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研究成果の概要（和文）： 
イネの胚乳変異体である flo2変異体は、種子貯蔵デンプンや貯蔵タンパク質生合成に関わる複
数の遺伝子の発現量が顕著に低下し、乳白で小粒の胚乳を生じる。このことからこの変異の原

因遺伝子は貯蔵物質生合成に関わる制御因子をコードしていることが示唆されている。マップ

ベースクローニングにより、この変異の原因遺伝子を単離した。その結果、この変異体では TPR
モチーフを有する新規なタンパク質をコードしている遺伝子に点変異が生じていることがわか

った。この野生型の遺伝子を flo2変異体に導入したところ、得られた形質転換体の種子は野生
型の表現型を示した。これらの形質転換体は、flo2 変異体で発現量が減少していた貯蔵デンプ
ンや貯蔵タンパク質の生合成に関わる遺伝子の発現量が回復していた。また、貯蔵デンプンの

構造も野生型と同等になった。このことから、この遺伝子(FLO2)が flo2変異の原因遺伝子であ
ることがわかった。FLO2 遺伝子は緑葉および未熟種子で強く発現をしていた。また、この遺
伝子の発現量は登熟の進行とともに増加した。FLO2 と相互作用する因子を探索したところ、
bHLHタンパク質と LEAタンパク質が検出された。FLO2はこれらの因子と協調的に種子貯蔵
物質生合成系遺伝子群の発現を制御しており、種子の大きさや品質に関わる重要な因子である

ことが示唆された。FLO2 遺伝子の過剰発現形質転換体では貯蔵デンプンや貯蔵タンパク質の
生合成に関わる遺伝子の発現量が野生型よりも高くなっていた。また、生じた種子サイズや種

子重量は野生型よりも有意に大きかった。このことから FLO2 は種子貯蔵物質生合成系遺伝子
群の発現を制御している上位の制御因子であり、この過剰発現により貯蔵物質の生合成に関わ

る遺伝子群の発現量が増加し、その結果として種子の大型化が起こったものと考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
An endosperm mutant flo2 is represented by reduced production of seed storage starch and 
storage proteins, and results in small chalky gains. This suggests that the gene responsible 
to this mutation encodes a regulatory gene, which may globally control the biosynthesis of 
storage substances. We isolated the gene responsible to the flo2 mutation by a map-based 
cloning method. This gene, named FLO2, contained a TPR motif, in which a point mutation 
occurred in the mutant gene. The wild-type FLO2 gene completely restored the phenotype 
of the flo2 mutation, indicating that this gene was the gene responsible to the flo2 mutation. 
The expression of FLO2 gene was detected in leaves and immature seeds. We found that 
the FLO2 protein interacted with a bHLH transcription factor and a LEA protein, 
suggesting that this protein may be involved in regulation of the gene expression for 
production of the storage substances. Overexpression of the FLO2 gene indicated 
overexpression of the genes for storage proteins and storage starch, resulting in 
enlargement of the grain size. 
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１．研究開始当初の背景 
イネには OsCEO1、OsCEO2、OsCEO3の３つ
の CEO 遺伝子群が存在する。これらは 1700
アミノ酸残基ほどの大きな分子量を有する
タンパク質で、分子内に３つの TPR 
(tetratricopeptide repeat)ドメインを有する他は、
これまでに知られている機能ドメインが存
在しない。このタンパク質の遺伝子はイネの
胚乳変異体である flo2変異体の原因遺伝子と
して単離された（申請者により論文を投稿
中）。flo2変異体は九州大学において取得され
たイネの胚乳変異体であり、この変異体では、
貯蔵デンプンや貯蔵タンパク質の構造的変
化が生じることが知られている。これにより
胚乳形質が野生型と大きく異なり、粉質の胚
乳となる。マイクロアレイ解析の結果、flo2
変異体では、種子貯蔵デンプン生合成に関わ
る主な遺伝子、貯蔵タンパク質など胚乳で機
能する多数の遺伝子の発現量が顕著に減少
していることがわかった。さらに、この変異
体では、数多くの転写因子の発現量も低下し
ていることが明らかとなった（表１）。この
ことから、flo2 変異の原因遺伝子は、胚乳の
機能形成を統御する上位の制御因子である
ことが強く示唆される。そこで、この遺伝子
を OsCEO1 と命名した（論文を投稿した際
に、遺伝子名を FLO2と改名するよう編集委
員より指摘があり、これに従って変更した）。 
 
２．研究の目的 
FLO2 はこれまで全く報告がない構造を有す
る新規な遺伝子である。また、FLO2 はこれ
まで全く知られていない「新たな構造を有す
る発現制御因子ファミリー」を形成している
ものと思われる。FLO2には TPRドメインが
存在する。TPRドメインはタンパク質相互作
用に関与すると言われているが、その機能は
不明である。これまでの研究結果では、酵母
two hybrid法により、FLO2の TPRドメイン
と相互作用する多数の蛋白質が見つかって

いる。これらのことから、FLO2 は、TPR ド
メインを介して様々な遺伝子の発現制御に
関わっているものと示唆される。しかしなが
らこれが、どのような仕組みで下流の遺伝子
群の発現制御をしているかは全く不明であ
る。そこで、FLO2 について、これらのタン
パク質がどのような仕組みで遺伝子発現制
御を行っているかを解明する。 
 
３．研究の方法 
転写制御因子であると考えられる、新規な遺

伝子ファミリー、FLO2 による植物の機能制
御機構を明らかにするために、以下の３つの

アプローチでの研究を実施する。 
①３つの遺伝子の発現様式（発現部位、発現

時期など）②変異体あるいは形質転換体に現

れる表現型③タンパク質の相互作用（酵母

two hybridシステムなど）。これらの実験によ
り、これらのタンパク質が緑葉などの組織で、

どのような仕組みで下流の遺伝子の発現制

御を行っているかを解明する。また、３つの

FLO2 ホモログの間での相互作用（相補性）
などを検定し、FLO2 が植物機能を維持する
ためにどのような貢献をしているかを明ら

かにする。これにより FLO2を頂点とする新
規な植物の機能制御システムが明らかにな

ると考えている。 
	 
４．研究成果	 

flo2変異体では、貯蔵デンプン生合成や貯蔵
タンパク質遺伝子などの種子貯蔵物質生合

成にかかわる多くの遺伝子の発現量が大き

く低下していることが分かった。しかし、デ

ンプンの生合成系酵素では、RBEI、RBEIIb、
Starch synthase (SSI、SSIIa、SSIIc、SSIIIa、 
SSIVb) の発現量は大きく低下していたが、
同化デンプン生合成にも関与する BEIIa、
SSIIb、SSIIb、SSIVa などの遺伝子の発現



にはほとんど影響がなかった。すなわち、flo2 
変異の原因遺伝子による発現量の低下が現

れているのは、種子貯蔵物質の生合成に関与

する遺伝子だけに限られていることがわか

っている。一方、flo2 変異体に関するマイク
ロアレイ実験で、この変異により発現量が低

下する遺伝子は全体の 1割以上に及ぶことが
分かっていることから、flo2 変異の影響は広
範囲に及ぶことが示唆されている。この制御

様式は他の因子と相互作用により複雑に組

み合ったものであると予想された。 
	 この flo2 変異の原因遺伝子は第 4 染色体
にある Os04g0645100 遺伝子であることが
分かった。 flo2 変異体のひとつである 
EM37 では、この遺伝子の ORF の中央付近
に G→A の点変異が起こり、終止コドンが
生じていた。これにより、この変異体では、

FLO2の機能が失われていると予測された。 
	 この野生型の遺伝子を flo2変異体に導入
したところ、得られた形質転換体の種子は

野生型の表現型を示した。これらの形質転

換体は、flo2 変異体で発現量が減少してい
た貯蔵デンプンや貯蔵タンパク質の生合成

に関わる遺伝子の発現量が回復していた。

また、貯蔵デンプンの構造も野生型と同等

になった。このことから、この遺伝子

（FLO2）が flo2 変異の原因遺伝子である
ことがわかった。 
	 FLO2 は TPR モチーフを持つ 1720 ア
ミノ酸残基からなる分子量 189 kDa の巨大
なタンパク質で、既知の転写因子や翻訳制御

因子と相同性がない。TPR モチーフはタン
パク質–タンパク質間相互作用に関与すると
考えられている。このことから FLO2 は何
らかのタンパク質因子と相互作用している

と考えられている。そこで、FLO2 と相互作
用するタンパク質を解析することにより、

FLO2 遺伝子による種子貯蔵物質生合成の
制御の分子機構を解明できると考えた。 
	 Yeast Two-Hybrid 法により FLO2 と相
互作用すると考えられる複数の候補因子が

見つかった。これらのうち、 LEA タンパク
質と bHLH 型転写因子様タンパク質が複数
回検出されたことから、これらのタンパク質

は FLO2 と密接に相互作用する有力な候補
であると考えられた。そこで、この bHLH お
よび LEA と FLO2 との相互作用をさらに
詳しく調べるために in vitro pull down 
assay を行ったところ、この LEA および
bHLHと FLO2との相互作用が示された。ま
た、この遺伝子である bHLH および LEA
遺伝子についてリアルタイム PCR による発

現時期の解析を行ったところ、これらの遺伝

子はFLO2と同様に種子の登熟後期に発現量
が増加していることがわかった。これらのか

ら、LEA と bHLH は FLO2 と相互作用し
て様々な遺伝子の転写制御を行っているこ

とが推測された。 
	 ところで、野生型 FLO2を導入した形質転
換体の中にはFLO2遺伝子が過剰発現してい
る個体が存在した。これらの過剰発現形質転
換体では貯蔵デンプンや貯蔵タンパク質の
生合成に関わる遺伝子の発現量が野生型よ
りも高くなっていた。また、生じた種子サイ
ズや種子重量は野生型よりも有意に大きか
った（図１）。このことから FLO2は種子貯
蔵物質生合成系遺伝子群の発現を制御して
いる上位の制御因子であり、この過剰発現に
より貯蔵物質の生合成に関わる遺伝子群の
発現量が増加し、その結果として種子の大型
化が起こったものと考えられた。	 

	 	  
図１．FLO2遺伝子を導入した組換え体

イネの種子の形態	 
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