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研究成果の概要（和文）：本研究では、主軸根の伸長阻害に応答した側根の補償生長機構、およびメリステムサ
イズの大きなL型側根の形成に関わる分子機構を明らかにすることを目的とした。はじめに、土壌の圧縮などに
より主軸根の伸長が阻害された時に、障害を受けた根端近傍での側根発育が促進される現象に着目し、人為的に
種子根の根端を切除しL型側根を発生させることで側根原基の発生過程と側根メリステムサイズ変化の関係性を
捉えられる実験計の確立を目指した。次に、この根端切除による側根形態の変化に基づいて、ゲノムワイドに遺
伝子のヒストン修飾レベルを解析するChIP-Seq法によって、L型側根の発生に関わる遺伝子や分子機構の解析を
試みた。

研究成果の概要（英文）：Development of lateral roots (LRs) is promoted when parental root elongation
 is suppressed. Promotion of LR growth compensates for parental root growth, which contributes to 
the maintenance of total root length. However, the developmental
processes underlying the compensatory growth of LRs are still unclear. In this study, we induced LR 
compensatory growth in rice by surgical excision of a parent root tip, and analyzed the 
morphological and anatomical changes in LRs. Our analysis revealed that the morphological and 
anatomical changes of LRs that are induced by the root-tip excision of the parent vary continuously,
 and are dependent on both the developmental stage of LR primordia at the site of root-cutting and 
the distance from the cut site. Then, by using this method, we also tried to understand the 
important genes that regulate LR development epigenetically through ChIP-Seq analysis with Histone 
H3K27me3 antibody. 

研究分野： 植物遺伝育種学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 近年、世界的な干ばつが頻発する中、根系
改良による耐乾性育種が注目されている（例
えば、Ahmadi et al. 2014）。これまでに我々は、
様々な水稲品種・系統を対象に耐乾性程度を
評価し、ストレス下において側根の発達が著
しく優れる品種・系統群が高い耐乾性を示す
ことを明らかにした (Tran et al. 2014, 
Kano-Nakata et al. 2013, Niones et al. 2013)。
興味深いことに、土壌水分が潤沢に存在する
環境下では耐性品種群と感受性品種群の側
根発達程度の間には大きな差異が認められ
なかったため、低土壌水分状態に応答した根
系形態の可塑的反応が乾燥ストレス回避に
とって重要であると考えられる。イネの側根
にはメリステムサイズの大きなL型側根と小
さな S 型側根が存在し、前者のみが長く伸長
でき、かつさらに高次の側根を発生させる能
力を持つため、ストレス下において側根の発
達を高めるには L 型側根化（側根メリステム
サイズの増加）を促す必要がある。しかしな
がら、このような側根メリステムサイズの可
塑性をもたらす分子機構は全く解明されて
いない。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では、主軸根の伸長阻害に応
答した側根の補償生長機構、および L 型側根
の形成に関わる分子機構を明らかにするこ
とを目的とした。はじめに、土壌の圧縮など
により主軸根の伸長が阻害された時に、障害
を受けた根端近傍での側根発育が促進され
る現象に着目し、人為的に種子根の根端を切
除しL型側根を発生させることで側根原基の
発生過程と側根メリステムサイズ変化の関
係性を捉えられる実験計の確立を目指した。
次に、この根端切除による側根形態の変化に
基づいて、ゲノムワイドに遺伝子のヒストン
修飾（H3K27me3）レベルを解析する ChIP-Seq
法によって、L 型側根の発生に関わる遺伝子
や分子機構の解析を試みた。 
 
３．研究の方法 
①種子根の根端切除に応答した 側根形成パ
ターンの解析 
 水耕法により栽培した播種 4 日後のイネ品
種「台中 65 号」の種子根を根端近傍で切除
し、切除 10 日後に種子根に形成された側根
の直径、根長、分枝の有無について調査した。
側根原基の観察では、播種 4 日後の種子根を
TOMEI-I (Hasegawa et al., 2016)により透明化
処理し、微分干渉顕微鏡を用いて側根原基の
直径及び長さを測定した。 
 側根基部の内部構は樹脂切片またはビブ
ラトーム切片を作製して観察した。種子根切
断処理 の 4 日後に切断部位から根端から
の相対距離 10%以内に生じた側根の中で、最
も直径の大きな 側根の基部を樹脂切片作製
時は FAA 溶液中、ビブラトーム切片作製時
には dH2O 中に回収し、バキュームポンプ

で 30 分間脱気した。  
 樹脂切片作製では、その後 FAA 溶液を新
たなものに交換し、24 時間 4°C にて浸漬し
た。その後、脱水のため FAA 溶液を 70%, 
80%, 90%, 95% EtOHにそれぞれ順に 1時間
ごとに交換し、さらに100%EtOHに1時間ご
との交換を 2 回したのち、Technovit 7100 
(Heraeus Kulzer, Germany) を用いて樹脂
へ置換した。樹脂への置換では、主剤 100 ml 
に対して硬化剤 I を 1 袋加えた浸透液、浸透
液と硬化剤 II を 15:1 の割合で混合した重合
液を用いた。まず、 100%EtOH を 100% 
EtOH:浸透剤=1:1 の混合液に交換し、一晩 
4°C にて浸漬した。その後、1 日ごとの浸透
液交換を 4−6 回し、包埋した。穴の開いた
アルミ板にセットしたポリエチレンキャッ
プに重合液を分注し、サンプルを容器中に
沈めて、ピンセットで方向を整えた。その
後、アルミ板ごと容器をラップで 包み、一
晩室温にて硬化させた。容器から取り出し
た試料ブロックを、接着面が平らになるよ
う  にのこぎりで切り、アルミブロックに接
着剤で貼り付けた。その後、試料ブロック
をのこぎりで トリミングし、ミクロトーム 
(RM2125 RTS, Leica, Germany) を用いて 
6 μm の切片を作製した。 切片をスライドガ
ラス上の水に回収し、室温にて乾燥させた。  
 一方、ビブラトーム切片の作製では120°C、
10 分間のオートクレーブにより溶かし、十分
に冷ました 4%伊那寒天中に脱気したサンプ
ルを包埋し、寒天が冷え固まったのち、カミ
ソリにより試 料を含む寒天ブロックを切り
出した。その後、ビブラトーム (VT 1200S, 
Leica, Germany) により 75 μm の横断切片
を作製した。その後、光学顕微鏡を用いて作
製した切片の画像を取得した。画像処理ソフ
ト (LIAforWin32) を用いて、維管束直径と
基本組織 (外皮、厚壁組織、皮層、内皮) の
厚さを測定し、また基本組 織の層数を計測
した。 
 
②根端切除に応答して H3K27me3 レベルが 
変動する遺伝子群の同定 
 異なる環境下で栽培した根の細胞をサン
プリングし、ホルムアルデヒドにより DNA-
タンパク質を架橋した。次に、超音波により
DNA を断片化し、H3K27me3 を対象とした
Chip（クロマチン免疫沈降）法により同抗体
回収した DNA 断片を高速シーケンサーにか
けて塩基配列を解読した。 
 ChIP-seq により得られたリードを Bowtie2
により日本晴リファレンスゲノム (RAP-DB, 
Os-Nipponbare-Reference-IRGSP-1.0,http://rapd
b.dna.affrc.go.jp/download /irgsp1.html) にマッ
ピングした。得られた SAM ファイルを 
SAMtools により、BAM 形式に変換した後、
インデックス化を行った。  
 MACS2 により H3K27me3 レベルの異なる
ゲノム領域を検出した。まず、サンプル TC 
– cut, TC + cut のそれぞれについてDNA断片



の長さを macs2 callpeak で 2 反復まとめて推
定した。次に、macs2 callpeak の-B オプション
により TC – cut, TC + cut のそれぞれについ
て、2 反復のマッピングデータをまとめた全
ゲノム領域のリード数を含む bedgraphfile を
作成した。この時、extsize は TC – cut, TC + 
cut で推定された値の中間値を用いた。次に、
作成した  bedgraphfile をもとに、 macs2 
bdgdiff によって TC – cut, TC + cut で異な
る  H3K27me3 レベルのゲノム領域  検出し
た。この時、最小の検出ピークサイズを-l オ
プションで 200 bp、最大のギャップ領域サ
イズを-g オプションで 100 bp、likelihood の
閾値を-c オプションで 10-3 とした。次に、
検出された H3K27me3 レベルが処理区間で
異なるゲノム領域から遺伝子領域に重なる
領域を検出した。まず、 RAP-DB の Gene 
structure information in GFF format 
(http://rapdb.dna.affrc.go.jp/download/irgsp1.htm
l) から全遺伝子の TSS および TTS サイト
の情報を抽出した。次に、 BEDtools の 
intersectbed コマンドを用いて、検出された
ゲノム領域の中から、TSS から 1,000 bp 上
流まで、 TTS から TSS、TTS から 1,000 bp 
下流までのいずれかの領域に重なる領域を
検出し、領域のアノ テーションおよび処理
区間で H3K27me3 レベルの異なる遺伝子の
同定を行った。同定された遺 伝子群に関し
て、AGRIGO の Singular Enrichment Analysis 
(SEA) によって、Gene Ontology (GO) 解析を
行い、p-value または FDR が 0.05 以下の 
GO タームを検出した。  
 
４．研究成果 
①種子根の根端切除に応答した 側根形成パ
ターンの解析 
 側根原基の発生段階は、未だ側根が現れて
いない根端−側根の長さを 100 とした場合の、
根端からの相対距離と密接な関係があるこ
とから、種子根を様々な根端からの相対距離
にて切断し、根端切除後に形成された側根の
形態を調査することで、側根原基の発生段階
と根端切除への応答性の関係を調査した。そ
の結果、根端からの相対距離 60%までの側根
原基 (直径 ~70 μm)が根端切除に応答して分
枝を形成する性質を保持しており、より発生
段階の進んだ側根原基も根端切除に応答し
て、直径を増加させる能力をもつと考えられ
た。 
 次に、根端切除の影響が切断部位からどこ
まで離れた位置の側根原基に及ぶのかを調
べるため、根端切除後、切断部位からの距離
別に側根形態の変化を調査した。その結果、
切断部から 2.0 cm 以内の側根で直径増加が
見られ、1.0 cm 以内に分枝を伴った側根が形
成された (図 1)。 
 側根原基の発生段階と根端切除への応答
性には密接な関係があり、側根の直径、長さ、
分枝の有無は異なる発生段階において決定
されると考えられた。また、根端切除による

側根原基の直径増加はオーキシン以外の因
子により引き起こされる一方、直径の大きい
側根の分枝形成や伸長にはオーキシンが正
に働いているものと予測される。今後は、根
端切除によって生じる側根の直径増加がど
のような要因により引き起こされるのかを
検証していきたい。 
 

②根端切除に応答して H3K27me3 レベルが 
変動する遺伝子群の同定 
  野生株TC65号を用いて根端切除後 24時
間の L 型側根原基を含む種子根 (TC + cut)と
根端切除しない S 型側根原基を含む種子根 
(TC – cut) を 2 反復ずつサンプリングし、そ
れぞれのサンプルからH3K27me3抗体で免疫
沈降して得た DNA と免疫沈降しない Input
の DNA を ChIP-seq 解析に用いた。次世代シ
ーケンサーによるシーケンス解析によりそ
れそぞれ8サンプルから100−120 万の生リー
ドを得た。Bowtie2 によるマッピンクグでは
各サンプルで計 90%以上のリードがリファ
レンスゲノムにマッヒングされた。次に、ヒ
ストンのメチル化など広範囲のピーク検出
に用いられる MACS2 により、マッピングさ
れた H3K27me3 および Input のリードから
H3K27me3 標識領域を検出し、根端切除の有
無でH3K27me3レベルの異なるまたは同じ領
域を検出した。その結果、根端切除の有無で
共通して同程度 H3K27me3 化されているゲ
ノム領域が約 31,000、根端切除区に比べてコ
ントロール区で有意にH3K27me3レべルの高
い領域が約 800、その逆の根端切除区で 
H3K27me3 レベルが高い領域が約 1,200 検出
された（表 1）。これらの領域についてアノテ
ーションを試みたところ、根端切除の有無で
同程度にH3K27me3化されている領域から約
19,000、根端切除区に比べてコントロール区
で有意にH3K27me3レベルの高い領域から約
300、その逆の根端切除区で H3K27me3 レベ
ルが高い領域から約 01,000 が遺伝子 (TSS 
か ら 1 kb 上流−TTS から 1 kb 下流) にア
ノテーションされた。また、アノテーション
された領域と 遺伝子との位置関係に着目す
ると、根端切除の有無で共通して同程度に 
H3K27me3 化されているゲノム領域、根端切
除区に比べてコントロール区で有意に
H3K27me3 レベルの高いまたは低い領域のい
ずれにおいても、遺伝子の Gene body に位置



する領域の割合が多く、特に根端切除区で有
意に H3K27me3 レベルの高い領域では 
67.7%と最もその割合が大きかった。コント
ロール区で有意にH3K27me3レベルの高い領
域では、2 番目に Upstream (24.1%)、3 番目
に Downstream (22.7%)に位置する領域の割
合が大きかった。次に、これら領域がアノテ
ーションされた遺伝子数を算出したところ、
約 12,000 遺伝子は根端切除の有無で同程度
に H3K27me3 化されている一方、根端切除に
よって 246 遺伝子で H3K27me3 レベルが低
下し、また 946 遺伝子で上昇していた（表 1、
図 2）。 

 
 GO 解析により、根端切除によって
H3K27me3 レベルが低下または上昇する遺伝
子群にどのような働きをもつ遺伝子が多く
含まれるか解析した。根端切除により 
H3K27me3 レベルが低下、上昇するいずれの
遺伝子群においても、Biological process のオ
ントロジーで  “regulation of transcription”, 
“transcription”, “regulation of gene expression”、
Molecular function の オ ン ト ロ ジ ー で
“transcription regulator activity”, “transcription 
factor activity”といった遺伝子の転写やその
制御に関わる GO タームが有意に濃縮され
ており、Cellular component のオントロジーに
おいても”nucleus” が有意に共通して濃縮さ
れていた。また、 ”regulation of nitrogen 
compound metabolic process”, “regulation of 
biosynthetic process”, “regulation of 
macromolecule biosynthetic process”, 
“regulation of cellular biosynthetic process”など、
Molecular function の オ ン ト ロ ジ ー で
“hydrolase activity, hydrolyzing O-glycosyl 
compounds”, “hydrolase activity, acting on 
glycosyl bonds” といった生体分子の生合成
やその制御に関わる GO タームも共通して
有意に濃縮されていた。 
 根端切除によりH3K27me3レベルが低下す
る遺伝子群では、Biological process および
Molecular function のオントロジーでは

H3K27me3 レベルが上昇する遺伝子群にも含
まれる GO タームのみが濃縮されていた一方、
Cellular component で は “intracellular 
membrane-bounded organelle”, 
“membrane-bounded organelle”といった膜に局
在するタンパク質を示す GO タームが特異的
に濃縮されていた。一方、根端切除により
H3K27me3 レベルが上昇する遺伝子群では、
低下する遺伝子群と比較してより多くの GO
タームが特異的に濃縮されていた。Biological 
process の  オントロジーでは、 “peptide 
transport”, “oligopeptide transport”といったペ
プチドの輸送タンパク質の GO タームかが濃
縮されていた。また、H3K27me3 レベルが上
昇する遺伝子群では、細胞壁の合成や構成に
関わる GO タームが有意に濃縮されており、
細胞壁の物性の変化が側根メリステムサイ
ズの制御に関与している可能性が示唆され
た。  
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