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研究成果の概要（和文）：イネ体細胞カルスから分化全能性（分裂能）を保持したままプロトプラストを調製し
培養する系を確立し、さらに、それらプロトプラストの増殖プロファイルを経時観察することで単離・培養した
細胞の約3.5 %が増殖性プロトプラストであることを明らかにした。また、増殖性プロトプラストの比較対象と
なるイネ受精卵を対象とした単一細胞レベルでのトランスクリプトーム解析法およびPEG-Ca2+法による物質導入
系も確立した。さらには、当該物質系を用いて単離イネ細胞を用いたゲノム編集を可能にした。

研究成果の概要（英文）：In the study, the identification of the proliferative protoplasts among 
somatic protoplasts isolated from rice callus was conducted. Through the establishment of modified 
methods for protoplast isolation and culture, we successfully traced the initial developmental 
profiles of isolated somatic protoplasts, and it was shown that approximate 3.5% of 
isolated/cultured protoplasts possess proliferative ability. These suggest that the single cell 
level analysis for proliferative and non-proliferative protoplasts is possible to elucidate the 
molecular mechanisms of totipotency in plant somatic cells. Moreover, comparison of transcriptome 
between proliferating protoplasts and zygotes, the natural totipotent cell, is also available to 
estimate the common cellular mechanisms in somatic and zygotic cellular development. To broaden the 
scope of investigations using these cells, a procedure for delivery of macromolecules, such as DNA 
and proteins, into these cells was also established. 

研究分野：植物発生学

キーワード： 細胞分化　分化全能性　体細胞　受精卵　イネ　物質導入　微量オーム解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
一般に被子植物の体細胞は分化全能性をもつとされているが、体細胞組織を構成する細胞群から分化全能性を保
持している細胞を特定し、解析することは困難であった。本研究では、イネカルスから調製したプロトプラスト
から増殖性プロトプラストを特定する手法を確立した。さらに、それら増殖性プロトプラストや受精卵といった
全能性をもつ細胞の超微量オーム解析やそれら細胞への物質導入系を可能にし、植物細胞の分化全能性機構の解
明に向けた基盤を確立した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

被子植物を構成する体細胞は１つの受精卵から分裂・増殖・分化した細胞である。各組織を
構成する体細胞は分化状態にあり、細胞周期は G1 期あるいは G0 期で停止している。体細胞を
適当な条件下で培養すると、脱分化し、そして分裂・増殖を経て植物体へと再分化することが
知られている。これは植物の体細胞が分化後も分化全能性を保持しているためとされている。
一方、受精卵の発生過程においては、未分化状態の卵細胞に精細胞が融合することで、分化全
能性を持った受精卵が生じ、発生が進行する。この 2 つの発生機構「脱分化した体細胞から植
物体を再形成する体細胞発生と、受精卵から植物体が発生する受精卵発生」を解析・比較する
ことで植物細胞の増殖、発生及び分化全能性を支える根本的な原理の一端を見出すことができ
ると考えられるが、そのような解析は行われてこなかった。これは、増殖性体細胞と受精卵を
きちんと比較できる実験系がなかったためである。そのような状況の中、申請者らは in vitro
受精系が確立されており、かつ体細胞発生の研究例があるイネを研究材料とすることで受精卵
と体細胞の発生機構を細胞レベルで比較することが可能になると考え、本研究を計画した。 

イネ受精卵を単離し培養した場合、その 80-90 %は増殖・発生をする。一方、葉などの植物
体組織から単離した体細胞や、組織中の体細胞群が脱分化・増殖した細胞塊（カルス）を構成
する体細胞の増殖・発生率は著しく低い。そこで本研究では、イネ体細胞発生の細胞レベルで
の解析を可能にするため、分裂・増殖能を保持している「増殖性体細胞（プロトプラスト）」の
効率的な単離、分画、培養方法を確立するとともに、それら増殖性プロトプラストや受精卵の
一細胞解析を目的とした超微量試料オーム解析やそれら細胞への物質導入系の確立を進めた。 
 
２．研究の目的 

脱分化した細胞由来の増殖細胞塊（カルス）のある領域からシュートおよび根が形成され、
最終的には個体が再生することから、被子植物の体細胞は分化全能性を保持しているとされて
いる。しかしながら、「カルスを構成するどの細胞が個体へと分裂・増殖するのか」といった細
胞レベルの視点に立った解析例は非常に少ない。その理由として、カルスを構成する細胞群の
中から増殖能をもつ細胞を特定すること、それら増殖性細胞を他の細胞から選り分けて単離・
回収すること、および増殖性細胞のような極微量の試料を出発材料にして解析を行うことの難
しさが挙げられる。本研究では、下の２つの目的を設定し研究を推進した。 

 
（1）イネカルスから調製したプロトプラスト群の中から増殖性プロトプラストを特定する実験
系を確立する。 
 
（2）増殖性プロトプラストおよび受精卵といった分化全能性を保持している細胞の性質を十全
に解析するために、超微量細胞オーム解析法やそれら細胞への物質導入系を確立する。 
 
３．研究の方法 
（1）イネカルスの誘導・培養条件について、継代培養法、継代培養カルスの形態、それらカル
スから単離されたプロトプラストの細胞活性などについて検討を行った。さらに、カルスから
のプロトプラスト単離条件について検討を進め、プロトプラストの分裂・増殖過程の連続観察
を行った。 
 
（2）増殖性プロトプラストの比較対象となるイネ受精卵を用いてトランスクリプトーム解析を
試みた。受精卵および卵細胞 8〜10 個からの cDNA 増幅・ライブラリー作製および次世代シー
クエンス解析を 3 反復行い、得られたデータの信頼性の検証等を進めた。さらに、解析の標的
とする遺伝子やタンパク質の効率的な機能解析手法として、それら細胞への DNA やタンパク
質などの物質導入を PEG-Ca2+法を用いて行った。 
 
４．研究成果 
（1-1）イネカルス由来のプロトプラストの調製：継代培養 1 代目で移植後 4 日目のカルスを用
いることが望ましく、さらに、直径 2-6 mm でクリーム色を呈しているカルスを選抜すること
が生存率の高いプロトプラストの調製には重要であることが示された。また、当該カルスから
のプロトプラスト単離条件としては、1 % セルラーゼ、0.1 % ペクトリアーゼ の酵素液で 6
時間の処理が最適であり、その際のプロトプラストの回収量及び単離時の生存率は、それぞれ
3.9×106 個 / g カルス及び 52.9 %であった。 
 
（1-2）イネカルス由来プロトプラストの培養および増殖性プロトプラストの特定：単離したプ
ロトプラストの培養方法（ゲル浮遊法および固定法）について検討を進めたところ、ゲル浮遊
法では 0.073 %、ゲル固定法では 0.126 %のプロトプラスト分裂率を示した。また、同一プロト
プラストの連続観察にはゲル固定法がより適していた。 
 
（1-3）上の項目 1-1 および 1-2 で確立したイネカルス由来プロトプラストの単離・培養法を用
いてプロトプラストの分裂・増殖過程の連続観察を行った。その結果、プロトプラストの分裂・ 
 



増殖パターンを5通りに分類するこ
とができた、増殖性プロトプラスト
は培養開始時には 1 核であり、培養
3 日目に 2 核に分裂し、その後細胞
分裂・増殖を進行させてカルスを形
成するということが明らかになっ
た（図 1）。また、培養したプロトプ
ラストの約 3.5 %（n=8/224）が増殖
性プロトプラストであった。 
 
（2-1）イネ受精卵および卵細胞の
mRNA シークエンシング解析（3 反
復）の結果、再現性の高いデータが
得られた。さらに受精後に発現が誘
導される、あるいは抑制される遺伝
子群の同定にも成功した。 
 
（2-2）PEG-Ca2+法による外来遺伝子の卵細胞における一過
的発現に関しては、PEG 濃度、DNA 濃度、処理時間などの
至適化を行い、約 30%の効率で一過的発現が可能であるこ
とが示された。さらには、2 種類のプラスミド DNA（pGFP, 
pRFP）を同時に導入したところ、両方の蛍光が同一細胞中
で観察された（図２）。これは、今後の解析で同定されると
期待される全能性に関与する遺伝子を蛍光マーカータンパ
ク質遺伝子の同時発現が可能であることを示している。 
 
（2-3）受粉後の花から単離したイネ受精卵ではプラスミドの導入およびその発現が確認できな
かったが、in vitro 受精系で作出した受精卵（融合・受精後約 1 時間以内）を用いることで、約
70%の効率でプラスミドの導入が確認された。さらに、GFP および DsRed をコードする 2 種の
プラスミド DNA を共導入すると、導入が確認されたすべての細胞で両方の蛍光シグナルが同
一細胞中に確認された。 
 
（2-4）PEG-Ca2+ transfection
法と CRISPR/Cas9 によるゲ
ノム編集技術を組み合わせ
ることで、シングルセルレベ
ルでの DNA フリー・ゲノム
編集法の確立を試みた。その
結果、CRISPR/Cas9 ベクター
および Cas9 タンパク質
-gRNA 複合体の直接導入に
より、処理した受精卵の約
14-64%から標的変異導入さ
れた植物体が得られた（図
３）。 
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