき

たこと、また、 Cys-depletedプロラミン遺伝子群は

システインを4個もったプロラミンから派生したこ

となどが示唆された。またこの遺伝子進化では、シ

ステイン残基を減少させる強い選択圧があったこと

が示唆された。

（オ） esp2米粉の実用化に向けた取り組みと製パ

ンメカニズムの解析

esp2とコシヒカリの単交配後代の選抜系統の多く

では、出穂期が約3週間早まり、収量が約3割増加

した系統が得られた。これらの結果から、 esp2変異

体に特徴的な出穂の遅れ、不稔、弱勢は、 PDILl-1

の機能欠損が直接の原因でないことが明らかになっ

た。すなわち、これらの劣悪形質は、他の特定され

ていない複数の遺伝子での変異が原因である可能性

が高い。

米粉100%製パン法（グルタチオン法）の特徴は、

加水が多く、生地がメレンゲであること、また、食

塩を加えると生地が膨らまないことである。本研究

では、グルテリン含量が減少した品種を材料として

用いることによって、米粉100%製パン法における

グルテリンの機能を明らかにした。グルテリンは中

性付近の水に不溶である。そのため、グルタチオ

ン添加後の長時間のインキュベーションの過程で、

徐々に界面活性剤としての性質を帯びてくると推察

される。その結果、発酵による気泡の発生では、グ

ルテリン単量体は、不溶性の部分は気相に、可溶性

の部分は水相に向かつて配列すると推察される。そ

の結果、気泡の表面は幾分正または不の荷電を帯び

ることになる。隣の気泡との融合阻害のメカニズム

は、これらの気泡表面での静電反発が要因と考えら

れる。食塩を加えると膨らまなくなる原因は、食塩

を加えると気泡の電荷が打ち消され、その結果、隣

り合う気泡との聞の静電反発がなくなるD したがっ

て気泡が融合し易くなり、生地が膨らまなくなると

考えられる。

オ今後の課題

（ア） PDILl-1、PDILl-4、PDIL2-3の伍乳での機

能の解析

貯蔵蛋白質は翻訳直後は還元型のシステイン残基

のみを含むため、ジスルフイド架橋形成に必要な

酸化力は酸化型のPDIL酵素によって伝達される。

PDIL2-3はプロラミンの分子間ジスルフイド架橋形

成に関与するが、 PDIL2-3を酸化する酸化酵素は不

明である。 PDIL2-3の活性部イ立の CGHCをCGHA

に置換した変異体は高分子量の複合体を形成した。

今後、複合体に含まれる蛋白質を同定することに

よって、 PDIL2-3の酸化酵素の同定を試みる。

（イ） PDIL2-3のX線結晶構造解析

PDIL2-3の3つ全ての Trxドメインの構造は明

らかになったが、 aドメインと a’bドメインの相対

的な配置は不明である。 PDIL2-3は安定な4量体を

形成するため、単量体の構造ではなく、 4量体分子

の形状が機能に大きく影響する。得られた各ドメイ

ンの立体情報（3次構造）を生かして、 4量体分子

の4次構造の構築が今後の課題となる。

（ウ） PDILl-1がアミロプラストの発達に及ぼす

影響の解析

アミロプラスト内部での複粒形成にはゴルジ体経

由の小胞輸送が必須であることが示唆されたことか

ら、アミロプラストへの小胞輸送にかかわる因子の

同定が今後の課題となる。

（エ）プロラミンの蛋白質頼粒への集積機構と分

子進化の解析

できるだけ多様な栽培イネや野生イネのプロラミ

ン遺伝子群の配列を比較することで、システイン残

基を減少させた選択圧が、イネの進化のいつ起きた

のか、またその選択圧は自然選択か人為選択であっ

たのかが明らかになると期待される。

（オ） esp2米粉の実用化に向けた取り組みと製パ

ンメカニズムの解析

選抜した系統の品種登録に向けて作業を進めるこ

とが課題であるD 加えて、選抜系統の製粉性、パン、

麺、菓子等への加工適性の評価が必要である。

米粉100%製パン法のメカニズムが分かつたこと

から、米粉100%の新たな製パン法の開発の可能性

が大きくなったと言える。グルテリン単量体と同様

な界面活性作用のあるペプチド、蛋白質等をスク

リーニングすることが今後の課題のーっとなる。

力要約

（ア） PDILl-1、PDILl-4、PDIL2-3の脹乳での機

能の解析



イネの PDILファミリーの PDILl-1、PDILl-4、

PDIL2-3は機能、細胞内局在が異なることを明らか

にした。

（イ） PDIL2-3のX線結晶構造解析

PDIL2;3の組換え蛋白質のX線結晶構造解析で3

つ全ての Trxドメインの構造を明らかにした。

（ウ） PDILl-1がアミロプラストの発達に及ぼす

影響の解析

PDILl-1の機能は、アミロプラストの分裂と複粒

型澱粉形成を促進する機能を含むことを明らかにし

た。

（エ）プロラミンの蛋白質頼粒への集積機構と分

子進化の解析

プロラミンの PB-Iへの集積は PDILl-1と

PDIL2-3の両酵素に加え、 lOkDプロラミンの協調

的な関与が必要であることを明らかにした。プロラ

ミンファミリーの遺伝子進化でシステイン残基の数

を減少させる選択圧があったことが判明した。

（オ） esp2米粉の実用化に向けた取り組みと製パ

ンメカニズムの解ネ斤

esp2とコシヒカリの交配後代から出穂期が3週

間早まり、収量が3割増収した系統を選抜した。小

麦グルテンを含まない米粉 100%の製パン法におけ

るグルタチオンの効果とグルテリン単量体の機能を

明らかにした。
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