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研究成果の概要（和文）：研究代表者はこれまでイネの初期胚形成機構の解析を行ってきた。この過程で、「初
期胚ではRNAが極めて不安定化する現象」を発見した。動物の初期胚では母性RNAの分解とそれに続く胚性遺伝子
の活性化機構に関する解析が進んでいるが、植物では現象そのものの記述もほとんどなく未開拓の分野である。
本研究では、植物において初めてとなる母性RNAの分解機構を明らかにし、その植物初期発生における意義を明
らかにする。さらに、種子中の胚に蓄積する有用成分等の含量制御へ、母性 RNAの分解制御と胚性遺伝子の活性
化機構の利用を検討することにより、植物遺伝育種科学への貢献を目指す。

研究成果の概要（英文）：I have been engaged in a research analyzing plant embryogenesis using rice 
as a model. During a process to analyze rice embryo development, I have noticed that some RNA 
molecule could be very unstable. The process of turn-over of maternal RNA after fertilization is not
 well characterized in plant comparing to that in animal systems. Therefore, I tacked this issue and
 tried to contribute to breeding science through the understanding of molecular basis of gene 
expression at very early stages in plant embryogenesis.

研究分野： 植物分子遺伝学

キーワード： イネ　初期胚　母性RNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、イネを用いて植物の初期発生を理解することを目的に行われた。植物の初期発生は、動物のそれに比
べて理解が進んでおらず、基礎研究として生物を理解する上で重要な課題である。一方、植物の胚が含まれてい
る種子は、人類が食糧として利用していることも多く、胚形成の理解が物質集積などに役立つ可能性も十分にあ
る。このことから、本研究によるイネ胚の初期発生理解につながり、ひいてはイネ種子における効率的な遺伝子
発現制御へと結びつくと期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



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

胚形成の初期段階には RNA 分解活性が母性 RNA の発現制御に重要な役割を果たしてお
り、この時期を過ぎると接合子由来の細胞で転写された RNA が安定的に蓄積・発現すると考え
られている。このような現象は、動物や昆虫などで、母性胚性遷移(MZT: Maternal to Zygotic 
Transition)として知られている。動物では、胚形成のごく初期のイベントは母性因子により制
御されており、胚形成のある段階で MZT により母性因子の分解と胚性遺伝子の活性化が引き起
こされる。植物においては、母性 RNA の分解過程は国内外合わせてみてもほとんど研究例がな
く全く未解明といえる。また、MZT を経た植物の胚性遺伝子活性化については、次世代シーケ
ンサーによる網羅的発現解析から、真っ向から対立する二つの見解がそれぞれハイインパクト
ジャーナルに報告されている。一つは、シロイヌナズナの受精後初期胚では母性 RNA が優先的
に蓄積し、一定期間後に母性ならびに父性由来の転写物が蓄積するという報告、二つ目は初期
胚の段階で母性・父性 RNA が均等に蓄積しているという真っ向から対立する研究成果が、それ
ぞれ 2011 年に Cell 誌（文献 1）、2012 年に Nature 誌（文献 2）に掲載されるなど、議論が続
いている。 

本研究は、植物において初めてとなる母性 RNA の分解機構を明らかにし、植物胚形成
の初期のイベントを明らかにする。また、初期胚における母性 RNA の動態を理解することによ
り、植物の MZT の時期とメカニズムに関する議論に貢献するとともに、種子への物質集積への
利用による育種分野での貢献を目指す。上述の通り、植物では MZT の時期すら議論の途上にあ
る。これら MZT に関する研究は主に、zygotic gene activation(ZGA)に着目した研究が進めら
れており、分解に着目した研究、すなわち、植物の受精卵に含まれる母性 RNA の初期胚発生に
おける動態に関する知見はほとんどない。そこで、本研究では、受精後に観察される高い RNA
分解活性の実態解明、および、そのイネ発生における意義の解明に焦点を絞って研究を進め
る。 

２．研究の目的 

研究代表者はこれまでイネの初期胚形成機構の解析を行ってきた。この過程で、「初
期胚では RNA が極めて不安定化する現象」を発見した（図 1）。動物の初期胚では母性 RNA の
分解とそれに続く胚性遺伝子の活性化機構に関する解析が進んでいるが、植物では現象そのも
のの記述もほとんどなく未開拓の分野である。本研究では、植物において初めてとなる母性
RNA の分解機構を明らかにし、その植物初期発生における意義を明らかにする。さらに、種子
中の胚に蓄積する有用成分等の含量制御へ、母性 RNA の分解制御と胚性遺伝子の活性化機構の
利用を検討することにより、植物遺伝育種科学分野への貢献を目指す。 

【図 1.LMD 法によるイネ胚からの RNA の回収】A. ごく初期の胚からは RNA が回収できない。B.
ある程度大きくなると RNA は回収できる。C.小さな胚をたくさん集めて、Bの胚より面積を多
くしても RNA は回収できない。 

３．研究の方法 
イネ受精卵および初期胚から時系列ごとに全 RNA を回収し、卵細胞に発現しておりか

つ受精後に様々な速度で消失する RNA 分子種を検出することにより、植物において、母性 RNA の
分解が積極的に進むことをサポートするデータの取得を行なった。具体的には、まず、Laser 
Micro-dissection 法による RNA の抽出を試みた。次に、マイクロピペットを用いた受精卵およ
び受精後の接合子並びに初期胚の単離と RNA 回収条件の検討を行った。最後に、共同研究によ



り、in vitro 受精を行い、卵細胞、in vitro 受精後 20 分、in vitro 受精後 4時間の細胞を用
意し、これらをマイクロピペット法により回収し RNA 抽出後、次世代シーケンサーを用いた RNA-
seq 解析を行った。 
 
４．研究成果 
 

最初に、イネ初期胚で領域特異的な発現することがすでに知られている複数の遺伝子
について、0DAP、1DAP、2DAP での発現解析を in situ ハイブリダイゼーション法により行っ
た。その結果、初期胚での発現が検出できるプローブとそうでないプローブが存在することが
判明した。これらプローブの中には、初期胚における発現が RT-PCR ではっきりと確認できるも
のも含まれていた。このことから、イネ初期胚においては、選択的に一部の RNA は分解もしく
はプロセシングされていることが予想された。 

次に、LMD 法ならびに、マイクロピペットを用いた方法により、0DAP、1DAP、2DAP の
胚サンプリングの条件検討を行った。その結果、LMD 法では、2DAP 以降で微量の RNA が回収で
きることが判明した。一方、0DAP, 1DAP では、LMD 法での RNA 抽出は無可能との結論に至っ
た。マイクロピペットによる卵細胞や受精卵の回収については、実績のある研究者から方法を
伝授してもらい、ある程度サンプリングができる体制を整えた。1DAP については、LMD 法でも
マイクロピペット法でも現状うまく胚を単離し RNA の抽出に至ることができていない。引き続
き工夫が必要な状況にある。次に、マイクロピペットを用いた野生型初期胚（受精前の卵細
胞、0HAP、12HAP、18HAP、24HAP）の胚サンプルから全 RNA の抽出を試み 0HAP、12HAP までは、
ある程度の数の胚をマイクロピペットで回収できる目処が立った。また、RNA 抽出と cDNA ライ
ブラリー作成が同時に進行できるキットの利用により、ライブラリー化についても目処が立っ
た。一方、18HAP 以降については、今のところ胚の回収がうまくいっていない。植物胚は受精
後しばらくしてから細胞壁などの合成が活発になる。このため、胚と母体が新たに合成された
細胞壁により癒合し、離れなくなることがうまくいかない原因と考えている。 

卵細胞および受精後のシングルセルから RNA を抽出し RNA-seq 解析を行う下準備がで
きたため、共同研究によりマイクロピペットと in vitro 受精を利用した方法を用い、卵細胞な
らびに、受精後 20 分、受精後 4時間のサンプルから RNA を抽出し、野生型ならびに胚形成突然
変異体サンプルでの NGS 解析を行なった。その結果、各サンプルから数万遺伝子の発現を検出
できる高精度 RNA 発現プロファイルの取得を行うことができた。この結果、受精後に急激に消
失する RNA 分子種の存在を多数明らかにした（図 2）。 

 
【図 2.RNA-seq データのクラスタリング解析】左列は野生型の遺伝子発現パターン、右列は
gle4 突然変異体の遺伝子発現パターンを示している。ほとんどのクラスターにおいて、野生型
と gle4 変異において差は見られない。一方で、cluster13, 2, 10 などは、GLE4 遺伝子の卵細
胞や接合子での機能を示唆するデータとなっている。 



また、これらの実験を卵細胞から発現しており初期胚の頂部―基部軸形成に関わるこ
とが知られている GLE4 遺伝子の突然変異 gle4 からも RNA を回収し遺伝子発現の比較を行った
（図 2、図 3）。その結果、gle4 変異において、野生型と異なる RNA の消長パターンを示すクラ
スターが複数見られた。これらは、GLE4 遺伝子による発現制御を受けていると考えられた。
Cluster13 は gle4 変異型の卵細胞において、発現が消失している RNA が分類されている。この
ことは、gle4 が卵細胞で機能していることを示唆している。逆に、cluster2 や cluster10 に見
られるように受精後の接合子で gle4 特異的に発現上昇する遺伝子群も見つかった。このこと
は、GLE4 が受精後も機能していることを示している。上記の結果は、GLE4 が卵細胞と受精後の
接合子のそれぞれで異なる機能を果たしていることを示唆している。一方、gle4 変異型胚で分
解が抑制されるグループは見当たらなかった。このことは、GLE4 自身の母性 RNA の分解の関与
を示す積極的な結果は得られなかったことを意味している。 

 

【図 3.RNA-seq データのヒートマップ解析】cluster13, 2, 10 などは、gle4 変異によりの卵細
胞や接合子での遺伝子発現が野生型と異なる遺伝子が含まれていることが明らかになった。 
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