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研究成果の概要（和文）：本研究では最近確立されたGWASシステムを用いて、世界的に栽培されている穀物植物
であるイネにおいて温度依存的な発芽調節機構を明らかにすることを目的に研究を行った。その結果、我々は
14-3-3ファミリーに属する遺伝子GF14hのORF上に存在する4塩基のInDelが温度依存的に発芽調節に関わっている
ことを見出した。さらにGF14hの作用機序について解析を行った結果、ABAシグナル伝達を制御することが知られ
ているbZIP型転写因子OREB1、ペプチドホルモンとして機能していることが知られているPEBPファミリーに属す
るMFT2がGF14hと複合体を形成して発芽の制御に関わることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We find that a 4 bp InDel in one of the 14-3-3 family genes, GF14h, 
preferentially changes the germination rate of rice under optimum temperature conditions. The GF14h 
protein constitutes a transcriptional regulatory module with a bZIP-type transcription factor, 
OREB1, and a florigen-like protein, MOTHER OF FT AND TFL 2, to control the germination rate by 
regulating abscisic acid (ABA)-responsive genes. The GF14h loss-of-function allele enhances ABA 
signalling and reduces the germination rate.

研究分野： 植物分子生理

キーワード： 発芽　イネ　GWAS　アブシジン酸

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
発芽は、植物の一生において最も重要なイベントの1つである。様々な環境で初期生育を達成するために、植物
は最適なタイミングで発芽する機構を進化させてきた。適切な発芽管理は農業的にも重要であり、特に種子を収
穫する穀物植物においては直接収量に関わる。単子葉類のモデル植物としても広く認知されているイネは、穀物
植物として世界中で栽培されており、様々な環境に適応した品種が存在する。本研究は日本のイネの発芽形質の
多様性を説明する遺伝子を明らかにし、今後のイネ育種における重要な知見を提供することに成功した。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 

植物の種子休眠および発芽という現象は植物にとって重要な成長イベントであるとともに、農
業にとって極めて重要な現象である。休眠が浅い、つまり発芽しやすい種子は、好適環境に晒さ
れることで収穫前に発芽が起こってしまい、特に種子を収穫する穀物植物においては収穫量が
大きく減少してしまう。一方で、休眠が深く、発芽しにくい種子では、種を播いた後の発芽のタ
イミングを揃えることが難しく、生産コストの上昇に繋がる。したがって、植物の生存だけでな
く農業利用の面でもそのタイミングは適切でなければならず、非常に強い選択圧がかかってい
ると考えられ、厳密な制御機構の存在が予想される。 

単子葉類のモデル植物としても広く認知されているイネは、穀物植物として世界中で栽培され
ており、様々な環境に適応した品種が存在する。特に日本のイネ栽培においては、南北に広い国
土であること幅広い温度条件で栽培可能なイネの育種が進められ、その成果によって現在では
北海道でも稲作が可能になっている。この稲作の北進に関しては出穂期の調節が主要な育種目
標であったが、前述のように、種子の発芽も重要な農業形質であり、また温度に影響を受けるが、
温度による発芽制御機構の詳細は明らかになっていない。 

 

 

２．研究の目的 

 

本研究ではイネ種子発芽を温度に応じて制御する遺伝子の単離および制御機構の解明を目指し
て研究を行う。特に、予備実験の結果から予想されていた「GF14h」「OREB1」「MFT2」の 3

種のタンパク質によって構成される温度依存的な種子発芽調節を担う転写調節モジュール（以
後 Temperature-dependent Germination Regulation Module (TdGRM)と呼称する）による発
芽制御機構を明らかにすることを重要な達成目標として研究を行う。 

 

 

３．研究の方法 

 
原因遺伝子を単離する手法として、ゲノム上の多型情報と表現型の相関を解析する手法である
Genome-wide association study (GWAS)に、さらに環境条件を含めて解析を行う GxE GWAS

という手法を用いる。具体的には日本のイネ 150 品種以上を用い、30℃と 15℃の環境で発芽率
を測定し、そのデータを形質値として GxE GWAS に供試する。15℃と 37℃における発芽率を
測定し、GxE GWAS に供した。GWAS とはそれぞれの系統のゲノム情報と形質データを元に、
その形質の差異を説明するゲノム領域を解析する手法である。GxE GWAS ではゲノム情報だけ
でなく、環境のデータも解析に含めることで、環境によって働きを変える遺伝子の作用を検出す
る手法である。その後、得られた候補遺伝子について、実際に温度依存的に発芽調節に関わるど
うか形質転換体を作成して検証し、その発芽調節機構についても分子生物学的手法により明ら
かにする。 
 
 
４．研究成果 
 
特定の温度条件下で種子の発芽を制御する遺伝子を
同定するために、日本イネ（O. sativa subsp. 
japonica）164 品種の発芽率を、15℃、96 時間および
30℃、24 時間の 2 つの異なる条件下で計測し、計測
データを GxE GWAS に供試した。その結果、11 番
染色体の 23.5Mb にあるピークを検出した（図 1）。ピ
ーク 1 の候補領域には、有意な P 値を持つ 8 つの多
型と、アミノ酸交換またはフレームシフト変異が含
まれていた。 
これらの変異の機能的影響を評価したところ 14-

3-3 ファミリータンパク質をコードする GF14h 遺伝子（LOC_Os11g39540/Os11g0609600）の CDS
領域に 4bp の InDel が原因多型候補として見つかった。4bp 欠損を持つ GF14h の日本晴型ハプロ
タイプ（Hap.1）は LOF 対立遺伝子であり、変異型である Hap.2 および Hap.3 がオルソログ間で
配列が共有されているため機能的であると思われた。実際に Hap.1 を持つ品種は、30℃では
Hap.2/3 を持つ品種よりもより低い発芽率を示したが、15℃ではほぼ同等であった。日本晴をバ
ックグラウンドとして相補性解析を行ったところ、Hap.2 のゲノム領域を導入した個体または
Hap.2 を過剰発現した個体で、30℃での発芽率が上昇することが確認され、15℃ではわずかな効



果しか認められなかった。これらの結果から、GF14h が温度に
条件によって発芽への影響が変化する遺伝子であることが確
認された。 

GF14h の機能を解明するため、種子発芽における重要抑制因
子である ABA シグナル伝達経路への関与を調べた。機能性 GF14h を持つ種子と持たない種子で
発芽率の ABA 応答性を比較したところ、機能性 GF14h は ABA 応答性を劇的に低下させ（図 2a）、
3 つの ABA 応答遺伝子 OsRab16A、OsLea3、OsEM の発現を低下させた（図 2b）。さらに、GF14s と
bZIP 因子との直接的な相互作用は、開花など様々な生物学的プロセスにおいて報告されていた
ことから、GF14h と、発芽抑制やストレ
ス応答など ABA依存的な応答の鍵となる
因子として報告されている bZIP タンパ
ク 質 で あ る OREB1/OsABI5 お よ び
TRAB1/OsbZIP66 との相互作用を調べた。
酵母ツーハイブリッドシステム（Y2H）を
用いると、GF14h は OREB1 と強い相互作
用を形成し、TRAB1 との相互作用は低
く、Hap.1 とは両方ともほとんど相互作
用しないことが観察された（図 3a）。そ
こで、GF14h と OREB1 の関係に注目し、
研究を進めた。Hap.2 が植物核内で
OREB1 と相互作用していることを、BiFC
アッセイを用いて確認した（図 3b）。 
開花調節に関わる複合体と知られて

い る FAC （ florigen activation 
complex）は bZIP と 14-3-3 に加えて、
Hd3a/FT からなる。そこで、MOTHER OF 
FT AND TFL（MFT）の関与についても調
べた。MFT はコムギの種子発芽を制御す
る因子（TaMFT）として報告されていた。イネには MFT1 と MFT2 の 2 つの MFT があり、MFT2 が
TaMFT に相当する。CRIPSR-Cas9 を用いて作製した MFT2 欠損植物は、コントロールに比べて ABA
感受性が非常に低かった。Hap.2-MFT2 の複合体は主に小胞体で観察された。OREB1-MFT2 は核に
特異的に局在していた（図 4）。 
次に、イネの ABA シグナル伝達のレポ

ーターとしてよく用いられている OsEMプ
ロモーターの制御下にレポーター遺伝子
ホタルルシフェラーゼ（fLUC）を配置した
プラスミドを用いた一過性レポーターア
ッセイによって、ABA シグナル伝達におけ
る GF14h の役割を調べた。OREB1 によって
発言は誘導されたが、Hap.2 をさらに発現
させるとこの発現上昇が部分的に減少し
た（図 5a）。Hap.2 による発現量依存的な
発現減少も確認できた。さらに MFT2 を共



発現させるとは Hap.2 の抑制効果を発現量依存的に緩和した（図 5a）。タグのない第 3 因子を用
いて BiFC 実験を行った。MFT2 または Hap.2 が存在する場合、Hap.2-OREB1 または OREB1-MFT2 の
シグナルの局在や強度にそれぞれ変化は見られなかった（図 5b）。一方、OREB1 が存在すると、
GF14hHap.2-MFT2 の局在は核へと変化した（図 5b）。これらの結果は、三重複合体形成が OREB1
を介して核内で結合することを示している。以上のことから GF14h タンパク質は、bZIP 型転写
因子 OREB1 およびフロリゲン様タンパク質 MFT2 と転写制御モジュールを構成し、ABA 応答遺伝
子を制御することで発芽率を制御していることを明らかにした（図 6）。 
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