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研究成果の概要（和文）：生殖過程全体におけるイネ全遺伝子の発現解析を行い、発達ステージ

および組織特異的な発現パターンを示す遺伝子を多数見出した。これらの遺伝子は、イネの生

殖細胞（花粉・卵）の発達過程や受粉・受精過程、および胚発生初期において重要な機能を担

っているものと考えられる。また微小組織中の特定の細胞群を取り出し、その中での遺伝子発

現を定量する手法を確立した。この手法を用いてイネの発達中の花粉および卵における遺伝子

発現パターンを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：We revealed the gene expression profiles throughout whole 
reproductive stages/tissues of rice, and found many genes which were expressed in the 
tissues as a developmental stage-dependent manner. The genes which showed 
tissue-/stage-specific expression were supposed to have specialized function in plant 
reproduction steps, such as development of gametophytes (pollen grains and egg cells), 
pollination, fertilization, and early developmental stages of embryos. We also 
established methods of the genome-wide gene expression analysis for small amount of 
tissues. Based on the established methods, the gene expression profiles in developing 
microspores and egg cells were revealed.  
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１．研究開始当初の背景 
 生物種が種として安定的に存続する条件
として、他の近縁種との交雑を不可能にする
機構が必須である。これをゲノムという観点
から見ると、ある種のゲノムが安定的に維持
されるためには、他種のゲノムと混ざり合わ
ない機構が必要であると言える。このように、

ある生物種に固有なゲノムが他のゲノムと
混ざり合わないように維持する要因を、ここ
では「ゲノム障壁」と呼ぶ。「ゲノム障壁」
は種子（子孫）を作る生殖過程の様々な場面
で機能する遺伝子に原因があると考えられ
る。生殖過程で起きる不具合（主として種子
形成不全）を分子レベルで理解し、生殖過程
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に関与する因子を見つけ出すことは、「ゲノ
ム障壁」因子の解明に直結することが期待さ
れた。 
 本研究が取り扱う生殖過程は植物科学の
中で非常に重要なテーマであり、平成１６年
に米国植物生理学会発行のPlant Cell誌にお
いて植物生殖に関する特集号が発刊された
ことからも明らかなように、国際的にも注目
される分野であった。日本における植物生殖
研究は、自家不和合性研究に代表される受粉
反応、胚珠への花粉管誘導過程、胚乳形成と
ゲノムインプリンティングなどの研究にお
いて世界の最先端を走り、この分野の研究発
展に大きく貢献してきた。しかしながら、体
系だったゲノムワイドな生殖研究について
は、ほとんど手付かずの状態であった。主要
穀類であるイネの全塩基配列は、モデル植物
であるシロイヌナズナに続いて、平成１６年
末に我が国が中心となった国際コンソーシ
アムによって決定された。この機会を捉えて、
発生・発育段階の区別が容易なイネを材料に、
生殖の全過程を通して機能する遺伝子の網
羅的解析を行うことを決意した。本研究によ
り、植物の生殖機構の分子生物学的かつゲノ
ムワイドな理解が進むと同時に、ゲノム障壁
打破による新たな育種技術の確立につなが
ることが期待された。 
 
２．研究の目的 
(1)「植物ゲノム障壁」の支援班における研
究サポートは、主に生殖の全過程についてマ
イクロアレイを用いて遺伝子発現のプロフ
ァイルを取得し、遺伝子発現の全体像を基盤
情報として整備し、速やかに個々の班員の研
究に役立てることであった。イネはゲノム配
列情報が利用でき、かつ生殖の各ステップを
時間軸で細かに区切ることが可能であった
ため、本研究ではイネを材料として用いた。 
(2)植物の生殖器官（葯、雄蕊）は、複数種
の細胞から構成されており、生殖器官全体を
用いた遺伝子発現解析では各細胞種におけ
る遺伝子発現プロファイルを知ることがで
きない。この問題を打破すべく、微小組織か
ら特定ステージの細胞群をマイクロダイセ
クションにより切り取ったサンプルを用い
た遺伝子発現解析手法の確立を目指した。こ
れにより、より詳細な遺伝子発現プロファイ
ルの取得および解析を可能とすることを目
的とした。特に雌性配偶体は周囲を胞子体組
織に囲まれた微小組織であり、これまでは解
析が困難であった。そこで本研究で確立され
る解析手法を用いて遺伝子発現解析を行う
ことも目的とした。 
(3)班員の個別の研究計画を、マイクロアレ
イを用いた遺伝子発現解析によってサポー
トすることを目指した。遺伝子発現情報の速
やかな利用を促すことによって、班員の効率

的かつ速やかな研究展開を推進することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)イネの連続的な生殖ステージのサンプル
を用いて約５万のイネ全遺伝子に対するマ
イクロアレイによる発現解析を行った。解析
したステージは、始原生殖細胞の初期分化か
ら花粉成熟期までの葯８ステージ、授粉から
受精までの柱頭および子房７ステージ、受精
から４日目までの初期胚５ステージおよび
胚乳５ステージで、計２５ステージに渡った。
対照区として栄養組織８ステージの発現解
析も行った。 
(2)減数分裂期から花粉成熟期までのイネ小
胞子５ステージおよびタペート組織３ステ
ージ、計８ステージについて、ステージ毎に
マイクロダイセクションにより切り取った
微量サンプルを用いて遺伝子発現解析を行
った。また減数分裂前の卵母細胞期から成熟
期までの胚珠６ステージについて、ステージ
毎にマイクロダイセクションにより切り取
り、発現解析を行った。マイクロダイセクシ
ョンは分担者の堤が担当した。成熟期の卵お
よび助細胞については、マイクロダイセクシ
ョンによらない単離法が他の研究者によっ
て開発されたため、その手法を導入した解析
も行った。 
(3)班員からのリクエストを受けてマイクロ
アレイを用いた遺伝子発現解析を行い、班員
による候補遺伝子の絞り込みやシグナル経
路上の関連遺伝子の抽出に必要な情報を提
供した。班員が解析結果を論文発表するに際
しては、発現解析データは原則として公共デ
ータベースへの登録・公開が義務付けられて
おり、必要に応じて手続きをサポートした。 
 
４．研究成果 
(1)イネ生殖過程全体を網羅する遺伝子発現
解析を行い、解析データを公共データベース
に登録・公開すると共に、論文を発表した。
平成２２年３月に国外の研究グループから
イネ生活環全体をカバーする遺伝子発現プ
ロファイルの報告が為されたが、生殖ステー
ジについての詳細な報告は我々の報告が初
めてである。発現データからは、生殖組織の
中では葯、特に花粉成熟期の葯において特異
的に発現する遺伝子が多いことが明らかと
なった。また花粉母細胞減数分裂期の葯にお
いて特異的な発現が認められる遺伝子群や
授粉・受精過程に関与する可能性のある種々
の遺伝子群が見出された。一例として、花粉
成熟期において発現が誘導される遺伝子群
の発現プロファイルを図１に示した。この遺
伝子群は、花粉母細胞減数分裂期（図中 An1）
～小胞子一核期（図中 P1）の葯では発現レベ
ルが低いが、二細胞期（図中 P2）において同



 

 

調的に発現誘導され、三細胞期（成熟花粉を
含む葯、図中 P3）においては高い発現レベル
を示す。この中には、細胞壁の構成成分であ
るペクチンやグルカン、セルロースの合成・
代謝に関与すると推定される遺伝子が含ま
れており、来たるべき授粉時の花粉管伸長に
必要な酵素の遺伝子が花粉成熟期において
既に発現されていることが明らかとなった。
このように、我々の研究成果はイネ生殖ステ
ージの研究において重要な手掛かりを数多
く提供できた。 
 

 
図１ 花粉成熟期において発現が誘導され
る遺伝子群。 
 葯８ステージでの発現プロファイルを示
す。横軸は、左から右へと順を追って発生が
進行する。 
 
(2)減数分裂期から花粉成熟期までのイネ小
胞子およびタペート組織をステージ毎にマ
イクロダイセクションにより切り取った微
量サンプルを用いた遺伝子発現解析に成功
した。図２にマイクロダイセクションの概要
を示した。本研究で使用した Veritas 社の機
器は、赤外線レーザーと紫外線レーザーを組
み合わせて使用することにより、効率よく微
小組織を切り出すことができる。この手法に
よって調製できた１サンプル当たりの RNA 量
は平均 12.6ng、最少では 2.2ng であったが、
以降の反応系を工夫することにより、再現性
のある遺伝子発現データを得ることができ
るようになった。これにより、微量サンプル
を用いた発現解析の実験系を構築できたと
同時に、小胞子およびタペート組織それぞれ
での詳細な発現データを得ることができた。
データ解析結果からはタペート組織特異的
に発現する遺伝子は期待したよりもはるか
に少ないことが明らかとなった他、脂質代謝
に関与する遺伝子群や植物ホルモンの合成
および受容に関わる遺伝子群の、小胞子およ
びタペート組織における詳細な発現プロフ
ァイルを得ることができた。 

 雌性配偶体についても成熟期の卵および
助細胞の発現データについて論文を発表す
ると共にデータを一般公開し、現在までに中
央細胞および反足細胞の発現データも取得
した。本研究で見出された卵および助細胞特
異的遺伝子の例を図３に示した。また子房発
達過程の遺伝子発現解析においては、花粉発
達過程のものと比較することにより雄性・雌
性配偶子間の発現プロファイルの異同を明
らかにしつつある。 
 

 
図２ マイクロダイセクションの概略図。 
 A に装置の概念図を示す。最初に赤外線レ
ーザーを用いて標的細胞群を transfer cap
に吸着した後、紫外線レーザーを用いて周囲
の組織から切り離す。B は四分子期葯から小
胞子およびタペート組織を単離した時の顕
微鏡写真である。最初に小胞子を切り取り、
続いて周囲にあるタペート組織を切り取っ
ている。 
 

 

図３ 本研究によって見出された卵および
助細胞特異的遺伝子の例。 
 マイクロアレイを用いて同定された組織
特異的遺伝子群について、RT-PCR 法によって
発現を確認した。一番上の３遺伝子は卵特異
的、続く３遺伝子は助細胞特異的、その下２



 

 

遺伝子は胚珠特異的な発現を示す。EC：卵、
SC：助細胞、Ova M+：胚珠（マンニトール処
理有）、Ova M-：胚珠（マンニトール処理無）、
WP：植物体全体。 
 
(3)班員からのリクエストを受け、各年度に
おいて４０～１００サンプルの発現解析を、
マイクロアレイを用いて行った。いずれも再
現性のある良好な結果が得られた。これらに
関しては複数の共同実験者が論文発表を準
備中である。 
(4)本研究で得られた遺伝子発現データに基
いて見出された種々の特異的遺伝子につい
ての具体的な機能解析は今後の課題である。
また遺伝子発現情報に基いて生物学的な意
味を抽出する方法は、特にイネにおいては有
効な手法を確立するには至っていない。問題
解決のためには少なくとも、もう一つの代表
的モデル植物であるシロイヌナズナと同程
度の正確さでイネ遺伝子のアノテーション
を行うことが必須である。また本研究で得ら
れた遺伝子発現データと、既知のタンパク間
相互作用の知見を組み合わせることにより、
遺伝子発現制御ネットワークの解明につな
がることが期待される。 
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