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研究成果の概要（和文）：本研究課題から以下の3つの成果が得られた。（１）イネの8つのCYP78遺伝子の植物
体内での機能や発現パターンならびにシロイヌナズナも用いた遺伝学的解析から、CYP78の機能は保存されてお
り、それらの生産する物質は、植物体において局所的に生産されており、その物質の移動は限定的であることが
明らかとなった。（２）CYP78タンパク質の精製並びに酵素活性測定は、一般的な方法では難しく、活性測定も
先行研究とは異なる結果が得られた。（３）遺伝学的解析やgeの抑圧変異体の解析から、CYP78が関与する代謝
経路やシグナル伝達経路で働くと考えられる３つの新規因子を同定した。

研究成果の概要（英文）：The following three results were obtained from this research project. (1) 
functional and expressional analyses of eight CYP78 genes in rice and genetical studies using 
Arabidopsis mutants have shown that CYP78 function is conserved, and that the substances they 
produce are produced locally in the plant body and are transported only to a limited extent. (2) 
Purification of CYP78 protein and measurement of enzymatic activity were difficult to perform by 
conventional methods. Purified CYP78 activities also differed from that of previous study. (3) From 
genetical studies and analyses of ge suppressor mutants, we identified three novel factors that are 
thought to act in the CYP78 regulatory pathway.

研究分野： 植物分子遺伝学

キーワード： シトクロムP450　CYP78遺伝子　植物発生　器官サイズ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでに植物種を超えて、側生器官、種子、果実サイズを改変できることが報告されている遺伝子はCYP78遺
伝子のみである。CYP78の生産する代謝産物を同定することにより、これまで育種によって改変されてきた果
実、種子サイズや葉の大きさなどを物質投与により改変することができるかもしれない。本申請課題では、作物
生産において有用な機能を持つCYP78遺伝子について機能、発現、遺伝的関係といった様々な基礎的情報を取得
することができた。本課題から得られた成果をさらに発展させることにより、CYP78の代謝産物同定や分子メカ
ニズムの解明につながることを期待している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



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

これまでにシロイヌナズナを中心に側生器官や種子サイズに影響を及ぼす遺伝子が多数同定
されている。それらの解析から植物の側生器官や組織が最終的に決められた大きさにまで成長
する過程には細胞増殖期間の制御、植物ホルモンによる制御などいくつかの異なる調節経路を
介して綿密に制御されていることが示唆されている。申請者の所属する研究室では、数多くの
イネ突然変異体を用いた分子遺伝学的解析を長年進めており、葉間期や葉の大きさ・節間伸
長・相転換などを制御する PLASTOCHRON1(PLA1)遺伝子座、そして胚の細胞分裂、伸長お
よび胚乳細胞死を介した胚サイズの調節に関与する GIANT EMBRYO(GE)遺伝子座などを同
定している。pla1 と ge 変異体は全く異なる表現型を示すが、PLA1 遺伝子は CYP78A11 を、
GE 遺伝子は CYP78A13 という同じファミリーに属するシトクロム P450 酵素(酸化酵素)をコ
ードしていた。興味深いことに CYP78 ファミリーに属する遺伝子を植物体で過剰発現すると
側生器官や種子が大きくなることがイネ、シロイヌナズナ、オオムギ、コムギ、タバコなど
様々な植物種で報告されている。側生器官や種子サイズの大きさに影響を及ぼす遺伝子はいく
つか報告されているが、単子葉、双子葉植物を問わず、器官サイズに同様の効果をもたらす遺
伝子は CYP78 遺伝子だけである。また、過剰発現による効果だけでなく、上述したように突
然変異体を用いた解析から、葉間期、種子サイズ制御（イネ、シロイヌナズナ、オオムギ）、
胚サイズ制御（イネ）、原糸体や茎葉体発生制御（ヒメツリガネゴケ）や高油分蓄積や果実肥
大化に関与する QTL 座（トウモロコシ、トマト、トウガラシ）としても CYP78 遺伝子の関与
が報告されている。これらの研究結果から、CYP78 タンパク質を介して酸化される化合物は、
植物の器官サイズの決定や植物の発生過程において重要な役割をもつ新奇ホルモン様物質であ
ることが示唆されている。現在までに大腸菌や植物培養細胞を用いた研究から CYP78A 遺伝子
群はラウリン酸などの短鎖脂肪酸の水酸化を触媒することが示されているが、シロイヌナズナ
cyp78a5 変異体にラウリン酸を供与しても表現型が回復しないことから生体内での基質は異な
ることが推測されている。  

CYP78 を介して生産される化合物は、植物種を超えて発生・成長に極めて重要な影響を及ぼ
すことから、世界の様々な研究室でその化合物同定が試みられているが、現在まで CYP78 の
基質や代謝産物、またその下流で働くシグナル伝達経路に関わる分子については全く分かって
いない。  
 
２．研究の目的 

シトクロム P450 酵素の一種である CYP78 遺伝子は様々な植物において、器官、種子、果実
のサイズやそれら器官発生に影響を及ぼすことが報告されている。植物発生・成長において重要
な役割をもつ CYP78 であるが、それらが生産する化合物やその物質から派生するシグナル伝達
経路については全くわかっていない。本研究課題では、イネとシロイヌナズナを用い、遺伝学的、
生化学的アプローチから CYP78 が生産する化合物ならびにその下流で働く分子を特定し、
CYP78 を介した植物の成長制御機構について包括的に理解することを目的とする。 
 
３．研究の方法 

本研究課題では、イネ、シロイヌナズナを用いて以下の 3 つの点に着目して研究を遂行する。 
【1】CYP78 の植物体における機能検証 
 (1-機能解析) CYP78 遺伝子はイネにおいて 8 遺伝子、シロイヌナズナに 6 遺伝子が存在する。
イネ ge や pla1 単独変異体でも表現型が現れるが、シロイヌナズナ cyp78a5 a7 二重変異体では



さらに表現型が亢進されるため、CYP78 が植物体内で冗長的に働いていることも示唆される。 
一方、シトクロム P450 酵素の中には、同じファミリー遺伝子でも異なる基質を認識する例が
報告されている。そこで、CYP78 ファミリータンパク質が同じ基質を認識するのかについて明
らかにするため、GE あるいは PLA1 のプロモーター、ターミネーター、非翻訳領域を含む転写
調節領域内にイネ CYP78(8 遺伝子)の CDS を連結させたコンストラクトを ge や pla1 変異体に
形質転換し、変異体表現型の相補性を確認することで 8 つのイネ CYP78 酵素機能について比
較する。 
(1-発現解析) これまでの研究から PLA1、GE mRNA はそれぞれ茎頂分裂組織や子房において
特異的な発現を示すことを明らかにしている。そのため、イネの 8 つの CYP78 遺伝子群の様々
な組織における発現量や発現パターンについて詳細な解析を行い、イネにおける CYP78 遺伝子
の発現レベルでの相違点、共通点を明らかにする。  
(1-機能保存性) シロイヌナズナ、イネ、オオムギにおいて、ある種の cyp78 単独変異体は葉間
期の短縮や葉の縮小化といった共通した表現型を示すことが報告されている。そこでイネ、シロ
イヌナズナにおける全ての cyp78 単独変異体、複数の多重変異体を作出し、それぞれの表現型
を詳細に解析・比較することで CYP78 遺伝子の植物発生に及ぼす効果や機能の共通性について
検証する。  
 
【2】CYP78 タンパク質の活性測定系の確立  
(2-酵素活性測定) CYP78 の酵素活性を知り、生産する化合物やその代謝経路を同定するために
は、in vitro における活性測定を行う実験系の確立が必須である。研究分担者である大西利幸博
士が昆虫細胞、大腸菌などを用いて CYP78 遺伝子を発現させ、活性型 CYP78 タンパク質の精
製ならびにこれまで報告されている短鎖脂肪酸を基質とした CYP78 酵素活性測定系の確立を
行う。  
 
【3】CYP78 の下流で働くシグナル伝達に関わる新奇因子の同定  
(3-下流分子) 既知の植物ホルモンのシグナル伝達経路の多くは順遺伝学的アプローチから同定
されているものが多いが、CYP78 の下流で働く分子についての知見はほとんどない。そのため、
CYP78 から生産される化合物を介したシグナル伝達経路を遺伝学的に明らかにするため、ge 変
異体に変異原処理して巨大胚の表現型を抑圧するサプレッサー変異体の原因遺伝子同定・機能
解析を行う。これまでの申請者の研究からすでに単離している 2 つの ge サプレッサー変異体
(her1、her2)について次世代シーケンサーを用いて CYP78 の下流で働く分子の同定を行う。  
 
４．研究成果 
(1-機能解析) CYP78 タンパク質は同じ酵素機能をもつことを検証するため、ge 変異体と pla1 変
異体を用いたスワップ実験を行った。GEgSWAP として、ge-10 変異体において GE プロモータ
ー/ターミネーターの制御下(GEg)で他のイネ CYP78 CDS を発現させることにより、ge 変異体
の表現型を相補できるかを観察した。同様に、PLA1gSWAP として、pla1-4 変異体において PLA1
プロモーター/ターミネーターの制御下(PLA1g)で他の CYP78 を発現させた。GEgSWAP 実験
における相補性は、GE では、ge 変異体の表現型を完全に相補し、PLA1、CYP78A12、CYP78A14、
GEgA15、GEgA16 は、多少の差はあったが高い相補性を示した。一方、CYP78D1 では中程度
の相補性にとどまり、CYP78A17 ではごくわずかの個体で弱く相補が観察された。PLA1gSWAP
実験における pla1 変異体に対する相補性は、PLA1 では、変異体の表現型を完全に相補し、GE、



CYP78A12、CYP78A14、CYP78A15、CYP78A16 では、高い相補性を示した。また CYP78D1
では中程度の相補性にとどまったが完全不稔である pla1 変異体において種子が取れる程度まで
は回復したが、CYP78A17 では全長 3cm ほどの非常に小さな穂しかできなかったうえ、苞葉が
伸長しており、種子は全く実らなかった。以上の結果のまとめると、7 つの A サブファミリー属
するイネ CYP78 遺伝子では CYP78A17 を除く 6 遺伝子は高いレベルで酵素機能が保存されてお
り、異なるサブファミリーの CYP78D1 もある程度共通の機能を保持していることが明らかとな
った。 
 
 (1-発現解析) イネ CYP78 の発現量を Real-time PCR を用いて解析を行った。ge 変異体の表現
型が顕在化する受粉後 5 日目の子房では、GE の発現量が 8 つの CYP78 遺伝子の発現量の総和
のうち約 95%を占めることがわかったが、pla1 変異体の表現型が現れる茎頂および花序では、
PLA1 の発現量はそれぞれ全体の 20%弱と 40%弱であり、PLA1 よりも CYP78A15 と CYP78D1
の発現量が高かった。そこで、発現量ではなく、発現パターンの重要性について検証するため、
播種後 10 日目の茎頂、花器官分化期の花序における PLA1、CYP78A15、CYP78D1 遺伝子の発
現パターンを in situ hybridization 法により観察した。茎頂の縦断、横断切片で発現を観察した
ところ、PLA1 は、P1～P3 葉原基の基部背軸側を中心に、維管束を避けるような発現パターン
を示したのに対して、CYP78A15 は P3 葉原基以降で維管束を取り囲むように、CYP78D1 は P3
葉原基以降の維管束の木部で、それぞれ発現が見られ、茎頂分裂組織で PLA1、CYP78A15、
CYP78D1 の発現領域は重複していないことが明らかとなった。また、花序においてもこれら 3
つの遺伝子の発現領域の重複は観察されなかった。CYP78 遺伝子の発現パターンは特異的に制
御されているものが多いが、近接して発現する遺伝子も存在することが明らかとなったことか
ら、CYP78 の生産する物質は、植物体全体で作られるわけではなく、局所的に生産される物質で
あり、その物質の移動はかなり限定的であることが示唆された。 
 
(1-機能保存性)イネ、シロイヌナズナにおける全ての cyp78 単独変異体を単離するため、シロイ
ヌナズナは T-DNA 挿入系統、イネは CRISPR-Cas9 法を利用した。各単独変異体では、すでに
報告されている変異体の表現型は観察することができたが、その他の単独変異体では顕著な形
態的表現型は観察されなかった。二重変異体作成を行ったところ、pla1 ge 二重変異体では
cyp78a5 a7 同様に pla1 の表現型を亢進し、pla1 には見られないほど葉が小さく、数枚の葉を作
り枯死する致死性を示した。これらの結果から、PLA1 と GE は機能重複して働くことが示唆さ
れた。しかし、この二つの遺伝子の胚発生での発現パターンや発現量は大きく異なることから、
二重変異体の表現型は CYP78 の代謝産物が細胞非自律的に移動よることを示しているのかもし
れない。 

pla1ge 二重変異体の表現型は、申請者の研究室で同定されていた goliath (go)変異体と酷似し
ていた。そこで pla1ge 二重変異体の完熟胚の切片を作成し観察すると、幼根が複数形成される、
子葉鞘と胚盤の境界が曖昧になる、葉原基と幼根がなす角が広くなるなど、go 変異体で見られ
る特徴的な表現型がしばしば観察された。このことから、GO 遺伝子も CYP78 が触媒する代謝
経路あるいはシグナル伝達経路上で機能することが示唆された。今後、これらの遺伝子間の発現
レベルや遺伝的関係性についても明らかにしていく必要があるだろう。 

シロイヌナズナでは６つの CYP78 遺伝子を破壊した六重変異体の作出を目指した。CYP78A5
遺伝子のみヘテロ接合、残りの 5 遺伝子がホモ接合とした系統(a5/+a6a7a8a9a10)から収穫した
種子を播種し、芽生えた個体の遺伝子型確認を行ったが六重変異体は存在しなかった。そこで、



胚発生過程の表現型解析を行ったところ、a5/+a6a7a8a9a10 の鞘には球状で発生停止する胚が
観察されたことからシロイヌナズナ cyp78 六重変異体は胚性致死を示すことが示唆された。これ
らの結果から、シロイヌナズナの 6 つの CYP78 遺伝子は胚発生過程において機能重複してお
り、胚発生初期から植物発生に極めて重要な物質を生産していることを明らかにすることがで
きた。 
 
(2-酵素活性測定) 
CYP78 タンパク質の活性測定系を確立するため、イネ PLA1、GE 遺伝子やシロイヌナズナ
KLUH/CYP78A5 遺伝子などいくつかの CYP78 遺伝子を昆虫細胞で発現させ、少量ながら酵素
活性を示すタンパク質の精製を確認することができたが、以後の実験遂行に必要な大量精製は
困難であった。そのため、コンストラクションを工夫し、大腸菌を用いた実験により CYP78 タ
ン パ ク 質 を 精 製 す る 系 を 確 立 し た 。 大 腸 菌 を 用 い た 実 験 か ら 生 成 さ れ た タ ン パ ク 質
（KLUH/CYP78A5）は活性型 P450 であることは確認できたが、先行研究で示されていた短鎖脂
肪酸の水酸化は示さなった。P450 としての活性を保持しているにも関わらず、先行研究で得ら
れた化学反応を示さないという報告例はほとんどないため、このような結果となった明確な解
答には至っていない。In vitro 系を用いた CYP78 のタンパク質精製系の確立は、CYP78 の基質
や代謝経路を明らかにしていく上ではとても重要な実験ステップであるため、今回得られた失
敗や成果を踏み台に CYP78 タンパク質の酵素活性測定の確立を目指していく必要がある。 
 
(3-下流分子)  
これまでの研究では、CYP78 が関与する生合成経路やシグナル伝達経路で働く分子の報告はほ
とんどない。そこで、ge 変異による表現型を抑圧するサプレッサー変異体の同定および解析を
試みた。具体的には、ge-10 変異体種子約 10,000 粒に EMS 変異原処理を行い、M2 種子のスク
リーニングで ge-10 変異をホモで持つにもかかわらず、胚の巨大化が外観上抑圧された 10 系統
を単離した。その内の 5 系統は、すでに ge と二重変異体にすると胚が縮小化することが報告さ
れている REDUCED EMBRYO1 (RE1)遺伝子あるいは RE2 遺伝子に変異が確認された。残り
の 5 系統について、次世代シーケンスを用いたゲノムリシーケンスを行った結果、1 系統(her1)
は ARF 型転写因子、残りの４系統(her2)は同じ MATE トランスポーターに変異を持つアリルで
あることを同定した。これらの変異が ge の表現型抑制に寄与しているのかを確かめるため、
CRISPR-Cas９法により ge 変異存在下でこれらの遺伝子を破壊したところ、ge の胚サイズが減
少したことから HER1、HER2 遺伝子は CYP78 のシグナル伝達経路で働く遺伝子である可能性が
高い。一方、人工交配、CRISPR-Cas9 法を用いて HER1、HER2 遺伝子を pla1 変異存在下で破
壊したが、表現型を回復することはできなかった。この理由として、HER1、HER2 遺伝子とも
にイネにおいて複数のパラログ遺伝子（それぞれ５遺伝子(HER1)、3 遺伝子(HER2）)が存在す
ることが挙げられる。HER1、HER2 遺伝子が CYP78 のシグナル伝達経路に関わる因子である
のかを今後明らかにしていく予定である。 
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